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RESUMO

Andrade JB. Co-expressdao de CD44 e proteinas da familia ERM
(Ezrina/Moesina) no carcinoma de pénis. Sado Paulo; 2015. [Tese de

Doutorado-Fundagao Antonio Prudente].

Na historia natural do carcinoma de pénis, o envolvimento loco regional &
considerado a complicagdo mais grave e principal causa de morte da
doenca. Compreender o0s processos moleculares que possam estar
envolvidos nos mecanismos de invasao e disseminacdo metastatica pode
levar a um aprimoramento das ferramentas de progndstico para uma melhor
avaliacdo dos pacientes, evitando-se, assim, a morbidade de cirurgias
desnecessarias. Alguns estudos tém enfatizado a influéncia da adeséao
celular no desenvolvimento tumoral e metastatico, sendo as proteinas do
complexo CD44/ERM (Ezrina, Radixina e Moesina) relatadas como
envolvidas nestes processos. Objetivos: Analisar a co-expressdo de CD44-
Ezrina e de CD44-Moesina no carcinoma epidermdide de pénis,
correlacionando esta co-expressdo aos critérios clinico patoldgicos.
Casuistica, Materiais e Métodos: Foram estudados, retrospectivamente 76
pacientes submetidos a cirurgia para carcinoma epidermoide de pénis no AC
Camargo Cancer Center. A avaliagdo das expressdes isoladas de CD44,
CD44Ve6, Ezrina e Moesina foi realizada por imunoistoquimica, no
equipamento Ventana®, e a imunorreatividade de cada proteina foi
categorizada em positiva e negativa. As co-expressées de Ezrina/CD44,
Ezrina/CD44V6, Moesina/CD44 e Moesina/CD44V6 foram avaliadas,
manualmente, por coloragées imunoistoquimicas de dupla marcacao, sendo
as imunorreatividades das relagbes categorizadas em superior a 100 e
inferior a 100. Posteriormente, todas as imunorreatividades foram analisadas
por microscopia digital através do sistema Aperio® ScanScope XT.
Resultados: A expressdo de CD44 foi observada em 5 (6,6%) casos;

CD44V6 apresentou-se expressa em 37 (48,7%) casos e sua perda



associou-se significativamente com a recidiva (p=0,042); Ezrina mostrou-se
expressa em 8 (10,5%) casos e Moesina foi expressa em 33 (43,4%) casos.
A relagdo Ezrina/CD44 mostrou-se superior a 100 em 32 (42,7%) casos e
seu aumento associou-se significativamente ao tamanho do tumor (p=0,015)
e a infiltragdo de corpo cavernoso (p=0,049); a relacdo Ezrina/CD44V6
mostrou-se superior a 100 em 30 (40%) casos, sendo que sua diminuigao
associou-se significativamente a recidiva (p=0,018); a relagao
Moesina/CD44 mostrou-se superior a 100 em 25 (33,3%) casos e sua
diminuicdo associou-se significativamente com a recidiva (p=0,006); a
relacdo Moesina/CD44V6 mostrou-se superior a 100 em 29 (38,7%) casos.
Na relacdo Ezrina/CD44 a infiltracdo de corpo cavernoso foi o fator
independente de risco para a recidiva. Conclusdo: Embora o estudo tenha
apresentado associagoes significativas com a recidiva, ndo se pode afirmar
que isso seja decorréncia da alteragdo ou ndo da adeséao celular promovida
pelo complexo CD44/ERM. Como a invasao tumoral parece estar
relacionada com a modelagem da infiltragdo celular, isso seria melhor
elucidado em um estudo levando-se em conta os aspectos funcionais das

proteinas do complexo CD44/ERM.



SUMMARY

Andrade JB. [Co-expression of CD44 and ERM family proteins
(Ezrin/Moesin) in penile carcinoma]. Sdo Paulo; 2015. [Tese de

Doutorado-Fundagao Antonio Prudente].

The loco regional involvement is considered the most severe complication
and main cause of death in the natural history of penile carcinoma. The
understanding of molecular processes that may be involved in the invasion
mechanism and metastatic dissemination would improve the prognostic tools
to a better patient evaluation, avoiding the morbidity of unnecessary surgery.
Some studies have emphasized the influence of cellular adhesion in the
tumor and metastatic development, being the complex CD44/ERM proteins
(Ezrin/Radixin/Moesin), reported as involved in these processes. Objectives:
To analyze the co-expression of CD44-Ezrin and CD44-Moesin in penile
squamous cell carcinoma, correlating this co-expression to pathological
clinical criteria. Samples, Materials and Methods: We retrospectively
studied 76 patients undergoing surgery for penile squamous cell carcinoma
at AC Camargo Cancer Center. The evaluation of CD44, CD44V6, Ezrin and
Moesin individual expressions was performed by immunohistochemistry
using the Ventana® equipment and the immunoreactivity of each protein was
categorized as positive and negative. Co-expressions of Ezrin/CD44,
Ezrin/CD44V6, Moesin/CD44 and Moesin/CD44V6 were manually evaluated
by double staining immunohistochemistry and the immunoreactivities of
ratios were categorized as more than 100 and less than 100. Subsequently,
all immunoreactivities were analyzed by digital microscopy using the Aperio®
ScanScope XT system. Results: The CD44 expression was observed in 5
(6.6%) cases; CD44V6 was expressed in 37 (48.7%) cases and its loss was
significantly associated with recurrence (p=0.042); Ezrin was expressed in 8
(10.5%) cases and Moesin was expressed in 33 (43.4%) cases. The

Ezrin/CD44 ratio was superior to 100 in 32 (42.7%) cases and its increase



was significantly associated with tumor size (p=0.015) and to the corpora
cavernosa infiltration (p=0.049); the Ezrin/CD44V6 ratio was superior to 100
in 30 (40%) cases, and its decrease was significantly associated with
recurrence (p=0.018); the Moesin/CD44 ratio was superior to 100 in 25
(33.3%) cases and its decrease was significantly associated with recurrence
(p=0.006); the Moesin/CD44V6 ratio was superior to 100 in 29 (38.7%)
cases. The corpora cavernosa infiltration was an independent risk factor for
recurrence in the Ezrin/CD44 ratio. Conclusion: Although the study presents
significant associations with recurrence, the alteration or not in the cellular
adhesion caused by the CD44/ERM complex cannot be confirmed as a
cause. As tumor invasion seems to be related to cellular infiltration modeling,
it would be better elucidated by a study considering the functional aspects of
the CD44/ERM complex proteins.
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1  INTRODUCAO

1.1 CARCINOMA DE PENIS

O carcinoma de Pénis € considerado uma doenca rara nos paises
desenvolvidos e corresponde de 0,4 a 0,6% de todas as neoplasias. Nos
Estados Unidos da América (EUA), sua incidéncia permaneceu estavel nos
ultimos 25 anos, equivalendo-se a 0,2/100.000 habitantes (WATERHOUSE
et al. 1982; PERCY et al. 1990; MOSCONI et al 2005; BARNHOLTZ-SLOAN
et al. 2007). Segundo os dados do National Cancer Institute-NCI, a
estimativa, em 2013, foi de 1570 novos casos de carcinoma de pénis e de
320 mortes decorrentes desta doencga.

Em regides da Africa, Asia e América do Sul, consideradas pouco
desenvolvidas ou em desenvolvimento, o carcinoma de pénis chega a
corresponder a 20% das neoplasias malignas do homem (RAJU et al. 1985).
Em regides da india como Barshi, Paranda e Bhum ocorrem a sua maior
incidéncia (3,32/100.000 habitantes). Ja entre os judeus nascidos em Israel
e nos EUA ocorrem os menores indices de sua incidéncia (0/100.000
habitantes e 0,07/100.000 habitantes, respectivamente) (BARNHOLTZ-
SLOAN et al. 2007). Fazendo-se uma comparagao entre individuos de
classes sociais semelhantes, parece ndao haver distingdo entre negros e
brancos (VATANASAPT et al. 1995). Rara em criangas, a doenga ocorre,

particularmente, a partir da sexta década de vida, sendo pouco frequente em



adultos com idade inferior a 30 anos (DERRICK et al. 1973;
NARASIMHARAO et al. 1985).

Embora nado se tenham dados muito precisos sobre a epidemiologia
deste tipo de tumor, trata-se de uma doenca frequente no Brasil,
correspondendo a 2% de todas as neoplasias malignas do homem, sendo
mais incidente nas regides Norte e Nordeste (BRUMINI 1982). Ainda que a
doenca apresente uma alta incidéncia em nosso meio, ndo ha no Brasil um
estudo epidemioldgico multicéntrico realizado até este momento (FAVORITO
et al. 2008).

Recentemente, em um inquérito voluntario entre seus associados, a
Sociedade Brasileira de Urologia (SBU) comunicou 283 casos novos da
doenca no ano de 2006. Um dos dados encontrados mais relevantes foi a da
sua ocorréncia em pacientes jovens, ja que 20% dos casos sucederam em
pacientes abaixo dos 45 anos de idade, e destes, 7,5% dos casos
sucederam em pacientes abaixo dos 35 anos de idade. Com relacdo ao
estadio da doenga, 58% corresponderam ao estadio avancado (T2-T4) da
doenga (FAVORITO et al. 2008).

Segundo dados do Data/SUS, o Sistema Unico de Saude (SUS)
reembolsa cerca de 1000 penectomias por ano. Em 2007, no Maranhao,
aconteceu a Campanha Nacional de Combate ao Cancer de Pénis, na qual
foram realizadas 89 postectomias de pacientes com fimose e sem outras
queixas e encontraram-se 15 casos de carcinomas incidentais (Calixto,
informacédo pessoal). Embora estes dados sejam bastante elementares,

confirmam a triste realidade do carcinoma de pénis no Brasil.



A ocorréncia de fimose, mas condicbes de higiene e baixo padrao
socioecondmico sdo os principais fatores de risco para o desenvolvimento
da doenca (PAYMASTER e GANGADHARAN 1967; BRINTON et al. 1991).

Assim sendo, a circuncisdo apresenta-se como um importante fator
protetor nesta neoplasia, reportando aos aspectos religiosos e culturais um
papel fundamental na sua incidéncia (JOHNSON et al 1973; FREW et al
1976). Nos judeus postectomizados ao nascimento, a incidéncia citada em
alguns estudos chega a ser nula. Na india, nos mulcumanos
postectomizados entre os trés e os 12 anos de idade, a incidéncia é de
0,15%, enquanto que nos hindus nao postectomizados, a incidéncia chega a
3,1% (LICKLIDER 1961; PAYMASTER e GANGADHARAN 1967; LOPES et
al. 1993).

A etiopatogenia do carcinoma de pénis, apesar de pouco conhecida,
relaciona-se a infecgao pelo papilomavirus humano (HPV, do inglés human
papillomavirus), ao numero de parceiros sexuais e a exposi¢gao ao tabaco
(BRINTON et al. 1991; HELLBERG et al. 1987; ROSEMBERG 1991). Dados
recentes incluem a possibilidade da zoofilia também estar dentre os fatores
envolvidos nesta neoplasia (ZEQUI et al. 2012).

O HPV afeta o epitélio escamoso dos 6rgaos sexuais masculinos da
mesma maneira como afeta o epitélio escamoso dos 6rgdos sexuais
femininos, incluindo-se a formacdo de condilomas e a transformacéao
neoplasica. Cerca de 25% a 40% dos tumores associam-se a presenga do
HPV, sendo, usualmente, ligado aos tipos de alto grau histolégico

(JOHNSON et al. 1992; CHAUX et al. 2011). O HPV 6 e o HPV 11 s&o



comumente associados a lesbes nao displasicas, como verrugas genitais,
por exemplo, podendo, também, estar associados ao carcinoma verrucoso.
Os tipos 16, 18, 31 e 33 estdo associados aos carcinomas in situ e invasivo
(WIENER e WALTHER 1995), sendo que o HPV 16 é o mais recorrente na
lesdo primaria, tendo sido referido em lesbes metastaticas também (VARMA
et al. 1991; IWASAWA et al. 1993).

Descreve-se 0 numero de parceiros sexuais como fator de risco,
provavelmente, pela sua associagao direta com a infecgéo pelo HPV, ja que
sua positividade varia entre 31% e 63% nos casos de carcinoma de pénis.
Esta variabilidade aponta a possibilidade de haver, ainda, outros fatores
complementares envolvidos (WIENER et al. 1992; MADEN et al. 1993).

Normalmente, a doenga manifesta-se como uma lesdo na glande,
que, se nao tratada adequadamente, estende-se para o prepucio e para o
corpo, invadindo, dessa forma, corpos cavernosos e uretra, podendo chegar
a auto amputacdo. Suas vias de disseminagao precoce acontecem através
das metastases linfonodais que migram para a regido femoral e iliaca
(PERSKY e DEKERNION 1986; NARAYANA et al. 1993). As metastases por
via hematogénica sao raras, acometendo menos de 3% dos casos (BEGGS
e SPRATT 1964; PURAS et al. 1978). As principais causas de morte, nos
casos mais avangados, sao a hemorragia e a septicemia, como
consequéncias de complicagbes loco-regionais, com o tumor infiltrando o
feixe vasculo-nervoso (PURAS et al. 1978; POMPEU 1993).

Assim sendo, o acometimento loco-regional representa a maior

complicacdo do carcinoma peniano. A presencga de linfonodos palpaveis ao



diagndstico varia de 20% a 96% dos casos (SUFRIN e HUBEN 1987) e
cerca de 50% dos linfonodos inguinais com suspeita clinica ndo apresentam
comprometimento tumoral. Nestas condi¢des, a linfonodomegalia ocorre
como consequéncia de infeccdo associada ao tumor primario (BEGGS e
SPRATT 1964; CATALONA 1980; LOPES et al. 1996). Em contrapartida
20% dos pacientes com linfonodos clinicamente negativos apresentam
metastases microscépicas (BEGGS e SPATT 1964; DEKERNION et al.
1973). Levando-se em conta a morbidade da linfadenectomia inguinal e
ililaca, este indice elevado de falso-positivos e de falso-negativos
diagnosticados pelo exame clinico corresponde a maior problematica da
conduta terapéutica do carcinoma de pénis. Portanto, a determinacdo de
fatores de risco para metastase linfonodal e a criagdo de um nomograma
prognostico torna-se mandatoério para que pacientes ndo sofram dissecgdes
inguino-iliacas desnecessarias.

Cerca de 95% dos casos de carcinoma de pénis sao constituidos por
carcinomas derivados do epitélio pluriestratificado, tanto da glande como do
sulco coronal e do prepucio (CUBILLA et al. 1993; VELAZQUEZ e CUBILLA
2007). Destes, 70% sao carcinomas epiderméides do tipo usual (CUBILLA et
al. 2004) e os outros 30% sé&o variantes como o carcinoma basalbide, o
carcinoma adeno-escamoso (CUBILLA et al. 1996), o carcinoma acantolitico
(CUNHA et al. 2009), o carcinoma sarcomatoide (VELAZQUEZ et al. 2005)
e outras variantes mais raras. Estas variantes ainda apresentam um
reconhecimento bastante deficiente e, em trabalho recente, nosso grupo

validou a importancia do reconhecimento destes tipos especiais de



carcinoma (GUIMARAES et al. 2009). Um outro conjunto de tumores
apresenta um padrao exofitico de crescimento e compreende o carcinoma
verrucoso (VELAZQUEZ et al. 2007), o carcinoma condilomatoso (“wharty”),
o carcinoma epidermoide papilifero (CHAUX et al. 2010b), e o carcinoma
condilomatoso-basaldide (CHAUX et al. 2010a).

Os dados morfologicos, bem como a classificagéo correta do subtipo
histolégico, podem dar informagdes valiosas em relagdo ao comportamento
bioldégico do tumor. Dentre estes dados, pode-se destacar o grau histolégico
do tumor (VELAZQUEZ et al. 2008), a invas&o vascular (GUIMARAES et al.
2009), a invasao perineural (VELAZQUEZ et al. 2008) e o padréo do fronte
de invasdo do tumor (GUIMARAES et al. 2006). Todos estes aspectos s&o
importantes na predicdo das metastases linfonodais e da sobrevida do
paciente.

Apesar dos fatores morfoldgicos serem de extrema importancia para a
criagdo de nomogramas preditivos de metastases linfonodais, o
conhecimento dos aspectos moleculares envolvidos no desenvolvimento do
tumor também pode ser de grande valia, neste sentido e para o prognéstico
da doenca. O estudo de fatores biomoleculares deve ampliar as ferramentas
disponiveis para uma melhor avaliagao dos pacientes, permitindo, assim, um
planejamento terapéutico mais adequado e evitando-se a morbidade de
cirurgias desnecessarias. Ainda hoje, mesmo com o desenvolvimento de
alguns estudos, pouco se sabe sobre estes fatores no carcinoma peniano,
podendo-se destacar a expressao de p53 (LOPES et al. 2002), a perda da

expressdo de E-caderina (CAMPOS et al. 2006), a expressao de



metaloproteases 2 e 9 (CAMPOS et al. 2006; SOARES et al. 2006), o indice
proliferativo (GUIMARAES et al. 2007) e a amplificacdo de EGFR (SILVA

2010).

