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Resumo
Introducio: O cancer de pénis (CP) ¢ um tumor raro. Estd associado a inflamagao
cronica e ao oncogénico virus papiloma humano (HPV). O tipo histologico mais
frequente ¢ o carcinoma espinocelular (CEC) tipo usual. A tomografia por emissdo de
positrons (PET) com Fluorodesoxiglicose (FDG) marcada com Fluor-18 (8F) ('®F-
FDG) ¢ uma ferramenta de avaliagdo do CP. As células cancerosas superexpressam os
transportadores transmembranas de glicose (GLUT) e a hexoquinase (HK) durante o
metabolismo elevado da glicose. Ki-67 ¢ uma proteina nuclear ligada a replicagcdo do
DNA e sua maior expressdo estd relacionada a proliferacdo tumoral e ao pior
prognostico em CP. Os subtipos de HPV de alto risco estdo relacionados as vias
carcinogénicas no CP. As oncoproteinas do HPV estdo associadas ao acumulo da
proteina supressora de tumor p16 e da proteina supressora de tumor p53 que controla a
replicacdo do DNA.
Objetivo: Correlacionar a positividade em imuno-histoquimica (IHQ) de marcadores
moleculares tumorais relacionados ao metabolismo da glicose, proliferagdao tumoral e
infecgdo por HPV com a captagdo de '*F-FDG em pacientes com cancer de pénis.
Métodos: Cinquenta e um pacientes em CP foram selecionados de outubro de 2012 a
outubro de 2014 e submetidos ao '"*F-FDG PET/CT para estadiamento. A analise
semiquantitativa foi realizada utilizando o valor maximo de captacdo padronizado
(SUVbw) e SUV volumétrico (SUVasp). Das amostras de tumor, o DNA do HPV foi
extraido. Trés patologistas realizaram a analise IHQ para anti-GLUT-1, anti-HK-II,
anti-Ki67, anti-p16 e anti-p53.
Resultados: Dos 51 pacientes analisados, 80,6% eram CEC invasivo do tipo usual. A
infeccdo pelo HPV foi positiva em 52.4% dos 42 pacientes avaliados. Para todos os
tipos histologicos, o CEC do tipo Warty apresentou o maior valor de SUV com
diferengas significativas para SUVbw (p=0,022) ¢ SUV2sp (p=0.022), assim como foi
observado significancia estatistica para tumores grau 3 para SUVbw (p=0.018).
Exclusivamente para o CEC invasivo tipo usual, os valores médios mais altos de SUVbw
e SUVasp foram observados para tumores com grau histologico 3 (p=0.035 e p=0.029,
respectivamente), HPV+, p16 negativo, p53 negativo, indice 3 para GLUT-1 e indice 3
para HK-II. A avaliacao dos pacientes através da expressao do marcador de proliferacao
tumoral (Ki-67) apresentaram diferencas estatisticas significativas para tumor grau 3
(p=0,001) e indice HK-II 1 (p=0,036). A positividade do Ki-67 também foi maior em
tumores com HPV negativo, p16 status 2, p53 status 3 ¢ GLUT-1 indice 3.



Conclusdo: No Cancer de Pénis, a elevada captacdo de '*F-FDG correlacionou-se com
a maior expressao de marcadores do metabolismo glicolitico. Houve uma tendéncia de
correlacdo positiva de aumento da expressao do marcador de transporte de glicose com
maior grau histologico e maior expressdo de Ki-67. Pacientes HPV negativos

apresentaram resultados de PET/CT mais significativos para potencial proliferativo.

Palavras-chave: Neoplasia Peniana, ®F-FDG, PET/CT, 8F-FDG PET/CT, GLUT-
1, HK-IL, Ki-67, p53, p16, HPV.



Abstract
Introduction: Penile cancer (PC) is a rare tumor. It is associated with chronic
inflammation and the oncogenic human papillomavirus (HPV). The most frequent
histological type is the usual type of squamous cell carcinoma (SCC). Positron emission
tomography (PET) with Fluorodeoxyglucose (FDG) labeled with Fluor-18 (18F) (18F-
FDG) is an assessment tool for PC. Cancer cells overexpress glucose transmembrane
transporters (GLUT) and hexokinase (HK) during elevated glucose metabolism. High-
risk HPV subtypes are related to carcinogenic pathways in PC. HPV oncoproteins are
associated with the accumulation of pl6 tumor suppressor protein and p53 tumor
suppressor protein that controls DNA replication. Ki-67 is a nuclear protein linked to
DNA replication, and its higher expression is related to tumor proliferation and worse
prognosis in PC.
Objective: To correlate immunohistochemistry (IHC) positivity of tumor molecular
markers related to glucose metabolism, tumor proliferation, and HPV infection with
BF_-FDG uptake in penile cancer patients. Methods: Fifty-one PC patients were selected
from October 2012 to October 2014 and underwent '*F-FDG PET/CT for staging.
Semiquantitative analysis was performed using standardized maximum uptake value
(SUVbw) and volumetric SUV (SUVa2sp). From the tumor samples, HPV DNA was
extracted. Three pathologists performed IHC analysis for anti-Glut-1, anti-Hexokinase-
I1, anti-Ki67, anti-p16, and anti-p53.
Results: Of the 51 patients analyzed, 80.6% were invasive SCC of the usual type. HPV
infection was positive in 52.4% of the 42 patients evaluated. For all histological types,
Warty-type SCC had the highest SUV value with significant differences for SUVbw
(p=0.022) and SUVasp (p=0.022), as well as statistical significance for grade 3 tumors
for SUVbw (p= 0.018). Exclusively for usual-type invasive SCC, the highest mean
SUVbw and SUVasp values were observed for tumors with histological grade 3 (p=0.035
and p=0.029, respectively), HPV+, p16 negative, p53 negative, index 3 for GLUT-1 and
index 3 for HK-II. The evaluation of patients through the expression of the tumor
proliferation marker (Ki-67) showed statistically significant differences for grade 3
tumor (p=0.001) and HK-II 1 index (p=0.036). Ki-67 positivity was also higher in
tumors with HPV negative, p16 status 2, p53 status three, and GLUT-1 index 3.
Conclusion: In penile cancer, the high uptake of 'SF-FDG was correlated with the
highest expression of markers of glycolytic metabolism. There was a positive

correlation trend of increased expression of the glucose transport marker with higher



histological grade and higher expression of Ki-67. HPV negative patients had more
significant PET/CT results for proliferative potential. There were no significant results
regarding p16 and p53 positivity.

Keywords: Penile Neoplasm, 'F-FDG, PET/CT, F-FDG PET/CT, GLUT-1, HK-
I1, Ki-67, p53, p16, HPV.
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1 - INTRODUCAO / REFERENCIAL TEORICO

1.1- O Cancer de Pénis

1.1.1- Epidemiologia

O cancer de pénis (CP) ¢ uma neoplasia maligna rara no mundo. Na Europa
Ocidental e na América do Norte observam-se baixa prevaléncia e variagdo na
ocorréncia de acordo com o desenvolvimento social de cada regido. A American Cancer
Society estima, nos Estados Unidos, para o ano de 2022, cerca de 2.070 novos casos e
470 mortes por CP, com uma incidéncia de 1/100.000 homens/ano (AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2022) (DOUGLAWTI, 2019).

Em regides com menor desenvolvimento social como na América Latina, Africa e
alguns paises Asidticos, o CP apresenta prevaléncia mais significativa. No Brasil, dados
do Instituto Nacional do Cancer (INCA) indicam o CP representando 2% dos canceres
em homens. Os dados Brasileiros, semelhante as outras areas no mundo, refletem
variagao na ocorréncia de acordo com o desenvolvimento socioecondmico de cada
localidade. Dessa forma, ocorre maior prevaléncia em regides menos desenvolvidas,
principalmente no Norte e Nordeste do pais. Recente estudo acerca da epidemiologia do
CP no Brasil e no mundo, concluiu que o estado do Maranhdo tem a maior incidéncia
global desta doenga, chegando a 6,1/100.000 em homens. Destaca-se maior ocorréncia
em individuos jovens e com doenga mais avancada ao diagnostico. Os resultados
indicam a relevancia do tema e a necessidade de mais estudos sobre esta neoplasia, além
de sugerir o CP como um problema Nacional de saude publica. (INCA, 2021)
(COELHO,2018).

O pico de ocorréncia do CP ¢ na sexta década de vida, porém ndo sdo raros os
casos em pacientes adultos jovens. As regides com menor desenvolvimento social e
econdmico ¢ com maior incidéncia do CP, representam locais com populacdo mais
jovem e, dessa forma, com maior ocorréncia da doenga em adultos também mais jovens

(CLARK, 2013) (COELHO,2018).

1.1.2- Fatores de risco

A) Inflamagdo cronica



20

A inflamacgao cronica ¢ o mais importante fator de risco para o desenvolvimento
do CP. Existe direta relagdo entre alteragdes teciduais causadas pela inflamagao de
longa duracdo e a carcinogénese no pénis. Mediadores da inflamagdo como a
ciclooxigenase tipo 2 (COX2) e a prostaglandina E2 (PGE2) estdo super-expressos em
analises moleculares de tumores penianos. As reagdes resultantes da presenca destes
elementos sdo responsaveis por liberar compostos especificos, como o oxigénio reativo
e derivados nitrogenados. A elevada concentragao destes compostos, que ocorre no
microambiente inflamatorio, causa danos no DNA (Acido Desoxirribonucleico),
iniciando o processo de formagao do cancer. Um dos mecanismos mais elucidados desta
alteracdo genética ¢ a interferéncia ao gene p/6 com consequente inibi¢do da supressdo
tumoral. Essa perda de heterozigose ¢ intimamente relacionada a carcinogénese no CP
(COUSSENS, 2002).

A ocorréncia peniana de excesso do prepucio ou de fimose, estenose do prepucio
impedindo a exposicdo da glande, sdo considerados fatores de risco para o CP. Estas
condi¢des podem induzir ao acimulo de impurezas e a inflamagao cronica. Deve-se
salientar que a precdria condicdo sécio-cultural, baixa escolaridade e habitos de higiene
inadequados também contribuem para agravar este quadro. As balanopostites cronicas
do tipo intertrigo ou fungicas, como o liquen escleroatréfico, também apresentam

correlagdo positiva com inicio do CP (KOIFMAN, 2011).

B) Virus oncogénicos — Human Papilloma Virus (HPV)

Diversos virus t€ém papel definido na carcinogénese de diferentes tumores, como
os virus da hepatite B e C, dentre outros. O papilomavirus ou Human Papilloma Virus
(HPV), ha mais de 35 anos, vem sendo estudado em relagdo aos canceres humanos. Os
subtipos mais relacionados sdo o 16, 18, 31 e 33, com correlagdo direta na
carcinogénese de tumores de orofaringe, anorretal e colo uterino. O DNA do HPV ¢
encontrado em mais de 90% das células tumorais dos canceres cervicais. No Brasil,
desde 2014, a vacina quadrivalente contra o HPV entrou no programa nacional de
imunizacdo. Inicialmente a cobertura alvo era jovens do sexo feminino entre 9 e 13
anos. Em 2017, o programa foi estendido aos adolescentes masculinos entre 11 e 13
anos. Esta estratégia de vacinagdo representa a primeira prevengdo direta desenvolvida
para protecdo contra um cancer humano, o cancer de colo uterino (ZUR HAUSEN,

2009) (MENDES LOBAO, 2018).
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Em relagdo ao cancer de pénis, o DNA do HPV pode ser encontrado em até
metade dos tumores, sendo os subtipos 16 e 18 os mais frequentes, conotando a agdo
destes virus também neste cancer. Sabe-se que a etiologia do CP ¢ multifatorial, porém,
atualmente, juntamente com a inflamag¢do crdnica, a infec¢do pelo papilomavirus sio
considerados os principais fatores de risco para desenvolvimento do CP (MADSEN,
2008) (KIDD, 2017).

O mecanismo da patogénese causada pelos virus ¢ complexo. Existem evidéncias
de que a incorporagdo do DNA do HPV altera a inibi¢do de genes supressores tumorais
como p53, pRb e pl6. Por outro lado, perda de heterozigose ¢ frequentemente
encontrada nos cromossomos 2q, 6p, 9p, 12q e 17p3 que sdo areas também ligadas a
supressao tumoral e essas perdas estao relacionada também ao HPV (RUBIN, 2001).

Existe evidéncia da relacdo direta da insercdo do DNA do HPV subtipo 16 como
possivel causador do aumento de atividade do proto-oncogene cMYC. Essa amplificagdo
da atividade esta relacionada a carcinogénese em tumores genitais € consequentemente
no CP. Chama atengdo os pacientes com superexpressao do cMYC que geralmente
evoluem com maior progressdo tumoral local e pior sobrevida céncer especifica
(PETER, 2006).

Observa-se relagdo direta entre aumento dos casos de infecgdo de HPV em uma
populagdo com aumento da ocorréncia do CP. Entre 1973 e 2002, nos Estados Unidos,
observou-se uma queda na incidéncia global do CP, fendmeno também observado na
Dinamarca. Porém, esses e outros paises observaram elevagdo recente nessas taxas, o
que ocorreu em paralelo com aumento da ocorréncia de canceres de orofaringe e pénis
relacionados a infecgdo do HPV, além de mudangas nas praticas sexuais, conforme
descrito anteriormente. Isto corrobora, mais uma vez, que existe relagdo de risco na
contaminagdo por estes virus e a ocorréncia desta neoplasia, justificando o esfor¢o nas
campanhas de vacinagdo para prevencdo desta contaminagdo. (LONT, 2006) (KIDD,
2017) (DJAJADININGRAT, 2015).

C) Tabagismo

Estudos pré-clinicos demonstraram que derivados do tabaco como a N-
Nitrosodietillanina, sabidamente carcindgenos, sdo secretados na urina em elevada
concentragdo. Tais achados sugerem que estes elementos secretados na urina humana
contaminam as glandulas sebaceas do preptlicio. A retengdo cronica destes derivados

nessa regido se relaciona a carcinogéneses e a diferenciacdo tumoral peniana. Dessa
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forma, o tabagismo esta relacionado ao risco aumentado do cancer de pénis, porém nao

existe uma comprovacao direta desta relacdo (CHAKIRY AN, 2021).

D) Habitos sexuais
Existe correlagdo direta entre o inicio precoce das atividades sexuais, praticas
promiscuas, parceiros multiplos, sexo oral, sexo anal e zoofilia com maior risco de se

desenvolver o cancer de pénis (MADSEN, 2008).

1.1.3- Patologia

O tipo histologico mais frequente de tumor de pénis é o carcinoma espinocelular
(CEC) ou epidermoide, também denominado de carcinoma de células escamosas
(CCE). Esse tipo histoldgico corresponde a cerca de 95% dos tumores. Sdo derivados
dos ceratinécitos da epiderma. Cursam geralmente com elevada proliferacao celular e
necrose tumoral (CUBILLA, 1993). Existem diferentes subtipos histologicos com
diferentes padrdes de crescimento e agressividade clinica, alguns deles associados a
infec¢do pelo HPV. A ocorréncia de mais de um tipo histoldgico no mesmo tumor ¢
extremamente comum. (OERTELL, 2011).

Em 2016, a World Health Organization (WHO) apresentou importante
atualizagdo na classificacdo histologica dos tumores penianos, reconhecendo a
importancia do HPV como fator etiologico (MOCH, 2016). A nova classificagdo
concentra-se na presenga ou ndo do HPV, avaliada através da marcagdo imuno-
histoquimica para o antigeno pl6. Tendo em vista a nova classificagdo, no inicio de
2018, a International Society of Urological Pathology (ISUP) elaborou recomendacdes
gerais para utilizacdo pratica da atualizacdo de acordo com a proposta apresentada pela
WHO. O consenso dos especialistas determinou diretrizes para o publico médico em
geral (CUBILLA, 2018).

