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RESUMO

Moura JFP. Correlagao clinico-patologica da reatividade
imunoistoquimica dos receptores acoplados a proteina G pela técnica
de “Tissue Microarray” no carcinoma de pénis. Sdo Paulo; 2009.

[Dissertacao de Mestrado-Fundagao Antbnio Prudente].

Introdugao: O tratamento de escolha do carcinoma invasivo de pénis é
amputagao e linfadenectomia radical. A presenga de metastase para
linfonodos é o fator prognéstico mais importante, mas a sua avaliagao por
métodos clinicos e laboratoriais € falha. Sem o tratamento os pacientes
geralmente morrem nos dois primeiros anos por doenga loco regional sem
controle. O tratamento, no entanto, apresenta alta morbidade. Objetivos: O
presente estudo se propde a avaliar por imunoistoquimica os receptores
acoplados a proteina G e sua associagdo com variaveis clinicas,
demograficas, anatomo-patoldgicas, sobrevida cancer especifica e sobrevida
global em pacientes com carcinoma epidermdide usual de pénis. Populagao
e Métodos: Foram avaliados 248 pacientes portadores de carcinoma
epidermodide usual de pénis submetidos a linfadenectomia radical ou aqueles
pacientes com seguimento minimo de 5 anos, sem linfadenectomia.
Resultados: A média de seguimento foi de 98 meses. Estadiamento clinico
T e N, invasdo angiolinfatica, invasado perineural, grau de diferenciagao,
invasao de uretra e invasdo do corpo cavernoso estiveram associados
significativamente com a presenca de comprometimento linfonodal, na
analise univariada. Os fatores independentes para comprometimento
linfonodal foram estadiamento clinico N, invasdo perineural e grau de
diferenciagao histoldgica tumoral. A imunoexpressdao dos GPCRs esteve
associada significativamente, na analise univariada, como segue: PAR-1,
com estadiamento clinico N e sobrevida global; GRPR, com estadiamento
clinico N, grau de diferenciacdo e invasao perineural; EP2, com invasao

angiolinfatica; EP4, com estadiamento clinico N; CXCR4, com grau de



diferenciagcdo e invasao angiolinfatica; marcacao nuclear para CXCR4 e
GPR54 com coilocitose. Na analise multivariada, os fatores adversos para
sobrevida cancer especifica foram estadiamento clinico N, invaséo
perineural, grau de diferenciagao histolégica e comprometimento linfonodal e
para sobrevida global foram idade, estadiamento clinico N, invaséao
perineural, grau de diferenciacdo histologica, postectomia e
comprometimento linfonodal. Conclusao: Estadio clinico N, invasao
perineural e grau de diferenciagdo histoléogica tumoral foram fatores
independentes para comprometimento linfonodal. Maior expressado para
PAR-1 esteve associada com menor comprometimento clinico linfonodal e

maior sobrevida global na analise univariada.



SUMMARY

Moura JFP. [Clinical-pathological correlation of immuno-histochemical
reactivity of G-protein-coupled receptors in the penile carcinoma by the
tissue microarray technique]. Sdo Paulo; 2009 [Dissertacdo de Mestrado-

Fundacdo Anténio Prudente].

Introduction: The treatment of choice for invasive penile carcinoma is
amputation and radical lymphadenectomy. The presence of metastasis to
lymph nodes is the most important prognostic factor, but its evaluation by
clinical and laboratory methods is failure. The treatment, however, has high
morbidity. Without treatment, patients usually die within the first two years,
because of uncontrollable locoregional disease or rarely distant metastases.
Objectives: This study aims to assess by immunohistochemistry the G-
protein-coupled receptors and its association with clinical, demographic,
anatomical and pathological data, cancer specific survival and overall
survival in patients with usual squamous cell carcinoma of the penis.
Population and Methods: We evaluated 248 patients with usual squamous
cell carcinoma of the penis treated with resection of the primaty tumor and
lymphadenectomy or resection of the primary only in the patients followed at
least 5 years without lymphadenectomy. Results: The average follow-up was
98 months, median was 64 moths. Clinical staging T and N, angio-lymphatic
embolization, perineural invasion, histological grade, invasion of urethra and
invasion of corpora cavernosa were significantly associated with the
presence of lymph node involvement in univariate analysis. The independent
factors for lymph node involvement were clinical N stage, perineural invasion
and histological grade of tumor differentiation. The immunoreactivity of
GPCRs was significantly associated in univariate analysis, as follows: PAR-1
with clinical N stage and overall survival; GRPR, with clinical N stage,
histological grade and perineural invasion; EP2 with angiolymphatic

embolization; EP4, with clinical staging N; CXCR4, with histological grade



and angiolymphatic embolization; nuclear immunoreactivity for CXCR4 and
GPR54 with koilocytosis. In multivariate analysis, the adverse factors for
cancer specific survival were clinical N stage, perineural invasion, histological
grade and lymph node involvement and for overall survival were age, clinical
N stage, perineural invasion, histological grade, lymph node involvement and
circumcision. Conclusion: N clinical stage, perineural invasion and
histological grade of tumor differentiation were independent factors for lymph
node involvement. Increased expression for PAR-1 was associated with
lower clinical lymph node involvement and greater overall survival in

univariate analysis.
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1 INTRODUGAO

O carcinoma do pénis corresponde a mais de 95% das neoplasias
malignas deste 6rgdo. Estima-se que represente entre 0.4 e 0.6% das
neoplasias malignas nos paises desenvolvidos (GLOECKLER-RIES et al.
1990) e mais de 10% em alguns paises da Africa e da América do Sul
(RAJU et al. 1985).

Os linfonodos regionais sdo o sitio preferencial de disseminagao
metastatica. As metastases por via hematogénica sao raras e ocorrem entre
1 a 10% dos casos (BEGGS e SPRATT 1964; PURAS et al. 1978). As
metastases em linfonodos quando n&o tratadas tendem a ulcerar e se fixar
ao feixe vasculo-nervoso. A morte destes pacientes, quando nao tratados,
acontece nos dois primeiros anos do diagnostico devido a sepsis,
hemorragias por ruptura dos grandes vasos e caquexia (BEGGS e SPRATT
1961; DERRICK et al. 1973).

A presenca de linfonodos palpaveis ao diagndstico pode variar de 20
a 96% (LOPES et al. 1996a). O unico tratamento eficaz para as metastases
em linfonodos é a linfadenectomia radical, que € acompanhada de alto
indice de morbidade (30 a 86%) e de muitas criticas principalmente porque
até 50% dos linfonodos clinicamente tumorais nao apresentam
comprometimento ao estudo anatomopatoldgico (falso positivo). Da mesma

forma 20% dos linfonodos clinicamente ndo suspeitos apresentam



comprometimento microscépico (falso negativo) (CATALONA 1980; SUFRIN
e HUBEN 1987; LOPES et al. 1996a).

Varias formas de avaliacdo tém sido tentadas para diminuir a
extensao ou evitar as linfadenectomias e suas consequéncias, como a
biépsia do linfonodo sentinela descrita por CABANAS (1977), porém sem
reprodutibilidade por outros autores (LOPES et al. 1996a).

Ultimamente a pesquisa do linfonodo sentinela utilizando-se
linfocintilografia pré-operatéria e o auxilio de um “gama-probe” no intra-
opertério tem sido aventado como um método promissor na tentativa de
diminuir o numero de linfadenectomias desnecessarias (HORENBLAS et al.
2000). Entretanto, TANIS et al. (2002), avaliando 90 pacientes, relataram um
indice de falso negativo de 22%, e sensibilidade para o método de 80%,
deixando duvidas sobre a eficiéncia do mesmo.

Por se constituir como o fator progndstico mais importante e a sua
avaliagao nao poder ser feita de forma confiavel por exames de imagem ou
clinico, faz-se imperativo o desenvolvimento de outros meios para se avaliar
o risco do comprometimento de linfonodos e diminuir o numero de
linfadenectomias desnecessarias (LOPES et al. 1994).

Com este intuito, varios estudos utilizando fatores clinicos e
anatomopatolégicos do tumor primario e suas possiveis implicagdes no risco
de metastases para os linfonodos tém sido desenvolvidos.

LOPES et al. (1996b), estudando estes fatores comprovaram a

importancia da presenca de émbolo tumoral linfatico e vascular e a



espessura tumoral no risco de metastase para o linfonodo e
consequentemente na sobrevida.

Recentemente muitos estudos tém empregado a avaliagdo de
biomarcadores como potenciais fatores progndsticos em diferentes tipos de
neoplasias.

Os receptores acoplados a proteina G (GPCR) sao proteinas
transmembrana que estdo implicadas nos mecanismos de invasao e
metastase de uma série de neoplasias (DORSAN et al. 2007). Varios
estudos tém observado a presenga da associagao desses receptores e sua
participacdo no crescimento, invasdo, metastases e angiogénese em
diversos tipos de tumores como o cancer de cabega e pescogo (LUI et al.
2001; ONDREY et al. 1999; ALMOFTI et al. 2004; LANGO et al. 2002),
cancer de mama (MULLER et al. 2001; THOMAS et al. 2005; BOIRE et al.
2005), dentre outros.

Desta forma, o estudo dos GPCR e sua correlagdo com parametros
clinicos e patolégicos do tumor primario na determinagdo do risco de
metastase para linfonodos em pacientes portadores de carcinoma
epidermdide do pénis, pode ser importante na selecdo dos reais candidatos
para linfadenectomia e com isto evitar morbidades desnecessarias
associadas ao procedimento.

Apesar de extensamente avaliados, estes biomarcadores ndo foram
utiizados na avaliagdo progndstica do carcinoma do pénis e podem

desempenhar um papel importante neste tipo de neoplasia.



2 REVISAO DA LITERATURA

21 O CARCINOMA DE PENIS NO MUNDO E NO BRASIL

O cancer de pénis € uma doencga rara em nagdes desenvolvidas e
representa cerca de 0,5% de todas as neoplasias malignas (GLOECKLER-
RIES et al. 1990). Nos Estados Unidos a incidéncia de 0,2/100.000
habitantes e permanece estavel nos ultimos 25 anos (WATERHOUSE et al.
1982).

Por outro lado, nos paises em desenvolvimento, o cancer de pénis
continua sendo um problema de saude publica (PARKIN et al. 1997; MISRA
et al. 2004). Em algumas regides da Africa, Asia e América do Sul chega a
ser responsavel por até 20% das neoplasias malignas no homem (RAJU et
al. 1985). A maior incidéncia desta neoplasia encontra-se nas regides de
Barshi, Paranda e Bhum, na india (3,32/100000 habitantes) e os menores
indices entre os judeus nascidos em Israel e EUA (0/100000 e 0,07/100000,
respectivamente). Nao parece haver distingdo entre etnias negra e branca,
quando se compara nivel social semelhante (VATANASAPT et al. 1995).

O cancer de pénis corresponde a aproximadamente 2,1% de todos os
tumores de homens brasileiros. A incidéncia é aumentada nas regides norte-
nordeste, onde estdo as piores condigbes sdcio-econdmicas (BRUMINI
1982). E uma doenga devastante emocional e fisicamente e de facil

diagndstico precoce. Devido a sua distribuicdo geografica ha poucos



trabalhos cientificos desenvolvidos no primeiro mundo e o conhecimento dos
mecanismos moleculares do desenvolvimento do carcinoma de pénis é
virtualmente desconhecido. Todas estas razbes conferem a importancia e
necessidade de estudos nesta area.

O cancer de pénis tem incidéncia aumentada a partir da sexta década
de vida (GURSEL et al. 1973; DERRICK et al. 1973). Este tumor é
infrequente em adultos abaixo de 30 anos, sendo raramente descrito em
criangas (DEAN 1935; NARASIMHARAO et al. 1985). No Brasil a maior
incidéncia esta entre a 4% e 7% décadas de vida. Como fatores de risco
principais estdo a presenga de fimose, mas condi¢des de higiene e baixo
padrao socioeconémico (PAYMASTER e GANGADHARAN 1967; BRINTON
et al. 1991). A circuncisdo tem importante fator protetor para o
desenvolvimento do carcinoma de pénis. Aspectos religiosos e culturais
referentes a realizagao de postectomia na crianca tém papel fundamental na
incidéncia desta neoplasia, assim como a idade da realizagdo da mesma
(FREW et al. 1976; JOHNSON et al. 1973). Nos judeus postectomizados
logo apds o nascimento a incidéncia referida em alguns trabalhos € nula. Na
india os mulgumanos que sdo operados entre os 3 e 12 anos de idade a
frequéncia é de 0,15%, enquanto, nos hindus ndo operados a frequéncia
chega a 3,1% (LICKLIDER 1961; PAYMASTER e GANGADHARAN 1967;
LOPES et al. 1993).

As populacées com melhores niveis socioecondémicos e culturais onde
higiene adequada é realizada, apresentam baixos indices desta neoplasia.

Na Dinamarca que tem taxa de postectomia de apenas 1,6%, houve queda



na incidéncia do carcinoma de pénis de 1,15/100.000 homens para
0,82/100.000 homens. Este fato é atribuido a melhoria das condi¢des de
higiene, pois houve aumento de 35% para 90% entre 1940 e 1990 de
habitagcdes com acesso a agua encanada (FRISCH et al. 1995).

A etiopatogenia do cancer de pénis ainda € pouco conhecida. A
infeccdo pelo papilomavirus (HPV, do inglés human papillomavirus), o
numero de parceiros sexuais e a exposicao ao tabaco estdo entre os fatores
que conferem maior risco de desenvolvimento do carcinoma de pénis
(HELLBERG et al. 1987; BRINTON et al. 1991; ROSEMBERG et al. 1991). A
relacdo causal entre o cigarro e cancer de pénis nao esta bem estabelecida,
apesar de alguns trabalhos evidenciarem risco aumentado entre os fumantes
(HELLBERG et al. 1987; HARISH e RAVI 1995).

O HPV afeta o epitélio escamoso da genitalia masculina da mesma
forma que a feminina, incluindo a formacao de condilomas e a transformacéao
neoplasica (SARKAR et al. 1992). Os HPV-6 e -11 sdo os mais comumente
associados a lesdes nao displasicas como verrugas genitais e podem ser
encontrados no carcinoma verrucoso, enquanto que os tipos -16, -18, -31 e -
33 sao associados com carcinoma in situ e invasivo (WIENER e WALTHER
1995). O HPV-16 é o mais frequentemente detectado na lesdo primaria e
tem sido descrito nas lesdes metastaticas (VARMA et al. 1991; IWASAWA et
al. 1993).

A prevaléncia de HPV-DNA em parceiros sexuais de mulheres com
infeccao pelo HPV foi relatada em um estudo em 70% dos casos (NICOLAU

et al. 2005).



A associacido entre cancer de pénis e HPV é bastante variavel na
literatura onde alguns estudos tém observado incidéncia de até 80%,
enquanto outros tém encontrado taxas que ndo passam dos 10%
(SCHEINER et al. 2008) Tal disparidade pode ser explicada pelos diferentes
métodos utilizados para pesquisa do HPV (PCR, hibridacao in situ, Southern
blotting).

Um estudo recente, entretanto, revisando dados de mais de 1.200
casos de cancer de pénis e HPV-DNA, com distribuicao similar dos casos na
Europa, América do Norte, Asia e América do Sul, observou uma prevaléncia
do HPV de 47,9%, variando de 22,4% nos carcinomas verrucosos até 66,3%
nos subtipos basaldides e Warty. O HPV16 foi o mais prevalente (30,8%)
seguido pelo HPV6 (6,7%) e HPV18 (6,6%) (BACKES et al. 2009). A
presenca do HPV, no entanto, n&o influencia o prognéstico do carcinoma de
pénis, embora esse achado ainda seja controverso (LONT et al. 2006;
SCHEINER et al. 2008).

O cancer de pénis geralmente inicia-se como uma lesao na glande e
quando ndo tratada estende-se para o prepucio e o corpo, invade corpos
cavernosos, uretra e mais tarde pode chegar a auto-amputacédo. Metastases
para linfonodos da regido femoral e iliaca sao vias de disseminagao precoce
no carcinoma peniano (NARAYANA et al. 1982; PERSKY e DIKERNION
1986; LOPES et al. 1994). As metastases por via hematogénica sao
incomuns e ocorrem em cerca de um a 10% (BEGGS e SPRATT 1964;
PURAS et al. 1978). Nos casos avangados, as complicagcdes locos-regionais

como infiltracao de feixe vasculo-nervoso e, consequentemente, hemorragia



e septicemia sdao as principais causas de morte (PURAS et al. 1978;
POMPEU 1993). As lesdes pequenas, em estagio inicial, podem ser tratadas
com resseccao convencional ou radioterapia e, excepcionalmente,
microcirurgia realizada através da técnica micrografica de Mohs ou laser
(MOHS et al. 1992). Nos casos avangados a amputagao parcial ou total
ainda se faz necessaria.

A presenca de linfonodos palpaveis ao diagndstico varia de 20 a 96%
dos casos (SUFRIN e HUBEN 1987; HEGARTY et al. 2006). A avaliagao
clinica dos linfonodos ndo mostra grande acuracia na predi¢cao da presenca
de metastases. Cerca de 50% dos linfonodos inguinais clinicamente
suspeitos para acometimento pelo tumor ndo apresentam comprometimento
anatomopatolégico. A linfonodomegalia, nestes casos, ocorre como
consequéncia de infecgdo associada ao tumor primario (BEGGS e SPRATT
1964; CATALONA 1980; LOPES et al. 1996a). Por outro lado, 20% dos
pacientes com linfonodos clinicamente negativos, apresentam metastases
microscopicas (BEGGS e SPRATT 1964; DEKERNION et al. 1973).

A disseccao de linfonodos da regido inguino-iliaca é parte importante
da terapéutica, no entanto, apresenta indices elevados de morbidade e a
selecdo dos pacientes deve ser criteriosa (BEGGS e SPRATT 1964; KAMAT
et al. 1993; COBLENTZ e THEODORESCU 2002). Devido a sua morbidade,
a selegao dos pacientes que devem ser submetidos a linfadenectomia é hoje

a questao mais importante no tratamento destas neoplasias.



As principais complicagdes sao a necrose dos retalhos em 14 a 16%,
a infeccao de ferida operatéria em 10% e o seroma e o linfedema de 19% a
50% (HERR 1992).

Diversos métodos foram testados como uma alternativa para melhorar
a acuracia da avaliacao dos linfonodos, que ainda persiste como um tema
em discussao. A avaliacdo dos linfonodos por exame clinico ou exames de
imagem néo € confiavel (CATALONA 1980; SRINIVAS et al. 1987). A
puncdo por agulha fina dos linfonodos suspeitos pode ser realizada para
avaliagao loco-regional, entretanto apenas resultados positivos devem ser
valorizados pela baixa sensibilidade do método (HORENBLAS et al. 1991;
BURGERS et al. 1992; KROON et al. 2005b). Um estudo recente mostrou
sensibilidade de 93% e especificidade de 91% em pacientes com
linfonodomegalia clinicamente suspeita, entretanto com um namero pequeno
de casos (25 pacientes) (SAISORN et al. 2006).

A bidpsia do linfonodo sentinela, descrita por CABANAS (1977), nao
se tornou método confiavel, pelo alto indice de falso-negativo (PERINETTI et
al. 1980; WESPER et al. 1986). A linfocintilografia descrita por HORENBLAS
et al. (2000) com a utilizagdo de gama-probe no intra-operatério, ainda nao
se mostrou confiavel com indices de falso-negativos que varia de 16 a 20%
(TANIS et al. 2002; KROON et al. 2004).

As indicagdes atuais para linfadenectomia, mesmo com linfonodos
clinicamente negativos sao: tumores em estagio T2, histologicamente pouco
diferenciados e com invasdo vascular. Nestes casos a incidéncia de

linfonodos positivos € maior do que 50% (KROON et al. 2005a).
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Mais recentemente o estudo de fatores bio-moleculares tem ampliado
as ferramentas disponiveis para um melhor conhecimento da biologia deste
tumor e uma avaliagdo mais acurada desses pacientes (LOPES et al. 2002,
GUIMARAES et al. 2006a; CAMPOS et al. 2006). Um melhor estadiamento
pré-operatorio permitira um planejamento terapéutico mais adequado

evitando a morbidade de cirurgias desnecessarias.

2.2 ASPECTOS MORFOLOGICOS DO CARCINOMA DE PENIS

A grande maioria das neoplasias malignas do pénis é constituida por
carcinomas, correspondendo a mais que 95% dos casos. Estes séao
derivados do epitélio pluriestratificado tanto da glande como do sulco coronal
e prepucio. Os carcinomas epidermodides usuais constituem o grupo mais
comum. Dados anatomopatolégicos do tumor, tal como o grau de
diferenciag¢ao, tem importancia em relacdo a definicdo da probabilidade de
envolvimento dos linfonodos (FRALEY et al. 1989; HORENBLAS et al.
1993), como também ao padrdo de invaséo tumoral (GUIMARAES et al.
2006b).

Recentemente a OMS langou a classificagdo histopatolégica dos
carcinomas penianos onde se destacam uma grande variedade de subtipos
tais como os carcinomas basaloides, as variantes verrucosas (Warty,
papilifero, cuniculatum), os carcinomas sarcomatdides e outras variantes

raras (CUBILLA et al. 2001). Como esta classificagcdo é ainda bastante
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recente € necessario ainda validar a importancia do reconhecimento destas
variantes (GUIMARAES et al. in press).

O carcinoma basaldide € um subtipo agressivo associado ao HPV e
representa de cinco a dez por cento dos tumores penianos. Geralmente
acomete a glande de individuos na sexta década de vida e tem um carater
mais infiltrativo. As células sdo pequenas, com pouco citoplasma e baixa
atividade mitética. Comedonecrose € um achado frequente. Tendem a dar
metastases para linfonodos e a taxa de mortalidade é alta (CUBILLA et al.
1998).

Os carcinomas condilomatosos, também chamados de tumores do
tipo Warty, correspondem a 20% das neoplasias de aspecto verruciforme
penianas. Acometem homens na quinta década de vida e crescem
exofiticamente. Podem envolver tanto a glande como o sulco coronal e o
prepucio. As células do tumor tendem a se agrupar em arranjos
papilomatosos. Coilocitose € um achado comum e os nucleos sao
geralmente grandes, hipercromaticos e amassados. Ha associagcdo com
HPV-16 e -6. O progndstico € bom e apenas metastatizam aqueles tumores
com invasoes profundas (VELAZQUEZ e CUBILLA 2007).

Os carcinomas papilares acometem homens na quinta e sexta
décadas. Crescem exofiticamente e possuem em média 3 cm. S&do tumores
bem diferenciados, hiperceratéticos que crescem em arranjos papilares. Nao
sao associados ao HPV e raramente metastatizam para linfonodos

(VELAZQUEZ e CUBILLA 2007).



12

Os carcinomas sarcomatoides geralmente aparecem como recidivas
de CEC convencionais ou apds radioterapia. Sao bastante infiltrativos
estando os corpos cavernosos e esponjoso sempre comprometidos. Sao
formados por células fusocelulares com aspectos semelhantes aos de um
sarcoma. A taxa de metastase para linfonodos é alta e o prognéstico
reservado (VELAZQUEZ et al. 2005; VELAZQUEZ e CUBILLA 2007).

Ha outras variantes de apresentagcao mais raras, mas com aparente
importacia clinica, como os carcinomas acantoliticos (CUNHA et al. 2009).
Um quarto dos carcinomas penianos apresenta mais de um padrdo sendo
considerados carcinomas mistos. E sempre importante relatar os diversos
padrbes uma vez que, como podemos ver acima, apresentam
comportamentos distintos.

O tamanho médio dos tumores penianos varia de trés a quatro
centimetros e macroscopicamente formam massas esbranquicadas e
irregulares. Basicamente encontramos trés padrbes de crescimento:
superficial (crescimento horizontal), invasivo (crescimento vertical) e
multicéntrico.

Os carcinomas penianos podem se espalhar de um compartimento
mucoso ao outro. Tipicamente os carcinomas do prepucio se estendem ao
sulco coronal ou a glande e vice versa. Verticalmente, podem infiltrar a
fascia peniana e atingir corpo esponjoso e corpos cavernosos. Este padrao
de crescimento € um fator importante na determinacido do comportamento
bioldégico do tumor. LOPES et al. (1996b) observou a presenga de émbolos

tumorais em vasos linfaticos e venosos e a espessura do tumor como fatores
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histolégicos que aumentam o risco de metastase para os linfonodos. A
invasdo de corpos cavernosos, uretra ou outros 6rgaos aumenta
significativamente o risco de metastases inguinais (FRALEY et al. 1989;
HEYNS et al. 1997).

Outros trés fatores morfolégicos recentemente descritos sao
extremamente importantes na avaliagcdo dos espécimes cirurgicos. O
primeiro deles é o tipo de fronte de invasao observado. Tumores com fronte
de invasdo caracterizados por pequenos blocos infiltrativos tém pior
prognéstico comparado com aqueles que apresentam padrdo pushing
(GUIMARAES et al. 2006b). O segundo fator é a observacdo de focos de
tumor pouco diferenciados. A indiferenciagcao focal do tumor, mesmo quando
menor do que 5% da massa tumoral, € um fator de pior progndstico e sua
importancia supera a espessura do tumor (VELAZQUEZ et al. 2008).
Finalmente, a invasao perineural € um fator recentemente destacado e
aparentemente de grande importancia prognostica (VELAZQUEZ et al.

2008).

2.3 O ESTABELECIMENTO DO PROGNOSTICO NO CARCINOMA

DE PENIS

E consenso que a presenca de metastases para linfonodos constitue
o principal fator prognéstico no carcinoma de pénis (STAUBITZ et al. 1955;
WAJSMAN et al. 1977; NARAYANA et al. 1982; YOUNG et al. 1991; KAMAT

et al. 1993; POMPEU 1993; HORENBLAS et al. 1993, 1994; ORNELLAS et
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al. 1994; LOPES et al. 1996b). SUFRIN e HUBEN (1987) estudaram a
sobrevida cumulativa de varias séries e encontraram sobrevida global de
51,6%. Considerando-se pacientes com linfonodos metastaticos e néao
metastaticos, a sobrevida em 5 anos foi de 27,5 e 66,2% respectivamente.
Da mesma forma HORENBLAS e VAN TITEREN (1984), mostraram indices
de sobrevida de 50 e 93% em cinco anos para pacientes com e sem
metastases em linfonodos, enquanto SRINIVAS et al. (1987) apresentaram
indices de 28 e 74% respectivamente.