1.2 ADESAO CELULAR E O COMPLEXO CD44/ERM

A matriz extracelular € uma rede complexa de macromoléculas
extracelulares secretadas, que tém como funcéao principal a sustentacao da
célula. Ela auxilia a unido de células e tecidos e propicia um ambiente
organizado nos quais as células migratérias podem mover-se e interagir
umas com as outras de maneira ordenada (ALBERTS et al. 2004).

Uma das caracteristicas mais marcantes dos epitélios € a adesao
intercelular. Os estratos epiteliais tém contato com um tipo especial de
matriz extracelular (MEC), a lamina basal, e a quebra da adesado célula
epitelial-MEC é pré-requisito para invasdo tumoral e metastases. As células
estdo ligadas umas as outras por adesdes célula-célula, as quais suportam
grande parte do estresse mecanico. O citoesqueleto citoplasmatico da célula
epitelial liga-se as jungdes especializadas na membrana citoplasmatica, que
mantém as superficies de células adjacentes unidas umas as outras ou
célula a matriz extracelular (ALBERTS et al. 2004).

A adesédo entre as células epiteliais € um fenbmeno fundamental para
a manutencdo da homeostasia do tecido. Esta ades&o ocorre em quatro
diferentes complexos celulares: jungbes aderentes (tight junctions),

desmossomos, zbénula oclusiva e jungdo comunicante (gap junction), cada



uma delas com fungdes distintas (JUNQUEIRA e CARNEIRO 1997). Cada
um destes tipos de adesdes tem seus representantes principais, como as
caderinas nas jungdes aderentes, as claudinas nas zOnula oclusiva, as
desmoplaquinas nas placas desmossOmicas e as conexinas nas juncdes
comunicantes.

A propriedade das células malignas em alterar a sua adesao a outras
células e a matriz extracelular faz parte dos mecanismos basicos mais
importantes da biologia celular do tumor. Isso promove o potencial das
células tumorais em se desprenderem do seu sitio original de crescimento e,
dessa forma, invadir tecidos adjacentes através do processo conhecido
como metastase.

Uma das proteinas de adesdo mais estudadas em tumores é a CD44
(HCAM) e suas variantes. Estas proteinas sofrem mudangas estruturais e
funcionais dramaticas durante a transformagcdo maligna dos tumores em
geral. A CD44 é o produto de um unico gene (GOODFELLOW et al. 1982),
localizado no braco curto do cromossomo 11 e representa uma familia de
glicoproteinas  transmembranas receptoras de hialuronato (acido
hialurénico), envolvida na interacédo célula-célula e célula-matriz extracelular
(RUDZKI e JOTHY 1997; GOODISON et al. 1999). Pode também ser
chamada de PGP-1 (phagocytic glycoprotein) (ZHOU et al. 1989), HCAM
(hyaluronate receptors) (GOLDSTEIN et al. 1989), Hermes antigen
(JALKANEN et al. 1986) ou ECMR Il (extracellular matrix receptor IlI)
(WAYNER et al. 1988). A sua estrutura € composta por 20 éxons, dos quais

10 deles (V1-V10) sdo éxons variantes, que combinados de formas



diferentes através de splicing alternativo, inserem-se no dominio
extracelular. Teoricamente, mais de 700 isoformas diferentes podem ser
geradas (VAN WEERING et al. 1993), mas aproximadamente 20 delas tém
sido descritas em tecidos e linhagens celulares. Os outros 10 éxons
restantes (S1-S10) representam a isoforma standard (GOODFELLOW et al.

1982). (Figura 1)

Exons Standard

Exons Variantes

Legenda: O éxon de numero 6 (V1) representa um stop cédon e normalmente ndo esta
incluso no CD mRNA human.
Fonte: Adaptado de GOODISON et al. (1999).

Figura 1 - Diagrama esquematico da estrutura génica de CD44.

A familia CD44 é expressa constitutivamente em células epiteliais e
em linfécitos ativos. Sua por¢cao N-terminal do dominio extracelular liga-se
ao acido hialurénico (AH) e sua porgao citoplasmatica liga-se a ankirina e a
familia ERM (do inglés Ezrin/Radixin/Moesin), ambos responsaveis pela

ligagdo ao citoesqueleto (RUDZKI e JOTHY 1997). (Figura 2) Estudos in
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vitro indicaram que a modificacao da expressao de CD44 resulta num ligante
diferente de receptor e isso influencia a motilidade celular, as propriedades
invasivas e o potencial metastatico do tumor, ja que se rompe a interagao
normal epitélio mesénquima, contribuindo, assim, para a desorganizagao
estrutural e funcional presente no cancer (GOODFELLOW et al. 1982;

GOODISON et al. 1999).

G

Dominio de Ligagao ao
@ Acido Hialurénico

Regido Variante
Site de Splicing

* Alternativo

—

Matriz Extracelular
S088000000000001 1000000000001 3000000000000

Citoplasma 0 § @ §

Ankirina Ankirina
Isoforma Standard Isoforma Variante
(CD44s) (CD44v)

Membrana
Plasmatica

Legenda: Interacdo da molécula de CD44 com o citoesqueleto através da ligagdo com a
ankirina e a familia ERM no citoplasma
Fonte: Adaptado de GOODISON et al. (1999).

Figura 2 - Estrutura esquematica do complexo CD44/ERM.

A ligagao entre o acido hialurénico e CD44 pode iniciar uma série de
eventos que comecam com a modificagcdo da adesao a matriz extracelular e
continua com a ativacdo de outras moléculas como: fatores de crescimento,

degradagdo da matriz, angiogénese, permeabilidade vascular e
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extravasamento, passos necessarios para a iniciagdo do processo
metastatico (ARSLAN et al. 2012).

STAMENKOVIC et al. (1989; 1991) mostraram em seus estudos, que
os tecidos tumorais apresentam superexpressdao de CD44 em relagdao ao
tecido normal correspondente (STAMENKOVIC et al. 1989; 1991). Isso
comprova a ideia de que a expressao de varias isoformas de CD44 pode
influenciar na tumorigénese e no processo metastatico. A primeira evidéncia
envolvendo CD44 no processo de metastase foi a identificacdo de CD44v
contendo éxons V4-V7 em células de carcinoma pancreatico de rato,
altamente metastizado (GUNTHERT et al. 1991).

A superexpressdo das variantes de CD44V4-V7 e CD44V6-V9 em
varios tipos de cancer, assim como a diminuicado da expressao de CD44S
em cancer colorretal, sugerem um aumento da tumorigénese, o que enfatiza
a importancia do estudo de CD44 no cancer (GUNTHERT et al. 1991;
ISHIBASHI et al. 1995; OCHIAI et al. 1997; KUROZUMI et al. 1998; NAOR et
al. 1998; FOEKENS et al. 1999; CHOI et al. 2000; ISHIDA 2000; AYHAN et
al. 2001; MISRA et al. 2001).

Muitas isoformas variantes, especialmente aquelas contendo
sequéncias de V6-V10, sdo altamente expressas nas neoplasias humanas
(RUDZKI e JOTHY 1997). As isoformas contendo sequéncias da variante V1
nao tém sido identificadas em tecidos humanos, provavelmente, por V1
possuir um stop codon (SCREATON et al. 1993).

Os diversos estudos demonstraram que em diferentes tipos de cancer

mais de uma isoforma pode estar envolvida na progressao tumoral. Em
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linfomas observou-se alta expressao das variantes V3, V6 e V9 (KOOPMAN
et al. 1993; TERPE et al. 1994). A variante V5 é encontrada com expressao
elevada em melanomas, porém melandcitos nao neoplasicos néao
apresentam isoformas variantes, apenas o HCAM (HOFMANN et al. 1991;
MANTEN-HORST et al. 1995). Todas as variantes das isoformas de CD44
estdo presentes, tanto em adenomas como em carcinomas do célon (KIM et
al. 1994). A elevada expressao de V6 esta, frequentemente, associada aos
diversos achados clinicos e morfoldégicos, como, por exemplo, a metastase
linfonodal (RUDZKI e JOTHY 1997).

A variante CD44V6 tem atraido um grande interesse desde que se
demonstrou o seu potencial metastatico em células ndo metastaticas de
linhagem tumoral de ratos (GUNTHERT et al. 1991). As metastases
linfonodais associadas a carcinoma de células escamosas demonstram
elevada expressao de CD44V6. A alta expressao foi frequente em tumores
derivados de cabecga e pescogo, esdfago, pele e pulméao, onde a maioria dos
autores reportaram frequéncias superiores a 90%. Assim, isoformas
contendo o éxon V6 tém sido vistas como excelentes marcadores para a
terapia anticancer (SCREATON et al. 1993).

De acordo com TRAPASSO e ALLEGRA (2012), estudos mostram
que CD44 é um importante biomarcador de uma subpopulacédo celular, as
células tronco do cancer, que sao capazes de autorrenovagao, além de
terem a capacidade de iniciagcao, progressao, invasao, metastase, recidiva e

resisténcia a quimioterapia e a radioterapia.
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O ligante citoplasmatico do CD44 ¢é a familia ERM. A familia ERM
corresponde a trés proteinas encontradas de forma independente em varios
tecidos e células, a Ezrina, a Radixina e a Moesina. Todas elas atuam na
ligacdo dos filamentos de actina a membrana plasmatica. A Ezrina é
constituinte das microvilosidades (BRETSCHER 1983; PAKKANEN et al.
1987). A Radixina é uma proteina envolvida na modulagdo da actina na
juncdo aderente célula-célula (TSUKITA et al. 1989) e a Moesina € um
ligante da heparina (LANKES et al. 1988).

O dominio c-terminal das proteinas ERM liga-se diretamente a lateral
dos filamentos de actina, enquanto que o dominio n-terminal liga-se a face
citoplasmatica de varias glicoproteinas transmembranas, como é o caso da
CD44. A familia ERM pode existir na forma ativa, estendida, que oligomeriza
e liga a actina a glicoproteina transmembrana; e na forma inativa, dobrada.

(Figura 3)
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* Fosforilagdo ou Ligagéo ao PIP2

* Interligag&o Mediada por ERM Proteina Transmembrana

como a CD44

Matriz Extracelular

Membrana

el 00000000000000000000000000000000 B0000000NI

Citoplasma

@ * & %

. — &
®&)
@ @ @_Dominio C-Terminal

Proteina ERM Inativa Proteina ERM Ativa % Filamento de Actina

Legenda: O desdobramento regulado de uma proteina ERM, devido a fosforilagdo ou a

Dominio N-Terminal

ligagdo com PIP2, expde dois sitios de ligagdo, um para o filamento de actina e outro para a
proteina transmembrana.
Fonte: Adaptado de ALBERTS et al. (2004).

Figura 3 - Desenho esquematico da conformacéao inativa e ativa de ERM

Embora ERMs sejam conhecidas por organizarem o citoesqueleto
cortical, também coordenam diversos eventos de sinalizagao celular através
de sua habilidade de fixar componentes localizados no dominio apical da
célula (KOOPMAN et al. 1993).

HARRISON et al. (2002) estudaram a expressdo da interagao
CDA44/Ezrina, membro da familia de proteinas ERM, no cancer de prostata, e
concluiram que tal complexo desempenha um papel importante no processo
de migragdo celular e metastase, ja que interagem com as células
endoteliais nas areas de contato entre o tumor e o endotélio (HARRISON et
al. 2002). Enfatizando esse achado, MARTIN et al. (2003) relatam que o

complexo CD44/Ezrina tem propriedades que sugerem a sua importancia no
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processo de interagdo tumor-endotélio, migracdo celular, adesao celular,
progressao tumoral e metastase (MARTIN et al. 2003). Segundo eles, o
aumento na expressao de CD44 leva a um aumento funcional da ativagao de
Ezrina. Assim, os membros da familia ERM tém sido alvos ndo somente de
estudos sobre a sua atuacao nos filamentos de actina, mas também de
estudos envolvendo adesao e crescimento celular (TSUKITA et al. 1994).
Nosso grupo, recentemente, demonstrou a importancia da expressao de
Ezrina no carcinoma de colon (PATARA et al. 2011) e no adenocarcinoma
de prostata (PINTO et al. dados ainda nao publicados).

Em estudo desenvolvido para investigar as expressodes de Ezrina e E-
caderina e suas relagbes com fatores clinicopatolégicos no carcinoma de
células escamosas do eséfago (ESCC), observou-se que a expressado de
Ezrina associou-se significativamente com a invasdo tumoral e com a
metastase linfonodal, bem como com a baixa expressao de E-caderina
(ZHAI et al. 2010), demonstrando que o aumento da expressao de Ezrina e
a diminuicdo/auséncia da expressao de E-caderina contribuem para o
processo tumoral e metastatico do ESCC. Resultados semelhantes foram
obtidos em estudo de carcinoma hepatocelular (HCC), onde a forte
expressao de Ezrina associou-se significativamente com o estagio avangado
do tumor, invasdo tumoral, recorréncia do tumor e com outros fatores
prognésticos ruins (KANG et al. 2010).

No mixofibrosarcoma primario, a superexpressao de Ezrina mostrou-
se como um elemento progndstico importante. Observou-se que a elevada

expressdo da proteina promove a progressao da doenga, bem como
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metastase, ja que se associa significativamente com variaveis relativas a
agressao tumoral (HUANG et al. 2010).

No cancer retal, estudaram-se as implicacdes da expressao de Ezrina
em casos que foram tratados previamente com radioterapia. O prognéstico
de pacientes com expressao negativa/fraca de Ezrina, na bidpsia pré-
tratamento, foi significativamente melhor do que em pacientes com
expressdo moderada/forte. No grupo da radioterapia de longo curso, a
expressdo negativa/fraca de Ezrina foi associada a regressao do tumor
(KORKEILA et al. 2010).

A Ezrina também desempenha um papel fundamental na sinalizagao
do receptor do fator de crescimento e regula varias vias de sinalizagao
celular, incluindo a via PI3K/AKT/mTOR, que promove a sobrevivéncia
celular (ARSLAN et al. 2012).

Esses dados s6 vém enfatizar o que um numero crescente de
publicagdes tem sugerido, a possibilidade do uso clinico da Ezrina como

biomarcador prognostico e metastatico nos mais variados tipos de cancer.

1.3 O COMPLEXO CD44/ERM NO CARCINOMA DE PENIS

Em toda a revisdo de literatura realizada, n&o foram identificados
trabalhos sobre a integridade do complexo CD44/ERM no carcinoma de
pénis. Este foi o motivo da dissertacdo de mestrado intitulada “Correlagao
clinico-patolégica da expressdo protéica do complexo CD44/ERM (Ezrina,

Radixina e Moesina) no carcinoma de pénis”, no qual se avaliaram as
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expressdes protéicas de CD44 e da familia ERM (Ezrina, Radixina e
Moesina), de forma isolada, correlacionando-as ao quadro clinico-patolégico
e ao comportamento clinico de pacientes portadores de carcinoma de pénis
(ANDRADE 2009).

Dentre os resultados de maior relevancia, com as variaveis
estudadas, observou-se que a expressao diminuida de CD44 teve uma
associagao significativa com a invasdo perineural e com a infiltragcdo de
corpo cavernoso, critérios sabidamente de importancia prognostica
(VELAZQUEZ et al. 2008). Com um comportamento inverso, a expressao
positiva de Ezrina associou-se significativamente com a postectomia e com o
grau de diferenciagdo histolégica do tumor, e a expressdo de Moesina
associou-se significativamente com a raga e com a postectomia. Nao houve
nenhum tipo de associacao significativa com a expressao de Radixina.

Ndo foi observada nenhuma associagao significativa entre as
variaveis imunoistoquimicas avaliadas e a presenca de metastases
linfonodais, assim como nenhuma delas influenciou significativamente a
sobrevida cancer especifica e a sobrevida global. A expressdo de Ezrina
teve uma influéncia significativa na sobrevida livre de doenca.

Este estudo, embora informativo, ndo interessou a pergunta sobre a
integridade do complexo CD44/ERM. Em outras palavras, a analise isolada
dos componentes mostrou que ha alteragcdes importantes na expressdo do
complexo CD44/ERM e que tem implicagbes prognodsticas. Entretanto, uma
informacé&o mais relevante seria entender como a co-expressao da proteina
CDA44 e a Ezrina/Moesina estao representadas no carcinoma epidermaoide de

pénis.
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2 OBJETIVO GERAL

Analisar a co-expressdao de CD44-Ezrina e de CD44-Moesina no
carcinoma epidermdide de pénis, correlacionando esta co-expressao aos

parametros clinico-patologicos.
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3 CASUISTICA, MATERIAIS E METODOS

Trata-se de um estudo retrospectivo, onde foram selecionados
pacientes submetidos a cirurgia para carcinoma epidermdide de pénis, com
ou sem linfadenectomia inguino-iliaca, no A.C.Camargo Cancer Center,
dentre o periodo compreendido entre janeiro de 1953 a dezembro de 2006.

