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Figure 17. Esquema ilustrativo da relacdo dos fatores de risco na modulagdo inflamatoria
para um infiltrado de células da imunidade inata, aumentando a presenca de neutréfilos em

relacdo aos linfécitos, favorecendo o microambiente tumoral. Fonte: Proprio autor com
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RESUMO

O céancer é a segunda maior causa de morte no mundo, manifestando-se de forma rara no
contexto do cancer peniano em paises desenvolvidos, mas apresentando elevada incidéncia
em paises em desenvolvimento, incluindo o Brasil. No territério brasileiro o cancer peniano
também apresenta uma distribuicdo polarizada, com maiores incidéncias nas regides norte e
nordeste, destacando o estado do Maranhdo. O objetivo do presente trabalho foi caracterizar o
perfil de células imunes infiltradas no carcinoma peniano como um possivel marcador de
diagnostico e/ou prognostico em pacientes atendidos no hospital de referéncia do Maranhao.
Para tal, foram coletados os dados socio-demogréficos e clinicos do prontuario e um
fragmento da peca anatomopatologica fixado em formol tamponado, para processamento
histologico, os scores foram feitos em contagem diferencial de trés campos aleatérios
analisados, para as analises de dados e foram aplicados os testes one-way ANOVA, tendo o
valor de p < 0,05 sendo considerado estatisticamente significante. Os resultados socio-
demogréaficos mostraram um perfil de pacientes residentes principalmente na mesorregido
norte maranhense, apontando os fatores de risco como baixa condigéo socioecondmica, baixa
escolaridade, presenca de fimose e infeccdo pelo HPV. Nas analises histopatoldgicas, 87,5%
das amostras apresentaram infiltrados leucocitérios, caracterizando o cancer peniano como
inflamatorio, foi observada 68,7% de alterac6es celulares caracteristica do HPV (Coilocitose).
As andlises de correlagdo associaram os subtipos histolégicos, alguns fatores de risco como a
presenca de fimose, idade, tabagismo, etilismo, e estadiamento mais avancado da doenca.
Alteracdo celular sugestivas da infeccdo pelo HPV estd associada a carcinogénese e a
formacdo do infiltrado leucocitario, que sugere uma modulacdo da resposta imune no
microambiente, tendo um pior prognostico. Desta forma, o presente trabalho mostra que o
perfil dos pacientes diagnosticados com cancer peniano no Maranhdo converge com dados
descritos na literatura sobre as caracteristicas clinicas e sociodemograficas da doenca,
correlaciona os fatores de risco como a idade mais avancgada, a presenca de fimose nesses
pacientes, um contato prévio com o HPV com pior estadiamento da doenca, sugerindo a
inducdo de um processo inflamatorio favoravel do microambiente tumoral.

PALAVRAS-CHAVE: Inflamacdo; Infiltrado tumoral; Papilomavirus Humano; Cancer
geniturinario.



ABSTRACT

Cancer is the second leading cause of death in the world, rarely occurring in the
context of penile cancer in developed countries, but with a high incidence in developing
countries, including Brazil. In Brazil, penile cancer also has a polarized distribution, with
higher incidences in the north and northeast regions, especially in the state of Maranhdo. The
objective of this study was to characterize the profile of immune cells infiltrated in penile
carcinoma as a possible marker of diagnosis and/or prognosis in patients treated at the referral
hospital in Maranh&o. To this end, sociodemographic and clinical data were collected from
medical records and a fragment of the anatomopathological specimen fixed in buffered
formalin for histological processing. Scores were calculated by differential counting of three
random fields analyzed for data analysis and one-way ANOVA tests were applied, with a p-
value <0.05 being considered statistically significant. The sociodemographic results showed a
profile of patients residing mainly in the northern mesoregion of Maranhdo, indicating risk
factors such as low socioeconomic status, low education, presence of phimosis and HPV
infection. In the histopathological analyses, 87.5% of the samples presented leukocyte
infiltrates, characterizing penile cancer as inflammatory, and 68.7% of cellular alterations
characteristic of HPV (koilocytosis) were observed. The correlation analyses associated the
histological subtypes, some risk factors such as the presence of phimosis, age, smoking,
alcoholism, and more advanced staging of the disease. Cellular alterations suggestive of HPV
infection are associated with carcinogenesis and the formation of leukocyte infiltrate, which
suggests a modulation of the immune response in the microenvironment, having a worse
prognosis. Thus, the present study shows that the profile of patients diagnosed with penile
cancer in Maranhdo converges with data described in the literature on the clinical and
sociodemographic characteristics of the disease, correlating risk factors such as older age, the
presence of phimosis in these patients, and previous contact with HPV with worse staging of
the disease, suggesting the induction of a favorable inflammatory process in the tumor
microenvironment.

KEYWORDS: Inflammation; Tumor infiltrate; Human papillomavirus; Genitourinary

cancer.



13

1. INTRODUCAO

O cancer é uma das principais causas de morbi-mortalidade global, com milhdes de
novos casos e Obitos registrados anualmente. A incidéncia mundial aponta para cerca de 20
milhGes de novos casos e 9,9 milhdes de mortes em 2020, sendo notavel que 70% delas
ocorrem em paises de baixa e média renda (OMS, 2020; FERLAY, 2020). Dentre os diversos
tipos de cancer, o carcinoma de células escamosas de pénis (CCEP) é uma neoplasia rara em
paises desenvolvidos, com maior incidéncia em paises subdesenvolvidos (TORBRAND et al.,
2017). Embora afete principalmente homens com mais de 50 anos, também pode ocorrer em
individuos mais jovens (MACEDO et al., 2020). No Brasil, 0 CCEP representa 2% de todos
0s canceres que acometem os homens, sendo mais frequente nas regiGes Norte e Nordeste
(INCA, 2021).

Os fatores de risco associados ao CCEP incluem baixas condi¢des socioeconémicas e
de instrucdo, méa higiene intima, estreitamento do prepucio e a ndo realizacdo da circuncisdo
(HAKENBERG et al., 2018; SOARES et al., 2020). Além disso, a infeccdo pelo
papilomavirus humano (HPV) também esta relacionada ao desenvolvimento dessa doenca
(MORRIS; KRIEGER, 2017).

Trabalhos desenvolvidos pelo grupo de pesquisa de cancer de penis, mostraram que
alteragdes genéticas em amostras de cancer peniano estdo relacionadas a maior expressao de
genes associados a inflamacdo, como o PTG52 que codificam a enzima ciclococigenase-2
encontrado em altas concentracbes nas inflamacdes em sitios de integracdo do HPV
(MENDES et al., 2017) e também que ao abordar o sequenciamento completo do exoma do
carcinoma espinocelular do pénis, associando e mostrando as vias moleculares do HPV, estédo
diretamente ligadas com o impacto substancial na iniciacdo, desenvolvimento e resposta ao
tratamento do cancer de penis (CANTO LM et al., 2022).

Estudos investigaram os padrées imunologicos em tumores de CCEP, uma vez que a
resposta imune desempenha um papel crucial na carcinogénese desencadeada por processos
que incluem: 1) o reconhecimento continuo de padrdes moleculares associados a danos
(DAMPs) e patogenos (PAMPs); 2) a producdo persistente de espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio que causam danos ao DNA; 3) a liberacdo continua de mediadores inflamatorios
como prostaglandinas e leucotrienos, e a producdo excessiva de citocinas pré-inflamatérias,
desregulando a resposta imune efetiva (HUYNH et al., 2019). E para o prognostico desses

pacientes, alguns componentes da resposta imune podem promover informag0es importantes



14

para a compreensdo de mecanismos celulares envolvidos no microambiente tumoral
(CZAJKOWSKI et al., 2023).

No contexto mencionado, nossa pesquisa teve como objetivo investigar o perfil
imunoldgico presente no infiltrado em amostras de CCEP em pacientes do estado do
Maranhdo. A hipotese subjacente (implicita) é que o tipo de infiltrado de células imunes no
cancer peniano influencia o desenvolvimento da doenca sendo um parametro para diagnostico
e prognostico.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 CANCER: ASPECTOS GERAIS

O céancer é uma doenca caracterizada pelo crescimento descontrolado e anormal de
células no corpo (WHO, 2022). Estas células cancerosas tém a capacidade de invadir tecidos
saudaveis circundantes e, em estagios avancados, podem se espalhar para outras partes do
corpo através do processo de metéstase. Sendo esse processo uma das principais causas de
morte associada as neoplasias malignas (FARES et al., 2020).

O cancer pode surgir em praticamente qualquer tecido ou érgdo do corpo humano e é
frequentemente impulsionado por mutacdes genéticas que afetam o ciclo celular normal
(MATTHEWS; BERTOLI; DE BRUIN, 2022). Os processos mutacionais sdo o primeiro
passo para a carcinogénese, ou processo de formagdo do céncer. A carcinogénese € um
processo complexo dividido em trés etapas distintas (Figura 1): iniciacdo, promoc¢do e
progressdo (KULESZ-MARTIN et al., 2018).

INICIAGAO PROMOCAO PROGRESSAO

@@= — > —

Célula Normal —lr Célula Iniciada

AGENTES DE BLOQUEIO AGENTES SUPRESSORES DE TUMOR
AGENTES QUIMIOPREVENTIVOS | INIBIGAO DEINVASAQ,
(Bl ANGIOGENESE E METASTASE

Figura 1. Fases da carcinogénese: o estagio inicial, promocio, progressdo e metastase. (A) A

METASTASE

Células Células )
Pré-neoplasicas Neoplasicas Tumor Maligno

1 l

iniciacdo envolve a alteracdo, mudanga, ou mutacdo de genes que surge espontaneamente ou induzida pela
exposicdo a um agente cancerigeno. (B) A fase de promogdo € considerada um processo relativamente
demorado e reversivel no qual proliferam ativamente células pré-neoplésicas. (C) A progressdo € o estagio
final da transformacéo neoplasica, onde ocorrem alteracBes genéticas e fenotipicas e proliferacdo celular.
(D) A metéstase envolve a disseminagdo de células cancerigenas do local primario para outras partes do

corpo através da corrente sanguinea ou do sistema linfatico (Modificado do SMITH et al, 2021).
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Na iniciacdo, uma célula normal adquire mutacdes genéticas, transformando-se em
uma célula pré-cancerigena (BARNES et al., 2018). Nesta fase, os principais genes que
desempenham papéis cruciais Ssdo proto-oncogenes e genes supressores de tumor
(KONTOMANOLIS et al., 2020). Os proto-oncogenes sdo genes normais que regulam o
crescimento celular e a diferenciacdo. Quando mutacdes de ganho de funcdo ocorrem nesses
genes, transformam-se em oncogenes, estimulando de maneira descontrolada o crescimento
celular e inibindo a morte celular programada, denominada apoptose (BATRA et al., 2021).

Por outro lado, os genes supressores de tumor normalmente funcionam como
inibidores do crescimento celular, impedindo a divisdo celular descontrolada e ativando genes
de reparo do DNA. Mutagdes nesses genes podem desativar esses mecanismos de controle,
permitindo que as células se dividam sem restricdes, levando a formacdo de tumores
cancerigenos (WANG et al., 2019).

