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RESUMO 
 

 

Souza MJL. Avaliação da transição epitélio-mesênquima no carcinoma de pênis. 

São Paulo; 2011. [Tese de Doutorado-Fundação Antônio Prudente]. 

 

Introdução: O câncer de pênis é uma doença rara em países desenvolvidos. No 

Brasil, é considerado um grave problema de saúde. A metástase para linfonodos é o 

principal fator prognóstico, porém há falhas na avaliação clínica e laboratorial. 

Portanto a busca por estudos com marcadores moleculares são alvo de estudos em 

cancer de pênis. A transição epitélio-mesênquima (EMT) é um fenômeno comum a 

todos os tumores epiteliais e faz parte do modo como as células neoplásicas se 

comportam para invadirem o estroma adjacente. Analisar o fenômeno EMT, através 

da expressão imuno-histoquímica (IHQ) de e-caderina (ECAD) e da vimentina, e sua 

correlação com os fatores clínico-patológicos prognósticos conhecidos em carcinoma 

de pênis foram nossos objetivos. Material e Métodos: 91 casos de pacientes sem 

história de neoplasia e 151 casos de pacientes portadores de carcinoma de pênis 

foram submetidos à imuno-histoquímica para análise da expressão de ECAD na 

Mucosa não-neoplásica (MNN), na Porção Superficial e Central do Tumor (TPSC) e 

no Fronte de Invasão Tumoral (TFI); para a avaliação da expressão de vimentina foi 

considerada a marcação citoplasmática da célula neoplásica, localizada na borda 

infiltrativa dos tumores de acordo com intensidade e porcentagem de células 

marcadas. Resultados: A perda da expressão da ECAD foi significativamente maior 

no TFI comparado com a TPSC e com a MNN adjacente. A perda da ECAD se 

correlacionou no TFI com grau histológico (p<0,0001), com o padrão infiltrativo 

(p=0,0003), com a metástase linfonodal (p=0,0067), com a invasão perineural 

(p=0,0284) e com a invasão vascular (p=0,0425). Na TPSC houve associação da 

ECAD com o padrão infiltrativo (p=0,0116) e com a invasão perineural (p=0,0225). 

A vimentina se associou com o grau histológico (p<0,0001), com o padrão 

infiltrativo (p<0,0001), com o estadio T (p=0,0001), com a metástase linfonodal 

(p<0,0001), com a invasão perineural (p=0,0246) e com a invasão vascular (0,0003). 

Os fatores prognósticos independentes estimados pelo modelo de regressão de Cox, 



para câncer específica, foram a expressão positiva da vimentina (RR=7.676; IC  95%  

[3.210-18,346] ) e presença de metástase linfonodal (RR=2,761; IC 95% [1,320-

5,774] ). Para óbitos em geral, os fatores prognósticos independentes foram a 

expressão positiva da vimentina (RR=2,302; IC 95% [1,405-3,772]), presença de 

metástase linfonodal (RR=2,370; IC 95% [1,366-4,113]) e a presença de invasão 

perineural (RR= 1,841; IC% [1,073-3,158]). Conclusões: A perda da expressão da 

ECAD ocorre com maior freqüência no fronte de invasão tumoral e está associada 

com os fatores clássicos de mau prognóstico como os tumores poucos diferenciados, 

de padrão infiltrativo, com metástase linfonodal, com invasão perineural e invasão 

angiolinfática e piores sobrevida câncer específica e global. O fenótipo de EMT 

definido como a perda da expressão de ECAD e ganho de vimentina é associado com 

todos os fatores de mau prognóstico, incluindo piores sobrevidas global e câncer 

específica.  

 



SUMMARY 
 

 

Souza MJL. [Avaliation of epithelial mesenchymal transition in penile 

carcinoma]. São Paulo; 2011. [Tese de Doutorado-Fundação Antônio Prudente]. 

 

Background: Penile cancer is a rare disease in developed countries. In Brazil, it is 

considered a serious health problem. Lymph nodes metastasis is the main prognostic 

factor; however, clinical and laboratorial evaluations of it are still unreliable. 

Therefore, molecular markers have been pursued. Epithelial-mesenchymal transition 

(EMT) is a common phenomenon in carcinomas and it is part of the mechanism 

through which tumor cells behave to invade the adjacent stroma. The aim of this 

study was to analyze EMT phenomenon through e-cadherin (ECAD) and vimentin 

expression pattern using immunohistochemistry, and correlate those findings with 

known clinico-pathological features and survival of penile carcinoma patients. 

Material and Methods: 91 samples of patients with no history of cancer and 151 

samples of penile carcinoma were submitted to immunohistochemistry for ECAD 

expression in the non-neoplastic mucosa (NNM), superficial central portion of 

tumors (SCPT) and in the tumor invasion front (TIF); vimentin expression was 

evaluated regarding the intensity of cytoplasmatic staining and percentage of stained 

neoplastic cells. Results: Loss of ECAD expression in the TIF is significantly higher 

than in SCPT or in adjacent MNN. Also, the loss of ECAD expression in the TIF 

correlated with histological grade (p<0,0001), infiltrative pattern of tumor growth 

(p=0,0003),  lymph nodes metastasis (p=0,0067), perineural invasion (p=0,0284) and 

vascular invasion (p=0,0425). In SCPT, loss of ECAD expression associated with 

infiltrative growth (p=0,0116) and perineural invasion (p=0,0225). Vimentin 

expression is associated with histological grade (p<0,0001), infiltrative growth 

(p<0,0001), T stage (p=0,0001), lymph nodes metastasis (p<0,0001), 

perineural,invasion (p=0,0246) and vascular invasion (0,0003). Independent 

prognostic risk factors for cancer specific survival estimated by Cox regression were 

gain of vimentin expression (RR=7.676; IC  95%  [3.210-18,346]) and presence of 

lymph nodes metastasis (RR=2,761; IC 95% [1,320-5,774]). For death not due to 



cancer, independent prognostic factors were expression of vimentin (RR=2,302; IC 

95% [1,405-3,772]), presence of lymph nodes metastasis (2,370; IC 95% [1,366-

4,113]), and perineural invasion (RR= 1,841; IC% [1,073-3,158]). Conclusions: 

Loss of ECAD expression is more frequent in tumor invasion front and it is 

associated with classical poor prognostic indicators such as poorly differentiated 

tumors, infiltrative pattern of tumor growth, perineural and vascular invasion. EMT 

phenotype defined by loss of ECAD and gain of vimentin expression is associated 

with all poor prognostic factors, including worse cancer specific and overall survival.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 CARCINOMA DE PÊNIS 

 

O carcinoma de pênis (CP) é uma doença rara em nações desenvolvidas, 

correspondendo de 0,4% a 0,6% de todas as neoplasias malignas (GLOECKLER-

RIES et al. 1990). Nos países em desenvolvimento é um problema importante de 

saúde (PARKIN et al. 1997; MISRA et al. 2004; FAVORITO et al. 2008; 

SALVIONI et al. 2009). Em algumas regiões da África, Ásia e América do Sul chega 

a corresponder a até 20% das neoplasias malignas no homem (RAJU et al. 1985). A 

maior incidência dessa neoplasia é nas regiões de Barshi, Paranda e Bhum, na Índia 

(3,32/100.000 habitantes) e os menores índices encontram-se entre os judeus 

nascidos em Israel e nos Estados Unidos (0/100.000 e 0,07/100.000, 

respectivamente), (VATANASAPT et al. 1995; SALVIONI et al. 2009). 

O aumento da incidência ocorre a partir da sexta década de vida (DERRICK 

et al. 1973; GURSEL et al. 1973). Este tumor é infreqüente em adultos abaixo de 30 

anos, sendo raramente descrito em crianças (DEAN 1935; NARASIMHARAO et al. 

1985; FICARRA et al. 2006).  

 No Brasil, dentre as neoplasias malignas do homem, o CP corresponde a 

aproximadamente 2,1%, sendo a incidência maior nas regiões Norte e Nordeste, onde 

as condições socioeconômicas são piores (BRUMINI et al. 1982). Entre 2006 e 2007, 

a Sociedade Brasileira de Urologia (SBU) realizou um estudo epidemiológico e 

relatou que em algumas regiões de maior incidência o CP corresponde a 
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aproximadamente 2,9% a 6,8% casos/100.000 habitantes. Nessas regiões de maior 

ocorrência, o câncer de pênis supera os casos de cânceres de próstata e bexiga 

(FAVORITO et al. 2008; Ministério da Saúde 2009). As estimativas de câncer 

publicadas pelo Ministério da Saúde para 2010 não apontavam o câncer de pênis 

como um dos mais freqüentes (Ministério da Saúde 2009). Este tipo de câncer parece 

não ter distinção entre as etnias negra e branca quando se compara nível social 

semelhante, apesar desse estudo relatar o maior número dessa neoplasia em brancos 

(FAVORITO et al. 2008). 

A doença causa grande impacto psicológico na vida do paciente. A questão 

da identidade sexual e a baixa qualidade de vida ou a diminuição do seu bem-estar 

são alguns dos efeitos negativos. Os pacientes também podem apresentar distúrbios 

psiquiátricos (MADDINENI et al. 2009). Um estudo realizado por BARROS e 

MELO (2009), no Hospital do Câncer de Pernambuco, concluiu que as principais 

conseqüências verbalizadas pelos homens, algumas de natureza emocional, foram 

insônia, idéia de suicídio, medo e tristeza intensa. 

Os fatores para o desenvolvimento do CP são a presença de fimose, as más 

condições de higiene, o baixo padrão socioeconômico, os efeitos crônicos e 

irritativos da pele, o número de parceiros sexuais, o histórico de doenças venéreas, 

infecção pelo papilomavírus humano (HPV do inglês Human papillomavirus), o uso 

de tabaco, radiação ultravioleta, líquen crônico e balanite xerótica obliterante 

(PAYMASTER e GANGADHARAN 1967; VILLA e LOPES 1986; BRINTON et 

al. 1991; DALING et al. 2005; BLEEKER et al. 2009; GUIMARÃES et al. 2011). 

As populações com melhor nível socioeconômico e cultural, nas quais são realizadas 

uma higiene adequada, apresentam baixos índices de desenvolvimento dessa 
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neoplasia (VILLA e LOPES 1986; HELLBERG et al. 1987; BRINTON et al. 1991; 

ROSEMBERG et al. 1991; DALING et al. 2005; BLEEKER et al. 2009).  

A presença do HPV em carcinomas de pênis foi demonstrada pela primeira 

vez no Brasil na década de 1980 (VILLA e LOPES 1986), e foi associada com o 

aumento da expressão da proteína p53 e com pior prognóstico para os pacientes 

(BEZERRA et al. 2001a). 

O HPV afeta o epitélio escamoso da genitália masculina da mesma forma que 

a feminina, incluindo a formação de condilomas e a transformação neoplásica 

(SARKAR et al. 1992). Os HPVs 6 e 11, são os mais comumente associados a lesões 

não displásicas, como verrugas genitais, podendo ser encontrados no carcinoma 

verrucoso; enquanto os tipos 16, 18, 31 e 33 entre outros são associados com 

carcinoma in situ e invasivo (WIENER e WALTHER 1995). O HPV 16 é o mais 

freqüentemente detectado na lesão primária tendo sido também descrito nas lesões 

metastáticas (VILLA e LOPES 1986; VARMA et al. 1991; TORNESELLO et al. 

2008).  

A relação entre o hábito de fumar e o carcinoma de pênis não está bem 

estabelecida, apesar de alguns trabalhos evidenciarem o risco aumentado entre os 

fumantes (HELLBERG et al. 1987; HARISH e RAVI 1995). O uso do tabaco 

também tem sido apontado como um fator etiológico (HELLBERG et al. 1987; 

MADEN et al. 1993; HARISH e RAVI 1995), ratificando ainda mais a hipótese de 

que o fumo causa câncer em todo epitélio malphiguiano, independentemente do 

contato direto da droga com o tecido. Há indícios, inclusive, de que se trata de um 

fator dose dependente (TSEN et al. 2001), embora essa relação seja inconsistente, 

carecendo ainda de melhores estudos. 
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A circuncisão é um importante fator de proteção contra o desenvolvimento do 

CP (PAYMASTER e GANGADHARAN 1967; JOHNSON et al. 1973; FREW et al. 

1976; FRISCH et al. 1995). Aspectos religiosos e culturais referentes à realização de 

postectomia na criança desempenham papel fundamental na incidência desta 

neoplasia, assim como a idade em que ela é realizada (JOHNSON et al. 1973; FREW 

et al. 1976). Nos judeus postectomizados logo após o nascimento, a incidência de CP 

é nula. Na Índia, nos mulçumanos que são operados entre os 3 e 12 anos de idade a 

freqüência é de 0,15%, enquanto nos hindus não-operados a freqüência chega a 3,1% 

(PAYMASTER e GANGADHARAN 1967). 

A maioria das neoplasias malignas de pênis é constituída por carcinomas - 

correspondendo a mais de 95% dos casos -, derivados do epitélio estratificado, tanto 

da glande como do sulco coronal e prepúcio. Os carcinomas epidermóides usuais 

constituem o grupo mais comum (FRALEY et al. 1989; HORENBLAS et al. 1993; 

VELAZQUEZ et al. 2008).  