Alguns estudos correlacionam a extensao do comprometimento dos
linfonodos com o progndstico. SRINIVAS et al. (1987) classificaram os
pacientes com metastases em linfonodos em um linfonodo de N1, de dois a
seis linfonodos de N2 e mais de seis linfonodos de N3a. Aqueles que tinham
linfonodos comprometidos bilaterais foram classificados de N3b e os
pacientes com doenca extranodal de N4. Estes autores demonstraram que
pacientes com envolvimento minimo (N1 e N2) tiveram sobrevida em cinco
anos de 50 a 80%, enquanto aqueles com comprometimentos mais extensos
(N3b e N4) a sobrevida foi de 4 a 12%. Outros autores como BAKER et al.
(1976), JOHNSON e LO (1984) e FRALEY et al. (1989) acreditam que
pacientes com até dois linfonodos comprometidos ainda podem ter um bom
prognéstico. HORENBLAS et al. (1993) relataram que pacientes com mais
de dois linfonodos inguinais comprometidos apresentam maior incidéncia de
metastases contralaterais e pélvicas e maior probabilidade de &bito pela
doenga. LOPES et al. (1996b), analisaram 13 pacientes submetidos a

linfadenectomia inguino-iliaco com linfonodos iliacos positivos e observaram
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que quatro dos cinco pacientes (80%) que sobreviveram tinham apenas um
linfonodo iliaco positivo, ja no grupo de sete pacientes com mais de um
linfonodo iliaco comprometido apenas um (14%) estava livre de doenga no
longo prazo.

A correlacao de informagdes clinicas e histolégicas do tumor primario
com a presenca de metastases em linfonodos é outro aspecto que vem
sendo analisado na literatura. Com excecdo das lesdes localizadas no
prepucio, que apresentam metastases em menos de dez por cento dos
casos e permitem cirurgias conservadoras, o sitio do tumor primario nao
parece influenciar no progndstico (DEKERNION et al. 1973; WAJSMAN et al.
1977). DEKERNION et al. (1973) relataram que 17 de 25 (68%) pacientes
com tumores comprometendo o corpo cavernoso apresentavam metastases
para linfonodos, enquanto os seis casos com estadio clinico |
(comprometimento de prepucio e glande) evoluiram sem metastases ou
recidivas. SOLSONA et al. (1992) relataram que 64,3% dos pacientes com
invasdo do corpo cavernoso apresentavam metastases linfonodais contra
4,2% daqueles sem invasdo. O mesmo autor, posteriormente confirmou este
achado em uma analise prospectiva, mostrando 11% de metastase para
linfonodos nos pacientes com estadio T1, contra 63% nos estadios T2 e T3
(SOLSONA et al. 2001).

A maioria dos autores concorda que tumores maiores com
crescimento vertical apresentam maior incidéncia de metastases para
linfonodos, que aqueles menores com crescimento mais superficial

(DEKERNION et al. 1973, WAJSMAN et al. 1977, FRALEY et al. 1985, 1989;
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CUBILLA et al. 1993; KAMAT et al. 1993; HORENBLAS et al. 1993;
ADEYOJU et al. 1997; HALL et al. 1998). Na série de HORENBLAS et al.
(1993), tumores entre dois e cinco centimetros apresentaram incidéncia de
metastases em linfonodos de 79% contra 47% dos tumores com até dois
centimetros, enquanto FRALEY et al. (1985) refere sobrevida de 82 versus
74% para pacientes com tumores menores e maiores ou iguais a trés
centimetros, respectivamente. HALL et al. (1998) relataram que tumores
com profundidade maior que cinco milimetros apresentavam maior
incidéncia de metastases em linfonodos. LOPES et al. (1996b) mostraram
que tumores com espessura de cinco milimetros apresentavam maior risco
de metastase em linfonodos apenas na analise univariada (p=0,02). A
presenca de invasao vascular e linfatica por células neoplasicas foi fator
prognéstico significativo nos estudos de FRALEY et al. (1989), LOPES et al.
(1996b) e de SLATON et al. (2001).

A maioria dos autores relata que o grau de diferenciagcdo celular é
outro fator importante no cancer do pénis, tanto em relacido a incidéncia de
metastases em linfonodos, quanto em relagédo a sobrevida global (SRINIVAS
et al. 1987; POMPEU 1993; SLATON et al. 2001). Pacientes com tumores
pouco diferenciados tém mais metastases e pior sobrevida que aqueles com
lesbes bem diferenciadas (FRALEY et al. 1985; SOLSONA et al. 1992;
HORENBLAS et al. 1993; HORENBLAS e VAN TITEREN 1994; ORNELLAS
et al. 1994; SLATON et al. 2001). SOLSONA et al. (2001) mostrou risco de
metastase linfonodal para pacientes com grau 1 de diferenciagcao de 15%,

contra 67% para grau 2 e 75% para o grau 3. Recentemente, VELAZQUEZ
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et al. (2008) demonstraram que tumores indiferenciados superficiais
comportam-se pior do que aqueles bem diferenciados profundamente
invasores (VELAZQUEZ et al. 2008).

Nos ultimos anos, a avaliagdo de marcadores moleculares que
possam estar relacionados com maior risco de metastase para linfonodos
nesses pacientes tem aumentado, visto que uma associagdo importante
desses marcadores com o prognéstico pode selecionar melhor os pacientes
que se beneficiariam ou ndo da linfadenectomia.

A presenca do DNA do HPV no tumor primario, 50% dos casos, nao
influencia significativamente a incidéncia de metastases para linfonodos nem
a sobrevida (MCCANCE et al. 1986; VILLA e LOPES 1986; BEZERRA et al.
2001). Entretanto, quando a presenga do DNA do HPV encontra-se
associado a imunorreatividade para o p53, relaciona-se a um prognostico
ruim (LOPES et al. 2002).

A imunoexpressdo da proteina p53 tem sido recentemente
relacionada como fator independente para o risco de metastase para
linfonodos (LOPES et al. 2002; MARTINS et al. 2002). LOPES et al. (2002)
estudou a expressao de p53 e HPV DNA em 83 casos de carcinoma
epidermdide de pénis e encontrou associacdo entre a imunoexpressao do
p53 e seus graus de positividade estiveram significativamente relacionados
com estadio N, comprometimento linfonodal, embolizagado venosa e linfatica.
Pacientes negativos para p53 tiveram sobrevida global em cinco e dez anos
significativamente melhor que aqueles com tumores que marcaram para p53

e quando os tumores foram positivos ao mesmo tempo para p53 e HPV DNA
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a sobrevida global foi pior (LOPES et al. 2002). Ainda em seu trabalho,
LOPES et al. (2002), encontrou que quanto maior a positividade para p53,
maior o risco de comprometimento dos linfonodos e pior a sobrevida.

Mais recentemente, moléculas de adesdo e invasdo tém sido
avaliadas como marcadores progndsticos em espécies de carcinoma de
pénis. CAMPOS et al. (2006), estudaram 125 casos de cancer de pénis e
encontraram que a alta expressao de matriz de metaloproteinase 9 (MMP-9)
foi considerada fator de risco independente para recorréncia da doenca,
enquanto que a baixa expressao da E-Caderina esteve associada com maior
risco de comprometimento linfonodal, na analise univariada. Ainda com
referéncia as moléculas de adesao, as tetraespaninas sdo moléculas que
medeiam a adesao célula-estroma. CD82 é um membro dessa familia que
foi recentemente estudado por PROTZEL et al. (2008). Eles avaliaram
KAI1/CD82 por imunoistoquimica em uma série de 30 casos de cancer
peniano e encontraram que todos os pacientes com expressao baixa ou
ausente de KAI1/CD82 tinham comprometimento linfonodal e que os
pacientes com expressdo positiva mostraram uma  sobrevida
significativamente melhor quando comparados com os outros grupos. Tal
resultado também tem sido observado em outras neoplasias como cancer de
mama e cabecga e pescog¢o (FARHADIEH et al. 2004; MALIK et al. 2009).

Os marcadores de proliferacdo celular PCNA, MIB-1/Ki67 foram
avaliados em 125 casos de cancer de pénis por GUIMARAES et al. (2007).
Nessa série os autores nao encontraram associagdo com variaveis clinicas e

demograficas ou anatomo-patoldgicas, no entanto o MIB-1/Ki67 apresentou-
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se como fator de risco independente para comprometimento metastatico em
linfonodos (GUIMARAES et al. 2007). PROTZEL et al. (2007) avaliando a
expressao de Ki67 e HPV DNA em 28 casos de cancer de pénis dividiu a
expressado de Ki67 em fraca (<15% das células), intermediaria (15-60%) e
forte (>60%). Eles observaram uma associagdo entre maior expressdo de
Ki67 e comprometimento de linfonodos e também, quando estratificados em
maior e menor que 50%, observou-se uma diferenca significativa com
relacdo a sobrevida global. SOUFIR et al. (2007) pesquisaram mutagdes e
metilacdo em dois genes supressores de tumor associados com proliferagao:
0 gene para quinase dependente de ciclina, CKDN2A e o p53 em neoplasia
intra-epitelial vulvar, peniana e liquen escleroso como tentativas de estudar a
carcinogénese dessas lesdes. Eles encontraram uma alta freqiéncia de
mutagdes co-inativadoras dos genes para p53 e/ou CDKN2A, principalmente
em tumores derivados de liquen escleroso, mas nao nas lesdes benignas,
sugerindo um aperecimento tardio na patogénese dos carcinomas genitais,
porém como havia apenas trés casos de neoplasia peniana, tais conclusdes
devem ser feitas com cautela.

Outros marcadores moleculares tém sido investigados, porém com
conclusdes limitadas pelo pequeno numero de casos estudados, o que difere
das séries que estudaram p53 (LOPES et al. 2002), os marcadores de
proliferagdo PCNA, e MIB-1/Ki67 (GUIMARAES 2003) e MMP-9 (CAMPOS
et al. 2006).

Ainda podemos citar artigos com casos isolados ou poucos casos

avaliando anormalidades cromossdmicas no carcionoma de pénis, sendo um
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desses artigos com 26 casos (ALVES et al. 2001). Neste artigo, usando
hibridagdo gendmica comparativa, as alteragcbes de numeros de copias da
sequéncia do DNA foram semelhantes aquelas observadas em outras
neoplasias escamosas, tais como es6fago e cabega e pescogo. Os ganhos
mais comuns ocorreram nas regides 8924, 16p11-12, 20q11-13, 22q, 19913
e 5p15 e as delegbes mais comuns nas regides 13q21-22, 4g21-32 e no
cromossomo X. A classificacdo desses pacientes com relagdo ao numero de
alteracbes de copias do DNA mostrou uma possivel correlagdo com o
prognostico.

POETSCH et al. (2007) analisou 62 repeticbes em regides de
microsatélite de 11 diferentes cromossomos em 28 carcinomas de pénis e
10 metastases desses casos, quanto aos desbalancgos alélicos e a perda de
heterozigose (LOH). Suas amostras incluiram também tipos ndo comuns
como basaldide (4 casos), condilomatoso (1 caso), verrucoso (2 casos),
sarcomatoide e papilar (1 caso de cada). A perda de heterozigose foi
observada em mais de 25% dos tumores e foi encontrada em seis diferentes
cromossomos (2q, 6p, 8q, 9p, 12q, 17p13). Nenhuma correlagdo foi
observada entre perda alélica e evolugdo clinica para a maoria dos
marcadores. Entretanto a LOH no cromossomo 6 (uma regidao de um gene
suppressor de metastases, NOL7, descrita em cancer de colo uterino)
correlacionou-se com uma curta sobrevida, a mesma perda foi observada
em varios outros tumores (POETSCH et al. 2007).

KROON et al. (2008) estudou o perfil de expressdo génica em 56

casos de carcinoma de pénis, dos quais 32 tinham comprometimento de
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linfonodos e nao encontrou um grupo de genes capaz de indentificar
pacientes com linfonodos positivos. Dos 44 genes diferentemente expressos,
20 estavam relacionados a indugao de resposta inflamatdria, o que pode ter
gerado viés em estudo expressao génica (KROON et al. 2008).

Alteracbes epigenéticas também tém sido estudadas no carcinoma de
pénis em poucos estudos. GUERRERO et al. (2008) estudou a
hipermetilagdo do gene da trombospondina 1, RASSF1-A e p16, em 24
casos de carcinoma de pénis. Eles observaram hipermetilacdo em 46%,
42% e 38% dos tumores, sendo que a hipermetilagdo da trombospondina
esteve associada com pior grau histolégico, invasao vascular, fraca
expressao protéica da trombospondina e menor sobrevida, na analise
univariada (GUERRERO et al. 2008). YANAGAWA et al. (2008) avaliou a
hipermetilagdo de oito genes e sua associagdo com HPV DNA em 25
amostras de cancer de pénis. As frequéncias de hipermetilagdo encontradas
foram 28% para o gene DAPK, 92% para o gene FHIT, 20% para o gene
MGMT, 4% para o gene p14, 24% para o gene p16, 24% para o gene RAR-
beta, 12% para o gene RASSF1A e 44% para o gene RUNXS3. A expressao
da proteina Fhit foi negativa em 22 de 25 casos (88%), sendo que desses 22
casos, 20 mostraram metilagdo do gene FHIT e apenas 12% de todos os 25
casos foram HPV-DNA positivos, levantando a possibilidade para um papel
do gene FHIT na patogénese do carcinoma de células escamosas de pénis.

Atualmente ainda se sabe pouco sobre o papel dos marcadores
moleculares e genéticos no carcinoma de pénis. Trata-se de um tumor raro

em paises desenvolvidos e se espera que a pesquisa desses marcadores
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em paises onde esta neoplasia € um problema de saude publica traga uma
maior compreensao de varios aspectos relacionados a carcinogénese desta

neoplasia.

2.4 FAMILIA DOS RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINA G

Os receptores acoplados a proteina G (GPCR — do inglés G-protein
coupled receptor) constituem uma familia de proteinas da membrana celular
com mais de 800 membros envolvidos na transdugao de sinais externos a
célula. Sua disfungcdo contribui para génese de algumas das mais
prevalentes doengcas no homem, visto que esses receptores sao alvos
diretos ou indiretos de 50-60% dos agentes terapéuticos no mercado.
(PIERCE et al. 2002).

Trata-se de uma proteina com sete dominios transmembrana que,
quando ativado pelo seu ligante, dissocia a proteina G em suas subunidades
acopladas ao receptor (subunidades a, B e y). Tais subunidades vao ativar
diversas vias de sinalizacdo e seus efetores. A especificidade de cada
receptor determina a natureza da via a ser sinalizada.

Ha pouco tempo foi descoberta a participagdo desses receptores na
progressao do cancer e metastase, o que tem despertado grande interesse
na comunidade cientifica. Na verdade, as células neoplasicas podem
usurpar dos mecanismos fisioldgicos dos GPCR para proliferagdo autbnoma,
evasdo da resposta imune, aumento de suprimentos de nutrientes e

oxigénio, invasdo de tecidos vizinhos e disseminagdo para outros 6érgaos
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(DORSAN et al. 2007). A descoberta do gene MAS, que codifica um GPCR,
em 1986, foi a prova da ligagao direta entre a transformagao celular e os
GPCRs (YOUNG et al. 1986).

Muitos desses receptores tém sido estudados em diversos tipos de
cancer (DORSAN et al. 2007) e demonstram a participagdo nos mecanismos
de proliferacdo, sobrevida, capacidade de invasdo e metastase e atividade
angiogénica das células neoplasicas. Podemos citar o estudo desses GPCR
em cancer de cabeca e pescogo (LIU et al. 2001; ONDREY et al.1999;
ALMOFTI et al. 2004; LANGO et al. 2002) e de cancer de mama (MULLER
et al. 2001; THOMAS et al. 2005; BOIRE et al. 2005), dentre outros.

Muitos deles estdo superexpressos em varios tipos de cancer e
contribuem para o crescimento tumoral quando estimulados por ligantes
produzidos no local do tumor ou circulantes. Entre eles, os PARs (receptor
de protease ativada, do inglés — protease actived receptor), receptores de
citoquinas e receptores de lipidios bioativos como o acido lisofosfatidico
(LPA) e esfingosina-1-fosfatase (S1P) estdo implicados na proliferagéo
celular desordenada em uma grande variedade de neoplasias.

A trombina exerce diversos efeitos que contribuem para a
sobrevivéncia, invasao e metastase das células neoplasicas. O PAR-1 é um
GPCR que ¢é ativado pela trombina através da lise do grupamento N-terminal
desse receptor (COUGHLIN 2000). Esta superexpresso em cancer de mama
invasivo (EVEN-RAM et al. 1998) e implicado em propriedades de
crescimento e invasao de canceres de cabeca e pescogo (LIU et al. 2001). A

trombina também cliva o fibrinogénio, deixa uma matriz extra-celular rica em
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fibrina e cria um ambiente favoravel a adesao de células neoplasicas e
endoteliais, 0 que proporciona o crescimento do tumor e de vasos. Dentre os
efeitos proangiogénicos da trombina podemos destacar a expressao
aumentada de VEGF (do inglés — vascular endothelial growth factor) pelas
células neoplasicas e VEGFR nas células endoteliais (RICHARD et al. 2001;
TSOPANOGLOU e MARAGOUDAKIS 2004). Desta forma tem-se uma
ligacao entre a angiogénese e os GPCR.

A ativagdo paracrina e autdécrina de GPCR estimulados por
neuropeptidios também é um evento freqiente em carcinomas humanos.
Bradicinina, neuromedina B, colecistoquinina, peptidio liberador de gastrina
(GRP), angiotensina Il e endotelina, ativam seus GPCR que estimulam a
proliferacdo de varios tipos de células e tém um papel importante em muitos
canceres agressivos ao homem, como cancer de pulmdo de pequenas
células, cancer de cabeca e pescoco, cancer de pancreas e cancer de
prostata (HEASLEY 2001; LANGO et al. 2002; DAAKA 2004; SZEPESHAZI
et al. 2005).

E importante salientar que esses GPCR ativados por neuropeptideos
sao acoplados a ativacao da fosfolipase C e, desta forma, induzem elevacao
do calcio intracelular e ativagdo da proteina quinase C (PKC). Isso pode ser
ainda mais complexo uma vez que esses GPCR neuropeptideos podem
estimular a quinase reguladora de sinais extracelulares (ERK, do inglés —
extracellular signal-regulated kinase) por vias convergentes e também Rho
GTPases e todos os membros da superfamilia das proteinas quinases

ativadoras de mitose (MAPK, do inglés — mitogen-ativated protein kinase),
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incluindo quinase do N-terminal do c-Jun (JNK), p38 e ERK5 (MARINISSEN
e GUTKIND 2001).

Desta forma, a estimulagdo paracrina/autécrina destes receptores
ativados por neuropeptideos resulta na ativagao de uma rede de sinalizacao,
altamente interconectada e complexa, que acaba por regular a expressao de
programas genéticos e promover a sobrevida e proliferagdo desordenada
das células neoplasicas. Por exemplo, o GRPR (do inglés — Gastrin-
releasing peptide receptor), um GPCR ativado por neuropeptideo, ja foi
identificado em neoplasias de cabega e pescogco (LANGO et al. 2002),
dentre outras.

De uma forma geral, a superexpressdo de GPCR e sua ativagao
paracrina e autdcrina, estimulada pela liberacdo de mediadores das células
neoplasicas e do estroma, sdo os mecanismos mais frequentemente
utilizados por estas células para estimular os GPCRs e suas vias de
sinalizacao.

Os GPCRs séo também alvos de mediadores inflamatorios revelando,
desta forma, a possivel ligagédo entre cancer e inflamagao crénica.

As cicloxigenases 1 e 2 (COX1 e COX2), formam prostaglandinas a
partir da degradagédo do &acido araquidbénico. As prostaglandinas séao
mediadores inflamatdrios, cuja fungéo é iniciada apés a interagédo com seus
receptores, dentre eles, os GPCRs. Sabe-se, atualmente, que o tratamento
com anti-inflamatérios néo-esteroidicos (AINES), que inibem a COX1 e
COX2, pode reduzir o risco e a incidéncia de muitos tipos de cancer (JANE e

MAYER 2000). A presencga de inflamacao crénica tem recebido um papel
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importante na génese do cancer. Por exemplo, a inibicdo de COX2 reduz o
numero e o tamanho de adenomas em portadores da mutagado germinativa
do gene da polipose adenomatosa coli (APC, do inglés — adenomatous
poliposis coli) (BROWN e DUBOIS 2005). A inibicao da COX2 é uma
interessante forma de prevengcao em individuos saudaveis, embora
consideragdes quanto a toxicidade meregam ser feitas (GUPTA e DUBOIS
2001).

Entre as prostaglandinas, o papel da prostaglandina E2 (PGE2) e
seus receptores GPCR, E1 a E4, tem sido evidenciado em estudos bem
desenhados de modelo animal de cancer de colon (HANSEN-PETRIK et al.
2002; HULL e KO 2004). A superexpressao de COX2 e a ativacao de seus
receptores GPCR, EP2 e EP4, pela PGE2 liberada pelas células estromais e
do tumor, contribuem para o crescimento desordenado, angiogénese e
potencial metastatico de muitos outros tumores prevalentes que nao os de
colon como, por exemplo, tumores de cabeca e pescogo, tumores nao
pequenas células de pulm&o e tumores de mama (HIDA et al. 1998; LIN et
al. 2002; CHANG et al. 2005).

A metastase € um dos maiores desafios no tratamento do cancer, pois
causa diminuicdo da qualidade de vida e da sobrevida nos pacientes com
cancer (CHAMBERS et al. 2002). A observancia clinica tem mostrado que
muitos canceres tém preferéncia de enviar metastases para o6rgaos
preferenciais, com incidéncia muito maior que a esperada para o padrao
circulatério entre o tumor primitivo e seu sitio de metastase. De uma forma

bastante frequente, essa metastase “6rgao-especifica” € causada pela
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expressao aberrante de receptores de citocinas ligados a proteina G, pelas
células do cancer, concomitante a maior liberagao de citocinas pelo 6rgao
secundario. As citocinas e seus receptores também dirigem a migracao de
leucécitos para os locais de inflamagédo e o trafego de leucdcitos e seus
precursores entre a corrente sanguinea e os 6rgaos linféides (BALKWILL
2004a).

As células neoplasicas expressam muitos receptores de citocinas que
sao liberadas para o microambiente do tumor pelas células do estroma,
macrofagos, leucocitos e pelas préprias células tumorais, aumentando sua
motilidade e sobrevida de uma forma autdcrina e paracrina (BALKWILL
2004b). Esta claro que as células neoplasicas ganham vantagens com esses
mecanismos € assim sdo selecionadas por sua capacidade de possuir
atividade pro-migratéria das citocinas e seus GPCR para metastatizar para
orgaos regionais e distantes. Enquanto a maioria dos receptores pode ligar-
se a diferentes citocinas, alguns sédo bastante seletivos, como o CXCR4, que
se liga apenas ao fator 1 derivado da célula estromal (SDF1), também
conhecido como CXCL12 (BALKWILL 2004b).

Muitos tipos de tumores expressam o CXCR4 de forma aberrante e,
desta forma, desenvolvem vantagens proliferativas, de sobrevivéncia e pro-
migratorias, enquanto os 6rgdos que frequentemente sdo sitios de
metastases, incluindo linfonodos, medula 6ssea, pulmao e figado, produzem
o SDF1. Desta forma ndao é surpresa que o0s tumores com expressao
aumentada de CXCR4 estejam associados com maior tendéncia metastatica

e pior prognéstico (BALKWILL 2004b).
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A expressdo do CXCR4 é muito maior nas células metastaticas que
no tumor primario em neoplasias de pulm&o, melanoma, neuroblastoma,
neoplasia de cabega e pescoco, colorretal, tiredide, prostata, rim, ovario e
neoplasias hematolégicas como leucemia aguda e mieloma multiplo, por
exemplo, (CHAMBERS et al. 2002; BALKWILL 2004b; BURGER et al. 2006).

Estudos em cancer renal tém evidenciado o porqué da ligagao entre
CXCR4 e metastase. Nessa neoplasia, existem mutagdes no gene VHL (von
Hippel-Lindau), um gene supressor de tumor. Tal mutagéo esta implicada em
elevados niveis de HIF1a(Fator-1a induzido por hipéxia). O HIF1a € um fator
de transcricao que dirige a resposta tumoral devido a hipoxia (SEMENZA et
al. 2003). Estudos mostrando que pacientes com mutagéo no gene VHL tém
expressdo aumentada de CXCR4 e pior prognostico sdo um achado de que
0 CXCR4 é controlado pelo HIF1a (STALLER et al. 2003).

A expressao do SDF1 é também regulada pelo HIF1a (CERADINI et
al. 2004). A ativacdo do HIF1a em condi¢gdes de hipdxia, frequentemente
encontrada no microambiente do tumor, também estimula a expressao de
CXCR4 em células neoplasicas. Resumindo, isto capacita as células
neoplasicas para escapar de condi¢gbes de baixo fluxo de oxigénio e migrar
através de um gradiente de SDF1, que é liberado pela drenagem linfatica e,
assim, disseminar-se para outros o6Orgdaos que expressam o SDF1,
explicando, desta forma, o uso da alga CXCR4-SDF1 como estratégia chave
para metastase em muitos tumores solidos (STALLER et al. 2003).

As vias de transducao de sinais dos GPCR sao multiplas e complexas

Elas resultam na producdo de substdncias como as metaloproteinases
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(MMP2 e MMP9) que degradam a matriz extra-celular e facilitam a invasao e
metastase.

A maioria dos GPCRs terminam por ativar fatores de transcrigcao
nuclear, principalmente o AP-1 (MARINISSEN e GUTKIND 2001).