Durante a fase de promocdo, fatores como hormdnios ou substdncias quimicas
estimulam o crescimento dessas células, levando a formacéo de tumores iniciais (NEAGU et
al., 2016). Na etapa de progressdo, as células neoplasicas ganham a capacidade de invadir
tecidos circundantes e se espalhar para outras partes do corpo, formando metastases
(HYNDMAN, 2016).

Assim, o processo de transformacdo maligna permite a aquisicdo de caracteristicas
Unicas das células transformadas ao longo de um processo de selecdo (GREAVES, 2015).
Essas caracteristicas adquiridas ao longo do processo foram coletivamente denominadas de
“hallmark” do cancer, e corresponde as caracteristicas fundamentais que sdo comuns na
maioria dos tipos de cancer (WEINBERG et al., 2000). Estas caracteristicas incluem:
resisténcia a morte celular programada (apoptose), capacidade de estimular o crescimento de
vasos sanguineos (angiogénese), evasao do sistema imunoldgico, ativacdo de sinais de
crescimento constantes (sustentabilidade de sinais de crescimento), capacidade de replicacao
indefinida (imortalidade), resisténcia a sinais antiproliferativos, reprogramacdo do
metabolismo celular e invasdo e metastase a tecidos distantes (HANAHAN; WEINBERG,
2011; HANAHAN, 2022). Compreender essas caracteristicas é fundamental para a pesquisa e
desenvolvimento de terapias eficazes contra o cancer, visando interromper esses processos e

combater a progressao da doenca.

2.2 EPIDEMIOLOGIA
Em 2020, foram registrados 19 milhdes de novos casos e 9 milhdes de mortes

globalmente, indicando um aumento significativo em relagdo a 2018, quando houve 17
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milhGes de novos casos (OMS, 2020). Notavelmente, 58% desses casos e dbitos ocorreram na
Asia (GLOBOCAN, 2023). Entre a variedade de tumores existentes, os mais prevalentes
globalmente incluem cancer de mama, prostata, pulméo, colorretal, cérvix uterino, estdmago,
figado, corpo uterino, ovario e tiredide (IARC, 2023).

Especificamente na populacdo masculina, os tumores de pulmé&o, prdstata, colorretal,
estdbmago, figado e bexiga como demonstra na Figura 2 foram 0s mais prevalentes na
populacdo masculina no ano de 2022 segundo dados da Organizagdo mundial da Saude
(GLOBOCAN, 2024). Em 1999 e 2015, os gastos com tratamento de cancer no Brasil
aumentaram de R$470 milhdes para R$3,3 bilhGes (KORKES et al., 2020). Estima-se que 0
pais enfrentard aproximadamente 704 mil novos casos de cancer a cada ano durante o triénio
2023/2025 relacionado a essa alta incidéncia tem um elevado custo para 0 manejo dessa
doenga (INCA, 2024). Nos Estados Unidos, estima-se que os gastos diretos com cancer
atingiram 80,2 bilhGes de doélares em 2015, aumentando proporcionalmente com a progressao

da doenca, a duracdo do tratamento e a tecnologia terapéutica aplicada (AHRQ, 2015).

Taxa bruta por 100.000 habitantes, incidéncia, homens, em 2022
Paises (15 principais locais de cancer)
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Figura 2. Estimativa global de casos incidentes de céncer no mundo, com foco na populacéo
masculina de todas as idades (excluindo cancer de pele ndo melanoma). Fonte: International Agency for
Research on Cancer (IARC), 2024.

No Brasil, 0 aumento da expectativa de vida esta levando a uma modificacdo no perfil
epidemioldgico. No entanto, o diagndstico tardio e a falta de prevencdo resultam em um
elevado nimero de casos detectados em estagios avancados, dificultando o tratamento eficaz
(KORKES et al., 2020).
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Em se tratando de neoplasias, nos sistemas reprodutores observa-se a maior incidéncia
na populacdo feminina devido a lesdes no colo do uterino, seguido de corpo uterino e ovario.
Entretanto existe uma tendéncia a queda na incidéncia dessas lesbes devido a implantagédo de
medidas preventivas, deteccdo precoce por meio de técnicas mais avangadas de rastreio
(ROSA LM, et al., 2021). Para a populacdo masculina o cancer de prostata tem sua maior
incidéncia no sudeste do Brasil, tendo como justificativa dessa alta taxa a evolu¢do dos
métodos diagndsticos e também o acesso a esse recurso, seguindo do cancer de pénis tendo
uma maior frequéncia no norte e nordeste do pais (GONCALVES, et al., 2008).

Em paises em desenvolvimento, onde existem grandes disparidades socioeconémicas
na populagdo, fatores externos como infeccdes virais, especialmente HPV e hepatites B/C,
exercem uma forte influéncia sobre a epidemiologia do céancer (FIDLER; BRAY;
SOERJOMATARAM, 2018). Quando combinados com comportamentos prejudiciais a saude,
como tabagismo, obesidade, sedentarismo e consumo excessivo de &lcool, esses elementos
desempenham um papel significativo na ocorréncia das neoplasias (LEWANDOWSKA et al.,
2018).

2.3 PARADOXO DA INFLAMACAO NO CANCER: FISIOLOGIA VERSUS
PATOLOGIA
A associagdo entre inflamagéo e cancer ndo é uma descoberta recente. Em 1863, o
patologista alemdo Rudolf Carl Virchow (1821-1902), levantou a hipétese de que as células
que fugissem da anormalidade (células neoplasicas) poderiam se originar de locais de
inflamacdo cronica, com base na hipotese de que a inflamacdo potencializa a proliferacdo
celular, aumentando assim o risco de desenvolvimento de tumores (FIGUEIREDO, 2019). A
fisiologia sendo uma conjuncdo de uma funcionalidade do organismo de forma normal,
correlacionando a patologia que ja € um desvio dessa normalidade, observa-se que a
inflamacg@o tem um papel crucial nesse desvio de normalidade, como exemplo a resposta a
lesdo tecidual que envolve uma complexa rede de sinais quimicos que inicia e sustenta a
resposta do hospedeiro, visando a cicatrizacdo do tecido afetado, por meio da ativacdo da
imunidade inata e adaptativa (COUSSENS et al., 2002).

A inflamacéo é caracterizada pela resposta de um organismo lesado ao agente agressor
por estimulos e condi¢bes nocivas com o objetivo de eliminar a lesdo e restaurar a regido ao
seu estado original. A visdo padréo da inflamag¢do como uma reacao a uma infeccdo ou lesdo
independentemente da causa, a inflamacao presumivelmente (DE PAULO et al., 2010). Em

uma visdo geral, a resposta inflamatéria aguda comeca logo ap6s a agressdo, levando minutos
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ou horas e participam do mecanismo de resposta inata, que ativa a adquirida, j& a resposta
inflamatoria cronica ocorre por um periodo maior levando dias ou até meses, enquanto a
agressdo ndo foi eliminada, os mecanismos da imunidade inata estdo presentes mas € a
resposta adquirida que mantém o processo ao longo do tempo e com isso acaba causando
dano ao tecido (GONZALEZ-COSTA et al.,2019)

A variedade de células imunes infiltradas no microambiente tumoral vai variar tanto
para certos tipos de canceres, quanto para diferentes pacientes (MONTEIRO et al., 2023). Na
imunidade inata, por exemplo, os neutréfilos € o primeiro efetor recrutado da resposta
inflamatéria aguda, os neutréfilos tem uma capacidade fagocitica que € estimulada pela
ligacdo de seus receptores para opsoninas € um ponto positivo, estudos mostram que 0s
neutrofilos também podem gerar armadilhas extracelulares neutrofilicas (CRUVINEL, et
al.,2010). Outro exemplo é mondcito que se diferencia em macrofagos nos tecidos, uma vez
ativados sdo a principal fonte de fatores de crescimento e citocinas que afetam algumas
células no ambiente tumoral, outra célula imune importante na liberacdo de mediadores
inflamatorios é o mastécito que contém granulos mediadores de inflamagdo no seu
citoplasma, quando € ativado libera esse fator, com outros de natureza lipidica que seréo
sintetizados novamente, 0s mastocitos podem ser detectados em quase todos os tecidos,
localizando-se principalmente proximo de vasos sanguineos onde os mediadores agirdo uma
vez que forem liberados (COUSSENS et al., 2002).

A imunidade adaptativa é dividida em duas a imunidade humoral, onde vai haver a
producéo de células B entre elas estd o plasmocito e a imunidade mediada por células T, essas
células T podem impactar o crescimento do tumor através da estimulacdo de outras células
encontradas no microambiente tumoral (MACHADO, et al., 2004)e delas sdo formadas os
linfocitos T CD4 auxiliares (Helper) que liberam citocinas que ativam grande parte do sistema
imunoldgico adaptativo e ndo adaptativo durante a infeccéo e as linfécitos T CD8 que sdo células T

citotoxicas que destroem as células infectadas, liberando enzimas que rompem as membranas celulares

e ambos podem ser ativadas por celulas apresentadoras de antigenos (MESQUITA, et al., 210).

Um marcador inflamatdrio de grande relevancia é a citocina pro-inflamatoria fator de
necrose tumoral (TNF) podendo agir como promotor de vasodilatacdo nas células endoteliais,
qguando liberado em baixas concentracfes e secretam um grupo de citocinas (denominada
qguimiocinas) que tem acao quimiotaxica em relagdo aos leucécitos, possibilitando o combate
a quadros infecciosos, promovendo o processo inflamatorio local (VITALE et al.,2007).
Assim como o fator de transformagédo do crescimento beta 1 (TGF) que vai influenciar de

forma positiva e negativa no processo de inflamacédo, no crescimento celular, sobrevivéncia,



19

diferenciagdo, migragdo e apoptose (FIGUEIREDO, 2019). Outro exemplo de marcador
inflamatorio é a proteina C reativa (PCR) que tem sua participacao na defesa em infecgdes por
diversos microrganismos, na reabsor¢do de material necrotico e na regulacdo de processos
inflamatdrios (COLLARES et al., 2006).

Em 2009, Camus et al. estabeleceram as trés caracteristicas imunoldgicas primarias do
cancer: “quente, varidavel e resfriado” que sdo mais evidentes em canceres colorretais
primarios. Levando esta descoberta a um sistema de classificacdo baseado no equilibrio entre
a evasdo tumoral e a coordenacdo imunolégica (CAMUS et al., 2009). Essa classificacdo
facilita o estabelecimento de novas terapias para o tratamento do cancer tendo como exemplo
a imunoterapia fazendo com que essa abordagem tenha uma eficacia melhorada, uma vez que
as abordagens iniciais para os tratamentos sao diferentes para cada tipo de tumor (WANG et
al., 2023).

Os canceres denominados quentes e frios tém caracteristicas distintas, tumores quentes
obtém uma alta presenca de infiltrado leucocitario, incluindo células T CD8. Um ponto
importante para esses tumores que expressam células T CD8+ que sdo especificos para aquele
tumor, o mecanismo de acdo dos bloqueadores PD-1/PD-L1 é baseado na amplificacdo de
células T CD8+ ja preexistentes (GALON et al.2019). Ja os tumores variaveis sdo tumores
que estdo variando entre quente e frio e os tumores frios (ndo infiltrados) por outro lado
apresentam pouca presenga por células T CD8+ e a expressdo de PD-L1 é secundaria a
ativacdo oncogeénica, apresentando baixa carga mutacional na maioria das vezes. Tendo como
diferenca os tumores quentes e frios se baseado no status das células T citotdxicas dentro dos
tumores (DE GUILEBON et al., 2020).