A Organização Mundial de Saúde (OMS) (EBLE et al. 2004), lançou uma 

classificação histopatológica dos carcinomas de pênis, na qual se destacam uma 

grande variedade de subtipos tais como os carcinomas basalóides, as variantes 

verrucosas (Warty, papilífero, cuniculatum), e os carcinomas sarcomatóides 

(CUBILLA et al. 2001; GUIMARÃES et al. 2009). Recentemente descrito, o 

carcinoma acantolítico (CUNHA et al. 2009). Outros tipos histológicos são os 

melanomas e os sarcomas. Esta classificação pode ser observada no Anexo 1. A 

definição do subtipo histológico tem papel importante no prognóstico e está 

relacionado ao envolvimento de metástases linfonodais e óbito (GUIMARÃES et al. 

2009). 
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Além da classificação histológica, outras variáveis são consideradas 

importantes no carcinoma de pênis, entre elas, o grau de diferenciação histológica 

considerado valor preditivo de comprometimento linfonodal e sobrevida global. Os 

tumores são classificados em bem diferenciado, moderadamente diferenciado e 

pouco diferenciado (VELAZQUEZ et al. 2008). Tumores pouco diferenciados 

apresentam risco maior de desenvolvimento de metástases (FICARRA et al. 2002; 

CHAUX et al. 2009a; CUNHA et al. 2009). 

O padrão de invasão tumoral é outra variável relacionada a um pior 

prognóstico. Estudos demonstraram que tumores com padrão de crescimento 

infiltrativo, invadindo o estroma em grupos pequenos de células, têm maior risco de 

embolização linfática do que tumores com padrão de crescimento exofítico, nos 

quais a invasão ocorre em grandes grupos de células, mantendo uma interface tumor-

hospedeiro bem definida (GUIMARÃES et al. 2006). 

A invasão perineural também se associa a um pior prognóstico e está 

relacionado ao comportamento biológico do tumor (CUBILLA et al. 2007; 

VELAZQUEZ et al. 2008). 

O sistema de classificação TNM, outra variável importante na determinação 

do pior prognóstico, visa avaliar a doença sobre vários aspectos, principalmente em 

relação à invasão angiolinfática. A classificação segundo o American Joint Comitee 

on Cancer (AJCC), que está descrita no Anexo 2, baseia-se na avaliação da extensão 

tumoral (T), extensão do comprometimento linfonodal (N) e presença de metástases 

(M) (SOBIN e WITTEKIND 2004; EDGE et al. 2009). 

Geralmente, o CP inicia-se como uma lesão na glande que, quando não 

tratada estende-se para o prepúcio e evolui infiltrando tecidos adjacentes como o 
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tecido subepitelial conjuntivo, o corpo esponjoso e o corpo cavernoso até invadir 

órgãos adjacentes como próstata e bexiga levando à auto-amputação (POMPEO et al. 

2006). Metástases linfonodais nas regiões femoral e ilíaca são vias de disseminação 

no carcinoma de pênis, consideradas principal fator prognóstico nessa neoplasia 

(NARAYANA et al. 1982; PERSKY e DEKERNION 1986; LOPES et al. 1994; 

LOPES et al. 1996a e b; CUBILLA 2009). Metástases por via hematogênica são 

raras, ficando entre 1% e 10% dos casos de CP (PURAS et al. 1978). 

Apesar de todas as variáveis já estudadas e bastante exploradas no estudo do 

CP, existe uma preocupação por parte dos pesquisadores em estudar o tumor também 

em seus aspectos moleculares. Estudos realizados por LOPES et al. (2002) avaliaram 

a expressão da proteína p53, e o desfecho deste estudo foi a relação da proteína como 

fator independente de risco para metástase linfonodal e óbito. Outros autores também 

mostraram a associação entre a expressão da p53 e a presença de HPV como pior 

prognóstico para o câncer (MARTINS et al. 2002).  

Marcadores de proliferação celular, o PCNA e o MIB-1/Ki67 foram avaliados 

em 125 casos de câncer de pênis por GUIMARÃES et al. (2007). Os resultados desse 

estudo revelaram uma associação com variáveis clínicas e anatomopatológicas. No 

entanto, o MIB-1/Ki67 apresentou-se como fator de risco independente para 

comprometimento metastático em linfonodos. 

CAMPOS et al. (2006), avaliaram 125 casos de pacientes com carcinoma 

epidermóide de pênis por meio da técnica de imuno-histoquímica (IHQ), sendo 

pesquisada a expressão da proteína e-caderina (ECAD) e metaloproteinases (MMP) 2 

e 9 como fatores prognósticos no câncer de pênis. Os autores relataram uma 

associação significativa da perda expressão da ECAD com metástases em linfonodos. 
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Em relação à recorrência da doença, a expressão da MMP-9 mostrou-se como fator 

independente de risco. SOARES et al. (2006), avaliando a expressão das proteínas 

MMP dos tipos 2 e 9 por IHQ, em três tipos de crescimento tumoral (exofítico, 

endofítico com grupo de grande células e endofítico com grupo de pequenas células 

isoladas) e invasão do carcinoma de pênis, observaram uma associação entre a 

expressão aumentada das MMPs 2 e 9 com um padrão de invasão maior, 

principalmente naqueles tumores com pouca diferenciação histológica.  

ZHU et al. (2007) também constataram, em pacientes chineses, a correlação 

significativa entre a perda de expressão de ECAD e metástase linfonodal. Entretanto, 

no estudo de LEAL (2008), a perda da expressão da ECAD não teve significado, 

como fator preditivo de metástases linfonodais. 

 

1.2 TRANSIÇÃO EPITÉLIO-MESÊNQUIMA  

 

No tecido epitelial normal, as células formam camadas celulares que estão 

intimamente ligadas por estruturas especializadas de membrana. A adesão entre as 

células epiteliais é um fenômeno fundamental para a manutenção da homeostasia do 

tecido. Esta adesão ocorre por diferentes complexos celulares: junções aderentes 

(tight junctions), desmossomas, zônula oclusiva e junção comunicante (gap 

junction), cada uma delas com funções distintas. O epitélio apresenta polarização 

basolateral-apical, que é decorrente da distribuição organizada de caderinas e 

algumas integrinas (JUNQUEIRA e CARNEIRO 1997; SCHOCK e PERRIMON 

2002). Abaixo das camadas de células epiteliais encontra-se a membrana basal que 
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separa células epiteliais de suas subcamadas de células mesenquimais (ALBERTS et 

al. 2004). 

As células mesenquimais, células do tecido conjuntivo, possuem um aspecto 

fusiforme, e o fibroblasto é a célula prototípica. Este tipo celular, apesar de ter sido o 

primeiro a ser cultivado em cultura, é um dos menos compreendidos ao nível 

molecular (KALLURI 2009). 

A transição epitélio-mesênquima (EMT, do inglês, epithelial-mesenchymal 

transition) é um processo biológico que permite que uma célula epitelial polarizada, 

que normalmente interage com a membrana basal por meio de sua superfície basal, 

sofra modificações bioquímicas, moleculares e morfológicas, as quais resultam na 

aquisição de um fenótipo de célula mesenquimal, cuja capacidade de migração, 

invasão, resistência a apoptose aumenta. Esta modificação está exemplificada na 

Figura 1 (KALLURI e WEINBERG 2009).  

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Fonte: Adaptado de KALLURI e WEINBERG (2009). 

Figura 1 - EMT: Modificação de um fenótipo epitelial para um fenótipo 

mesenquimal. 
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A EMT requer mudanças complexas na arquitetura tecidual e no 

comportamento celular (SCHOCK e PERRIMON 2002; ACKLAND et al. 2003; 

RADISKY 2005). 

Durante a embriogênese, a EMT é um processo de grande importância. Nesse 

caso, o epitélio é bastante plástico e é capaz de se modificar de epitélio para 

mesênquima, e vice-versa (processo reverso à EMT, denominado mesenquimal-

epithelial transition, ou MET) (THIERY 2002). Posteriormente, foi demonstrado 

que, mesmo após sua completa diferenciação, o epitélio retém a capacidade de 

modificar seu fenótipo sob a influência de estresse patológico ou associado ao reparo 

tecidual (BOYER et al. 2000). 

Três tipos distintos de EMT foram determinados. O tipo um, gera células 

mesenquimais para que haja modificação da função tecidual e é importante no 

cenário embrionário, o tipo dois, está associado ao reparo, cicatrização e regeneração 

tecidual. Nesse caso, há associação com inflamação, que é atenuada após a 

cicatrização. Por fim, o tipo três ocorre em células epiteliais cancerosas, que se 

diferenciam genética (mutação) e epigeneticamente por modificações do DNA e das 

histonas que são herdáveis e não alteram a sequência de bases do DNA. Na molécula 

de DNA ocorre apenas a metilação, entretanto as histonas podem sofrer a metilação, 

fosforilação e acetilação (TING et al. 2006; ZEISBERG e NEILSON 2009). Essas 

alterações ocorrem, principalmente, em protoncogenes e genes supressores de tumor. 

Células geradas pela EMT do tipo três podem invadir e metastatizar através da 

circulação, gerando assim, manifestações sistêmicas da progressão da neoplasia 

(KALLURI e WEINBERG 2009).  
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Os estudos com camundongos e linhagens celulares demonstraram que 

células do tumor adquirem um fenótipo mesenquimal e expressam marcadores 

específicos para este tipo celular, como α-SMA, FSP1, vimentina e desmina (YANG 

e WEINBERG 2008).  

Durante a EMT, as células epiteliais passam a expressar proteínas 

mesenquimais, como a vimentina, e esta expressão anômala é a manifestação mais 

marcante do fenômeno de EMT. Além disso, a expressão de vimentina apenas no 

microambiente e não no tumor, é considerado um marcador importante de 

remodelamento do microambiente que parece ficar mais permissivo e passível de 

infiltração, leniente ao comportamento invasivo da célula tumoral (DUTSCH-

WICHEREK 2010). 

O primeiro evento neste processo é a perda da polaridade das células 

epiteliais, que então se desprendem da membrana basal. A composição da membrana 

basal também se altera, modificando as interações e as vias de sinalização entre 

célula e matriz. Neste momento, ocorre a perda de expressão de alguns marcadores 

epiteliais, como a ECAD, responsáveis pela estabilidade da ligação entre célula- 

célula, e entre célula e matriz. Outros marcadores mesenquimais como a vimentina, 

começam a ser expressos, dando à célula um fenótipo mais fusiforme e propício à 

invasão (KALLURI e WEINBERG 2009). 

O próximo passo da transição é o switch angiogênico, que estimula a 

formação de novos vasos no microambiente tumoral e facilita o processo de 

malignização e formação de metástases (KALLURI e WEINBERG 2009). Os passos 

podem ser observados na Figura 2. 
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Fonte: Adaptado de KALLURI e WEINBERG (2009) 

Figura 2 - EMT do tipo 3 contribuição da EMT para a progressão tumoral. 

 

A progressão para o estágio metastático também envolve o processo de 

transição, que capacitará as células tumorais a entrar e sair da circulação em sítios 

remotos, onde formarão macro ou micrometástases. Enquanto a EMT auxilia no 

intravasamento, o extravazamento e o alojamento em sítios distantes são propiciados 

pela MET (KALLURI e WEINBERG 2009) (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Adaptado de KALLURI e WEINBERG (2009) 

Figura 3 - Processos EMT e MET na metastatização dos tumores. 
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Algumas classes de marcadores epiteliais e mesenquimais têm sido utilizadas 

para determinar a presença de EMT em tecido neoplásicos. Essas classes abrangem 

proteínas de superfície (como ECAD), marcadores do citoesqueleto (como 

vimentina, β-catenina) e fatores de transcrição (como SNAIL, SLUG e TWIST) 

(ZEISBERG e NEILSON 2009).  

As mudanças bioquímicas associadas à EMT podem ser induzidas por muitos 

fatores de transcrição. As pesquisas recentes têm mostrado papel importante das 

proteínas SNAIL e SLUG na mediação da EMT, em eventos celulares de migração, 

invasão, e sobrevivência, que podem levar à progressão de neoplasias epiteliais e são 

hábeis para reprimir a transcrição da ECAD, aumentar a expressão e a atividade das 

MMPs e, como conseqüência, aumentar a capacidade de invasão das células tumorais 

(BATLLE et al. 2000; OKUBO et al. 2001). A expressão do fator de transcrição 

TWIST está envolvido na repressão de marcadores epiteliais, especificamente 

ECAD, β-catenina e γ-catenina, ao mesmo tempo em que está envolvido na indução 

da expressão de marcadores mesenquimais, especificamente vimentina e fibronectina  

sendo estes também um marcador explorado em estudos que avaliam a EMT (YANG 

et al. 2004).  

 

1.2.1 E-caderina 

A família das caderinas é um dos principais marcadores de células epiteliais. 

Essa família é constituída de moléculas de ancoragem do citoesqueleto que formam 

complexos entre as membranas celulares, chamadas junções aderentes, uma das mais 

importantes estruturas de adesão.  
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Cada caderina é uma glicoproteína transmembrana de 720 a 750 aminoácidos, 

e se apresenta na forma de dímero. Ela é constituída por uma região extracelular de 

N-terminal e por uma camada citoplasmática de C-terminal. O domínio extracelular 

contém sequências repetidas às quais se liga o cálcio, essencial para a função adesiva 

das caderinas que na sua ausência sofrem uma enorme alteração conformacional, 

sendo degradadas por enzimas proteolíticas (WHEELOCK e JOHNSON 2003). O 

domínio citoplasmático associa-se ao citosqueleto da célula, o que não acontece com 

outras moléculas de adesão como as selectinas, integrinas e membros da superfamília 

das imunoglobulinas (IG). As caderinas foram nomeadas inicialmente de acordo com 

o tecido que as expressaram. A ECAD é encontrada em vários tipos de células 

epiteliais, a pan-caderina (PCAD) está presente em várias células placentárias e da 

epiderme e a n-caderina (NCAD) é expressa em células nervosas e nos músculos. 