O carcinoma espinocelular peniano invasivo ¢ precedido por uma lesdo
denominada neoplasia intraepitelial peniana (PeIN). Representa uma lesdo caracterizada
por alteracdes displasicas do epitélio, porém sem infiltracdo da membrana basal
epitelial. A PeIN, ndo relacionada ao HPV, é denominada do tipo diferenciado. Os tipos
basaloide e condilomatoso geralmente estdo associados ao HPV, havendo formas
mistas. O carcinoma invasor, na maioria das vezes, ¢ representado pelo CCE do tipo

usual, seguido dos tipos basaloide e sarcomatoide. (MOCH,2016).
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O grau histologico, segundo a WHO/ISUP, varia de 1 a 3. Sendo de grau 1 os
tumores bem diferenciados e os de grau 3 pouco diferenciados. Todos aqueles que nao
se enquadrem nestas duas categorias sdo referidos como moderadamente diferenciados
(grau 2). Ainda, podem ser ceratinizantes ou ndo ceratinizantes, caso haja producao de
ceratina, com a formagdo de pérolas corneas. Quanto maior a semelhanga com o epitélio
escamoso normal, mais bem diferenciado ¢ o tumor. Os tumores pouco diferenciados
formam ninhos e massas, sem ceratinizacdo, com c¢lulas pleomorficas atipicas
(MOCH,2016).

A maioria dos tumores esta associado ao HPV. A detec¢do do virus do papiloma
humano se da por técnica de PCR (Polimerase chain reaction), de custo mais elevado.
A concordancia entre a detec¢do do HPV por PCR e exame de imuno-histoquimico
(IHQ) alcanga 84% (CUBILLA, 2011). Dentre os CCE HPV+ encontram-se os subtipos
basaloide (classico e papilar), condilomatoso (classico, basaloide e de células claras) e o
linfoepitelioma-simile. Dentre os HPV- encontram-se o CCE do tipo usual,
pseudoglandular e pseudohiperpldsico, além do carcinoma verrucoso (puro ou
cuniculatum), papilar, adenoescamoso e sarcomatoide, havendo formas mistas
(CUBILLA, 2018).

A profundidade de infiltragdo tumoral deve ser sempre avaliada e citada na analise
dos espécimes, por estar proporcionalmente relacionada a agressividade. Tumores
pequenos e limitados as camadas superficiais da derme/cério apresentam evolugdo
favoravel. Seguindo este raciocinio, a invasdo tumoral dos corpos cavernosos penianos
¢ importante fator de evolu¢do desfavoravel. A invasdo perineural e dos corpos
cavernosos, bem como o grau histologico, sao fatores preditores de infiltracao linfatica
e de disseminacdo metastatica, logo, de pior prognostico. (CUBILLA, 2009)
(SANCHES, 2015).

1.1.4- Diagnéstico

A) Clinico

Usualmente o CP se apresenta como uma lesdo tumoral tipica, ou seja, uma
tumefacao ulcerada na superficie peniana. Pode estar associada a presenca de infecgdo e
necrose e dor local. O local mais frequente de acometimento ¢ a por¢ao distal do pénis.
Nao ¢ infrequente a apresentacdo inicial através de uma tumoragdo envolvida pelo

prepucio associada a fimose. Ou até fimose acompanhada de uma lesdo inguinal
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ulcerada ja sugerindo acometimento metastatico inguinal. Estas variagdes reiteram a
importancia do exame fisico detalhado de toda genitalia (AFONSO, 2016).

No exame inicial, a avaliacdo clinica dos linfonodos que drenam o pénis ¢
fundamental. A drenagem da pele peniana ocorre para os linfonodos inguinais
superficiais. Os tecidos mais profundos do pénis, como 0s corpos esponjosos e
cavernosos, drenam para a cadeia linfonodal inguinal profunda. A drenagem inguinal
ocorre para as cadeias dos linfonodos iliacos e obturatorios na pelve. Dessa forma, apos
0 acometimento metastatico dos linfonodos inguinais, a disseminacdo segue para o0s
linfonodos pélvicos iliacos. A ordem de lateralidade ndo ¢ obrigatdria, podendo ocorrer
uma drenagem andrquica que também nao obedece a sequéncia de profundidade.
Durante o exame fisico do paciente, a palpagdo da regido inguinal deve ser realizada
bilateralmente e de forma cuidadosa. Importante detalhar a presenca de linfonodos
palpédveis e suas caracteristicas (nimero, edema, consisténcia) ou até evidéncia de
lesdes ulceradas. A obesidade ou mesmo inexperiéncia do examinador sdo fatores que

limitam os resultados deste exame clinico (ALKATOUT, 2011).

B) Complementar

B.1) Lesdo peniana

O uso de exames de imagem ou métodos de diagndstico complementares para o
estadiamento ou avaliagdo clinica do tumor priméario no CP ¢ controverso. O
diagnostico, na maioria das vezes, tem como base o exame clinico e as informagdes da
biopsia, principalmente em se tratando de lesdes sem o aspecto tumoral tipico.

O ultrassom peniano pode ser utilizado para analise da profundidade da infiltragdo
tumoral e o acometimento dos corpos cavernosos € esponjosos, porém com limitados
resultados e pouca aplicabilidade (LONT, 2003). A ressonancia magnética (RM)
peniana, associada a ere¢do farmacoldgica induzida, apresenta resultados mais
consistentes. Esta pode fornecer informagdes com significativa acurdcia acerca do
acometimento dos corpos cavernosos. Porém, ¢ um procedimento de consideravel
morbidade ao paciente ¢ de dificil reprodutibilidade, tornando-a de pouco uso pratico
(PETRALIA, 2008) (HANCHANALE, 2016). Mais recentemente, o ultrassom

associado ao doppler peniano, também com emprego da erecdo fadrmaco-induzida,

apresentou resultados promissores ao se avaliar a invasdo das lesdes tumorais penianas
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quando comparado a RM. Da mesma forma, ndo ¢ utilizado rotineiramente, ¢ sim em

protocolos de pesquisa (BOZZINI, 2016).

B.2) Linfonodos Regionais

B.2.1) Pacientes sem linfonodos inguinais palpaveis (cN-)

Os pacientes com o exame fisico da regido inguinal normal e sem linfonodos
palpaveis, ndo estdo isentos da possibilidade de doenga linfonodal. As metastases
microscopicas ocultas podem ocorrer em cerca de 25% dos casos e ndo sdo detectadas
somente com o exame clinico (HUGHES,2010).

O ultrassom inguinal pode auxiliar na detec¢ao de linfonodos aumentados, fixos e
suspeitos, geralmente encontrados no exame fisico. Parametros da imagem como a
relagdo do didmetro transverso/longitudinal e avaliacdo do hilo linfonodal tém baixa
sensibilidade (68%) e, dessa forma, este método ndo ¢ utilizado rotineiramente
(KRISHNA, 2008).

A tomografia computadorizada (TC) e a ressondncia magnética (RM) isoladas
ndo conseguem auxiliar no diagnostico, principalmente em relagdo as metastases
minimas e nao sdo rotineiramente utilizados (MUELLER-LISSE, 2008).

Os pacientes cN- devem ser estratificados de acordo com o risco de acometimento
metastatico linfonodal. Nos tumores com invasdo do tecido conjuntivo subepitelial
associado a presenc¢a de invasdo linfovascular ou com grau histolégico tumoral acima
de G2 (maior que pT1 G2) sdo considerados de alto risco (ORNELLAS, 2008).

Nas lesdes tumorais classificadas no grupo de alto risco, deve-se buscar
ativamente o acometimento linfonodal, uma vez que ndo ha métodos de imagem nao
invasivos totalmente estabelecidos para esta avaliacdo. Indica-se, para tal, a biopsia
dirigida através do linfonodo sentinela ou mesmo a linfadenectomia inguinal técnica
tradicional ou modificada (superficial).

A técnica de linfonodo sentinela para avaliagdo dos nddulos regionais nos tumores
penianos mais indicada ¢ denominada DSNB (Dynamic sentinel-node biopsy). A DSNB
consiste na tentativa de detec¢do do linfonodo para o qual drena a lesdo peniana através
da cintilografia com a utilizagdo do nano-coloide marcado com Tecnécio-99m. E um
método de dificil reprodugdo, necessita de treinamento extenso para sua realizacdo e
leitura dos resultados. Mesmo nos poucos centros com experiéncia, a DSNB pode

apresentar cerca de 15% de falsos negativos em pacientes de alto risco. Em recente
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meta-analise acerca deste método, os autores concluiram que ¢ uma modalidade de
estadiamento promissora nos pacientes cN-, porém deve ser realizada através de uma
abordagem multidisciplinar com uso do ultrassom inguinal prévio, pun¢do com agulha
fina e, se possivel, exploracdo cirirgica imediata objetivando a potencializacdo dos
resultados (ZOU, 2016). O risco de falha desta avaliagdo deve ser sempre considerado
de grande prejuizo nos pacientes de alto risco, uma vez que a recorréncia tardia dificulta
enormemente a reavaliacao da regido inguinal devido a destrui¢cao do padrao inicial de

drenagem linfatica (KIRRANDER, 2013).

B.2.2) Pacientes com linfonodos inguinais palpaveis (cN+)

A ocorréncia de linfonodos inguinais palpaveis estd associada a doenga
metastdtica tumoral em mais da metade dos casos. Por outro lado, pode se tratar de
linfonodos inflamatoérios, secundarios a infec¢do caracteristica do tumor peniano. A TC
e a RM nao tem boa acurdcia na diferenciagdo entre inflamagdo ¢ acometimento
tumoral. Os exames de imagem tém sua maior indicagdo em auxiliar na defini¢ao da
viabilidade da resseccdo cirurgica das lesdes grandes e fixas, bem como uma melhor
avaliacdo da regido inguinal em pacientes obesos (KAYRES, 2007) (GRAAFLAND,
2011).

Nos pacientes cN+, a TC associada ao PET com uso do '*F-FDG apresenta
atualmente robustos resultados na avaliacdo do possivel acometimento metastatico
linfonodal pelo CP. Porém sua utilizacdo mais frequente ¢ limitada pelo custo elevado e
dificuldade de acesso ao exame. O uso do '®F-FDG PET/CT nos pacientes com cancer
de pénis sera discutido mais extensivamente em sessao especifica a posteriori (VRIES,

2019).

B.2.3) Metastases a distdncia em pacientes com linfonodos inguinais palpaveis (cN+)

O estadiamento sistémico para detec¢do de metastases a distancia deve ser
realizado em pacientes com linfonodos inguinais clinicamente positivos. O uso da TC
abdominal e pélvica deve ser realizado associado a radiografia de térax ou, se possivel,
a TC de torax, uma vez que esta ¢ mais sensivel e detecta tumores menores que 3mm
(ZHU, 2008). Nesta avaliagdo o uso do PET/CT também apresenta potencial de

resultados favoraveis.

1.1.5- Tratamento
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A) Lesdo primaria

O principio do tratamento da lesdo tumoral peniana ¢ a ressec¢do completa do
tumor com margens livres e, se possivel, a manuten¢do de um coto peniano adequado
para mic¢do ou até atividade sexual. O dilema entre o controle oncoldgico adequado e a
preservacao da fun¢do ¢ determinado pelo estadiamento local. A recidiva tumoral tem
contribuicdo controversa na sobrevida, porém exige tratamento mais agressivo € com
componente mérbido maior (LEITJE, 2008).

Em tumores pequenos e superficiais, podem-se utilizar terapias locais com uso de
medicacdes tdpicas visando tratamento minimamente invasivo. A associacdo da
postectomia com o uso de drogas tdpicas como o imiquimode ou 5-fluoracil ¢ o
tratamento de primeira linha, com elevadas taxas de cura, em torno de 74%. Importante
ressaltar que o tratamento local tdpico necessita de acompanhamento rigoroso no
seguimento pds-operatdrio com bidpsias sequenciais (ALNAJJAR, 2012).

Nas lesdes maiores ¢ de até cerca de 4 cm no maior didmetro, outras terapias
objetivam a cura com menor morbidade local. O uso do laser de CO2o0u Nd:YAG laser
associados ou ndo a radioterapia ou ressecg¢ao cirrgica local e até cirurgia micrografica;
tem indicagdes seguras neste grupo de pacientes. O principal objetivo neste estagio
tumoral ¢ associar o seguro controle local com a preservagdo de um coto peniano
adequado (MACHAN, 2016) (LI, 2011). Séries retrospectivas demonstraram que as
terapias cirurgicas ou minimamente invasivas apresentaram elevadas taxas de recidiva,
em torno de 18%, ¢ com a maioria recorrendo nos primeiros 36 meses apos a cirurgia.
Porém, aparentemente, apos o tratamento definitivo com amputagdo parcial, ndo ha
comprometimento na sobrevida cancer especifica (DJAJADININGRAT, 2014).

Nas lesdes maiores que 4 cm, o tratamento padrdo ¢ a amputacdo parcial. A
técnica cirurgica preconiza uma margem de ressec¢ao de cerca de 5 mm e a manutengao
de um coto peniano em torno de 4 cm para permitir a micgao sem prejuizo funcional.
Esta técnica cirirgica garante uma sobrevida cancer especifica em 5 anos em torno de
85% (VEERATTERAPILLAY, 2015).

Os grandes tumores penianos com acometimento de toda haste peniana, ou até
escroto, podem necessitar de cirurgias mais extensas e mutiladoras. Muitas vezes com a
confeccdo de uretrostomia perineal ou até cistostomia para mic¢do ou drenagem
urinaria. Estes tumores s3o mais raros e representam somente 5% nas séries europeias e

13% dos tumores no Brasil. Em pacientes considerados inoperaveis devido ao extenso
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acomentimento local, a quimioterapia neoadjuvante e cirurgia paliativa nos pacientes

que responderem ao tratamento ¢ a opgao preconizada (ORNELLAS, 2008).

B) Linfonodos

O carcinoma espinocelular peniano tem como caracteristica a disseminacao
metastatica linfatica. Metastases hematogénicas a distancia ocorrem em menos de 5%
dos casos. Dessa forma, o correto tratamento dos linfonodos inguinais ¢ considerado o
ponto crucial no tratamento do cancer de pénis. O desenvolvimento das metastases
linfonodais segue a ordem anatomica da drenagem linfética da genitalia. Como descrito
anteriormente, a sequéncia vai dos linfonodos inguinais superficiais, profundos,
seguidos pelos linfonodos pélvicos. Nao existe possibilidade de acometimento
linfonodal pélvico sem o devido acometimento inguinal ipsilateral. (GRAAFLAND,
2010).

Para inicio do tratamento das provaveis metéstases linfonodais, os pacientes com
CP devem sem estratificados de acordo com o risco de ocorréncia deste acometimento.
Dessa forma, existem trés cenarios possiveis de risco. O primeiro sdo os pacientes com
linfonodos com aspecto normal & palpacdo, denominados cN-. Em segundo, pacientes
com linfonodos inguinais aumentados e suspeitos a palpac¢do, denominados cN+. Em
terceiro, pacientes com linfonodos inguinais grosseiramente aumentados ou até
ulcerados, também denominados cN3 (HUGHES, 2010).

A conduta nos pacientes cN- ¢ norteada através da subdivisdo destes pacientes
em grupos de risco: baixo e alto risco para ocorréncia de metastases. Essa avaliacdo ¢ de
extrema importancia, uma vez que linfonodos inocentes ao exame clinico podem
apresentar metastases ocultas em cerca de 25% dos casos. Basicamente as metastases
linfonodais dependem de trés fatores: estadio do tumor peniano, grau histoldgico e
presenca de invasdo linfovascular no tumor primario (PHILIPPOU, 2012).