O fator de transcricao AP-1 (ativador da proteina 1) € um complexo
dimérico que compreende membros do JUN, FOS e ATF (ativador de fator
de transcricdo) e as familias da proteina MAF (fibrossarcoma
musculoaponeurético). Desta forma, o complexo AP-1 pode formar multiplas
combinacdes de heterodimeros e homodimeros, que irdo determinar os
genes que serao regulados pelo AP-1 (EFERL et al. 2003).

c-JUN é um regulador positivo da proliferacdo celular, uma vez que
fibroblastos deficientes de c-JUN tém um defeito importante de proliferacéo
in vitro (WISDOM et al. 1999) e a proliferagéo de hepatodcitos deficientes de
c-JUN esta severamente prejudicada durante a regeneragao hepatica in vivo
(BEHRENS et al. 2002).

A expressao de c-JUN ja foi observada em uma variedade de tumores
humanos, incluindo figado (YUEN et al. 2001), cancer de pulm&o néao
pequenas células (VOLM et al. 2002), neoplasias de endométrio
(YOKOYAMA et al. 1998), cabecga e pescogo (RIVA et al. 1995; MIURA et al.
1997), pancreas (FERRARA et al. 1999), mama (GEE et al. 2000) e
cavidade oral (DE SOUSA et al. 2002). Somado a isso, altos niveis de
expressdo ou ativacdo de c-JUN é associada com pior progndstico em
neoplasias de pulmdo nao pequenas células (VOLM et al. 2002), mama

(GEE et al. 2000), endométrio (YOKOYAMA et al. 1998), pancreas
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(FERRARA et al. 1999), e cavidade oral (RU-CHENG et al. 2005). Sabe-se
que muitos genes alvos regulados pelo AP-1 sdo responsaveis por inibigao
de apoptose, angiogénese, invasividade e proliferagao, processos estes que
sdo requeridos para progressao tumoral e, consequentemente, metastase.
Alguns estudos tem sugerido vias de ligagdo entre os GPCRs e AP-1, na
tumorigénese (POST e BROWN 1996; PIERCE et al. 2001).

Vale salientar, também, que existem genes supressores tumorais que
agem contrariamente aos mecanismos descritos acima. O gene supressor
KiSS1 foi originalmente identificado pela sua expressdo alterada em
melanoma metastatico, mas ndo naqueles com doenca localizada (LEE et al.
1996). Além disso, a indugdo da expressao de KiSS1 em linhagens de
células humanas de cancer de mama reduziu o potencial metastatico
quando avaliado em modelos de camundongos (LEE e WELCH 1997).

A proteina KiSS1 (também conhecida como metastina ou kissipeptina)
€ um decapeptideo derivado do gene KiSS1 (BILBAN et al. 2004).
Kissipeptinas ligam-se ao mesmo GPCR (KiSS1R: hOT7T175, AXOR12 e
GPR54) (MUIR et al. 2001). Sabe-se, também, que a exposicdo de
linhagens de células neoplasicas com expressdo enddégena ou programada
de GPR54 a metastina diminui a expressdo de metaloproteinase 9,
motilidade e proliferagao in vitro e previne metastases in vivo (LEE e WELCH
1997; KOTANI et al. 2001; YAN et al. 2001; HORI et al. 2001). Hipdteses
levantadas a partir de estudos in vitro que mostram a supressao da
motilidade e capacidade migratéria de linhagens de células fetais bovinas

sugerindo que a inibicdo de metastase poderia estar ligada a inibicdo de
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mecanismos prometastaticos, particularmente a inibicdio do CXCR4. Um
estudo encontrou que a ativacdo do GPR54 pela Kisspeptina regula
negativamente a via de sinalizacdo do CXCR4, inibindo seu programa de

metastase (NAVENOT et al. 2005).
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3 OBJETIVOS

Avaliar a imunoreatividade de receptores acoplados a proteina G
(PAR-1, EP2, EP4, GRPR, CXCR4 e GPR54), através de imunoistoquimica,
em blocos de “Tissue Microarray (TMA)” em carcinomas epidermoides
usuais do pénis e correlacionar os resultados com variaveis clinico-
patolégicas mais importantes:

a. frequéncia de metastases para linfonodos regionais;
b. sobrevida cancer especifica;

c. sobrevida global
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4 JUSTIFICATIVA

Pelo exposto até entdo fica claro que o carcinoma peniano € um
problema de saude publica em nosso pais. O estudo deste tipo de neoplasia
se reveste de grande importancia, especialmente se considerarmos que a
freqiéncia dessa neoplasia no Brasil € muito maior do que nos paises
desenvolvidos. Este aspecto faz com que a literatura dos mecanismos
moleculares do carcinoma peniano seja pouco entendida e faltem estudos
de boa qualidade na area.

Como claramente exposto, a determinacdo de metastases para os
linfonodos € o fator mais importante na determinagdo do progndstico do
cancer de pénis. Entretanto, a identificacdo clinica dos linfonodos
comprometidos é dificil e esta associada com altas taxas de falsos-positivos
e falso-negativos. Considerando-se a intensa morbidade da linfadenectomia,
€ mandatoério que estabelegamos critérios mais adequados na predigao dos
casos de maior risco de metastases linfonodais. Hoje, os fatores associados
a esta determinagao, sdo meramente morfolégicos e os estudos dos fatores
moleculares é bastante escasso na literatura.

Os GPCR sao fatores estudados em diversas neoplasias, mas ainda
nao foram exporados em carcinomas penianos. Considerando a sua
participacdo em diversos mecanismos de biologia celular ligados ao cancer,

somadas a ampla experiéncia de nosso grupo nestas neoplasias, este
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trabalho pretende estudar a expressao imunoistoquimica de diversos

GPCRs com os objetivos descritos previamente.
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5 CASUISTICA E METODOS

5.1 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Foram incluidos neste estudo os pacientes admitidos na divisdo de
Urologia do Departamento de Cirurgia Pélvica do Centro de Tratamento e
Pesquisa do Hospital A. C. Camargo, no periodo de 1953 a 2005, com
diagnostico de carcinoma epiderméide usual (CEC) de pénis. Os dados
clinicos e epidemiolégicos foram obtidos dos prontuarios médicos
arquivados no SAME — Servigo de Arquivo Médico e Estatisca do Centro de
Tratamento e Pesquisa do Hospital A. C. Camargo da Fundacdo Antonio
Prudente de S&ao Paulo.

Estes dados foram coletados a partir de uma ficha de levantamento
de dados previamente definida (Anexo 1) e nela registrados, a partir dai
foram realizadas analises retrospectivas de tais dados.

Foram selecionados pacientes que realizaram a cirurgia do tumor
primario com ou sem linfadenectomia inguino-iliaca. Aqueles pacientes néao
submetidos a linfadenectomia tiveram um seguimento minimo de cinco anos,
tempo adequado para definir a auséncia de metastase em linfonodos.

v Os critérios de incluséo foram:
a. Pacientes portadores de carcinoma espinocelular do pénis,

submetidos ao tratamento cirurgico do tumor primario e a
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linfadenectomia regional, uni ou bilateral em qualquer momento do
seu seguimento.

b. Pacientes com seguimento adequado por pelo menos 5 anos

c. Pacientes com material arquivado em bloco de parafina, suficiente
para novos cortes histologicos e confirmagao do diagndstico.

Os critérios de exclusao foram os seguintes:

a. Pacientes que tenham segundo tumor primario;

b. Pacientes que realizaram tratamento adjuvante ou neo-adjuvante;

c. Pacientes com metastases a distdncia no momento do
diagndstico;

d. Outros tipos histolégicos que ndo carcinoma epidermdide usual.

Os critérios de avaliagdo do seguimento clinico

Os pacientes foram classificados de acordo com o seguimento em:

a. Vivos sem cancer, todos aqueles pacientes que se encontravam
vivos, sem evidéncias clinicas, laboratoriais ou de exames de
imagem de recorréncia do tumor;

b. Vivos com cancer, todos aqueles pacientes com doenca em
atividade quando do ultimo retorno;

c. Mortos pelo cancer ou por complicagdo do tratamento, incluindo
Obito pos-operatorio (até trinta dias apds a cirurgia);

d. Mortos por outras causas, todos os pacientes cujo obito pode ser
claramente associado a outra causa que nao atividade da doencga

neoplasica;
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e. Perdidos de seguimento, todos os pacientes que néao
compareceram ao seguimento regular com abandono por trés

consultas consecutivas.

5.2 CARACTERIZAGAO DA AMOSTRA

A partir de um banco de dados com 937 casos, foram habilitados 384
casos de carcinoma peniano para analise, selecdo de blocos de parafina,
revisdo de laminas histolégicas, com propdsito de confirmagéo diagnédstica e
contrucdo do TMA. Os casos excluidos foram: 47 tratados exclusivamente
com radioterapia, 40 tratados exclusivamente com quimioterapia, 37
pacientes que recusaram o tratamento, 38 sem dados acessiveis no
prontuario, 47 com tratamento fora do Hospital A. C. Camargo, 170 casos
com seguimento insuficiente, 115 casos sem material na blocoteca, 59 casos
com tumores avangados. Dos 384 casos do TMA, 105 casos de histologias
diferentes de carcinoma epidermdide usual (variantes sarcomatodide, Warty,
verrucoso, etc) e 31 casos de tumores que foram perdidos durante a
confeccédo do TMA.

Portanto, foram selecionados 248 casos de carcinoma epidermdide
usual, que foram avaliados quanto aos dados clinicos, epidemioldgicos,
anatomo-patoldgicos e imunoistoquimicos, conforme Anexo 1.

O estadiamento clinico foi realizado pelo sistema TNM, UICC 2002,
onde se recomenda o agrupamento de pacientes por estadios clinicos e se

considera linfonodos regionais aqueles localizados nas regides inguinais. As
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metastases pulmonares foram investigadas através de radiografias de térax
realizadas nas incidéncias postero-anterior e perfil. A atual classificagao

TNM pode ser observada no Anexo 2.

5.2.1 Dados demograficos, de antecedentes e de estadiamento

A idade dos pacientes variou de 21 a 87 anos, com mediana de 54
anos. Os pacientes foram categorizados quanto a sua idade em pacientes
com até 60 anos e maiores de 60 anos, idade esta utilizada pelo Ministério
da Saude do Brasil e Organizagao Mundial de Saude como definicdo para
idoso em paises em desenvolvimento. Um total de 165 (66,5%) pacientes
tinham menos que 60 anos e 83 (33,5%), tinham mais que 60 anos.

A maioria dos pacientes era casada (73%) e da raca branca (74,6%),
sem postectomia prévia (75,4%) e com seus tumores intactos a primeira
consulta (66,1%). Dos 46 pacientes que fizeram postectomia, a maioria (33
pacientes) a fizeram em virtude do cancer. Com relagdo ao tempo de
evolugdo da doenga, este variou de 1 até 240 meses, sendo agrupado neste
trabalho em menos de seis meses de evolugao (46%), mais de seis meses
de evolugao (50,4%) e sem informacéo (3,6%).

Dos 248 pacientes, 153 souberam relatar antecedentes venéreos e
destes, 89 (58,2%) nado tinham antecedentes relacionados as doencas
sexualmente transmissiveis.

De acordo com o sistema de estadiamento clinico TNM (2002), 28
pacientes (11,3%) apresentavam tumores T1; 115 pacientes (46,4%)

apresentavam tumores T2; 93 pacientes (37,5%) apresentavam tumores T3;
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12 pacientes (4,8%) apresentavam tumores T4. Em relagcdo ao estadio N,
foram encontrados 124 casos (50%), NO; 38 casos (15,3%), N1; 75 casos
(30,2%), N2; 6 casos (2,4%), N3 e 5 casos (2%), Nx.

Estes dados estdo resumidos na Tabela 1
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Tabela 1 - Freqliéncia das variaveis clinicas, demograficas e cirurgicas dos
248 pacientes portadores carcinoma epidermoide usual do pénis.

Variavel Categoria Numero de Pacientes %
Idade Menor que 60 anos 165 66,5
Maior que 60 anos 83 33,5

Estado Civil Solteiro 15 6
Casado 181 73

Separado 2 0,8

Outros 18 7,3
Ignorado 32 12,9
Raga Branco 185 74,6
N&o branco 63 25,4

Tempo de evolugido Até 6 meses 114 46
antes da primeira Mais que 6 meses 125 50,4
consulta ** 9 3,6
Antecedentes venéreos Nao 89 35,9
Sim 64 25,8
** 95 38,3
Postectomia Nao 187 75,4
Sim 46 18,5

** 15 6
Estadiamento cT* T1 28 11,3
T2 115 46,4
T3 93 37,5

T4 12 4.8

Estadiamento cN* NO 124 50
N1 38 15,3
N2 75 30,2

N3 6 24

Nx 5 2

Situagao do tumor na Biopsiado 72 29
primeira consulta Amputado 9 3,6
Intacto 164 66,1

** 3 1,2

* Estadiamento TNM (UICC 2002 - CID10, C67)
** Casos sem informacao
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5.2.2 Aspectos cirurgicos e da avaliagao dos linfonodos

Com relagdo ao tipo de cirurgia realizado, 56,9% dos pacientes
realizaram amputagao parcial e 36% realizaram amputacao total, sendo que
procedimentos mais agressivos foram realizados em apenas seis (2,4%)
pacientes, que foram submetidos a amputagao interilio-abdominal (Tabela

2).

Tabela 2 - Tipo de cirurgia realizada entre os 248 pacientes com carcinoma
epidermdide usual de pénis.

Numero de Pacientes %
Amputacgao Parcial 141 56,9
Amputacgao Total 89 35,9
Postectomia 1 4
Amputacao Interilio-abdominal 6 2,4
Perdido 11 4.4
Total 248 100

Ainda em relagao aos procedimentos cirurgicos, 116 pacientes foram
submetidos a algum tipo de esvaziamento ganglionar tanto de forma
profilatica, esvaziamento de principio (10,9%), quando o tumor apresentava
caracteristicas agressivas no exame anatomo-patoldgico; quanto de forma
terapéutica, esvaziamento de necessidade (35,9%), quando as
linfonodomegalias persistiam clinicamente positivas apdés curso de

antibioticoterapia (Tabela 3).
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Tabela 3 - Intencdo do esvaziamento linfonodal em 248 pacientes com
carcinoma epidermoide usual do pénis.

Intengdo do esvaziamento linfonodal Numero de Pacientes %
Principio 27 10,9
Necessidade 89 35,9
Nao esvaziaram 132 53,2
Total 248 100

Em 40 (16,1%) pacientes foi realizado o esvaziamento inguinal e em
76 (30,6%) foi realizado o inguino-iliaco. Um total de 132 (53,2%) pacientes
nao realizou nenhum tipo de esvaziamento ganglionar, sendo que estes tém

um periodo minimo de seguimento de trés anos (Tabela 4).

Tabela 4 - Tipo de esvaziamento linfonodal realizado como terapéutica nos
248 pacientes portadores de Carcinoma epidermoide usual de pénis.

Tipo de Esvaziamento Numero de Pacientes %
Nenhum 132 53,2
Inguinal 40 16,1
Inguinal + lliaco 76 30,6
Total 248 100

Entre os 116 pacientes que foram submetidos a linfadenectomia, 55
(22,2%) nao apresentavam nenhum linfonodo positivo ao exame
anatomopatoloégico e 61 (24,6%) apresentaram ao menos um linfonodo
positivo. Houve um total de 195 linfonodos acometidos pelo tumor, com uma

variagédo de 1 a 21 linfonodos acometidos por paciente (Tabela 5).
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Tabela 5 — Numero e porcentagem de linfonodos metastaticos nos 248
pacientes com carcinoma epidermoide usual de pénis.

Numero de Pacientes Numero de linfonodos metastaticos
(%)
55 (22,2) 0
17(6,9) 1
17(6,9) 2
9(3,6) 3
6(2,4) 4
6(2,4) 5
3(1,2) 6
1(0,4) 9
1(0,4) 15
1(0,4) 21
132(53,2) N&o realizaram linfadenectomia
Total 248 (100) 195

De uma forma geral, 187 (75,4%) pacientes foram classificados como
negativos para metastases linfonodais (clinica e patologicamente) enquanto

61 (24,6%) pacientes foram classificados como positivos.

5.2.3 Revisao e avaliagao morfologica

Posteriormente, foram coletados os respectivos materiais dos
pacientes devidamente arquivados, em blocos de parafina, no Departamento
de Anatomia Patoldégica do Centro de Tratamento e Pesquisa do Hospital A.

C. Camargo, que foram passiveis de confirmagao diagndstica.
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As laminas dos respectivos pacientes foram separadas e aquelas de
ma qualidade, desprezadas, sendo feitas novas laminas com o material
parafinado, previamente coletado, para confirmagdo do diagndstico e
marcagao da area tumoral. Trés patologistas (Fernando Augusto Soares,
Isabela Werneck Cunha e Antonio Cubilla), realizaram essa analise.

Os critérios usados para definicdo das variaveis anatomopatolégicas
foram:

1. Espessura do tumor:

Medida a partir da superficie até a infiltragcdo da regido mais profunda

com o auxilio de uma escala milimétrica aplicada sobre o corte

histolégico. Sendo entdo agrupados em 1) até Smm e 2) maior que

5mm.

2. Grau de diferenciagao do tumor:

Grau | (bem diferenciado): caracterizado pela presenca de células
poligonais estratificadas, numerosas e visiveis pontes intercelulares,
poucas mitoses, pequeno grau de anaplasia e evidente queritinizagao,
com numerosas € visiveis pérolas cérneas.

Grau Il (moderadamente diferenciado): caracterizado pela presenga
de células poligonais estratificadas, poucas pontes intercelulares,
mitoses numerosas e atipicas, pleomorfismo nuclear evidente e com
pérolas corneas escassas ou ausentes.

Grau Ill (pouco diferenciado): caracterizado pela raridade de células

poligonais, com dificil visualizagdo de pontes intercelulares.
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Predominio de células pequenas alongadas e indiferenciadas,
acentuado pleomorfismo e hipercromasia nuclear com mitoses
numerosas e atipicas.

Os tumores com diferentes caracteristicas histolégicas foram

classificados segundo o aspecto predominante.

3. Embolizagdo vascular venosa e linfatica foram consideradas juntas,
como invasao angiolinfatica, assim caracterizadas:

4 Embolizagao vascular linfatica:
Caracterizada por células neoplasicas, livres ou agrupadas, no lumen
vascular de paredes delgadas, revestidas por células endoteliais
desprovidas de fibras musculares lisas ou hemaceas.

4 Embolizagdo vascular venosa:
Caracterizada por células neoplasicas livres ou agrupadas no lumen

vascular com hemacias, revestimento endotelial e fibras musculares.

4, Infiltragdo de corpo cavernoso e esponjoso:
Caracterizada por invasao de células neoplasicas dessa estrutura,

vistas ao microscoépio, parcial ou totalmente.

5. Infiltrac&o uretral:
Caracterizada quando a neoplasia invadia o epitélio e/ou o

cérion subjacente.



46

Foi observada uma predomindncia de tumores com graus
intermediario (39,3%) e alto (42,7%). A maioria dos casos era de tumores
sem ivasdo angiolinfatica (66,1%), sem invaséo perineural (60,5%).

Com relagado a infiltragdo do corpo esponjoso e cavernoso, 71,8%
tinham infiltragdo de corpo esponjoso enquanto 48,4% tinham infiltragdo do
corpo cavernoso. A maioria dos casos nao apresentava invasao de 6rgaos
adjacentes (93,1%). A coilocitose foi utilizada como marcador para
alteragdes celulares sugestivas da presengca do papilomavirus humano
(HPV) e estava presente em 52 pacientes (21%), ausente em 44 pacientes
(17,7%) e sem informac&o em 152 pacientes (61,3%).

A Tabela 6 representa as caracteristicas anatomopatoldgicas do
tumor primario nos 248 pacientes portadores de carcinoma epidermodide

usual de pénis.
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Tabela 6 - Frequéncia das variaveis anatomopatologicas em 248 pacientes
com carcinoma epidermadide usual de pénis.

Variavel Categoria Numero de Pacientes %
Grau de Diferenciagao Baixo Grau 42 16,9
Grau Intermediario 98 39,5
Alto Grau 106 42,7
* 2 0,8
Espessura do Tumor Até 5mm 67 27
Maior que 5mm 157 63,3
* 9,7
Invasao Angiolinfatica Ausente 164 66,1
Presente 62 25
* 21 8,5
Invasao Perineural Ausente 150 60,5
Presente 78 31,4
* 20 8,1
Infiltracdo de Corpo Ausente 20 8,1
Esponjoso Presente 178 71,8
* 50 20,2
Infiltracdo de Corpo Ausente 68 27,4
Cavernoso Presente 120 48,4
* 60 242
Infiltragcao de Uretra Ausente 106 427
Presente 65 26,2
* 77 31
HPV (coilocitose) Ausente 44 17,7
Presente 52 21
* 152 61,3
Invasio de Orgios Ausente 231 93,1
Adjacentes Presente 4 1,6
* 9 5,3

*Casos sem informagao

O material foi entdo utilizado para confecgdo do Tissue Microarray
(TMA) e, posteriormente, para estudo imunoistoquimico com os anticorpos
para receptores acoplados a proteina G (GRPR, GPR54, PAR1, CXCR4,

EP2 e EP4).
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5.3 CONFECGAO DOS BLOCOS DE TMA

Foram construidos quatro blocos pela técnica do TMA, perfazendo um
total de 384 casos que posteriormente foram submetidos ao estudo
imunoistoquimico.

Cada TMA contém dois cilindros de tumor e, portanto, a amostragem
foi feita em duplicata. O TMA foi construido utilizando-se o dispositivo
técnico chamado de tissue microarrayer (Beecher Instruments, Silver
Springs, EUA).

A area identificada no bloco de parafina do doador foi puncionada
com agulha de um milimetro e os cilindros obtidos transferidos para o bloco
receptor. Construiu-se um mapa, com identificacdo detalhada de cada
cilindro, permitindo a localizagdo exata de cada caso. Um caso foi definido
com adequado, quando o corte resultante ocupou pelo menos 24% da area
total do cilindro. Foram realizados cortes sequenciais de quatro micrémetros
de espessura, colhidos em laminas adesivas oriundas da Instrumedics
(Hackensack NJ, EUA).

Para maximizar o uso do TMA, todos os cortes de cinco milimetros
foram colhidos em uma unica sessdo e armazenados para uso posterior.
Para tal utilizaram-se laminas adesivas da Instrumedics Inc (USA). Tal
lamina contém um adesivo préprio e os cortes sdo colhidos em fita adesiva
com a transferéncia posterior para a lamina. Esta técnica permite que
nenhum corte seja perdido e tenhamos o exato controle da profundidade do

cilindro de tecido. Realizou-se o controle do numero de casos avaliaveis pela
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coloragcdo de uma lamina a cada 25 cortes pela contagem dos cilindros,
quando presentes. O TMA foi considerado esgotado quando acima de 25%
das amostras nao se encontravam presentes nas laminas.

Os aspectos técnicos do TMA encontram-se no Anexo 3.

5.4 TECNICA DE IMUNOISTOQUIMICA

As reagoes de imunoistoquimica para cada anticorpo foram realizadas
em duas laminas do TMA. Como dito anteriormente, ha dois cilindros de
cada tumor alocados no bloco de TMA, o que fez que as analises fossem
feitas em quadruplicata.

Os cortes histologicos foram desparafinizados e preparados por
passagens sucessivas por xilol e etanol e submetidos a recuperagéo
antigénica pelo calor com irradiagdo em banho-maria, utilizando-se tampao
EDTA + Tris, pH 9,0 por 40 minutos, deixando-se mais 10 minutos a
temperatura ambiente. A seguir, foi feito o bloqueio da peroxidade enddgena
com solugao de peréxido de hidrogénio a 3% (agua oxigenada 10 vol.), com
trés trocas de 5 minutos cada. Apos o bloqueio da peroxidase, também se
fez o bloqueio de proteina (DAKO® Protein Block Serum-Free) por 20
minutos. A seguir, as laminas foram incubadas com os anticorpos primarios,
conforme a Tabela 7, por 2 horas, em camara umida, a temperatura
ambiente. Apds incubacao, as laminas foram lavadas em tampao PBS com
trés trocas de 5 minutos cada, sendo incubadas, posteriormente, com

NovoLink Max Polymer (Novocastra), por 30 minutos, a temperatura
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ambiente, passando em seguida por trés lavagens de 5 minutos em PBS. As
laminas foram reveladas com solugdo de Diaminobenzidina (DAB, DAKO®)
e contra coradas com hematoxilina de Harris (Merck®). As reagdes foram
realizadas em duas laminas de TMA com intervalo de 60 cortes entre elas,
garantindo que as células analisadas nao fossem as mesmas. Procedeu-se
entdo a montagem das laminas em Entellan (MERCK, Germany).

Para todos os anticorpos testados foram realizados |aminas controle
da reacdo. Como controle positivo foi utilizado um tecido sabidamente com
expressao da proteina a ser pesquisada. Foram realizadas duas laminas de
controle negativo. A primeira delas foi feita com a retirada do anticorpo
primario e substituicdo por soro bovino fetal. O segundo controle negativo foi
realizado com a retirada da reagdo do anticorpo secundario e substituicao
por soro contendo imunoglobulina do mesmo halotipo do anticorpo primario,

mas da mesma espécie.
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Tabela 7 - Descricdo dos anticorpos primarios utilizados, controles positivos,
diluicdes e fabricantes.

Anticorpos Isotipo Controles Diluicao Fabricantes
positivos
PAR-1 IgG — policlonal Préstata GenWay Biotech, Inc.
Coelho San Diego, CA
1:200 Numero de catélogo:
18-461-10170
EP2 IgG — polyclonal Codlon Abcam, Inc.
Coelho Cambridge, MA
1:400 Numero de catalogo:
ab13091
EP4 IgG — policlonal Codlon Gene Tex, Inc
Coelho San Antonio, TX
1:800 Numero de catélogo:
GTX71435
GRPR IgG - policlonal Pancreas Gene Tex, Inc.
Coelho San Antonio, TX
1:400 Numero de catalogo:
GTX13339
CXCR4 IgG — policlonal Amigdala Gene Tex, Inc.
Coelho San Antonio, TX
1:1600 Numero de catélogo:
GTX70529
GPR54 IgG - policlonal Pancreas Gene Tex, Inc.
Coelho San Antonio, TX
1:400 Numero de catalogo:
GTX12698

5.6. INTERPRETAGAO DAS REAGOES IMUNOISTOQUIMICAS

Por se tratar de um estudo retrospectivo, foi optado por avaliar a
qualidade da imunorreatividade dos casos estudados. Para tal, foram

utilizados marcadores especificos, como citoceratina AE1/AE3 (DAKO®) e
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Vimentina (DAKO®). O resultado foi uma imunorreatividade baixa em
apenas dois casos (0,6%), que foram excluidos. Foram também excluidos
da analise casos que nao tinham material do tumor avaliavel no cilindro de
TMA. Um corte de tecido foi considerado nao informativo quando havia
menos do que 25% de area tumoral representada.