Todas estas são classificadas como caderinas clássicas (LODISH et al. 2000; 

DERYCKE e BRACKE 2004). 

A ECAD é uma molécula dependente de cálcio, de 120 kD, codificada pelo 

gene CDH1 localizado no cromossomo 16q21 (DINIZ-FREITAS et al. 2006) e está 

envolvida no processo de adesão celular. Essas moléculas são compostas por três 

domínios: um citoplasmático que se liga à actina do citoesqueleto por meio de 

interações heterotípicas com proteínas chamadas cateninas, estabelecendo o 

complexo citoplasmático de adesão celular importante para a formação da adesão 

extracelular célula-célula; um transmembrânico; e um extracelular, que se liga por 

meio de ligações homofílicas dependentes de cálcio, ao domínio extracelular de 

ECAD de uma célula vizinha, assumindo uma conformação “Ziper-Like” (BEAVON 

2000; HAJRA e FEARON 2002). 
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A expressão da ECAD é necessária para a manutenção da integridade 

epitelial, e estudos indicam que a perda ou a expressão reduzida dessa molécula de 

adesão podem permitir ou aumentar o risco da progressão tumoral, além de provocar 

o aumento da invasão, e o desenvolvimento de metástase (PEINADO et al. 2004; 

ALBERTS et al. 2004; DERYCKE e BRACKE 2004).  

Estudar o papel funcional da ECAD pode fornecer informações sobre o 

mecanismo biológico da progressão tumoral e também possibilitar a identificação de 

novos alvos moleculares na terapia anti-câncer (CAVALLARO et al. 2002).  

As alterações na morfogênese e arquitetura do tecido epitelial; a perda da 

polaridade celular e inibição por contato; o crescimento desregulado e a invasão de 

tecidos adjacentes; e as mudanças nas propriedades de adesão das células tumorais, 

estão associadas com a progressão tumoral e formação de metástases e, 

freqüentemente, coincidem com a perda da adesão celular mediada por ECAD, 

(HANDSCHUH et al. 1999; CAVALLARO e CHRISTOFORI 2001).  

A diminuição da expressão das moléculas de ECAD é o primeiro passo do 

fenômeno de EMT e é encontrado nas primeiras etapas da invasão e metástase de 

células tumorais (BOYER et al. 2000). 

SCHIPPER et al. (1991), avaliaram a relação entre a expressão da ECAD e o 

grau de diferenciação histológica em carcinoma de cabeça e pescoço, e 

demonstraram que a expressão de ECAD está relacionada diretamente com o grau de 

diferenciação. Tumores bem diferenciados expressam e-caderina igual aos tecidos 

normais, enquanto tumores moderadamente diferenciados expressam e-caderina de 

forma heterogênea e os tumores pouco diferenciados todos perdem a expressão de e-

caderina. Os autores sugeriram que a perda da expressão dessa molécula é importante 
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na progressão desses carcinomas e a ausência de expressão estaria associada à perda 

de diferenciação e com o aparecimento de metástases. Em outro estudo, com 50 

amostras de carcinoma de cabeça e pescoço, também foram observadas associações 

entre a expressão de ECAD e o grau de diferenciação (MATTIJSSEN et al. 1993), 

entretanto não foi observada associação entre a expressão desta molécula e o 

estadiamento T e N. Nesse estudo foi avaliada a sobrevida dos pacientes levando os 

autores a concluir que os pacientes em que se verificaram os melhores índices de 

sobrevida foram aqueles que apresentaram forte expressão de ECAD.  

Em tumores de mama, alterações do padrão de expressão de caderinas e 

cateninas parecem ser um bom indicador prognóstico (WHEELOCK et al. 2001). Em 

uma metanálise com carcinoma ductal invasivo de mama, a perda de expressão de 

ECAD foi considerada como indicador independente de pior prognóstico, apesar da 

heterogeneidade de critérios adotados nos trabalhos incluídos no estudo (GOULD 

ROTHBERG e BRACKEN 2006). Em câncer de esôfago, a perda de expressão de 

ECAD está associada com crescimento infiltrativo, estadio tumoral mais avançado e 

maior risco de metástase linfonodal (STREIT et al. 1996; NATSUGOE et al. 2007). 

Em meningiomas, a expressão de ECAD diminui com a malignidade tumoral 

(ZHOU et al. 2010). Em carcinoma de pulmão não pequenas células, a perda deste 

marcador foi associada ao estadio avançado e envolvimento pleural visceral, além de 

ser fator independente para óbito (LIN et al. 2010). Em carcinoma escamoso oral, 

esta perda também esteve associada à recorrência e morte (LIU et al. 2009). A 

relação contrária também já foi demonstrada em alguns estudos. A superexpressão de 

ECAD mostrou associação com tumorigênese e formação de embolo tumoral em 

tumores de ovário e mama, respectivamente (SUNDFELDT 2003; NAORA e 
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MONTELL 2005; KLEER et al. 2001). Em gliomas, a expressão de ECAD também 

se correlacionou com prognóstico desfavorável (LEWIS-TUFFIN et al. 2010).  

Como referido anteriormente, o nosso grupo demonstrou que a perda da 

expressão de ECAD se correlacionou com a presença de metástases linfonodais em 

125 pacientes portadores de CP (CAMPOS et 2006). Estes dados foram corroborados 

por ZHU et al. (2007). 

Entretanto, quando nosso grupo decidiu validar estes resultados utilizando 

arranjo tecidual em matriz (TMA), a importância da ECAD como fator prognóstico 

não se repetiu (LEAL 2008). 

 

1.2.2 Vimentina 

 Os filamentos intermediários (FIs) são os filamentos mais abundantes do 

citoesqueleto, possuem um diâmetro de 7 e 11 nm, formando uma rede estrutural que 

conecta as membranas celulares, organelas citoplasmáticas e o núcleo, e conferem 

resistência mecânica as células, juntamente com o microfilamente de actina (5-6 nm) 

e microtúbulos (20-25 nm). São formados a partir da duplicação dos genes das 

lâminas nucleares. Entre os FLs encontram-se a proteina Vimentina de origem do 

tecido mesenquimal (ALBERTS et al. 2004). 

A vimentina é uma proteína de 55 kDa que está ligada ao núcleo, retículo 

endoplasmático e mitocôndria. Desempenha um papel importante dando suporte e 

ancorando as organelas no citosol (DUTSCH-WICHEREK 2010). Apesar desta 

função já ser bastante conhecida, existem evidências de que este filamento exerça um 

papel regulatório em outras funções celulares envolvendo a adesão, migração e 

sinalização celular e desempenhando um papel essencial na EMT (IVASKA et al. 
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2007). Os filamentos de vimentina se associam formando estruturas rígidas e 

altamente resistentes a forças de tração. Podem estar presentes no citoplasma das 

células tumorais ou apenas no microambiente. A maior parte das células de origem 

mesenquimal - como os fibroblastos, células endoteliais ou não mesenquimal,  

possuem filamentos de vimentina, que podem ser diferenciados imuno e 

bioquimicamente das outras classes de filamentos intermediários (ALBERTS et al. 

2004). 

A regulação negativa da expressão da vimentina diminui o potencial 

migratório das células tumorais, como demonstra estudo realizado com cultura de 

células de carcinoma de mama e cólon, sugerindo que esta proteína seja realmente 

fundamental para a manutenção do fenótipo invasivo (MCINROY e MÄÄTTÄ 

2007).  

A vimentina não foi alvo de investigações no CP, no carcinoma epidermóide 

da cavidade oral (CEC ORAL) o aumento da expressão de vimentina esteve 

associado a óbito e recorrência (LIU et al. 2010). Em um estudo com melanoma 

primário, foram encontrados altos níveis de vimentina em pacientes com metástases 

hematogênicas, indicando pior prognóstico (LI et al. 2010). Em carcinomas de 

esôfago, a expressão de vimentina foi fator independente de risco para metástases em 

linfonodos, com risco três vezes superior para pacientes positivos para o marcador, 

além de estar freqüentemente expresso em “carcinoma metastático do linonodo” (JIN 

et al. 2010).  

Em tumores de cabeça e pescoço, a forte expressão de vimentina, já foi 

observada e parece aumentar à medida que o tumor cresce. Foi observada que a 

localização citoplasmática da proteína vimentina em linhagens celulares desse 
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carcinoma pode variar de acordo com estágio de proliferação, características 

intrínsecas celulares, localização do tumor, e se o tumor é metastático ou não 

(DUTSCH-WICHEREK 2010). Uma consideração relevante é o fato de que essa 

característica mesenquimal que as células tumorais epiteliais passam a apresentar 

pode estar relacionada com resistência a terapias. Terapias alvo de EGFR, por 

exemplo, não são eficazes em células com fenótipo mesenquimais, uma vez que os 

marcadores epiteliais são perdidos. A quimioterapia convencional também parece ter 

eficiência diminuída nessa subpopulação celular (BASU et al. 2010). Ainda, em 

alguns trabalhos, o aumento da expressão de vimentina pareceu estar fortemente 

associado à diminuição de expressão de ECAD (HUBER et al. 2005; 

CHRISTIANSEN e RAJASEKARAN 2006; MANDAL et al. 2008; LIU et al. 2010).  

 

1.3 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Diante do que foi exposto, está claro que o fenômeno de EMT é muito 

importante no comportamento biológico das neoplasias malignas. É um fenômeno 

que ocorre em todos os tumores epiteliais e faz parte do modo como as células 

neoplásicas se comportam para invadirem o estroma adjacente. Qualquer que seja a 

via de ativação do processo, o fenômeno seminal é a inibição da função da ECAD. 

Esta regulação negativa pode ocorrer por diversos mecanismos como: a expressão de 

fatores de transcrição, principalmente da família SNAIL e TWIST; metilação, 

mutação ou regulação dos fatores de crescimento como os EGFs, PDGFs. Quando 

isto ocorre, outras moléculas do complexo de adesão também diminuem, e de 
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moléculas que modificam o citoesqueleto das células epiteliais, como a vimentina. 

Essa alteração transitória sofre reversão quando o tumor se torna invasivo dos vasos. 

Embora este seja um fenômeno muito bem descrito em outras neoplasias, no 

CP a literatura é ainda bastante precária. Como dito anteriormente, nosso grupo 

demonstrou que a perda da expressão de ECAD pode ter valor prognóstico 

(CAMPOS et al. 2006), dado que foi corroborado por ZHU et al. (2007). Entretanto, 

LEAL (2008), em sua dissertação de mestrado, não foi capaz de validar a ECAD 

como fator prognóstico no carcinoma de pênis. Esse foi um resultado absolutamente 

inesperado, uma vez que a parte da casuística utilizada por LEAL (2008) era a 

mesma que a utilizada por CAMPOS et al. (2006), somente com um número maior 

de casos. Uma vez que as duas dissertações foram realizadas em nosso laboratório, 

somente artefatos metodológicos poderiam explicar as diferenças dos achados. As 

duas principais diferenças na metodologia foram o uso de anticorpos diferentes e da 

técnica de amostragem dos casos. No manuscrito de CAMPOS et al. (2006) 

utilizamos um anticorpo pan-caderina e a coloração foi realizada em cortes inteiros 

usuais, enquanto que na dissertação de LEAL (2008) foi utilizado um anticorpo mais 

específico e a amostragem por arranjos de tecidos em matriz (TMA). 

Por outro lado, em nenhum trabalho na literatura foi descrito o uso de 

vimentina como marcador prognóstico do câncer de pênis. 

Por este motivo, este estudo foi desenhado para avaliar a expressão de ECAD 

e vimentina, como marcadores do fenômeno de EMT, para validar o real valor 

prognóstico no carcinoma de pênis. 
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Analisar o fenômeno EMT, através da expressão imuno-histoquímica da 

ECAD e da expressão de vimentina, e sua correlação com os fatores clínico-

patológicos prognósticos conhecidos e a evolução clínica de casos de pacientes 

portadores de carcinoma de pênis. 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Analisar objetivamente a expressão da ECAD em células da mucosa não-

neoplásica (MNN), da porção superficial e central do tumor (TPSC) e do fronte de 

invasão tumoral (TFI) através da técnica de IHQ; 

 Analisar o ganho de expressão de vimentina nas células tumorais; 

 Correlacionar os achados de perda da expressão de ECAD na TPSC e no TFI 

e do ganho de expressão de vimentina com os parâmetros clínicos patológicos já 

estabelecidos no carcinoma de pênis. 
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 CASUÍSTICA 

 

As amostras foram selecionadas de casos que compõem a blocoteca do 

Departamento de Anatomia Patológica do Centro de Tratamento e Pesquisa do 

Hospital do Câncer A.C. Camargo, no período entre 1965 a 2008, constando de 151 

casos de pacientes portadores de CP e 14 amostras de postectomias de pacientes sem 

história pregressa de nenhuma neoplasia. Somaram a estes casos, as áreas de 

mucosa-não-neoplásica a distância do tumor 77, perfazendo o total de 91 casos de 

mucosa não-neoplásica analisados. 

Os dados clínicos dos pacientes com CP, foram obtidos a partir do banco de 

dados específico para a doença do Departamento de Cirurgia Pélvica, divisão de 

Urologia, cujos principais dados foram utilizados em diversas teses/dissertações 

(GUIMARÃES 2003, SOUZA-NETO 2008; LEAL 2008; ANDRADE 2009; 

MOURA 2009; GUIDONI 2010; SILVA 2010; GUIMARÃES 2010) e extensamente 

publicadas (VILLA e LOPES 1986; LOPES et al. 1996a e b; LEVI et al. 1998; 

BEZERRA et al. 2001a e b; LOPES et al. 2002; GUIMARÃES et al. 2006a e b; 

SOARES et al. 2006; CAMPOS et al. 2006; CUBILLA et al. 2007; GUIMARÃES et 

al. 2007; VELAZQUEZ et al. 2007, 2008; GUIMARÃES et al. 2009; CUNHA et al. 