Foram resgatados do arquivo do Departamento de Anatomia
Patoldgica todos os blocos de parafina referentes aos pacientes previamente
selecionados e passiveis de confirmagao diagnéstica, perfazendo um total
de 210 casos. Os registros dos pacientes foram obtidos através do arquivo
do préprio Departamento de Anatomia Patoldgica.

Os dados clinico-patoldgicos dos casos analisados foram recuperados
a partir do banco de dados ja revisado anteriormente pelo grupo de estudos
do cancer de pénis, cujos aspectos ja estdo publicados (GUIMARAES et al.
2009; 2011).

Foram estudados os 100 casos onde se tinha o corte do tumor
incluido da superficie até o seu ponto mais profundo, a fim de se analisar o
fronte de invaséao. Estes casos foram obtidos a partir dos blocos do banco de
tumores, de onde se tinham os 210 casos inicialmente selecionados.

Através destes blocos foram confeccionados cortes histolégicos
colhidos em laminas eletricamente carregadas, para se evitar o

descolamento dos mesmos, onde, posteriormente, realizaram-se coloracées
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imunoistoquimicas para as proteinas CD44, CD44V6, Ezrina e Moesina com

a finalidade de serem avaliadas tanto isoladamente como co-expressas.

Como grupo controle de tecido normal foram utilizados 10 casos de

material prepucial proveniente de postectomias por fimose, de pacientes

jovens, com idade inferior a 20 anos, sem nenhuma condicdo patoldgica

conhecida e sem lesbes penianas.

3.1

3.2

CRITERIOS DE INCLUSAO

Casos de pacientes portadores de carcinoma epidermdide de pénis,
submetidos a tratamento cirirgico do tumor primario e a
linfadenectomia regional, uni ou bilateral, em qualquer momento do
seu seguimento, ou pacientes que tenham seguimento adequado por
pelo menos cinco anos, ou com evento final antes deste periodo.

Casos que tenham material arquivado suficiente para novos cortes
histoldgicos para a execugao do estudo imunoistoquimico e que cujos
cortes tenham sido incluidos de modo a se observar a superficie do

tumor até o seu fronte de invasao.

CRITERIOS DE EXCLUSAO

Pacientes que apresentaram segundo tumor primario.
Pacientes que tenham realizado tratamento adjuvante ou

neoadjuvante.
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3.3  IMUNOISTOQUIMICA

Inicialmente, a partir dos 100 casos selecionados, foram realizadas
reagcdes de imunoistoquimica para a deteccdo isolada de CD44(HCAM),
CD44V6, Ezrina e Moesina nos cortes histoldégicos ja construidos
previamente pelo Departamento de Anatomia Patolégica do A.C. Camargo
Cancer Center, com os respectivos materiais devidamente arquivados em
parafina.

O método de imunoistoquimica para a deteccao isolada de cada um
dos anticorpos estudados foi desenvolvido através da plataforma BenchMark

XT da Ventana® (Roche, USA) (Figura 4) e seguiu o seguinte protocolo:

o 60 minutos para CCL (cell conditioning) — recuperagao antigénica
o 32 minutos para incubagao do anticorpo
o 8 minutos para Hematoxilina

o 4 minutos para o Bluing
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Figura 4 - llustracdo da plataforma Ventana® BenchMark XT (Roche, USA).

As especificacbes dos anticorpos primarios utilizados nas reagoes

imunoistoquimicas estao ilustradas no quadro abaixo:

Quadro 1 - Especificagbes dos anticorpos primarios utilizados nas reagdes
de imunoistoquimica para deteccéo isolada.

. . Controle o
Anticorpo Fabricante - Diluigéo
Positivo
CD44
DF1485 Leica Biosystems Tonsila 1:50
(HCAM)
CD44V6 VFF-7 Leica Biosystems Tonsila 1:100
Lab Vision
Ezrina 3C12 : Pulmao 1:25
Corporation
Lab Vision
Moesina 38/87 ) Placenta 1:1200
Corporation
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Embora estes marcadores ja tenham sido anteriormente avaliados,
isoladamente, na dissertagdo de mestrado, a repeticao foi feita levando-se
em conta que no primeiro experimento foram realizadas em cortes de arranjo
de tecido em matriz (TMA, do inglés tissue microarray) e nao em cortes
totais. Como o propdsito agora era também avaliar o seu fronte de invasao,
estas novas coloracdes foram mandatorias.

Posteriormente, nos mesmos 100 casos selecionados, as co-
expressoes de CD44-Ezrina, CD44-Moesina, CD44V6-Ezrina e CD44V6-
Moesina foram avaliadas por coloragdes imunoistoquimicas cromogénicas
de dupla marcacao.

O método de imunoistoquimica aplicado para a dupla marcagao
seguiu o protocolo utilizado na rotina do A.C. Camargo Cancer Center e
compreendeu 0s seguintes passos:

o Desparafinizacdo: banham-se as laminas de TMA em xilol por trés

vezes de cinco minutos cada; em seguida banham-se, rapidamente,
as laminas por quatro vezes em alcool absoluto e em seguida lavam-
se as laminas em agua corrente por cinco minutos.

o Recuperacdo Antigénica: todos os anticorpos analisados foram

padronizados utilizando-se solugdo de citrato (pH 6,0) e panela de
pressdo Pascal (DakoCytomation®). Colocam-se as laminas no borel
com solucao de citrato dentro da panela de pressdao com 500 ml de
agua destilada em seu interior marcando o tempo de 30 minutos.

Depois de desligada a panela, retira-se o borel para esfriar em
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temperatura ambiente por 20 minutos. Em seguida lavam-se as
ldminas em agua corrente por cinco minutos.

Blogueio de proteina (peroxidase enddégena): banham-se as laminas

com HyO2 (10 volumes) por trés vezes de cinco minutos cada. Em
seguida lavam-se as laminas em agua corrente por cinco minutos.

Bloqueio de proteinas inespecificas: utiliza-se o bloqueador de

proteina Kit Dako® Protein serum-free. Secam-se as laminas e circula-
se o corte tecidual de cada uma delas com caneta de silicone;
incubam-se 100 pl do bloqueador por 20 minutos em camera umida.

Incubac&o com o primeiro anticorpo primario: dilui-se cada anticorpo

com o diluente da Dako® (Antibody Diluent with Background Reducing
Component) de acordo com a propor¢ao padronizada para cada um
deles; incuba-se 100 ul do anticorpo diluido em cada lamina por duas
horas em camara umida; lavam-se as laminas com piseta contendo
PBS 1X. Em seguida lavam-se as laminas em PBS por trés vezes de
cinco minutos cada.

Incubacdo com o anticorpo secundario: todos os anticorpos foram

padronizados para incubacdo com o kit Advance™ (Dako®). Incuba-se
100 pl do advance link HRP em cada lamina por 30 minutos em
camara umida. Em seguida lavam-se as laminas em PBS por trés
vezes de cinco minutos cada. Incuba-se, entdo 100 ul do advance
enzyme HRP em cada lamina por 30 minutos em camara umida. Em
seguida lavam-se as laminas em PBS por trés vezes de cinco minutos

cada.
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Coloracéo: dilui-se o reagente DAB na proporgao 1:50; incuba-se 100
gl do DAB em cada lamina por cinco minutos tomando-se o cuidado
de retira-lo antes do término do tempo caso o corte tecidual fique
muito escuro; passam-se as laminas rapidamente em agua para
retirar o DAB, colocando-as em agua limpa dentro de um borel; em
seguida lavam-se as laminas em agua corrente por cinco minutos.

Incubacdo com o segundo anticorpo primario: dilui-se cada anticorpo

com o diluente da Dako® (Antibody Diluent with Background Reducing
Component) de acordo com a propor¢ao padronizada para cada um
deles; incuba-se 100 pl do anticorpo diluido em cada lamina
‘overnight” em cémara umida; lavam-se as laminas com piseta
contendo PBS 1X. Em seguida lavam-se as laminas em PBS por trés
vezes de cinco minutos cada.

Incubacdo com o anticorpo secundario: todos os anticorpos foram

padronizados para incubagao com o kit EnVision™ GJ|2 System/AP
Rabbit/Mouse (Permanent Red) (Dako®). Incuba-se 100 pl do
Rabbit/Mouse link em cada lamina por 30 minutos em camara umida.
Em seguida lavam-se as laminas em PBS por trés vezes de cinco
minutos cada. Incuba-se, entdo 100 pl do AP enzyme (Enhancer) em
cada lamina por 30 minutos em camara umida. Em seguida lavam-se
as laminas em PBS por trés vezes de cinco minutos cada.

Coloraggo: dilui-se o reagente Permanent Red Chromogen no
Substrate Buffer na proporgao 1:100; incuba-se 100 ul do Permanent

Red em cada lédmina por 10 minutos; passam-se as laminas
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rapidamente em agua para retirar o Permanent Red, colocando-as em
agua limpa dentro de um borel; em seguida lavam-se as laminas em
agua corrente por cinco minutos; incubam-se as laminas em
hematoxilina por dois minutos; lavam-se as laminas em agua para
tirar o excesso da hematoxilina; passam-se, rapidamente, as laminas
pelo diferenciador (alcool 50% + acido cloridrico). Em seguida lavam-
se as laminas em agua corrente por cinco minutos.

o Montagem das I&minas: apds a secagem das laminas, pinga-se uma

gota de meio de montagem aquoso (EasyPach®) em cada uma delas,

cobrindo-as com laminula.

Os anticorpos primarios utilizados nas reag¢des imunoistoquimicas de
dupla marcagao foram o CD44(HCAM), CD44V6, Ezrina e Moesina, com

suas especificagdes ilustradas no Quadro abaixo:

Quadro 2 - Especificagdes dos anticorpos primarios utilizados nas reacgdes
de imunoistoquimica com dupla marcagao.

. . Controle __
Anticorpo Clone Fabricante - Diluicao Coloracao
Positivo
CDh44 Leica Permanent
DF1485 ) Tonsila 1:40
(HCAM) Biosystems Red
Leica Permanent
CD44V6 VFF-7 ) Tonsila 1:500
Biosystems Red
) Lab Vision
Ezrina 3C12 ) Pulmao 1:500 DAB
Corporation
Lab Vision
Moesina 38/87 ) Placenta 1:200 DAB
Corporation
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3.4 MICROSCOPIA DIGITAL

Para a avaliagdo das expressbes proteicas de CD44(HCAM),
CD44Ve6, Ezrina e Moesina levaram-se em consideracao a intensidade da
reacado, bem como a localizagao celular da proteina.

A andlise foi realizada através de microscopia digital por meio do
sistema Aperio® ScanScope XT (Leica Biosystems). (Figura 5) Este sistema
reconhece com rapidez e sensibilidade centenas de niveis de intensidade
das reagdes imunoistoquimicas e as converte em uma escala de valores
percentuais de acordo com as coloragdes obtidas. O sistema permite o
escaneamento de menos de duas laminas por minuto a uma magnificagao
de 20X, podendo duplica-la para uma magnificagdo de 40X o que permite
excluir debris celulares, além de detectar, contar e classificar as células
baseadas na cor, forma e tamanho das mesmas.

As vantagens da analise automatizada estdo no fato de permitir a
conversdo do método semiquantitativo em quantitativo, aumentar a

objetividade e a reprodutibilidade, e na acuracia do método.
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Figura 5 - llustracdo do sistema Aperio® ScanScope XT (Leica Biosystems).

Tanto as laminas dos 100 casos avaliados por imunoistoquimica
isolada, quanto as laminas dos 100 casos avaliados por imunoistoquimica de
dupla marcagao foram escaneadas pelo sistema Aperio® e digitalizadas num
banco de imagens. Por meio do software Aperio ImageScope® e de um
monitor de computador (Figura 6) as imagens foram geradas e analisadas
pelos autores, que selecionaram diferentes areas da amostra, conforme a
regidao tumoral. O programa leu estas areas selecionadas e quantificou
numericamente a intensidade de coloragdo dos anticorpos. A intensidade
final da reacdo de cada caso foi calculada através da média das
intensidades das reagdes das areas selecionadas. Para a analise dos
anticorpos isolados foi utilizado o algoritmo Membrana v1 e para a analise

dos anticorpos co-expressos utilizou-se o algoritmo Color Deconvolution v9.
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Figura 6 - llustracdo do monitor do computador acoplado ao sistema Aperio

ImageScope® com imagem escaneada a ser analisada.

De posse dos valores obtidos, no grupo controle, para a
imunorreatividade de cada proteina em estudo, tanto isoladamente como co-
expressas, foram estabelecidos valores de cut-off com o intuito de
categorizar estas proteinas a serem avaliadas. Para tanto, nas proteinas
isoladas, calculou-se a mediana, quando aplicavel, dos valores obtidos para
os 10 casos analisados. Estabeleceu-se, entdo, que tanto para
CD44(HCAM), como para Ezrina, as imunorreatividades com valores de
intensidade acima de 3% seriam consideradas positivas e abaixo disso,
negativas. Para CD44V6, ficou estabelecido que imunorreatividades com
valores de intensidade acima de 20% seriam consideradas positivas e
abaixo disso, negativas. Ja para Moesina, estabeleceu-se que
imunorreatividades com valores de intensidade acima de 10% seriam

consideradas positivas e abaixo disso, negativas.
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Ja para as proteinas co-expressas, o cut-off foi estabelecido através
da determinacdo das médias das relagdes obtidas Ezrina/CD44(HCAM),
Ezrina/CD44V6, Moesina/CD44(HCAM) e Moesina/CD44V6. Assim,
estipulou-se que essas relagdes Ezrina/CD44(HCAM), Ezrina/CD44V6,
Moesina/CD44(HCAM) e Moesina/CD44V6 seriam categorizadas em inferior

a 100 (<100) e superior a 100 (>100).

3.5 ANALISE ESTATISTICA

As informagbes coletadas foram armazenadas num banco de dados
informatizado e analisadas através do programa Statistical Package for
Social Science — SPSS (verséo 21.0).

As descricbes da populacdo e das variaveis do estudo foram
realizadas por meio de estatistica descritiva (média, desvio-padrédo, mediana
e porcentagens). As variaveis imunoistoquimicas CD44(HCAM), CD44V6,
Ezrina e Moesina foram categorizadas em negativa e positiva; as relagdes
Ezrina/CD44(HCAM), Ezrina/CD44V6, Moesina/CD44(HCAM) e
Moesina/CD44V6 foram categorizadas em inferior a 100 (<100) e superior a
100 (>100).

Verificou-se a associagdo entre a expressdao dos marcadores
biomoleculares e as diversas variaveis do estudo por meio do teste de qui-
quadrado ou o teste exato de Fisher, dependendo dos valores esperados

nas tabelas de contingéncia.
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Para o calculo das probabilidades de sobrevida global (SG),
considerou-se o intervalo de tempo transcorrido entre a data da cirurgia e a
data do 6bito ou do ultimo seguimento. Para a sobrevida livre de doenca
(SLD), considerou-se o tempo transcorrido até a data da recorréncia da
doenca. A estimativa da sobrevida livre de doenca foi realizada apenas para
os pacientes sem metastases linfonodais na admissdo e aqueles cujas
margens cirurgicas macroscoépicas foram consideradas sem doencga. As
taxas de sobrevida foram calculadas pelo estimador produto limite de
Kaplan-Méier, sendo as curvas comparadas pelo teste de Log-rank. As
variaveis com nivel descritivo do teste de até 0,200 e cujos riscos eram
proporcionais ao longo do tempo foram selecionadas para a analise
multivariada, a qual foi realizada pelo modelo de risco proporcional de Cox.
Avaliou-se a proporcionalidade de riscos por meio de graficos In — In [S(t)].

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

considerados sob censura.
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4 RESULTADOS

Dos 100 casos selecionados para a analise imunoistoquimica, um
total de 76 pacientes (76,0%) com carcinoma de pénis pOde ser avaliado de
maneira completa quanto aos dados clinicos, epidemioldgicos,
anatomopatolégicos e imunoistoquimicos, sendo esta a casuistica final do

estudo.

4.1 ASPECTOS DEMOGRAFICOS E CLINICOS

Os 76 pacientes foram categorizados, quanto a idade, em menores de
60 anos e maiores de 60 anos, idade esta considerada pelo Ministério da
Saude do Brasil e pela Organizagdo Mundial da Saude como defini¢do para
idosos em paises em desenvolvimento.

Deste modo, a idade variou entre 21 e 80 anos, com uma mediana de
54,5 anos. Um total de 53 pacientes (69,7%) foi categorizado como menor
ou igual a 60 anos e um total de 23 pacientes (30,3%) foi categorizado como

maior de 60 anos. Do total, a maioria era da raga branca (78,9%). (Tabela 1)
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Tabela 1 - Frequéncia das variaveis demograficas dos 76 pacientes
portadores de Carcinoma de Pénis do A.C. Camargo Cancer Center.