2.4 CANCER DE PENIS (CCEP)

2.4.1 EPIDEMIOLOGIA

Embora geralmente afete homens a partir dos 40 anos, hd uma tendéncia crescente de
casos em homens mais jovens (MACEDO et al., 2020). O carcinoma de células escamosas de
pénis (CCEP) é uma neoplasia agressiva mais prevalente em paises em desenvolvimento do
que em paises desenvolvidos (TORBRAND et al.,, 2017). A incidéncia de CCEP ¢
notavelmente alta em paises da Asia, Africa e América do Sul, contrastando com as taxas
mais baixas observadas no Nordeste Europeu e América do Norte (MONTES CARDONA,
GARCIA-PERDOMO, 2017).

Na Ameérica do Norte, paises como Canada e Estados Unidos exibem taxas de

incidéncia relativamente baixas, registrando 0,57 e 0,50 novos casos de cancer de pénis por
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100.000 homens, respectivamente. Em contraste, na América do Sul, paises como Santa Lucia
e Paraguai apresentam estimativas mais elevadas, com 3,9 e 3,4 novos casos por 100.000
homens, respectivamente, enquanto o Brasil demonstra uma incidéncia intermediaria, com 1,3
novos casos por 100.000 homens (GLOBOCAN, 2022).

Ao analisar os dados fornecidos pela Agéncia Internacional de Pesquisas do Cancer
(IARC), vinculada a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), observamos que o nUmero
estimado de novos casos e mortalidade de CCEP atingiram niveis alarmantes, superando 1500
casos, principalmente na india, China e Brasil (GLOBOCAN, 2022). No caso particular do
Brasil, a epidemiologia do CCEP ainda ndo esta bem estabelecida. O relatério mais recente
faz uma estimativa que varia entre 122,51 a 378,88 novos casos por 100.000 homens de
neoplasias, excluindo o cancer de pele ndo melanoma. Dessas ocorréncias, 4.200 novos casos
foram registrados somente no Estado do Maranh&o (INCA, 2020).

Dados do Sistema de Informacdo de Mortalidade, no periodo entre 2009 e 2014,
revelaram que mais de 2 mil mortes e aproximadamente 3 mil amputagdes foram atribuidas ao
CCEP no Brasil (GUIMARAES, 2022). A prevaléncia desse cancer nas regides Norte e
Nordeste representa 53% do total de casos no pais. Além disso, as taxas de incidéncia variam
de 2,1 a 6,1 novos casos a cada 100 mil homens, conforme destacado por estudos anteriores
(COUTO et al., 2014). Apenas no estado do Maranhdo, a incidéncia do cancer de pénis foi de
6,15 casos por 100.000 homens. Esses dados colocam o Maranh&o como a regido com a mais

alta incidéncia no Brasil e possivelmente no mundo (COELHO et al., 2018).

2.42 INFLAMACAO NO CANCER DE PENIS

Para a formacdo de tumores em diferentes partes do corpo, as estruturas celulares
precisam ser perturbadas, enfrentando desafios na propria organizacéo dos tecidos (SALMON
et al., 2019). No contexto do cancer peniano, o epitélio queratinizado da glande e as secrecbes
da uretra atuam como barreiras contra virus e bactérias, gracas ao sistema imune residente,
que produz imunoglobulinas A (IgA), 1gG, IgM, mucinas, peptideos antimicrobianos e
citocinas como o IFN-gama (LE TORTOREC et al, 2020).

Além disso, os tecidos penianos contém diversas populacdes de células imunes,
incluindo células B e T, células natural killer (NK), macréfagos residentes e células
dendriticas, capazes de produzir citocinas pré e anti-inflamatérias, como IL-17 e IL-22, para
regular a resposta tecidual frente a agentes agressores (SENNEPIN et al, 2017).

Quando ocorre um processo inflamatorio no pénis, como nas infeccdes sexualmente

transmissiveis (ISTs), as células imunes residentes sdo ativadas, desencadeando sintomas
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como o liquen escleroso, um processo inflamatorio inicialmente benigno que pode evoluir
para placas escleroticas. Esse fenbmeno € associado a carcinogénese peniana, predispondo o
tecido a presenca de esmegma e infeccBes cronicas (KULKARNI et al., 2009). Em pacientes
com CCEP, esse sintoma foi relatado em 45% dos casos, comparado ao grupo controle
(MINHAS et al., 2010).

A relacdo entre CCEP e inflamacdo é constante: quando um estimulo desencadeador,
como um virus, € detectado, ocorre a ativacdo das células e a liberacdo de citocinas pela
imunidade inata, seguida pela ativacdo da resposta adaptativa. Geralmente, esse processo é
suficiente para eliminar o agente perturbador e restaurar a homeostase do tecido. No entanto,
se 0 estimulo persistir por muito tempo, como em infeccBes cronicas, a resposta imune deixa
de ser resolutiva, levando a processos que podem promover a carcinogénese (MORRIS;
KRIEGER, 2017).

No desenvolvimento do CCEP, a inflamag&o cronica desempenha um papel crucial. O
excesso de ativacdo do transdutor de sinal e ativador da transcricdo 3 (STAT3), importante
para a resposta imune, leva a inativacédo de células natural killer (NK) e linfocitos CD8+, além
da diminuicdo na producdo de IL-12 (LEE et al., 2019). A hiperativacdo do Fator Nuclear
Kappa B (NF-kB) esta relacionada a inativagdo do perfil Thl e serve como um fator de
sobrevivéncia para células tumorais (PARK; HONG, 2016). Esses fatores estdo diretamente
ligados a producdo de citocinas como IL-1A, IL-1B, IL-6, INF-y ¢ TGF-B, bem como a
ativacdo da Ciclooxigenase-2 (COX-2), perpetuando um ciclo inflamatério continuo
(CZAJKOWSKI et al., 2023; HASHEMI GORADEL et al., 2019). Esse padrdo imune pode
explicar parte do fendtipo de células observado no microambiente do CCEP, onde linfécitos
CD8+ sdo concentrados no estroma junto a uma populacdo significativa de células Treg,
sugerindo uma resposta antitumoral diminuida devido a ativacdo alternativa do sistema imune
(DE VRIES et al., 2019).

243 FATORES DE RISCO PARA CCEP

No cancer de pénis (CCEP), varios fatores de risco sdo bem conhecidos, alguns deles
compartilhados com outros tipos de cancer, enquanto outros sdo especificos desta neoplasia.
Entre esses fatores, destacam-se 0s mais comuns a idade avancada, o tabagismo, o consumo
excessivo de alcool e os fatores de riscos especificos sdo as infeccbes por HPV, o
envolvimento com mdltiplos parceiros sexuais, a presenca de fimose e a falta de higiene
intima adequada (HAKENBERG et al., 2018; SOARES et al., 2020).
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O envelhecimento € um fator crucial, ja que o cancer estd fortemente relacionado a
idade, com a incidéncia aumentando significativamente em idosos (LECOT et al., 2016). Esse
aumento ndo estd apenas ligado a uma menor eficiéncia nos mecanismos de reparo do DNA,
mas também a um ambiente mais permissivo que favorece mutagdes e progressdo maligna
(YOUSEFZADEH, 2021).

A inflamagdo relacionada ao envelhecimento, conhecida como "inflammaging”, é um
fator de risco importante para o cancer, estando associada a presenca elevada de estimulos
pré-inflamatéria e pode explicar a forte associacdo entre cancer e idosos (LASRY; BEN-
NERIAH, 2015). Apesar de o mecanismo ndo estar totalmente esclarecido, o CCEP é um
tumor cuja apresentacdo estd relacionada a idade (SIRITHANAPHOL et al., 2020;
MARTINS et al., 2020).

A infeccdo por HPV é um importante fator desencadeante do processo inflamatério no
CCEP (MOLINA, 2009). Estudos sistematicos mostraram que o risco combinado de infeccdo
por HPV em CCEP ¢ de 51,0% (IC de 95%: 43,0% a 60,0%) (BRUNO, et al., 2014). Os
subtipos mais prevalentes sdo HPV 16 (28,5%), HPV 18 (2,3%) e HPV 6 (2,3%). Embora o
virus esteja significativamente associado aos carcinomas basaloide (85,5%, IC de 95%: 77,2%
a 93,8%) e verrucoso (50,0%, IC de 95%: 35,2% a 64,8%), a invasividade desse tipo de tumor
ndo foi diretamente correlacionada a infeccdo (YU et al., 2019). Para comparacdo, 0 cancer
cervical tem uma associagéo de até 99,7% com a infeccdo por HPV (OKUNADE, 2020).

O tabagismo e o consumo de alcool exercem efeitos diretos na carcinogénese,
principalmente devido a metabdlitos mutagénicos como benzo[a]pireno no fumo e acetaldeido
no alcool (KATZKE; KAAKS; KUHN, 2015). Além disso, tanto o tabagismo quanto o uso de
alcool podem desencadear um processo inflamatério crénico, perturbando a imunidade,
incluindo liberacdo de citocinas e o comportamento celular (GOLEMIS et al., 2018; RATNA,
MANDREKAR, 2017).

No contexto do CCEP, o etilismo e o tabagismo parecem aumentar a probabilidade de
infeccdo por HPV, possivelmente devido a tendéncia desses comportamentos estarem
associados a uma vida sexual mais ativa (HEBNES et al., 2021). Um mecanismo biol6gico
mais especifico esta relacionado ao aumento das infeccbes ativas pelo HPV devido ao
impacto desses comportamentos na imunidade (KJAER et al., 2005; NIELSON et al., 2007).

Outros estudos também indicam que a circuncisdo pode funcionar como um fator
protetor contra a infecgdo por HPV, seja reduzindo a probabilidade da infecgéo, aumentando a
remocdo do virus ou diminuindo a inflamacdo associada (MORRIS; KRIEGER, 2017
SMITH et al., 2021).
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Além disso, a falta de higiene intima, muitas vezes causada por desconhecimento ou
impossibilidade material de realiza-la, é fortemente associada ao CCEP (THOMAS et al.,
2021). Esse comportamento esta fortemente ligado a cenarios econémicos desfavoraveis
(EZZATI et al., 2018). O mecanismo direto da ma higiene intima no CCEP esta associado a
um processo inflamatdrio persistente e continuo (DOUGLAWI; MASTERSON, 2019; FU et
al., 2022).

244 RETROSPECTIVA DA CLASSIFICACAO CLINICA

Para avaliagdo histopatoldgica de tecidos biopsiados, sdo empregados dois sistemas de
estadiamento: o sistema de classificacdo de Jackson (Figura 3) e o sistema de classificacdo
TNM, sendo este Gltimo o mais abrangente (PANER et al., 2018; BERTERO et al., 2018).

@ " y.

Figura 3. Classificacdo de Jackson. Estadio I: Tumor limitado a glande e/ou ao prepucio; Estadio Il:
Tumor invade corpo cavernoso; Estadio I11: Tumor com metastase (s) para linfonodo (s) inguinal (is); Estadio
IV: Tumor invade estrutura adjacente ou presenca de linfonodos inoperdveis ou metastase (s) a distancia.
Autor: (GUIMARAES, 2022).