2009; CHAUX et al. 2009a ou b; GUIMARÃES et al. 2011). 
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3.1.1 Critérios de Inclusão 

As amostras foram selecionadas a partir dos seguintes critérios: 

1 Bloco histológico, cuja representação incluísse toda a extensão vertical do 

tumor, ou seja, da superfície (ulcerada ou íntegra) até o ponto de invasão mais 

profunda; 

2 Blocos que tivessem material residual suficiente para a execução do novo 

corte a ser corado na hematoxilina/eosina e colorações IHQ; 

3 Casos de pacientes com pelo menos três anos de seguimento após o 

tratamento ou cujo evento terminal tenha ocorrido neste período; 

4 Material em boas condições pré-análiticas pelo controle interno da expressão 

imuno-histoquímica da cetoceratina pelas células tumorais e vimentina na 

lâmina própria; 

5 Prepúcio de pacientes sem história de câncer e cujos espécimes foram 

totalmente examinados e sem evidência de alterações histológicas no extrato 

epitelial e/ou inflamação em atividade. 

 

3.1.2 Critérios de Exclusão 

 Foram excluídos os casos de pacientes que tivessem metástase à distância ao 

diagnóstico (estadio clínico IV).  

 

3.1.3 Exame Anatomo-patológico 

Por se tratar de estudo retrospectivo, os protocolos de fixação e inclusão 

foram variáveis de acordo com a época. Os dados macroscópicos foram recuperados 

de laudos anatomo-patológicos e constam no banco de dados de CP, e não utilizados 
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neste estudo. Todos os blocos foram recortados e as lâminas foram coradas com 

hematoxilina/eosina (HE) e revisadas por três patologistas, (Professor Dr. Fernando 

Augusto Soares e Professora Dra. Isabela Werneck da Cunha do Departamento de 

Patologia do Hospital do A C Camargo e pelo Dr. Antonio Cubilla do Instituto de 

Investigação Científica, Assunção, Paraguay).  

A comparação da perda de expressão de ECAD e ganho de vimentina foi 

adotada de acordo com os seguintes parâmetros: 

1 Grau de diferenciação do tumor de acordo com os critérios publicados por 

VELAZQUEZ et al. (2008) com as categorias: bem, moderadamente e pouco 

diferenciado; 

2 Padrão de infiltração de acordo com os critérios publicados por 

GUIMARÃES et al. (2009) em padrões de fronte de invasão bem delimitada 

e mal delimitado. 

3 Estadio T de acordo com o sistema TNM (AJCC (2010) e divididos de T1 a 

T4; 

4 Metástase linfonodal presente ou ausente, definido nos estudos de 

HORENBLAS et al. (1993) e CUBILLA et al. (1993) com invasão do tumor 

no tecido linfonodal maior que 2 mm. 

5 Invasão perineural (IPN) definida de acordo com a publicação de CUBILLA 

et al. (2007), VELAZQUEZ et al. (2008) e dividida em presente/ausente. 

6 Invasão vascular linfática ou venosa (IV) definida de acordo com a 

publicação de LOPES et al. (1996a ), e dividido em presente/ausente. 
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3.1.4 Caracterização da amostra 

As amostras de 151 casos de pacientes com CP foram compostas por homens 

com média da idade de 55,45 +/- 14,89 anos, mediana de 55 anos, (Figura 4).  

Os dados clínicos patológicos estão sumarizados na Tabela 1.  

A amostra foi constituída, principalmente por tumores amplamente invasivos 

sendo que 68,8% invadiram corpos esponjosos e/ou cavernosos e 18,5% a uretra. 

Apenas 12% eram tumores superficiais. Cerca de 27% dos casos apresentavam 

metástases linfonodais.  

A amostra foi constituída por proporções relativamente similares entre 

tumores bem diferenciados (26,4%) moderadamente diferenciados (34%) e pouco 

diferenciados (39%). A invasão vascular foi detectada em 25,8% dos casos e a IPN 

em 23% dos casos. A maioria dos casos tinha fronte com padrão de invasão mal 

delimitado-infiltrativo (78%). 

Quanto ao tipo histológico, a maioria dos casos correspondia a carcinoma 

epidermóide usual (76,%). Os demais representaram cinco casos de carcinoma 

basalóide (3,3%), nove casos de carcinoma condilomatoso (5,9%), seis casos de 

carcinoma epidermóide papilífero (3,9%), dois casos de carcinoma cuniculatum 

(1,3%), três casos de carcinoma acantolítico (1,9%), e onze casos de carcinoma 

verrucoso (7,2%). Os tumores de padrão misto foram considerados a partir do tipo 

histológico predominante. 

As amostras de mucosa normal foram obtidas a partir de postectomias (14 

casos) de pacientes sem história pregressa de neoplasia. Foram somadas a esses 

casos, as áreas de mucosa-não-neoplásica a distância do tumor (77 casos), 
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perfazendo o total de 91 casos analisados. Não foi considerada a MNN que revertia 

áreas neoplásicas. 

Figura 4 - Distribuição dos pacientes com carcinoma de pênis de acordo com a 

idade. 
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Tabela 1 - Amostra de acordo com os parâmetros clínico-patológicos estudados. 
 

Características N=151 % 
Tipo Histológico   

Carcinoma epidermóide usual 115 76,1 
Verrucoso 11 7,2 
Condilomatoso 
Papilífero 
Basalóide 

09 
06 
05 

5,9 
3,9 
3,3 

Acantolítico 03 1,9 
Cunilatun 02 1,3 
   
   

Estadio T   
T1 
T2 

18 
             93 

11,9 
61,5 

T3 
 

40 26,4 

Metástase Linfonodal    
Sem metástase 110 72,8 
Com metástase 
 

41 27,1 

Grau Histológico   
Bem diferenciado 40 26,4 
Moderadamente diferenciado 52 34,4 
Pouco diferenciado 
 

59 39 

Invasão Vascular     
Sem invasão 112 74,1 
Com invasão 
 

39 25,8 

Invasão Perineural    
Sem invasão 116 76,8 
Com invasão 

 
35 23,1 

Padrão Infiltrativo   
              Bem delimitado  33 21,8 
              Mal delimitado 118 78,1 
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3.2 IMUNO-HISTOQUÍMICA (IHQ) 

 

Para as reações imuno-histoquímicas, foram utilizados os anticorpos 

monoclonais NCH-38 (DAKO), para avaliação da ECAD, e V9 (DAKO), para 

estudo de vimentina. Os dois anticorpos foram obtidos pela empresa DAKO 

(Carpinteria, USA). Outras informações estão dispostas na Tabela 2. 

 

Tabela 2 - Informações sobre os anticorpos e os dados das reações utilizados no 
presente estudo. 

 

Após a seleção dos casos no arquivo do Departamento de Anatomia novos 

cortes histológicos de 4 μm foram obtidos dos blocos de parafina selecionados e 

colocados em lâminas com carga elétrica positiva. 

Os cortes foram desparafinizados em 3 banhos de xilol por 5 minutos, 

seguido de re-hidratação em soluções decrescentes de etanol e a recuperação 

antigênica conforme indicado na Tabela 2.  

Após a recuperação antigênica, as lâminas foram colocadas em peróxido de 

hidrogênio 3% (10V), 3 vezes por 5 minutos cada, para o bloqueio da peroxidase 

endógena e então lavadas em água corrente por 5 minutos. Os cortes foram 

submetidos ao bloqueio de proteínas inespecíficas com caseína (Protein Block 

Anticorpo Fabricante Código Clone Recuperação antigênica Diluição 

ECAD DAKO M3612 Monoclonal de camundongo 

NCH-38 

Citrato pH6.0 Banho-maria 1:100 

 

Vimentina 

 

DAKO 

 

M0725 

 

Monoclonal de camundongo 

V9 

 

Citrato pH6.0 Panela pressão 

 

1:200 
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Serum-Free- DakoCytomation, Carpinteria, USA), por 20 minutos, à temperatura 

ambiente em câmara úmida. 

Os anticorpos primários foram diluídos em solução comercial contendo 0,05 

mol/L de tampão Tris-HCl e 0,1% de Tween 20 (Antibody Diluent with Background 

Reducing Components, DakoCytomation, Carpinteria, USA) e as lâminas foram 

então incubadas a 4 ºC, durante a noite (12 a 14 horas) em câmara úmida. A diluição 

de trabalho dos anticorpos está representada na Tabela 2. Após 3 lavagens com 

tampão PBS por 5 minutos cada, as lâminas  foram incubadas com anticorpo 

secundário, contendo pool de anticorpos anti-camundongo e anti-coelho, utilizando-

se o Kit AdvanceTM HRP DAKO (Carpinteria, USA), por 1 hora em câmara escura, e 

lavadas com PBS três vezes, por 5 minutos cada. 

As lâminas foram coradas com 3,3´diaminobenzidine tetrachloride DAKO 

(Carpinteria, USA) por 5 minutos, e contra-coradas com hematoxilina de Harris por 

1 minuto, desidratadas com álcool e xilol e montadas com meio permanente no 

equipamento Tissue-Tek®FILM (Sakura®).  

Em todas as reações foram realizadas controle positivo, em tecido 

sabidamente reativo para cada anticorpo, além do controle realizado na própria 

lâmina-teste. Os controles negativos foram realizados por retirada do anticorpo 

primário e por substituição do mesmo por soro não imune.  
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3.3 INTERPRETAÇÃO DAS REAÇÕES DE IMUNO-

HISTOQUÍMICA 

 

A avaliação da reação IHQ, foi realizada utilizando-se o aparelho Scanscope 

XT Scanner System - Aperio Technologies, Inc., Vista CA, EUA. De maneira 

resumida o Scanscope utiliza detectores de arranjo linear em conjunto com os 

componentes de controle de movimento em uma lente objetiva de microscópio 

óptico. Uma câmera com dispositivo de carga acoplada tradicional realiza a captura 

de várias regiões de uma lâmina em uma linha de varredura. Os fragmentos de 

imagem são alinhados para criar uma imagem digital de alta definição da lâmina 

histológica. Esse equipamento vem acompanhado de um programa de digitalização 

da imagem onde a região representativa do tumor é demarcada, quantificada e são 

atribuídos valores à intensidade da marcação. Esses dados são organizados em uma 

planilha. 

Para a avaliação da perda de expressão de ECAD foram consideradas 

positivas, as células que apresentavam marcação de membrana. A contagem foi 

realizada de forma automatizada, utilizando o algoritmo original “membrane I.” Esse 

algoritmo classifica a reação em 4 graus, sendo consideradas positivas as marcações 

3+, 2+ e 1+, e como negativas aquelas indicadas como 0 (zero). 

Os casos foram divididos em três categorias, a saber: 

Expressão normal-símile (“NL- Like”): todos os casos que apresentaram mais do 

que 62% das células expressando 2/3+ e menos do que 1,6% de células negativas;  

Perda discreta de expressão (“mild Loss”): entre 50-62% das células positivas com 

intensidade de 2/3+ e entre 1,6-10% de células negativas;  



 30

Perda intensa da expressão (“downregulated”): menos do que 50% das células 

com intensidade de expressão 2/3+ e mais do que 10% de células negativas. 

 Estes parâmetros foram baseados em resultados obtidos na análise da 

expressão de ECAD na mucosa não-neoplásica. 

Para as análises estatísticas de sobrevida estes grupos foram agrupados e 

comparados aos grupos de normal-símile e de perda discreta da expressão com os 

casos com perda intensa de expressão. 

Para avaliação da expressão de vimentina foi considerada a marcação 

citoplasmática da célula neoplásica, localizada na borda infiltrativa dos tumores. Os 

casos com mais do que 10% das células expressando vimentina foram considerados 

positivos.  

 

3.4 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

As medidas de tendência central (média, mediana e percentil) e de 

variabilidade (desvio padrão e variação) foram adotadas, para descrever as variáveis 

numéricas e a distribuição de freqüências (número de casos e percentual) para as 

categóricas. 

Para as variáveis categóricas em tabela de contingência, foi utilizado o teste 

Qui-quadrado e o exato de Fischer foi adotado quando pelo menos uma freqüência 

esperada foi menor do que 5 em tabela de contingência. 

O tempo de seguimento foi calculado da data do início do tratamento até o 

óbito, ou até a última informação, e até a data de ocorrência de recidiva para o 

período livre de doença. 
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A técnica de Kaplan-Meier foi aplicada para estimar a probabilidade de 

sobrevida global (SG) e de sobrevida câncer específica (SCE) e o teste de Log-Rank, 

para comparar as curvas de sobrevida.  

O nível de significância de 5% foi estabelecido em todos os testes estatísticos. 

Para o cálculo de todas as análises estatísticas foi utilizado o programa de 

computador estatístico GraphPad Prism 5 e o SPSS 18. 

Os fatores prognósticos independentes foram estimados pela análise 

multivariada através do modelo de regressão de Cox, com a obtenção das estimativas 

dos riscos relativos (RR) de óbito e respectivos intervalos de confiança de 95%. 