Apo6s classificagdo de risco determinada, trés estratégias de tratamento dos
linfonodos sdo possiveis: vigilancia expectante da regido inguinal, avaliacdao linfonodal
invasiva ou a linfadenectomia radical (LEIJTE, 2008).

A conduta expectante dos linfonodos regionais nos pacientes cN- deve ser
avaliada cuidadosamente. Sempre realizar a correta estratificagdo de risco destes
pacientes. A ocorréncia inadvertida de metastases inguinais ocultas contribui para
prejuizo significativo na sobrevida. Sabe-se que pacientes tratados com linfadenectomia

(LND) inguinal precoce tém evolu¢do mais favoravel do que os que se encontram em
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observacao e evoluem com aparecimento de metdstases durante esse periodo. Um
estudo prospectivo comparando linfadenectomia bilateral, radioterapia e vigilancia em
pacientes cN-; evidenciou melhor sobrevida no brago da linfadenectomia (PIVA, 1996).
Dessa forma, pode-se inferir que a LND precoce ¢ a op¢ao mais indicada na categoria
de pacientes de alto risco para metastases (KULKARNI, 1994). Até o momento, ndo ha
um método diagnodstico eficiente para a avaliagdo dos linfonodos regionais nos
pacientes cN- de alto risco.

Os pacientes cN+ devem ser submetidos a LND imediata devido a alta
probabilidade de se tratar de linfonodos metastaticos, ainda que, em até 40% destes
pacientes, o aumento linfonodal possa ser resultante de reacdo inflamatoria inespecifica
ao tumor primdrio (ZHU, 2010). Como comentado anteriormente, neste cenario, '*F-
FDG PET/CT vem se mostrando como uma técnica diagnostica ndo invasiva cada vez
mais eficiente em diferenciar inflamagao de metastase (SOUILLAC, 2012).

A LND inguinal ¢ um procedimento cirirgico com significativa morbidade.
Linfedema, necrose do retalho cutaneo, infec¢do, abscesso, trombose venosa, ndo sao
complicacdes raras. As taxas de complicacdo variam de acordo com estadio da doenca,
status performance do paciente, obesidade e com experiéncia da equipe cirirgica que
realiza o procedimento. As séries mais recentes relatam as seguintes taxas de
complicacdo: infec¢des da ferida (1,2-1,4%), necrose da pele (0,6-4,7%), linfedema (5-
13,9%) e formagdo de linfoceles (2,1-4%) (KOIFMAN, 2013).

Os linfonodos inguinais fixos, bilaterais, ulcerados, categoria cN3, apresentam
prognoéstico extremamente desfavoravel. Faz-se necessario o estadiamento a distancia
do abdome e térax. A abordagem deve ser multimodal. A conduta mais indicada ¢ a
quimioterapia neoadjuvante para se viabilizar a resseccdo das lesdes fixas. Esta
resseccdo deve ser realizada nos pacientes que apresentarem resposta terapéutica a
terapia sistémica. As taxas de sobrevida livre de doenga a longo prazo sdo menores que

40% (LEITIE, 2007).

1.1.6- Estadiamento TNM

Para o estadiamento do tumor, utiliza-se a classificagdio TNM (Tumor Nodes
Metastasis), atualizada na 8* Edi¢ao da publicacao da American Joint Committee on
Cancer (AJCC) em 2017 (Anexo I). Esta ultima publicagdo apresentou atualizagdes
significativas. Anteriormente, a categoria pTa era aplicada ao antigo carcinoma

verrucoso nao-invasivo. Porém, atualmente é denominado CCE localizado ndo-
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invasivo. Dessa forma engloba outras categorias de CCE nao invasivos, como o
basaloide, condilomatoso, papilar e misto (AMERICAN JOINT COMMITTEE ON
CANCER, 2017) (AMIN, 2017).

O estadio pT1 também foi revisto. Este incorpora os tumores com invasdo das
camadas superficiais, porém sem invasdao dos corpos cavernosos ou esponjosos. Na
classificagdo atual, incluiu-se a localizagdo anatdmica do tumor (prepucio, glande ou
corpo do pénis), como elemento relevante para a categorizagdao. O pT1 ¢ subdividido em
pTla e pT1b, com riscos relativos de acometimento linfonodal de 10-18% e 33-50%,
respectivamente. As invasdes perineural e linfovascular (LVI) sdo reconhecidas como
preditores de metastase linfonodal e sdo critérios de separagdo dos tumores pTla e
pTlb. A presenca de alto grau histoldgico (grau 3) ¢ também critério diagnostico de
tumor categoria pT1b (PANER, 2018).

Anteriormente, a categoria pT2 era composta por tumores com invasdao dos corpos
cavernosos e/ou esponjoso. Alguns estudos evidenciaram melhor prognéstico e maior
sobrevida quando o tumor acometia apenas o corpo esponjoso (REES, 2008). A
presenca de metastases em linfonodos inguinais variou entre 33,0-35,8% e 48,6-52,5%
nos dois grupos, respectivamente. Assim, atualmente, a categoria pT2 ¢ restrita aos
tumores com invasdo exclusiva do corpo esponjoso, sendo aqueles com invasdo do
corpo cavernoso classificados como pT3. A invasdo da uretra, previamente classificada
como pT3, na classificacdo atual, pode ser pT2 ou pT3, dependendo da invasdo dos
COrpos esponjosos ou cavernosos € nao mais como fator independente. O cancer de
pénis proximo ao meato pode invadir diretamente a uretra distal e ndo estar associado a
pior prognostico (LEITJE, 2008) (PANER, 2018).

A categoria dos linfonodos também foi reavaliada. Na classificacdo anterior,
pacientes com um unico linfonodo inguinal eram classificados como pN1, aqueles com
mais de dois linfonodos ou com acometimento bilateral, como pN2. Porém, recentes
séries clinicas evidenciaram que ndo havia diferenca significativa no risco de morte por
CP que justificasse tal classificagdo. Pacientes com uma ou duas metdstases em
linfonodos inguinais unilaterais (sem extensdo extranodal) comportavam-se de forma
semelhante aqueles com tunico linfonodo positivo. Porém, a lateralidade implicava em
evolugdo desfavoravel. A presenca de trés ou mais linfonodos inguinais acometidos,
unilaterais ou bilaterais, € critério de pior progndstico se compararmos os pacientes com
acometimento de um ou dois linfonodos inguinais unilaterais. A sobrevida média em 3

anos nesses dois grupos ¢ de 60,5% e 90,7%, respectivamente (LI, 2015).
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Sendo assim, a classificagdo pN1 hoje ¢ aplicada aos tumores com dois linfonodos
unilaterais acometidos, sem extensdo extranodal. Tumores com mais de dois linfonodos
unilaterais acometidos ou com infiltragdo em cadeias bilaterais sao classificados como
pN2. Tal adequagdo resultou em reducdo na indicacdo de quimioterapia adjuvante. O
prognodstico dos pacientes com estadiamento pN3 ¢ reservado. Estudos recentes
conferem sobrevida média de 3 anos a 28,6% dos pacientes com acometimento dos
linfonodos pélvicos, frente aos 47,9% de sobrevida naqueles com acometimento apenas
dos linfonodos inguinais, mesmo que haja extensdo extranodal (PANER, 2018).

O grau histologico tumoral ¢ um preditor de metéstases linfonodais
(VELAZQUEZ, 2008). O atual sistema de classificagdo de trés graus (WHO/ISUP)
substituiu a antiga classificacdo de Broders para o CCE (BRODERS, 1921). A
classificagdo da WHO/ISUP considera tumor de grau 3 (G3) aquele que apresentar
qualquer grau de anaplasia, mesmo que focal. Nao hd muita dificuldade para se
categorizar os tumores de grau 1 (G1) de acordo com os achados histologicos. O
reconhecimento de ambos facilita a categorizagdo do grau 2 (G2). Tumores pT1 de
baixo e alto graus sdo classificados como pTla de pT1b, respectivamente, com nivel de
evidéncia I. O carcinoma sarcomatoide, que ¢ variante histologica agressiva, deve ser

considerado tumor de alto grau e classificado como pT1b (PANER, 2018).

1.2- BF-FDG PET no Cancer de Pénis

1.2.1- PET com '8F-Fluordeoxiglicose ('*F-FDG)

A tomografia por emissao de positrons (PET) ¢ um exame da Medicina Nuclear
que utiliza tragadores marcados com radionuclideos emissores de positrons. Esta técnica
foi introduzida como método de imagem in vivo em meados da década de 80. Desde
entdo, as informacdes obtidas promoveram inegavel avango na medicina,
principalmente no campo da oncologia. Auxilia no diagnostico, estadiamento,
progndstico e acompanhamento de pacientes oncologicos (ROHREN, 2004).

A PET ¢ uma técnica de imagem médica funcional capaz de prover informagdes
moleculares e/ou metabolicas através da ligagcdo entre radiofdirmaco e receptor ou da
retencdo do radiofarmaco no compartimento de interesse mediado por uma reagao
substrato-enzima. O radiofarmaco ou radiotragador ¢ constituido por compostos
especificos (anticorpos, ligantes, moléculas quimicas, precursores proteicos ou

estruturais, etc.) marcados com algum isétopo radioativo emissor de positrons ('8F) que
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apresentam um alto grau de seletividade para seu receptor e sdo geralmente tolerantes a
modificagdes estruturais (TER-POGOSSIAN, 1975) (JACKSON, 2017).

Radionuclideos emissores de poésitrons sdo mais comumente produzidos em
ciclotrons por meio do bombardeio a elementos estdveis com protons, deutrinos ou
nucleos de hélio. Os radionuclideos produzidos possuem um excesso de protons e
decaem por emissdo de positrons. Quando um positron ¢ emitido do nucleo, ele percorre
uma curta distancia do seu sitio de origem, perdendo energia gradativamente para o
meio em que se movimenta (tecidos, ar, etc.). No momento em que a maioria de sua
energia cinética ¢ perdida, o pdsitron interage com um elétron livre, ocasionando uma
reacdo de aniquilacdo. Essa reagdo gera dois fotons gama de 511 KeV que sdo emitidos
em diregdes opostas de aproximadamente 180° um do outro (DELBEKE, 2006).

Em um aparelho PET, os fotons emitidos do paciente interagem com um detector
solido que definem uma linha ao longo da qual a reagdo de aniquilagdo ocorreu
permitindo sua localizacdo. Dessa maneira, utilizando-se de muitos eventos, a imagem
da PET pode ser reconstruida e posteriormente fusionada com imagens anatomicas da
TC e/ou da RM (ROHREN, 2004).

A manutencao da vida e do crescimento celular gira em torno do metabolismo da
glicose, o nutriente central celular, que permite que seja gerada energia e esta
aproveitada na forma de ATP através da oxidacdo de suas ligacdes de carbono. O
produto dessa reagdo pode ser lactato ou, apds oxidacdo completa da glicose via
respiracdo na mitocondria, o COz. Este processo ¢ essencial para sustentar toda a vida
dos mamiferos (KOPPENOL, 2011).

A fluorodesoxiglicose (FDG), um analogo da glicose, marcada com o Fluor-18
(*8F) (*8F-FDG), ¢ o radiofarmaco mais comumente utilizado nas imagens clinicas da
PET. A sua enorme aplicabilidade em oncologia como tragador tumoral ¢ justificada
pelo efeito Warburg observado nas células malignas. No inicio da década de 1920, o
pesquisador Otto Warburg observou que os tumores consumiam enormes quantidades
de glicose em compara¢do aos tecidos normais ao seu redor (WARBURG, 1927).
Seguindo seus estudos e propondo uma teoria inédita para a época, Otto Warburg
descreveu que, nas células tumorais, a conversdo de glicose em acido latico, mesmo na
presenca de oxigénio, era possivel. Essa teoria ¢ conhecida como glicolise aerobica ou
efeito Warburg. Em 1956 essa teoria foi publicada, reconhecida e denominada como a

causa primaria do cancer (WARBURG, 1956).
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O fenotipo do efeito Warburg é somente observado em canceres e, especialmente,
em canceres humanos. Além disso, ¢ considerado um mecanismo de adaptacdo que
confere necessidades bioldgicas especificas, como o consumo elevado de glicose,
gerando a proliferagdo aumentada. No entanto, as anormalidades metabodlicas
relacionadas aos tumores ndo se limitam a alteracdo do equilibrio entre a fermentagdo
de glicose e a fosforilacdo oxidativa. Genes tumorais chave, tais como p53 e c-MYC,
estdo sendo designados como mestres reguladores do metabolismo; além de mutacdes
em enzimas metabolicas como a isocitrato desidrogenase 1 (IDH1), piruvato quinase 2
(PKM2), fumarato hidratase (FH) e succinato desidrogenase (SDH). Sendo assim, o
estado metabolico alterado, efeito Warburg e fatores moleculares promovem a
proliferagao celular extremamente rapida e o crescimento do tumor (LIBERTI, 2016).

Além do efeito Warburg, a maioria das células tumorais, diferente das células
normais, usam grandes quantidades de glicose como fonte de energia por apresentarem
um importante aumento na expressdo dos transportadores de glicose (especialmente
GLUT-1). GLUT-1 superexpresso nao ocorre na maioria dos tecidos normais. Diversos
estudos analisando antigenos anti-GLUT-1, detectam ocorréncia aumentada destes
transportadores em tecidos neoplasicos. Por conseguinte, esse fendmeno concede maior
capacidade diagnostica ao PET com uso '®F-FDG no diagndstico dos tumores malignos.
Uma vez que a incorpora¢io do '*F-FDG também é aumentada (DE GEUS-OEI, 2007)
(LUNT, 2011).

Apos o transporte da glicose e da '®F-FDG para o meio intracelular, inicia-se o
processo de fosforilagdo realizado pelas hexoquinases. A Hexoquinase-II (HK-II) é a
mais frequente em tecidos com elevado consumo glicémico e em neoplasias.
Caracteristica que confere a HK-II papel de marcador de aumento do consumo
glicémico em tumores malignos. O "F-FDG fosforilado ('*F-FDG-6-P), diferente da
glicose, ndo ¢ rapidamente eliminado. Este fica retido no citoplasma celular e sua
concentragdo ¢ diretamente proporcional ao consumo celular de glicose (DELBEKE,
2006) (TONG, 2012).

Embora o "*F-FDG atinja um platd de concentragdo em tumores malignos em
cerca de 45 minutos, a melhor relacdo tumor-radiagdao de fundo ocorre entre uma a trés
horas apds a administragdo endovenosa. Concentragdes fisioldgicas do radiofarmaco
pelo organismo, denominadas biodistribuicao, sdo encontradas em 6rgdos e tecidos que
apresentam elevado metabolismo de glicose (cérebro, coragdo, musculos, trato

gastrointestinal) e nas vias de excrecao (sistema urinario) (KOSTAKOGLU, 2004).
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A PET pode detectar anormalidades funcionais antes mesmo de se tornarem
morfologicamente evidentes nas imagens convencionais (exemplo: TC). Isto permite
que ele seja util na deteccao de células tumorais vidveis apds tratamento, diferenciando-
as de fibrose e/ou de edema. Com o advento da PET, a avaliagdo de tumores,
historicamente realizada por métodos de imagem morfolégicas como a TC, passou a se
basear em dados moleculares metabolicos (AMBROSINI, 2012).