A taxa de sobrevida em 5 anos para o CCEP é de 65%, variando conforme varios
fatores. Para casos ndo invasivos, a taxa é de aproximadamente 80%, caindo para 50% em
casos com invasdo em tecidos ou linfonodos regionais. Se houver disseminacao para partes
distantes do corpo, a taxa de sobrevida em 5 anos é de apenas 9% (ACS, 2021).

O sistema de estadiamento tumor-nédulo-metastase (TNM), baseia-se nas
caracteristicas (Figura 4): tumor, linfonodos regionais e em sitios potencialmente
metastaticos. Cada um dos descritores (T, N e M) sdo divididos em categorias com base no
manual de estadiamento da American Joint Commission on Cancer (AJCC) e da Union
Internationale Contre le Cancer (UICC) (MOEREIRA et al, 2010).
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Tabela 1. Sistema de estadiamento TNM — Carcinoma Epidermoide de Pénis.

Descricao Linfonodos regionais

Tumor primario Linfonodos nédo avaliados

X Tumor primario ndo avaliado NO Sem metastase em linfonodos

TO Sem evidéncias de tumor N1 Metéstase unica em linfonodo inguinal
superficial

Tis Carcinoma in situ N2 | Metastases multiplas ou bilaterais em linfonodos

inguinais superficiais

Ta Tumor verrugoso nao invasivo N3 Metéstase (s) em linfonodo(s) inguinal (is)
profundo(s) ou pélvico(s)

T1 Tumor invade o tecido conectivo Metastases a distancia
subepitelial
T2 Tumor invade o corpo cavernoso | MX Metéstase ndo avaliada
0U esponjoso
T3 Tumor invade a uretra ou prostata M Sem metastase a distancia
@)
T4 Tumor invade outras estruturas MO Auséncia de metastases
adjacentes
M1 Metéstases presentes

A Organizacdo Mundial da Saide (OMS) introduziu uma nova classificacdo para o
CCEP, considerando sua associacdo com o HPV. Os tumores séo divididos em subtipos ndo
relacionados e relacionados ao HPV. Entre os ndo relacionados, o carcinoma de células
escamosas penianas usual e papilar sdo comuns, enquanto o sarcomatoide € o mais raro
apresenta o pior prognostico. Ja entre os subtipos relacionados ao HPV, estdo o basaldide,
verrucoso ou condilomatoso, verrucoso basal6ide e os raros basaldides papilares (MOCH et
al., 2016).

Dentro do cenario do carcinoma de células escamosas, identificam-se trés subtipos
distintos, cada um representando diferentes graus de diferenciacéo celular, como demonstrado
na figura 4, denominado de escore de Gleason (COMPERAT, 2017). O carcinoma de células

escamosas bem diferenciadas é caracterizado por células cancerosas que preservam notaveis
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semelhangas com as células normais, evidenciando uma diferenciacdo mais pronunciada e a
capacidade de realizar fungdes normais. Ja o Carcinoma de células escamosas moderadamente
diferenciadas exibe células com caracteristicas intermédias entre os subtipos bem e pouco
diferenciados, indicando uma perda gradual das caracteristicas normais. Por fim, o Carcinoma
de células escamosas pouco diferenciadas é notavel pela presenca de células cancerosas
altamente agressivas, que perderam significativamente suas caracteristicas normais, estando
associadas a uma maior capacidade de invasdo e disseminacdo do cancer. Essa classificacao,
baseada na diferenciacdo celular, é crucial para compreender a natureza e a progressdo do

cancer peniano (Cambruzzi, et al 2010).

1. Gléndulas pequenas _ Bem
e uniformes diferenciada
g:o 2. Mais estroma entre
(<]

as glandulas

Moderadamente
Margens distintamente diferenciada
infiltrativas

Massas irregulares de
células neoplasicas Pouco
diferenciada

- Formagao ocasional de
glandulas

Figura 4. Classificacdo de Gleason em pacientes com cancer de pénis. Fonte: Instituto Prostata.

Em estdgios avancados, o tratamento envolve modalidades como imunoterapia,
quimioterapia e radioterapia. Ndo sdo incomuns tumores com resisténcia ligada a fatores
geneticos e moleculares, incluindo a resisténcia a cisplatina (DENIS et al., 2021; IBILIBOR
et al., 2022). Diante dessa resisténcia, estudos se concentram na identificacdo de marcadores
moleculares para orientar novas estratégias terapéuticas (MACEDO et al., 2020; KUASNE et
al., 2021).

As lesdes precursoras e o CCEP sdo morfologicamente variaveis e podem ser
caracterizadas por analises imuno-histoquimicas (IHQ) e, ocasionalmente, por analises

moleculares. Apesar dos avangos cirdrgicos e dos estudos sobre alvos moleculares, uma
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preocupacgdo significativa permanece nos paises subdesenvolvidos, onde muitos casos sdo
diagnosticados em estagios avancados, complicando o tratamento, especialmente quando ha
presenca de metastases (PINHO, 2020; VIEIRA et al., 2020).

245 ANATOMIA E SUBTIPO HISTOLOGICO DO CANCER PENIANO

Dentro do contexto anatdmico, o pénis é um Grgdo composto por trés cilindros de
tecido erétil: dois corpos cavernosos, localizados na parte superior do pénis, e um corpo
esponjoso, localizado na parte inferior e envolvendo a uretra. A glande, estd localizada na
extremidade distal e € coberta por uma dobra de pele chamada prepucio. A uretra passa pelo
corpo esponjoso, permitindo a passagem de urina e esperma. A vascularizagdo é fundamental
para o funcionamento do pénis, sendo a artéria dorsal do pénis responsavel por fornecer
sangue para 0s corpos cavernosos (HADDAD, et al 2021).

No contexto das neoplasias malignas, o subtipo histolégico mais comum é o
carcinoma de células escamosas, presente em aproximadamente 95% dos casos caracterizados
por celulas queratinizadas e atividade mitotica varidvel (REIS et al., 2010). Entre os subtipos
histologicos encontrados o usual apresenta (48-65%) dos casos, condilomatoso (17%),
verrucoso (8%), papilar (7-10%) e basaldide (5 - 15%) (CUBILLA et al., 2010; CHAUX et
al., 2010).

No céncer de pénis, ha alguns tipos histologicos que sdo considerados raros, podem ser
classificados como melanomas, sarcomas, adenocarcinomas, carcinomas basocelulares e o
tipo mais comum que é o carcinoma espinocelular, podendo ser chamado também de
escamoso mostrado melhor no fluxograma da (figura 5). Os subtipos histoldgicos do CCEP
séo classificados de acordo com a sua associacdo com o HPV ou ndo, compreende como néo
associado o subtipo usual, papilar, sarcomatoide, hiperplasico, verrucoso, condilomatoso,
basalo6ide e verrucoso basaldide (REGO et al.,2023).

Dentre os mais frequentes, o Carcinoma condilomatoso tem como caracteristica
morfolégica as Papilas com nucleos fibrovasculares e um epitélio acantdtico com
paraqueratose e alteragdes coilocitéticas pleomdrficas, o Carcinoma papilar com
Papilomatose com padrédo recortado na base, ninhos invasivos queratinizados sao Vvistos nos
tecidos subjacentes e papilas acantdticas compostas por células bem diferenciadas sem
caracteristicas coilocitéticas, o Carcinoma verrucoso apresenta caracteristicas condilomatosas
tipicas, papilas com nucleos fibrovasculares e epitelio acantético com paraqueratose e
alteragdes coilocitdticas pleomdrficas. Carcinoma habitual tendo caracteristicas ninhos de
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celulas escamosas bem diferenciadas, a maioria apresentando centros queratinizados, ninhos

irregulares moderadamente diferenciados (CHAUX et al., 2010).

CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS
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- UL L e e - ALTERAGOES COILOCITOTICAS PLEOMORFICAS

- PAPILAS COM NUCLEOS FIBROVASCULARES
7o
e — CARCINOMA VERRUCOSO ;f» . EPITELIO ACANTOTICO COM PARAQUERATOSE
T ALTERAGOES COILOCITOTICAS PLEOMORFICAS
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Figura 5. Fluxograma do carcinoma de células escamosas, com os subtipos mais frequentes e suas
caracteristicas morfolégicas (SHANKAR et al., 2016; CHAUX et al., 2010).

O carcinoma basaldide tem como caracteristica morfologica a substituicdo de toda a
espessura da camada epitelial por pequenas células monétonas, um padrdo de aninhamento
infiltrante cada ninho é solido ou necrético centralmente. JA& o warty-basaldide apresenta
paraqueratose atipica, pleomorfismo celular, coil6citos e mitose sdo comuns. Essas lesfes sdo
tipicas de lesdes causadas por HPV, porém ainda ndo se sabe até que ponto elas evoluem para
um carcinoma infiltrante (COMPERAT, 2017).

2.46 PROGNOSTICO E DIAGNOSTICO DO CCEP

Os pacientes com CCEP frequentemente manifestam sintomas diversos, como lesdes
penianas, dor, prurido, hemorragias, massas na virilha e sintomas urinarios (ASCO, 2023). A
neoplasia ocorre principalmente na glande (em mais de 50% dos casos), estendendo-se para o
prepucio, haste peniana e escroto em casos mais avangados, indicando um quadro mais grave
(LETENDRE et al., 2011).

O diagnéstico do CCEP é confirmado por meio de bidpsia da lesdo primaria,
permitindo a estratificagdo do risco e a avaliagdo do comprometimento linfonodal. Apesar de
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menos invasivos, 0s exames de imagem possuem baixa especificidade e sensibilidade para
detectar tumores primarios e metastases linfonodais (HEYNS et al., 2010).

O CCEP apresenta padrdes previsiveis de metastase local e regional, sendo a metéstase
linfonodal um indicador crucial de sobrevida (CHIPOLLINI et al., 2017). As taxas de
sobrevida especificas da doenca variam conforme o estadiamento, seguindo um padrdo
inversamente proporcional: quanto mais avancado o0 estagio, menor a taxa de sobrevida
(DJAJADININGRAT et al., 2014).0 diagnostico do CCEP € confirmado por meio de biopsia
da lesdo primaria, permitindo a estratificacdo do risco e a avaliacdo do comprometimento
linfonodal. Apesar de menos invasivos, 0s exames de imagem possuem baixa especificidade e

sensibilidade para detectar tumores primarios e metastases linfonodais (HEYNS et al., 2010).

247 TRATAMENTO DO CCEP

O tratamento do cancer peniano é multifacetado e altamente dependente do estagio da
doenca. A cirurgia, incluindo a penectomia, é uma abordagem comum para controle,
envolvendo a resseccao do tumor primario e, em alguns casos, a linfadenectomia inguinal ou
inguino iliaca bilateral (LOPES et al. 1996).

Avangos recentes permitiram cirurgias mais conservadoras, reduzindo a necessidade
de penectomia total e melhorando a sobrevida, algo especialmente benéfico dado os
profundos impactos psicossociais enfrentados pelos pacientes (AUDENET; SFAKIANOS,
2017).