O modelo de Regressão Logística foi adotado para estimar os fatores de riscos 

independentes para ocorrência de metástase linfonodal. 
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4 RESULTADOS 

 

 

4.1 EXPRESSÃO DE ECAD  

 

4.1.1 EXPRESSÃO DE ECAD NAS MUCOSAS NÃO-NEOPLÁSICAS 

Para o estabelecimento do padrão de células expressando ECAD na mucosa 

não-neoplásica (MNN), foram testados 91 casos, dos quais 14 eram provenientes de 

postectomias de pacientes sem história de doença neoplásica (MNN-PT) e 77 eram 

casos de mucosa à distância do tumor e sem alterações morfológicas (MNN-TU). 

Para cada amostra foi medida a máxima área representado no corte histológico, 

sendo que o número de células medidas variou entre 1.575 a 26.555, com uma média 

de 6.128 ± 3.864 células por caso e mediana de 5.035 células por caso. 

A primeira análise realizada foi feita para saber se a expressão de ECAD nas 

células da MNN era diferente ou não quando comparados os espécimes de MNN-PT 

e MNN-TU. Esta análise demonstrou que a média de células negativas nos casos 

MNN-PT foi de 0,35% ± 0,22 com mediana de 0,27%, enquanto que nos casos da 

MNN-TU a média foi 0,4 ± 0,64% com mediana de 0,15%. Esta diferença não foi 

significativa no teste de Kruskall-Wallis. Em relação às células positivas (3/2+), na 

MNN-PT a média das células positivas foi de 73,41 ± 6,74, com mediana de 73,65, 

enquanto que na MNN-TU a média foi de 75,42% ± 6,13 e mediana de 73,35% das 

células com expressão 3/2+. Estas diferenças não são significativas. Baseados nestes 

resultados, agrupamos os casos de mucosa não neoplásica de ambos os materiais em 

uma única amostra de MNN. 
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A maioria das células da MNN expressou ECAD (3/2+), sendo a variação de 

60,23% a 85,95% das células da MNN, com média de 75,34% ± 5,92% e mediana de 

75,97%.  Por outro lado, em relação às células que não expressavam ECAD 

observamos que apenas uma porção muito pequena podia ser identificada. A 

variação foi de 0% a 3,88%, com mediana de 0,2% e média de 0,40% ± 0,6%.  

A Tabela 3 sumariza os resultados agrupados.  

Estes resultados do padrão de expressão de ECAD nas células da MNN foram 

utilizados no estabelecimento dos parâmetros de análise para se considerar um tumor 

como normal-símile, com perda discreta ou com perda intensa de ECAD, conforme 

os limites descritos na sessão de material e métodos. Um exemplo da expressão forte 

de ECAD na MNN pode ser vista na Figura 5 onde praticamente toda a mucosa é 

positiva para o marcador. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5 - Representação da reação de imuno-histoquímica, mostrando expressão 

positiva da ECAD na MNN de forma homogênea e forte. 
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4.1.2 Expressão de ECAD na Porção Superficial e Central do Tumor 

Em relação à perda de expressão de ECAD na TPSC, foram analisados 151 

casos com uma variação de 3.732 a 76.383 células, com uma média de 17.434 ± 

8.534 células do tumor e mediana de 14.888 células. Foi observado que a média de 

células da TPSC que expressam fortemente ECAD foi de 51,55 ± 22,82%, com 

mediana de 51,88 e variação entre 0,17 - 79,05% das células. Por outro lado, a perda 

total de expressão de ECAD (células negativas) variou entre 0,01 - 90,56%, com 

média de 8,90 ± 15,82% e mediana de 1,59% (Figuras 6 e 7). 

Nas Figuras 6 e 7, podem ser vistos dois casos representativos desta variação 

de expressão observada. Na Figura 6 há um tumor, onde há expressão forte de grande 

maioria das células neoplásicas, enquanto que na Figura 7 há um tumor com 

expressão global diminuída. Os resultados estão sumarizados na Tabela 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 - Representação da reação de imuno-histoquímica com expressão forte de 

ECAD no tumor de forma difusa. 
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Figura 7 - Representação da reação de imuno-histoquímica com expressão fraca de 

ECAD no tumor, quando comparada com a mucosa não-neoplásica de revestimento. 

 

4.1.3 Expressão de ECAD no Fronte de Invasão do Tumor  

Em relação à perda de expressão de ECAD na TFI, foram analisados 151 

casos, com uma variação de células contadas entre 1.058 e 18.793, com uma média 

5.822 ± 3.527 de células do tumor e mediana de 5.019 células. Foi observado que a 

média de células da TFI que expressam fortemente ECAD foi de 30,04 ± 25,73%, 

com mediana de 22,67. A variação foi de 0,07 - 75,80% das células. Por outro lado, a 

perda total de expressão de ECAD (células negativas) variou entre 0,04 - 90,56%, 

com média de 26,26 ±2 4,71% e mediana de 17,03%. 

Exemplos de perda de expressão de ECAD no TFI podem ser vistos nas 

Figuras 8 a 10. Na Figura 8, pode-se notar que a maioria do tumor expressa 

fortemente a ECAD, mas à medida que os pequenos blocos são mais invasivos, há a 

perda quase completa da expressão. Na Figura 9, em maior aproximação, este detalhe 
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pode ser mais bem apreciado. Na Figura 10, o notável é que os pequenos blocos de 

2/3 células do TFI são completamente negativos, enquanto que as células que se 

agregam em grupos maiores e se diferenciam, mantém a expressão de ECAD.  

Todos os resultados estão sumarizados na Tabela 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8 - Representação da reação de imuno-histoquímica com expressão de ECAD 

no tumor e no FTI os pequenos blocos decorrentes da perda da expressão.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9 - Representação da reação de imuno-histoquímica em detalhe mostrando a 

perda de expressão de ECAD nos pequenos blocos.  
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Figura 10 - Representação da reação de imuno-histoquímica mostrando a perda de 

expressão de ECAD nos pequenos blocos infiltrativos e a expressão de ECAD forte 

no bloco terminal maior. 

 

4.1.4 Comparação entre os Grupos MNN, TPSC e TFI 

A análise comparativa entre a expressão de ECAD 3/2+ e da perda total da 

expressão (células negativas), entre os três grupos se mostrou diferente. Os tumores 

perdem a expressão de ECAD significativamente quando comparados com a MNN e 

no TFI. Esta alteração é observada em duas situações, ou seja, na manutenção da 

expressão (células 3/2+) ou na perda total da expressão (células negativas). A 

demonstração gráfica destes resultados pode ser apreciada nas Figuras 11 e 12 e 

Tabela 3. 
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Tabela 3 - Comparação entre a variação da expressão de ECAD na MNN na TPSC e 
no TFI. 
 
 MNN (n=91) TPSC (n=151) TFI (n=151) 

Média ± DP das células 3/2+ 75,34% ± 5,92% 51,55% ± 22,82% 30,04% ± 25,73% 

Variação de células 3/2+ 60,23% - 85,95% 0,17% - 79,05% 0,07% - 75,80% 

Mediana de células 3/2+ 75,97% 51,88% 22,67% 

Média ± DP das células neg 0,40%  ±0,6% 8,90% 26,26%  ± 24,71% 

Variação de células neg 0% - 3,88% 0,01% - 90,56% 0,04% - 90,56% 

Mediana de células neg 0,2% 1,59% 17,03% 

Legenda: TPSC= Porção superficial e central do tumor 

 TFI= Fronte de invasão tumoral  

DP= Desvio padrão 

 NEG= Células sem expressão de ECAD 
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Figura 11 - Comparação dos valores descritivos de perda de ECAD (células 

negativas) na MNN e TFI em amostras de CP. 

(91 casos) 
(151 casos) 

(151 casos) 
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Figura 12 - Comparação entre os valores descritivos da expressão positiva de ECAD 

(2/3+) na MNN e TFI em amostras de CP. 

(91 casos) 
(151 casos) (151 casos) 
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4.2 ASSOCIAÇÕES ENTRE EXPRESSÃO DE ECAD E 

PARÂMETROS CLÍNICO-PATOLÓGICOS  

 

Em relação ao grau de diferenciação histológica houve tendência de 

associação da expressão de ECAD no TPSC (p=0.0712). Entre os 40 casos bem 

diferenciados, 26 (65%) apresentaram expressão normal, 9 (22,5 %) mostraram perda 

discreta e 5 (12,5%) casos mostraram perda intensa de expressão. Dos 52 casos 

classificados como moderadamente diferenciados, 31 (60%) mostraram expressão 

normal, enquanto 10 (19%) mostraram perda discreta e 11 (21%), perda intensa. Dos 

59 casos de tumores pouco diferenciados, 29 (49%) apresentaram expressão normal, 

08 (13,5%) perda discreta e 22 (37,5%) casos mostraram perda intensa de ECAD. A 

Figura 13 representa a expressão de ECAD no tumor de acordo com o grau 

histológico (Tabela 4). 
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Figura 13 - Caracterização entre o grau de diferenciação histológica e expressão de 

ECAD no tumor na TPSC.  

 

No TFI a expressão de ECAD foi associada ao grau de diferenciação 

histológica (p=<0.0001) (Tabela 4). Entre os tumores bem diferenciados a expressão 

foi normal em 06 (15%) casos, houve perda discreta de expressão em 21 (52,5%) 

casos e perda intensa em 13 (32,5%) casos. Entre os moderadamente diferenciados a 

expressão foi normal em 13 (25%) casos, houve perda discreta em 08 (15%) casos e 

perda intensa de expressão em 31 (60%) casos. Em tumores pouco diferenciados a 

Normal-símile
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maior freqüência foi observada em perda intensa de expressão 43 (73%) casos, e 

apenas 6 (10%) casos mostraram expressão normal e 10 (17 %) mostraram perda 

discreta (Figura 14). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14 - Caracterização entre grau de diferenciação histológica e expressão de 

ECAD no TFI. 

 

Em relação ao padrão de infiltração houve associação na TPSC (p=0,0116) e 

no TFI (p=0,0003). Na TPSC dos 33 casos de padrão bem delimitado, 22 (67%) 

apresentaram expressão normal, 9 (27%) casos apresentaram perda discreta de 

expressão, 2 (6%) casos mostraram perda intensa (Tabela 4) e dos 118 do tipo mal 

delimitado, a maior freqüência de expressão de ECAD foi normal, 64 (54%) casos, 

enquanto que 18 (15,5%) casos apresentaram perda discreta de expressão, 36 (30,5 

Normal-símile
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%) casos perda intensa de expressão. A Figura 15 mostra a expressão da ECAD na 

TPSC segundo o padrão infiltrativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15 - Caracterização do padrão de infiltração e expressão de ECAD na TPSC. 
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Tabela 4 - Associação entre variáveis clínico-patológicas e a expressão da proteína ECAD no TPSC e no fronte de invasão dos carcinomas 
de pênis. 
 

Expressão de ECAD na TPSC 
 

Expressão de ECAD no TFI  
Parâmetros Clínicos  

 
Total de 
casos  Normal 

 
n % 

Perda 
discreta 

n % 

Perda 
intensa 

n % 

P valor Normal 
 

n % 

Perda 
discreta 

n % 

Perda 
intensa 

n % 

P valor 

Grau Histológico 
   Bem diferenciado 
   Moderadamente diferenciado 
   Pouco diferenciado 
 

 
40 
52 
59 

 
26   (65) 
31   (60)  
29   (49) 

 
09   (22,5) 
10   (19 ) 
08   (13,5) 

 
05  (12,5) 
11    ( 21 ) 
22   (37,5) 

 
0,0712 
 

 
06  (15 ) 
13  ( 25 )  
06  ( 10 ) 

 
21   (52,5) 
08   ( 15  ) 
10   ( 17  ) 

 
13   (32,5) 
31   (  60 ) 
43   (  73 ) 

 
< 0,0001 

Padrão Infiltrativo 
   Bem delimitado 
   Mal delimitado 
 

 
33 
118 

 
22  ( 67 )  
64  (54) 

 
09    ( 27 ) 
18   (15,5) 

 
02   ( 6,0 ) 
36  ( 30,5) 

 
0,0116 

 
06  ( 18 )   
19  ( 16 ) 

 
17   (51,5) 
22   ( 19  ) 

 
10   (30,5) 
77   ( 65  ) 

 
0,0003 

Estadiamento T 
   T1 
   T2 
   T3 
 

 
18 
93 
40 

 
12  ( 67 ) 
52  ( 56 ) 
22  ( 55 ) 

 
04    ( 22 ) 
15    ( 16 ) 
08    ( 20 ) 

 
02    ( 11 ) 
26    ( 28 ) 
10    ( 25 ) 

 
0,6458 

 
04  ( 22 ) 
17  ( 18 ) 
04  ( 10 ) 

 
07    ( 39 ) 
20  ( 21,5) 
12    ( 30 ) 

 
07   ( 39  ) 
56   (60,5) 
24   ( 60  ) 

 
0,2946 

Metástase Linfonodal 
   Sem metástase 
   Com metástase 
 

 
110 
41 

 
64  ( 58 ) 
22  ( 54 ) 

 
19   (17,5) 
08    ( 19 ) 

 
27   (24,5) 
11    ( 27 ) 

 
0,8812 
 

 
23  ( 21 ) 
 2   ( 05 ) 

 
33    ( 30 ) 
06    (15) 

 
54    ( 49 ) 
33    ( 80 ) 

 
0,0067 

Invasão Perineural 
   Sem invasão 
   Com invasão 
 

 
116 
35 

 
71  ( 61 ) 
15  ( 43 ) 

 
22   ( 19  ) 
05    (14  ) 

 
23    ( 20 ) 
15    ( 43 ) 

 
0,0225 

 
22   (19 ) 
03  ( 8,5) 

 
34    ( 29 ) 
05  ( 14,5) 

 
60    ( 52 ) 
27    ( 77 ) 

 
0,0284 

Invasão Vascular 
   Sem invasão 
   Com invasão 

 
112 
39 

 
65  ( 58 ) 
21  ( 54 ) 

 
20    ( 18 ) 
07    ( 18 ) 

 
27    ( 24 ) 
11    ( 28 ) 

 
0,8683 

 
22  ( 20 ) 
03  ( 08 ) 

 
32   ( 28  ) 
07   ( 18  ) 

 
58   ( 52  ) 
29   ( 74  ) 

 
0,0425 
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No TFI dos 33 casos do tipo bem delimitado, 6 (18%) casos apresentaram 

expressão normal-símile, 17 (51,5%) casos mostraram perda discreta e 10 (30,5 %) 

casos mostraram perda intensa de expressão. Já entre os 118 casos do tipo 

infiltrativo, a maior freqüência de expressão foi nos casos com perda intensa, 77 (65 

%), a expressão normal foi observada em 19 (16 %) casos e perda discreta em 22 (19 

%) casos (Figura 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16 - Caracterização entre padrão de infiltração e expressão de ECAD no TFI. 