Com o avango tecnoldgico, um equipamento hibrido pode adquirir dados da PET
e TC (PET/CT) sequencialmente na mesma mesa, reduzindo erros de fusdo e
movimentagdo do paciente, gerados quando os exames sdo adquiridos em momentos
distintos. A constatagdo de seus excelentes resultados de acuracia ¢ efetividade clinica
permitiram sua rapida disseminacdo (KAPOOR, 2004). Atualmente, existem
equipamentos hibridos que utilizam os dados fornecidos pela PET associados as
imagens da Ressonancia Magnética (RM) (PET/RM). Séries comparando os resultados
de ambas as técnicas evidenciaram que os valores de captacdo da PET e seu poder
diagnostico sdo similares, independentemente do tipo de imagem utilizada (PARTOVI,
2014).

No Brasil, os equipamentos de PET/CT foram gradativamente incorporados ao
arsenal diagnostico a partir de 2003. Recentemente, notou-se um avango crescente no
numero de equipamentos instalados em instituicdes publicas e privadas, associado a um
nimero também crescente de instalacdes de ciclotrons (equipamentos que produzem os
isotopos emissores de positrons utilizados na realizacdo dos exames). Os ciclotrons
existentes no Brasil estdo localizados em diferentes regides do pais, o que possibilita a
descentralizagdo da realizagdo dos exames de PET/CT. Para a realidade de saude
publica, onde a maioria dos pacientes com CP serdo atendidos, cerca de 75% da
populacdo em geral, os custos dos exames de PET/CT ainda s3o elevados e
preocupantes. E um fato alarmante, uma vez que a crescente aplicabilidade dos exames
¢ indiscutivel, elevando as evidéncias das indicagdes cada vez mais consistentes ao uso
da PET em oncologia (CAETANO, 2014).

A avaliagdo dos resultados do PET/CT ¢ feita através da andlise semiquantitativa
utilizando o valor maximo de capta¢do padronizado (standardized uptake value)
(SUVmax) em um voxel de imagem normalizado para o peso corporal do paciente
(NABI, 2002). Além disso pode-se utilizar a andlise volumétrica, gerada usando um
algoritmo de segmentacdo tumoral previamente validado em pacientes com cancer de

esofago e reto (MAMEDE, 2007a). Este método usa um valor de limiar ajustavel para
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gerar os volumes de imagens PET do voxel com captagio méixima de 'SF-FDG no
tumor (Tmax). Resumidamente, a regido de interesse (ROI) compreendendo todo o
figado em uma fatia transaxial foi desenhada e a média e o desvio padrdo (SD) do valor
de captagio de 'SF-FDG (Lmean € Lsp, respectivamente) sdo calculados. Para
individualizar o limiar de segmentacdo tumoral, um valor menor de SUV tumoral (T2sp)
¢ gerado a partir da seguinte formula: T2sp = Tmax - (Lmean + 2 X Lsp). Essa metodologia
gera volumes nas imagens PET da lesdo alvo (Volzsp) € o SUV médio no volume

(SUV2sp) (MAMEDE, 2007a)

1.2.2- BF-FDG PET/CT no Cancer de Pénis

O uso do "8F-FDG PET/CT na avaliacdo do cincer de pénis é recente. Alguns
fatores podem contribuir para esse historico: PET/CT ¢ uma tecnologia moderna, de
custo elevado e a baixa prevaléncia global do CP. O primeiro registro na literatura do
uso desta tecnologia no CP data de 2001. Trata-se somente de um relato de caso, onde a
PET/CT foi utilizada para avaliagao pré-operatoria. Os autores relataram extensa area
de captagdo na hemipelve esquerda caracterizando provavel acometimento linfonodal
(RAVIZZINI, 2001).

O CCE peniano ¢ um tumor de intensa replicagdo celular e consequente elevado
metabolismo, resultando em grande consumo glicémico. Isto faz com que o *F-FDG
PET/CT tenha importante potencial de avaliagdo nesta neoplasia. A presenca de
processo inflamatorio acentuado, comum nos CCE, aumenta o risco da ocorréncia de
falsos positivos e deve ser levado em consideracdo na avaliagdo dos exames. Se
extrapolarmos para outros carcinomas epidermoides, em localizagdes diferentes, o uso
do '8F-FDG PET/CT ja ¢ estabelecido e com resultados consistentes. Nos tumores de
esofago, a PET apresenta resultados positivos na avaliagdo do prognostico e resposta
terapéutica ao tratamento quimioterapico. (MAMEDE, 2007b, FAGUNDES, 2018).

Como visto anteriormente, o principal fator prognéstico no CP é o acometimento
metastatico linfonodal. Dessa forma, desde as primeiras séries, o uso da PET no CP
objetivou essa avaliagdo. O primeiro resultado mais consistente sobre o uso do "*F-FDG
PET/CT no CP avaliou 30 pacientes. Os autores concluiram que a PET/CT era uma
ferramenta com grande potencial para a avaliacao dos linfonodos inguinais, inclusive no
planejamento cirurgico. O uso para avaliacdo do tumor primario era limitado e nao
havia indicagdo (SCHER, 2005).

Séries recentes, inclusive com estudos prospectivos, demostraram resultados
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promissores na utilizacdo dessa ferramenta diagnostica, com sensibilidade e
especificidade importantes na deteccdo de acometimento tumoral nos linfonodos
clinicamente positivos. Entretanto, um fator comum nesses trabalhos ¢ a baixa acuracia
nos pacientes cN-. Infelizmente, neste grupo de pacientes, a PET/CT nao se mostrou
eficiente na detec¢do de micrometastases, o que seria importante para se evitar cirurgias
desnecessarias. Com o aumento do numero de pacientes avaliados, estima-se que a
acuracia venha aumentar, mesmo nos pacientes cN-. A associacdo da PET/CT com a
pesquisa de linfonodo sentinela aumentou a acuracia. O procedimento combinado
obteve uma sensibilidade de 94%, reduzindo a taxa de falsos negativos para um nivel
aceitavel. (SCHLENKER, 2012) (JAKOBSEN, 2016).

Recentemente, em uma revisdo acerca do uso da PET/CT no CP, os autores
avaliaram os diversos estudos j& publicados até 2017. Observou-se que o nimero de
estudos ¢ limitado e que existe uma grande variagdo na metodologia utilizada entre eles.
A sensibilidade da PET/CT na deteccio de metastases linfonodais variou
consideravelmente. Em regides inguinais normais, estima-se uma sensibilidade de 57%,
enquanto em pacientes com linfonodos palpaveis a sensibilidade chegou a 96%
(OTTENHOF, 2017).

Em outra recente série, 55 pacientes portadores de CP foram submetidos ao '°F-
FDG PET/CT, objetivando-se a avaliagao do progndstico. A andlise foi feita através da
avaliacdo quantitativa dos valores de SUV para determinacdo de pontos de corte.
Utilizando esta metodologia, os resultados da PET/CT foram preditores de desfecho
clinico e oncolégico. A analise de regressdo logistica multivariada evidenciou dois
cenarios: Obito cancer especifico e ocorréncia de metéastase linfonodal inguinal.
pSUVmax=16,6 (SUVmax da lesdo peniana) e nSUVmax=6,5 (SUVmax linfonodal)
foram, respectivamente, os pontos de corte para os achados anteriores. Estes resultados
corroboram o uso do '*F-FDG PET/CT como uma ferramenta prognostica para CP
(SALAZAR, 2018).

Como observado, o uso do '"F-FDG PET/CT para avaliagdo das neoplasias
penianas tem se mostrado cada vez mais consistente, com maior niimero de trabalhos e
com perspectiva de utilizagdo diagndstica e prognostica. Mesmo assim, os resultados
ainda podem ser ambiguos, conflitantes e carecem de melhora na acurdcia. Em outros
tumores, a avaliacdo de potenciais marcadores moleculares tumorais relacionados ao
metabolismo glicémico e a proliferacdo tem se mostrado como uma forma de tornar os

resultados progndsticos da PET/CT com '*F-FDG mais precisos. No contexto do CP,
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esta associagdo ainda ndo foi realizada. Acredita-se que essa andlise possa elevar a
capacidade de diagndstico e progndstico e, sem duvidas, uma melhora na qualidade dos

resultados.

1.3- Os Marcadores Tumorais

1.3.1- GLUT-1

Os transportadores de soluto transmembrana sdo proteinas integrais que
transportam nutrientes, ions ou outros metabolitos através das membranas celulares ou
membranas de organelas. A familia dos transportadores de soluto ¢ composta por mais
de 400 membros. Dentro desta superfamilia, encontram-se os facilitadores do transporte
de glicose ou GLUT’s (ANCEY,2018).

Estes transportadores determinam o fluxo de entrada de agucar entre os ambientes
extra e intracelular (KIM, 2006). A familia dos transportadores GLUT, por sua vez, ¢
composta por 14 membros e sua distribui¢do nos tecidos revela uma expressdao de
GLUT dependente do tipo de 6rgdo e fungdo. Dessa forma, o tecido cerebral, que tem
grande dependéncia da glicose para suportar as demandas metabdlicas, expressa
principalmente dois transportadores de glicose de alta afinidade: GLUT-1 e GLUT-3
(LEINO, 1997).

Nos ultimos anos, diversos estudos identificaram GLUT-1 e GLUT-3 como os
principais atores do metabolismo acelerado. Embora o metabolismo da glicose tenha
sido objeto de intensas investigagdes, a captacdo e os mecanismos subjacentes da
regulacao e funcdo do GLUT permanecem menos conhecidos (LUNT, 2011).

Em relagdo ao estudo do céncer, existem evidéncias da expressdo aumentada de
transportadores GLUT em diferentes neoplasias. A superexpessdo de GLUT-1 em
células neoplasicas, revelada pela imuno-histoquimica, foi a primeiramente estudada.
Sua maior presenca indica aumento da atividade proliferativa, elevada demanda
energética e comportamento agressivo tumoral (CANTUARIA, 2001).

No carcinoma hepatocelular, estudos identificaram a expressao de GLUT-2 mais
elevada. Sendo que este achado se correlacionou com pior sobrevida global (KIM,
2017). Ja nos tumores génito urinarios, no cancer de bexiga, o GLUT-3 estd aumentado
em tumores musculo-invasivos em comparagdo com tumores ndo invasivos, conferindo,
dessa forma, uma correlagdo de pior progndstico neste cenario (HAN, 2017). Em geral,

a alta expressdo de GLUT-1 na maioria dos tipos de cancer examinados, estd associada
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a uma pior sobrevida, incluindo carcinoma colorretal, carcinoma de mama,
adenocarcinoma de pulmdo, carcinoma de células escamosas, carcinoma ovariano
(CHAL, 2017).

Estudos moleculares com uso de andlise imuno-histoquimica sugerem que a
super-expressdo da GLUT pode conferir vantagem adaptativa de sobrevivéncia as
células tumorais em ambientes de baixa concentragdao de glicose, tornando os tumores
resistentes. Em uma série avaliando respostas de pacientes com glioblastomas a
quimioterapia com bevacizumabe, um inibidor do VEGF (Vascular endothelial growth
factor), amostras tumorais foram analisadas para maior expressao de GLUT. Apds o
tratamento antiangiogénico, para prosperar no microambiente desvascularizado, ¢
necessario que haja a adaptacdo da célula tumoral. Isto principalmente em relacdo a
presenca diminuida da glicose. Neste ensaio clinico, observou-se 50% menos glicose
disponivel nas amostras tratadas com bevacizumabe. Comparando as células
responsivas ao tratamento quimioterapico versus as quimio-resistentes, observou-se
aumento da captagdao de glicose nas ultimas. Isto foi associado a superexpressao de
GLUT. O GLUT foi regulado positivamente em tumores resistentes ao bevacizumabe
permitindo resisténcia maior ao ambiente com menor disponibilidade de glicose.
Direcionar agdes terapéuticas a GLUT, em tumores resistentes, poderia ser uma via de
tratamento tumoral futura (KUANG, 2017) (FLAVAHAN, 2013).

Como o "F-FDG PET/CT é capaz de avaliar a atividade metabélica tumoral, ha
uma relacdo direta entre o consumo aumentado de glicose das células neoplésicas e uma
super-expressao de transportadores de glicose (ZHU, 2011). A correlagdo positiva entre
a expressio de GLUT-1 com os resultados do '8F-FDG PET/CT foi de fato demonstrada
no cancer cervical (YEN, 2014) e no linfoma gastrico priméario (WATANABE, 2013).

A associacio entre os resultados da '8F-FDG PET/CT com marcadores biolégicos,
como a expressio do GLUT, ja vem sendo utilizado como fator de prognoéstico
desfavoravel e preditor de agressividade tumoral. Este resultado ¢ de extrema
importancia e permite avaliar a necessidade de tratamentos mais invasivos e até
adjuvancia no tratamento do cancer. Este conceito foi descrito em relagdo ao cancer de
mama (KIM, 2017) (KAIDA, 2018).

Em relagdao ao CP, existe somente um relato na literatura acerca da avaliacao da
expressao da GLUT nos tumores penianos. Os autores avaliaram amostras tumorais de
18 pacientes com CP. Concluiram que os tumores infiltrativos expressavam mais o

GLUT-1 (MORIYAMA, 1997).
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Nao existem relatos de avaliagdes acerca da expressao de GLUT, nos tumores

penianos, associados ao '*FDG PET/CT.

1.3.2- Hexoquinase-11

A hexoquinase, também denominada Hexocinase ou HK, é uma enzima com a
funcdo de fosforilar a glicose para produzir glicose-6-fosfato (G6P), o primeiro passo na
maioria das vias de metabolismo glicolitico (WILSON, 2003). Existem quatro formas
de HK conhecidas, HK1a HK4. A maioria dos tecidos em adultos expressa apenas HK-
I. Os tecidos musculares e o adiposo utilizam a HK-II para glicolise. Em contraste com
os tecidos normais, muitos canceres expressam HK-I ¢ HK-II. A atividade elevada de
hexoquinase como um fator facilitador da glicolise tumoral foi relatada no final dos
anos 70 (BUSTAMANTE, 1977). Somente trés décadas ap0s, a expressao especifica de
HK-IT foi identificada na maioria dos tumores (MATHUPALA, 2006).

Como ja descrito anteriormente, sabe-se que as células cancerigenas t€ém taxas
aumentadas de metabolismo da glicose em comparacdo com as células saudaveis
(WEBER, 1977). Diversos mecanismos sdo aventados para o uso acelerado da glicose
observado em tumores em crescimento € em células transformadas e malignas. O
transporte transmembrana mediado por elementos especificos como o GLUT ¢
considerado um dos mecanismos mais importantes para aumentar o influxo de glicose
nas células. Além do transporte intra-celular de aglcar, foram relatadas, nos tecidos
tumorais, concentragcdes aumentadas de hexoquinase para acelerar a fosforilacdo da
glicose, o que resulta em aumento do consumo de glicose (MERRALL, 1993). Ao
catalisar a fosforilagdo da glicose em G6P, a hexoquinase promove e sustenta um
gradiente de concentragdo que facilita a entrada de glicose nas células e o inicio de
todas as vias principais de utilizacdo de glicose. Consequentemente, influenciam tanto a
magnitude como a direcdo do fluxo de glucose dentro do meio intracelular (WILSON,
2003).

Como as células cancerigenas expressam niveis elevados e especificos de HK-II,
esta atividade aumentada nos canceres pode ser avaliada através da utilizagdo do 'SF-
FDG PET/CT. O "F-FDG é um analogo da glicose que é também transportado pelo
GLUT para o meio intracelular. Ao entrar no compartimento intracelular, o '*F-FDG ¢
rapidamente fosforilado pela HK-II formando '|F-FDG-6-fosfato ('*F-FDG6P) que
pode ser detectado pela PET. Devido as diferengas estruturais do '*F-FDG6P em relagio

ao G6P, o '8F-FDG6P ndo ¢ mais metabolizado e, portanto, é aprisionado no meio
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intracelular: O aumento do acimulo de '*F-FDG6P nas células malignas est4 associado
a aumentos expressivos nas taxas relativas de captacao e a uma maior sensibilidade da
PET/CT para a detec¢ao dos canceres (ZHAO,2013).