A anadlise da expressao imunoistoquimica das proteinas GRPR,
GPR54, CXCR4, EP2, EP4 e PAR1 foi realizada, quantitativamente, por
meio do Sistema Automatizado de Imagem Celular (ACIS IlI DAKO,
Carpinteria, CA, EUA). Especificacbes do aparelho e encontram-se nos
Anexo 4.

De uma maneira resumida, os componentes do ACIS Il consistem de
um microscopio digital automatizado (escaneador de laminas), um
computador com janela de captura de imagens e um sistema de
processamento de imagens. Cada Iamina corada por imunoistoquimica é
digitalizada e suas imagens capturadas sao revisadas pelo patologista na
tela do computador. Um minimo de seis campos de maior poder de aumento
€ selecionado pelo patologista. O ACIS Ill é capaz de detectar, contar e
classificar células baseadas na cor, tamanho e formato. Este sistema
reconhece 256 niveis de intensidade de coloracdo imunoistoquimica que sao
convertidos para um escore fracionado da area selecionada. Uma média de
escore de todas as areas também é calculada. Detalhes sobre o “hardware”
e “software” do ACIS Ill sdo avaliaveis nos trabalhos de BAUER et al. (2000),

WANG et al. (2001) e SUN et al. (2002).
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Para analise da expressdo das proteinas foi utilizado o programa
computacional citoplasma_histo, residente no sistema. Este programa faz
analise da densidade o6ptica do componente citoplasmatico. As proteinas
CXCR4 e GPR54 apresentaram, além da marcacao citoplasmatica,
marcagao de nucleos de células tumorais e, no caso dessas proteinas, foi
utiizado o programa computacional nuclear_histo para avaliagdo das
células com nucleos marcados e ndo marcados, com intuito de diferencia-
las. Foram quantificadas as intensidades das densidades opticas dos
diferentes anticorpos, identificados durante o corpo do texto com o nome do
anticorpo acrescido das letras INT (intensidade) ou PORC (porcentagem
marcada das areas tumorais), por exemplo, CXCR4INT (intensidade para
marcagdao de CXCR4) e CXCR4PORC (porcentagem da area marcada
positivamente para CXCR4), respectivamente.

Os dados de imunoistoquimica para os receptores acoplados a
proteina G (GRPR, GPR54, CXCR4, EP2, EP4 e PAR1) foram avaliados
quanto a intensidade obtida pelo programa cytoplamic_histo ou
nuclear_histo do ACIS lll, medida em densidade Optica, e também foram
avaliados quanto a area tumoral marcada, identificadas como area marrom
(dark brown e light brown area) e area azul (blue area). Foi entdo calculada
uma relagdo entre a area marrom e a area total (marrom + azul) que foi

identificada como PORC (porcentagem de marcagdo marrom).
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5.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos dos prontuarios foram registrados em uma ficha de
levantamento padronizada (Anexo 1) e digitadas e arquivados em um banco
de dados. Para a analise estatistica foi utilizado o software for Windows
Statistical Package for Social Science (SPSS), versédo 13.0.

A distribuicdo das variaveis clinicas, anatomopatoldgicas e referentes
ao tratamento foram apresentadas na forma de tabelas de contingéncias.

A mensuragdo das variaveis quantitativas foi através de médias e
respectivos desvios-padroes. As associacdes das variaveis qualitativas com
expressao dos receptores PAR-1, EP2, EP4, GRPR, CXCR4,
KiSS1(GPR54) e presenca de metastase em linfonodos foram efetuadas
com o teste do qui-quadrado bi-caudal; sempre que necessario, devido as
frequéncias esperadas inferiores ao valor cinco dentro de uma tabela maior
que 2x2, utilizando-se o valor do qui-quadrado bi-caudal corrigido. (Teste de
Fisher).

A identificacdo dos fatores independentes relacionadas com a
metastase em linfonodos foi realizada pela regressao logistica multipla. As
variaveis selecionadas para o estudo multiplo foram as que atingiram
significancia estatistica na analise univariada, bem como aquelas que
atingiram valores de p de até 0,20.

A analise da sobrevida global e cancer especifica foi realizada pelo
estimador produto de limite de KAPLAN e MEIER (1958) e a comparagao

entre curvas através do teste de Log-rank. Na analise multivariada para
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sobrevida foi utilizado o modelo de riscos proporcionais de COX (1972)
calculando-se as razdes de risco proporcional para obito.

As variaveis que atingiram significancia estatistica na analise
univariada para sobrevida cancer especifica e sobrevida global, foram
selecionadas para a analise multivariada, bem como aquelas que atingiram
valores de p de até 0,20.

O tempo de sobrevida global foi calculado como o periodo entre o
inicio do tratamento e a data da ultima informagao objetiva observada (para
0s pacientes vivos nesta data) ou a data do 6bito decorrente de qualquer
motivo. Os pacientes vivos na data da ultima informacgao foram considerados
sob censura para a curva de sobrevida pelo método de KAPLAN e MEIER
(1958) ou para utilizagdo da regressdo de COX (1972).

Pacientes que nao compareceram as consultas ou sem informacdes
por um periodo superior a duas vezes o estipulado para retorno foram
considerados perdidos de seguimento na data da ultima informagao. Esses
pacientes contribuiram para a curva de sobrevida até tal data, sendo entao
considerados sob censura.

O resultado final para os modelos multivariados, regresséao logistica e
de COX (1972), foi obtido pela estratégia stepwise forward selection, onde a
partir da variavel de mais significancia na analise univariada foram
acrescentadas as outras, uma a uma, em ordem crescente.

Os valores referentes a dados de frequéncia e taxas de sobrevida

foram simplificados com técnicas de arredondamento padronizadas com
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eliminacao de casas decimais. A significancia estatistica foi determinada

para um valor de p<0.05.
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6 ANALISE DE RISCOS E ASPECTOS ETICOS

Por se tratar de um estudo retrospectivo, ndo ha participagao direta de
pacientes, nem a introducdo de qualquer modificacdo terapéutica, ou
aplicagdo de qualquer medicacdo ou método que possa gerar danos,
beneficios, ou outras consequiéncias a qualquer paciente.

Desta forma, ndo foi necessaria a adogao de consentimento pos-
informado.

Foram utilizados dados de prontuarios e material arquivado em blocos
de parafina do Servigo de Anatomia Patolégica do Hospital AC Camargo.

O uso do material parafinado ndao acarretou prejuizo aos pacientes
pois a terapéutica julgada necessaria para 0os mesmos ja havia sido
instituida.

O projeto foi avaliado pela Comissado de Etica e Pesquisa do Hospital
AC Camargo e foi aprovado em 24/04/2007. Esta protocolado sob o numero

909/07.
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7 RESULTADOS

7.3 ASPECTOS IMUNOISTOQUIMICOS

As médias, medianas, desvios-padrdo, minima, maxima e percentis
para a intensidade e porcentagem de marcacédo para cada um dos seis
receptores foram identificadas como mostrado no Anexo 5 (Tabelas A, B e
C).

Os resultados das reagdes imunoistoquimicas para os receptores
acoplados a proteina G mostraram diferentes imunorreatividades, conforme

observado nas figuras abaixo (Figuras 1 a 8).
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Legenda: Em A observamos um caso negativo (porcentagem de células marcadas menor
que 5%) em B e C casos positivos (porcentagem de células marcadas > 5%). As
intensidades de marcagdo sdo diferentes e ndo mostraram diferengas significativas.

Aumento de 10x. Em detalhe, zoom de 75%.

Figura 1 — Fotomicrografia de carcinoma epidermdide usual de pénis com

coloragéo imunoistoquimica para o receptor da trombina, PAR-1.
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Legenda: Em A observamos um caso negativo (porcentagem de células marcadas menor
que 75%) em B e C casos positivos (porcentagem de células marcadas >75%). As
intensidades de marcagdo sdo diferentes e ndo mostraram diferengas significativas.

Aumento de 10x. Em detalhe, zoom de 75%.

Figura 2 — Fotomicrografia de carcinoma epidermdide usual de pénis com

coloracao imunoistoquimica para o receptor da gastrina, GRPR.
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Legenda: Em A observamos um caso negativo (porcentagem de células marcadas menor
que 30%) em B e C casos positivos (porcentagem de células marcadas >30%). As
intensidades de marcagdo sdo diferentes e ndo mostraram diferengas significativas.

Aumento de 10x. Em detalhe, zoom de 75%.

Figura 3 — Fotomicrografia de carcinoma epidermdide usual de pénis com

coloragao imunoistoquimica para o receptor da prostaglandina E2, EP2.



62

Legenda: Em A e B observamos casos negativos (porcentagem de células marcadas
menor que 75%) e em C, caso positivo (porcentagem de células marcadas >75%). As
intensidades de marcagdo sao diferentes e ndo mostraram diferengas significativas.

Aumento de 10x. Em detalhe, zoom de 75%.

Figura 4 — Fotomicrografia de carcinoma epidermdide usual de pénis com

coloragao imunoistoquimica para o receptor da prostaglandina E2, EP4.
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Legenda: Em A observamos um caso negativo (porcentagem de células marcadas menor
que 75%) em B um caso positivo (porcentagem de células marcadas >75%). As
intensidades de marcagdo sdo diferentes e ndo mostraram diferengas significativas.

Aumento de 10x. Em detalhe, zoom de 75%.

Figura 5 — Fotomicrografia de carcinoma epidermdide usual de pénis com

coloragao imunoistoquimica para o receptor de quimiocina, CXCR4.

Legenda: Em a observamos um caso com marcagao nuclear menor que 10% d dm B maior
que 10%. As intensidades de marcacdo sdo diferentes e ndo mostraram diferencas

significativas. Aumento de 10x. Em detalhe, zoom de 75%.

Figura 6 — Fotomicrografia de carcinoma epidermdide usual de pénis com

coloragao imunoistoquimica para o receptor de quimiocina, CXCR4.
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Legenda: Em A observamos um caso negativo (porcentagem de células marcadas menor
que 75%) em B um caso positivo (porcentagem de células marcadas >75%). As
intensidades de marcagdo sdo diferentes e ndo mostraram diferengas significativas.

Aumento de 10x. Em detalhe, zoom de 75%.

Figura 7 - Fotomicrografia de carcinoma epidermdide usual de pénis com

coloragao imunoistoquimica para o receptor de kissipeptina, GPR54.

Legenda: Em A observamos um caso com marcagéo nuclear menor que 10% d dm B maior
que 10%. As intensidades de marcagcdo séo diferentes e ndo mostraram diferengas
significativas. Aumento de 10x. Em detalhe, zoom de 75%.

Figura 8 - Fotomicrografia de carcinoma epidermdide usual de pénis com

coloragao imunoistoquimica para o receptor de kissipeptina, GPR54.
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7.2 IMUNORREATIVIDADE DOS GPCRS, VARIAVEIS CLIiNICO-

DEMOGRAFICAS E ANATOMOPATOLOGICAS

Foram realizadas analises estatisticas para porcentagem de areas
marcadas (reagentes ao GPCR) com a utilizacdo de diferentes percentis,
sendo considerado como referéncia aquele valor que esteve associado de
forma significativa com um ou mais fatores clinicos e anatomo-patolégicos
ou conforme referéncias da literatura, quando disponivel (Discussao dos

Resultados).

7.2.1 PAR-1 e variaveis clinico-demograficas

A Tabela 8 mostra que o PAR1 foi associado significativamente
apenas com o estadio clinico N (p=0,046) e que nao houve associagao
estatistica com idade (p=0,364), raga (p=0,287), antecedentes venéreos

(p=0,127), postectomia (p=0,554) ou estadio clinico T (p=0,658).



66

Tabela 8 - Imunorreatividade da porcentagem de marcacéo citoplasmatica
para PAR1, segundo variaveis clinico-demografica nos 248 pacientes
portadores de carcinoma epidermoide usual de pénis.

Variavel Categoria PAR1PORC p (X°)
<5% >5%
N*(%) N*(%)
Idade Menor que 60 anos 18 (60) 136 (68,3) 0,364
Maior que 60 anos 12 (40) 63 (31,7)
Raga Branco 25 (83,3) 148 (74,4) 0,287
Né&o branco 5(16,7) 51 (25,6)
Antecedentes venéreos Nao 9 (42,9) 74 (60,7) 0,127
Sim 12 (57,1) 48 (39,3)
Postectomia Nao 33 (82,5) 137 (78,3) 0,554
Sim 7(17,5) 38 (21,7)
Estadiamento cT T 2(6,7) 26 (13,1) 0,658
T2 14 (46,7) 93 (46,7)
T3 12 (40) 73 (36,7)
T4 2(6,7) 7(3,9)
Estadiamento cN Ausente 11 (36,7) 109 (56,2) 0,046
Presente 19 (63,3) 85 (43,8)

Legenda: PAR1PORC — porcentagem de area marcada para o PAR1, obtida a partir do
ACIS lll; cT — estadiamento clinico para o tamanho do tumor; cN — estadiamento clinico
para a presenga de linfonodos clinicamente positivos (segundo TNM — UICC, 2002). *Foram

considerados apenas os casos validos.

7.2.2 PAR1 e variaveis anatomo-patologicas

Houve associagao significativa entre a marcacgao citoplasmatica PAR1
e a invasao de o¢rgaos adjacentes (p=0,047), porém apenas 3 casos de
invasao de 6rgaos foram observados; ndo houve associagao estatistica para
grau de diferenciacao (p=0,592), invasao angiolinfatica (p=0,217), invasao
perineural (p=0,203), infiltracdo de corpo esponjoso (p=0,478), infiltracdo de
corpo cavernoso (p=0,230), infiltracdo de uretra (p=0,249) e coilocitose

(p=0,501) (Tabela 9).
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Tabela 9 - Imunorreatividade da porcentagem de marcacéo citoplasmatica
para PAR1, segundo variaveis anatomopatologicas nos 248 pacientes
portadores de carcinoma epidermoide usual de pénis.

Variavel Categoria PAR1PORC p (X°)
<5% >5%
N*(%) N*(%)
Grau de Diferenciagao Baixo grau (1) 4 (3,3) 34 (17,3) 0,592
Estratificado Alto grau (2 e 3) 26 (86,7) 163 (82,7)
Invasdo Angiolinfatica Ausente 19 (63,3) 135 (74,2) 0,217
Presente 11 (36,7) 47 (25,8)
Invasao Perineural Ausente 17 (56,7) 126 (68,5) 0,203
Presente 13 (43,3) 58 (31,5)
Infiltragdo de Corpo Ausente 1(4) 18 (11,2) 0,478
Esponjoso Presente 24 (96) 143 (88,8)
Infiltragdo de Corpo Ausente 6 (26,1) 59 (39,1) 0,230
Cavernoso Presente 17 (73,9) 92 (60,9)
Infiltragcao de Uretra Ausente 10 (50) 90 (63,4) 0,249
Presente 10 (50) 52 (36,6)
Invasao de Orgaos Ausente 27 (93,1) 188 (99,5) 0,047
Adjacentes Presente 2(6,9) 1(0,5)
Coilocitose Ausente 9 (50) 28 (41,2) 0,501
Presente 9 (50) 40 (58,8)

Legenda: PAR1PORC — porcentagem de area marcada para o PAR1, obtida a partir do
ACIS lll; cT — estadiamento clinico para o tamanho do tumor; cN — estadiamento clinico
para a presenga de linfonodos clinicamente positivos (segundo TNM — UICC, 2002). *Foram

considerados apenas os casos validos.
7.2.3 GRPR e variaveis clinico-demograficas

Dentre as variaveis clinico-demograficas, o estadio N esteve
significativamente associado a area marcada com GRPR maior que 75%
(p=0,021). Nao houve associagao estatistica para a variavel idade (p=0,257),

raga (p=0,096), antecedentes venéreos (p=0,133), postectomia (0,765) e

estadio clinico T (p=0,345) (Tabela 10).
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Tabela 10 - Imunorreatividade da porcentagem de marcagao citoplasmatica
para GRPR, segundo variaveis clinico-demograficas nos 248 pacientes
portadores de carcinoma epidermoide usual de pénis.

Variavel Categoria GRPRPORC p (X°)
<75% >75%
N*(%) N*(%)
Idade Menor que 60 anos 128 (69,2) 31 (60,8) 0,257
Maior que 60 anos 57 (30,8) 20 (39,2)
Raga Branco 135 (73) 43 (84,3) 0,096
Né&o branco 59 (27) 8 (15,7)
Antecedentes venéreos Nao 65 (56) 22 (71) 0,133
Sim 51 (44) 9 (29)
Postectomia Nao 138 (78,9) 38 (80,9) 0,765
Sim 37 (21,1) 9 (19,1)
Estadiamento cT T 23(12,4) 4 (7,8) 0,345
T2 83 (44,9) 27 (52,9)
T3 72 (38,9) 16 (31,4)
T4 7(3,8) 4(7,8)
Estadiamento cN Ausente 86 (47,5) 33 (66) 0,021
Presente 95 (52,5) 17 (34)

Legenda: GRPRPORC - porcentagem de area marcada para o GRPR, obtida a partir do
ACIS lll; cT — estadiamento clinico para o tamanho do tumor; cN — estadiamento clinico
para a presenga de linfonodos clinicamente positivos (segundo TNM — UICC, 2002). *Foram

considerados apenas os casos validos.

7.2.4 GRPR e variaveis anatomo-patolégicas

Houve associacao significativa entre GRPR e grau de diferenciagcao
tumoral (0,001), invasdo perineural (p=0,030) e uma tendéncia para
infiltracdo de uretra (p=0,066). Ja as variaveis invasao angiolinfatica
(p=0,253), infiltracdo de corpo esponjoso (p=0,913) e de corpo cavernoso
(p=0,555), invasao de o6rgaos adjacentes (p=1) e coilocitose (p=0,863) nao
estiveram associadas significativamente com a area marcada de GRPR

>75% (Tabela 11).
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Tabela 11 - Imunorreatividade da porcentagem de marcagao citoplasmatica
para GRPR, segundo variaveis anatomopatoldgicas nos 248 pacientes
portadores de carcinoma epidermoide usual de pénis.

Variavel Categoria GRPRPORC p (x%)
<75% >75%
N*(%) N*(%)
Grau de Diferenciagao Baixo Grau (1) 22 (12) 16 (32) 0,001
Alto Grau (2 e 3) 162 (88) 34 (68)
Invasdo Angiolinfatica Ausente 119 (79,8) 38 (79,2) 0,253
Presente 48 (29,2) 10 (20,8)
Invasao Perineural Ausente 106 (62,4) 38 (79,2) 0,030
Presente 64 (37,6) 10 (20,8)
Infiltragdo de Corpo Ausente 16 (10,6) 4 (10) 0,913
Esponjoso Presente 135 (89,4) 36 (90)
Infiltragdo de Corpo Ausente 53 (37,6) 13 (32,5) 0,555
Cavernoso Presente 88 (62,4) 27 (67,5)
Infiltragcao de Uretra Ausente 84 (66,1) 20 (50) 0,066
Presente 43 (33,9) 20 (50)
Invasao de Orgaos Ausente 174 (98,3) 47 (100) 1
Adjacentes Presente 3(1,7) 0(0)
Coilocitose Ausente 34 (43,6) 6 (46,2) 0,863
Presente 44 (56,4) 7 (53,8)

Legenda: GRPRPORC - porcentagem de area marcada para o GRPR, obtida a partir do
ACIS lll; cT — estadiamento clinico para o tamanho do tumor; cN — estadiamento clinico
para a presenga de linfonodos clinicamente positivos (segundo TNM — UICC, 2002). *Foram

considerados apenas os casos validos.

7.2.5 EP2 e variaveis clinico-demograficas

As variaveis clinico-demograficas n&o apresentaram associagao
significativa com a area marcagao maior ou menor que 30% de EP2: idade
(p=0,638), raca (p=0,769), antecedentes venéreos (p=0,767), postectomia

(p=0,747), estadio clinico T (p=0,668) e N (p=0,911) (Tabela 12).
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Tabela 12 - Imunorreatividade da porcentagem de marcagao citoplasmatica
para EP2, segundo variaveis clinico-demograficas nos 248 pacientes
portadores de carcinoma epidermoide usual de pénis.

Variavel Categoria EP2PORC p (X°)
<30% >30%
N*(%) N*(%)
Idade Menor que 60 anos 13 (72,2) 149 (66,8) 0,638
Maior que 60 anos 5(27,8) 74 (33,2)
Raga Branco 13(72,2) 168 (75,3) 0,769
Né&o branco 5(27,8) 55 (24,7)
Antecedentes venéreos Nao 6 (54,5) 81 (59,1) 0,767
Sim 5 (45,5) 56 (40,9)
Postectomia Nao 12 (75) 168 (80) 0,747
Sim 4 (25) 42 (20)
Estadiamento cT T 2(11,1) 25 (11,2) 0, 668
T2 8 (44,4) 105 (47,1)
T3 6 (33,3) 83 (37,2)
T4 2(11,1) 10 (4,5)
Estadiamento cN Ausente 9 (50) 112 (51,4) 0,911
Presente 9 (50) 106 (48,6)

Legenda: EP2PORC — porcentagem de area marcada para o EP2, obtida a partir do ACIS
Ill; cT — estadiamento clinico para o tamanho do tumor; cN — estadiamento clinico para a
presenca de linfonodos clinicamente positivos (segundo TNM — UICC, 2002). *Foram

considerados apenas os casos validos.

7.2.6 EP2 e variaveis anatomo-patolégicas

O EP2 esteve associado significativamente apenas com a invasao
angiolinfatica (p=0,033). Nao houve associagao estatistica com grau de
diferenciagdo (p=1), invasao perineural (p=0,586), infiltracdo de corpo
esponjoso (p=0,080), infiltracdo de corpo cavernoso (p=0,259), infiltragao de
uretra (p=0,984), invasdo de o6rgaos adjacentes (p=1) ou coilocitose

(p=0,655) (Tabela 13).
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Tabela 13 - Imunorreatividade da porcentagem de marcagao citoplasmatica
para EP2, segundo variaveis anatomopatoldgicas nos 248 pacientes
portadores de carcinoma epidermoide usual de pénis.

Variavel Categoria EP2PORC p (x%)
<30% >30%
N*(%) N*(%)
Grau de Diferenciagao Baixo Grau (1) 3(17,6) 37 (16,7) 1
Alto Grau (2 e 3) 14 (82,4) 185 (83,3)
Invasdo Angiolinfatica Ausente 8 (50) 153 (74,6) 0,033
Presente 8 (50) 52 (25,4)
Invasao Perineural Ausente 12 (75) 135 (65,2) 0,586
Presente 4 (25) 72 (34,8)
Infiltragdo de Corpo Ausente 4 (23,5) 16 (9) 0,080
Esponjoso Presente 13 (76,5) 162 (91)
Infiltragdo de Corpo Ausente 7 (50) 59 (34,9) 0,259
Cavernoso Presente 7 (50) 110 (65,1)
Infiltragcao de Uretra Ausente 10 (62,5) 94 (62,3) 0,984
Presente 6 (37,5) 57 (37,7)
Invasao de Orgaos Ausente 17 (100) 207 (98,1) 1
Adjacentes Presente 0 (0) 4(1,9)
Coilocitose Ausente 3 (60) 39 (44,3) 0,655
Presente 2 (40) 49 (55,7)

Legenda: EP2PORC — porcentagem de area marcada para o EP2, obtida a partir do ACIS
lll; cT — estadiamento clinico para o tamanho do tumor; cN — estadiamento clinico para a
presenca de linfonodos clinicamente positivos (segundo TNM — UICC, 2002). *Foram

considerados apenas os casos validos.

7.2.7 EPA4 e variaveis clinico-demograficas

A marcagdo para EP4 (area marcada maior ou menor que 75%,
esteve significativamente associada ao estadiamento cN (p=0,047). Nao
houve associagdo com idade (p=0,844), raca (p=0,792), antecedentes
venéreos (p=0,991), postectomia (p=0,462) ou estadiamento clinico T

(p=0,350) (Tabela 14).
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Tabela 14 - Imunorreatividade da porcentagem de marcagao citoplasmatica
para EP4, segundo variaveis clinico-demograficas nos 248 pacientes
portadores de carcinoma epidermoide usual de pénis.

Variavel Categoria EP4PORC p (X°)
<75% >75%
N*(%) N*(%)
Idade Menor que 60 anos 86 (66,7) 76 (67,9) 0,844
Maior que 60 anos 46 (33,3) 36 (32,1)
Raga Branco 96 (74,4) 85 (75,9) 0,792
Né&o branco 33 (25,6) 27 (24,1)
Antecedentes venéreos Nao 50 (58,8) 37 (58,7) 0,991
Sim 35 (41,2) 26 (41,3)
Postectomia Nao 97 (81,5) 83 (77,6) 0,462
Sim 22 (18,5) 24 (22,4)
Estadiamento cT T 12 (9,3) 15 (13,4) 0,350
T2 59 (45,7) 54 (48,2)
T3 49 (38) 40 (35,7)
T4 9 (7) 3(2,7)
Estadiamento cN Ausente 57 (45,2) 64 (58,2) 0,047
Presente 69 (54,8) 46 (41,8)

Legenda: EP4PORC — porcentagem de area marcada para o EP4, obtida a partir do ACIS
Ill; cT — estadiamento clinico para o tamanho do tumor; cN — estadiamento clinico para a
presenca de linfonodos clinicamente positivos (segundo TNM — UICC, 2002). *Foram

considerados apenas os casos validos.