 

 As amostras tumorais não mostraram associação entre a expressão de ECAD 

e o estadio T na TPSC (p=0.6458) e no TFI (p=0,2946), há uma tendência que as 

Normal-símile
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amostras T2 e T3 tenham maior freqüência de perda intensa de expressão. Estes 

resultados descritivos estão apresentados na Tabela 4 e Figuras 17 e 18. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17- Caracterização entre estadio T e expressão de ECAD na TPSC. 
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Figura 18 - Caracterização entre estadio T e expressão de ECAD no TFI. 

 

Avaliamos a expressão da ECAD e a freqüência de metástase nos linfonodos 

na TPSC e não observamos associação (p=0,8812). Entre os 110 casos sem 

metástase, 64 (58 %) casos tiveram expressão normal, 19 (17,5 %) casos 

apresentaram perda discreta e 27 (24,5 %), perda intensa. Em relação aos 41 casos 

que apresentaram metástase nos linfonodos, a expressão normal foi em 22 (54 %) 

casos, a perda discreta em 08 (19 %) casos e 11 (27 %) casos revelaram perda intensa 

(Figura 19). 
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Figura 19 - Caracterização entre metástase nos linfonodos e expressão de ECAD na 

TPSC. 

 

Ainda em relação à análise da metástase linfonodal, no TFI houve associação 

da expressão de ECAD (0,0067). Entre os 110 casos de linfonodos sem metástase, 

houve aumento da freqüência da expressão de ECAD. Em 23 (21%) casos 

apresentaram expressão normal, 33 (30%) casos apresentaram perda discreta e 54 

(49%) casos perda intensa de expressão. Entre linfonodos com metástase, 33 (80%) 

casos apresentaram perda intensa de expressão, 2 (5%) casos apresentaram expressão 

normal, 6 (14%) casos apresentaram perda discreta (Figura 20). 
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Figura 20 - Caracterização entre metástase nos linfonodos e expressão de ECAD no 

TFI. 

 

A invasão perineural foi associada à expressão de ECAD no TPSC 

(p=0,0225). Nos tumores sem IPN, foi observada a maior porcentagem de freqüência 

de expressão normal, 71 (61%) dos casos, enquanto que a perda (discreta e intensa) 

foi observada em menor freqüência, 22 (19%) e 23 (20%), respectivamente. No TFI 

houve associação significativa (p=0,0284), onde observamos que a porcentagem na 

freqüência de expressão aumentou de acordo com a progressão. Entre os 116 casos 

sem IPN, 22 (19%) casos expressaram ECAD normal, 34 (29%) dos casos 

expressaram perda discreta e 60 (52 %) casos expressaram perda intensa de ECAD. 

Entre os 35 casos com IPN, a porcentagem de freqüência foi ainda mais expressiva 

Sem Metástase Com Metástase 
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em relação à perda intensa, 27 (77%), enquanto apenas 3 (8,5%) dos casos 

expressaram ECAD normal e 5 (14,5%) casos expressaram perda discreta de ECAD. 

Estes resultados descritivos podem ser vistos na Tabela 4 e Figuras 21 e 22. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21 - Caracterização de Invasão Perineural e expressão de ECAD na TPSC. 

Normal-símile



 

 

52

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22 - Caracterização de invasão perineural e expressão de ECAD no TFI. 

 

Em relação a IV não houve associação entre a expressão de ECAD na TPSC 

(p=0,8683) (Tabela 4). Contudo, no TFI houve associação (p=0,0425). Entre os 112 

casos sem invasão vascular, 22 (20%) casos expressaram ECAD normal, 32 (28%) 

casos apresentaram perda discreta de ECAD e 58 (52%) casos expressaram perda 

intensa de ECAD. Entre os 39 casos com invasão vascular, 3 (8%) casos expressaram 

ECAD normal, 7 (18%) casos  apresentaram perda discreta de ECAD e 29 (74%) 
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casos apresentaram perda intensa. A apresentação gráfica deste resultado pode ser 

observada nas Figuras 23 e 24. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23 - Caracterização de invasão vascular e expressão de ECAD na TPSC. 
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Figura 24 - Caracterização de invasão vascular e expressão de ECAD no TFI. 
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Tabela 5 - Associação entre variáveis clínico-patológicas e a expressão da proteína 

ECAD na TPSC e no TFI agrupada, como expressão normal e perda discreta versus 

perda intensa.  

Expressão de ECAD na TPSC 
Expressão de ECAD no TFI 

 
 

Parâmetros Clínicos 

 

Total casos 
 

Normal + Perda 

discreta 

n (%) 

Perda intensa 

n (%) 
p-valor 

 

Normal +  

Perda discreta 

n (%) 

 

Perda 

intensa 

n (%) 

p-valor 

Grau Histológico 

 

       

Bem diferenciado 

Moderadamente 

diferenciado 

Pouco diferenciado 

 

      40 

      52 

      59 

     35 (87,5) 

     41 (78,8)  

     37 (62,7) 

05 (12,5) 

11 (21,2) 

22 (37,3) 

0,015 

 

27 (67,5) 

21 (40,4)  

16 (27,1) 

13(32,5) 

31 (59,6) 

43 (72,9) 

      < 0,001 

Padrão Infiltrativo 

 

       

Bem delimitado 

Mal delimitado 

 

     33 

   118 

    31 (93,9)  

    82 (69,5) 

02 (6,1) 

36 (30,5) 

0,004 23 (69,7)   

41 (34,8) 

10 (30,3) 

77 (62,2) 

      < 0,001 

Estadiamento T 

 

       

   T1 

   T2 

   T3 

 

    18 

    93 

    40 

   16 (88,9) 

   67 (72,0) 

   30 (75,0) 

02 (11,1) 

26 (28,0) 

10 (25,0) 

0,321 11 (61,1) 

37 (39,8) 

16 (40,0) 

07 (38,9) 

56 (60,2) 

24 (60,0) 

       0,230 

Metástase Linfonodal 

 

       

Sem metástase 

Com metástase 

 

 110 

    41 

   83 (75,4) 

   30 (73,2) 

27 (24,6) 

11 (26,8 ) 

0,774 

 

56 (50,9) 

 8  (19,5) 

54 (49,1) 

33 (80,5) 

      0,001 

Invasão Perineural 

 

       

Sem invasão 

Com invasão 

 

 116 

   35 

    93 (80,2) 

    20 (57,1) 

23 (19,8) 

15 (42,9) 

0,006 56 (48,3) 

 8  (22,9) 

60 (51,7) 

27 (77,1) 

      0,008 

Invasão Vascular 

 

       

Sem invasão 

Com invasão 

112 

  39 

   85 (75,9) 

     28 (71,8) 

27 (24,1) 

11 (28,2) 

0,612 54 (48,2) 

10 (25,6) 

58 (51,8) 

29 (74,4) 

     0,014 
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A Tabela 5 mostra a associação entre as variáveis clínico-patológicas e a 

expressão de ECAD, agrupada como expressão normal e perda discreta versus perda 

intensa.  

Pode-se notar que há poucas diferenças em relação à análise de três grupos. 

De modo geral as diferenças ficam mais marcantes. A única diferença importante é 

que a relação da significância entre a diferenciação histológica e expressão de ECAD 

passa a ser significante (p=0.015), enquanto que na análise de 3 grupos mostrava 

apenas tendência a significância (p=0.0712).  

 

4.3 ASSOCIAÇÕES ENTRE A EXPRESSÃO DE VIMENTINA E 

PARÂMETROS CLÍNICO-PATOLÓGICOS  

 

A expressão de vimentina foi associada ao grau de diferenciação histológica 

(p=<0,0001). Entre os 40 casos bem diferenciados, 39 (97,5%) casos foram 

negativos para vimentina e 1 (2,5%) caso apresentou expressão positiva. Entre os 52 

casos moderadamente diferenciados, 34 (65%) casos foram negativos para vimentina 

e 18 (35%) casos foram positivos. Entre os 59 casos pouco diferenciados, 26 (44%) 

casos foram negativos para vimentina e 33 (56%) casos apresentaram expressão 

positiva. Estes resultados podem ser apreciados na Tabela 6 e Figura 25.  
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Figura 25 - Caracterização do grau de diferenciação histológica e expressão de 

vimentina. 

 

A expressão de vimentina foi associada ao padrão infiltrativo (p=<0,0001). 

Entre os 33 casos no tipo bem delimitado, 31 (94%) casos não apresentaram 

expressão e apenas 2 (6%) casos mostraram marcação positiva. Dos 118 casos do 

tipo mal delimitado, 68 (58%) casos não apresentaram expressão e 50 (42.%) casos 

mostraram expressão (Tabela 6; Figura 26). 
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Figura 26 - Caracterização entre o padrão de infiltração e expressão de vimentina. 
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Tabela 6 –- Associação entre variáveis clínico-patológicas e a expressão da proteína 
vimentina nos carcinomas de pênis. 
 

Expressão de Vimentina no tumor Parâmetros Clínicos   
Total de 
casos 

Negativo 
n        % 

Positivo 
n        % 

P value 

Grau Histológico 
 

    

   Bem diferenciado 
   Moderadamente diferenciado 
   Pouco diferenciado 

40 
52 
59 

39           (97,5) 
34           (65) 
26           (44) 

01             (2.5) 
18            (35) 
33           ( 55) 

< 0,0001 

 
Padrão Infiltrativo 
 

    

   Bem delimitado 
   Mal delimitado 

33 
118 

31          ( 94) 
68          ( 58) 

02              (6) 
50             (42) 

< 0,0001 

 
Estadiamento  
 

    

   T1 
   T2 
   T3 

18 
93 
40 

13          ( 72) 
61           (65) 
25          ( 63) 

05           ( 28) 
32            (35) 
15            (37) 

< 0,0001 

 
Metástase Linfonodal 
 

    

   Sem metástase 
   Com metástase 

110 
41 

88          ( 80) 
11           (27) 

22            (20) 
30            (73) 

< 0,0001 

 
Invasão Perineural 
 

    

   Sem invasão 
   Com invasão 

116 
35 

82           (71) 
17          ( 49) 

34            (29) 
18            (51)  

0,0246 

 
Invasão vascular 
 

    

   Sem invasão 
   Com invasão 

112 
39 

83           (74) 
16           (41) 

29            ( 26) 
23             (59) 

0,0003 

 

A expressão de vimentina foi associada ao estadio T (p=<0,0001). Entre os 18 

casos de T1, 13 (72%) casos foram negativos para vimentina e 5 (27%) casos 

apresentaram expressão positiva. Dos 93 casos de T2, 61 (65%) casos foram 

negativos para vimentina e 32 (35%) casos foram positivos. Entre os 40 casos de T3, 
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25 (63%) casos foram negativos para vimentina e 15 (37%) casos apresentaram 

expressão positiva (Tabela 6; Figura 27). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27 - Caracterização entre estadio T e expressão de vimentina. 

 

A associação entre a expressão de vimentina foi associada à metástase nos 

linfonodos (p=<0,0001). Entre os 110 casos de linfonodos sem metástase, 88 (80%) 

casos não apresentaram expressão e 22 (20%) casos apresentaram expressão positiva. 

Entre os 41 casos de linfonodos com metástase, 11 (27%) foram negativos para 

vimentina e 30 (73%) positivos (Tabela 6, Figura 28). 
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Figura 28 - Caracterização do status linfonodal e expressão de vimentina. 

 

A expressão de vimentina foi associada a IPN (0.0246). Entre os 116 casos 

sem IPN, 82 (71%) casos não apresentaram expressão e 34 (29%) casos 

apresentaram expressão. Entre os 35 casos com IPN, 17 (49%) casos foram negativos 

para vimentina e 18 (51%) casos foram positivos (Tabela 6, Figura 29). 
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Figura 29 - Caracterização de invasão perineural e expressão de vimentina. 

 

A expressão de vimentina também foi associada a IV (p=0.0003). Entre os 

112 casos sem IV, 83 (74%) casos não apresentaram expressão e 29 (26%) 

mostraram expressão da proteína. Entre os 39 casos com presença de IV, 16 (41%) 

casos foram negativos para vimentina e 23 (59%) casos foram positivos (Tabela 6, 

Figura 30). 
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Figura 30 - Caracterização entre invasão vascular e expressão de vimentina. 