. . NUumero de
Variavel Categoria . Porcentagem (%)
Pacientes
< 60 anos 53 69,7
Idade
> 60 anos 23 30,3
Branca 60 78,9
Raca
N&o Branca 16 21,1

Quanto aos aspectos clinicos, no momento da primeira consulta
47,4% dos pacientes apresentaram algum tipo de doenca urolégica prévia,
67,1% nao tinham sido postectomizados e 23,7% apresentaram infeccao
pelo virus HPV. Do total, 64 (84,2%) souberam relatar a ocorréncia de
antecedentes venéreos, o que acometeu 23 (30,3%) dos 76 pacientes. 53
(69,7%) tiveram menos de 1 ano de evolugdo da doenca antes da primeira
consulta. (Tabela 2)

Segundo o Sistema TNM de estadiamento clinico, os pacientes foram
categorizados para o estadiamento T em T1+T2 e T3+T4. Assim, 39 (51,3%)
apresentaram estadiamento T1+T2 e 37 (48,7%) T3+T4; para o
estadiamento N, categorizaram-se em Negativo (NO) e Positivo (N*), sendo
que 28 (36,8%) apresentaram estadiamento negativo e 48 (63,2%) positivo.

64,5% apresentaram estadiamento clinico Ill e IV. (Tabela 2)
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Tabela 2 - Frequéncia das variaveis clinicas dos 76 pacientes portadores de
Carcioma de Pénis do A.C. Camargo Cancer Center.

. . Numero de
Variavel Categoria . Porcentagem (%)
Pacientes
Nao 51 67,1
Postectomia Sim 8 10,5
* 17 22,4
Ausente 57 75,0
HPV Presente 18 23,7
* 1 1,3
Sem antecedentes 41 53,9
Antecedentes
5 Com antecedentes 23 30,3
Venéreos
* 12 15,8
) Ausente 40 52,6
Doencga Prévia
Presente 36 47,4
Tempo de
< 12 meses 53 69,7
Evolucéo da
> 12 meses 20 26,3
Doenca Antes da
L * 3 4,0
Primeira Consulta
T1+T2 39 51,3
Estadiamento T
T3+T4 37 48,7
) Negativo (NO) 28 36,8
Estadiamento N .
Positivo (N*) 48 63,2
lell 27 35,5
Estadio Clinico
lnelv 49 64,5

*Sem informagao.

4.2 ASPECTOS ANATOMOPATOLOGICOS

Nos 76 pacientes avaliados, observou-se o predominio de tumores
bem diferenciados (84,2%) e com tamanho igual ou inferior a cinco

centimetros (46,1%).
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Com relacao a natureza infiltrativa, 47,4% dos tumores apresentaram
infiltracdo de corpo cavernoso, 31,6% apresentaram infiltragdo de uretra e
50,0% apresentaram infiltragdo de corpo esponjoso. Na maioria dos casos
(97,4%) os tumores apresentaram invasdo de orgados adjacentes, 61,8%
apresentaram invasdo macroscépica 25,0% apresentaram invasao vascular,
31,6% apresentaram invasao perineural, 51,3% apresentaram invasao de
prepucio e 92,1% apresentaram invasao de glande.

A recidiva esteve presente em 18 (23,7%) dos 76 pacientes. (Tabela
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Tabela 3 - Frequéncia das variaveis anatomopatolégicas dos 76 pacientes
portadores de Carcinoma de Pénis do A.C. Camargo Cancer Center.

. . Namero de
Variavel Categoria Pacientes Porcentagem (%)
Baixo Grau 10 13,2
Grau de Grau Intermediario e
Difernciagdo Alto Grau 64 84,2
o 2 2,6
<5cm 35 46,1
Ta”;i:qhoor do > 5cm 20 26,3
* 21 27,6
Invasao Ausente 29 38,2
Macroscopica Presente 47 61,8
Ausente 56 73,7
Invasao Vascular Presente 19 25,0
* 1 1,3
Ausente 51 67,1
Invasédo Perineural Presente 24 31,6
* 1 1,3
. N Ausente 32 42,1
Infiltracdo de Presente 36 47,4
Corpo Cavernoso R 8 10,5
Infiltragdo de Ausente 44 57,9
Uretra Presente 24 31,6
* 8 10,5
Infiltragcdo de Ausente 28 36,8
Corpo Esponjoso Presente 38 50,0
* 10 13,2
~ P Ausente 74 97,4
Invasdo de Orgéos
Adjacentes Presente 1 1,3
* 1 1,3
Recidiva Ausente 58 76,3
Presente 18 23,7
Ausente 5 6,6
Lamina Prépria 58 76,3
Invasdo da Glande Corpus Spongiosum 11 14,5
Corpora Cavernosa 1 1,3
* 1 1,3
Invasio de Ausente 34 447
L. Lamina Prépria 39 51,3
Prepucio N 3 40

*Sem informacao.
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4.3 ESTUDO IMUNOISTOQUIMICO

4.3.1 Avaliacdo Imunoistoquimica Do Grupo Controle

Como grupo controle de tecido normal foram avaliados 10 casos de
material prepucial proveniente de postectomias por fimose, de pacientes
jovens (abaixo de 20 anos), sem nenhuma condi¢do patolégica conhecida e
sem lesdes penianas.

Dessa forma, pdde-se observar que oito casos controle (80,0%)
apresentaram a imunorreatividade positiva para CD44(HCAM), nove casos
controle (90%) apresentaram a imunorreatividade positiva para CD44V6, 10
casos controle (100%) apresentaram a imunorreatividade positiva para
Ezrina e nenhum dos casos controle apresentou a imunorreatividade positiva

para Moesina. (Tabela 4)

Tabela 4 - Imunorreatividade das proteinas estudadas de acordo com seus
parametros obtidos no grupo controle de tecido prepucial normal do A.C.
Camargo Cancer Center.

Paréametro CD44(HCAM) CD44V6 Ezrina Moesina
N % N % N % N %
Negativa 2 20 1 10 0 0 10 100
Positiva 8 80 9 90 10 100 0 0
Total 10 100 10 100 10 100 10 100

As Figuras 7 a 10 ilustram as imunorreatividades obtidas nos casos
controles para cada um dos anticorpos avaliados. Ja a Figura 11 caracteriza

um caso de carcinoma epidermdéide de pénis ilustrando as



38

imunorreatividades obtidas em suas diferentes regides, evidenciando a

auséncia de Moesina na regiao do epitélio normal.

Legenda: Coloragdo H.E. Aumento de 400X.
Figura 7 - Imunorreatividades obtidas para CD44 em corte histolégico de

tecido prepucial normal. Imunorreatividade positiva (A). Imunorreatividade negativa
(B).

Legenda: Coloragédo H.E. Aumento de 400X.
Figura 8 - Imunorreatividades obtidas para CD44V6 em corte histologico

de tecido prepucial normal. Imunorreatividade positiva (A). Imunorreatividade

negativa (B).
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Legenda: Coloragdo H.E. Aumento de 400X.
Figura 9 - Imunorreatividade positiva obtida para Ezrina em corte histologico
de tecido prepucial normal.

i — N %%

Legenda: Coloragédo H.E. Aumento de 400X.
Figura 10 - Imunorreatividade negativa obtida para Moesina em corte

histolégico de tecido prepucial normal.
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Tu

PelN

Legenda - Coloracdo H.E. Aumento de 400X. Tu: Tumor; PelIN: Neoplasia Intraepitelial
Peniana; EN: Epitélio Normal

Figura 11 - Imagem ilustrando a transicdo entre o tumor e o PelN, com
imunorreatividade positiva de Moesina em regido tumoral e

imunorreatividade negativa de Moesina na regido do epitélio normal.

Avaliaram-se também os dados imunoistoquimicos para a co-
expressao das proteinas CD44 e CD44V6 com as proteinas da familia ERM
(Ezrina e Moesina) de acordo com a intensidade de coloracao obtida através
do software Aperio ImageScope®. A partir das imunorreatividades obtidas,
estabeleceram-se, entdo, as relagcbes Ezrina/HCAM, Ezrina/CD44V6,
Moesina/lHCAM e Moesina/CD44V6.

Com o intuito de se examinar o comportamento de tais relagdes no
tecido normal foram estabelecidas médias das mesmas, cujos valores estao

representados na tabela abaixo:
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Tabela 5 - Média das relagbes obtidas das proteinas estudadas no grupo
controle de tecido prepucial normal do A.C. Camargo Cancer Center.

Relacédo das Médias das

_ Média das -
Co-expressao Imunorreatividades

Imunorreatividades Obtidas

Obtidas
Ezrina/CD44(HCAM)

) Ezrina CD44(HCAM)
Ezrina + CD44(HCAM)

66,811 0,204 327,50
) Ezrina CD44V6 Ezrina/CD44V6
Ezrina + CD44V6
41,044 0,016 2565,25
) Moesina CD44(HCAM) Moesina/CD44(HCAM)
Moesina + CD44(HCAM)
39,888 0,064 623,25
) Moesina CD44V6 Moesina/CD44V6
Moesina + CD44V6
29,985 0,025 1199,40

As imunorreatividades obtidas para os casos controle das co-
expressoes de Ezrina/CD44(HCAM), Ezrina/CD44V6, Moesina

/CD44(HCAM) e Moesina/CD44V6 estao exemplificadas pelas Figuras 12 a

15.

B B C

gl 3" | R
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Legenda: Aumento de 400X. Ezrina marcada com DAB; CD44(HCAM) marcada com
Permanent Red.
Figura 12 - Imunorreatividade para Ezrina/CD44(HCAM) em corte

histolégico de tecido prepucial normal. Imunorreatividade para Ezrina + CD44

(HCAM) (A). Imunorreatividade para Ezrina (B). Imunorreatividade para CD44(HCAM) (C).
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Legenda: Aumento de 400X. Ezrina marcada com DAB; CD44V6 marcada com

Permanent Red.
Figura 13 - Imunorreatividade para Ezrina/CD44V6 em corte histologico de

tecido prepucial normal. Imunorreatividade para Ezrina + CD44V6 (A).

Imunorreatividade para Ezrina (B). Imunorreatividade para CD44V6 (C).

A B C
‘ & " [eo00um 200.0 um)

Legenda: Aumento de 400X. Moesina marcada com DAB; CD44(HCAM) marcada com
Permanent Red.

Figura 14 - Imunorreatividade para Moesina/CD44(HCAM) em corte
histolégico de tecido prepucial normal. Imunorreatividade para Moesina + CD44
(HCAM) (A). Imunorreatividade para Moesina (B). Imunorreatividade para CD44(HCAM)
(C).
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Legenda: Aumento de 400X. Moesina marcada com DAB; CD44V6 marcada com

Permanent Red.

Figura 15 - Imunorreatividade para Moesina/CD44V6 em corte histolégico

de tecido prepucial normal. Imunorreatividade para Moesina + CD44V6 (A).

Imunorreatividade para Moesina (B). Imunorreatividade para CD44V6 (C).

4.3.2 Avaliacéo Isolada das Proteinas CD44, CD44V6, Ezrina e Moesina

Tanto para CD44(HCAM) e CD44V6, como para Ezrina e Moesina, os
pardmetros de imunorreatividade foram categorizados em negativa e
positiva, conforme a intensidade obtida para cada reagdo. Sendo assim,
6,6% dos casos apresentaram expressao positiva para CD44(HCAM), 48,7%
apresentaram expressao positiva para CD44V6, 10,5% apresentaram
expressao positiva para Ezrina e 43,4% apresentaram expressado positiva

para Moesina. (Tabela 6)
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Tabela 6 - Imunorreatividade das proteinas estudadas de acordo com seus
parametros obtidos nos 76 casos de pacientes portadores de Carcinoma de
Pénis do A.C. Camargo Cancer Center.

Paréametro CD44(HCAM) CD44V6 Ezrina Moesina
N % N % N % N %
Negativa 71 93,4 39 51,3 68 89,5 43 56,6
Positiva 5 6,6 37 48,7 8 10,5 33 43,4
Total 76 100 76 100 76 100 76 100

As Figuras 16 a 19 ilustram exemplos de imunorreatividades obtidas

para CD44(HCAM), CD44V6, Ezrina e Moesina.

Legenda: Coloragéao H.E. Aumento de 400X.
Figura 16 - Imunorreatividades obtidas para CD44(HCAM) em corte

histolégico de Carcinoma Epidermodide de Pénis. Imunorreatividade negativa (A).

Imunorreatividade positiva (B).
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Legenda: Coloracao H.E. Aumento de 400X.
Figura 17 - Imunorreatividades obtidas para CD44V6 em corte histologico
de Carcinoma Epiderméide de Pénis. Imunoreatividade negativa (A).

Imunorreatividade positiva (B).

Legenda: Coloracao H.E. Aumento de 400X.
Figura 18 - Imunorreatividades obtidas para Ezrina em corte histolégico de
Carcinoma Epidermdéide de Pénis. Imunorreatividade negativa (A).

Imunorreatividade positiva (B).
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Legenda: Coloragédo H.E. Aumento de 400X.
Figura 19 - Imunorreatividades obtidas para Moesina em corte histolégico

de Carcinoma Epidermdéide de Pénis. Imunorreatividade negativa (A).

Imunorreatividade positiva (B).

As Tabelas 7 e 8 mostram que CD44(HCAM) nao se associou
significativamente com nenhuma das variaveis clinicas e demograficas
avaliadas, e com nenhuma das \varidveis anatomopatoldgicas,

respectivamente.
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Tabela 7 - Imunorreatividade de CD44(HCAM) de acordo com as variaveis
demograficas e clinicas dos 76 pacientes portadores de Carcinoma de
Pénis do A.C. Camargo Cancer Center.

. . CD44(HCAM) 5
Variavel Categoria CD44(HCAM) %) P (x%)
0
N P N P
< 60 anos 50 2 96,2 3,8
Idade 0,318
> 60 anos 21 3 87,5 12,5
Nao Branco 16 0 100,0 0
Raca 0,578
Branco 55 5 91,7 8,3
Ausente 55 4 93,2 6,8
Postectomia 1,000
Presente 13 1 92,9 7.1
Ausente 53 4 93,0 7,0
HPV 0,942
Presente 17 1 94,4 5,6
Antecedentes Ausente 38 3 92,7 7,3 1000
Venéreos Presente 21 2 91,3 8,7 ’
i Ausente 37 3 92,5 7,5
Doenca Prévia 1,000
Presente 32 2 94,1 5,9
Tempo de
Evolucédo da <12 meses 42 4 91,3 8,7 0.645
Doenca Antes da > 12 meses 26 1 96,3 3,7 ’
Primeira Consulta
) T1+T2 38 1 97,4 2,6
Estadiamento T 0,345
T3+ T4 33 3 91,7 8,3
) Negativo (NO) 26 2 92,9 7.1
Estadiamento N » N 0,635
Positivo (N*) 43 2 95,6 4.4
lell 24 2 92,3 7,7
Estadio Clinico 0,606
e lV 47 2 95,9 4.1

*Foram excluidos os casos sem informagéo. Legenda - N — Negativa e P — Positiva.
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Tabela 8 - Imunorreatividade de CD44(HCAM) de acordo com as variaveis
anatomopatologicas dos 76 pacientes portadores de Carcinoma de Pénis do
A.C. Camargo Cancer Center.

> . CD44(HCAM) >
Variavel Categoria CD44(HCAM) %) P (x%)
0
N P N P
Baixo Grau
Grau de Grau 10 0 100,0 0 1,000
Diferenciacédo Intermediario e 60 4 93,8 6,2 '
Alto Grau
Tamanho do <5cm 32 3 91,4 8,6 0.352
Tumor >5cm 18 2 90,0 10,0 ’
Invaséo Ausente 28 1 96,6 34 0.644
Macroscopica Presente 43 4 91,5 8,5 ’
Invasao Ausente 53 3 94,6 54 0.596
Vascular Presente 17 2 89,5 10,5 ’
Invaséo Ausente 48 3 94 .1 5,9 0.653
Perineural Presente 22 2 91,7 8,3 ’
Infiltracdo d
n 'Cr:fa: € Ausente 28 4 875 125 0180
P Presente 35 1 97,2 2,8 ’
Cavernoso
Infiltracdo de Ausente 40 4 90,9 9,1 0.649
Uretra Presente 23 1 95,8 472 ’
Infiltracdo de
'Cof ) Ausente 27 1 9.4 36 o1
s Presente 35 3 921 79 ’
Esponjoso
| do d
nvasdo de Ausente 69 5 932 68
Orgéos 0,930
. Presente 1 0 100,0 0
Adjacentes
Recidiva Ausente 55 3 94,8 5,2 0.587
Presente 16 2 88,9 11,1 ’
Ausente 4 1 80,0 20,0
Lamina Prépria 55 3 94,8 5,2
Invasao da Corpus
i 10 1 90,9 9,1 0,612
Glande Spongiosum
Corpora
1 0 100,0 0
Cavernosa
Invasao do Ausente 32 2 94 1 5,9 1,000
Preplicio Lamina Propria 37 2 94,9 5,1 '

*Foram excluidos os casos sem informagdo. Legenda - N — Negativa e P — Positiva.
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Dentre as variaveis clinicas e demograficas avaliadas, a
imunorreatividade para CD44V6 nao se mostrou associada a nenhuma

delas. (Tabela 9)

Tabela 9 - Imunorreatividade de CD44V6 de acordo com as variaveis
demograficas e clinicas dos 76 pacientes portadores de Carcinoma de
Pénis do A.C. Camargo Cancer Center.