7.2.8 EP4 e variaveis anatomo-patolégicas

A marcacao para EP4 nao apresentou associagao significativa com
grau de diferenciacao (p=0,833), invasao angiolinfatica (p=0,199), invasao
perineural (p=0,683), infiltracdo de corpo esponjoso (p=0,609), infiltracdo de
corpo cavernoso (p=0,659), infiltracdo de uretra (p=0,255), invasado de

orgaos adjacentes (0,624) ou coilocitose (0,214) (Tabela 15).
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Tabela 15 - Imunorreatividade da porcentagem de marcagao citoplasmatica
para EP4, segundo variaveis anatomopatoldgicas nos 248 pacientes
portadores de carcinoma epidermoide usual de pénis.

Variavel Categoria EP4PORC p (x%)
<75% >75%
N*(%) N*(%)
Grau de Diferenciagao Baixo Grau (1) 21 (16,4) 19 (17,1) 0,883
Alto Grau (2 e 3) 107 (83,6) 92 (82,9)
Invasdo Angiolinfatica Ausente 81 (69,2) 80 (76,9) 0,199
Presente 36 (30,8) 24 (23,1)
Invasao Perineural Ausente 77 (64,7) 70 (67,3) 0,683
Presente 42 (35,3) 34 (32,7)
Infiltragdo de Corpo Ausente 10 (9,3) 10 (11,5) 0,609
Esponjoso Presente 98 (90,7) 77 (88,5)
Infiltragdo de Corpo Ausente 35 (34,7) 31 (37,8) 0,659
Cavernoso Presente 66 (65,3) 51 (62,2)
Infiltragcao de Uretra Ausente 55 (58,5) 49 (67,1) 0,255
Presente 39 (41,5) 24 (32,9)
Invasao de Orgaos Ausente 117 (97,5) 3(2,5) 0,624
Adjacentes Presente 107 (99,1) 1(0,9)
Coilocitose Ausente 26 (51) 16 (38,1) 0,214
Presente 25 (49) 26 (61,9)

Legenda: EP4PORC — porcentagem de area marcada para o EP4, obtida a partir do ACIS
lll; cT — estadiamento clinico para o tamanho do tumor; cN — estadiamento clinico para a
presenca de linfonodos clinicamente positivos (segundo TNM — UICC, 2002). *Foram

considerados apenas os casos validos.

7.2.9 CXCRA4 e variaveis clinico-demograficas

Nao foi encontrada nenhuma associacdo significativa entre a
marcagao da area de CXCR4 (maior ou menor que 75%) com a idade
(p=0,469), a racga (0,093), os antecedentes venéreos (0,374), a postectomia

(p=0,325) ou os estadios clinicos T (p=0,733) e N (p=0,731) (Tabela 16).
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Tabela 16 - Imunorreatividade da porcentagem de marcagao citoplasmatica
para CXCR4, segundo variaveis clinico-demograficas nos 248 pacientes
portadores de carcinoma epidermoide usual de pénis.

Variavel Categoria CXCR4PORC p (X°)
<75% >75%
N*(%) N*(%)
Idade Menor que 60 anos 93 (64,6) 67 (69,1) 0,469
Maior que 60 anos 51 (35,4) 30 (30,9)
Raga Branco 102 (70,8) 78 (80,4) 0,093
Né&o branco 42 (29,2) 19 (19,6)
Antecedentes venéreos Nao 54 (62,8) 35 (55,6) 0,374
Sim 32 (37,2) 28 (44,4)
Postectomia Nao 103 (77,4) 77 (82,8) 0,325
Sim 30 (22,6) 16 (17,2)
Estadiamento cT T 15 (10,4) 12 (12,4) 0,733
T2 69 (47,9) 44 (45,4)
T3 55 (38,2) 35 (36,1)
T4 5 (3,5) 6 (6,2)
Estadiamento cN Ausente 71 (50,4) 50 (52,6) 0,731
Presente 70 (49,6) 45 (47,4)

Legenda: CXCR4PORC - porcentagem de area marcada para o CXCR4, obtida a partir do
ACIS lll; cT — estadiamento clinico para o tamanho do tumor; cN — estadiamento clinico
para a presenga de linfonodos clinicamente positivos (segundo TNM — UICC, 2002). *Foram

considerados apenas os casos validos.

7.2.10 CXCR4 e variaveis anatomo-patolégicas

A marcacgao da area tumoral para CXCR4 (maior ou menor que 75%),
associou-se significativamente ao grau de diferenciacdo (p=0,001) e a
invasao angiolinfatica (p=0,003). Uma associagao significativa com invasao
perineural (p=0,203), infiltracdo de corpo esponjoso (p=0,922), infiltracdo de
corpo cavernoso (p=0,669), infiltracao de uretra (0,349), invasao de 6rgaos

adjacentes (p=0,564) ou coilocitose (p=0,622) nao foi observada (Tabela 17).
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Tabela 17 - Imunorreatividade da porcentagem de marcagao citoplasmatica
para CXCR4, segundo variaveis anatomopatolégicas nos 248 pacientes
portadores de carcinoma epidermoide usual de pénis.

Variavel Categoria CXCR4PORC p (x%)
<75% >75%
N*(%) N*(%)
Grau de Diferenciagao Baixo Grau (1) 14 (9,9) 25 (25,8) 0,001
Alto Grau (2 e 3) 128 (90,1) 72 (74,2)
Invasdo Angiolinfatica Ausente 85 (65,4) 75 (83,3) 0,003
Presente 45 (34,6) 15 (16,7)
Invasao Perineural Ausente 83 (62,9) 64 (71,1) 0,203
Presente 49 (37,1) 26 (28,9)
Infiltragdo de Corpo Ausente 12 (10,4) 8 (10) 0,922
Esponjoso Presente 103 (89,6) 72 (90)
Infiltragdo de Corpo Ausente 42 (37,8) 25 (34,7) 0,669
Cavernoso Presente 69 (62,2) 47 (65,3)
Infiltragcao de Uretra Ausente 66 (65,3) 39 (58,2) 0,349
Presente 35 (34,7) 28 (41,8)
Invasao de Orgaos Ausente 137 (99,3) 88 (97,8) 0,564
Adjacentes Presente 1(0,7) 2(2,2)
Coilocitose Ausente 30 (46,9) 12 (41,4) 0,622
Presente 34 (53,1) 17 (58,6)

Legenda: CXCR4PORC - porcentagem de area marcada para o CXCR4, obtida a partir do
ACIS lll; cT — estadiamento clinico para o tamanho do tumor; cN — estadiamento clinico
para a presenga de linfonodos clinicamente positivos (segundo TNM — UICC, 2002). *Foram

considerados apenas os casos validos.

7.2.11 GPR54 e variaveis clinico-demograficas

Dentre as variaveis clinicas idade (p=0,085), raga (p=0,872),
antecedentes venéreos (0,869), postectomia (p=0,920), estadio clinico T
(p=0,836) e N (p=0,309), nenhuma esteve associada significativamente com

a marcagao para GPR54 (maior ou menor que 75%) (Tabela 18).
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Tabela 18 - Imunorreatividade da porcentagem de marcagao citoplasmatica
para GPR54, segundo variaveis clinico-demograficas nos 248 pacientes
portadores de carcinoma epidermoide usual de pénis.

Variavel Categoria GPR54PORC p (X°)
<75% >75%
N*(%) N*(%)
Idade Menor que 60 anos 96 (63,2) 63 (74,1) 0,085
Maior que 60 anos 56 (36,8) 22 (25,9)
Raga Branco 113 (74,3) 64 (75,3) 0,872
Né&o branco 39 (25,7) 21 (24,7)
Antecedentes venéreos Nao 51 (58) 35 (59,3) 0,869
Sim 37 (42) 24 (40,7)
Postectomia Nao 113 (79,6) 64 (79) 0,920
Sim 29 (20,4) 17 (21)
Estadiamento cT T 16 (10,5) 12 (14,1) 0,836
T2 74 (48,7) 38 (44,7)
T3 56 (36,8) 31(36,5)
T4 6 (3,9) 4(4,7)
Estadiamento cN Ausente 74 (49,7) 47 (56,6) 0,309
Presente 75 (50,3) 36 (43,3)

Legenda: GPR54PORC — porcentagem de area marcada para o GPR54, obtida a partir do
ACIS lll; cT — estadiamento clinico para o tamanho do tumor; cN — estadiamento clinico
para a presenga de linfonodos clinicamente positivos (segundo TNM — UICC, 2002). *Foram

considerados apenas os casos validos.

7.2.12 GPR54 e variaveis anatomo-patolégicas

Na analise da marcagcao para a proteina GPR54, houve uma
tendéncia para associacdao com a invasao angiolinfatica (p=0,065), porém
grau de diferenciacao (p=0,933), invasao perineural (p=0,320), infiltragcao de
corpo cavernoso (p=0,502), infiltracdo de corpo esponjoso (p=0,432),
infilltracdo de uretra (p=0,738), invasao de 6rgaos adjacentes (p=0,285) e
coilocistose (0,687) nao se associaram significativamente com a

porcentagem da marcacao para o GPR54 (Tabela 19).
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Tabela 19 - Imunorreatividade da porcentagem de marcagao citoplasmatica
para GPR54, segundo variaveis anatomopatologicas nos 248 pacientes
portadores de carcinoma epidermoide usual de pénis.

Variavel Categoria GPR54PORC p (x%)
<75% >75%
N*(%) N*(%)
Grau de Diferenciagao Baixo Grau (1) 24 (15,9) 13 (15,5) 0,933
Alto Grau (2 e 3) 127 (84,1) 71 (84,5)
Invasdo Angiolinfatica Ausente 107 (77) 51 (65,4) 0,065
Presente 32 (23) 27 (34,6)
Invasao Perineural Ausente 90 (64,3) 56 (70,9) 0,320
Presente 50 (35,7) 23 (29,1)
Infiltragdo de Corpo Ausente 11(9,1) 9(12,7) 0,432
Esponjoso Presente 110 (90,9) 62 (87,3)
Infiltragdo de Corpo Ausente 41 (38,7) 25 (33,8) 0,502
Cavernoso Presente 65 (61,3) 49 (66,2)
Infiltragcao de Uretra Ausente 61 (61,6) 43 (64,2) 0,738
Presente 38 (38,4) 24 (35,8)
Invasao de Orgaos Ausente 144 (99,3) 77 (97,5) 0,285
Adjacentes Presente 1(0,7) 2(2,5)
Coilocitose Ausente 28 (45,9) 12 (41,4) 0,687
Presente 33 (54,1) 17 (58,6)

Legenda: GPR54PORC — porcentagem de area marcada para o GPR54, obtida a partir do
ACIS lll; cT — estadiamento clinico para o tamanho do tumor; cN — estadiamento clinico
para a presenga de linfonodos clinicamente positivos (segundo TNM — UICC, 2002). *Foram

considerados apenas os casos validos.

7.2.13 CXCR4 nuclear e variaveis clinico-demograficas

Houve significancia estatistica para associacdo entre a marcagao
nuclear para o CXCR4 com raga (p=0,006) e da postectomia (p=0,015),
sendo que nao foi encontrada associagcdo com idade (p=0,927),
antecedentes venéreos (p=0,342) e estadios clinicos T (p=0,531) e N

(p=0,081) (Tabela 20).
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Tabela 20 - Imunorreatividade da porcentagem de marcagao nuclear para

CXCR4, segundo variaveis clinico-demograficas nos 248 pacientes
portadores de carcinoma epidermoide usual de pénis.
Variavel Categoria CXCR4 nuclear PORC p (X°)
<10% >10%
N*(%) N*(%)
Idade Menor que 60 anos 83 (66,9) 75 (66,4) 0,927
Maior que 60 anos 41 (33,1) 38 (33,6)
Raga Branco 84 (67,7) 94 (83,2) 0,006
Né&o branco 40 (32,3) 19 (16,8)
Antecedentes venéreos Nao 39 (54,9) 47 (62,7) 0,342
Sim 32 (45,1) 28 (37,3)
Postectomia Nenhuma 98 (86,7) 78 (71,6) 0,015
Nao relacionada ao cancer 3(2,7) 19 (9,2)
Relacionada ao cancer 12 (10,6) 21 (19,3)
Estadiamento cT T1 14 (11,3) 13 (11,5) 0,531
T2 54 (43,5) 57 (50,4)
T3 51 (41,1) 37 (32,7)
T4 5(4) 6 (5,3)
Estadiamento cN Ausente 57 (46,3) 63 (57,8) 0,081
Presente 66 (53,7) 46 (42,2)

Legenda: CXCR4 nuclear PORC — porcentagem de marcagao nuclear para o CXCR4,

obtida a partir do ACIS lll; cT — estadiamento clinico para o tamanho do tumor; cN —

estadiamento clinico para a presenga de linfonodos clinicamente positivos (segundo TNM —

UICC, 2002). *Foram considerados apenas os casos validos.

7.3.14 CXCR4 nuclear e variaveis anatomo-patolégicas

A marcacao nuclear para CXCR4 apresentou associagao estatistica

apenas com a variavel coilocitose (p=0,022) e n&o foi observada associagéo

significativa com grau de diferenciacdo (p=0,454), invasdo angiolinfatica

(p=0,452), invasao perineural (p=0,894), infiltracdo de corpo esponjoso

(p=0,282), infiltracdo de cavernoso (p=0,910), infiltragdo de uretra (p=0,966)

ou com invasao de 6rgaos adjacentes (p=0,093) (Tabela 21).
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Tabela 21 - Imunorreatividade da porcentagem de marcagao nuclear para
CXCR4, segundo variaveis anatomopatoléogicas nos 248 pacientes
portadores de carcinoma epidermoide usual de pénis.

Variavel Categoria CXCR4 nuclear PORC p (x%)
<10% >10%
N*(%) N*(%)
Grau de Diferenciagao Baixo grau (1) 22 (17,9) 16 (14,3) 0,454
Alto grau (2 e 3) 101 (82,1) 96 (85,7)
Invasdo Angiolinfatica Ausente 82 (70,7) 76 (75,2) 0,452
Presente 34 (29,3) 25 (24,8)
Invasao Perineural Ausente 77 (65,8) 68 (66,7) 0,894
Presente 40 (34,2) 34 (33,3)
Infiltragdo de Corpo Ausente 13 (12,6) 7(7,9) 0,282
Esponjoso Presente 90 (87,4) 82 (92,1)
Infiltragdo de Corpo Ausente 33 (36,3) 33 (37,1) 0,910
Cavernoso Presente 58 (63,7) 56 (62,9)
Infiltragcao de Uretra Ausente 55 (62,5) 49 (62,8) 0,966
Presente 33 (37,5) 29 (37,2)
Invasao de Orgaos Ausente 122 (100) 99 (97,1) 0,093
Adjacentes Presente 0 (0) 3(2,9)
Coilocitose Ausente 28 (54,9) 12 (30,8) 0,022
Presente 23 (45,1) 27 (69,2)

Legenda: CXCR4 nuclear PORC — porcentagem de marcagdo nuclear para o CXCR4,
obtida a partir do ACIS lll; ¢cT — estadiamento clinico para o tamanho do tumor; cN —
estadiamento clinico para a presenga de linfonodos clinicamente positivos (segundo TNM —

UICC, 2002). *Foram considerados apenas os casos validos.

7.2.15 GPR54 nuclear e variaveis clinico-demograficas

Houve uma tendéncia a associacado significativa entre marcacgéao
nuclear para o GPR54 e presenca de antecedentes venéreos (p=0,065), no
entanto nao foi observada associacao significativa com a idade (p=0,852), a
raca (p=0,511), o tempo de evolugao antes da primeira consulta (p=0,422), a
postectomia (p=0,685), o estadiamento clinico T (p=0,907) e o estadiamento

clinico N (p=0,804) (Tabela 22).
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Tabela 22 - Imunorreatividade da porcentagem de marcagao nuclear para
GPR54, segundo variaveis clinico-demograficas nos 248 pacientes
portadores de carcinoma epidermoide usual de pénis.

Variavel Categoria GPR54 nuclear PORC p (X°)
<10% >10%
N*(%) N*(%)
Idade Menor que 60 anos 56 (68,3) 104 (67,1) 0,852
Maior que 60 anos 26 (31,7) 51 (32,9)
Raga Branco 64 (78) 115 (74,2) 0,511
Né&o branco 18 (22) 40 (25,8)
Tempo de evolugdo Até 6 meses 41 (51,9) 69 (46,3) 0,422
antes da primeira Mais que 6 meses 38 (48,1) 80 (53,7)
consulta
Antecedentes venéreos Nao 25 (48,1) 60 (70,6) 0,065
Sim 27 (51,9) 34 (36,2)
Postectomia Nao 56 (77,8) 121 (80,1) 0,685
Sim 16 (22,2) 30(19,9)
Estadiamento cT T1 9 (11) 18 (11,6) 0,907
T2 39 (47,6) 72 (46,5)
T3 30 (36,6) 59 (38,1)
T4 4 (4,9) 6 (3,9)
Estadiamento cN Ausente 40 (53,3) 81 (51,6) 0,804
Presente 35 (46,7) 76 (48,4)

Legenda: GPR54 nuclear PORC — porcentagem de marcagdo nuclear para o GPR54,
obtida a partir do ACIS lll; ¢cT — estadiamento clinico para o tamanho do tumor; cN —
estadiamento clinico para a presencga de linfonodos clinicamente positivos (segundo TNM —

UICC, 2002). *Foram considerados apenas os casos validos.

7.2.16 GPR54 nuclear e variaveis anatomo-patolégicas

A marcagdo nuclear para GRPR54 esteve associada
significativamente a coilocitose (p=0,029). Por outro lado, ndo foi observada
associagao significativa com grau de diferenciacdo (p=0,870), invasao
angiolinfatica (p=0,801), invasdo perineural (p=0,918), infiltragcdo de corpo
esponjoso (p=0,354), infiltracdo de cavernoso (p=0,387), infiltracdo de uretra

(p=0,375) ou com invaséao de 6érgéos adjacentes (p=0,555) (Tabela 23).
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Tabela 23 - Imunorreatividade da porcentagem de marcagao nuclear para
GPR54, segundo variaveis anatomopatolégicas nos 248 pacientes
portadores de carcinoma epidermoide usual de pénis.

Variavel Categoria GPR54 nuclear PORC p (x%)
<10% >10%
N*(%) N*(%)
Grau de Diferenciagao Baixo grau (1) 13 (16) 26 (16,9) 0,870
Alto grau (2 e 3) 68 (84) 128 (81,3)
Invasdo Angiolinfatica Ausente 55 (74,3) 104 (72,7) 0,801
Presente 19 (25,7) 39 (27,3)
Invasao Perineural Ausente 50 (66,7) 95 (66) 0,918
Presente 25 (33,3) 49 (34)
Infiltragdo de Corpo Ausente 9(13,2) 11 (8,9) 0,354
Esponjoso Presente 59 (86,8) 112 (91,1)
Infiltragdo de Corpo Ausente 24 (41,4) 42 (34,7) 0,387
Cavernoso Presente 34 (58,6) 69 (65,3)
Infiltragcao de Uretra Ausente 38 (66,7) 65 (59,6) 0,375
Presente 19 (33,3) 44 (40,4)
Invasao de Orgaos Ausente 81 (100) 141 (97,9) 0,555
Adjacentes Presente 0 (0) 3(1,3)
Coilocitose Ausente 20 (60,6) 21 (36,8) 0,029
Presente 13 (39,4) 36 (63,2)

Legenda: GPR54 nuclear PORC — porcentagem de marcagdo nuclear para o GPR54,
obtida a partir do ACIS lll; ¢cT — estadiamento clinico para o tamanho do tumor; cN —
estadiamento clinico para a presenga de linfonodos clinicamente positivos (segundo TNM —

UICC, 2002). *Foram considerados apenas os casos validos.

7.3 AVALIAGAO DO RISCO DE METASTASES PARA O0S

LINFONODOS

7.3.1 Anadlise Univariada

Dentre as variaveis clinico-demograficas avaliadas o estadiamento
clinico T (p=0,005) e o N (p=0,000) se associaram com a presenga de
metastase em linfonodos, enquanto idade (p=0,450), raca (p=0,398), tempo

de evolugdo antes da primeira consulta (p=0,520), antecedentes venéreos
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(p=0,308), postectomia (p=0,189) e situacdo do tumor na primeira consulta

(p=0,572) ndo estiveram associadas significativamente (Tabela 24).

Tabela 24 - Status linfonodal segundo variaveis clinicas e demograficas dos
248 pacientes portadores de Carcinoma epidermoide usual de pénis.

Variavel Categoria Linfonodo p (x%)
Negativo Positivo
N*(%) N*(%)
Idade Menor que 60 anos 122 (65,2) 43 (70,5%) 0,450
Maior que 60 anos 65 (34,8%) 18 (29,5%)
Raga Branco 137 (73,3) 48 (78,7) 0,398
N&o branco 50 (26,7) 13(21,3)
Tempo de evolugao Até 6 meses 88 (48,9) 26 (44,1) 0,520
antes da primeira Mais que 6 meses 92 (51,1) 33 (55,9)
consulta
Antecedentes venéreos Nao 63(55,8) 26 (65) 0,308
Sim 50 (44,2) 14(35)
Postectomia Nao 137 (78,3) 50 (86,2) 0,189
Sim 38 (21,7) 8(13,8)
Estadiamento cT T1 26 (13,9) 2(3,3) 0,005
T2 90 (48,1) 25 (41%)
T3 63 (33,7) 30 (49,2)
T4 8 (4,3) 4 (6,6)
Estadiamento cN NO 118 (63,1) 6 (9,8) <0,001
N1 22 (11,8) 16 (26,2)
N2 41 (21,9) 34 (55,7)
N3 2(1,1) 4 (6,6)
Nx 4(2,1) 1(1,6)
Situagdo do tumor na Biopsiado 57 (31) 15 (24,6) 0,572
primeira consulta Amputado 5(2,7) 4 (6,6)
Intacto 122 (66,3) 42 (68,9)

Legenda: cT — estadiamento clinico para o tamanho do tumor; cN — estadiamento clinico
para a presenga de linfonodos clinicamente positivos (segundo TNM — UICC, 2002). *Foram

considerados apenas os casos validos.

Dentre as variaveis anatomopatologicas e imunoistoquimicas, as
seguintes estiveram significativamente associadas com a presenca de
metastases linfonodais na analise univariada: grau de diferenciacao

(p=0,002); invasao angiolinfatica (p<0,001); invasao perineural (p<0,001);
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infiltracdo do corpo cavernoso (p=0,008); infiltracdo de uretra (p= 0,002)
(Tabela 29). Espessura do tumor (p=0,103), infiltragdo de corpo esponjoso
(p=0,098), invasado de 6rgaos adjacentes (p=0,147), coilocitose (p=0,904) e
as medidas de imunorreatividade para PAR1 (p=0,200), GRPR (p=0,083),
EP2 (p=0,779), EP4 (p=0,792), CXCR4 (p=0,727), GPR54 (p=0,377),
CXCR4 nuclear (p=0,969) e GPR54 nuclear (p=0,539) ndo apresentaram
associagao significativa com a presenca de metastases para linfonodos

(Tabela 25).
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Tabela 25 - Status linfonodal segundo variaveis anatomopatoldgicas e
imunoistoquimicas dos 248 pacientes portadores de carcinoma epidermoide
usual do pénis.

Variavel Categoria Linfonodo p (x%)
Negativo Positivo
N(%) N(%)
Grau de Diferenciagao Baixo Grau 40 (21,6) 2 (3,3) 0,002
Grau Intermediario 74 (40) 24 (39,3)
Alto Grau 71 (38,4) 35 (57,4)
Espessura do Tumor Até 5mm 54 (32,9) 13 (21,7) 0,103
Maior que 5mm 110 (67,1) 47 (78,3)
Invasao Angiolinfatica Ausente 131 (78,9) 33 (55) <0,001
Presente 35(21,1) 27 (45)
Invasao Perineural Ausente 132 (78) 18 (29,5) <0,001
Presente 35 (21) 43 (70,5)
Infiltragao de Corpo Ausente 18 (12,2) 2 (4) 0,098
Esponjoso Presente 130 (87,8) 48 (96)
Infiltragao de Corpo Ausente 57 (41,9) 11 (21,2) 0,008
Cavernoso Presente 79 (58,1) 41 (78,8)
Infiltragao de Uretra Ausente 88 (68,8) 18 (41,9) 0,002
Presente 40 (31,3) 25 (58,1)
Invasido de Orgéos Ausente 172 (92) 59 (96,7) 0,147
Adjacentes Presente 3(1,6) 1(1,6)
* 12 (6,4) 1(1,6)
Coilocitose Ausente 24 (45,3) 20 (46,5) 0,904
Presente 29 (54,7) 23 (53,5)
PAR1PORC <5% 20 (11,5) 10 (18,2) 0,200
>5% 154 (88,5) 45 (81,8)
EP2PORC <30% 13(7,2) 5(8,3) 0,779
>30% 168 (92,8) 55 (91,7)
EP4PORC <75% 96 (53) 33 (55) 0,792
>75% 85 (47) 27 (45)
GRPRPORC <75% 134 (75,7) 51(86,4) 0,083
>75% 43 (24,3) 8 (13,6)
CXCR4PORC <75% 107 (59,1) 37 (61,7) 0,727
>75% 74 (40,9) 23 (38,3)
GPR54PORC <75% 112 (62,6) 40 (69) 0,377
>75% 67 (37,4) 18 (31)
CXCR4 nuclear <10% 93 (52,2) 31 (52,5) 0,969
>10% 85 (47,8) 28 (47,5)
GPR54 nuclear <10% 60 (33,5) 22 (37,9) 0,539
>10% 119 (66,5) 36 (62,1)

Legenda: cT — estadiamento clinico para o tamanho do tumor; cN — estadiamento clinico
para a presenca de linfonodos clinicamente positivos (segundo TNM — UICC, 2002). *Foram

considerados apenas os casos validos.
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No entanto, os receptores acoplados a proteina G (GPCRs), GRPR
(p=0,083) e PAR1 (0,200), atingiram o valor de p necessario para avaliagéo

de significancia estatistica na analise multivariada.