 

As figuras abaixo mostram a expressão imuno-histoquímica da proteína 

vimentina. A Figura 31 mostra a expressão positiva, a Figura 32 mostra a expressão 

imuno-histoquímica da proteína vimentina em blocos infiltrativos e a Figura 33 

mostra a expressão negativa da vimentina. 
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Figura 31 - Representação da reação de imuno-histoquímica mostrando expressão 

positiva para vimentina em células neoplásicas de CP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32 - Representação da reação de imuno-histoquímica mostrando expressão de 

vimentina em células isoladas de CP.  
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Figura 33 - Representação da reação de imuno-histoquímica mostrando expressão 

negativa de vimentina em CP.  

 

4.4 ANÁLISE DA SOBREVIDA 

 

4.4.1 Análise Univariada 

 

4.4.2 Curvas de sobrevida de acordo com a expressão de ECAD 

 

Sobrevida Câncer Específica 

Dentre as variáveis de importância avaliadas para a sobrevida câncer 

específica foram estatisticamente significantes a expressão da vimentina (p<0,001), 

ECAD no TFI (p<0,001), a presença de metástase linfonodal (p<0,001), a presença 

de IV (p<0,001), a IPN (p<0,001), o grau de diferenciação histológica (p=0,001) e o 

padrão de infiltração (p=0,002). 
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Na expressão da ECAD na TPSC (p=0,5732), os pacientes que apresentaram 

expressão normal e perda discreta de ECAD mostraram sobrevida de 

aproximadamente 75%, enquanto que os pacientes com perda intensa tiveram 

sobrevida em aproximadamente 60% dos casos (Figura 34). Quando analisado o TFI, 

os pacientes com perda intensa de expressão de ECAD tiveram a menor sobrevida 

câncer-específica (60%), enquanto expressão normal e perda discreta apresentaram 

sobrevida de aproximadamente 90% em 10 anos (p=0,0005), Figura 35. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34 - Curvas de sobrevida câncer específica de pacientes portadores CP em 

relação à expressão da proteína ECAD na TPSC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 35 - Curvas de sobrevida câncer específica de pacientes portadores CP em 

relação à expressão da proteína ECAD no TFI. 
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Sobrevida Global 

Dentre as variáveis de importância avaliadas para sobrevida global foram 

estatisticamente significantes a expressão da vimentina (p<0,001), ECAD no TFI 

(p<0,001), a presença de metástase linfonodal (p<0,001), a presença de invasão 

vascular linfática (p<0,001), a invasão perineural (p<0,001), e o grau de 

diferenciação histológica (p<0,001). 

A Figura 36 mostra a curva de sobrevida global quando comparados os casos 

com expressão normal-simile + perda discreta e os casos com perda intensa medidas 

no TPSC. Pode-se notar que cerca de 50% dos pacientes com perda intensa da 

expressão de ECAD estavam vivos em 10 anos, enquanto que este índice era de 70% 

nos pacientes com perda discreta + normal-simile, diferença que não foi suficiente 

para atingir significância estatística (p=0,3839). 

Em relação à perda da expressão de ECAD no TFI, a curva de sobrevida 

global pode ser vista na Figura 37. Notadamente, os casos que tiveram perda intensa 

da expressão de ECAD evoluíram menos (p=0,0025). 
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Figura 36 - Curva de sobrevida global de pacientes portadores CP em relação à 

expressão da proteína ECAD na TPSC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 37 - Curva de sobrevida global de pacientes portadores CP em relação à 

expressão da proteína ECAD no TFI. 
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Sobrevida Livre de Doença  

Na sobrevida livre de doença (SLS), como demonstrado nas Figuras 38 e 39, 

foram comparados a expressão de ECAD na TPSC (0,2152) e no TFI (p=0,0001) e 

os resultados foram, que no TFI os pacientes em que a expressão de ECAD se 

apresenta com perda intensa tem sobrevida menor que 50% em 10 anos do que na 

TPSC que os pacientes apresentaram aproximadamente 70% de sobrevida. Os 

pacientes que mostraram expressão normal e perda discreta de ECAD na TPSC, a 

porcentagem está muito próxima dos pacientes com perda intensa de 

aproximadamente 60% considerando melhor sobrevida, do que no TFI que mostra 

que os pacientes com expressão normal e perda discreta tem melhor sobrevida de 

aproximadamente 90% do que os pacientes com perda intensa 50%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 38 - Curva de sobrevida livre de doença de pacientes portadores CP em 

relação à expressão da proteína ECAD na TPSC. 
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Figura 39 - Curva de sobrevida livre de doença de pacientes portadores CP em 

relação à expressão da proteína ECAD no TFI. 

 

4.4.3 Curvas de Sobrevida de acordo com a Expressão de Vimentina 

Em relação à expressão da proteína vimentina, foi observado que os pacientes 

com vimentina negativa mostraram maior sobrevida global em 10 anos (70%) do que 

os pacientes com maior expressão de vimentina positiva (<30%) [(p=<0,0001), 

(Figura 40)]. Resultados semelhantes foram encontrados na sobrevida câncer 

específica [(p=<0,0001), (Figura 41)] e sobrevida livre de doença [(p=<0,0001), 

(Figura 42)], onde se observa alta sobrevida em pacientes com expressão negativa de 

vimentina (90%) para SCE, e aproximadamente (90%) para SLD do que em relação 

a pacientes com expressão positiva (<30% para SCE e  20% SDL). 
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Figura 40 - Curvas de sobrevida global em 10 anos de pacientes portadores CP em 

relação à expressão da proteína vimentina. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 41- Curvas de sobrevida câncer específica em 10 anos de pacientes 

portadores CP em relação à expressão da proteína vimentina. 
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Figura 42 - Curvas de sobrevida livre de doença em 10 anos de pacientes portadores 

CP em relação à expressão da vimentina. 

 

4.5 ANÁLISE MULTIVARIADA 

 

4.5.1 Sobrevida Câncer Específica 

As variáveis selecionadas para a análise multivariada foram as que se 

apresentaram estatisticamente significantes na análise univariada entre as variáveis 

previamente selecionadas e aquelas com p até 0,20. 

Tabela 7 - Risco relativo para óbito específico e respectivos intervalos de confiança 
de 95% (95% IC) estimados pelo modelo de regressão de COX. 
 

Variável Categoria N 
 

RR  
 

IC 95%  
p-valor 

multivariad
o 

      
 
Vimentina 

 
Negativo 
Positivo  

 
99 
52 

 
1,0  

7.676 

 
Ref 

[3.210-18,346] 
<0, 001 

 
Metástase 
Linfonodal 

 
Sem metástase 
Com metástase  

 
110 
41 

 
1,0  

2,761 
              

 
 

[1,320-5,774] 

 
 

0, 007 
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A expressão positiva da vimentina mostra cerca de sete vezes mais risco de óbito 

do que o negativo e semelhante resultado para a presença de metástase (Tabela 7). 

 

4.5.2 Sobrevida Global 

As variáveis selecionadas para a análise multivariada foram as que se 

apresentaram estatisticamente significantes na análise univariada entre as variáveis 

previamente selecionadas e aquelas com p até 0,20. (Tabela 8). 

 

Tabela 8 - Risco relativo para óbito global e respectivos intervalos de confiança de 
95% (95% IC) estimados pelo modelo de regressão de COX. 
 

Variável Categoria N 
RR (95% IC) 

bruto 
RR (95% IC) 

p-valor 

multivariado 

 

 

Vimentina 

 

Negativo 

Positivo  

 

99 

52 

 

1,0 (ref.) 

2,302 

 

(ref) 

[1,405-3,772] 

 

0, 001 

      

Metastase 

Linfonodal 

Sem metástase 

Com metástase  

110 

41 

1,0 (ref.) 

2,370 

(ref) 

[1,366-4,113] 
0, 002 

      

Invasão 

Perineural 

Sem invasão 

Com invasão 

116 

35 

1,0  

1,841 

(ref) 

[1,073-3,158] 
0, 027 
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5 DISCUSSÃO 

 

O câncer de pênis é uma doença rara em nações desenvolvidas 

(GLOECKLER-RIES et al. 1990). No Brasil é considerado um importante problema 

de saúde e causa grande impacto psicológico. É mais freqüente a partir da sexta 

década de vida. A evolução do CP é insidiosa, com progressão loco-regional 

previsível. Esses tumores originam-se na glande em 80% dos casos, no prepúcio, em 

15% e, no sulco coronal, em 5% (DROLLER 1980). Entre os fatores prognósticos 

comprovados do CP estão o estadio, o tipo histológico, o grau histológico, a 

espessura do tumor, o nível de invasão, a embolização vascular e linfática, a invasão 

perineural, as metástases linfonodais e a expressão da p53 (LOPES et al. 2000; 

CUBILLA et al. 2001; GUIMARÃES et al. 2006). O conhecimento sobre os 

aspectos moleculares é ainda muito pequeno, e novas abordagens podem melhorar 

esta acuidade. 

A EMT é um fenômeno fundamental durante a embriogênese e cicatrização 

de feridas (KALLURI e NEILSON 2003). Evidências recentes sugerem que os 

programas genéticos relevantes para EMT também estão transitoriamente ativadas 

em carcinomas (BOYER et al. 2000; THIERY 2002). Durante a EMT, células 

epiteliais perdem adesão célula-célula e célula-matriz extracelular, migrando para 

outros locais e contribuindo para a progressão do câncer. A EMT parece conferir às 

células cancerosas a capacidade de se infiltrar no tecido e promover metástases para 

sítios distantes. Nessa fase de transição, uma célula epitelial polarizada passa por 

modificações bioquímicas, moleculares e morfológicas, adquirindo um fenótipo de 

célula mesenquimal, cuja capacidade de migração, invasão, resistência a apoptose 
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aumenta (KALLURI e WEINBERG 2009). Essas modificações podem ser 

observadas através de estudos anatomopatológicos e estudos de imuno-histoquímica. 

Algumas moléculas com muita importância neste fenômeno são as moléculas de 

adesão celular, sendo a ECAD uma das mais importantes. A expressão da ECAD é 

necessária para a manutenção da integridade epitelial. Estudos indicam que a perda 

ou a expressão reduzida dessa molécula de adesão pode permitir ou aumentar o risco 

da progressão tumoral, o aumento da invasão e o desenvolvimento de metástase 

(PEINADO et al. 2004; ALBERTS et al. 2004; DERYCKE e BRACKE 2004; 

CAMPOS et al. 2006).  

A vimentina, molécula presente no citoplasma de células mesenquimais, 

desempenha um papel importante, dando suporte e ancorando as organelas no citosol 

(DUTSCH-WICHEREK 2010). Além dessa função já bem conhecida, há evidências 

de que esse filamento exerça um papel regulatório em outras funções celulares 

envolvendo a adesão, migração e sinalização celular, tendo um papel essencial na 

transição epitélio-mesênquima (ALBERTS et al. 2004; IVASKA et al. 2007). 

 Analisando a expressão da ECAD, um dos mais importantes marcadores de 

EMT, devido ao envolvimento no processo de adesão celular, foi demonstrado que a 

média de células sem a expressão desta proteína é significativamente maior no TFI 

comparado com a TPSC e com a MNN adjacente (p<0,0001). Esta perda de 

expressão de ECAD no fronte explica como essas células mais invasoras se 

desprendem mais facilmente umas das outras, o que facilita a invasão local.  

A associação entre a perda de expressão de ECAD e um fenótipo celular mais 

agressivo já foi observada na literatura em estudos com outros carcinomas como 

cabeça e pescoço (incluindo estudos com carcinoma escamoso oral e de esôfago), 
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mama, pulmão e próstata (MATTIJSSEN et al. 1993; VAN AKEN et al. 2001; 

GOULD ROTHBERG e BRACKEN 2006; STRUMANE et al. 2004; NATSUGOE 

et al. 2007; LIU et al. 2009; LIN et al. 2010).  

 CAMPOS et al. (2006) já tinham observado associação significativa entre a 

perda de ECAD e o risco aumentado de metástases linfonodais no CP, embora essa 

associação não tenha se mantido em análises multivariadas. Resultados semelhantes 

foram obtidos por ZHU et al. (2007), avaliando amostras de carcinoma de pênis. No 

presente estudo, a perda de expressão foi maior à medida que o tumor progredia; ou 

seja, diminuiu significativamente no tumor em comparação com a MNN, e no TFI 

em relação ao TPSC. Apesar dos estudos de CAMPOS et al. (2006) e ZHU et al. 

(2007) terem observado a associação da perda de expressão de ECAD com o risco de 

metástase linfonodal, a análise da expressão não foi realizada no fronte de invasão, e 

não há na literatura estudos que relatam esse tipo de análise. Enfatizamos a 

importância em fazer a análise em regiões diferentes, principalmente no fronte de 

invasão, justificando que o processo de EMT contribui para a progressão do tumor. 

 A diferença de expressão entre o TFI e o TPSC é um ponto importante a ser 

ressaltado. A média de células negativas no TFI foi quase três vezes superior à média 

de células negativas no TPSC. Isto pode significar que estudos que avaliaram a 

expressão somente no TPSC encontrem um fenótipo mais atenuado e negligenciem 

as células mais potencialmente invasoras. 

 A perda de expressão intensa de ECAD no tumor mostrou-se associada com o 

padrão de invasão tumoral. O padrão mal delimitado (tipo infiltrativo) apresentou 

maior perda de expressão deste marcador epitelial quando comparado com o padrão 

bem limitado. Ao avaliar a expressão no fronte, esta associação foi ainda mais forte. 
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Nesta região, mais de metade da amostra com padrão infiltrativo apresentou perda 

intensa de ECAD.  

Esta variável também esteve associada com ganho de expressão de vimentina. 