Variavel Categoria CD44V6 CD44V6 (%) P (x%)
N P N P
<60 anos 26 26 50,0 50,0
Idade 0,736
> 60 anos 13 11 54,2 45,8
Nao Branco 9 7 56,2 43,8
Raca 0,657
Branco 30 30 50,0 50,0
) Ausente 31 28 52,5 47,5
Postectomia 0,515
Presente 6 8 42,9 571
Ausente 26 31 456 544
HPV 0,184
Presente 12 6 66,7 33,3
Antecedentes Ausente 20 21 48,8 51,2 0.552
Venéreos Presente 13 10 56,5 43,5 '
; Ausente 22 18 55,0 45,0
Doenca Prévia 0,351
Presente 15 19 44 1 55,9
Tempo de
Evolucgao da
<12 meses 21 25 457 54,3
Doenca Antes 0,262
o > 12 meses 16 11 59,3 40,7
da Primeira
Consulta
Estadiamento T1+T2 23 16 59,0 41,0 e
T T3+ T4 16 20 44.4 55,6 '
Estadiamento Negativo (NO) 14 14 50,0 50,0 0.926
N Positivo (N*) 23 22 51,1 48,9 '
Estadio lell 13 13 50,0 50,0
0,801
Clinico eV 26 23 53,1 46,9

*Foram excluidos os casos sem informacdo. Legenda - N — Negativa e P — Positiva.



50

Ja em relacdo as variaveis anatomopatologicas, a perda de
expressdo de CD44V6 associou-se significativamente com a recidiva

(p=0,042). (Tabela 10)

Tabela 10 - Imunorreatividade de CD44V6 de acordo com as variaveis
anatomopatologicas dos 76 pacientes portadores de Carcinoma de Pénis do
A.C. Camargo Cancer Center.

Variavel Categoria CD44V6 CD44V6 (%) P (x%)
N P N P
Baixo Grau
Grau de Grau 7 3 70,0 30,0 0310
Diferenciagdo  Intermediario e 31 33 48,4 51,6 ’
Alto Grau
Tamanho do <5cm 17 18 48,6 514 0113
Tumor >5cm 14 6 70,0 30,0 ’
Invaséao Ausente 14 15 48,3 51,7 0677
Macroscopica Presente 25 22 53,2 46,8 ’
Invaséao Ausente 29 27 51,8 48,2 0739
Vascular Presente 9 10 47,4 52,6 ’
Invaséao Ausente 26 25 51,0 49,0 0937
Perineural Presente 12 12 50,0 50,0 ’
'“f"tcr:f;;’ de Ausente ;g 16 500 50,0 0647
Presente 16 55,6 44 4 ’
Cavernoso
Infiltrac&o de Ausente 24 20 54,5 45,5 0976
Uretra Presente 13 11 54,2 45,8 ’
'“f"g:fs;’ de Ausente 14 14 500 50,0 0,833
i Presente 20 18 52,6 47 .4 ’
Esponjoso
'”é"’:zgzsde Ausente 37 37 50,0 50,0 0377
i Presente 1 0 100,0 0 ’
Adjacentes
- Ausente 26 32 44.8 55,2
Recidiva Presente 13 5 722 278 0,042
Ausente 2 3 40,0 60,0
Lamina Prépria 31 27 534 46,6
Invasao da Corpus 4 7 36,4 63.6 0,516
Glande Spongiosum
Corpora 1 0 100,0 0
Cavernosa
Invasao do Ausente 16 18 47 1 52,9 0719
Prepdcio Lamina Prépria 20 19 51,3 48,7 ’

*Foram excluidos os casos sem informagdo. Legenda - N — Negativa e P — Positiva.
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Para Ezrina ndo houve nenhuma associagcdo significativa com as

variaveis clinicas e demograficas. (Tabela 11)

Tabela 11 - Imunorreatividade de Ezrina de acordo com as variaveis
demograficas e clinicas dos 76 pacientes portadores de Carcinoma de Pénis
do A.C. Camargo Cancer Center.

Variavel Categoria Ezrina Ezrina (%) P (x3)
N P N P
< 60 anos 45 6 88,2 11,8
Idade 1,000
> 60 anos 22 2 91,7 8,3
Nao Branco 14 2 87,5 12,5
Raca 0,676
Branco 53 6 89,9 10,2
) Ausente 53 5 91,4 8,6
Postectomia 0,180
Presente 11 3 78,6 21,4
Ausente 50 7 87,7 12,3
HPV 0,710
Presente 16 1 94 1 5,9
Antecedentes Ausente 38 3 92,7 7,3 0.926
Venéreos Presente 18 4 81,8 18,2 ’
Doenca Ausente 36 4 90,0 10,0 1,000
Prévia Presente 29 4 87,9 12,1 '
Tempo de
Evolucéo da
< 12 meses 40 6 87,0 13,0
Doenca Antes 0,702
o > 12 meses 24 2 92,3 7,7
da Primeira
Consulta
Estadiamento T1+T2 32 6 84,2 15,8 0,263
T T3 + T4 34 2 94,4 5,6 '
Estadiamento Negativo (NO) 23 4 85,2 14,8 0.413
N Positivo (N*) 42 3 93,3 6,7 ’
Estadio lell 21 4 84,0 16,0
- 0,431
Clinico e lV 45 4 91,8 8,2

*Foram excluidos os casos sem informacéo. Legenda - N — Negativa e P — Positiva.

Com relagéo as variaveis anatomopatoldgicas, a perda de expressao
de Ezrina mostrou uma proximidade de associacédo significativa com a

infiltracdo de corpo cavernoso (p=0,088). (Tabela 12)
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Tabela 12 - Imunorreatividade de Ezrina de acordo com as variaveis
anatomopatologicas dos 76 pacientes portadores de Carcinoma de Pénis do
A.C. Camargo Cancer Center.

Variavel Categoria Ezrina Ezrina (%) P (x%)
N P N P
Baixo Grau
Grau de Grau 9 1 90,0 10,0 1.000
Diferenciagdo  Intermedidrio e 57 7 89,1 10,9 '
Alto Grau
Tamanho do <5cm 30 5 85,7 14,3 0.550
Tumor >5cm 19 1 95,0 5,0 ’
Invaséao Ausente 23 5 82,1 17,9 0.141
Macroscopica Presente 44 3 93,6 6,4 '
Invaséao Ausente 50 5 90,9 9,1 0.415
Vascular Presente 16 3 84,2 15,8 '
Invasao Ausente 44 6 88,0 12,0 1,000
Perineural Presente 22 2 91,7 8,3 ’
Infiltracdo de
Ausente 26 5 83,9 16,1
Corpo 0,088
Presente 35 1 97,2 2,8
Cavernoso
Infiltracdo de Ausente 38 5 88,4 11,6 1,000
Uretra Presente 22 2 91,7 8,3 ’
Infiltracdo de
Ausente 26 1 96,3 3,7
Corpo 0,224
) Presente 32 6 84,2 15,8
Esponjoso
Invasao de
. L Ausente 65 8 89,0 11,0
Orgaos 0,885
i Presente 1 0 100,0 0
Adjacentes
o Ausente 52 6 89,7 10,3
Recidiva 1,000
Presente 15 2 88,2 11,8
Ausente 5 0 100,0 0
Lamina Prépria 49 8 86,0 14,0
Invasao da Corpus
, 11 0 100,0 0 0,444
Glande Spongiosum
Corpora
1 0 100,0 0
Cavernosa
Invasao do Ausente 29 4 87,9 12,1 1.000
Prepucio Lamina Prépria 35 4 89,7 10,3 ’

*Foram excluidos os casos sem informagéo. Legenda - N — Negativa e P — Positiva.
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Para a imunorreatividade de Moesina, ndo houve nenhuma
associagao significativa, tanto para as variaveis clinicas e demograficas,

como para as variaveis anatomopatolégicas. (Tabelas 13 e 14)

Tabela 13 - Imunorreatividade de Moesina de acordo com as variaveis
demograficas e clinicas dos 76 pacientes portadores de Carcinoma de Pénis
do A.C. Camargo Cancer Center.

Variavel Categoria Moesina Moesina (%) P (x%)
N P N P
< 60 anos 27 25 51,9 48,1
Idade 0,228
> 60 anos 16 8 66,7 33,3
Nao Branco 7 9 43,8 56,2
Raca 0,244
Branco 36 24 60,0 40,0
Ausente 35 24 59,3 40,7
Postectomia 0,526
Presente 7 7 50,0 50,0
Ausente 33 24 57,9 42 1
HPV 0,509
Presente 10 8 55,6 44 4
Antecedentes Ausente 26 15 63,4 36,6 0.840
Venéreos Presente 14 9 60,9 39,1 '
Doenca Ausente 22 18 55,0 45,0 e
Prévia Presente 21 13 61,8 38,2 ’
Tempo de
Evolucédo da
< 12 meses 27 19 58,7 41,3
Doenca Antes 0,793
o > 12 meses 15 12 55,6 44 .4
da Primeira
Consulta
Estadiamento T1+T2 19 20 48,7 51,3 5 e
T T3+ T4 23 13 63,9 36,1 ’
Estadiamento Negativo (NO) 16 12 571 42,9 0.957
N Positivo (N*) 26 19 57,8 42,2 '
Estadio lell 15 11 57,7 42,3
, 0,830
Clinico lelv 27 22 55,1 449

*Foram excluidos os casos sem informacéo. Legenda - N — Negativa e P — Positiva.
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Tabela 14 - Imunorreatividade de Moesina de acordo com as variaveis
anatomopatologicas dos 76 pacientes portadores de Carcinoma de Pénis do
A.C. Camargo Cancer Center.

Variavel Categoria Moesina Moesina (%) P (x%)
N P N P
Baixo Grau
Grau de Grau 7 3 70,0 30,0 0.496
Diferenciacao Intermediario e 34 30 53,1 46,9 ’
Alto Grau
Tamanho do <5cm 17 18 48,6 51,4 0.244
Tumor >5cm 11 9 55,0 45,0 '
Invasao Ausente 13 16 448 55,2 0.104
Macroscopica Presente 30 17 63,8 36,2 ’
Invaséo Ausente 30 26 53,6 46,4 0.258
Vascular Presente 13 6 68,4 31,6 '
Invasao Ausente 27 24 52,9 471 262
Perineural Presente 16 8 66,7 33,3 0,26
'nf"gjf;; de Ausente 19 13 594 406 0751
Presente 20 16 55,6 44 .4
Cavernoso
Infiltracdo de Ausente 26 18 59,1 40,9 0.695
Uretra Presente 13 11 54,2 45,8 ’
Infiltracao de Ausente 17 11 607 393
Corpo 0,658
. Presente 21 17 55,3 447
Esponjoso
Invasdo de
Orgaos Ausente 41 33 55,4 446 0,455
i Presente 1 0 100,0 0
Adjacentes
Recidiva Ausente 34 24 58,6 41,4 0.519
Presente 9 9 50,0 50,0
Ausente 3 2 60,0 40,0
Lamina Prépria 33 25 56,9 43,1
Invasao da Cor?us 7 4 63.6 36.4 0,673
Glande Spongiosum
Corpora 0 1 0 100,0
Cavernosa
Invaséo do Ausente 17 17 50,0 50,0 0.322
Prepucio Lamina Prépria 24 15 61,5 38,5 ’

*Foram excluidos os casos sem informagéo. Legenda - N — Negativa e P — Positiva.
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4.3.2.1 Analise de Sobrevida
a) Sobrevida Cancer Especifica

A taxa de Sobrevida Cancer Especifica da populacdo estudada foi
determinada para cada um dos marcadores estudados.

Sendo assim, para os casos em que a proteina CD44(HCAM)
apresentou imunorreatividade negativa, obteve-se uma taxa de sobrevida
cancer especifica de 83,9% em cinco anos (60 meses) e de 78,7% em 10
anos (120 meses). Para os casos em que a imunorreatividade de
CD44(HCAM) apresentou-se positiva, a taxa de sobrevida cancer especifica
foi de 80,0% tanto em cinco anos (60 meses), como em 10 anos (120
meses).

Dentre os casos com imunorreatividade negativa para CD44V6, a taxa
de sobrevida cancer especifica foi de 80,4% em cinco anos (60 meses) e de
74,2% em 10 anos (120 meses). Para os casos com imunorreatividade
positiva para CD44V6, a taxa de sobrevida cancer especifica foi de 85,9%
em cinco anos (60 meses) e de 82,7% em 10 anos (120 meses).

Considerando-se o0s casos que apresentaram imunorreatividade
negativa para Ezrina, a taxa de sobrevida cancer especifica foi de 82,8% em
cinco anos (60 meses) e de 80,6% em 10 anos (120 meses). Para os casos
com imunorreatividade positiva para Ezrina, a taxa de sobrevida cancer
especifica foi de 87,5% em cinco anos (60 meses) e de 58,3% em 10 anos
(120 meses).

Com relagao aos casos que apresentaram imunorreatividade negativa

para Moesina, a taxa de sobrevida cancer especifica foi de 86,5% em cinco
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anos (60 meses) e de 81,1% em 10 anos (120 anos). Para os casos que
apresentaram imunorreatividade positiva para Moesina, a taxa de sobrevida
cancer especifica foi de 79,8% em cinco anos (60 meses) e de 75,8% em 10
anos (120 meses).

As curvas de sobrevida cancer especifica obtidas para os quatro

marcadores avaliados estao ilustradas na figura abaixo:

SOBREVIDA CANCER ESPECIFICA
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Figura 20 - Curvas de Sobrevida Cancer Especifica para os 76 pacientes

portadores de Carcinoma de Pénis do A.C. Camargo Cancer Center.
CD44(HCAM) (A), CD44V6 (B), Ezrina (C) e Moesina (D).
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N&o houve influéncia significativa da sobrevida cancer especiica com

nenhuma das variaveis imunoistoquimicas estudadas. (Tabela 15)

Tabela 15 - Probabilidade acumulada de Sobrevida Cancer Especifica em
cinco anos e em 10 anos, de acordo com as variaveis imunoistoquimicas
dos 76 pacientes portadores de Carcinoma de Pénis do A.C. Camargo
Cancer Center.

Sobrevida Sobrevida
. . Céancer Céancer
Variavel Categoria o o P (log rank)
Especifica em Especifica em
5 anos (%) 10 anos (%)
N 83,9 78,7
CD44(HCAM) 0,984
P 80,0 80,0
N 80,4 74,2
CD44V6 0,663
P 85,9 82,7
N 82,8 80,6
Ezrina 0,755
P 87,5 58,3
N 86,5 81,1
Moesina 0,487
P 79,8 75,8

*Foram excluidos os casos sem informagéo. Legenda — N — negativa; P — positiva.

b) Sobrevida Livre de Doenca

Dentro da populagédo estudada, foi estabelecida a taxa de sobrevida
livre de doenga para cada um dos marcadores avaliados.

Dessa forma, para os casos que apresentaram imunorreatividade
negativa para CD44(HCAM) a taxa de sobrevida livre de doenga foi de
82,1% em cinco anos (60 meses) e de 68,4% em 10 anos (120 meses). Para
0s casos que apresentaram imunorreatividade positiva para CD44(HCAM), a
taxa de sobrevida livre de doenca foi de 80,0% em cinco anos (60 meses) e

de 53,3% em 10 anos (120 meses).
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Considerando-se 0s casos que apresentaram imunorreatividade
negativa para CD44V6, a taxa de sobrevida livre de doenga para os mesmos
foi de 69,9% em cinco anos (60 meses) e de 65,8% em 10 anos (120
meses). Para os casos que apresentaram a imunorreatividade positiva para
CD44Ve6, a taxa de sobrevida livre de doencga foi de 93,9% em cinco anos
(60 meses) e de 79,0% em 10 anos (120 meses).

Dentre os casos que apresentaram imunorreatividade negativa para
Ezrina, a taxa de sobrevida livre de doenca foi de 80,9% em cinco anos (60
meses) e de 70,0% em 10 anos (120 meses). Para os casos em que a
imunorreatividade de Ezrina apresentou-se positiva, a taxa de sobrevida livre
de doenca foi de 87,5% em cinco anos (60 meses) e de 58,3% em 10 anos
(120 anos).

Para os casos em que a imunorreatividade de Moesina se apresentou
negativa, a taxa de sobrevida livre de doenca foi de 86,6% em cinco anos
(60 meses) e de 68,7% em 10 anos (120 meses). Ja para 0s casos em que a
imunorreatividade de Moesina se apresentou positiva, a taxa de sobrevida
livre de doenca foi de 76,3% em cinco anos (60 meses) e de 65,2% em 10
anos (120 meses).