Para lesdes menores, sdo consideradas opgfes como radioterapia, laserterapia ou
resseccOes locais, embora sejam menos eficazes em pacientes obesos, diabéticos ou
imunossuprimidos (YUVARAJA et al. 2017). A linfadenectomia preventiva é uma questao
controversa devido a morbidade associada, mas sua auséncia pode resultar em metastases ndo
trataveis (HAKENBERG et al. 2015; WEN et al., 2018).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Analisar o perfil do infiltrado leucocitario no cancer peniano e associar aos fatores de

risco para determinagdo do seu potencial como marcador clinico.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
3.2.1 Levantar os aspectos sociodemograficos dos pacientes arrolados no estudo
3.2.2 Descrever o perfil clinico e histolégico dos pacientes com CCEP
3.2.3 Determinar os tipos leucocitarios infiltrados no tecido tumoral de CCEP.

3.2.4 Correlacionar dados clinicos com os tipos de infiltrados leucocitérios presentes no tecido
tumoral de CCEP.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 AMOSTRA

Este estudo foi conduzido com amostras de conveniéncia compostas por
pacientes do sexo masculino com diagnostico de cancer peniano. Os critérios de
inclusdo foram pacientes candidatos a penectomia total ou parcial, com idades entre 28
e 95 anos, atendidos no hospital de referéncia em oncologia no estado do Maranhao, o
Hospital Aldenora Belo do ano de 2018 a 2022.

Foram excluidos os pacientes que ja haviam iniciado algum tipo de tratamento
para o cancer. Sob 0s aspectos éticos, os individuos que concordaram em participar da
pesquisa leram e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).
AplOs essa etapa, ocorreu a coleta de materiais biologicos e informacGes
sociodemograficas dos pacientes presentes nos prontudrios. Esta dissertacdo de
mestrado fez parte de um projeto maior que foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal do Maranhdo (CEP-UFMA) e foi registrado na
Plataforma Brasil com o numero CAAE: 46371515.5.0000.5087

O tecido do tumor fresco foi obtido da peca anatomopatoldgica retirada apos a
cirurgia de penectomia total ou parcial, por um patologista. A peca obtida foi dividida
em dois fragmentos menores e direcionada ao laboratorio em formol para inicio do
processamento do material. Os fragmentos do tecido tumoral foram fixados em
formaldeido tamponado a 10% diluido com &gua destilada antes do inicio dos
processamentos histologicos. Das 30 amostras coletadas, 16 foram analisadas por
apresentarem viabilidade técnica e 14 amostras foram excluidas por ter material exiguo

ou inviavel.

30
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4.2 DESENHO EXPERIMENTAL

De forma geral, o experimento foi desenvolvido conforme o fluxograma onde
apos a coleta das amostras, elas foram fixadas e processadas, apos isso foi feita a
producéo dos blocos de parafina e producédo das laminas, foi feita a analise de scores e

imagens das laminas seguindo abaixo:

COLETA DA
AMOSTRA

PRODUGAO

I DOS BLOCOS

PRODUGAO ANALISE DE
~ —
DAS LAMINAS SCORE

¢—— PROCESSAMENTO ¢—— FIXAGAO

OBTENGAO
DE IMAGENS

ANALISE DE '

DADOS

Figura 6. Fluxograma com o passo a passo do desenvolvimento dos experimentos.

4.3 PREPARACAO HISTOPATOLOGICA

4.3.1 Producéo dos Blocos de Parafina

A peca foi fixada em formaldeido tamponado a 10% por um, periodo de 2 a 48 horas,
dependendo do tamanho. Em seguida, a amostra foi submetida a um banho de etanol a 70%
por uma hora, seguido por um banho de etanol a 90% por uma hora, dois banhos de etanol a
100% por duas horas e dois banhos de xilol por uma hora. O segundo banho de xilol garantiu
a remocdo completa da dgua da amostra, e o processo foi finalizado com dois banhos de
parafina a 60 °C, cada um por uma hora.

ApoOs 2 horas, as amostras foram retiradas dos cassetes, e a parafina foi reaquecida no
aparelho de inclusdo (TEC2900 EMBEDDING CENTER- HISTO-LINE LABORATORIES).
Apos o derretimento da parafina, o tecido foi alocado em moldes metalicos. Os moldes foram
preenchidos com parafina liquida aquecida e cobertos com o cassete identificado. As pecas
foram resfriadas em pedra de gelo até a solidificacdo da parafina. Posteriormente, o0 molde
metalico foi retirado, e 0 bloco foi armazenado (NUNES, 2016).
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4.3.2 Produgdo das Laminas e Colorac¢do Hematoxilina-Eosina

Os blocos de parafina foram cortados no micrétomo (HISTO-LINE
LABORATORIES ARM 3600) com uma espessura de 1 a 5 micrémetros. Apos identificacédo
das laminas, os cortes histoldgicos foram imersos em agua aquecida, posteriormente foram
transferidos para laminas de vidro e em seguida deixados para secar por 30 minutos em
temperatura ambiente.

A Dbateria de coloragéo consistiu nos seguintes passos: dois banhos de xilol por 5
minutos cada, seguidos de etanol 100% por 5 minutos, etanol 90% por 5 minutos, etanol 70%
por 5 minutos, etanol 50% por 5 min e finalizado com 1 mergulho na agua destilada, ap6s
esse processamento pré coloracdo as laminas foram coradas hematoxilina por 3 minutos, e
retirou-se 0 excesso de corante em agua corrente com 5 mergulhos, eosina (nova) com apenas
3 mergulhos, novamente retirou-se 0 excesso em &gua corrente com 5 mergulhos, para
finalizar as laminas foram mergulhadas no etanol 100% por 5 minutos e um banho de xilol
por 5 minutos. Ap6s a conclusdo da coloragdo, as laminas foram montadas com entellan
(CAZARI et al, 2013).

4.4 ANALISE DO ESCORE E OBTENCAO DE IMAGENS

A avaliacdo histopatolégica foi feita analisando inicialmente a presenca de necrose
onde os escores 0, 1 (+), 2 (++) e 3 (+++) foram atribuidos da seguinte forma: escore 0, sem
necrose; escore 1, necrose leve; escore 2, necrose moderada, escore 3, necrose avancada.
Logo apos foia presenca e auséncia de coilocitose que séo celulas pré-malignas mais comuns
em carcinomas, representativas de HPV, alteraces histolégicas, componentes inflamatdrios e
células imunes. Com presenca de neutrofilos, linfécitos, eosinofilos, plasmdcitos,
macrofragos, mastocitos em menor numero, coildcitos, células aberrantes. Foram avaliados
trés campos distintos e aptos para uma melhor analise escolhidos aleatoriamente, onde
houvesse células com a morfologia visiveis de serem avaliadas, com 6tima coloragdo e sem o
tecido estar ressecado, em aumento de 400x. Os achados especificos, como as pérolas
corneas, foram analisadas com base na sua morfologia, relacionando nucleo, citoplasma e
também avaliando o aspecto do tecido e coloracdo presente (WANCIK et al, 2011).

As células foram analisadas atraves de um microscopio éptico (BIOPTIKA B20+) em

aumento de 400x, e dele retirado as imagens com o auxilio do programa (MOSAIC V2 2.2.0
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— RESOLUTIVE COMPUTATIONAL IMAGING SOFTWARE) para uma melhor qualidade

e avaliacdo das células.

4.5 FORMA DE ANALISE DOS DADOS

Os dados foram apresentados como média ou média * desvio padrdo. A distribuicéo
dos dados foi avaliada pelo teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Para a analise estatistica,
foram aplicados os testes one-way ANOVA para dados com distribui¢cdo normal ou Kruskal-
Wallis para dados ndo gaussianos. Para andlise de correlagdo, as varidveis qualitativas foram
transformadas para scores numéricos e o teste de Sperman foi utilizado. Todas as analises
estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 8 (GraphPad Prism
Software Inc., San Diego, Califérnia). O valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente

significante.

a) Categorizacéo e correlacdo de Spearman

A avaliacdo da associagdo entre diferentes variaveis foi realizada de forma
exploratoria através do coeficiente de correlacdo de Spearman, devido a natureza ndo
paramétrica da maioria dos dados (BISHARA; HITTNER, 2012). Para aumentar o poder
exploratorio da analise, variaveis categdricas foram transformadas em variaveis numéricas por
meio de codificacdo ordinal. Essa estratégia converte varidveis em categorias que possuem
uma ordem natural, atribuindo numeros ordinais a elas. Para as variaveis em que ndo foi
possivel fazer essa transformacdo, foi utilizada a Codificagdo One-Hot (Dummy), na qual
variaveis categoricas sem ordem natural foram transformadas em varidveis dummy para
permitir a exploracdo de correlagdes adjacentes (EKBOTE; DHANSHETTI; SAKHREKAR,
2023). Para melhorar a visualizagdo, foi realizada uma regressdo linear para determinar o
melhor ajuste aos dados. Além disso, os intervalos de confianca (95%) da regressdo foram

calculados para observacdo da dispersdo das variaveis analisadas.
b) Agrupamento de variaveis

Variaveis numéricas foram agrupadas com base em sua associacdo com diferentes
variaveis categoricas ou em relacdo a variaveis transformadas. Essa abordagem foi adotada
como estratégia exploratéria para uma compreensao mais aprofundada de como determinados
parametros podem influenciar e serem influenciados (HERNANDEZ, 2021). A normalidade

dos dados foi acessada através do teste de Shapiro-Wilk e posteriormente, dependendo do
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resultado, através do emprego da andlise de variancia (ANOVA) one-way seguida do Teste
Tukey- Kramer ou Kruskal-Wallis seguido do pos-teste de Dunns e o Two-way ANOVA
seguido do pds-teste de Bonferroni. Em todas as analises foram consideradas como

significante p< 0,05.
c) Andlise da area do infiltrado estromal

Com o objetivo de compreender as relacdes entre os parametros imunoldgicos e as
caracteristicas do tumor, as laminas histoldgicas de 7 tumores foram avaliadas quanto a area
do infiltrado estromal e a natureza do infiltrado (classificada como inato, adaptativo ou
misto). Para isso, foram capturadas 4 imagens de cada ldmina na objetiva de 40x de um
microscopio invertido Nikon, modelo Eclipse Ti-U, acoplado a um fotodocumentador. As
micrografias foram analisadas por um histologista e posteriormente processadas utilizando o
software ImageJ (Wayne Rasband, National Institutes of Health, MA) (PAPADOPULOS et
al., 2007).
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5.1 ASPECTOS SOCIODEMOGRAFICOS DOS PACIENTES COM CANCER

PENIANO

O perfil dos pacientes mostrou que a principal ocupagdo laboral era agricultura,

residindo principalmente no interior do Estado do Maranhdo e com baixa escolaridade. Uma

frequéncia maior de pacientes relatou serem casados (50%) ou solteiros (28,57%) e se auto

denominaram de cor parda (64,28%). A metade dos pacientes relatou ndo consumir alcool ou

terem habito de fumar (Tabela 2).

Tabela 2. Caracteristicas e dados sociodemograficas dos pacientes diagnosticados com carcinoma peniano.