A detecgio isolada do 'BF-FDG pelo PET/CT para diferenciagio dos tecidos
tumorais pode ter sua acuracia diminuida por respostas falso positivas, principalmente
em areas de inflamagdo, que também captam mimetizando uma lesdo maligna. Existem
evidéncias, em diferentes tumores, que utilizaram os resultados do PET/CT associados a
detec¢do da superexpressdo da HK-II nos tecidos através de imuno-histoquimica. Esta
associagdo demonstrou um aumento na positividade destes exames em células
cancerosas (MAMEDE, 2005).

Dada a sua ocorréncia aumentada em células cancerosas e quase exclusivamente
nestes tecidos em humanos adultos normais, a HK-II se constitui em um potencial alvo
seletivo para o tratamento tumoral. Até o momento, ndo existem terapias direcionadas
para intervenc¢do no metabolismo glicolitico. Entretanto, o estudo da expressdo da HK-II
nos canceres ¢ de extrema importancia e potencial de descoberta de tratamentos futuros
(SHILI, 2018).

Nao existem evidéncias acerca do estudo da expressdo da HK-II, isolado ou em

associacdo com o '*F-FDG PET/CT no cenario do CP.

1.3.3- Ki-67

O Ki-67 (ou PCNA) ¢ uma proteina nuclear ndo-histona ligada a replicagdo do
DNA. Apresenta peso molecular de 36kDa e tem papel na iniciagdo da proliferagdo e
crescimento celular por aumento da enzima DNA polimerase. A fragdo da fase de
sintese das células tumorais (fase S) correlaciona-se com o progndstico dos tumores e
pode ser medida pela determinagdo de antigenos nucleares associados a proliferacao
celular, como a Ki-67. A taxa rapida de proliferacdo celular tem correlagio com o
aumento da agressividade dos tumores (HANAHAN, 2011).

O Ki-67 ¢ utilizado como marcador para estudo do potencial proliferativo. Pode
ser avaliado em amostras tumorais através de IHQ, sendo que células positivas indicam
prognostico adverso devido a maior agressividade do tumor e seu maior potencial de
crescimento local. Altas taxas de proliferagao celular sao associadas a um menor tempo
de sobrevida livre de doenga, este potencial prognostico ja ¢ muito bem estabelecido no

cancer de mama (DOWSETT, 2011).
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Em uma coorte de 2.653 pacientes com tumores de mama, os autores
confirmaram o ponto de corte de 14% de positividade do Ki-67 como fator progndstico
independente. Os resultados vieram confirmar a relevancia da positividade deste
marcador como sub-classificagdo do tipo tumoral para determinagdo do progndstico no
cancer de mama (HEALEY, 2017). A positividade do marcador PCNA ¢ também
corroborada como indicativo para resposta terapéutica. Em pacientes com cancer de
mama agressivos, a presenca de Ki-67 positivo representa fator determinante da
resposta terapéutica naqueles tratados com quimioterapia neoadjuvante (GUESTINI,
2018). Nos tumores penianos existe correlagdo positiva entre a positividade do
marcador Ki-67 e maior disseminagdo metastatica e pior prognostico (PROTZEL,
2007).

Como o BF-FDG PET/CT tem a capacidade de detectar tecido neoplasico,
através do aumento do metabolismo glicolitico como consequéncia da elevagdo da
proliferacdo celular, ¢ racional que os seus resultados sejam correlacionados aos da
proteina Ki-67. Os mais recentes estudos acerca desta correlagdo foram controversos, o
que sugere necessidade de maiores andlises e em distintos tecidos para resultados
confiaveis. Em relacdo aos tumores de mama, a captacdo elevada do SUVmax do tumor
correlaciona com lesdes com elevada taxa de proliferagdo e consequente pior
prognoéstico. Porém, esses resultados se correlacionaram de maneira diferente com os
achados positivos para o Ki-67 (NISHIMUKAI, 2017). Em uma série acerca da
avaliacdo da significancia do 'F-FDG PET/CT na avalia¢do prognostica dos canceres
de ovério, os autores concluiram que 0 SUVmax era um fator preditor de proliferagdo e
resposta a quimioterapia. Valores aumentados do SUVmax se correlacionavam com o
indice de positividade do Ki-67 pela IHQ (SHUALI 2018).

Nao existem estudos, até o momento, de correlacdo da expressdo da Ki-67 em

associacdo com o '*F-FDG PET/CT no cenario do CP.

1.3.4- p16

A pl6, também denominada pl6™K4

¢ uma proteina supressora de tumor
inibidora de quinase dependentes de ciclina. Representa uma das ligagdes mais diretas
entre o controle do ciclo celular e as neoplasias. O gene pl6™K% ¢ frequentemente
inativado em tumores humanos, sendo que esta mutacdo resulta em suscetibilidade a
varios tipos de cancer. Semelhante ao CCE a via supressora do retinoblastoma (Rb)

também ¢ alterada pela proteina E7 do HPV de alto risco. A pl6 inibe as cinases
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dependentes de ciclina 4 e 6 (CDK4/6) que fosforilam a proteina Rb. O acimulo de Rb
hipofosforilado sinaliza a parada do ciclo celular impedindo a reprodugdo tumoral
(SANAETI, 2020).

Embora o pl6 seja um supressor tumoral em tecidos normais, nos carcinomas
espinocelulares a inibi¢do de pl6 tem atividade oncogénica estimulando a CDK4/6
(MUGER, 2013). Assim, o acumulo de pl16 detectado por imuno-histoquimica sugere
infeccao por HPV de alto risco. Nos pacientes com tumores penianos a deteccao do p16
se relaciona a tumores associados a infeccao por HPV (ZITO, 2021).

Existe uma tendéncia em considerar o status pl6 como um preditor
independente de sobrevida no CP. Os tumores pl6 positivos tém um prognéstico
significativamente melhor em comparagdo com os tumores negativos (MONHANTY,
2021).

Nao existem evidéncias acerca de estudos, até o momento, de correlagdo da

expressio da p16 em associa¢do com o "*F-FDG PET/CT no cenério do CP.

1.3.5- p53

As células sdo constantemente estimuladas por uma variedade de estresses
endogenos ¢ ambientais que resultam em danos celulares que serdo prejudiciais se
replicados. Em condigdes normais, isso leva a parada do ciclo celular permitindo que o
dano seja reparado. No entanto, em uma ocasido de dano grave, ¢ necessario ativar
diretamente o programa de apoptose celular, impedindo o inicio de processos
oncogénicos. A p53 ¢é a principal proteina relacionada a esse processo e, dessa forma,
considerada uma supressora tumoral. Ela controla diretamente a replicagdo do DNA ¢ a
divisdo celular descontrolada durante o crescimento neoplasico (LEVINE, 2009).

Em relacdo aos tumores penianos, semelhante ao mecanismo da p16, a infec¢ao
pelo oncovirus HPV também relaciona-se diretamente a atuacdo da p53 no CP. A
oncoproteina E6 do HPV inativa a p53, e essa inativagdo resulta na progressao do
cancer de pénis (MARTINS, 2002).

As evidéncias acerca da correlagdo dos resultados do PET/CT com expressao do
p53 sao conflituantes. Recente revisdo sistematica sobre avaliagdo de tumores
pulmonares concluiu que o SUV nao pode ser avaliado como um potencial marcador de
expressdo de p53 (SUROV, 2018).

Nao existem estudos, at¢é o momento, de correlacdo da expressdo da p53 em

associacdo com o "*F-FDG PET/CT no cenario do CP.
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2- OBJETIVOS
2.1- Principal

Avaliar a correlacdo das expressdes dos marcadores tumorais GLUT-1, HK-II,
Ki-67, pl6 e p53 com os resultados do '®F-FDG PET-CT nos pacientes com cancer de

pénis.

2.2- Secundarios
Correlacionar os achados histopatologicos e a presenga do HPV no cancer de
pénis de pacientes avaliados com a imagem molecular do "*F-FDG PET/CT e com os

marcadores tumorais GLUT-1, HK-II, Ki-67, p16 e p53.
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3- ESTRUTURA DO ARTIGO

O presente projeto iniciou-se em 2012, apds aprovagdo pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais (COEP - UFMG), com o nimero do
parecer: 179.121 (ANEXO II), cumprindo a Resolu¢do 196/96 do Conselho Nacional de
Etica em Pesquisa - CONEP. Todos os participantes consentiram por escrito em

participar desse estudo de forma livre e consciente, preservando a voluntariedade da

[l

Expressoes de GLUT-1, Hexoquinase-II, Ki-67, p53, p16 ¢ HPV com ¥F-FDG
PET/CT no Cancer de Pénis

3.1- INTRODUCAO

O cancer de pénis (CP) ¢ um tumor raro em paises desenvolvidos
(DOUGLAWTI, 2019). Na América do Sul, o nordeste brasileiro, apresenta a maior
incidéncia global dessa neoplasia (VIEIRA, 2020). O CP est4 associado a inflamagao
cronica. O Papiloma Virus Humano (HPV) ¢ encontrado em cerca de metade dos
tumores, sugerindo sua acdo oncogénica (HAKENBERG, 2018). O tipo histologico
mais frequente ¢ o carcinoma espinocelular (CEC) tipo usual, o progndstico varia com o
tipo tumoral e grau histolégico (SANCHEZ, 2020).

Uma ferramenta essencial para avaliagdo de tumores malignos ¢ a tomografia
por emissdo de positrons (PET), que utiliza marcadores sinalizados com radionuclideos
emissores de positrons (ROHREN, 2004). Fluorodesoxiglicose (FDG), um analogo da
glicose marcado com Fluor-18 ('*F) ("®F-FDG), ¢ o radiofarmaco mais amplamente
utilizado, e sua aplicabilidade em oncologia como um tragador de tumores se baseia no
fato de que as células tumorais exibem maior metabolismo de glicose do que a do meio
externo (JACKSON, 2017). Na avaliacao do CP, o PET/CT tem se estabelecido como
uma ferramenta promissora de avaliagdo do estadiamento (VRIES, 2019).

Com intuito de se otimizar o aumento da necessidade de glicose, a maioria das
células cancerosas superexpressa os transportadores transmembrana de glicose (GLUT),
especialmente GLUT1 (ANCEY, 2018). A analise imuno-histoquimica (IHQ) sugere
que a superexpressao de GLUT pode fornecer uma vantagem de sobrevivéncia
adaptativa para células neoplasicas em ambientes com baixo teor de glicose
(MAMEDE, 2005).

A concentragdo intracelular de '8F-FDG depende basicamente da velocidade de
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transporte através da membrana celular e da atividade da hexoquinase (GOLSHANI-
HEBRONI, 1997). Ap6s o transporte intracelular, a glicose ¢ fosforilada pela enzima
hexoquinase tipo II (HK-II) em glicose-6-fosfato (G6P) (WILSON, 2003). No que diz
respeito ao metabolismo do '®F-FDG, acredita-se que o processo de desfosforilagdo seja
desprezivel, e o '8F-FDG-6-P fica retido no interior da célula, nio sendo transportado
para fora nem submetido a degradagao glicolitica (HABERKORN, 1994). A expressao
aumentada de HK-II foi identificada em alguns canceres, e existe uma correlagdao
positiva entre sua superexpressdo com maior captagio de '|F-FDG (MATHUPALA,
2006).

Ki-67 (ou PCNA) é uma proteina nuclear ndo histona ligada a replicacdo do
DNA (GERDES, 1984). Foi demonstrado que o antigeno nuclear Ki-67 ¢ expresso em
certas fases do ciclo celular (fases S, G1, G2 e M), mas ndo ¢ expresso em GO,
conferindo substancial potencial como marcador de proliferacdo tumoral (SCHOLZEN,
2000). Em pacientes com CP, existe uma relacdo positiva entre a expressao de Ki-67 e
maior disseminagdo metastatica e consequente pior progndstico (PROTZEL, 2007).
Maior captagdo de '*F-FDG detectado através do PET/CT correlacionou-se com maior
positividade de Ki-67 em cancer de pulmao (BU, 2022).

Os tecidos escamosos do pénis sdo sitios de infec¢do pelo HPV, e os subtipos de
HPV de alto risco expressam as oncoproteinas E6 e E7 relacionadas as vias
carcinogénicas (HUANG, 2021). p16INK4 (p16) ¢ uma proteina supressora de tumor da
familia INK4 de inibidores de quinase dependentes de ciclina. Semelhante ao CEC, a
via supressora do retinoblastoma (Rb) também ¢ alterada pela proteina E7 de alto risco
do HPV. P16 inibe as cinases dependentes de ciclina 4 e 6 (CDK4/6) que fosforila a
proteina Rb. O acimulo de Rb hipofosforilado sinaliza a parada do ciclo celular
(SANAEIL 2020). Em células tumorais contaminadas por HPV, a proteina E7
desencadeia pl6 que causa parada do ciclo celular e senescéncia (O’NEIL, 2006). A
degradacao do proteassoma de Rb ocorre. Esta agdo de p16 na auséncia de Rb devido a
interferéncia de E7 causa superexpressao de pl6INK4. Embora o p16 seja um supressor
tumoral em tecidos normais, os CCE tém atividade oncogénica por inibir CDK4/6
(MUNGER, 2013). Assim, o acimulo de p16 detectado por imuno-histoquimica sugere
infeccao por HPV de alto risco associada ao cancer de pénis (ZITO, 2021).

p53 € uma proteina supressora de tumor que controla a replicacdo do DNA e a
divisdo celular descontrolada durante o crescimento tumoral (LUO, 2027). A

oncoproteina E6 do HPV inativa a p53, e essa inativagdo resulta na progressdo do
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cancer de pénis e caracteriza um critério de pior prognostico (MARTINS, 2002).

O presente estudo avaliou a positividade imuno-histoquimica de marcadores
moleculares tumorais relacionados ao metabolismo da glicose, proliferacdo tumoral e
infeccdo por HPV e suas relagdes com a captacdo de '®F-FDG em pacientes com cancer

de pénis.

3.2 - MATERIAIS E METODOS

3.2.1 - Individuos do Estudo

Trata-se de um estudo retrospectivo e consecutivo, representando um recorte de
um estudo prospectivo anterior (SALAZAR, 2019). Onde 55 pacientes foram
selecionados no periodo de outubro de 2012 a outubro de 2014. Os critérios de selecdo
foram pacientes com diagnostico histopatologico de carcinoma espinocelular (CEC) de
pénis que se submeteram ao estudo de '*F-FDG PET/CT para estadiamento. Dentre
eles, 2 foram excluidos devido a glicemia elevada (exceder o valor limite superior para
BF-FDG PET - >190mg/dL) e 2 devido a caracteristica histopatologica (in situ). Assim,
51 pacientes do sexo masculino (mediana da idade 56 anos — Min 26; Max 84; Q1 46,5;

Q3 67; IQR 20,5 anos) foram incluidos para posterior analise.

3.2.2 - Analise Histopatologica

Dois patologistas com experiéncia em uropatologia revisaram bidpsias penianas
e amostras de penectomia, e um diagndstico de consenso foi alcancado com base nas
diretrizes da WHO-2016 e da Sociedade Internacional de Patologia Urolégica (ISUP).
Em caso de discordancia, um terceiro patologista, Prof. Antonio Cubilla, analisou os

resultados e determinou o diagndstico final.