A Figura 21 ilustra as curvas de sobrevida livre de doenga obtidas

para os quatro marcadores avaliados.
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Figura 21 - Curvas de Sobrevida Livre de Doenga para os 76 pacientes

portadores de Carcinoma de Pénis do A.C. Camargo Cancer Center.
CD44(HCAM) (A), CD44V6 (B), Ezrina (C) e Moesina (D).

Dentre as variaveis imunoistoquimicas estudadas, apenas CD44V6

influenciou significativamente a sobrevida livre de doenga (p=0,034). (Tabela

16)
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Tabela 16 - Probabilidade acumulada de Sobrevida Livre de Doenca em
cinco anos e em 10 anos, de acordo com as variaveis imunoistoquimicas
dos 76 pacientes portadores de Carcinoma de Pénis do A.C. Camargo
Cancer Center.

Sobrevida Sobrevida
. . Livre de Livre de
Variavel Categoria P (log rank)
Doenca em 5 Doenca em 10
anos (%) anos (%)
N 82,1 68,4
CD44(HCAM) 0,489
P 80,0 53,3
N 69,9 65,8
CD44V6 0,034
P 93,9 79,0
N 80,9 70,0
Ezrina 0,899
P 87,5 58,3
N 86,6 68,7
Moesina 0,553
P 76,3 65,2

*Foram excluidos os casos sem informagéo. Legenda — N — negativa; P — positiva.

C) Sobrevida Global

A avaliagdo da taxa de sobrevida global da populacéo estudada foi
feita para cada um dos marcadores estudados.

Assim sendo, nos casos em que a imunorreatividade de CD44(HCAM)
se apresentou negativa, a taxa de sobrevida global foi de 75,6% em cinco
anos e de 32,8% em 10 anos (120 meses). Ja para os casos em que a
imunorreatividade de CD44(HCAM) se apresentou positiva, a taxa de
sobrevida global foi de 80,0% tanto em cinco anos (60 meses), como em 10
anos (120 meses).

No que se diz respeito aos casos de CD44V6 que apresentaram
imunorreatividade negativa, a taxa de sobrevida global foi de 70,2% em

cinco anos (60 meses) e de 40,3% em 10 anos (120 meses). Para os casos
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de CD44V6 que apresentaram imunorreatividade positiva, a taxa de
sobrevida global foi de 80,1% em cinco anos (60 meses) e de 29,9% em 10
anos (120 meses).

Com relagao aos casos que apresentaram imunorreatividade negativa
para Ezrina, a taxa de sobrevida global foi de 74,0% em cinco anos (60
meses) e de 37,9% em 10 anos (120 meses). Nos casos em que a
imunorreatividade para Ezrina se apresentou positiva, a taxa de sobrevida
global foi de 87,5% em cinco anos (60 meses) e de 17,5% em 10 anos (120
meses).

Levando-se em conta os casos que apresentaram imunorreatividade
negativa para Moesina, a taxa de sobrevida global foi de 72,8% em cinco
anos (60 meses) e de 36,6% em 10 anos (120 meses). Ja para 0s casos em
que a imunorreatividade de Moesina apresentou-se positiva, a taxa de
sobrevida global foi de 79,8% em cinco anos (60 meses) e de 31,5% em 10
anos (120 meses).

A figura abaixo ilustra as curvas de sobrevida global obtidas para os

quatro marcadores avaliados:
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Figura 22 - Curvas de Sobrevida Global para os 76 pacientes portadores

de Carcinoma de Pénis do A.C. Camargo Cancer Center. CD44(HCAM) (A),
CD44V6 (B), Ezrina (C) e Moesina (D).

Nao houve influéncia significativa da sobrevida global com nenhuma

das variaveis imunoistoquimicas estudadas. (Tabela 17)
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Tabela 17 - Probabilidade acumulada de Sobrevida Global em cinco anos e
em 10 anos, de acordo com as variaveis imunoistoquimicas dos 76
pacientes portadores de Carcinoma de Pénis do A.C. Camargo Cancer
Center.

Sobrevida Sobrevida
Variavel Categoria Global em 5 Global em 10 P (log rank)
anos (%) anos (%)
N 75,6 32,8
CD44(HCAM) 0,400
P 80,0 80,0
N 70,2 40,3
CD44V6 0,537
P 80,1 29,9
N 74,0 37,9
Ezrina 0,787
P 87,5 17,5
N 72,8 36,6
Moesina 0,583
P 79,8 31,5

*Foram excluidos os casos sem informagéo. Legenda — N — negativa; P — positiva.

4.3.3 Avaliacdo das Relacdes das Proteinas Co-Expressas

Os dados imunoistoquimicos para a co-expressdo das proteinas
CD44 e CD44V6 com as proteinas da familia ERM (Ezrina e Moesina) foram
avaliados quanto a intensidade de coloragdao obtida através do software
Aperio ImageScope® e levaram ao estabelecimento das relacbes
Ezrina/CD44(HCAM), Ezrina/CD44V6, Moesina/CD44(HCAM) e
Moesina/CD44V6.

Para cada uma dessas relacdes os parametros de imunorreatividade
foram categorizados em inferior a 100 e superior a 100, conforme os valores

obtidos.
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Neste ponto, dos 76 pacientes com carcinoma de pénis previamente
avaliados, 75 (98,7%) puderam ser avaliados quanto aos dados
imunoistoquimicos.

Sendo assim, 42,7% dos casos obtiveram uma relagédo
Ezrina/CD44(HCAM) superior a 100, 40,0% dos casos obtiveram uma
relacdo Ezrina/CD44V6 superior a 100, 33,3% dos casos obtiveram uma
relacdo Moesina/CD44(HCAM) superior a 100 e 38,7% dos casos obtiveram

uma relagdo Moesina/CD44V6 superior a 100. (Tabelas 18 e 19)

Tabela 18 - Relagédo de Ezrina com CD44(HCAM) e CD44V6 de acordo com
seus parametros obtidos nos 75 casos de pacientes portadores de
Carcinoma de Pénis do A.C. Camargo Cancer Center.

Ezrina/HCAM Ezrina/HCAM Ezrina/CD44V6 Ezrina/CD44V6
Parametro
(N) (%) (N) (%)
<100 43 57,3 45 60,0
>100 32 42,7 30 40,0
Total 75 100 75 100

Tabela 19 - Relagdo de Moesina com CD44(HCAM) e CD44V6 de acordo
com seus parametros obtidos nos 75 casos de pacientes portadores de
Carcinoma de Pénis do A.C. Camargo Cancer Center.

Moesina/HCAM Moesina/HCAM Moesina/CD44V6 Moesina/CD44V6

Parédmetro
(N) (%) (N) (%)
<100 50 66,7 46 61,3
>100 25 33,3 29 38,7
Total 75 100 75 100

As Figuras 23 a 30 ilustram exemplos de imunorreatividades obtidas
para Ezrina/CD44(HCAM), Ezrina/CD44V6, Moesina/CD44(HCAM) e

Moesina/CD44V6.
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Legenda: Aumento de 400X. Ezrina marcada com DAB; CD44(HCAM) marcada com
Permanent Red.

Figura 23 - Imunorreatividade inferior a 100 obtida para
Ezrina/CD44(HCAM) em corte histolégico de Carcinoma Epidermédide de

Pénis. Imunorreatividade para Ezrina + CD44(HCAM) (A). Imunorreatividade para Ezrina
(B). Imunorreatividade para CD44(HCAM) (C).

Legenda: Aumento de 400X. Ezrina marcada com DAB; CD44(HCAM) marcada com
Permanent Red.

Figura 24 - Imunorreatividade superior a 100 obtida para
Ezrina/CD44(HCAM) em corte histolégico de Carcinoma Epidermdide de

Pénis. Imunorreatividade para Ezrina + CD44(HCAM) (A). Imunorreatividade para Ezrina
(B). Imunorreatividade para CD44(HCAM) (C).
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Legenda: Aumento de 400X. Ezrina marcada com DAB; CD44V6 marcada com
Permanent Red.

Figura 25 - Imunorreatividade inferior a 100 obtida para Ezrina/CD44V6 em
corte histologico de Carcinoma Epidermdide de Pénis. Imunorreatividade para
Ezrina + CD44V6 (A). Imunorreatividade para Ezrina (B). Imunorreatividade para CD44V6
(C).
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Legenda: Aumento de 400X. Ezrina marcada com DAB; CD44V6 marcada com
Permanent Red.

Figura 26 - Imunorreatividade superior a 100 obtida para Ezrina/CD44V6
em corte histolégico de Carcinoma Epidermdide de Pé&nis. Imunorreatividade
para Ezrina + CD44V6 (A). Imunorreatividade para Ezrina (B). Imunorreatividade para
CD44V6 (C).
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Legenda: Aumento de 400X. Moesina marcada com DAB; CD44(HCAM) marcada com

Permanent Red.

Figura 27 - Imunorreatividade inferior a 100 obtida para
Moesina/CD44(HCAM) em corte histolégico de Carcinoma Epidermaéide de

Pénis. Imunorreatividade para Moesina + CD44(HCAM) (A). Imunorreatividade para
Moesina (B). Imunorreatividade para CD44(HCAM) (C).
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Legenda: Aumento de 400X. Moesina marcada com DAB; CD44(HCAM) marcada com

Permanent Red.

Figura 28 - Imunorreatividade superior a 100 obtida para
Moesina/CD44(HCAM) em corte histolégico de Carcinoma Epidermaéide de

Pénis. Imunorreatividade para Moesina + CD44(HCAM) (A). Imunorreatividade para
Moesina (B). Imunorreatividade para CD44(HCAM) (C).
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Legenda: Aumento de 400X. Moesina marcada com DAB; CD44V6 marcada com

Permanent Red.
Figura 29 - Imunorreatividade inferior a 100 obtida para Moesina/CD44V6
em corte histologico de Carcinoma Epidermédide de Pénis. Imunorreatividade

para Moesina + CD44V6 (A). Imunorreatividade para Moesina (B). Imunorreatividade para
CD44V6 (C).

» N 8F
A 5 e B C
p :
Y . -
> @
L
—— 4
-
- b -.
J. 8
.
’ »

Legenda: Aumento de 400X. Moesina marcada com DAB; CD44V6 marcada com

Permanent Red.

Figura 30 - Imunorreatividade superior a 100 obtida para Moesina/CD44V6
em corte histolégico de Carcinoma Epidermdide de Pé&nis. Imunorreatividade
para Moesina + CD44V6 (A). Imunorreatividade para Moesina (B). Imunorreatividade para

CD44V6 (C).
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i.  Analise Univariada
A Tabela 20 mostra que a relagdao Ezrina/CD44(HCAM) néo se
associou significativamente com nenhuma das variaveis clinicas e

demograficas avaliadas.

Tabela 20 - Relagdo de Ezrina/CD44(HCAM) de acordo com as variaveis
demograficas e clinicas dos 75 pacientes portadores de Carcinoma de
Pénis do A.C. Camargo Cancer Center.

Relacéo Relacéo
Variavel Categoria Ezrina/HCAM Ezrina/HCAM
(N) (%)
<100 >100 <100 >100
Idade < 60 anos 29 22 56,9 43,1 0,904
> 60 anos 14 10 58,3 41,7
Raca N&ao Branco 9 7 56,2 43,8 0,921
Branco 34 25 57,6 42,4
Postectomia Ausente 31 27 53,4 46,6 0,464
Presente 9 5 64,3 35,7
Ausente 31 26 54,4 45,6
HPV 0,516
Presente 11 6 64,7 35,3
Antecedentes Ausente 25 16 61,0 39,0 0.237
Venéreos Presente 10 12 45,5 54,5 ’
Doenca Ausente 23 17 57,5 42,5 0.800
Prévia Presente 18 15 54,5 45,5 '
Tempo de
Evolucgéo da
Doenca Antes <12 meses 26 20 56,5 43,5 0,923
L > 12 meses 15 11 57,7 42,3
da Primeira
Consulta
Estadiamento T1+T2 21 17 55,3 447 0.790
T T3+ T4 21 15 58,3 41,7 '
Estadiamento Negativo (NO) 16 11 59,3 40,7 0.759
N Positivo (N*) 25 20 55,6 444 ’
Es’ta_dlo lell 15 10 60,0 40,0 0,687
Clinico e lVv 27 22 55,1 449

*Foram excluidos os casos sem informagao.
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Ja com relagdo as variaveis anatomopatologicas, o aumento da
relacdo Ezrina/CD44(HCAM) mostrou-se significativamente associada ao
tamanho do tumor (p=0,015) e a infiltragdo de corpo cavernoso (p=0,049),
enquanto que a diminuicdo da relagdo Ezrina/CD44(HCAM) mostrou-se

significativamente associada a recidiva (p=0,018). (Tabela 21)

Tabela 21 - Relagdo de Ezrina/HCAM de acordo com as variaveis
anatomopatologicas dos 75 pacientes portadores de Carcinoma de Pénis do
A.C. Camargo Cancer Center.

Relacédo Relacao
VEEVE] Categoria Ezrina/HCAM Ezrina/HCAM P (xz)
(N) (%)
<100 >100 <100 >100
Baixo Grau
Grau de L, 7 3 70,0 30
Diferenciacéo Grau Interg:eadularlo e Alto 35 29 54.7 453 0,499
Tamanho do <5cm 24 11 68,6 31,4 0015
Tumor >5cm 13 7 65,0 35,0 ’
Invaséao Ausente 18 10 64,3 35,7 0347
Macroscopica Presente 25 22 53,2 46,8 ’
Invaséao Ausente 32 23 58,2 41,8 0674
Vascular Presente 10 9 52,6 474 ’
Invaséao Ausente 29 21 58,0 42,0 0755
Perineural Presente 13 11 54,2 45,8 ’
'“f"g gfg‘g e Ausente 22 9 710 290 o0
Presente 17 19 47,2 52,8 ’
Cavernoso
Infiltracdo de Ausente 28 15 65,1 34,9 0226
Uretra Presente 15 12 50,0 50,0 ’
'“f"g gfg‘g ¢ Ausente 16 11 593 407 oo
. Presente 22 16 57,9 421 ’
Esponjoso
Invoarlzggsde Ausente 42 31 57,5 42,5 0352
. Presente 0 1 0 100,0 ’
Adjacentes
- Ausente 29 29 50,0 50,0
RO Presente 14 3 824 176 0018
Ausente 2 3 40,0 60,0
Invasao da Lamina Propria 34 23 59,6 40,4 0552
Glande Corpus Spongiosum 5 6 455 54,5 ’
Corpora Cavernosa 1 0 100,0 0
Invaséo do Ausente 17 16 51,5 48,5 0392
Prepucio Lamina Propria 24 15 61,5 38,5 ’

*Foram excluidos os casos sem informagéao.
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No que se refere a relagao Ezrina/CD44V6, ndo houve associagao
significativa com nenhuma das variaveis clinicas e demograficas avaliadas,
embora o seu aumento tenha demonstrado uma proximidade em se associar

com o estadiamento N (p=0,054). (Tabela 22)

Tabela 22 - Relagdo de Ezrina/CD44V6 de acordo com as variaveis
demograficas e clinicas dos 75 pacientes portadores de Carcinoma de Pénis
do A.C. Camargo Cancer Center.

Relacéo Relacéo
Variavel Categoria Ezrina/CD44V6  Ezrina/CD44V6
(N) (%)

<100 >100 <100 >100

< 60 anos 33 18 64,7 35,3
Idade 0,225

> 60 anos 12 12 50,0 50,0

Nao Branco 1 5 68,8 31,2
Raca 0,421

Branco 34 25 57,6 42,4

) Ausente 33 25 56,9 43,1
Postectomia 0,615

Presente 9 5 64,3 35,7

Ausente 34 23 59,6 40,4
HPV 0,712

Presente 10 7 58,8 41,2
Antecedentes Ausente 27 14 65,9 34,1 0.378

Venéreos Presente 12 10 12,0 10,0 ’

. Ausente 22 18 55,0 45,0
Doenca Prévia 0,455

Presente 21 12 63,6 36,4

Tempo de
Evolucéo da < 12 meses 27 19 58,7 41,3 0.934
Doenca Antes da > 12 meses 15 11 57,7 42,3 ’
Primeira Consulta

) T1+T2 22 16 57,9 42 1
Estadiamento T 0,778

T3+ T4 22 14 61,1 38,9

) Negativo (NO) 20 7 74,1 25,9
Estadiamento N ” . 0,054

Positivo (N*) 23 22 511 48,9

) . lell 18 7 72,0 28,0
Estadio Clinico 0,117

e lv 26 23 53,1 46,9

*Foram excluidos os casos sem informagao.
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Dentre as variaveis anatomopatolédgicas, apenas a recidiva (p=0,032)
mostrou-se significativamente associada a diminuigdo da relagéo
Ezrina/CD44V6, muito embora o tamanho do tumor (p=0,098) também tenha
demonstrado uma proximidade de associacdo a diminuicdo da relacdo

Ezrina/CD44V6. (Tabela 23)

Tabela 23 - Relagdo de Ezrina/CD44V6 de acordo com as variaveis
anatomopatologicas dos 75 pacientes portadores de Carcinoma de Pénis do
A.C. Camargo Cancer Center.