7.3.2 Anadlise Multivariada

Estadio clinico N (cN) (p<0,001), invasdo angiolinfatica (p<0,001),
invasao perineural (p<0,001), grau de diferenciacao (p=0,002), invasédo de
uretra (p=0,002), estadio clinico T (cT) (p=0,005), invasdao de corpo
cavernoso (p=0,008), porcentagem de células coradas para GRPR
(GRPRPORC) (p=0,083), invasao de corpo esponjoso (p=0,098), espessura
tumoral (p=0,113), postectomia (p=0,147), invasdo de 6rgaos adjacentes
(p=0,189) e porcentagem de células coradas para o PAR1 (PAR1PORC)
(p=0,200) atingiram valor de p de até 0,20 e foram incluidas no modelo para

analise multivariada (Tabela 26).
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Tabela 26 - Lista das variaveis por ordem de entrada na analise mutivariada
para metastases em linfonodos. Considerado como habilitadas para analise
p até 0,20.

Variavel p(x%)

Estadio Clinico (cN) < 0,001
Invaséo Angiolinfatica <0,001
Invaséo Perineural <0,001
Grau de Diferenciagao 0,002
Invaséo de Uretra 0,002
Estadio Clinico T (cT) 0,005
Invasao de Corpo Cavernoso 0,008
GRPRPORC 0,083
Invasao de Corpo Esponjoso 0.098
Espessura tumoral 0,113
Postectomia 0,147
Invasdo de Orgéos Adjacentes 0,189
PAR1PORC 0,200

PAR1PORC: percentual de marcagdo ao PAR; GRPRPORC: percentual de marcagdo ao

GRPR. Avaliagao através de porcentual de area marcada pelo ACIS Il

No modelo multivariado com as variaveis selecionadas, o
estadiamento clinico N (RR = 14,1; IC 95% [5,4 — 37]), invasao perineural
(RR =6,92; IC 95% [3,19 — 15]) e o grau de diferenciagao histoldgica tumoral
(RR = 8,48; IC 95%[1,7 — 42,2]) foram os fatores independentes de risco
para comprometimento metastatico dos linfonodos. Enquanto que invaséao
angiolinfatica, invasdo de uretra, estadio clinico T, invasao de corpo
cavernoso, GRPRPORC, invasao de corpo esponjoso, espessura tumoral,
postectomia, invasdo de orgaos adjacentes e PAR1PORC né&o estiveram

associados de forma significativa para risco de metastases para linfonodos.
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7.4 ASPECTOS RELACIONADOS AO SEGUIMENTO E A

SITUAGAO CLINICA DOS PACIENTES

Os dados de seguimento foram obtidos em todos os 248 pacientes,
sendo que o seguimento variou de 0,1 a 434 meses, com média de 98
meses e mediana de 64 meses.

Em 62 pacientes (25,3%) foi observada uma recorréncia tumoral.
Destes, 49 (19,7%) apresentaram recidiva locorregional; oito (3,6%), recidiva
apenas a distancia e cinco (2%), recidiva locorregional e a distancia. Em dez
pacientes (4%) nao foi possivel obter tal informagdo. Nenhuma recidiva foi
observada em 175 (70,6%) pacientes.

Ao final do seguimento 86 pacientes (34,7%) encontravam-se vivos e
sem doenga; 15 (6%) vivos com doenga; 46 (18,5%) morreram em
decorréncia do cancer ou de complicagdes do tratamento (incluindo 6bitos
nos primeiros 30 dias apds a cirurgia); 81 (32,7%) falecidos por outras

causas e 20 (8,1%) perdidos do seguimento (Tabela 27).

Tabela 27 - Situacéo clinica dos 248 pacientes com Carcinoma Epidermoide
usual de pénis, apos atualizagao dos dados.

Situacgao Clinica Numero de Pacientes %
Vivos sem doencga 86 34,7
Vivos com doenga 15 6
Obito por cancer ou complicagdo do tratamento 46 18,5
Obito por outra causa 81 32,7

Perdidos de seguimento 20 8,1
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7.5 ANALISE DE SOBREVIDA

7.5.1 Sobrevida Cancer Especifica
4 Analise Univariada
A taxa de Sobrevida Cancer Especifica para populagao estudada foi

de 81,3% em cinco anos e 79,1% em 10 anos, como mostra a Figura 9.
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Figura 9 - Curva de sobrevida cancer especifica para os 248 pacientes
portadores de Cancer Epidermdide Usual do Pénis.

Dentre as variaveis clinicas e demograficas, a que influenciou
significativamente a sobrevida cancer especifica foi o estadiamento clinico N
(p<0,001) e intengdo do esvaziamento (p=0,029). Ildade (p=0,355), raca
(p=0,838), tempo de evolugdo antes da primeira consulta (p=0,844),

antecedentes venéreos (p=0,310), postectomia (p=0,096) e estadio clinico T
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(p=0,210) nao atingiram significancia estatistica para sobrevida céancer

especifica (Tabela 28).

Tabela 28 - Probabilidade acumulada de sobrevida cancer especifica em 5
anos de acordo com variaveis clinicas em 248 pacientes com carcinoma
epidermadide usual do pénis.

Variavel Categoria Sobrevida Cancer Especifica p(log rank)

em 5 anos (%)

Idade Menor que 60 anos 82,8 0,355
Maior que 60 anos 78,1
Racga Branco 80,5 0,838
N&o branco 83,6
Tempo de evolugao Até 6 meses 79,4 0,844
antes da primeira Mais que 6 meses 84,4
consulta
Antecedentes venéreos Nao 83,1 0,310
Sim 87,8
Postectomia Nao 79,6 0,096
Sim 90,2
Estadiamento cT T 92,4 0,210
T2 83,6
T3 77,5
T4 64,3
Estadiamento cN NO 89,6 <0,001**
N1 78,5
N2 74,8
N3 16,7
Intencao do Principio 88,9 0,029**
Esvaziamento Necessidade 66,3
linfonodal

*Excluidos casos sem informacéao

**Variaveis selecionadas para regressao de Cox

Com relagdo as variaveis anatomopatolégicas, o grau de
diferenciagdo (p=0,002), a invasédo angiolinfatica (p=0,021), a invasao
perineural (p<0,001), a metastase para linfonodos (p=0,001) e a espessura
tumoral (p=0,005) influenciaram significativamente a sobrevida céncer

especifica, ao passo que infiltracdo de corpo cavernoso (p=0,341), infiltragao
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de corpo esponjoso (p=0,869), infiltracdo de uretra (p=0,438), coilocitose
(p=0,314) e invasdo de o6rgaos adjacentes (p=0,852) ndo apresentaram

significado estatistico para sobrevida cancer especifica (Tabela 29).

Tabela 29 - Probabilidade acumulada de sobrevida cancer especifica em 5
anos de acordo com variaveis anatomopatologicas de 248 pacientes
portadores de carcinoma epidermoide usual de pénis.

Variavel Categoria Sobrevida Cancer Especifica em P (log rank)
5 anos (%)
Grau de Diferenciagao Baixo Grau 94,8 0,002**
Grau Intermediario 85,6
Alto Grau 71,2
Grau de Diferenciagao Baixo Grau 80,8 0,010*
Estratificado Alto grau (graus 2 e 3) 66,7
Espessura do Tumor Até 5mm 91 0,005
Maior que 5mm 75,8
Invasdo Angioinfatica Ausente 85,9 0,021**
Presente 70,7
Invaséo Perineural Ausente 88,7 0,001**
Presente 66,3
Infiltracdo de Corpo Ausente 84,4 0,869
Esponjoso Presente 83,3
Infiltragdo de Corpo Ausente 83,9 0,341
Cavernoso Presente 78,4
Infiltragdo de Uretra Ausente 84,3 0,438
Presente 771
HPV (coilocitose) Ausente 75,9 0,314
Presente 81,1
Invasao de Orgﬁos Ausente 80,8 0,852
Adjacentes Presente 66,7 (apenas 3 casos)
Metastase Linfonodal Negativo 89,6 <0,001**
Positiva 72,6

*Excluidos casos sem informagao

**Variaveis selecionadas para regressao de Cox

by

Com relacdo a avaliagdo da imunorreatividade, EP2 (EP2PORC)
(p=0,084), PAR1 (p=0,919), EP4 (p=0,461), GRPR (p=0,794), CXCR4

(p=0,686), GRP54 (p=0,480), CXCR4 nuclear (p=0,461) e GPR54 (p=0,914)
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nuclear ndo se associaram significativamente com sobrevida cancer

especifica em cinco anos (Tabela 30).

Tabela 30 - Probabilidade acumulada de sobrevida cancer especifica em 5
anos de acordo com imunorreatividade aos GPCRs em 248 pacientes
portadores de carcinoma epidermoide usual de pénis.

Variavel Categoria Sobrevida Cancer Especifica em P (log rank)
5 anos (%)

PAR1PORC <5% 80,7 0,919
>5% 81,7

EP2PORC <30% 66,7 0,084**
>30% 80,9

EP4PORC <75% 79,1 0,461
>75% 81,2

GRPRPORC <75% 80 0,794
>75% 80

CXCR4PORC <75% 82,5 0,686
>75% 78

GPR54PORC <75% 82,5 0,480
>75% 77,6

CXCR4 nuclear <10% 79,8 0,461
>10% 80,6

GPR54 nuclear <10% 82,2 0,914
>10% 80,3

Legenda — PAR1 PORC: percentual de marcagdo ao PAR; EP2PORC: percentual de
marcacgao ao EP2; EP4PORC: percentual de marcagédo ao EP4; GRPRPORC: percentual de
marcacdo ao GRPR; CXCR4PORC: pecentual de marcagdo ao CXCR4; GPR54PORC:
percentual de marcagdo ao GPR54; CXCR4 nuclear: porcentual de marcagédo nuclear ao
CXCR4; GPR54 nuclear: porcentual de marcacao nuclear ao GPR54. Avaliagao através de
porcentual de area ou nucleos marcados pelo ACIS III.

*Excluidos casos sem informagao

**Variaveis selecionadas para regressao de Cox
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v Analise Multivariada

Como mostra a Tabela 31 abaixo, estadio clinico N (cN) (p<0,001),
invasao perineural (p<0,001), espessura do tumor (p=0,005), grau de
diferenciagdo (p=0,01), invasdo angiolinfatica (p=0,021), intengdo do
esvaziamento (p=0,026), percentual de marcacdo para EP2 (EP2PORC)
(p=0,084) e postectomia (p=0,096) apresentaram valor de p de até 0,20 e

entraram no modelo de analise multivariada.

Tabela 31 - Lista das variaveis por ordem de entrada na analise mutivariada,
para sobrevida cancer especifica. Considerado como habilitadas para
analise p até 0,20.

Variavel p(x°)

Estadio Clinico (cN) < 0,001
Invaséo Perineural <0,001
Espessura do Tumor 0,005
Grau de Diferenciagéo 0,010
Invasédo Angiolinfatica 0,021

Intengédo do Esvaziamento 0,026
EP2PORC 0,084
Postectomia 0,096

No modelo multivariado com as variaveis selecionadas, o
estadiamento clinico N (RR = 1,71; IC 95% [1,14 — 2,57]), invasao perineural
(RR = 1,73; IC 95% [1,15 — 2,6]) e o grau de diferenciagdo histolégica
tumoral (RR = 1,85; IC 95%[1,07 — 3,2]) foram os fatores independentes de

risco para 6bito por cancer.
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7.5.2 Sobrevida Global
v Analise Univariada

A sobrevida global em cinco e em dez anos para os 248 pacientes
portadores de carcinoma epidermdide usual de pénis foi de 71,3% e 56%,

respectivamente (Figura 10).
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Figura 10 - Curva de sobrevida global para 248 pacientes portadores de

carcinoma epidermoide usual do pénis.

Dentre as variaveis clinicas e demograficas que influenciaram
significativamente a sobrevida global estdo a idade (p<0,001), postectomia
(p=0,006) e o estadiamento clinico N (p<0,001). Raca (p=0,165), tempo de
evolugdo antes da primeira consulta (p=0,337), antecedentes venéreos
(p=0,509) e estadio clinico T (p=0,063), nao influenciaram a sobrevida global

em cinco anos (Tabela 32).
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Tabela 32 - Probabilidade acumulada de sobrevida global em 5 anos de
acordo com as variaveis clinicas em 248 pacientes portadores de carcinoma
epidermadide usual de pénis.

Variavel Categoria Sobrevida Global em 5 anos (%) p(log rank)
Idade Menor que 60 anos 77,6 <0,001**
Maior que 60 anos 59,5
Raca Branco 69,5 0,165
N&o branco 77,1
Tempo de evolugao Até 6 meses 70,9 0,337
antes da primeira Mais que 6 meses 73,2
consulta
Antecedentes venéreos Nao 73 0,509
Sim 76,2
Postectomia Nao 67,6 0,006**
Sim 86,9
Estadiamento cT T1 92,4 0,063**
T2 72,2
T3 64,8
T4 64,3
Estadiamento cN NO 79,5 <0,001**
N1 66,3
N2 64,6
N3 16,7

*Excluidos casos sem informacao.

**Variaveis selecionadas para a regressédo de COX.

Dentre as variaveis anatomopatoldgicas que influenciaram
significativamente a sobrevida global encontram-se: invasdo angiolinfatica
(p=0,047), grau de diferenciagao (p=0,015), espessura do tumor (p=0,044),
metastase linfonodal (p=0,001) e invasé&o perineural (p<0,001). Infiltragdo de
corpo cavernoso (p=0,167), infiltracdo de corpo esponjoso (p=0,171),
infiltracdo de uretra, (p=0,184) coilocitose (p=0,747) e infiltracdo de 6rgaos
adjacentes (p=0,892) ndo influenciaram significativamente a sobrevida global

desse grupo de pacientes (Tabela 33).
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Tabela 33 - Probabilidade acumulada de sobrevida global em 5 anos de
acordo com variaveis anatomopatoldgicas em 248 pacientes com carcinoma
epidermadide usual de pénis.

Variavel Categoria Sobrevida Global em 5 anos p(log rank)
(%)
Grau de Diferenciagao Baixo Grau 92 0,015*
Grau Intermediario 69,5
Alto Grau 64
Grau de Diferenciagao Baixo Grau 92 0,005**
Estratificado Alto grau (graus 2 e 3) 66,7
Espessura do Tumor Até 5mm 80,6 0,044
Maior que 5mm 66,2
Invasdo Angioinfatica Ausente 77,4 0,047**
Presente 54,7
Invaséo Perineural Ausente 76,9 <0,001**
Presente 59,6
Infiltracdo de Corpo Ausente 84,4 0,171**
Esponjoso Presente 73,6
Infiltragcdo de Corpo Ausente 79,1 0,167*
Cavernoso Presente 65,7
Infiltragdo de Uretra Ausente 76,2 0,184*
Presente 63,3
HPV (coilocitose) Ausente 65 0,747
Presente 70,1
Invasdo de Orgaos Ausente 70 0,892
Adjacentes Presente 66,7 (3 casos)
Metastase Linfonodal Negativo 79,5 0,001**
Positiva 62,5

*Excluidos casos sem informagao.

**Variaveis selecionadas para regressao de COX.

Com relagcdo a imunorreatividade aos GPCRs, observou-se que
apenas a imunorreatividade ao PAR1 (PAR1PORC) foi associado
significativamente com maior sobrevida global para aqueles com
imunorreatividade em mais de 5% das células marcadas (p=0,012), na
analise univariada, enquanto a imunorreatividade para EP2 (p=0,999), EP4
(p=0,618), GRPR (p=0,798), CXCR4 (p=0,626), GPR54 (p=0,696), CXCR4

nuclear (p=0,339) e GPR54 nuclear (p=0,362) ndo apresentaram associagéo
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significativa com sobrevida global entre os 248 pacientes portadores de

carcinoma epidermoide usual de pénis (Taleba 34).

Tabela 34 - Probabilidade acumulada de sobrevida global em 5 anos de
acordo com a imunorreatividade aos GPCRs em 248 pacientes com
carcinoma epidermoide usual de pénis.

Variavel Categoria Sobrevida Cancer Especifica em P (log rank)
5 anos (%)

PAR1PORC <5% 65 0,012
>5% 74,1

EP2PORC <30% 63,2 0,999
>30% 72,3

EP4PORC <75% 70,1 0,618
>75% 73,4

GRPRPORC <75% 72,6 0,798
>75% 67,3

CXCR4PORC <75% 71,8 0,626
>75% 69,6

GPR54PORC <75% 75,6 0,696
>75% 64,5

CXCR4 nuclear <10% 70,8 0,339
>10% 721

GPR54 nuclear <10% 70,7 0,362
>10% 72,9

Legenda — PAR1 PORC: percentual de marcagdo ao PAR; EP2PORC: percentual de
marcacgao ao EP2; EP4PORC: percentual de marcagédo ao EP4; GRPRPORC: percentual de
marcacdo ao GRPR; CXCR4PORC: pecentual de marcagdo ao CXCR4; GPR54PORC:
percentual de marcagdo ao GPR54; CXCR4 nuclear: porcentual de marcagédo nuclear ao
CXCR4; GPR54 nuclear: porcentual de marcacao nuclear ao GPR54. Avaliagao através de

porcentual de area ou nucleos marcados pelo ACIS III.

v Andlise Multivariada

Para o modelo de andlise multivariada foram selecionadas as
variaveis que atingiram significancia estatistica na analise univariada e com
valores de p de até 0,20. Idade, estadio clinico N (cN), invasao perineural,

grau de diferenciagdo, postectomia, imunorreatividade para o PAR1
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(PAR1PORC), espessura tumoral, invasao angiolinfatica, estadio clinico T
(cT), raga, infiltracdo de corpo cavernoso, infiltragdo de corpo esponjoso e
infiltragcao de uretra sao listadas na Tabela 35, em ordem de entrada, para

analise multivariada.

Tabela 35 - Lista das variaveis por ordem de entrada na analise mutivariada,
para sobrevida global. Considerado como habilitadas para analise p até
0,20.

Variavel p(x%)

Idade < 0,001
Estadio Clinico (cN) < 0,001
Invaséo Perineural <0,001
Grau de Diferenciagéo 0,005
Postectomia 0,006
PAR1PORC 0,012
Espessura Tumoral 0,044
Invasao Angiolinfatica 0,047
Estadio Clinico (cT) 0,063
Raga 0,165
Infiltragdo de Corpo Cavernoso 0,167
Infiltragdo de Corpo Esponjoso 0,171

Infiltracdo de Uretra 0,184

No modelo multivariado a idade (RR = 2,44; IC 95% [1,6 — 3,7], o
estadiamento clinico N (RR = 1,73; IC 95% [1,13 — 2,65]), a invasao
perineural (RR = 1,84; IC 95% [1,20 — 2,83]) e o grau de diferenciagcéo
histologica tumoral (RR = 2,42; IC 95%[1,31 — 4,47]) e postectomia (RR =
2,07; IC 95%[1,03 — 4,17]) foram os fatores independentes de risco para

obito por qualquer causa.
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8 DISCUSSAO

8.1 ASPECTOS GERAIS

O cancer do pénis € uma neoplasia rara nos paises desenvolvidos e
provalvelmente por isso a maioria dos trabalhos com casuisticas suficientes
para identificar fatores de risco para a ocorréncia de metastases vem de
estudos multiinstitucionais ou de paises em desenvolvimento e
subdesenvolvidos (KAMAT et al. 1993; ORNELLAS et al. 1994; LOPES et al.
1996a) onde a incidéncia desta neoplasia é maior.

Os altos indices de falsos positivos e de falsos negativos ao exame
clinico, justificam a realizagdo das linfadenectomias inguinais ou ilioinguinais
de principio até que novos métodos de estadiamento mais confiaveis
possam modificar esta evolugcdo. Esta conduta resulta em alto indice de
linfadenectomias provavelmente desnecessarias e submete estes pacientes
a altas taxas de morbidade (CATALONA 1980; HORENBLAS et al. 1991).

Embora fatores clinicos e anatomopatoldgicos tenham certo valor
progndstico, a presenca de metastase para linfonodos ainda é o fator mais
importante na evolugao e sobrevida (STAUBITZ et al. 1955; WAJSMAN et al.
1977; NARAYANA et al. 1982; YOUNG et al. 1991; KAMAT et al. 1993;
ORNELLAS et al. 1994; LOPES et al. 1996a).

SUFRIN e HUBEN (1987) estudaram a sobrevida de varias séries e

encontraram sobrevida global de 51,6%. Considerando-se pacientes com



99

linfonodos comprometidos e ndo comprometidos, a sobrevida a 5 anos foi de
27,5% e 66,2%, respectivamente. Da mesma forma, HORENBLAS e VAN
TITEREN (1984) mostraram indices de sobrevida de 50% e 93% em 5 anos
para pacientes com e sem metastases para linfonodos, enquanto SRINIVAS
et al. 1987 apresentaram indices de 28% e 74% respectivamente. Na série
de GUIMARAES (2003), com 125 pacientes, a sobrevida em 5 e 10 anos
para pacientes com e sem metastase em linfonodos foi de 38,6% e 84,5% e
de 30,5% e 61,5% respectivamente. Em nossa série a sobrevida em cinco e
dez anos para pacientes com metastase e sem metastases para linfonodos
foi de 44,1% e 82,3% e de 32,4% e 60,2%, respectivamente, resultados bem
aproximados ao da literatura.

Como os fatores clinicos ou anatomopatoldgicos isoladamente nao
tém sido capazes de predizer isoladamente o risco de comprometimento
linfonodal nos pacientes portadores de carcinoma espinocelular de pénis,
nem na época do diagndstico bem como no seu seguimento, novos estudos
que associam fatores classicos a elementos da biologia molecular sdo uma
opcg¢ao na tentativa de selecionar pacientes com maior risco de metastases
para linfonodos os quais devem ser tratados de principio e definir aqueles de

baixo risco para metastase, diminuindo a morbidade da terapéutica.
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8.2 IMUNOISTOQUIMICA DOS RECEPTORES ACOPLADOS A

PROTEINA G

Em nossa série além de fatores clinicos, demograficos e
anatomopatolégicos classicos, foi avaliada a imunorreatividade aos
receptores associados a proteina G (GPCRs).

O intuito de avaliar o papel dos receptores acoplados a proteinas G
no carcinoma de pénis surgiu através da revisdo da literatura mostrar que
tais receptores tém sua fungcao usurpada nos processos neoplasicos o que
contribui para os mecanismos de invasividade, proliferacao e metastases de
diversos tumores (DORSAN et al. 2007), mais notadamente em carcinomas
de cabeca e pescogo e de mama (ONDREY et al. 1999; LIU et al. 2001;
MULLER et al. 2001; LANGO et al. 2002; ALMOFTI et al. 2004; BOIRE et al.
2005; THOMAS et al. 2005).

Esses receptores tém sido estudados em diferentes neoplasias
através de diferentes metodologias, mais comumente com Western Blotting
ou detecgdo de RNAm com RT-PCR. O uso de técnicas distintas leva a
resultados variaveis na distribuicdo do receptor. Ainda que o mesmo método
tensa sido utilizado, a quantificagcao dos resultados nao foi uniforme entre os
autores.

Diferente de outros estudos com esses receptores, alguns com
resultados conflitantes, o presente estudo é representado por uma
populagdo com cerca de 250 pacientes, composta de histologia homogénea

(carcinoma epidermdide usual), com longo seguimento mediano (98 meses),
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cujo material anatomopatolégico foi bem conservado, conforme estudos
prévios (SOUZA NETO 2008), o que fortalece ainda mais o0s seus
resultados.

Nos optamos pela avaliagado imunoistoquimica para nossa analise,
porque ela é considerada uma tecnologia simples e acessivel que ja faz
parte da rotina diaria do patologista e, além disso, a imunoistoquimica
preserva a arquitetura e a morfologia celulares, o que permite que as
imunorreacdes possam ser atribuidas a subpopulagdes especificas.

Até o momento ndo €& do nosso conhecimento outros estudos
avaliando o status de expressao desses receptores no carcinoma de pénis
e, dessa forma, seus resultados também ajudardo a comunidade cientifica
quanto ao conhecimento sobre o padrao de expressdo imunoistoquimica
desses marcadores nesse tumor.

Como ja citado anteriormente, varios estudos tém avaliado os
receptores acoplados a proteina G (GPCR) e seu papel em diversos
processos da carcinogénese de tipos de cancer, incluindo mama, cabeca e
pescoco, prostata e pancreas. Em muitos desses estudos foi observada uma
correlacao entre GPCR e risco de comprometimento linfonodal e piora na
sobrevida, embora muitos resultados sejam ainda conflitantes,
permanecendo ainda incerto se a expressao de receptores acoplados a
proteina G (GPCRs) é apenas um marcador tumoral ou se sinaliza um
comportamento bioldgico agressivo de certas neoplasias.

A sequir, discutiremos os resultados obtidos a partir da avaliagao

imunoistoquimica de seis destes receptores (PAR-1, GRPR, EP2, EP4,
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CXCR4 e GPR54) em 248 casos de carcinoma epidermoéide usual, avaliados

em nossa instituicao.

8.2.1 PAR1

A evidéncia acumulada na literatura sugere que a trombina e seus
receptores podem ter um papel importante no processo de metastase.
Trombina é uma serina protease que é gerada apos o dano da célula
endotelial. Além das suas fungbes na coagulagdo sanguinea, adesao
plaquetaria e mitose de células musculares lisas e fibroblastos, tem se
observado que a trombina também participa do processo metastatico
(NIERODZIK et al. 1992; WOJTUKIEWICZ et al. 1992, 1993; WALZ e
FENTON 1995; GRAND et al. 1996).

Muitos dos efeitos da trombina sdo mediados através de seus
receptores, incluindo o PAR-1, seu principal receptor, um unico polipeptideo
de 66kDa, codificado de um cDNA de 3.5kb, sequenciada inicialmente por
VU et al. (1991). Apesar de ser detectado em varios tipos de cancer
humano, o verdadeiro papel do PAR-1 na metastase nao esta totalmente
definido nas publicagbes atuais. EVEN-RAM et al. (1998) e HENRIKSON et
al. (1999) demonstraram que PAR-1 foi expresso em altos niveis em
linhagens de carcinoma de mama altamente metastaticos quando
comparados com linhagens de células de carcinoma de mama com baixo
potencial metastatico. LIU et al. (2001) observou em tumores epiderméides
de cavidade oral que maiores niveis de PAR-1 foram expressos em células

metastaticas e que tais células tiveram seu crescimento estimulado quando
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expostas a trombina. A trombina também induziu a atividade de
metaloproteinases 2 e 9 nas células metastaticas, sugerindo o papel do
PAR-1 no crescimento e potencial invasivo do carcinoma epiderméide de
cavidade oral (LIU et al. 2001).