3.2.3 - Protocolos Tissue Macro Array (TMA) e Imuno-histoquimica (IHQ)

As laminas de todos os casos foram digitalizadas usando o sistema de imagem
automatizado (Panoramic MIDI - 3DHISTECH®, Hungria) e mapeadas para areas do
cancer. Uma ou mais amostras de tumor foram selecionadas nos blocos originais e
realizadas perfuragcdes de cores de 5,0 mm e transferidas para um bloco receptor.
Controles internos (fragmentos de células HeLa, carcinoma hepatocelular e casos
positivos de HPV previamente conhecidos) foram colocados em mapas de blocos pré-

estabelecidos. Um banco de dados foi construido para cada bloco, incluindo caso de
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origem. A TMA final incluiu 6 blocos.

Um corte histolégico de 3-5 wum de cada bloco do TMA foi corada para
Hematoxilina-Eosina. Mais cinco cortes consecutivas foram coletadas para andlise
imuno-histoquimica para anti-Glut-1 (EPR3915, 1:100, Abcam), anti-Hexoquinase-II
(EPR20839, 1:100, Abcam), anti-Ki67 (1:100, Abcam), anti-p16 (CDKN2A/p16INK4a,
1:200, Abcam) e anti-p53 (E26, 1:100, Abcam). Dois patologistas realizaram a analise
de forma independente, ambos experientes em IHQ e cegos para pSUVs e resultados
patoldgicos. Para avaliar a expressdo dos antigenos testados, alguns protocolos foram
estabelecidos de acordo com dados da literatura prévia.

Para pl6, utilizamos os critérios propostos por Chaux et al.e Cubilla et al.;
através de padroes de expressao (CHAUX, 2010) (CUBILLA, 2011) . Chaux et al.
estudaram a marcagdo para P16™X% em 141 PelN, classificadas segundo a
nomenclatura apresentada a época (2010). Cubilla et al. estudaram a marcagdo para

6™NK4a em 202 carcinomas invasores de pénis, classificados de acordo com os critérios

pl
apresentados no Atlas Patologia dos Tumores (2011) nos tipos usual, basaloide,
condilomatoso, papilifero, verrucoso, dentre outros, incluindo-se tumores mistos.
Utilizaram critérios de hiperreatividade semelhantes aos descritos por Chaux et al.,
considerando-se o padrdo 3 como positividade nuclear ou citoplasmatica em todas as
células neoplasicas, exceto em células paraceratoticas ou na camada coérnea, quando
presentes.

Para p53, a ideia do uso de um sistema de classificacdo nas analises de
marcagdo, a exemplo do que foi desenvolvido para a andlise do p16INK4a, ¢ muito
semelhante a utilizada por Gunia et al. (GUNIA, 2012). A classificacdo ¢ fundamentada
em praticidade, maior reprodutibilidade e menor subjetividade. As analises de marcacao
levaram em consideragdo, além da presenca ou auséncia de positividade, a espessura do
epitélio acometido, a porcentagem de células marcadas, notando se a marcagao se dava
em células contiguas ou de forma descontinua e se era homogénea, com todas as
c¢lulas fortemente coradas (positividade citoplasmdtica ou nuclear).

O Ki67, como ja mencionado, ¢ uma proteina da matriz nuclear nao-histona,
expressa ao longo de todo o ciclo celular, exceto na fase G0O. O indice de proliferagao
celular, caracterizado pela porcentagem de expressao da proteina nas células
neopldsicas, avaliado pela contagem de nucleos positivos em 500 a 1000 mil células, no
maior aumento do microscopio (objetiva de 40x), esse método de andlise foi utilizado

como marcador prognostico em varios estudos (GENTILE, 2006).



48

A expressao de GLUT-1 foi avaliada de forma individualizada nas PeIN e nos
tumores verruciformes e invasores, utilizando-se de achados prévios de outras series.
Independentemente do tipo de lesdo, a marcagdo foi avaliada na membrana e no
citoplasma. Houve predominio de marcagdo citoplasmatica, geralmente homogénea,
raramente granular, de intensidade geralmente maior que a de membrana. Marcagdo
forte das hemacias presentes nos vasos € em areas de hemorragia atesta a positividade
da reacdo e serve como parametro para a avaliacdo de intensidade. Havia, entre as
amostras, escassa representacdo de epitélio escamoso normal com positividade de
membrana em ceratindcitos do terco basal do epitélio, perdendo-se a marcagdo com a
maturagdo celular superficial, assim como ¢ descrito em outros estudos semelhantes na
literatura. As camadas cornea e de paraceratose sdo tipicamente negativas. Com a
intensidade da marcagdo mais intensa no citoplasma, a marcacdo de membrana
eventualmente ¢ mascarada, vista como refor¢o citoplasmdtico periférico

(MORIYAMA, 1997).

A imunomarcagao para HK-II foi avaliada por meio de andlise semiquantitativa
de campos aleatorios, com contagem de um minimo de 500 células, no aumento de 40
vezes, utilizando o software ImageJ (Research Service Branch, NIH.gov). O software
avalia a porcentagem de células marcadas, estratificadas pela intensidade de marcacao,
sendo a positividade especialmente citoplasmatica, havendo marcagdo com padrao de
membrana em alguns casos (VARGHESE, 2014).

Tendo como base as evidéncias descritas anteriormente, as seguintes
categorizagdes foram criadas para cada marcador analisado.

pl6 - Foram determinados a porcentagem de células neoplésicas positivas, a
intensidade da marcacdo e a localizagdo no epitélio (0 - sem coloragdo; 1 - células
positivas isoladas coradas; 2 - coloragdo mais extensa, descontinua com pequenos
aglomerados de células positivas; 3 - intensa e coloragdao continua citoplasmatica e/ou
nuclear (em bloco). As células hiperceratoticas e paraceratoticas ndo sdo coradas e
foram ignoradas na avaliagdo (4 - ndo aplicavel).

p53 - Avaliagdo semiquantitativa baseada em trés critérios: localizacdo e
espessura relativa, coloragdo continua e intensidade (0- negativo: auséncia de coloragdo
ou c¢lulas fracamente coradas independentemente da localizagdo; 1- positivo fraco:
células coradas forte e fraca, descontinuas, presentes em menos de 50% das células; 2-

positivo moderado: coloragdo forte e fraca, descontinua, presente >50% das células, ou
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mistura de células contiguas com marcagdo forte e fraca, ou células fortemente
marcadas, correspondendo a <50% das células as células nos ninhos neoplasicos; 3-
positivo forte: apenas células fortemente coradas em >50% das células dos ninhos
neoplasicos).

Ki67 - Porcentagem de células neoplasicas com marcagdo nuclear positivas
(células neoplésicas positivas/todas as células neoplasicas*100) foram anotadas de
forma semiquantitativa de 0 a 100.

GLUT-1 e Hexoquinase 2 (HK-II) - A coloracdo de membrana e do citoplasma
foram consideradas separadamente. Intensidade: 0- negativo, auséncia de coloragdo ou
células coradas fracamente isoladas; 1- positivas fracas, células fracas e descontinuas
(25-50% da membrana); 2- coloracdo positiva moderada, forte e fraca, descontinua
(meia a 75% da membrana); 3- positivo forte, apenas células fortemente coradas (mais
de 75% da membrana); 4- ndo aplicavel. Em seguida, somaram-se a coloragdo da
membrana e do citoplasma e aplicou-se um indice da seguinte forma: a) HK-II: 0- sem
coloracdo, 1- colora¢ao somada < 3; 2- coloracdo somada >3 e <4,5; ¢ 3- coloracao
somada >4,5. b) GLUT-1: 0- sem coloragao, 1- coloracdo somada < 3; 2- coloragdo

somada >3 e <4; e 3- coloragdao somada >4.

3.2.4 - DNA do HPV

A extracdo do DNA de HPV dos tecidos tumorais penianos foi realizada no
Laboratorio de Biologia Molecular da Santa Casa Belo Horizonte utilizando o protocolo
Proteinase K (QIAGEN, Hilden, Alemanha). Para deteccdo da positividade do HPV, a
técnica de PCR foi primeiramente realizada com o auxilio de primers GP5+/GP6+ e
controle interno da reacdo da beta-globina (PCO3+/PCO4+) para evitar falsos
negativos. Para confirmagdo de amostras duvidosas, foi utilizada a técnica de Nested-

PCR de variacgao.

3.2.5 - Andlise de Imagem *F-FDG PET/CT

As imagens de '®F-FDG PET foram obtidas do cranio até a raiz das coxas cerca
de 60 minutos apds a administragdo intravenosa de '*F-FDG na dose de 3,7 MBq/Kg
(0,10 mCi/Kg). As imagens morfologicas tomograficas (TC) das mesmas regides foram
feitas antes das imagens metabdlicas com baixa dose e sem contraste venoso para criar
o mapa de atenuagdo sem fins diagndsticos.

Dois médicos com certificagdo nuclear, cegos para todos os estudos de imagem
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clinicos e histologicos, avaliaram independentemente a '*F-FDG PET/CT. Em caso de
discrepancia, a interpretagao foi feita por consenso. Para pacientes com PET-positivo
(4reas com maior captagio de '8F-FDG do que a contraparte), foi realizada uma analise
semiquantitativa usando o valor maximo de captacdo padronizado (SUVmax) em um
voxel de imagem normalizado para o peso corporal do paciente (NABI, 2002). Foram
analisados as captagdes da lesdao peniana primaria em cada paciente (pSUV).

Além disso, imagens de PET volumétricas foram geradas usando um algoritmo
de segmentacdo tumoral (MAMEDE, 2007a) previamente validado em pacientes com
cancer de esofago (MAMEDE, 2007b) e reto (FAGUNDES, 2018). Este método usa um
valor de limiar ajustavel para gerar os volumes de imagens PET do voxel com captagdo
méxima de '8F-FDG no tumor (Tmax). Resumidamente, uma regido de interesse (ROI)
compreendendo todo o figado em uma fatia transaxial foi desenhada e a média e o
desvio padrio (SD) do valor de captagio de '8F-FDG (Lmean € Lsp, respectivamente)
foram calculados. Para individualizar o limiar de segmentagao tumoral, um valor menor
de SUV tumoral (T2sp) foi gerado a partir da seguinte formula: Tasp = Tmax - (Lmean + 2
x Lsp) (MAMEDE, 2007a). Essa metodologia gera volumes nas imagens PET da lesao
alvo (Volzsp) € o SUV médio do volume (SUVa2sp). Foi utilizada uma estacdo de

trabalho dedicada (Advantage Windows Workstation, GE, Milwaukee, WI, EUA).

3.2.6 - Analise Estatistica

A andlise estatistica descritiva foi realizada para todas as varidveis, enquanto um
teste de normalidade foi verificado para as variaveis quantitativas (Anexo III). t-Teste e
ANOVA (analise paramétrica), ¢ Kruskal-Wallis e Mann-Whitney (analise nao
paramétrica) foram utilizados para verificar diferengas entre as variaveis quantitativas.
O teste Qui-quadrado foi aplicado a todas as varidveis qualitativas. Andlise de
correlacdo Paramétrica (Pearson) e ndo paramétrica (Spearman) foram utilizadas para
analise quando pertinente. As analises estatisticas foram realizadas com os seguintes

softwares: IBM SPSS (versao 20.00).
3.3 - RESULTADOS
3.3.1 - Achados Histopatolégicos

A TABELA 1 resume as caracteristicas dos 51 pacientes inicialmente

analisados. Dentre eles, 80,6% tinham CEC invasivo usual. A maioria dos pacientes
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apresentou grau histologico 2 (n=29, 56,8%). A presenca de infeccdo pelo HPV foi
avaliada em 42 (82,3%) amostras. HPV foi positivo em 22/42 (52,4%). Quanto a
genotipagem do HPV, o subtipo 16, considerado de alto risco para associagdo com
CEC, foi mais frequente (n=8, 36,4%) como infec¢do tinica e em 100% das coinfecgdes,
quando foi observado mais de um tipo de HPV na amostra.

Como o CEC do tipo usual, no Cancer de Pénis invasivo, ¢ o patologicamente
mais significativo, ele foi analisado separadamente.
3.3.2 - Achados de PET/CT de ¥F-FDG e marcadores tumorais

Inicialmente foram avaliados os resultados da PET/CT com '8F-FDG em todos
os tipos histoldgicos e, em um segundo momento, foi feita a andlise para CEC tipo
usual. Os resultados de SUVbw € SUVasp em todos os tipos histologicos estdo
demonstrados na TABELA 1. O CEC tipo Warty apresentou o maior valor de SUV em
ambas as técnicas, as diferencas das médias foram significativas para ambas as analises
do PET/CT, SUVmax (p=0,022) e SUV2sp (p=0,022). Comparando os valores dos SUV’s
com os diferentes graus tumorais, valores mais altos de SUVww € SUV2sp foram
observados em tumores de grau 3. As diferencas das médias foram significativas para o
SUVmax (p=0,018); o SUV2sp (p=0,064) ndo alcancou resultado significativo. Em

relacdo ao HPV, ndo houve diferengas significativas entre HPV-/+ e ambos SUVs.
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Tabela 1 - Caracteristicas histolégicas e resultados do '*F-FDG PET/CT dos pacientes com cincer de pénis

er e SUVmax SUVZSD
Variaveis n % . . n % . ]
Média DP Mediana Valor p Média DP Mediana Valor p

Tipo Tumoral
CEC Usual 41 80.6 | 17.2 83 16.9 38 80.9 73 2.2 7.1
CEC Verrucoso 5 122 | 139 38 14.1 0.022 5 10.6 63 13 6.6 0.022
CEC Warty 5 122 | 269 5.0 243 4 85 104 3.2 10.3
Total 51 100.0 | 17.9 8.3 16.9 47 1000 | 7.5 24 7.1
Grau Tumoral
1 11 216 | 21.6 8.5 23.1 10 213 83 3.2 6.9
2 29 568 | 15.1 6.7 14.8 0.018 |27 574 6.8 1.8 7.1 0.064
3 11 216 | 216 9.7 219 10 213 8.6 2.4 8.6
Total 51 100.0 | 17.9 8.3 16.9 47 1000 | 7.5 24 7.1
Status HPV
P0s1t1Yo 22 43.1 174 9.2 17.0 0.875 18 38.3 74 23 7.4 0.826
Negativo 20 392 | 17.8 7.0 19.4 20 42.6 7.1 2.0 6.8
Nao Classificado 9 17.7 - - - 9 19.1 - - -
Total 51 100.0 | 179 8.3 16.9 47 100.0 | 7.5 24 7.1

Nota: SUVmax: SUVmax corrigido pelo peso corporal; SUVzsp: média de SUV usando o limiar de 2SD; DP: desvio
padrao; CEC: carcinoma espinocelular.
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A TABELA 2 mostra exclusivamente o tipo de CEC invasivo usual. Os valores
médios mais altos de SUVbew € SUVasp foram observados para tumores histologicos
grau 3, HPV+, p16 negativo, p53 negativo, indice 3 para GLUT-1 e indice 3 para HK-
II. As diferengas das médias foram significativas para ambas as analises do PET/CT em
relacdo ao grau histologico tumoral; com SUVmax (p=0,035) e SUVasp (p=0,029). No
entanto, para os outros parametros avaliados, nenhuma dessas diferencas foi
estatisticamente significativa. O marcador de proliferacdo tumoral (Ki-67) apresentou
diferengas estatisticas para tumor grau 3 (p=0,001) e indice HK-II 1 (p=0,036)
(TABELA 2). A positividade do Ki-67 também foi maior em tumores com HPV
negativo, pl6 status 2, p53 status 3 e indice GLUT-1 3. No entanto, nenhuma das
diferencas foi estatisticamente significativa (TABELA 2).
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Tabela 2 - Caracteristicas histologicas, resultados de imuno-histoquimica e de PET/CT com 18F-FDG de pacientes com cancer de pénis
com CEC invasivo usual