DADOS Totaln=14 (%) DADOS Total n=14 (%)
OCUPACAO ETNIA
Agricultor 13 92,55% Preta 2 14,28%
Pescador 1 6,25% Parda 9 64,28%
MESOREGIAO Branca 21,42%
Regido Metropolitana 6 42,85% TABAGISMO
Interior 8 57,14% Sim 7 50%
ESCOLARIDADE Né&o 7 50%
Nenhuma 6 42 .,85%

ETILISMO
Primario 8 57,14% | Sim 5 35,71%
ESTADO CIVIL Né&o 6 42,85%
Solteiro 4 28,57% Nao Informado 3 21,42%
Casado 7 50%
Viavo 2 14,28%
Divorciado 1 7,14%
Nao informado 0 0%

A distribuicdo de cancer peniano no mundo esta associada ao desenvolvimento, com

uma prevaléncia de 0,1-1 caso por 100.000 homens em paises mais ricos, enquanto que em



36

paises da Africa, Asia e América do Sul a doenca pode representar 10% das malignidades
diagnosticadas em homens (THOMAS et al, 2021). Um estudo realizado sobre o perfil dos
pacientes com cancer peniano no Maranhdo relatou a baixa condi¢do socioeconémica como

um fator de risco, além da infec¢do por HPV e fimose (VIEIRA, 2020).

Pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) o estado do Maranh&o é
dividido em cinco mesorregides (SILVA et al, 2021) e os dados mostraram que 0s pacientes
que participaram do estudo sdo dos municipios pertencentes a mesorregido norte maranhense
(Tabela 3). Nesta mesorregido, Sdo Luis representa o municipio de maior IDH (0,768) e
infraestrutura urbana, comparado com os demais municipios citados no estudo, entretanto é
importante contextualizar que o estado do Maranhao apresenta um dos piores IDHs do Brasil
(SILVA et al, 2021). Assim, os dados encontrados concordam com a literatura que associa a
maior incidéncia e prevaléncia do cancer peniano em regides mais pobres. Por outro lado,
devido a localizacdo central e a importancia econdmica, politica e social da capital
maranhense, os dados sugerem que S&o Luis representa o local de referéncia para atendimento

a saude principalmente nos municipios que compdem a mesorregido norte maranhense.

Tabela 3. Localizagdo demogréfica de pacientes com carcinoma de penis inclusos no estudo da regido
metropolitana da Grande S&o Luis e baixada Maranhense.

MESOREGIAO NORTE Total n=14 (%)

’ Turiagu 1
Viana 2 28,56%
Mirinzal 1
Sao Luis 2
Sao José de Ribamar 1 28,56%
Paco do Lumiar 1
Morros 1
Icatu 1 21,43%
Tutdia 1
Itapecuru Mirim 1
Santa Luzia 1 21,43%
Arari
N&o Informado 0 0%

Seguindo para os dados clinicos, os pacientes apresentaram uma idade média 63,2
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anos, com a idade minima de 45 anos e maxima de 92 anos (n=14). Foi identificada a
presenca de fimose em 64,28% dos pacientes, 21,42% apresentavam diagnadstico positivo para
HPV no prontuério, entretanto uma parte (57,14%) ndo possuia esta informacdo. Os dados
sobre o tumor também foram subnotificados, (50%) dos pacientes apresentavam tumores de
Grau Il que é o estagio mais avancado da doenca, e (21,42%) dos pacientes apresentavam
Grau histologico | e Il (leve e moderado) da doenca e o subtipo histologico mais frequente
nos prontuarios foi o waerty-basaloide apontando (28,57%), condilomatoso (21,42%), usual
(14,28%), misto (7,14%), verrucoso (7,14%) e os que ndo haviam dado era (21,42%). Quanto
ao tamanho do tumor, a maioria (92,85%) apresentou tumores de menor tamanho (0,7-5,4 cm)
e a localizagdo anatémica na glande, com seis casos descritos (42,85%) foi observado tambem
que (35,71%) estavam localizados em multiplas areas. No estadiamento foram encontrados
28,57% dos pacientes com classificacdo pT1l, pT2 e pT3 e no estadiamento pTis foi

encontrado (7,14%). A tabela 2 apresenta os dados clinicos coletados nos prontuarios.

Tabela 4. Perfil clinico e histolégico de pacientes com carcinoma de células escamosas (CCEP) do pénis.

Caracteristicas Clinicas Total n=14 (%)
Média de idade no diagndstico de CCEP 63,25(ano)
Status do HPV

HPV+ 3 21,42%
HPV- 3 21,42%
Né&o informado 8 57,14%
Presenca de Fimose

Sim 9 64,28%
Né&o 3 21,42%
Né&o informado 2 14,28%
Subtipo histologico

Usual 2 14,28%
Misto 1 7,14%
Warty-Basaloide 4 28,57%
Verrucoso 1 7.14%
Condilomatoso 3 21.42%
Nao informado 3 21,42%

Tamanho do tumor (cm)



0,7-5,4

5,4-10,1
14,8-19,5

Néo informado
Local do tumor
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Corpo
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Ndo informado
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7,14%

42,85%
7,14%
7,14%

35,71%
7,14%

21,42%
21,42%
50%
7,14%

28,57%
28,57%
28,57%
7,14%
7,14%
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Dentre os fatores de risco associados ao cancer peniano a fimose se caracteriza pela

incapacidade de retrair o preplcio causando o acumulo de esmegma e dificuldade de

higienizagdo sob a pele prepucial (MISRA et al, 2017). Existe uma discussao quanto a

relevancia da fimose na carcinogénese, Van Howe e Hodges (2006) revisaram na

literaturaestudos clinicos e pré-clinicos e ndo encontraram evidéncias que suportem a

afirmativa que o esmegma tem funcéo carcinogénica (VAN HOWE et al, 2006). Entretanto, a

inflamacdo causada pela fimose pode estar relacionada ao cancer (REDDY et al, 2017) e

dados epidemioldgicos apontam que homens circuncidados tém menor risco de desenvolver

cancer peniano (LARKE et al, 2011). Vieira et al. (2020) realizaram um estudo com 110
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pacientes de cancer peniano em dois hospitais de Sdo Luis-MA e os dados mostram que 66%
deles foram diagnosticados com fimose, sendo considerada alta taxa pelos autores (VIERA et
al, 2020). Neste trabalho, mesmo havendo uma subnotificacdo, a maioria dos pacientes
apresentou o diagnostico de fimose, sugerindo que este fator de risco, somado aos habitos de
vida, esté relacionado ao desenvolvimento do cancer peniano.

Outro fator de risco relatado no céncer peniano é a infeccdo pelo HPV, no estudo de
revisao que trata das implicacdes da infeccdo pelo HPV no céncer peniano foram observados
que a infeccdo ndo sé desempenha um papel importante na carcinogénese, como também é
apontado com um importante alvo para a prevencdo atraveés da vacinagdo em populacGes
masculinas de alto risco (FLAHERTY et al, 2014). O estudo da metanalise realizada por
Olesen et al. (2019) mostrou que a infec¢do por HPV estava presente em 98,6% das lesbes
intraepiteliais neoplasicas de grau | e 11, e 80,5% em grau 3 (OLESEN et al, 2019).

A exposicdo persistente e/ou recorrente do tecido peniano ao HPV leva & integracéo
do DNA viral ao genoma do hospedeiro e a eventual transformacao da célula hospedeira num
fenotipo maligno, com expressdo das oncoproteinas virais E6 e E7 que induzem a
desregulacdo do ciclo celular e a instabilidade genomica através da interagdo com p53 e pRD,
respectivamente, determinando a carcinogénese (FERREUX et al, 2003) (THOMAS et al,
2021). O estudo de Macedo et al. (2020) com pacientes maranhenses mostrou que a
frequéncia de HPV foi positiva em 96,4% dos casos de cancer peniano e as alteracées no
numero de copias do genoma estavam localizadas nos locais de integracdo do virus e
associada a genes das vias inflamatérias (MACEDO et al, 2020). Neste estudo, apesar de
haver uma subnotificacdo sobre a pesquisa de HPV nos pacientes, os dados sugerem que este
fator de risco € relevante para determinar as causas moleculares que induzem o processo de
transformacdo maligna de células epiteliais, somado aos demais fatores, observados nesta
amostra.

O céncer peniano € definido por alteragdes das células escamosas, principalmente,
apresentando um amplo espectro de subtipos histoldgicos, a maioria originado na superficie
da mucosa, orificio prepucial até ao meato uretral (CUBILLA et al, 2004), sendo que 0s
tumores da glande sdo mais comuns (MILLES et al, 2009). O subtipo usual foi o mais
frequente, concordando com a literatura, sendo a classificacdo baseada nas caracteristicas
histoldgicas da lesdo intraepitelial em carcinomas usuais, papilares, pseudo-hiperplasicos,
verrucosos e sarcomatoides (VELAZQUEZ et al, 2012). O carcinoma usual esta relacionado
com fatores patologicos como o tamanho, o grau histoldgico, a profundidade de infiltracdo e a

invasdo vascular e perineural. O tamanho médio dos tumores é de cerca de 4,5 cm nas areas
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de alto risco, enquanto que nas regides de baixa incidéncia a media € de 2,0 cm, refletindo a
variabilidade do estadio clinico (SANCHEZ et al, 2015). Os dados obtidos neste trabalho
concordam com a literatura, mas a caréncia de dados no prontuario dificulta uma analise mais
precisa das amostras estudadas.

A idade média também é um dado que concorda com a literatura que relata o pico
etario na sexta e sétima idade, sendo pouco frequente em pessoas com menos de 20 anos
(GOODMAN et al, 2010).

5.2 ASPECTOS HISTOLOGICOS DAS AMOSTRAS TUMORAIS

A andlise histologica mostrou que a necrose foi ausente na maior parte dos tecidos
tumorais (75%). A presenca de alteragcdes celulares sugestivas de infeccdo por HPV
(coildcitos) foi observada em 68,7% das amostras analisadas. A presenca de infiltrado

leucocitario foi frequente em 87,5% das amostras (Figura 8, A e B).

COILOCITO
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Figura 7. Infiltrado inflamat6rio em carcinoma escamoso de penis - aumento 400x, coloracdo H&E. (A)
Apresenta coilocitose e células tomorais, (B) coilocitos e perolas corneas caracteristicas de carcinomas.

A coilocitose € identificada por um grande halo a volta dos nucleos celulares e sua
associacdo com a infeccdo por HPV, de qualquer tipo, varia de cerca de 30% a 60% (DE
PAULA et al, 2007). As modificagcfes celulares que definem a coilocitose sdo indicativas e
especificas da infeccdo pelo HPV (LAWSON et al, 2022). No céncer peniano, taxas mais

elevadas de coilocitose sdo observadas em tumores primarios de grau | e Il (DE PAULA et al,
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2007). Por outro lado, a auséncia de coilocitose pode prever metastases nos ganglios linfaticos
(NASCIMENTO et al, 2020). Apesar dos dados de prontuario identificarem dois pacientes
com teste positivo para HPV, nos achados histologicos 68,7% das amostras de tumor
apresentaram a coilocitose, sugerindo a existéncia da infeccdo viral, sendo discutido seu valor
prognastico.