Dos casos com padrão bem delimitado, apenas 6% foram positivos para o marcador, 

enquanto 42% dos casos infiltrativos apresentaram positividade (p=0,0001). No 

modelo de regressão logística o risco de ter vimentina positiva chega até a sete vezes 

para o padrão mal delimitado em relação ao padrão bem delimitado. 

Em acordo com estes achados, o padrão de crescimento tumoral já  foi 

demonstrado como fator prognóstico, quando se observou que pacientes que 

apresentavam o padrão de crescimento infiltrativo apresentavam risco de 

comprometimento linfonodal (GUIMARÃES et al. 2006).  

Quando se avaliou o grau histológico, foi observada a associação da ECAD 

apenas no fronte de invasão (p=0,0001). Na TPSC, a associação não aconteceu, 

enquanto essas áreas histológicas ganharam significativamente expressão de 

vimentina (p<0,001). O grau de diferenciação histológico já foi citado na literatura 

como indicadores de pior prognóstico (SLATON et al. 2001; FICARRA et al. 2002; 

VELAZQUEZ et al. 2008). SLATON et al. (2001) estratificaram o risco de 

metástase linfonodal de acordo com a porcentagem de células tumorais 

indiferenciadas, mostrando maior risco para tumores com mais de 50% de 

indiferenciação.  

A invasão vascular e linfática é a mais importante variável patológica na 

predição de metástases no CP. Sua associação prognóstica foi primeiramente 

demonstrada por LOPES et al. (1996a ) e posteriormente confirmada por vários 

autores como fator de risco independente para metástase linfonodal (SLATON et al. 
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2001; FICARRA et al. 2002; LOPES et al. 2002; CAMPOS et al. 2006). Poucos 

marcadores, porém, se associaram de forma significativa a esta característica. No 

presente estudo, houve perda intensa de ECAD no TFI nos casos com metástases 

(p=0,0425), assim como ganho de vimentina (p=0,0001). Podemos constatar na 

multivariada que a metástase linfonodal mostrou como fator independente para a 

perda intensa de ECAD e também é considerado fator prognóstico independente 

estimado para óbito pelo câncer pela análise multivariada. 

Por esses achados, sugerimos que a EMT esteja associada com a 

agressividade e o processo de invasão e metastatização dos tumores penianos. 

Tumores em estadios mais avançados (T2 e T3), tiveram perda intensa de 

ECAD no fronte (p=0,2946), porém, não observamos na região mais superficial do 

tumor. Já a perda de expressão no fronte foi significativa, na associação com o status 

dos linfonodos, os casos com metástase obterem 80% de perda intensa e apenas 5% 

de expressão semelhante ao normal.  

A invasão perineural associou-se à perda de ECAD, tanto na região mais 

superficial do tumor (p=0,0225) quanto no fronte de invasão (0,0284).  

 Quanto à vimentina, mais da metade dos casos com invasão perineural 

mostraram ganho de expressão da proteína (p=0,0246). Um estudo do grupo mostrou 

que tumores bem diferenciados, sem invasão perineural, possuem um risco 

virtualmente inexistente para desenvolver metástases linfonodais. Contudo, se nesses 

mesmos pacientes com tumores grau 1 houver invasão perineural, o risco de 

metástases chega a quase 80%, indicando que essa característica é importante e pode 

ser útil como instrumento de avaliação de metástases regionais (VELAZQUEZ et al. 

2008).  
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Na análise multivariada a invasão perineural foi considerada como fator 

prognóstico independente para óbito global em nosso estudo. 

A invasão angiolinfática também mostrou a associação coerente com o 

proposto. A grande maioria dos casos com presença de embolização angiolinfática 

apresentou perda severa de ECAD no TFI (p=0,0425). Avaliando apenas o TPSC, 

não houve associação estatisticamente significativa (p=0,8683), reafirmando a 

importância da avaliação do TFI separadamente da massa tumoral. No caso da 

invasão perineural, a associação foi observada considerando os níveis de expressão 

no TPSC (p=0,0225), no TFI (p=0,0284). O estadio T também esteve associado. 

Estadio T1 apresentou significativamente menos casos com perda severa de 

expressão de ECAD do que os estádios T2 e T3 (p=0,02946) no TFI.   

Uma análise importante revelada neste estudo é a técnica adotada para a 

preparação das lâminas. Nesse tipo de estudo é importante analisar lâminas em cortes 

convencionais, pois o TMA, que atualmente representa uma importante ferramenta 

para a pesquisa, por representar centenas de cortes de pacientes diferentes em uma 

mesma lâmina, uniformizando a reação de imuno-histoquímica e minimizando 

alguns artefatos relacionados especialmente com o tempo de exposição aos reagentes 

(ANDRADE et al. 2007), precisa ser considerado com cautela, especialmente na 

análise de marcadores que participem do processo de transição epitélio-mesênquima. 

Nesses casos, as áreas representadas na lâmina de TMA escolhidas por patologistas 

devem representar diferentes áreas do tumor, já que são sabidas essas diferenças de 

perfil protéico e de comportamento entre células no TFI e no TPSC. 

 Quanto à sobrevida, a expressão de ECAD na região superficial do tumor não 

apresentou associação significativa. Entretanto foi observado que os pacientes que 
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tiveram expressão normal de ECAD mostraram uma tendência de melhor sobrevida 

do que pacientes com perda do marcador, sobretudo na sobrevida câncer específica e 

livre de doença. Casos com perda discreta da expressão foram os que apresentaram 

pior sobrevida. 

 A avaliação desta molécula no TFI foi significativa para as três análises: 

sobrevida global (p=0,0025), câncer específica (p=0,0005) e livre de doença 

(p=0,0001).  

 A sobrevida câncer específica, em 10 anos, dos pacientes com expressão 

normal e perda discreta de ECAD ficou em aproximadamente 90%, enquanto nos 

casos com perda severa de expressão os pacientes vivos representaram apenas 60%. 

Na análise de sobrevida livre de doença (ou seja, avaliando recidiva), pacientes com 

expressão normal apresentaram 95% de sobrevida livre da doença; indivíduos com 

expressão discreta apresentaram 85%; e pacientes com perda severa da expressão 

tiveram aproximadamente 50%. Comparando com os achados do marcador no tumor, 

percebe-se que é a perda intensa de expressão de ECAD no TFI que mais se associa 

ao pior prognóstico, reafirmando a importância da EMT nos processos de invasão e 

metastatização. Outros estudos que avaliaram ECAD no CP não fizeram essa 

separação em áreas histológicas diferentes, e talvez isso explique por que não foram 

encontradas associações significativas em análises multivariadas (CAMPOS et al. 

2006; ZHU et al. 2007). Entretanto, avaliando apenas o TPSC, a perda moderada de 

expressão parece ser indicativo de pior prognóstico do que a perda severa, o que não 

se explica na literatura, sendo então coerente com a progressão da EMT. Porém, 

quando esta perda ocorre no TFI (isto é, nas células que irão realizar a invasão) a 

severidade da perda parece acompanhar o prognóstico pior. 
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 Além de estar associada com pior sobrevida livre de doença (p=0,001), a 

perda de expressão de ECAD no TFI associou-se também com a invasão 

angiolinfática e perineural indicando a importância desta proteína na avaliação da 

EMT. A análise multivariada revelou que a metástase linfonodal é fator prognóstico 

independente para a sobrevida câncer específica. 

 Achados semelhantes foram encontrados em outros tipos tumorais. Em 

tumores de cabeça e pescoço, a alta expressão de ECAD se associou a melhor 

sobrevida (MATTIJSSEN et al. 1993). Em carcinoma de pulmão não pequenas 

células, a perda deste marcador associou-se com estadio avançado e óbito (LIN et al. 

2010). Em carcinoma escamoso oral, a perda também esteve associada à recorrência 

e morte (LIU et al. 2009). 

 A menor expressão de vimentina se correlacionou com maior sobrevida 

global e câncer específica na análise univariada (p<0,0001). Em dez anos, casos 

negativos para a vimentina tinham a sobrevida câncer específica em torno de 95%, 

enquanto nos casos positivos para a vimentina, a sobrevida foi aproximadamente de 

30%, e a análise multivariada mostrou que a expressão de vimentina é um fator 

independente para a sobrevida. 

 Em CP este marcador não havia sido previamente explorado, mas estes 

achados corroboram estudos com outros tumores epiteliais. Por exemplo, em CEC 

oral, LIU et al. (2010) demonstraram associação entre a positividade de vimentina e 

maior risco de óbito e de recorrência. Em CEC de esôfago, casos com ganho de 

expressão de vimentina apresentam risco aumentado para a presença de metástases 

nos linfonodos (JIN et al. 2010). 
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 Esta diminuição altamente significativa sugere, mais uma vez, que o ganho de 

expressão de marcadores mesenquimais em células epiteliais deva estar associado a 

um fenótipo mais agressivo que capacita estas células a invadirem de forma mais 

eficiente os tecidos adjacentes, o que causa a formação de metástases, impactando de 

forma direta a sobrevida dos pacientes.  

Dessa forma, demonstra-se que o fenômeno de transformação epitélio-

mesênquima no fronte de invasão tumoral é um fator independente de mau 

prognóstico e recomenda-se a adoção desta análise na determinação do prognóstico 

do CP na prática clínica. 
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6 CONCLUSÕES 

 

 Baseados nos resultados obtidos nesse estudo, concluímos que o fenômeno de 

transição epitélio-mesênquima, neste trabalho representado pela perda da expressão 

de ECAD e ganho de expressão de vimentina no CP, tem as seguintes implicações: 

1 A perda da expressão de e-caderina ocorre com maior freqüência no fronte de 

invasão do tumor, quando comparado com as porções centrais e superficiais 

do tumor, devendo então ser avaliado nesta região; 

2 A perda intensa da expressão de e-caderina está associada com os fatores 

clássicos de mau prognóstico, como tumores histologicamente pouco 

diferenciados, de padrão infiltrativo, com metástase linfonodal, invasão 

perineural, invasão angiolinfática e piores sobrevida câncer específica e 

global; 

3 O fenótipo de transição epitélio-mesênquima definido como a perda da 

expressão de e-caderina e ganho de vimentina é associado com todos os 

fatores de mau prognóstico, incluindo piores sobrevidas global e câncer 

específica;  

4 A expressão de vimentina no fronte de invasão tumoral tem relação com 

piores sobrevidas; 

5 Os fatores prognósticos independentes, estimados para o óbito, pela doença, 

obtidos pelo modelo de regressão de Cox, foram o ganho de vimentina e a 

presença de metástase linfonodal; 
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6 Os fatores prognósticos independentes, estimados para sobrevida global 

obtidos pelo modelo de regressão de Cox, foram o ganho de expressão de 

vimentina, a presença de metástase linfonodal e a invasão perineural. 
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Anexo 1 - Classificação histológica OMS, 2004 

 

 

I) Tumores malignos epiteliais de pênis 

Carcinoma espinocelular 

Carcinoma basalóide 

Carcinoma condilomatoso 

Carcinoma verrucoso 

Carcinoma papilífero, não especificado de outra forma 

Carcinoma sarcomatoso 

Carcinoma misto 

Carcinoma adenoescamoso 

Carcinoma de células de Merkel 

Carcinoma de pequenas células do tipo neuroendócrino 

Carcinoma sebáceo 

Carcinoma de células claras 

Carcinoma de células basais 

Acantolítico (CUNHA et al. 2009) 

II) Lesões precursoras 

Neoplasia intraepitelial grau III 

Doença de Bowen 

Eritroplasia de Queyrat 

Doença de Paget 

III) Tumores melanocíticos 

Nevo melanocítico 

Melanoma 

IV) Tumores Mesenquimais 

V) Tumores hematopoiéticos 

VI) Tumores secundários 
 

Fonte - Adaptado de EBLE et al. (2004) 



 

 

Anexo 2 - Sistema de classificação do tumor de pênis – TNM, AJCC, 2010. 
 
 
T – Tumor Primário 

Tx – Tumor primário não avaliado 
T0 – Sem evidência de tumor 
Tis – Carcinoma in situ 
Ta – Tumor verrucoso não invasivo 
T1a – Tumor primário não avaliado 
T0 – Sem evidência de tumor 
Tis – Carcinoma in situ 
T1a – Tumor invade tecido conectivo subepitelial sem invasão vascular e é bem diferenciado 
(ex.: tumores de grau 3 ou 4) 

T1b – Tumor invade tecido conectivo subepitelial com invasão vascular ou é pouco 
diferenciado 
T2 – Tumor invade corpo cavernoso ou esponjoso 
T3 – Tumor invade uretra ou próstata 
T4 – Tumor invade estruturas adjacentes 

N – Linofonodos Regionais 
  * Definição do Estadiamento Clínico – baseada em palpação e imagem 

cNx – Linfonodos regionais não avaliados 
cN0 – Sem linfonodos palpáveis  ou visivelmente aumentados 
cN1 – Linfonodo inguinal unilateral móvel e palpável 
cN2 – Linfonodos inguinais bilaterais ou múltiplos móveis e palpáveis 
cN3 – Massa nodal inguinal fixa e palpável ou linfadenopatia pélvica uni ou bilateral 

  * Definição do Estadiamento Patológico 
pNx – Linfonodos regionais não avaliados 
pN0 – Sem metástase nos linfonodos 
pN1 – Metástase em um único linfonodo inguinal 
pN2 – Metástase em linfonodos inguinais bilaterais ou múltiplos 
pN3 – Extensão extranodal de metástases linfonodais ou de linfonodos pélvicos uni ou 
bilaterais 

M – Metástases a Distância 
          M0 – Sem metástase a distância  
          M1 – Com metástase a distância 
 

Fonte: SOBIN e WITTEKIND (2004); EDGE et al. (2009) 