SUV max SUVasp Ki-67
Vanavels | n % | yiedia SD valerp'| 7 | Média DP valerp'| T 7 Median g V;L?r
Grau Tumoral
1 5 12.2 17.7 94 5 13.2 7.2 2.6 5 12.8 5.0 40-17.5
2 26 63.4 15.0 7.0 0.035 24 632 6.8 1.9 0.029 24 61.6 27.5 20.0-58.8 0.000
3 10 24.4 22.9 9.2 9 23.6 9.0 2.1 10  25.6 74.0 40.0-80.8
Total 41  100.0 17.2 8.3 38 100.0 7.3 2.2 39 100.0 | 30.0 20.0-70.0
Status HPV
Positivo 19 46.3 17.9 9.7 14  36.8 7.7 2.4 17  43.6 30.0 20.0-70.0
Negativo 15 36.6 16.1 6.9 0.547 17 447 6.7 1.7 0.187 15 385 50.0 20.0-74.0 0.602
Nao
Classifica 7 17.1 - - 7 18.4 - - 7 17.9 - -
do
Total 41 100.0 17.2 8.3 38 100.0 7.3 2.2 39 100.0 30.0 20.0-70.0
Status p16
0 12 30.8 19.2 5.7 11 30.6 8.1 2.1 12 30.8 20.0 20.0-70.0
1 21 53.8 16.1 9.6 0.615 19 528 7.1 2.4 0.387 21 53.9 40.0 17.5-60.0 0.739
2 6 15.4 16.5 10.0 6 16.6 6.7 2.2 6 15.3 27.5 23.8-80.0
Total 39  100.0 17.1 8.5 36 100.0 7.3 2.3 39 100.0 | 30.0 20.0-70.0
Status p53
0 13 333 19.8 8.1 12 333 7.7 2.1 13 333 300 12.5-65.0
1 8 20.5 14.9 8.2 0.581 8 22.2 6.3 2.7 0.553 8 20.5 22.5 8.8-64.8 0.515
2 7 18.0 16.9 5.6 7 19.5 7.3 1.2 7 18.0 20.0 20.0-600




55

3 11 28.2 15.8 10.8 9 25.0 7.7 2.7 11 28.2 50.0 25.0-70.0

Total 39 100.0 17.1 8.5 36 100.0 7.3 2.3 39 100.0 | 30.0 20.0-70.0
GLUT-1 Index

1 12 31.6 16.8 7.8 11 314 7.7 2.0 12 31.6 30.0 16.3-60.0

2 17 44.7 15.0 7.1 0.197 16  45.7 6.9 2.2 0.562 17 447 25.0 20.0-47.5 0.099
3 9 23.7 21.4 11.5 8 22.9 7.8 2.8 9 23.7 74.0 22.5-81.5

Total 38 100.0 17.1 8.6 35 100.0 7.3 23 38 100.0 | 30.0 20.0-70.0

HK-II Index

1 10 26.4 17.8 9.1 9 25.6 7.6 1.9 10  26.3 60.0 40.0-800

2 14 36.8 13.6 6.5 0.133 13 37.2 6.3 2.0 0.119 14 36.8 20.0 17.5-55.0 0.036
3 14 36.8 20.1 9.5 13 37.2 8.2 2.5 14 36.8 25.0 13.8-60.8

Total 38 100.0 17.1 8.5 35 100.0 7.3 23 38 100.0 30.0 20.0-70.0

Nota: SUVmax: SUV méaximo peniano corrigido para o peso corporal; pSUVasp: SUV volumétrico usando segmentagdo 2SD; CCE: Carcinoma
de células escamosas; HPV: virus do papiloma humano; p16-0: sem coloracao; p16-1: coloragdo irregular; p16-2: coloragdo estendida; p53-0:
negativo; p53-1: coloragio fraca; p53-2: coloragdo moderada; p53-3: coloragdo forte; Indice GLUT 1: Indice do transportador de glicose tipo 1,
fndice GLUT-1-1: coloragdo fraca; GLUT-1 Indice 2: coloragdo moderada; GLUT-1 indice 3: forte coloragio; indice HK-II: indice Hexoquinase
tipo II; HK-II Indice 1: coloragio fraca; indice HK-II 2: coloracio moderada; Indice HK-II 3: coloracdo forte; *: Teste t ou ANOVA; &: Teste U
Mann Whitney ou Teste Kruskal Wallis.
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A TABELA 3 resume a analise de correlacdo entre os valores de SUVs e Ki-67,
GLUT-1 e HK-II. As correlagdes mostraram resultados positivos para Ki-67% e
PET/CT (SUVmax=0,207 ¢ SUV2sp=0,243) (FIGURA 1). Resultados semelhantes foram
observados para HK-II (SUVmax=0,138 ¢ SUV2sp=0,139) (FIGURA 1). Quanto ao
GLUT-1, o SUVmax apresentou correlacao positiva, enquanto o SUV2sp nao apresentou

correlagdo (coeficiente de Spearman: 0,174 e -0,004, respectivamente).

Tabela 3 — Coeficientes de Correlacao

SUVmax SUVZSD
Marcadores | n ] n .
Coeficiente Valor p Coeficiente Valor p
Ki 67 (%)* |39 0.207 0.205 |36 0.243 0.132
Glut-1i** |38 0.174 0.295 |35 -0.004 0.983
HK-II i** |38 0.138 0.408 |35 0.139 0.427

Nota: SUVmax: SUV mdaximo peniano corrigido para o peso
corporal; pSUVazsp: SUV volumétrico usando segmentacao 2SD;
GLUT-1 i: indice do tipo 1 do transportador de glicose; HK-II I:
indice de Hexoquinase Tipo II; *: Coeficiente de Spearman; **:
Coeficiente de Pearson.
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FIGURA 1 — Correlacdes entre '*F-FDG PET e marcadores moleculares tumorais.

Em relacdo a diferenciacdo tumoral, resultados de HPV e marcadores
moleculares, a TABELA 4 resume as analises do qui-quadrado. Os tumores de HPV
foram mais numerosos. Em ambas as categorias de HPV, a maioria dos pacientes
apresentava tumores de grau 2. p53 e pl6 tiveram resultados semelhantes 67% e 69%
respectivamente foram positivos para esses marcadores, sendo a maioria tumores grau
2. GLUT-1 e HK-II apresentaram resultados semelhantes; 68% e 74%, respectivamente,
apresentaram maior positividade para esses marcadores, sendo que a maioria estava nas
categorias 2 e 3 de grau tumoral. Nenhuma andlise mostra qualquer significancia
estatistica. As FIGURAS 2 e 3 mostram resultados tipicos ¢ as conexdes entre as

variaveis avaliadas.
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Tabela 4 - Analise Qui-Quadrado de marcadores
moleculares e grau tumoral

Grau Tumoral

iavel I
Variave n 1 5 3 Valor p
HPV
Negativo 15 2 10 3
Positivo 19 1 13 5 0.682
Total 34 3 23 8
pl6
0 12 2 7 3
1 21 3 14 4 0.570
2 6 0 3 3
Total 39 5 24 10
pS3
0 13 3 8 2
1 8 1 5 2
) 7 ] 4 ) 0.734
3 11 0 7 4
Total 39 5 24 10

GLUT-1 Index

1 12 3 8 1

2 17 1 11 5 0.271
3 9 1 4 4

Total 38 5 23 10

HK-II Index

1 10 0 5 5

2 14 3 9 2 0.255
3 15 2 9 3

Total 38 5 23 10

Nota: HPV: Papilomavirus humano; pl6-0: sem
coloragdo; pl16-1: coloracdo irregular; p16-2: coloragao
estendida; p53-0: negativo; p53-1: coloragdo fraca;
p53-2: coloragdo moderada; p53-3: coloragao forte;
Indice GLUT 1: Indice do transportador de glicose tipo
1, indice GLUT-1-1: coloracdo fraca; GLUT-1 Indice
2: coloragdo moderada; GLUT-1 Indice 3: forte
coloragio; Indice HK-II: Indice Hexoquinase tipo II;
HK-II indice 1: coloragdo fraca; Indice HK-II 2:
coloracdio moderada; Indice HK-II 3: coloracio forte;
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FIGURA 2 - Marcadores Moleculares de Tumor e ®F-FDG PET de um Exemplo
Tipico de Cancer de Pénis

Nota: subtipo usual de PC, grau 3, HPV+. A) GLUT-1 indice 3; B) Hexoquinase-II
indice 3; C) pl6 grau 1; D) p53 grau 3; E) Ki67 com 83% de positividade nuclear
difusa; F) ®F-FDG PET: nSUVmax= 6,5 (seta amarela).
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FIGURA 3 — Conexdes dos Marcadores Moleculares do Cancer de Pénis e 0 3F-FDGPET/CT SUVmax lesdo primaria peniana.
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3.4 - DISCUSSAO

A BF-FDG PET/CT estd estabelecida como ferramenta em ascensio na
avaliagcdo dos pacientes com cancer de pénis de alto risco metastatico (CHAHOUD,
2020). As diferencas significativas observadas das médias do SUV (em ambas as
metodologias), em relagdo ao maior grau tumoral, situa a analise metabolica em
concordancia com a patologia. Dessa forma, estes resultados corroboram a anélise
anterior desta série, na qual foram estabelecidos pontos de corte do SUVmax
objetivando-se determinar pior progndstico tumoral (SALAZAR, 2019).

A
justificativa, em oncologia, para se correlacionar os resultados do '®F-FDG PET/CT
com diferentes marcadores tumorais, baseia-se no fato de que células cancerigenas
apresentam sua maior expressdo em cendrios de maior agressividade tumoral. Este
fenotipo especifico confere vantagem adaptativa significante durante a evolugdo
somatica do cancer. (XINTAROPOULOU, 2018). Os resultados aqui apresentados,
permitem um melhor entendimento da fisiopatologia da incorporagdo do FDG nas
células tumorais. Esta andlise poderd ser agregada a resultados futuros e propiciar
aumento na acuracia diagnostica nos tumores penianos, além de evidenciar potenciais
alvos terapéuticos.

Especificamente em relagdo ao GLUT-1, sua acentuada expressao em células
cancerigenas ¢ associada a maior captacdo da glicose e ao pior prognostico
(CANTUARIA, 2001). Em se tratando da neoplasia peniana, Moriyama et al.
descreveram o primeiro e Unico relato da expressdo de GLUT-1 nestes tumores. Os
autores associaram a superexpressao de GLUT-1 com o aumento do metabolismo da
glicose tumoral nos pacientes com cancer de pénis (MORIYAMA, 1997). O presente
trabalho demonstrou resultados semelhantes. O cancer de pénis apresentou importante
expressio de GLUT-1. Sendo que, em tumores com maior captagio de '*F-FDG, o
GLUT-1 registrou maior positividade. Este fato esta em acordo com a teoria de aumento
dos transportadores glicoliticos e o maior metabolismo associado (MEYER, 2019). Os
pacientes com maior expressdo de GLUT-1 apresentaram tumores penianos com graus
tumorais mais elevados, sugerindo tumores mais agressivos. Em ambas as analises dos
resultados do PET/CT (expressa como SUVww € SUVasp), as diferengas apresentadas
ndo foram estatisticamente significativas, mas estdo em concorddncia com a hipdtese
inicialmente proposta. Vale ressaltar que a familia dos transportadores de Glicose

(GLUT) ¢ composta por 14 membros, nesta série foi avaliada a relagdo da expressdo
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somente do GLUT-1. O carcinoma espinocelular oral ¢ uma neoplasia maligna
prevalente e de mau prognostico. Nestes tumores, o GLUT-3 correlacionou-se
negativamente com a sobrevida global (BOTHA, 2021). Dessa forma, a avaliagdo
futura, no cancer de pénis, de outros diferentes tipos de GLUT, podera tornar os
resultados mais consistentes.

Séries que avaliam a expressdo molecular de marcadores com resultados da
captacao de radiotracadores na PET/CT sao cada vez mais frequentes. Porém, devido as
particularidades das andlises e o método em si, os resultados seguem tendéncias
positivas, mas com fraca significancia. Em um recente estudo sobre a expressdo de
GLUT-1 e captacido de '8F-FDG PET em cancer de pancreas, os pacientes com SUVmax
elevado apresentaram alta expressao de GLUT-1. Porém de forma semelhante a
presente série de CP, os resultados ndo foram estatisticamente significativos. Os autores
relacionaram essas discrepancias aos SUVmax falsos positivos, muitas vezes
relacionados a processos inflamatorios e inerentes do método do PET/CT. Além de
outras limitagdes como a analise retrospectiva e de um unico centro € um unico tipo de
GLUT avaliado (TAKAHASHI, 2020). As mesmas justificativas podem ser
extrapoladas para os resultados aqui apresentados. Uma vez que também se trata de uma
série retrospectiva ¢ de um unico centro. Particularmente, em se tratando de CP, sua
baixa prevaléncia contribui para dificultar a realizacao de estudos com niimero maior de
pacientes.

Seguindo o mesmo padrdo anteriormente descrito para GLUT-1, os tumores
penianos com alta expressdo de HK-II apresentaram elevados valores de captacao de
BE-FDG. Kozaka et al. relataram correlagdes de 'SF-FDG PET/CT com expressdes de
GLUT-1 e HK-II em colangiocarcinoma. Os autores observaram que 0s
colangiocarcinomas de grandes ductos apresentaram valores de SUV mais altos. Além
disso, se correlacionaram positivamente com os maiores escores de GLUT-1 e HK-II
(KOZAKA, 2020). Essa evidéncia ratifica as correlagdes positivas aqui encontradas no
cancer de pénis, entre SUVbw € SUV2sp € com os mesmos marcadores tumorais (GLUT-
1 e HK-II). A importancia da expressdao elevada do HK-II relaciona-se com tumores
com maior metabolismo e, dessa forma, representa um marcador de alta proliferagao
celular e possivel alvo terapéutico (HUI, 2018) (CHEN, 2014).

A proliferacdo celular, expressa através do percentual de células tumorais
coradas com Ki-67, ¢ um marcador de mau prognoéstico em canceres (YANG, 2017). A

captacio de 'F-FDG ¢é um bom preditor de proliferacdo tumoral e correlaciona-se
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positivamente com a expressdo de Ki-67 (DENG, 2015). Na série de cancer de pénis
aqui analisada, o elevado percentual de positividade do Ki-67 apresentou o maior
coeficiente de correlagcdo com os valores de SUVww € SUV2sp entre todas as variaveis
avaliadas. Este resultado sugere que os resultados do PET estdo alinhados com os do
marcador Ki-67, corroborando o uso da tecnologia na avaliagdo de proliferagao celular
nao invasivamente pelo PET.

Em um recente trabalho avaliando pacientes com linfoma, foram descritas
robustas correlagdes positivas entre a expressdo do Ki-67 e a captagdo de "*F-FDG. O
tamanho das lesdes e o grau histologico também correlacionaram com o PET, sugerindo
um comportamento mais agressivo na pratica clinica dos tumores com esses achados
(ZHAO, 2021). De forma semelhante, nos tumores penianos, o elevado percentual de
positividade de Ki-67 foi associado a grau histoldégico tumoral maior. Este resultado
implica em substancial potencial de agressividade. No cancer de mama, por sua vez, o
KI-67 estd estabelecido como marcador de proliferacio. Recentes evidéncias
demonstraram forte correlagdo entre os resultados semiquantitativos e volumétricos do
BF.FDG PET/CT, associados ao marcador de proliferagio Ki-67 nos canceres de
mama. O PET/CT foi sugerido como possivel alternativa diagnostica ndo invasiva, para
avaliacdo da proliferagdo celular substituindo o teste de IHQ (MOHAMADIEN, 2021).