A maioria dos tumores penianos HPV-positivos se enquadra nas categorias de
carcinomas verrucosos ou basal6ide, frequentemente os quais apresentam um intenso
infiltrado inflamat6rio composto por leucécitos mononucleares e polimorfonucleares, que
pode ser facilmente confundida com carcinomas de células escamosas usuais de alto grau
(CHAUX et al, 2012). Os dados histologicos apontam para uma possivel relacdo entre o
infiltrado leucocitario e a infecgdo viral, considerando que a maioria das amostras
apresentaram essas alteraces. Por outro lado, o cancer peniano é multifatorial e pode ser
definido como relacionado com o HPV ou ndo relacionados (VELAZQUEZ et al, 2012),
podendo ser atribuido a outros fatores de risco a inflamagdo com a presenca do infiltrado
leucocitario.

A reacdo inflamatoria é considerada uma resposta fisiologica protetora contra danos
ou infeccdo tecidual, mas uma nova percepc¢édo tem surgido quanto o seu papel no cancer a
partir da inflamacéo cronica, mediada pela expressdo de genes como MMP-9, VEGF e COX-
2 associado a ativacdo de vias constitutivamente ativas na maioria dos tumores e compondo o
microambiente tumoral (AGGARWAL et al, 2021). Os dados deste trabalho corroboram com
a caracteristica inflamatoria do cancer peniano, tendo no infiltrado leucocitario um parametro
histologico relevante (BLEEKER et al, 2009).
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Figura 8. Lamina objetiva de 400x, coloragdo H&E. Apresenta intenso infiltrado leucocitério,
célulastumorais com nucleos aberrantes, irrigacéo sanguinea.
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Na analise das laminas, treze laminas apresentaram ceélulas infiltradas, em média
foram observadas 99,49 células/campo, variando entre amostras que ndo apresentaram
infiltrado (n=1) e, por outro lado, uma amostra apresentou como valor maximo de 220
células/campo. Neutréfilos, plasmdcitos, macréfagos e linfdcitos foram os tipos leucocitarios
observados no infiltrado presente nas amostras. Neutrdfilos e plasmadcitos apresentaram
frequéncia mais baixa que a média (23,1% e 12%, respectivamente) na maioria dos pacientes.
Por outro lado, a distribui¢do de macréfagos ficou proxima a media de 27,3%, mostrando uma
homogeneidade entre as amostras. Enquanto os linf6citos apresentaram uma distribuicdo com
dois padrdes bem definidos tendo 43,7% das amostras frequéncia acima da média (33%) e

56,3% das amostras com frequéncia de leucocitos abaixo da média (Figura 10).
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Figura 9. Valor médio da contagem diferencial de leuc6citos/campo de cada amostra de tecido tumoral
de cancer peniano

A partir da infiltracdo de células imunitérias, os tumores podem ser divididos em trés
tipos: os ausentes de infiltrado; os estromais, quando o infiltrado se localiza no estroma; e os
tumorais, quando ha infiltrado intimamente associado ao tumor (DE VRIES et al, 2019). No
cancer de pénis foi relatada uma maior infiltracdo de linfocitos T CD8+ e T reguladoras
FOXP3+ (Tregs) no compartimento estromal, do que no compartimento tumoral
(OTTENHOF et al,2018). Mesmo ndo sendo feito o fenétipo das celulas presentes no
infiltrado, os dados morfolégicos mostram uma maior frequéncia média de linfocitos e

macrdfagos na area tumoral das amostras estudadas.
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Figura 10. Numero de células da contagem diferencial de leucAcitos/campo de cada amostra de tecido
tumoral de cancer peniano.

Analisando a caracteristica do infiltrado por pacientes, foi observado uma distribui¢do
heterogénea dos tipos celulares e da quantidade de células observadas por campo (Figura 11).
Ottenhorf e colaboradores avaliaram o papel prognostico de células imunes infiltradas em
linfonodos metastaticos de pacientes com cancer peniano com a presenca de macrofagos M2 e
infiltracdo de Treg, indicando um perfil tolerogénico com pior sobrevida dos pacientes
(OTTENHOF et al, 2018). Por outro lado, estudo realizado Hladek et al (2022) mostrou que a
densidade do infiltrado intratumoral em amostras de tecido de cancer peniano foi
significativamente associado a um estadiamento tumoral de menor progressao quanto maior a
presenca de linfdcitos T, mas ndo teve associacdo com a sobrevivéncia global dos pacientes
(HLADEK et al, 2022). A presenca de infiltrado imune no cancer peniano tem se mostrado
relevante para alguns autores na aplicacdo de um bom prognéstico, podendo promover
informagdes importantes para a compreensdo de mecanismos celulares envolvidos no
microambiente tumoral (MILFONT, 2020). Entretanto, os aspectos multifatoriais do cancer
peniano, a participagdo ou ndo da infeccdo pelo HPV, mediadores inflamatorios e
microambiente tumoral tém sido levantados como desafiadores na definicdo do papel do

infiltrado imune na evolucdo da doenca (VIEIRA et al, 2020).
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5.3 CORRELACOES DOS PARAMETROS HISTOLOGICOS E CLINICOS

a) Matriz de correlacdo de Spearman

A partir da avaliacdo da correlacdo dos dados clinicos e imunoldgicos, Figura 11 e 12,
temos como destaque as correlagbes negativas mais fortes da variavel, o estadiamento por
idade quanto mais avancada a doenca, menor a idade, relacdo dos coilécitos e os leucdcitos
podendo estar diretamente ligada a frequencia da resposta imune e o estadiamento com 0s
neutrofilos e macrofagos deixando claro a resposta inata mais ativa. Fica evidente o
comportamento imunolégico no CCEP, também quando avaliamos a correlagdo positiva nas
variaveis, correlacionando o macrofago com o estadiamento, leucécitos e o tabagismo que séo
estatisticamente significativas com p < 0,05. Sabendo que alguns leucdcitos sdo responsaveis
pela imunidade antitumoral, mas que também a alta infiltracdo leucocitaria podendo estar
ligada a um pior prognostico.
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Figura 11. A tabela apresenta os coeficientes de correlagdo de Spearman entre as varidveis estudadas. Os
valores variam de -1 a 1, onde -1 representa uma correlacdo negativa perfeita, O indica auséncia de correlacdo e 1
indica uma correlagdo positiva perfeita. A analise foi realizada com base em 15 amostras e 21 pardmetros. Foi
utilizada uma matriz de correlacdo de Spearman de duas caudas.
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Figura 12. A tabela apresenta os valores de p associados aos coeficientes de correlacdo de Spearman entre as
varigveis estudadas. Um valor de p menor que um nivel de significancia igual a 0,05 sugere que a correlacdo
observada é estatisticamente significativa. A andlise foi realizada com base em 15 amostras e 21 pardmetros. Foi
utilizada uma matriz de correlagdo de Spearman de duas caudas. Na matriz, cores mais frias (roxo) representam
valores de p menores que 0,05, indicando significancia estatistica, enquanto que cores mais quente
(verde/amarelo) representam valores de p maiores que 0,05 indicando falta de significancia estatistica.

b) Regressdes Lineares
Nas Figuras 13 e 14, foram realizadas regressdes lineares em conjunto com a
correlacdo de Spearman em uma parte do conjunto de dados. Como principais resultados,
observou-se que a idade dos pacientes esta inversamente relacionada ao estadiamento do
tumor (r = -0,819, p = 0,001, R2 = 0,591) e que a quantidade de leucdcitos no tumor aumenta
conforme o estadiamento (r = 0,713, p = 0,007, R? = 0,460). Uma parte significativa desses
leucdcitos observados na contagem diferencial parece ser representativa da resposta imune

adaptativa sendo correlacionada com o estadiamento estabelecido na (Figura 13, C e D).
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Figura 13. A figura apresenta os valores de r e p associados aos coeficientes de correlagdo de
Spearman entre as varidveis estudadas. Para melhorar a visualizacdo dos dados, foi realizada uma regresséo
linear para determinar o melhor ajuste aos dados. As linhas tracejadas representam os intervalos de confianca
(95%) da regressdo realizada.

Na Figura 14, observa-se a correlacdo de um fator de risco com os parametros
imunoldgicos, em particular da imunidade inata, como neutréfilos e macrofagos (r = 0,627; p
=0,01; R2=0,292 e r = 0,728; p = 0,003; R? = 0,428, respectivamente) estando diretamente
ligado a sua maior frequencia em pacientes tabagistas. Além disso, a relacdo de neutréfilos
por leucécitos presentes no tumor (N/L) demonstrou um bom ajuste na regressao linear em
relacdo a quantidade de neutréfilos (R? = 0,878), demonstrando sua robustez como parametro
de anadlise, podendo ser um bom marcador clinico. Também foi encontrada uma relacéo
inversa entre a presenca de coilécitos e a quantidade de linfécitos (r = -0,628; p = 0,017; R2 =
0,323).
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Figura 14. A figura apresenta os valores de r e p associados aos coeficientes de correlacdo de Spearman entre
as variaveis estudadas. Para melhorar a visualizagdo dos dados, foi realizada uma regressdo linear para
determinar o melhor ajuste aos dados. As linhas tracejadas representam os intervalos de confianca (95%) da
regressdo realizada.
C) Agrupamento de variaveis numeéricas por variaveis categoéricas
A figura 15 representa as variaveis numéricas agrupadas de acordo com sua associacao
com diferentes variaveis categoricas. Observou-se uma tendéncia (p: 0,4667) de aumento da
média da relacdo N/L (x: 0,2177; 1,396; 2,057, respectivamente) nos diferentes graus de
estadiamento, ou seja, a uma presenca maior de neutrofilos quanto maior o estadiamento
(Figura 15, A). Uma situacdo semelhante foi encontrada quando o parametro N/L foi
agrupado com o tabagismo (p: 0,0626; média: 0,3860; 2,757, respectivamente), quando o
paciente é tabagista hd um aumento de neutrofilos (MITTELMANN, et al., 2020) Ao analisar
a compartimentacdo pela presenca de coildcitos, observou-se que esse parametro tem uma
tendéncia a se relacionar com um maior N/L (X: 0,2381;2,177) e com uma menor presenca de
linfocitos (X : 47,98; 22,74) podendo estar relacionado a modulagdo da resposta adaptativa

quando ha uma presenca do HPV.
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Figura 15. As varidveis numéricas foram agrupadas com base em sua associacdo com diferentes
variaveis categéricas ou em relacdo a variaveis transformadas. Foram utilizados dados de sete pacientes/laminas
e sdo apresentados como média + desvio padrdo da média.

d) Anélise dos parametros do infiltrado inflamatorio estromal

Os dados da érea do infiltrado em relagdo ao tumor (Area (%)) e a area total (Area
(um2)) desse infiltrado inflamatorio, quando confrontados com as outras variaveis
previamente analisadas, ndo apresentaram nenhuma correlagao estatisticamente relevante (p >
0,05). Uma segunda andlise foi realizada utilizando as porcentagens das areas do infiltrado
subdivididas pela maior presenca de componentes imunes (Inato, adaptativo e misto), cuja
distribuicdo pode ser vista na Figura 15 (A e B). Essa segunda analise de correlacdo
demonstrou uma relacdo inversamente proporcional entre a area do infiltrado inato e o
tabagismo (Figura 16, C). Além disso, o agrupamento da &rea do infiltrado adaptativo
demonstrou uma tendéncia em ser maior na regido estromal no grupo de fumantes (p: 0,2381,
Média: 7444; 42574).