No entanto, LIU et al. (2001), HUANG et al. (2000) e ZAIN et al.
(2000), tém demonstrado baixas concentragdes de trombina nos tumores
com alta taxa de crescimento, ao passo que maiores concentragdes de
trombina prejudicam o crescimento tumoral e induzem apoptose. Tanto a
inibicdo do crescimento quanto a apoptose foram especificos para PAR-1,
independentes de p53, dependentes de STAT-1 e associados com aumento
de p21 e caspases (ZAIN et al. 2000; HUANG et al. 2000). Também em
carcinoma epidermdide de cabega e pescogo, ZHANG et al (2004)
observaram que tumores metastaticos para linfonodos apresentaram um
menor percentual de células PAR-1 positivas e uma menor expressao de
RNAmM de PAR-1 que os tumores sem linfonodos comprometidos. Nesse
estudo os autores observaram que os niveis de expressdao de PAR-1
estavam positivamente correlacinados com marcadores de diferenciagao de
queratinécitos e que a via de sinalizacdo do PAR-1 induz a expressao de
marcadores de diferenciacdo em células de carcinoma de células
escamosas de cabeca e pescoco.

Em nossa série foi observada uma associacdo inversa entre a
positividade de células para o PAR-1 e a presenca de linfonodos
comprometidos ao exame clinico (cN). Este resultado €& semelhante ao

observado por ZHANG et al. (2004) com 34 pacientes com carcinoma
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epidermédide de cabeca e pescogo. Naquele estudo, ZHANG et al. (2004)
observaram uma menor percentagem de células positivas bem como uma
menor expressdo de PAR-1 entre os tumores com metastases para
linfonodos. Paralelamente, os tumores com maior porcentagem de células
positivas e maior expressao de PAR-1 apresentaram correlagao positiva com
os marcadores de diferenciacdo de queratindcitos, keratin-1, keratin-10 e
keratin-11.

Observamos em nossa série uma associacdo com a invasao de
orgaos adjacentes, porém o numero pequeno de casos com tal invasao nao
nos permite tirar maiores conclusées. Nao houve associacdo com grau de
diferenciagao, invasao angiolinfatica, invasao perineural, invasdo de corpo
esponjoso, invasao de corpo cavernoso, invasao de uretra ou coilocitose.

Nao foi observada correlacdo com a presenca de comprometimento
linfonodal ao exame anatomopatolégico, nem com a sobrevida cancer
especifica em cinco anos. No entanto, observou-se associagcdo da
expressao maior que 5% nas células para o PAR-1 e maior sobrevida global
em cinco anos, apenas na analise univarida. Esse dado pode ter resultado
também da associacao entre maior expressao do PAR-1 e a auséncia de
comprometimento clinico linfonodal, na analise univariada em nossa série, 0
que pode representar um achado parecido com aquele observado por
ZHANG et al. (2004).

Por outro lado, uma menor sobrevida entre pacientes com carcinoma
de ndo pequenas células de pulmao, estadio precoce (IB) ressecados, que

expressam PAR-1 e PAR-4 foi observada por GHIO et al. (2006). Em sua
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série, GHIO et al. (2006) observaram uma correlagcao significativa entre a
expressao de PAR-1 e/ou PAR-4 e a expressao do fator de crescimento do
endotélio vascular (VEGF), podendo ser esta a explicagdo para a menor
sobrevida.

A diversidade e a complexidade da vias de transducido de sinal
mediadas por PAR-1 refletem a especificidade do tipo celular. Se PAR-1
correlaciona-se com risco para metatases ainda nao esta claro na literatura,
e, portanto, deve ser definido para cada tipo celular especifico.

A avaliagdo da expressdo de PAR-1 nos diversos estudos até agora
discutidos foi feita por imunoistoquimica, Western Blotting e RT-PCR. O
estudo de GHIO et al. (2006) realizou avaliagao tanto por imunoistoquimica
quanto por RT-PCR. A avaliagdo imunoistoquimica desse estudo foi feita
pela multiplicagao de escores subjetivos atribuidos tanto para a intensidade
de marcagao (fraca, moderada, forte) quanto para o percentual de células
marcadas. A literatura ndo € homogénea quanto ao ponto de corte utilizado
€ a maioria se baseia em escores subjetivos.

Nosso estudo € um dos primeiros a analisar dados de intensidade e
percentagem de células positivas através de um programa que digitaliza as
imagens e da os resultados através de intensidade (pixels) determinada pela
reacdo imunoistoquimica e o percentual de células marcadas observado
pelo programa de computador, plataforma ACIS Il1.

Tendo em vista que ndo houve diferencga estatistica entre os diversos
testes realizados para intensidades com relacdo as variaveis analisadas,

utilizamos o ponto de corte de 5% de células marcadas, que foi 0 que esteve
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associado significativamente com estadio clinico N e sobrevida global. Nao
foram observadas associagdes estatisticas para outros pontos de corte

utilizados, apods estratificacdo a partir do percentil 10.

8.2.2 GRPR

Espécimes de cancer de prostata foram relatados serem 100%
positivas para GRPR por diferentes autores e métodos (hibridacéo in situ,
RT-PCR, Western Blotting) (BARTHOLDI et al. 1998; MARKWALDER e
REUBI 1999; REUBI et al. 2002). Baseados nesses achados, foi postulado
que esses receptores poderiam ser uteis para diferenciacao entre hiperplasia
e neoplasia. CHAVE et al. (2000) avaliaram tecidos colorretais normais e
neoplasicos e detectaram GRPR em todas as amostras, com
superexpressao apenas nos tumores, reforcando a possibilidade do peptideo
liberador de gastrina (GRP) agir como um fator de crescimento autécrino.
PANSKY et al. (2000) também demonstraram a expressao em carcinoma de
células renais, mas ndo em tecido renal normal. Outros pesquisadores
reforcaram o papel do GRP no desenvolvimento do cancer pelos seus
resultados em pacientes com neuroblastomas (SEBESTA et al. 2001) bem
como em pacientes com carcinoma de cabega e pescogo (LANGO et al.
2002), onde o receptor foi encontrado em todos os tecidos tumorais
analisados. Em resumo, a expressdao de GRPR é muito mais comumente
encontrada em neoplasias que em tecidos humanos normais.

LANGO et al. (2002) notou que tumores e mucosas de pacientes com

carcinoma escamoso de cabeca e pescoc¢o tinham expressdao de RNAm seis
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e quatro vezes maior que mucosa de pacientes sem tumores e ainda
observaram que linhagens celulares de carcinoma escamoso de cabecga e
pescoco foram estimuladas com a adicdo de GRP (ligante do GRPR) e
tiveram sua proliferacéo inibida quando adicionado anticorpos neutralizantes
para GRP. Observaram também que pacientes com baixa expressao de
GRPR tiveram maior sobrevida que o grupo de maior expressao. Esse
mesmo autor observou uma tendéncia para comprometimento linfonodal nos
pacientes com maior expressao de RNAm para GRPR e uma associagao
significativa com grau de diferenciagao e disseminagao extracapsular.

TAGLIA et al. (2007) utilizando diferentes metodologias (cultura de
células, imunoistoquimica, microscopia confocal e ensaios de motilidade)
observou que células de carcinoma colorretal que expressaram maior
quantidade de GRPR tinham histologia mais bem diferenciada, maior ligagcao
a matrix extracelular e menor risco de metastase, e esse resultado se deveu
a maior expressao da molécula de adesdao ICAM-1 mediada via FAK
quinase. Na verdade, células normais de carcinoma colorretal néao
expressam GRPR e sua expressao aberrante promoveu um fendétipo mais
bem diferenciado, regulando a motilidade celular e aumentando a aderéncia
a matrix extracelular, prevenindo metastases.

Outros tipos de cancer mostraram a mesma expressao difusa do
GRPR encontrada por nés. CORNELIO et al. (2007), avaliando 88 casos de
tumores de colo uterino e 14 controles de colo uterino normal, encontrou
uma imunorreatividade difusa em 99% das lesbes neoplasicas, com a

maioria exibindo padrdo de marcagcdo forte. A expressao estava
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principalmente localizada na endocérvix e nos tecidos da ectocérvix
adjacentes aos tumores, enquanto nenhuma expresséo foi identificada na
ectocérvix normal. Tal achado levou os autores a sugerirem que a presenca
desse receptor tanto nos tumores quanto nos tecidos adjacentes pode ter
um papel importante no processo de carcinogénese.

Nossa série também encontrou achados semelhantes aqueles de
CORNELIO et al. (2007) com a maioria dos casos apresentando
imunorreatividade difusa.

Com relagao as associagdes, na analise univariada, observou-se uma
associagao estatistica significativa entre a porcentagem de células marcadas
para GRPR > 75% e um menor acometimento de linfonodos, pelo
estadiamento clinico do linfonodo (cN). Entre os pacientes sem invasao
perineural houve associagao significativa com menor expressdo de GRPR e
também os tumores mais indiferenciados apresentavam uma expressao de
GRPR em menos que 75% das células. N6s ndo obtivemos resultados
semelhantes aos de TAGLIA et al. (2007) que observou que a maior
expressdo do GRPR estava associada com tumores mais bem
diferenciados, quando estudou adenocarcinoma colorretais, talvez por nossa
série ser representada em sua maioria por tumores de alto grau histoldgico
(graus 2 e 3). No entanto entre os tumores de alto grau, a maioria tinha uma
baixa expressdao de GRPR e houve significado estatistico, como ja
mencionado.

Ainda mantendo-se em consonancia com os resultados de TAGLIA et

al. (2007), nossa série mostrou que tumores com maior expressdao de GRPR
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tinham menos acomentimento de linfonodos no estadiamento clinico (cN) e
uma tendéncia a menor acometimento de linfonodos quando avaliados pela
patologia, porém tal resultado ndo se manteve na analise multivariada. Com
relagdo aos achados para acometimento de linfonodos, nossos achados
diferem daqueles de LANGO et al. (2002) que estudou carcinoma
epidermdide de cabeca e pescoco, através de RT-PCR e observou que uma
maior expressdo de GRPR estava associada com uma tendéncia a maior
risco de acometimento de linfonodos. O mesmo autor ndo explica o tipo de
associacdo que obteve entre a expressdao do receptor e o grau de
diferenciagao celular.

O ponto de corte utilizado em nossa série é diferente daquele utilizado
por SCOTT et al. (2004) em tumores carcindides gastrointestinais e por
CORNELIO et al. (2007), em tumores de colo uterino. Ambos utilizaram um
escore que dividia os tumores em cinco grupos: nenhuma célula corada, 0
ponto; < 10% de células coradas, 1 ponto; 10-50% das células coradas, 2
pontos; 50-90% das células coradas, 4 pontos; > 90% das células coradas, 5
pontos. Além disso, ambos autores utilizaram a soma do percentual das
células marcadas com um outro escore atribuido para a avaliagdo subjetiva
da intensidade da reagdo imunoistoquimica. Esses sdo os dois estudos
revisados que utilizam a pesquisa do GRPR por imunoistoquimica. Apds
varias tentativas para desenvolver um escore de soma ou multiplicagao entre
intensidade e percentagem de células marcadas, obtivemos associagao
estatistica entre a porcentagem de células marcadas maior ou menor que

75% e trés variaveis consideradas importantes no progndstico do cancer de
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pénis: estadiamento clinico N, invasao perineural e grau de diferenciagao.
Por isso, utilizamos este valor como ponto de corte.

Atualmente é conhecido o papel dos GRPR como mediadores da
ativagdo do receptor para fator de crescimento epidermal tipo 1 (EGFR1),
cujo papel ja é conhecido na carcinogénese de tumores de cabecga e
pescocgo. Varios autores tém observado essa transativacdo por diferentes
métodos como culturas de células, imunoistoquimica e RT-PCR (LUI et al.
2003; LIU et al. 2007; SEETHALA et al. 2008) e descobriram que o GRPR,
uma vez ativado, induz a liberacdo do TGF-alfa da matriz extracelular, que
por sua vez ativa o EGFR1.

O estudo da expressao imunoistoquimica do EGFR1 em carcinoma
epidermdide usual de pénis pode ajudar ainda mais na interpretacao dos
resultados por nds encontrados através da avaliacdo da correlagdo entre a

expressao do EGFR1 e do GRPR nesta neoplasia.

8.2.3 EP2e EP4

As cicloxigenases 1 (COX-1) e 2 (COX-2) sdo enzimas “passo
limitante” envolvidas na conversdo do acido araquiddnico a prostanoides.
COX-1 é considerado um gene “housekeeping” responsavel por varias
fungdes fisioldgicas tais como citoprotecédo do estdmago, vasodilatagéo renal
e producdo de prostandides pro-agregantes pelas plaquetas, como o
tromboxane. Recentemente tem sido sugerido que o COX-2, que foi isolado
como um gene de indugao precoce, pode ter varias outras fungcbes além

daquelas bem conhecidas nas reagdes inflamatdrias. E sabido que COX-2
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estd associada a carcinogénese colorretal, conforme observado por
OSHIMA et al. (1996) que evidenciou uma supressao de polipos coldnicos
nos descendentes de camundongos com delagdo do gene Apc que
cruzaram com camundongos com deleg¢édo do gene da COX-2.

HIDA et al. (1998), avaliou 59 casos de céancer de pulm&o por
imunoistoquimica e observou que houve uma expressado significativa de
COX-2 nos casos de adenocarcinoma e que as outras histologias
apresentaram imunorreatividade fraca ou ausente. BROUXHON et al. (2007)
observou a sequéncia de progressao no desenvolvimento de carcinoma de
células escamosas “in vitro” e eventos como a perda da expressao de E-
caderina e aumento da expressao de prostaglandina E2. Seus resultados
mostraram que havia um aumento progressivo da expressao de PGE2 com
a progressao para carcinoma escamoso e perda de E-caderina e que a
progressao era evitada quando se associava indometacina ou se bloqueava
o receptor EP2, enquanto sua progressao foi acelerada com adicdo de um
agonista do receptor EP2 (budaprost), encontrando mais uma ligagao entre
PGE2/EP2 e cancer (BROUXHON et al. 2007). MA et al. (2006) estudou
células de céncer de mama in vitro e observou, através de ensaios de
migracgao, a inibicdo de migracdo e metastase através de um antagonista
especifico do receptor EP4 (AH23848) e tal efeito foi comparavel aquele
obtido pela inibicdo combinada da COX-1 e COX-2.

Esses e outros estudos s&o evidéncias laboratoriais e clinicas da
relacdo entre inflamacdo e cancer, através das vias iniciadas pela

prostaglandina E2 e seus receptores.
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v EP2

Na literatura revisada nao havia dados de escores para avaliagéo
imunoistoquimica do receptor EP2 ou EP4. A maioria dos estudos
publicados utilizou-se de cultura de células. Por isso, inicialmente dividimos
as porcentagens de marcagao de nossa série dos percentis 10 a 90 e
realizamos todas as avaliacdes estatisticas com relacdo as associagdes com
as variaveis clinicas, demograficas e anatomo-patologicas. Também, nao
encontramos associacdo com as variaveis quando estratificados os
percentuais de células positivas em menor que 10%, 10%-90% e maior que
90%, conforme realizado no trabalho de KUO et al. (2009).

Desta forma, consideramos o escore para ponto de corte aquele que
apresentava associagao estatistica significativa com fatores sabidamente
importantes do carcinoma peniano como o grau de diferenciacéo, a invasao
angiolinfatica, por exemplo.

Em nossa série, a imunorreatividade ao receptor EP2 foi dividida em
dois grupos: menores e maiores que 30% de células marcadas (o percentil
30 foi 0 que apresentou associagao com invasao angiolinfatica).

Nao foi observada associacdo estatistica com as variaveis clinico-
demograficas. Ja com relagcédo as variaveis anatomo-patolégicas, observou-
se associagao apenas com a invasao angiolinfatica, na analise univariada.

Desta forma, entre os pacientes sem invasao angiolinfatica, a maioria
expressava EP2 em mais que 30% das células tumorais ( efeito protetor ).
No entanto, como houve apenas oito pacientes com baixa expressao e

esses resultados necessitam serem confirmados com um numero maior de
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casos nos dois grupos. Esses dados séo contrarios aos relatados para COX-
2 e seus receptores, por exemplo, que estdo relacionados a crescimento,
angiogénese e, portanto, a um maior potencial metastatico e um prognéstico
adverso (HIDA et al. 1998; LIN et al. 2002; CHANG et al. 2005). PAN et al.
(2008) observaram que COX-2 aumentou a expressao de CCR7 via EP2 e
EP4 e que a expressdo de CCR7 em tumores de mama com alta expressao
de COX-2 estava correlacionada com comprometimento linfonodal.

Por outro lado, a expressdo de EP2 pode estar associada ao
processo inflamatério e a presenca de infiltrado inflamatoério que é bastante
observada nos casos de carcinoma de pénis. Intensa infiltracdo linfocitaria
esta associada a menor incidéncia de comprometimento linfonodal e melhor
sobrevida livre de doenca e sobrevida global, embora LOPES et al. (1996b)
nao tenha observado diferengas estatisticamente significativas. No seu
trabalho, LOPES et al (1996b) encontraram uma maior sobrevida livre de
doenca entre os pacientes com maior infiltrado eosinofilico. Nossa série
observou que a maior expressao de EP2 foi fator protetor para a invasao
angiolinfatica, no entanto ndo avaliamos a relagdo desse dado com a
infiltracao linfocitaria ou eosinofilica.

Nao foi observada associagao estatistica entre a reatividade
imunoistoquimica ao EP2 e a presenga de comprometimento linfonodal,
sobrevida cancer especifica e sobrevida global.

No estudo de KUO et al. (2009), com 226 amostras de carcinoma
escamoso de es6fago, o autor observou uma correlagdo positiva entre a

maior expressao de EP2 e o estadio T e uma pior sobrevida global, na
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analise univariada. Quando observada a maior expressdo do EP2 nos
pacientes com estadio T1-T3NOMO, EP2 tornou-se um fator independente de
sobrevida global, porém n&o observou associagdo com idade, estadio clinico
ou patoldgico dos linfonodos, invasao linfovascular ou diferenciagao tumoral.

Por outro lado, MIYATA et al. (2006b) analisaram a expressado de
receptores para prostaglandina E2 (EP1-EP4) em carcinoma de células
transicionais € ndo encontraram associacdo entre a expressao dos subtipos
EP1-EP3 com nenhuma variavel patolégica ou de sobrevida, ao passo que

EP4 esteve associado a proliferagao celular e metaloproteinase 2.

v EP4

Com relagao ao receptor EP4, houve associagao estatistica, na
analise univariada, apenas com a variavel clinico-demografica estadiamento
cN, de forma que aqueles casos considerados com linfonodos clinicamente
positivos tiveram menor reatividade ao EP4 (porcentagem de células
marcadas menor que 75%) e esta associacdo determinou o ponto de corte
em 75%. Como esse resultado beira a significancia estatistica ele pode
também ter acontecido ao acaso, haja vista o valor do p=0,047.

As demais varidveis clinico-demograficas n&o apresentaram
associacido estatistica. Também n&o foi observada associagao estatistica
significativa entre a reatividade imunoistoquimica ao EP4 e as variaveis
anatomo-patoldgicas. Nem houve associagao estatistica entre a reatividade
imunoistoquimica ao EP4 e a presenga de comprometimento linfonodal,

sobrevida cancer especifica e sobrevida global.



115

MIYATA et al. (2006a) estudou, por imunoistoquimica, a relagao entre
a imunoexpressao dos diversos receptores de prostaglandina E2 (EP1, EP2,
EP3 e EP4) com achados clinico-patoldégicos em tecido de cancer de
prostata. Naquele estudo, com 122 pacientes, MIYATA et al. (2006a)
observou que, apesar de todos os receptores serem mais expressos no
tecido tumoral que em glandulas prostaticas normais, apenas o receptor EP1
apresentou associagdo estatistica com variaveis clinico-patolégicas que
foram: escore de Gleason, estadio T, estadio N, estadio M e indice de
proliferacdo de células neoplasicas.

Em resumo, nossos resultados com relacdo aos receptores de
prostaglandina E2 analisados (EP2 e EP4) no carcinoma de células
escamosas usual do pénis sugerem que sua imunoexpressao parece nao
estar associada a um pior prognéstico. Este dado pode sugerir que, caso
haja uma participagao dos receptores de prostaglandinas na carcinogénese
do carcinoma epidermoéide de pénis, outros subtipos que ndo o EP2 e EP4
podem ter maior importancia, como observado por MIYATA et al. (2006a)
para o carcinoma de prostata.

Sabe-se que a carcinoma de pénis € um neoplasia de agressividade
local e é possivel que alguns mecanismos moleculares, ainda pouco
conhecidos, possam corroborar para a pobre capacidade de disseminacao
hematogénica. Embora a expressao de EP2 e EP4 nas células tumorais, em
nossa série, esteja associada a menor invasao angiolinfatica e menor risco
para linfonodos positivos no estadiamento clinico, respectivamente, os

poucos trabalhos explorando o papel dos receptores de prostaglandina E2



116

nos mecanismos de invasdo e metastases, apontam para um aumento do

risco de disseminacao metastatica associado a expressao desses GPCRs.

8.2.4 CXCR4

Quimiocinas e seus respectivos receptores regulam a quimiotaxia e
migragdo transendotelial de leucécitos durante a resposta imune e
inflamatdria (GONZALO et al. 2000). Tem sido relatado que as quimiocinas
também sao expressas em células neoplasicas de uma forma distinta e em
um padrao nao aleatdrio, tais como em cancer de mama, ovario, prostata,
rim, cérebro, pulméao e tiredide (MULLER et al. 2001; SCOTTON et al. 2001;
TAICHMAN et al. 2002; MOHLE et al. 2000; ZHOU et al. 2002; KIJIMA et al.
2002; HWANG et al. 2003).

A expressao de receptores de quimiocinas nas células neoplasicas,
bem como a expressao de seus ligantes nos sitios de disseminagdo do
cancer (MULLER et al. 2001; MURPHY et al. 2003) indicam que a metastase
de células neoplasicas ndo é um processo aleatorio, mas compartilha muitas
semelhangas com o trafego de leucdcitos através de um gradiente de
quimiocina. Embora diferentes tipos de células neoplasicas expressem
diferentes receptores para quimiocinas, o receptor mais comumente
expresso em células cancerigenas humanas € o CXCR4 que ja foi
observado em pelo menos 23 tipos diferentes de cancer, incluindo os de
origem epitelial, mesenquimal e hematopoiética (BALKWILL 2004b).

Foi identificado que a expressdao de CXCR4 esta associada com

metastase em certos tipos de cancer. Por exemplo, células de cancer de
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ovario humano alteradas em laborat6rio ou naturalmente, expressam altos
niveis de CXCR4 e estabelecem extensas metastases locais ou a distancia
quando elas crescem intraperitonealmente em camundongos nude
(BALKWILL 2004a e b). Células de cancer de préstata expressando altos
niveis de CXCR4 produzem maiores xenoenxertos cutidneos, com alta
densidade de vasos sanguineos e invasao vascular quando comparadas a
células selvagens (BALKWILL 2004a e b). Em modelos de camundongos
para melanoma, células transfectadas com CXCR4 mostram um aumento de
dez vezes na chance de desenvolverem metastases pulmonares, quando
comparados com células CXCR4 negativas (MURAKAMI et al. 2002) e a
adesdo dessas células expressando CXCR4 foi aumentada para células
endoteliais da microvasculatura da derme e dos pulmbes. ZHANG et al.
(2007) avaliaram a expressao imunoistoquimica de CXCR4 em células de
cancer cervical, linfonodos e cultura de células do mesmo cancer (HelLa) e
encontrou que ambas as células (tecido ou cultivo), a despeito de
mestastatizar ou ndo para os linfonodos, expressaram CXCR4; ao passo
que células de colo uterino normal ndo expressaram.(ZHANG et al. 2007).
Além disso, todas as células que metastatizaram para os linfonodos eram
CXCR4 positivas. E, ainda, SDF-1a induziu a migragao direta de células
Hela em um modelo dependente de concentragcdo, que foi inibido por
anticorpos contra CXCR4 além de o SDF-1a também estimular a
proliferacdo de Hela mediada por CXCR4, no mesmo estudo.

UCHIDA et al. (2007) estudou carcinoma de células escamosas de

cavidade oral e também observou a relacdo da alca CXCR4/SDF-1a na
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indugdo de proliferagao, sobrevida e invasao lifonodal, ressaltando as
funcbes dessa algca de forma paracrina e autdcrina para os mecanismos de
proliferacdo e disseminagao tumoral.

YU et al. (2008) estudou a expressdo de CXCR4 em tecidos tumorais
de 53 carcinomas colorretais e 27 tecidos de célon normais por
imunoistoquimica. Naquela série a expressao do CXCR4 foi
significativamente maior nos pacientes com linfonodos comprometidos que
naqueles sem linfonodos comprometidos (65,4% versus 25,9%) e também
mais invasoes linfaticas e vasculares.

O ponto de corte de 75% de células marcadas € diferente daquele
utiizado por UCHIDA et al. (2007), 25% das células marcadas, em
carcinoma epidermoide de cavidade oral; YU et al (2008), 50% das células
marcadas, em adenocarcinoma colorretal. Nossa série conseguiu observar
alguma associagdo estatistica com invasao angiolinfatica e grau de
diferenciagdo quando considerou 75% das células marcadas como ponto de
corte, sem observar nenhuma associagdo com os pontos de corte utilizados
por outros autores.

No presente estudo a imunorreatividade do CXCR4 nao esteve
associada com as variaveis clinicas e demograficas. Por outro lado a
positividade para o CXCR4 em mais de 75% das células estava associada
com auséncia de invasao angiolinfatica e também foi encontrada associagao
significativa com grau de diferenciacdo, sendo que os pacientes
considerados de alto grau (graus 2 e 3) tiveram menor expressao do

CXCR4. Esses resultados sao diferentes daqueles observados pela
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literatura, principalmente para invasao angiolinfatica onde se acredita que o
CXCR4 tenha um papel importante na promocao desse evento, no entanto,
outros mecanismos de invasdao e metastases, que ndo dependentes do
CXCR4 podem estar envolvidos, uma vez que o processo de metastase
depende de multiplos fatores. Além disso, nossa casuistica associou a
invasdo vascular sanguinea com a linfatica, como definida invaséo
angiolinfatica, para todos os casos do banco de dados. Talvez, se
considerassemos variaveis distintas poderiamos obter alguma associagao
estatistica significativa.