Correlacionando os marcadores tumorais entre si, observou-se maior expressao
do Ki-67 em tumores com maior indice GLUT-1. Por outro lado, foram observados
resultados inversos para a positividade de HK-II, contrariando a hipdtese de elevada
proliferacdo celular e o possivel aumento deste marcador. Tumores mais agressivos tém
maior taxa de proliferacao e, de fato, precisam de uma maior concentragao intracelular
de glicose ('*F-FDG) que depende da superexpressio de GLUT-1 (transporte para meio
intracelular) e da atividade da hexoquinase (HK-II). No entanto, como ja descrito, o
valor desses resultados correlacionados com a expressao do Ki-67 é controverso mesmo
em outras neoplasias (PARK, 2012). Esse resultado discrepante, novamente, pode estar
relacionado a natureza retrospectiva de nossa amostra e ao baixo nimero de pacientes.
Os resultados indicam a necessidade da avaliagdo futura de outras proteinas para se
obter melhores expressdes. Uma vez que da familia de quatro hexoquinases, somente a
HK-II foi avaliada.

Em relagdo a positividade do HPV nas células de cancer de pénis analisadas,
ambos SUVbw e SUVasp apresentaram mais intensa captacdo nos tumores HPV+. O

CEC do tipo warty apresentou os maiores valores de pSUV. As diferencas de captacao
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encontradas em relagdo aos diferentes tipos histoldgicos, foram significativas para
ambos 0s SUVmax € SUVasp. O tipo histologico verrucoso esta relacionado a
positividade do HPV e melhor prognéstico (CANETE-PORTILLO, 2020). De forma
semelhante, avaliando o CEC do tipo usual isoladamente, observaram-se maiores
captagdes nos tumores HPV+. Dessa forma, o resultado descrito sugere que a infecao
pelo HPV ocasiona aumento da incorporacdao da glicose na célula tumoral. Além de
possivel vicio para a analise dos valores de SUV nesta categoria de pacientes.

O maior percentual de células tumorais Ki-67 positivas foi evidenciado nos
pacientes HPV-. A partir dos resultados anteriormente descritos sobre a positividade do
HPV, é possivel inferir que a maior captagio de '*F-FDG nos tumores HPV+, pode nio
significar espécies tumorais com pior comportamento bioldégico. Uma vez que, os
tumores HPV- sdo os que mais expressam o Ki-67, e este marcador esta sabidamente
associado a tumores mais agressivos no CP (ZECAN, 2021). De forma semelhante, em
pacientes com CEC de cabeca e pescoco, o 'F-FDG PET/CT foi menos confidvel para
avaliar pacientes HPV+. Em uma meta-analise atual, os autores concluiram que a
infeccdo pelo HPV poderia funcionar como um fator na redugcdo do desempenho
diagnostico do 'F-FDG PET/CT nesse tipo tumoral. Além disso, os resultados
sugeriram ser mais robustos em tumores de HPV- (HELSEN, 2018).
Consequentemente, em cancer de pénis nio relacionado ao HPV, a alta captacio de '*F-
FDG ¢ mais critica e sugere identificar tumores com pior progndstico.

O pl6, representa um marcador de positividade do HPV, ¢ uma alternativa para
analises de PCR de DNA. No presente trabalho, p16 positivo (independentemente do
status de positividade) apresentou valores menores de SUVbw € SUV2sp (sem diferenga
significativa). Vale observar que a variabilidade do leitor pode prejudicar as analises. A
acuracia da infeccdo pelo HPV através do status pl6 varia na literatura. Os principais
fatores sao diferentes técnicas de coloragdo, avaliagdo da variabilidade entre leitores,
erro humano e erro de amostragem (PEETERS, 2019). Esses fatores podem
potencialmente influenciar os resultados conflitantes atuais. Evidéncias recentes relatam
essa possivel discrepancia de resultados de pl6 na deteccio de HPV e sugerem um
ensaio multiplex para evitar erros de classificacdo desses tumores (ZITO, 2021). Em
uma revisao sistematica, Sand et al. (SAND, 2018) concluiram que a presenca de DNA
de HPV ou p16 positivo € uma variavel de bom prognostico em pacientes com cancer
de pénis. Na presente série, como descrito anteriormente, pacientes HPV- apresentaram

valores mais elevados de expressdo de Ki-67. Reiterando que, como o Ki-67 representa
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um marcador de proliferagdo tumoral, esse resultado estd de acordo com a teoria da
positividade do HPV e melhor progndstico do tumor, conforme descrito acima.

A p53 ¢ uma proteina que desempenha papel essencial na supressao tumoral e na
resposta celular a danos ao DNA. Nao ha consenso, em diferentes tumores, sobre o
valor real da expressdo de p53. Alguns autores indicaram a elevada expressdao de p53
como preditor de melhor sobrevida global (WANG, 2016). No entanto, outra série,
relata que a superexpressao de p53 pode representar pior prognostico (TSAO, 2007).
Neste estudo, células CP positivas para p53 apresentaram SUVbw ligeiramente menor,
mas nenhuma diferenca em relacdo a SUV2sp (ambos ndo significativos). Além disso, a
positividade de p53 também ndo apresentou diferenga significativa em relagdo ao
percentual de expressio do marcador proliferativo Ki-67. Dessa forma nao foi
encontrado nenhuma diferenca que sugerisse um comportamento neoplasico distinto.
Como apontado anteriormente, vale observar a significativa variabilidade interleitores
que pode impactar negativamente as andlises. Dados recentes de uma revisdo
sistematica, sugerem que o SUV nao pode ser avaliado como um potencial marcador da
expressdo de p53. Os resultados foram conflitantes nas séries avaliadas (SUROV,
2018).

As principais limitacdes deste estudo foram seu desenho retrospectivo, realizado
em um unico centro, € 0 pequeno numero de pacientes, que sdo potenciais fontes de
vicios de selecdo. Além disso, as técnicas de coloragdo e avaliagdo THQ podem gerar
resultados discrepantes. Futuramente, estudos prospectivos adicionais sdo necessarios

para avaliar o potencial dessas variaveis na andlise de pacientes com cancer de pénis.
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3.5- CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou a importancia da '*F-FDG PET/CT associada a
expressdo de marcadores tumorais em pacientes com cancer de pénis. A elevada
captacio de '|F-FDG correlacionou-se com maior expressio de marcadores do
metabolismo glicolitico e de proliferacdo celular. Esta associa¢dao de resultados podera
ser uma possivel forma de se identificar tumores com comportamento bioldgico de
maior agressividade.

Pacientes HPV negativos apresentaram resultados para o PET/CT mais
significativos e um potencial proliferativo mais critico. Nao houve resultados
significativos em relagdo a positividade de pl6 e p53. Estudos semelhantes sio

necessarios para aumentar o numero de pacientes tornando as evidéncias mais robustas.
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ANEXO I - Tabela TNM 2017 - Classificacdo clinica e patologica do cancer de

pénis e Estadiamento tumoral

Classificacao Clinica (cTNM)

T - Tumor Primario

TX
TO
Tis
Ta
T1

Tumor primario ndo pode ser avaliado

Sem evidéncia de tumor primario

Carcinoma in situ

Carcinoma nao invasivo verrucoso

Tumor invade o tecido conectivo subepitelial

Tla  Tumor invade o tecido conectivo subepitelial sem invasdo linfo

vascular e ndo ¢ pouco diferenciado ou indiferenciado

T1lb  Tumor invade o tecido conectivo subepitelial com invasao linfo

vascular ou € pouco diferenciado ou indiferenciado

T2
T3
T4

Tumor invade o corpo esponjoso com ou sem invasao da uretra
Tumor invade o corpo cavernoso com ou sem invasao da uretra

Tumor invade estruturas adjacentes

c¢N — Linfonodos regionais

cNx
cNO
cN1
cN2

Linfonodos regionais ndo podem sem avaliados
Linfonodos inguinais ndo palpaveis ou sem sinais de aumento
Linfonodo inguinal palpavel unilateral

Multiplos linfonodos inguinais palpaveis unilateral ou linfonodos

inguinais palpaveis bilateral

cN3

bilateral

Massa linfonodal inguinal fixa ou linfo adenopatia pélvica, unilateral ou

M - Metastases a distancia

MO
Ml

Sem metastases a distancia

Com metastases a distancia

Classificacao clinica

A categoria pT corresponde a categoria cT. A categoria pN ¢ baseada na bidpsia

linfonodal ou a excisdo cirargica dos linfonodos.

pN — Linfonodos regionais

pNx

Linfonodos regionais ndo podem sem avaliados
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pNO Linfonodos regionais sem metastases

pNI1 Metastase intra nodal em um ou dois linfonodos inguinais

pN2 Metastases em mais de dois linfonodos inguinais bilaterais ou em
linfonodos inguinais bilaterais

pN3 Metastases em linfonodo(s) pélvico unilateral ou bilateral ou extensao
extra nodal em qualquer metastase de linfonodo regional

PM - Metastases a distancia

pMO  Sem metéstases a distancia

pM1  Com metéstases a distancia microscopicamente confirmada

G - Graduacao Histopatologica

GX Grau de diferenciagdo nao pode ser avaliado
Gl Bem diferenciado
G2 Moderadamente diferenciado

G3-4  Pouco diferenciado/indiferenciado
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ANEXO 11 - Parecer do COEP-UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plobaforma
MINAS GERAIS %9“'-"

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Papel do PET/CT com 18F-FDG nos pacientes com céncer de pénis
Pesquisador: Marcelo Henrique Mamede Lewer

Area Temética:

Versao: 1

CAAE: 10783912.9.0000.5149

Instituigdo Proponente: PRO REITORIA DE PESQUISA ((UFMG))

DADOS DO PARECER

Ndamero do Parecer: 179.121
Data da Relatoria: 19/12/2012

Apresentagdo do Projeto:

Trata-se de um estudo prospectivo, observacional, com uma casuistica consecutiva de 50 pacientes com
cancer de pénis do HC e do Hospital Luxemburgo do Instituto Mario Penna (IMP). Os pacientes serdo
avaliados quanto a extensdo da doenga por meio de exames clinico, laboratoriais e de imagem
convencionais rotineiramente solicitados no estadiamento pré-operatorio. Serdo, também, submetidos ao
estudo com tomografia por emisséo de positrons (PET), utilizando o radiotragador analogo da glicose (18F-
FDG). As amostras tumorais serdo coletadas durante a ressecgao cirdrgica do tumor e armazenadas em
RMAlatter (-800). As extragbes de RNAs serdo realizadas em todos os fragmentos coletados para
determinagdo de potenciais marcadores moleculares preditores de prognoéstico oncologico, definidos no
projeto. Os participantes da pesquisa serdo maiores de 18 anos de idade, acompanhados nos Ambulatérios
de Urologia do HC/UFMG e no Hospital Luxemburgo do IMP, com diagnostico histopatologico de cancer de
pénis e que serdo submetidos a tratamento cirdrgico. "Todos os pacientes devem ter estado de
desempenho de 0 a 2 (de acordo com a classificagdo ECOG), com fungéo cardiaca normal (auséncia de
arritmias graves ou alteragbes isquémicas graves detectadas por eletrocardiograma), com capacidade de
entender, disposigdo em assinar um Consentimento Livre e Esclarecido por escrito e de cumprir o
cronograma de visitas." Ha critérios definidos de excluséo, cronograma adequado e & afirmado que o custo
sera de dez mil reais, com financiamento proprio, segundo o projeto, e por financiamento do "INCT-Medicina

Nuclear", segundo o projeto no formulario antigo do COEP. Trata-se de um projeto de doutorado.

Enderego: Av. Presidente Antdnio Carlos,6627 2° Ad S| 2005

Bairro: Unidade Administrativa Il CEP: 31.270-901

UF: MG Municipio: BELO HORIZONTE

Telefone: 3134-0945 Fax: 3134-0945 E-mail: coep@prpq.ufmg.br; coep@reitoria.ufmg.br
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Objetivo da Pesquisa:

Os objetivos primarios séo: 1- Verificar o papel do 18F-FDG PET/CT no estadiamento de pacientes com
céancer de pénis (CP) confirmado histopatologicamente e encaminhado ao tratamento cirdrgico; 2- Avaliar a
sobrevida livre de doenga dos pacientes atraves da imagem molecular do PET/CT, utilizando o radiotragador
analogo da glicose (18F-FDG); 3- Correlacionar os achados cirargicos, histopatologicos e genéticos dos
tumores primarios com os de imagem molecular do PET/CT para determinagdo de marcadores
prognosticos.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Segundo os pesquisadores "Até o momento, ndo ha relato de mortalidade com a realizagdo de estudos de
PET. Os riscos que podem ocorrer ao participar do estudo estéo relacionados ao uso do FDG, assim como,
ao uso de radiagao emitida pelo F-18. Como o FDG & uma droga semelhante a existente no nosso
organismo, até o momento, ndo se observou nenhum efeito adverso. Com relagdo aos riscos relacionados
ao uso do F-18, a radiagdo recebida & semelhante a radiagéo utilizada nos estudos de tomografia
computadorizada. Ou seja, os valores estdo dentro de um limite aceitavel."

"Quanto aos beneficios, os resultados deste estudo poderédo permitir aprimorar a abordagem cirlrgica dos
pacientes e a identificar biomarcadores para auxiliar na compreensao da biologia tumoral e do prognéstico

oncolégico dos pacientes com cancer de pénis no pré-operatorio do tratamento dessas neoplasias.”

Comentérios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

O céancer de pénis apresenta alta prevaléncia e morbidade nos paises em desenvolvimento. Sua
etiopatogenia & pouco conhecida. A investigagdo por métodos de imagem outros (além da ultrassonografia e
da tomografia computadorizada) e o conhecimento de marcadores tumorais poderéo trazer mais
conhecimentos sobre a doenga e permitir uma melhor abordagem desses pacientes.

Consideragbes sobre os Termos de apresentacgao obrigatéria:

Foram anexados o projeto de pesquisa (na Plataforma Brasil e no antigo modelo do COEP, com a
assinatura de sete pesquisadores), a carta de anuéncia do Instituto Mario Penna, o parecer
consubstanciado do Departamento de Anatomia e Imagem, a folha de rosto devidamente preenchida e
assinada e o registro na Diretoria de Ensino, Pesquisa e Extensdo (DEPE) do HC. O TCLE esta em forma
de convite, total de trés paginas, com descrigdo detalhada da metodologia, em linguagem adequada,
preservando os direitos dos participantes da pesquisa, com seus riscos e beneficios. Ha um local para
assinatura de testemunha, "se necessario."

Recomendagoes:

N&o & necessario o local para assinatura da testemunha.
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Bairro: Unidade Administrativa Il CEP: 31.270-901

UF: MG Municipio: BELO HORIZONTE
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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
O projeto esta adequado.

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

N&o

Consideragoes Finais a critério do CEP:
Aprovado conforme parecer.

BELO HORIZONTE, 20 de Dezembro de 2012

Assinador por:
Maria Teresa Marques Amaral
(Coordenador)
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ANEXO III — Tabela dos testes de normalidade das variaveis continuas analisadas

Tests of Normality

Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
Statistic df Sig. Statistic df Sig.
ldade A3 45 ,051 ,971 45 ,308
Kig7 .196 45 ,000 ,906 45 ,001
pSUVbw 102 45 ,200' ,961 45 ,132
pSUVmM_25D A1z 45 ,146 ,064 45 171

*. This is a lower bound of the true significance.
a. Lilliefors Significance Correction