49

[

Tabagismo

0.0 05 1.0 15 20
Tabagismo

o
-

w
g B 30000 X
£ £ = Misto
< 2 = Adaplativo
e ° p
° S 20000 mm Inato
© | -4
© =
2 £
= "o 10000
- °
3 p
@ 2
e < 0-
< 7 1
20000+, €
0"-. r-0,817 60000~
$8600 p: 0,024 9
€ R%:0,668 3 |
3 & 40000
10000 ° |
24 ®
2 1 3
5000+ £ 20000
= [—
£
0 3
<
o
<

Figura 16. Graficos referentes aos dados do infiltrado estromal dos tumores analisados de 7 pacientes.
(A) Representagdo dos campos analisados com a presenca de infiltrados. (B) Distribuicdo das areas do infiltrado
subdivididas pela presenca de componentes imunes (Inato, adaptativo e misto). (C) Anélise de correlacdo
demonstrando uma relagdo inversamente proporcional entre a area do infiltrado inato e o tabagismo. (D)
Agrupamento da area do infiltrado adaptativo pelo parametro tabagismo (p: 0,2381; Média: 7444; 42574).

Estudos epidemiologicos mostram dados de correlacdo entre os fatores de risco como
idade avancada, infecgcdo por HPV, falta de higiene e fumo com o cancer peniano (GIONA et
al, 2022). Como mostrado anteriormente, o perfil dos pacientes estudados corrobora com o
que é descrito na literatura. Entretanto, para analise de correlacdo, a auséncia de informacoes
no prontudrio dificultou uma analise mais robusta.

Estudos direcionados a marcadores imunoldgicos e a evolugdo dos pacientes com
cancer peniano tém se mostrado relevantes para o prognéstico de determinacdo de novas
terapias em conjunto com a analise do perfil imune presente naquele microambiente tumoral
podendo levar a um segmento mais certeiro. Estudos tém evidenciado a expressao de PD-L1
em canceres penianos, sugerindo a imunoterapia de check-point, anti-CTLA-4 e anti-PD1,
como promissoras (AHMED et al, 2020).

O virus do HPV tem mostrado niveis diferenciados de prevaléncia em associagdo com

diferentes tipos de cancer peniano, atuando como um gatilho para a doenca através dos seus
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oncogenes (KAYES, 2007). Em estudos sobre microRNAs regulatérios (miR), a sub
expressao do miR-145 pode ser desencadeada pela acdo do HPV, diminuindo a expressdo
proteica do p53, sendo correlacionada com a invasdo perineural, apontando um potencial
papel na carcinogénese peniana, com pior prognostico (PINHO, 2021). Assim, os dados
apresentados reforcam a importancia da infeccdo do HPV nos pacientes estudados, mesmo
com limitacdes nos dados coletados.

A taxa de neutrofilos/linfocitos (NL) estd correlacionado a um marcador simples de
resposta inflamatoria sistémica em pacientes em estado mais criticos da doenga Kasuga et al.
(2016) analisaram a taxa NLR em pacientes com cancer peniano e mostrou que o aumento
dessa taxa, esta relacionado ao pior prognostico da doenga tendo uma baixa sobrevida dos
pacientes, sugerindo a NLR como marcador de prognostico (KASUGA, 2016). Os dados
apresentados neste trabalho podem sugerir a modulacdo da resposta imune no cancer peniano
mediada por fatores de risco como tabagismo e HPV, como demonstrado na (figura 18)
redirecionando a resposta para um perfil mais inato, podendo ser associado a protelacdo do
quadro inflamatdrio e menor atividade especifica dos linfocitos (MACHADO, et al., 2004).

Entretanto destacamos que os dados convergem com outros trabalhos que indicam a
importancia do HPV na carcinogénese peniana e o papel do sistema imune na composi¢édo do
microambiente tumoral, sendo aspectos relevantes para estratégias terapéuticas, tanto no
ambito preventivo, como a vacinacdo contra HPV, como no ambito terapéutico, como a

imunoterapia antitumoral (STONE. 2013).
Fimose Tabagismo HPV
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Figura 17. Esquema ilustrativo da relacdo dos fatores de risco na modulagdo inflamatéria para um infiltrado de
células da imunidade inata, aumentando a presenca de neutrofilos em relagdo aos linfocitos, favorecendo o
microambiente tumoral. Fonte: Proprio autor com auxilio do software BioRender.
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho analisou dados clinico, sécio-demografico e histoldgico de
pacientes com cancer peniano atendidos em hospital de referéncia da capital maranhense. Os
dados apresentam um perfil de pacientes residentes principalmente na mesorregido norte
maranhense, que concordam com dados ja relatados na literatura, apontando os fatores de
risco como baixa condi¢cdo socioecondmica, baixa escolaridade, presenca de fimose e
infeccdo pelo HPV com promotores da doenca. Os achados histologicos mostraram a
importancia do infiltrado leucocitario nos tumores estudados, caracterizando o céancer
peniano nessas amostras como inflamatdrio e a alta frequéncia de coilocitose caracteristica
do HPV. Os dados de correlacéo ratificaram a relagdo das celula imunoldgicas e fatores de
risco como o tabagismo estdo associados ao pior estadiamento da doenca. As correlacGes
com HPV reforcam seu papel na carcinogénese do cancer peniano e na formacdo do
infiltrado leucocitario, que sugere modular a resposta imune no microambiente a favor do
tumor. Assim, os dados indicam que a analise histopatoldgica do infiltrado leucocitério pode
ser usada como um marcador de prognostico, entretanto estudos com maior amostragem e

diversidade de pacientes se faz necessaria.
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8 ANEXOS
ANEXO |

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO
CENTRO DE CIENCIAS
BIOLOGICAS E DA SAUDEDEPARTAMENTO DE BIOLOGIA

LABORATORIO DE GENETICA E BIOLOGIA MOLECULAR

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
INFORMAGCOES PARA OS PACIENTES, RESPONSAVEIS E FAMILIARES

Vocé esta sendo convidado a participar voluntariamente do projeto de pesquisa “ANALISE
DE ALTERACOES GENOMICAS E NA EXPRESSAO GENICA e PROTEICA EM
CANCER PENIANO”.

Leia atentamente as informacdes a seguir antes de dar o seu consentimento. No caso de néo
entender bem peca mais esclarecimento e s6 assine apds ter certeza de ter esclarecido todas as
suas duvidas.

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS DO ESTUDO

O aparecimento de tumor no pénis € um fato ndo muito raro no Estado do Maranhdo. Isso
pode acontecer por diferentes motivos. Esta pesquisa tem como principal objetivo estudar as
possiveis causas para 0 surgimento dessa doenca, principalmente os aspectos relacionados
com a presenca do papilomavirus (conhecido como HPV) e alteragdes no DNA (material
responsavel por toda informacdo necessaria para o bom funcionamento do corpo).

Como sera feita esta pesquisa?

As pessoas serdo convidadas a participar da pesquisa. Receberdo uma copia deste documento
que devera ser lido, entendido e assinado. Os participantes serdo atendidos pelo médico que
fara algumas perguntas, examinara o paciente e, se necessario, podera solicitar alguns exames
complementares para auxiliar no diagnostico.

Quais os ricos e limites que podem ser encontrados quando for feita a coleta de material
biologico?

Os riscos sdao minimos, pois a analise dos fragmentos de tumor ndo implicard em riscos
adicionais na sua cirurgia e, nem tampouco, em aumento no tempo de operacao ou extensao
da mesma, ou tera qualquer influéncia no resultado do seu tratamento, de modo que vocé é
livre para escolher entre participar ou ndo da pesquisa.

Todos os dados do paciente sdo absolutamente confidenciais e, portanto, serdo comunicados
somente a pessoa ou responsavel e ao profissional médico que acompanha o paciente.
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Quais 0s beneficios e maleficios deste estudo?



N&o havera nenhuma vantagem direta, tal como remuneracdo financeira, com a participacdo
neste estudo, porém, os resultados poderdo ajudar no entendimento do estabelecimento da
doenca e podera contribuir para a melhoria do diagndstico e tratamento dessa patologia.

Os pacientes terdo acompanhamento e assisténcia médica no hospital onde realizam
tratamento médico, mesmo que ndo participem desta pesquisa ou que a pesquisa seja
interrompida.

O que vai ser feito com o material e os dados coletados de cada paciente?

Rotineiramente, o material bioldgico retirado é destinado para exames clinicos laboratoriais
necessarios para um diagnostico. O restante do material retirado é armazenado e pode ser
usado para novos exames, caso seja necessario. Caso contrario, € descartado, conforme
regulamenta a legislacdo sanitaria no Brasil.

Neste estudo, estamos solicitando sua permissao para utilizar o resto de tecidos e/ou fluidos
retirados de vocé que ndo sd@o mais necessarios para o seu diagndstico. As amostras serdo
registradas por nimeros, para evitar identificacdo dos pacientes.

A eventual inclusdo dos resultados da pesquisa em publicacdo cientifica serd sempre feita de
modo a manter seu anonimato.

O paciente ou seu responsavel legal podera escolher entre ser informado ou ndo dos resultados
da pesquisa. Aqueles que se interessarem em saber sobre os resultados obtidos com o presente
estudo serdo orientados pela coordenadora geral do Projeto, Dra. Silma Regina Ferreira
Pereira (professora do Departamento de Biologia da Universidade Federal do Maranhdo),
podendo ser contactada no Laboratorio de Genetica e Biologia Molecular, no endereco: Av.
dos Portugueses, 1966, cidade universitaria do Campus do Bacanga, Sdo Luis, Maranhao,
telefone 32728543.

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMA esta situado na Avenida dos Portugueses nimero
1966, Cidade Universitaria do Bacanga, Prédio do CEB Velho, PPPG, Bloco C Sala 07. E-
mail cepufma@ufma.br, telefone (98)3272-8708. Este comité tem, como uma de suas
atribuicOes, garantir a manutencdo dos aspectos éeticos da pesquisa, bem como a obtencdo do
consentimento livre e esclarecido dos individuos ou grupos para a sua participagao.

Os pacientes que ndo concordarem em participar da pesquisa ndo terdo nenhum prejuizo sobre
seu tratamento.

Declaro que fui devidamente esclarecido sobre a pesquisa da qual estou sendo convidado a
participar, e que CONCORDO, voluntariamente, em participar do referido trabalho.

Séo Lufs, de de 20

NOME POR EXTENSO / RG ASSINATURA
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ANEXO 11

QUESTIONARIO DO PACIENTE

NOME DO PACIENTE:

IDADE: . CIDADE:
DATA DE NASCIMENTO: _/_/

ESTADO CIVIL: () solteiro () casado () vivo () unido estavel () outros.

FILHOS:
ESCOLARIDADE:

TRABALHO:

FUMANTE: () SIM () NAO
CONSOME BEBIDA ALCOLICA: () SIM () NAO

DIABETICO: () SIM () NAO
HIPERTENSO: () SIM () NAO / QUAL MEDICAMENTO?
OUTRA COMORBIDADE:

HISTORICO DE CANCER: () SIM () NAO / QUAL?

OBSERVACOES:
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ANEXO Il
Parecer Consubstanciado do Comité de Etica e Pesquisa
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