ZHANG et al. (2007) estudando carcinoma epidermdide de colo
uterino ndo observou associagao estatistica da expressao de CXCR4 com
estadios do tumor ou grau de diferenciagao, por exemplo. Embora o mesmo
autor tenha observado que células desta neoplasia tém maior capacidade de
migragdo quando expostas ao SDF1-alfa, no ensaio de migracédo. NA et al.
(2008) também n&o observou associagdo estatistica entre a expresséao
citoplasmatica do CXCR4 e variaveis clinicas ou anatomo-patoldgicas,
avaliando a expressdo de CXCR4 em neoplasia de nao pequenas células do
pulm&o. No entanto, os mesmos autores observaram um maior risco para
comprometimento linfonodal quando avaliaram a expressdo de CXCR4 para
a mesma neoplasia.

Novos estudos tém avaliado por imunoistoquimica a correlagao entre
a expressao nuclear de CXCR4 e metastases para linfonodos axilares no
cancer de mama. Um deles encontrou uma correlagcéo significativa entre

uma alta expressao nuclear do CXCR4 e metastases linfaticas em pacientes
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com cancer de mama e receptores hormonais negativos, sem observar
associagdo com outras variaveis clinicas e patologicas tanto com a
expressdo nuclear quanto com a expressao citoplasmatica (WOO et al.
2007). Uma correlagao entre a expressao nuclear do CXCR4 e metastases
em linfonodos também foi observada por Na I-K et al (2008) em tumores de
pulmao de células ndo pequenas, ndo sendo observada correlacdo com a
expressao citoplasmatica (NA et al. 2008).

Em nossa série também observamos a expressao nuclear do CXCR4
em alguns casos. Esta expressao nuclear esteve associada com a raga
branca e coilocitose. Sendo que, dentre os pacientes analisados para
presenca ou nao de coilocitose (90/248), aqueles sem achados de
coilocitose nao apresentavam reatividade nuclear para o CXCR4 (p=0,022).

Varios estudos tém observado a expressao nuclear de GPCRs em
diversas neoplasias e muitos deles associam essa expressdao com a
producdao de GPCRs induzidos por virus. Uma maior discussao sera feita a

seguir, quando discutiremos a expressao nuclear de GPR54.

8.2.5 GPR54

Kissipeptinas sdo peptideos produzidos a partir do gene humano Kiss-
1 que atuam através da ligagdo com seu GPCR, GPR54, em diversas
fungdes fisioldégicas como puberdade e implantagdo da placenta no utero.
Recentemente tem sido descoberta uma associagao entre a expressao do
GPR54 com fendmenos neoplasicos, particularmente, funcionando como um

inibidor de metastases. A maioria dos estudos aponta para uma expressao
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reduzida em neoplasias metastaticas e varios ensaios de migragcdo e
invasao tém observado que a delegdo do gene Kiss-1 aumenta o potencial
invasivo e migratorio das células neoplasicas. Uma maior revisdo dos
aspectos fisiologicos e patoldgicos associados ao GPR54 e as kissipeptinas
€ encontrada em MEAD et al. (2007).

No entanto, fato contrario tem sido observado por MAROT et al.
(2007) tanto em cultura de células de cancer de mama como em tecidos de
pacientes com a mesma neoplasia. Em sua série, tumores de mama de
mulheres pds-menopausadas que apresentaram altos os niveis de mRNA de
Kiss-1 e GPR54 tiveram uma menor sobrevida livre de recaida em relagao
aqueles tumores com menores niveis de mRNA tumoral para ambos os
genes.

PRENTICE et al. (2007) estudou a imunorreatividade de cancer de
ovario as kissipeptinas e GPR54 por TMA e imunoistoquimica. Eles
consideraram os casos positivos quando mais de 75% das células estavam
marcadas para o GPR54. Seus resultados apontaram para uma sobrevida
global significativamente maior entre os casos com alta expressdo de
GPR54 e também houve uma forte associagcado entre a alta expressao do
GPR54 e kisspeptina com o subtipo de células claras. Dentro desse subtipo,
a expressao do GPR54 também esteve associada com uma maior sobrevida
global.

IKEGUCHI et al. (2004), avaliando a expressao de Kiss-1 e GPR54
(hOT1T175) no mRNA total extraido de tumores de esbfago e esbdfago

normal de 71 pacientes com cancer epiderméide de es6fago observou que a
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perda da expressdo desses genes nao se correlacionou com parametros
patolégicos como grau de diferenciagcéo, invasao de adventicia, invaséo
linfatica, mas esteve relacionado com metastase para linfonodos e foi um
significante preditor para metastases para linfonodos na analise multivariada.

Em nossa série com 248 casos de carcinoma epidermodide usual de
pénis a expressado imunoistoquimica do GPR54 foi considerada positiva
quando observada em mais de 75% das células, conforme utilizado por
PRENTICE et al. (2007), em vista do grande numero de casos avaliados por
eles com este ponto de corte (mais de 500 casos).

Em nossa série ndo observamos associacdo estatistica entre a
expressao citoplasmatica de GPR54 e as variaveis clinico-demograficas
analisadas. Houve uma tendéncia para associagao estatistica com invasao
angiolinfatica, sendo que entre os pacientes sem invasao angiolinfatica, a
maioria era negativa para GPR54 (menos de 75% das células marcadas),
sugerindo um efeito protetor. IKEGUCHI et al. (2004) também n&o observou
associacdo com invasao linfatica, no entanto, a auséncia de expressao de
MRNA para GPR54 foi preditora de metastase para linfonodos.

Nao houve associacdo estatistica entre a presenca de linfonodos
comprometidos e a positividade para GPR54, sobrevida cancer especifica
em cinco anos ou sobrevida global.

Com relacdo a expressao nuclear do GPR54, nao ha relatos de tal
expressao imunoistoquimica na literatura revisada. Nossa série € a primeira
a observar expressao nuclear desse receptor. Ha dados da literatura para

expressao nuclear aberrante de outros receptores acoplados a proteina G
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como é o caso do CXCR4 e receptores de prostaglandina E2, como o EP2,
por exemplo KONGER et al. (2005) e WOO et al. (2007); porém sem
nenhum relato para localizagao nuclear do GPR54.

E conhecido, no entanto, que os GPCRs podem apresentar
localizagdo aberrante, em diversos processos patoldgicos. Tal localizagéao
pode estar relacionada com outros mecanismos de sinalizagao
intracelulares, acoplando os GPCR com outras vias de sinalizacdo, como
vias que sinalizam para o nucleo, sem necessariamente passarem por vias
citoplasmaticas. Varias proteinas que induzem a endocitose desses
receptores, como a clatrina, beta-arrestinas e quinases de receptores
acoplados a proteina G (GRKs) podem estar ligadas a estes mecanismos de
internalizacdo e compartimentalizagdao de vias de sinalizacdo nucleares
(ZHU et al. 2006; MOORE et al. 2007; HAMDAN et al. 2007; JIANG et al.
2007).

Em nossa série com 248 casos de carcinoma epidermodide usual do
pénis nao observamos associagao significativa entre a expressao nuclear do
GPR54 com as variaveis clinico-demograficas. No entanto, as variaveis
anatomo-patologicas analisadas observou-se uma associagdo estatistica
apenas com coilocitose. Os pacientes em que foi observada coilocitose, a
maioria tinha positividade nuclear para o GPR54. Nao houve associagao
entre a expressao nuclear do GPR54 com a presenca de metastases para
linfonodos, com a sobrevida cancer especifica ou com a sobrevida global.

Muitos trabalhos tém observado a relagao entre a expressdo GPCRs

associados a certos virus como herpes virus, citomegalovirus e o virus
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Epstein-Barr e em outros trabalhos essa expressdo de GPCR esta
associada com transformacgao celular, o que acontece com neoplasias como
o sarcoma de Kaposi e o linfoma primario de efuséo, por exemplo (DADKE
et al. 2003; COUTY e GERSHENGORN 2004; VAN CLEEF et al. 2006;
CANNON 2007; BEISSER et al. 2008; ZUO et al. 2009).

Até agora nenhum trabalho tem feito referéncia a expressdo de GPCR
pelo papilomavirus humano. Se a associacdo por nds encontrada entre
coilocitose e expressao nuclear do GPR54 é devida ou ndo a presenga do
HPV, ndo pode ser determinado em nossa série, mas trabalhos poderao ser
feitos para pesquisar a possivel expressdo de GPCRs pelo papilomavirus
humano e seu papel na desenvolvimento do carcinoma peniano e também
no cancer do colo uterino, abrindo uma nova linha de pesquisa para essas

neoplasias.

8.3 ASPECTOS RELACIONADOS A SOBREVIDA

Para analise de sobrevida foi utilizado todo o grupo avaliado. Apesar
de serem incluidos pacientes perdidos durante o seguimento, estes
representaram apenas 8% (20 pacientes), sendo que em sua maioria foram
perdidos de seguimento apds dois anos, tempo geralmente suficiente para
recidiva como observado nesta e em outras séries do grupo (GUIMARAES

2003), em que todos os pacientes recidivaram em até dois anos.
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8.3.1 Sobrevida cancer especifica

Para analise foi considerada a taxa de sobrevida cancer especifica
em cinco e dez anos, sendo que a maioria das recidivas se deram nos dois
primeiros anos e, quando ocorreram, foram responsaveis pela maioria dos
obitos nesse periodo.

A taxa de sobrevida cancer especifica em cinco anos foi de 81,3%.

Dentre as variaveis clinico-demograficas avaliadas, estadio clinico N e
intengdo do esvaziamento linfonodal foram estatisticamente significativos na
analise univariada.

Dentre as variaveis anatomo-patoldgicas foi observada associagao
estatistica na analise univariada com grau de diferenciacdo, espessura
tumoral, invasdo angiolinfatica, invasao perineural e comprometimento
linfonodal.

A imunoexpressdo dos GPCRs nao foi estatisticamente significativa
para sobrevida cancer especifica nas analise univariada ou multivariada.
Sendo que as variaveis que permaneceram independentes para sobrevida
cancer especifica em cinco anos foram estadiamento clinico N, invasao
perineural e grau de diferenciagao histologica. Metastase linfonodal também
permaneceu como fator independente mais importante para sobrevida

cancer especifica, no modelo multivariado.

8.3.2 Sobrevida global
Para analise de sobrevida global foi considerada a taxa de sobrevida

em cinco e dez anos.
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A taxa de sobrevida global em cinco e dez anos para todo o grupo foi
de 71,3% e 56%, respectivamente.

Dentre as variaveis clinico-demograficas avaliadas, apenas idade,
postectomia e o estadiamento clinico N foram estatisticamente significativos
na analise univariada.

Dentre as variaveis anatomo-patologicas significativas na analise
univariada estdo o grau de diferenciagdo, espessura do tumor, invasao
angiolinfatica, invasao perineural e metastase em linfonodos.

A imunoexpressao para PAR-1 se mostrou associada
significativamente com sobrevida global, na analise univariada.

As variaveis que permaneceram como independentes para risco de
Obito na analise multivariada da sobrevida global foram idade, estadiamento
clinico N, invasao perineural, grau de diferenciagao histoldgica, postectomia
e comprometimento linfonodal.

A presenca de postectomia no modelo final pode refletir o maior
acesso aos servigos de saude e, portanto uma detecgdao mais precoce da
neoplasia de pénis, quando as possibilidades de cura sdo maiores.

A inclusdo da idade no modelo final como fator independente para
risco de Obito pela neoplasia é justificada pela incidéncia de carcinoma
peniano em pacientes idosos, entre os quais o percentual de outras causas
de 6bito também foi alto. Desta forma, esta variavel ajusta o risco de o6bito

das outras variaveis pela idade.
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9 CONCLUSOES

Nas condi¢cdes do presente estudo, podemos concluir que:

1 Entre os receptores acoplados a proteina G (GPCR), estiveram
associados significativamente, na analise univariada:

v PAR-1 com a variavel clinico demografica estadiamento cN e a
variavel anatomo-patoldgica invasao de érgaos adjacentes;

v GRPR com a variavel clinico-demografica estadiamento cN e as

variaveis anatomo-patoldgicas grau de diferenciacdo e invasao

perineural,
v EP2 com a variavel anatomo-patolégica invasao angiolinfatica;
v EP4 com a variavel clinico-demografica estadiamento cN;
v CXCR4 com as variaveis anatomo-patolégicas grau de diferenciagao

e invasao angiolinfatica;

v CXCR4 e GPR54 nucleares com variavel anatomo-patologica
coilocitose

2 Na analise univariada, estiveram associadas com comprometimento
linfonodal:

4 As variaveis clinico-demograficas estadiamento clinico T e N
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As variaveis anatomo-patolégicas grau de diferenciagdo, invasao
angiolinfatica, invasdo perineural, invasdo de corpo cavernoso e

invasao de uretra.

No modelo multivariado estadiamento clinico N, invasado perineural e
grau de diferenciagao histolégica foram fatores independentes de

risco para comprometimento metastatico dos linfonodos.

Os fatores adversos para obito por cancer foram o estadiamento
clinico N, a invasao perineural, o grau de diferenciagao hitolégica e o

comprometimento linfonodal.

A expressao de PAR-1 em mais de 5% das células esteve associada

com maior sobrevida global, na analise univariada.

Estadiamento clinico N, invasdo perineural, grau de diferenciagéao
histolégica, postectomia e comprometimento linfonodal foram fatores

independentes para o risco Obito por qualquer causa.
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ANEXOS




Anexo 1 - Ficha de levantamento de dados

PROJETO DE TESE:
JOSE FERNANDO DO PRADO MOURA

CORRELACAO CLINICO-PATOLOGICA DA REATIVIDADE
IMUNOISTOQUIMICA RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINA G PELA
TECNICA DE “TISSUE MICROARRAY” NO CARCINOMA DE PENIS

01.
02.
03.
04.
05.
06.
07.

08.
09.
10.
11.

12.
13.
14.
15.
16.

17.

18

N° doestudo-_ ]
RG [
Datada AdmisSA0 /| | oo /
Idade @ AdmMISSA0 (AN0S) .oooiiiiiiiieecce e L]
Estado Civil: (1) Solteiro (2) Casado (3) Separado (4) outros (9) Ign |__|
Raga: (1) Branca (2) Amarela (3) Negro (4) Ign ....ccccccvvevvvvnnnnnnnnn. ||
Sinais / Sintomas : (1) Ferida (2) Dor (3) Inflamagao (4) Disuria ...|__|
(5) Prurido (6) Outros (9) Ign.
Tempo de Evolugdo (meses) 1 e .

Antecedentes venérios: (0) Nao (1) Sim. ... ||
Postectomia: (0) Nao (1) Nao relacionada (2)Relacionada (9) Ign|__|
Situacao a 12 consulta: (1) Biopsiado (2) Amputado (3) Esvaziado....| |
(4)Intacto (9) Ign.
EstadiamentocT: (1) T1 (2)T2 (3)T3 (4)T4 (9 TX .ueeeee ||
Estadiamento cN: (0) NO (1)N1 (2)N2 (3)N3 (4)N4 (9)Nx ........... ||
Estadiamento cM: (O) MO (1)M1  (OMX ccoorirriiiiicieee e ||
Data da amputagédo /ressecgdo _ /| i ]
Cirurgia: (0) Nao (1) Amp. Parcial (2) Amp. Total (3) Exerese......... ||
(4) Postectomia.
Tipo de esvaziamento ganglionar: (0) Nao (1) Inguinal (2) Inguino-
iliaco .......... | (9)Ilgn.

Intencdo do esvaziamento: (1) Principio (2) necessidade (9) Ign .| |



19.
20.

21.

22.
23.

24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.

31.
32.
33.
34.

35.
36.

37

38.
39.

Data do esvaziamento: /| /|
Complicagdes relacionadas a amputacao: (0) Nao (1) Infecgéo ..... ||
(2) Deiscéncia (3) Estenose (4) hemorragia (9) Ign
Complicagdes relacionadas ao esvaziamento: ...........cccceevvevvvvivnnnnnns ]

(0) Nao (1)Infecgao (2) Deiscéncia (3) hematoma (4) necrose (5)
linfedema (6)Ruptura de vasos (9) Ign.
Numerodo AP: [

Grau de Diferenciagao: (1) Bem diferenciado (2) Mod. Diferenciado |__|

(3) Pouco diferenciado (4) Nao Classificado (9)Ign.

Espessura do tumor: (1)Até 1mm (2) 1-5mm (3) >5mm (9) Ign....... ||
Permeacéo linfatica: (0)N&o (1) Presente (9) Ign........ccccooviiiiiiinnns |
Embolizacdo venosa: (0)Nao (1) Presente (9) Ign........cccccvvvvvvvnennee. ||
Infiltrag@o de corpos carvenosos: (0)Nao (1)Presente (9)lgn.......... ||
Infiltragdo da uretra: (0)Nao (1)Presente (9)Ign........c.ccceeeeiiiiinninnnnn, ||
Infiltracdo de org&os adjacentes: (0)Nao (1)Presente (9)lgn............ ||
Alteracéo sugestiva de HPV (coilocotose): (1)Presente (2)Ausente (9)

Ign..|__|
Total de Linfonodos examinados: ... L]

Total de Linfonodos positivos: _ ]

Lateralidade dos linfonodos positivos: (1)Unilat. (2)Bilateral (9) Ign |__|

Cadeia linfonodal Positiva: (1)Inguinal (2) Inguinal + lliaco (3)lliaco

9lgn ....|_|

Datadarecidiva: /| oo

Local da recidiva: (0)Nao (1)Coto (2)Regional (3)pulmdes (4)Ossos |__|
(5) Figado (6)outros (9)Ign.

Tratamento da recorréncia; (0)Nao (1)RHD (2)Local (3)regional

(4) Rxt.|_| (5)Qt (6)outro (9)Ign.

Data do ultimo seguimento: /| /|

Situacdo no seguimento: (1)Vivo s/ doenga (2)Vivo com doenga ...... ||

(3)Obito por Cancer (4)Obito por outra causa (5) perdido de vista



Anexo 2 - Sistema de Classificagdo do Tumor de Pénis — TNM, UICC, 2002.

Tx — Tumor primario nao avaliado

TO — Sem evidéncia de tumor

Tis — Carcinoma in situ

Ta — Tumor verrucoso nao invasivo

T1 — Tumor invade tecido conectivo subepitelial

T2 — Tumor invade corpo cavernoso ou espon;joso

T3 — Tumor invade uretra ou préstata

T4 — Tumor invade estruturas adjacentes

Nx — Linfonodos ndo avaliados

NO — Sem metastases em linfonodos

N1 — Metastase Unica em linfonodo inguinal superficial

N2 — Metastases multiplas ou bilaterais em linfonodos inguinais superficiais

N3 — Metastase em linfonodos inguinais profundos ou iliacos

Mx — Metastases nao avaliadas

MO — Sem metastases a distancia

M1 — Metastases a distancia




Anexo 3 - Construgao do TMA

Routine histologic

Tissue core
paraffin block Collection of cohort

Construction of
tissue microarray

TMA sectioning

Assessment
and processing

of expression

—_—

|
|

Survival

5um section

Tissue microarray Statistical analysis of biomarker

Giltnane JM, Rimm DL. Construction and use of tissue microarrays for

biomarker identification. Nat Clin Practice Oncol 2004; 1:104-11.



Anexo 4 — Acis llI: Especificagdes do Produto

Specification

Dako ACIS®II Image Analysis System

Input Format

1 x 3 inch standard microscope slides

Objective Lens

Nikon 4X, 10X, 20X, 40X and 60X

Scanning Region

23 x 50 mm

Slide Loading Automated, 100-slide loader maximum, using a 4-slide carrier
Tissue Finding Automatic
Focus Automatic

Network Interface

100/1000 Mbit'sec Ethernet

Dimensions 23" Wx 18"Hx 18" D {58 cm W x 48 cm H x 48 cm D)
Weight 125 Ibs (57 kg)
Documentation User's Manual
Wamanty 12 months (parts & labor)

Service & Support

Included for 12 months

Regulatory Status

Class 2, CE-IVD

Software

System Software

ACIS® version 3.0.1

Image Analysis Applications

MNuclear Application, Membrane Application and Rare Event Applications

Operating System

Microscft Windows XP Professional

Additional Software

Microscft Excel 2003

Additional Components

Monitor HP 23-inch Flat Panel Display
Report Printer HP Color Printer
UPS Uninterruptible Power Supply {110V or 220V)
Label Printer Zebra Label Printer and label pack

Slide Scanning Speed

15 x 15mm, 10x cbjective (relative to 20V}, 9 minutes

Fer In Vitre Diagnostic Use.

ce

Steps to Consistent Results
Stop 1 Image Acquisition ACIS®||| usasz & propriatary Sihoustio

[~

(RO

Scanning technigue to locate core samples on the slide. This featura
saves time and creatas smaller files by scanning only arsas whera
sample is present. Captured images ars assemibled as a histological
raconstruction with low- and high-magnification imagss pressntad to
the user for further analysis.

Stap 2 Sample Salection Usar-dafined templates are created gazily
o accommodata virtually any specimen layout, then the ACIS#(1
automatically creates a flaxibla mash ammund each speciman within
the array. If desired, the user manually can adjust the mesh to

— account for misging, touching or partial spacimens within the amay.

[
1 Aap

1 ADD S0 BIHE sa7
4 Ach TE ] 500
1 Ad0 IWE 01z 168
& AsD Lax] Lo 1850
7 Bad -] 16159 335
s Bbo e anTr
a4 Bed 1B g TTEE
1 BdO dasn L B
11 Bed 5. 288 =78
13 Ast s s 4l
19 Abd k=) (- 228

R —— - -
Labwl Brown Ama Blus Ams Parcentsge Average Beown intansy|
e 1302 ¥ ® |

{ Step 2 Image Analysie With the touch of a button, ACIS® 11l
automatically quantifies staining intensity, percant positive and
cther parametars for each core specimen. Mumercal scones are
presented to the reviewer for confirmation or furthar analysis, User
has the option to score an entire specimen core or define analysis
sub-regions within a cora.

:-Tr Step 4 Sample Navigation Specimens within the srray ane labeled
:: | claarly 1o facilitate navigation between the rasulting dats, and low
& magnification or high-magnification images.

104

‘,‘: «~—— Step & Data Management Analysis data from the tissue microaray
: ara exported seamlassly into standard spreadshest or database

] formats to dramatically simplify statistical or comparative analysis




Anexo 5 - Tabelas para as médias, medianas, desvios-padrao, valor minimo
e maximo e percentil para as intensidades e porcentagem da area marcada

para os receptores acoplados a proteina G.

Tabela A — Intensidade (INT) e porcentagem de pontos marrons marcados
(PORC) para os receptores PAR1, GRPR e GPR54 de 248 pacientes com
carcinoma epidermdide usual de pénis.

PAR1INT PAR1PORC GRPRINT GRPRPORC GPRS54INT GPR54PORC

N Validos 229 229 237 237 238 238
Perdidos 19 19 11 11 10 10
Média 86,32 55,28 94,42 59,00 108,05 61,19
Mediana 86,00 60,15 93,00 60,79 99,00 63,89
Desvio 4,37 37,24 7,66 20,40 22,01 24,16
Padrao
Minimo 79,00 0,00 82,00 1,76 80,00 0,25
Maximo 103,00 99,63 126,00 99,76 163,00 99,80
Percentis 25 83,00 16,51 89,00 48,78 90,75 44,41
50 86,00 60,15 93,00 60,79 99,00 63,89
75 89,00 92,62 99,00 74,51 124,00 80,63

Legenda: PAR1INT — intensidade de marcacdo de PAR1; PAR1PORC - porcentagem da
area tumoral marcada para PAR1; GRPRINT - intensidade de marcagdo de GRPR;
GRPRPORC - porcentagem da area tumoral marcada para GRPR; GPR54INT -
intensidade de marcagédo para GPR54; GPR54PORC - porcentagem da area tumoral

marcada para GPR54. Intensidades e porcentagens obtidos a partir do microscopio ACIS III.



Tabela B — Intensidade (INT) e porcentagem de pontos marrons marcados
(PORC) para os receptores EP2, EP4 e CXCR4 de 248 pacientes com

carcinoma epidermoide usual de pénis.

EP2INT EP2PORC  EP4INT EP4PORC CXCR4l CXCR4PORC
NT
N Vialidos 241 241 239 241 241 241
Perdidos 7 7 9 7 7 7

Média 96,79 67,22 85,15 60,25 102,42 67,89
Mediana 96 72,47 84 68,39 100 72,23
Desvio Padréao 8,57 21,18 4,73 36,39 11,39 18,25
Minimo 83 0,17 78 0 82 0,95
Maximo 125 99,07 110 99,84 145 98,92
Percentis 25 92 58,21 82 28,16 94 58,37

50 96 72,46 84 68,39 100 72,23

75 101 82,84 87 96,15 109 80,23

Legenda: EP2INT - intensidade de marcagao de EP2; EP2PORC — porcentagem da area
tumoral marcada para EP2; EP4ANT - intensidade de marcacdo de EP4; EP4PORC -
porcentagem da area tumoral marcada para EP4; CXCR4INT — intensidade de marcagao
para CXCR4; CXCR4PORC - porcentagem da area tumoral marcada para CXCRA4.

Intensidades e porcentagens obtidos a partir do microscopio ACIS lII.

Tabela C - Intensidade (INT) de marcagéo nuclear para GPR54 e CXCR4
em 248 pacientes com carcinoma epidermoéide usual de pénis.

GPR54 nuclear INT

CXCR4 nuclear INT

N Validos 237
Perdidos 11
Média 51,37
Mediana 0
Desvio Padrao 56,17 56,37
Minimo 0
Maximo 142
Percentis 25 0
50 0
75 110

Legenda: GPR54 nuclear INT — intensidade de marcagao nuclear para o GPR54; CXCR4

nuclear INT - intensidade de marcagdo nuclear para o CXCRA4.

porcentagens obtidos a partir do microscopio ACIS lII.

Intensidades e



Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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