Relacao Relacao
Variavel Categoria Ezrina/CD44V6  Ezrina/CD44V6
(N) (%)
<100 >100 <100 >100
Baixo Grau
Grau de . 6 4 60,0 40,0
Diferenciacio = Crau Intermediarioe . 44 26 59,4 40,6 1,000
Alto Grau
Tamanho do <5cm 19 16 54,3 45,7 0098
Tumor >5cm 16 4 80,0 20,0 ’
Invaséo Ausente 20 8 714 28,6 0119
Macroscopica Presente 25 22 53,2 46,8 ’
Invaséao Ausente 33 22 60,0 40,0 0872
Vascular Presente 11 8 57,9 42 1 ’
Invaséo Ausente 31 19 62,0 38,0 0521
Perineural Presente 13 11 54,2 45,8 ’
Inﬂl(t:rgrg;g el Ausente 21 10 67,7 32,3 0307
Presente 20 16 55,6 444 ’
Cavernoso
Infiltracdo de Ausente 28 15 65,1 34,9 0378
Uretra Presente 13 11 54,2 45,8 '
'”f"ggf;g de Ausente 19 8 704 296 0
. Presente 22 16 57,9 42 1 ’
Esponjoso
'”(‘g?;gg:e Ausente 44 29 603 397 .
. Presente 0 1 0 100,0 '
Adjacentes
_— Ausente 31 27 534 46,6
REEENEY Presente 14 3 824 176 0032
Ausente 3 2 60,0 40,0
Invasao da Lamina Propria 36 21 63,2 36,8 0329
Glande Corpus Spongiosum 4 7 36,4 63,6 ’
Corpora Cavernosa 1 0 100,0 0
Invasao do Ausente 18 15 54,5 45,5 0410
Prepucio Lamina Propria 25 14 64,1 35,9 '

*Foram excluidos os casos sem informagéao.
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Para a relacdo Moesina/CD44(HCAM) ndo houve nenhuma
associagao significativa com as variaveis clinicas e demograficas, embora o
tempo de evolugdo da doencga antes da primeira consulta (p=0,056) tenha

demonstrado uma proximidade de associagao a sua diminui¢ao. (Tabela 24)

Tabela 24 - Relagdo de Moesina/CD44(HCAM) de acordo com as variaveis
demograficas e clinicas dos 75 pacientes portadores de Carcinoma de Pénis
do A.C. Camargo Cancer Center.

Relacao Relacao
Variavel Categoria Moesina/HCAM Moesina/HCAM
(N) (%)
<100 >100 <100 >100
< 60 anos 36 15 70,6 29,4
\dade > 60 anos 14 10 583 417 0,294
Nao Branco 9 7 56,2 43,8
Raca Branco 41 18 695 30,5 0,319
. Ausente 37 21 63,8 36,2
Postectomia Presente 11 3 786 214 0,359
Ausente 36 21 63,2 36,8
HPV Presente 13 4 76,5 23,5 0,460
Antecedentes Ausente 30 1 73,2 26,8 0.135
Venéreos Presente 12 10 54,5 455 ’
Doenca Ausente 26 14 65,0 35,0 0.881
Prévia Presente 22 11 66,7 33,3 ’
Tempo de
DEOVeOn'“zaAon‘tj:S <12 meses 27 19 587 41,3 0.056
canr > 12 meses 21 5 808 19,2 !
da Primeira
Consulta
Estadiamento T1+T2 25 13 65,8 34,2 0.936
T T3 + T4 24 12 66,7 33,3 ’
Estadiamento  Negativo (NO) 20 7 741 25,9 0.225
N Positivo (N*) 27 18 60,0 40,0 ’
ES:[a.dIO lell 18 7 72,0 28,0 0,452
Clinico e lV 31 18 63,3 36,7

*Foram excluidos os casos sem informacao.
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Quanto as variaveis anatomopatoldgicas, a diminui¢cado da relagao
Moesina/CD44(HCAM) mostrou-se significativamente associada com a

recidiva (p=0,006). (Tabela 25)

Tabela 25 - Relagdo de Moesina/CD44(HCAM) de acordo com as variaveis
anatomopatologicas dos 75 pacientes portadores de Carcinoma de Pénis do
A.C. Camargo Cancer Center.

Relacao Relacao

Variavel Categoria Moesina/HCAM Moesina/HCAM
(N) (%)
<100 >100 <100 >100

Baixo Grau

Grau de . 8 2 80,0 20,0
Diferenciaggo ~ Crou Intermediario 28 64,1 359 0,479
e Alto Grau
Tamanho do <5cm 24 11 68,6 314 0385
Tumor >5cm 15 5 75,0 25,0 ’
Invasao Ausente 18 10 64,3 35,7 0736
Macroscopica Presente 32 15 68,1 31,9 ’
Invasao Ausente 39 16 70,9 29,1 0146
Vascular Presente 10 9 52,6 47,4 ’
Invaséao Ausente 34 16 68,0 32,0 0640
Perineural Presente 15 9 62,5 37,5 ’
'”f"ggf;g de Ausente 21 10 67,7 323 0881
Presente 25 11 69,4 30,6 ’
Cavernoso
Infiltracdo de Ausente 30 13 69,8 30,2 0 544
Uretra Presente 15 9 62,5 37,5 ’
'“f"tcr:f;;’ de Ausente 20 7 741 259 0175
. Presente 22 16 57,9 42 1 ’
Esponjoso
'”‘Cf)"’r‘zgasde Ausente 48 25 658 342 0598
i Presente 1 0 100,0 0 ’
Adjacentes
- Ausente 34 24 58,6 41,4
Recidiva Presente 16 1 94,1 5,9 0,006
Ausente 3 2 60,0 40,0
Lamina Prépria 41 16 71,9 28,1
Invasédo da Corpus 4 7 36,4 63,6 0,121
Glande Spongiosum
Corpora 1 0 100,0 0
Cavernosa
Invaséo do Ausente 20 13 60,6 39,4 0 444
Preplcio Lamina Proépria 27 12 69,2 30,8 ’

*Foram excluidos os casos sem informagéao.
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Para a relagdo Moesina/CD44V6 n&o houve nenhuma associagao

significativa com as variaveis clinicas e demograficas avaliadas. (Tabela 26)

Tabela 26 - Relagdo de Moesina/CD44V6 de acordo com as variaveis
demograficas e clinicas dos 75 pacientes portadores de Carcinoma de Pénis
do A.C. Camargo Cancer Center.

Relacéo Relacéo
Variavel Categoria Moesina/CD44V6 Moesina/CD44V6
N) (%)
<100 >100 <100 >100
< 60 anos 33 18 64,7 35,3
Idade 0,382
> 60 anos 13 11 54,2 45,8
Nao Branco 8 8 50,0 50,0
Raca 0,294
Branco 38 21 64,4 35,6
) Ausente 34 24 58,6 41,4
Postectomia 0,698
Presente 9 5 64,3 35,7
Ausente 35 22 61,4 38,6
HPV 0,713
Presente 10 7 58,8 41,2
Antecedentes Ausente 26 15 63,4 36,6 0.736
Venéreos Presente 13 9 59,1 40,9 ’
. Ausente 25 15 62,5 37,5
Doenca Prévia 0,669
Presente 19 14 57,6 42,4
Tempo de
Evolucédo da
< 12 meses 29 17 63,0 37,0
Doenca Antes 0,655
o > 12 meses 15 11 57,7 42,3
da Primeira
Consulta
) T1+T2 24 14 63,2 36,8
Estadiamento T 0,671
T3+ T4 21 15 58,3 41,7
. Negativo (NO) 18 9 66,7 33,3
Estadiamento N i N 0,454
Positivo (N") 26 19 57,8 42,2
) . lell 16 9 64 36,0
Estadio Clinico 0,688
e lV 29 20 59,2 40,8

*Foram excluidos os casos sem informagao.
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Das variaveis anatomopatoldgicas, tanto o tamanho do tumor
(p=0,038), como a invasdao de prepucio (p=0,043) mostraram-se
significativamente associadas a diminuicdo da relagdo Moesina/CD44V6.

(Tabela 2)

Tabela 27 - Relagcdo de Moesina/CD44V6 de acordo com as variaveis
anatomopatologicas dos 75 pacientes portadores de Carcinoma de Pénis do
A.C. Camargo Cancer Center.

Relacao Relacédo

Variavel Categoria Moesina/CD44V6 Moesina/CD44V6
Q) (%)
<100 >100 <100 >100

Baixo Grau
Grau de Grau 5 5 50,0 50,0 0500
Diferenciacdo Intermediario e 40 24 62,5 37,5 ’
Alto Grau
Tamanho do <5cm 19 16 54,3 45,7 0038
Tumor >5cm 17 3 85,0 15,0 ’
Invaséao Ausente 18 10 64,3 35,7 0685
Macroscopica Presente 28 19 59,6 40,4 ’
Invaséao Ausente 36 19 65,5 34,5 0 164
Vascular Presente 9 10 47,4 52,6 ’
Invaséao Ausente 33 17 66,0 34,0 0187
Perineural Presente 12 12 50,0 50,0 ’
'“f"g gfg‘g ¢ Ausente 22 9 71,0 29,0 0.260
Presente 21 15 58,3 41,7 ’
Cavernoso
Infiltracdo de Ausente 30 13 69,8 30,2 0345
Uretra Presente 14 10 58,3 41,7 ’
Infll(t:rc:;\rg;(;) e Ausente 19 8 70,4 4212? 0304
X Presente 22 16 57,9 ’ ’
Esponjoso
'”éar‘zggsde Ausente 45 28 61,6 38,4 0330
. Presente 0 1 0 100,0 ’
Adjacentes
- Ausente 34 24 58,6 41,4
RO Presente 12 5 70.6 29.4 O
Ausente 2 3 40,0 60,0
Lamina Prépria 36 21 63,2 36,8
Invasédo da Corpus 6 5 54.5 455 0,601
Glande Spongiosum
CoiperE 1 0 100,0 0
Cavernosa
Invasdo do Ausente 16 17 48,5 51,5 0043
Prepucio Lamina Prépria 28 11 71,8 28,2 ’

*Foram excluidos os casos sem informagéao.
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ii.  Analise Multivariada
A lista com as varidveis que atingiram significancia estatistica na
analise univariada para as relagbes Ezrina/CD44(HCAM) e Moesina/CD44V6
estdo apresentadas nas Tabelas 28 e 29, em ordem de entrada, para

avaliacdo multivariada.

Tabela 28 - Fatores utilizados para a analise multivariada, para risco de
recidiva na relagao Ezrina/CD44(HCAM).

Variavel P

Tamanho do Tumor 0,149

Infiltrac&o de Corpo Cavernoso 0,001

No modelo multivariado foram levadas em consideragdo as duas
variaveis listadas para risco de recidiva na relagdo Ezrina/CD44(HCAM).
Dessa forma, a infiltracdo de corpo cavernoso (RR = 5,593; IC 95% [1,616—

19,361]) foi o fator independente de risco para a recidiva.

Tabela 29 - Fatores utilizados para a analise multivariada, para risco de
recidiva na relacao Moesina/CD44V6.

Variavel P
Tamanho do Tumor 0,184
Invasédo do Preplcio 0,380

No modelo multivariado foram levadas em consideragdo as duas

variaveis listadas para risco de recidiva na relagdo Moesina/CD44V6,
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entretanto, nenhuma delas foi considerada como fator independente de risco

para a recidiva.

4.3.3.1 Analise de Sobrevida
a) Sobrevida Cancer Especifica

A taxa de sobrevida cancer especifica foi determinada na populagao
estudada para cada uma das relagdes obtidas através da co-expressao das
proteinas avaliadas.

Dessa maneira, para os casos em que a relagao Ezrina/CD44(HCAM)
mostrou-se inferior a 100, a taxa de sobrevida cancer especifica foi de
83,4% em cinco anos (60 meses) e de 77,5% em 10 anos (120 anos). Para
0s casos em que a relagdo Ezrina/CD44(HCAM) mostrou-se superior a 100,
a taxa de sobrevida céncer especifica foi de 83,5% em cinco anos (60
meses) e de 79,3% em 10 anos (120 meses).

A respeito dos casos que mostraram a relagao Ezrina/CD44V6 inferior
a 100, a taxa de sobrevida cancer especifica foi de 81,4% em cinco anos (60
meses) e de 76,4% em 10 anos (120 meses). Para os casos que mostraram
a relacdo Ezrina/CD44V6 superior a 100, a taxa de sobrevida cancer
especifica foi de 85,9% em cinco anos (60 meses) e de 82,0% em 10 anos
(120 meses).

Para os casos que apresentaram a relagdo Moesina/CD44(HCAM)
inferior a 100, a taxa de sobrevida livre de doenca foi de 80,9% em cinco
anos (60 meses) e de 76,4% em 10 anos (120 meses). Ja para 0s casos em

que a relagdo Moesina/CD44(HCAM) apresentou-se superior a 100, a taxa
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de sobrevida cancer especifica foi de 87,5% em cinco anos (60 meses) e de
81,6% em 10 anos (120 meses).

Nos casos em que a relacdo Moesina/CD44V6 se mostrou inferior a
100, a taxa de sobrevida cancer especifica foi de 84,8% em cinco anos (60
meses) e de 76,9% em 10 anos (120 meses). Para os casos em que a
relagdo Moesina/CD44V6 se mostrou superior a 100, a taxa de sobrevida
cancer especifica foi de 80,8% tanto em cinco anos (60 meses), como em 10
anos (120 meses).

A Figura 31 ilustra as curvas de sobrevida cancer especifica obtidas

para cada uma das quatro relacdes avaliadas.
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SOBREVIDA CANCER ESPECIFICA

Survival Functions
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Figura 31 - Curvas de Sobrevida Cancer Especifica das relagbes para os 75
pacientes portadores de Carcinoma de Pénis do A.C. Camargo Cancer

Center. Ezrina/CD44(HCAM) (A), Ezrina/CD44V6 (B), Moesina/CD44(HCAM) (C) e
Moesina/CD44V6 (D).

Nao houve influéncia significativa da sobrevida cancer especiica com

nenhuma das relagées imunoistoquimicas estudadas. (Tabela 30)
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Tabela 30 - Probabilidade acumulada de Sobrevida Cancer Especifica em
cinco anos e em 10 anos, de acordo com as relagdes imunoistoquimicas
obtidas dos 75 pacientes portadores de Carcinoma de Pénis do A.C.
Camargo Cancer Center.

Sobrevida Sobrevida
Cancer Cancer

Relacdo Categoria " " P (log rank)
Especificaem Especificaem

5 anos (%) 10 anos (%)

i <100 83,4 77,5
Ezrina/CD44(HCAM) 0,952
>100 83,5 79,3
<100 81,4 76,4
Ezrina/CD44V6 0,714
>100 85,9 82,0
: <100 80,9 76,4
Moesina/CD44(HCAM) 0,776
>100 87,5 81,6
i <100 84,8 76,9
Moesina/CD44V6 0,997
>100 80,8 80,8

*Foram excluidos os casos sem informagéao.

b) Sobrevida Livre de Doenca

A taxa de sobrevida livre de doenca foi determinada na populagao
estudada para cada uma das relagdes obtidas através da co-expressao das
proteinas avaliadas.

Assim sendo, para os casos em que a relagdo Ezrina/CD44(HCAM)
mostrou-se inferior a 100, a taxa de sobrevida livre de doenca foi de 75,9%
em cinco anos (60 meses) e de 55,7% em 10 anos (120 meses). Nos casos
em que a relagao Ezrina/CD44(HCAM) mostrou-se superior a 100, a taxa de
sobrevida livre de doenga foi de 89,2% tanto em cinco anos (60 meses),
como em 10 anos (120 meses).

Para os casos em que a relacdo Ezrina/CD44V6 apresentou-se
inferior a 100, a taxa de sobrevida livre de doenca foi de 72,3% em cinco

anos (60 meses) e de 60,9% em 10 anos (120 meses). Nos casos em que a
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relacdo Ezrina/CD44V6 apresentou-se superior a 100, a taxa de sobrevida
livre de doenca foi de 95,8% em cinco anos (60 meses) e de 81,5% em 10
anos (120 meses).

Nos casos em que a relagdo Moesina/CD44(HCAM) mostrou-se
inferior a 100, a taxa de sobrevida livre de doenca foi de 73,0% em cinco
anos (60 meses) e de 59,4% em 10 anos (120 meses). Ja para 0s casos em
que a relagdo Moesina/CD44(HCAM) mostrou-se superior a 100, a taxa de
sobrevida livre de doenga foi de 100% em cinco anos (60 meses) e de
92,3% em 10 anos (120 meses).

Considerando-se os casos em que a relagcdo Moesina/CD44V6 se
apresentou inferior a 100, a taxa de sobrevida livre de doencga foi de 86,6%
em cinco anos (60 meses) e de 67,3% em 10 anos (120 meses). Nos casos
em que a relagao Moesina/CD44V6 se apresentou superior a 100, a taxa de
sobrevida livre de doencga foi de 86,6% em cinco anos (60 meses) e de
71,9% em 10 anos (120 meses).

As curvas de sobrevida livre de doenca obtidas para as quatro

relacdes avaliadas estdo ilustradas na figura 32.
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SOBREVIDA LIVRE DE DOENCA
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Figura 32 - Curvas de Sobrevida Livre de Doencga das relagbes para os 75
pacientes portadores de Carcinoma de Pénis do A.C. Camargo Cancer

Center. Ezrina/CD44(HCAM) (A), Ezrina/CD44V6 (B), Moesina/CD44(HCAM) (C) e
Moesina/CD44V6 (D).

A Tabela 31 mostra que as relagdes Ezrina/CD44(HCAM) (p=0,013),
Ezrina/CD44V6 (p=0,033) e Moesina/CD44(HCAM) (p=0,013) influenciaram

significativamente a sobrevida livre de doencga.
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Tabela 31 - Probabilidade acumulada de Sobrevida Livre de Doenca em
cinco anos e em 10 anos, de acordo com as relagdes imunoistoquimicas
obtidas dos 75 pacientes portadores de Carcinoma de Pénis do A.C.
Camargo Cancer Center.

Sobrevida Sobrevida
. Livre de Livre de
Relacéo Categoria P (log rank)
Doenca em 5 Doenca em
anos (%) 10 anos (%)
. <100 75,9 55,7
Ezrina/CD44(HCAM) 0,022
>100 89,2 89,2
<100 72,3 60,9
Ezrina/CD44V6 0,033
>100 95,8 81,5
) <100 73,0 59,4
Moesina/CD44(HCAM) 0,013
>100 100,0 92,3
_ <100 78,6 67,3
Moesina/CD44V6 0,458
>100 86,6 71,9

*Foram excluidos os casos sem informagao.

C) Sobrevida Global

A taxa de sobrevida global foi determinada na populagao estudada
para cada uma das relagdes obtidas através da co-expressao das proteinas
avaliadas.

Portanto, para os casos em que a relagdo Ezrina/CD44(HCAM)
mostrou-se inferior a 100, a taxa de sobrevida global foi de 77,4% em cinco
anos (60 meses) e de 41,9% em 10 anos (120 meses). Para os casos em
que a relagdo Ezrina/CD44(HCAM) mostrou-se superior a 100, a taxa de
sobrevida global foi de 73,8% em cinco anos (60 meses) e de 29,0% em 10
anos (120 meses).

Para os casos em que a relagdo Ezrina/CD44V6 se mostrou inferior a

100, a taxa de sobrevida global foi de 71,9% em cinco anos (60 meses) e de
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46,8% em 10 anos (120 meses). Nos casos em que a relagédo
Ezrina/CD44V6 se mostrou superior a 100, a taxa de sobrevida global foi de
79,4% em cinco anos (60 meses) e de 22,7% em 10 anos (120 meses).

Com referéncia aos casos em que a relagao Moesina/CD44(HCAM)
se apresentou inferior a 100, a taxa de sobrevida global foi de 78,2% em
cinco anos (60 meses) e de 36,4% em 10 anos (120 meses). Para os casos
em que a relagdo Moesina/CD44(HCAM) se apresentou superior a 100, a
taxa de sobrevida global foi de 70,7% em cinco anos (60 meses) e de 33,0%
em 10 anos (120 meses).

No que diz respeito aos casos que mostraram a relacdo
Moesina/CD44V6 inferior a 100, a taxa de sobrevida global foi de 77,1% em
cinco anos (60 meses) e de 45,3% em 10 anos (120 meses). Ja para os
casos que mostraram a relacdo Moesina/CD44V6 superior a 100, a taxa de
sobrevida global foi de 73,2% em cinco anos (60 meses) e de 21,0% em 10
anos (120 anos).

A Figura 33 ilustra as curvas de sobrevida global obtidas para as

quatro relagdes avaliadas.
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Figura 33 - Curvas de Sobrevida Global das relagdes para os 75 pacientes

portadores de Carcinoma de Pénis do A.C. Camargo Cancer Center.
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Nao houve influéncia significativa da sobrevida global com nenhuma

das relagdes imunoistoquimicas estudadas. (Tabela 32)
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Tabela 32 - Probabilidade acumulada de Sobrevida Global em cinco anos e
em 10 anos, de acordo com as relagdes imunoistoquimicas obtidas dos 75
pacientes portadores de Carcinoma de Pénis do A.C. Camargo Cancer
Center.

Sobrevida Sobrevida
Relacao Categoria Global em 5 Global em 10 P (log rank)
anos (%) anos (%)
<100 77,4 41,9
Ezrina/CD44(HCAM) 0,306
>100 73,8 29,0
<100 71,9 46,8
Ezrina/CD44V6 0,152
>100 79,4 22,7
) <100 78,2 36,4
Moesina/CD44(HCAM) 0,407
>100 70,7 33,0
_ <100 77,1 45,3
Moesina/CD44V6 0,144
>100 73,2 21,0

*Foram excluidos os casos sem informagao.
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5 DISCUSSAO

O carcinoma epidermoéide de pénis aponta como sua maior implicagao
o acometimento de linfonodos loco regionais. Assim sendo, o entendimento
dos mecanismos biomoleculares que possam estar envolvidos nos
processos de invasao e disseminagao metastatica sdo de grande valia para
a sua avaliagao prognostica.

Embora existam estudos envolvendo as proteinas do complexo
CD44/ERM descritos na literatura, em diferentes tipos de cancer, no
carcinoma de pénis ainda se encontram bastante escassos. Ademais, nao
ha nenhum relato sobre o estudo da co-expressado das proteinas desse
complexo nessa neoplasia.

CD44 é uma proteina de membrana que, além de estar envolvida na
adeséo celular, tem um importante papel no processo metastatico. Estudos
com cancer de mama, carcinoma epidermdide de cabega e pescoco,
carcinoma oral e carcinoma epiderméide de es6fago demonstram um
aumento significativo da expressdo de CD44 e de suas isoformas
(MANSOURI et al. 2015). Além disso, o valor prognéstico de CD44 tem sido
relatado em canceres como os de célon, pulmao e mama (CHAI et al. 2014).
Com o intuito de se avaliar o valor prognéstico da expressdao de CD44 no
carcinoma epiderméide de pénis, MINARDI et al. (2012 e 2015)
demonstraram que a expressao de CD44 esta presente tanto no epitélio

normal, como no epitélio tumoral, sendo que no tecido tumoral ela se
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apresenta comparativamente de maneira elevada. Os autores observaram
conjuntamente que, no tumor, embora a imunorreatividade para CD44 seja
mais evidente na membrana celular, também esta presente no citoplasma.
Essa deslocalizagdo de CD44 para o citoplasma pode resultar em alteracoes
nas interacdes célula-célula e célula-matriz extracelular, levando a redugao
da aderéncia (WALLACH-DAYAN et al. 2008) e, consequentemente,
aumentando a motilidade, o que facilitaria a invasdao de tecidos e a
subsequente disseminacgao de células tumorais (MINARDI et al. 2012).

Nossos resultados contradizem os observados por MINARDI et al.
(2012 e 2015), ja que no tecido normal, oito em 10 casos apesentaram
positividade em membrana, enquanto que no tecido tumoral, somente cinco
em 76 casos foram positivos, exclusivamente em membrana, mesmo com
nivel de corte de 3%. Por outro lado, cerca da metade dos casos avaliados
apresentaram positividade para a variante CD44V6, corroborando com
ZHAO et al. (2015) que observaram uma maior expressdo de CD44V6 em
relagdo a CD44 no cancer colorretal esporadico.

Mesmo CD44 nado desempenhando um papel muito claro na
progressao tumoral, visto que alguns estudos associam a sua
superexpressao a invasao tumoral e a disseminagao metastatica, enquanto
que outros associam a sua perda de expressao a agressividade do tumor,
nossos achados nao correspondem a nenhum dado encontrado na literatura.
Eventualmente, a fisiologia do pénis, e/ou 0 microambiente tumoral poderiam

ser uma explicacao plausivel para este fato.
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Sabe-se que as variantes de CD44, principalmente a isoforma
CD44V6, estdo dentre as moléculas responsaveis pela regulagdo dos
processos de invasdo tumoral, progressdo e metastase (GUNTHERT et al.
1991). Este fato da-se pela capacidade que CD44V6 tem em promover a
aderéncia de células cancerosas ao endotélio vascular e as membranas
basais, e de aumentar a motilidade das células cancerosas (HARN et al.
1996; DONG et al. 2003; MARHABA e ZOLLER 2004; KUHN et al. 2007). Ao
contrario da forma padrdo de CD44, a expressao de CD44V6 pode ser
detectada apenas nos tecidos epiteliais, tais como epitélio escamoso,
mioepitélio, ou nos pneumdacitos do epitélio pulmonar e bronquiolar (HEIDER
et al. 1995). Tem sido considerado como um fator prognéstico bastante util
em tumores de estdmago, cabecga e pescogo, prostata e pulmao (ZHAO et
al. 2015). Sua hiperexpressao foi observada em estudos com canceres de
cabeca e pescogo, esdfago, pele, puimdo (HEIDER et al. 2004), mama
(KHAN et al. 2005; SALEH e RENO 2008) e leucemia (AKISIK et al. 2002).
Com relagcédo a sua contribuicdo ao acometimento linfonodal e progndstico
ruim, existem dados bastante controversos na literatura: TRAN et al. (1997)
e MIYOSHI et al. (1997) encontraram envolvimento linfonodal em carcinoma
de pulmdo nao pequenas células, apesar de ndo ter havido correlacéo
significativa da hiperexpressdo de CD44V6 com o estagio tumoral, recidiva e
taxa de sobrevida; Da mesma forma, ZHAO et al. (2014), em seu estudo de
metanalise para carcinoma de pulmao ndo pequena células, encontraram a
hiperexpressao de CD44V6 como um fator prognéstico ruim; JA RAMASAMI

et al. (2000), encontraram que a perda de expressdo de CD44V6 leva a um
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prognostico ruim no pos operatério em adenocarcinoma pulmonar;
Semelhantemente, SUZUKI e YAMASHIRO (2002) observaram que a perda
de expressao de CD44V6 correlacionou-se significativamente com a invasao
tumoral no adenocarcinoma de pulmao; SITU et al. (2010) observaram que a
hiperexpressao de CD44V6 leva a um melhor progndstico pré-operatorio.

No presente estudo, a perda da expressao de CD44V6 correlacionou-
se com a recidiva, contrariando os achados de ATHANASSIOU-
PAPAEFTHYMIOU et al. (2014), que associaram a recidiva a alta expressao
de CD44V6 no carcinoma epidermoide de cabeca e pescoco, e indo de
encontro com os achados de RAMASAMI et al. (2000) e de SUZUKI e
YAMASHIRO (2002), que associaram a sua hipoexpressdo com o
prognéstico ruim.

As proteinas da familia ERM (Ezrina, Radixina e Moesina) sao
componentes especializados da membrana celular que se ligam a actina e
estdo associados a moléculas de adesdo, como CD44. Dentre suas
atividades celulares estdo a adesdo, migragao, invasao e sobrevivéncia
(BRETSCHER et al. 2002; FIEVET et al. 2002).

Envolvida no desenvolvimento e invasdo do tumor, Ezrina é
considerada uma proteina a0 mesmo tempo efetora e reguladora de
diversas vias de sinalizagdo transducional (WAN et al. 2005). Sua
hiperexpressao tem sido associada com o aumento do potencial metastatico
em diversos tumores como osteosarcoma, rabdomiosarcoma, carcinoma de
pancreas, ovario, endométrio e mama (ARSLAN et al. 2012), carcinoma

epiderméide de eséfago (XIE et al. 2009), melanoma (FEDERICI et al.
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2009), prostata e pulmao (PATARA et al. 2011). Em contrapartida, outros
estudos associam a perda de expressao de Ezrina com a redugdo do
potencial metastatico no rabdomiosarcoma, osteosarcoma, e cancer de
mama, sugerindo que esta proteina tem uma acéo reguladora no efeito
nocivo do cancer (PATARA et al. 2011). Da mesma forma como MINARDI et
al. (2012) encontraram uma deslocalizagdo de CD44 no carcinoma de pénis,
DAVIES et al. (2006), PATARA et al. (2011) e ARSLAN et al. (2012) também
observaram um aumento da expressao de Ezrina no citoplasma, associando
este aumento a agressividade do tumor e a um pior progndéstico em cancer
de cdlon, adenocarcinoma colorretal e cancer de mama, respectivamente.

No entanto, em nosso estudo, a imunorreatividade de Ezrina foi
observada na membrana, mostrando-se positiva em todos os casos de
tecido normal e em apenas oito dos 76 casos de tecido tumoral avaliados.
Como a positividade tumoral encontrada foi muito pequena e ndo houve
nenhuma associagdo de Ezrina com os dados clinico patologicos, pode-se
levar em consideragao o envolvimento desta proteina como reguladora no
efeito nocivo do cancer, sugerido por PATARA et al. (2011).

Identificada como uma proteina intracelular, sem sinalizacdo ou
sequéncia transmembrana (KOBAYASHI et al. 2003), Moesina, como
membro da familia ERM, também esta envolvida no controle da adeséo
celular e nos processos de desenvolvimento tumoral e metastase,
mostrando-se superexpressa em cancer de mama metastatico e
desregulada em canceres de pior prognoéstico (KOBAYASHI et al. 2004;

CONDEELIS et al. 2005; CHARAFE-JAUFFRET et al. 2007). E encontrada
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abundantemente nas células de pulm&o e baco, e expressa em niveis mais
baixos nas células renais. Normalmente, coexpressa-se com Ezrina e
Radixina em diversos tipos celulares e se localiza nas saliéncias da
superficies das células, como as microvilosidades e filopodia, por exemplo
(SATO et al. 1992; AMIEVA et al. 1995). Em um estudo imunoistoquimico da
epiderme normal, desenvolvido por ICHIKAWA et al. (1998), observou-se
que a expressao membranosa de Moesina encontrava-se intensa na
camada basal e diminuida em direcdo as camadas superficiais. Resultados
semelhantes foram encontrados por KOBAYASHI et al. (2003) em células do
epitélio oral normal.

ESTECHA et al. (2009) conduziram um estudo para avaliar o
envolvimento de Moesina na invasao 3D de células tumorais de melanoma e
identificaram que todas as linhagens de células invasivas analisadas
expressavam mais Moesina do que Ezrina e Radixina. Eles observaram que
a deplegao de Moesina prejudica a capacidade das células de melanoma de
invadir a matriz 3D e, assim, colonizar as células pulmonares, bem como a
habilidade em ativar RhoA, proteina envolvida na regulagéo e no tempo da
divisdo celular, em resposta a adesao. Por fim, sugeriram que a Moesina
desempenha um mecanismo de polaridade cortical que estimula a transicéo
do tecido tumoral de sodlido para fluido, favorecendo, dessa forma, o
extravasamento de células circulantes durante o processo de metastase.

Em nosso estudo, Moesina, surpreendentemente, apresentou
imunorretividade positiva somente no tecido tumoral, em cerca da metade

dos casos, ndao se apresentando expressa nas margens adjacentes do
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epitélio normal de pénis. Este fato corrobora com os achados de ICHIKAWA
et al. (1998) e KOBAYASHI et al. (2003), e com os achados do estudo de
protedmica do carcinoma de pénis conduzido por SILVA et al. (dados ainda
nao publicados) no A.C Camargo Cancer Center, o que veio frisar ainda
mais o encontrado.

Na avaliacdo das proteinas co-expressas evidenciou-se a diminui¢cao
das relagbes Ezrina/CD44(HCAM), Ezrina/CD44V6, Moesina/CD44(HCAM)
e Moesina/CD44V6 comparadas as relagdes encontradas no tecido normal,
verificando, dessa forma, a existéncia de uma desregulagdo das proteinas
envolvidas no complexo, ja que para a relagdo alterar o seu valor é
necessario que uma proteina esteja aumentada ou diminuida em
comparagao a outra.

Sendo assim, observou-se que o aumento da relagao
Ezrina/CD44(HCAM) associou-se significativamente ao tamanho do tumor e
a infiltracdo de corpo cavernoso, enquanto que a sua diminui¢do associou-se
significativamente com a recidiva. De maneira semelhante, a diminuigdo das
relagbes Ezrina/CD44V6 e  Moesina/CD44(HCAM) associaram-se
significativamente com a recidiva. Além disso, a invasao de corpo cavernoso
mostrou ter um valor preditivo na recidiva do carcinoma de pénis em
pacientes com a relagao de Ezrina/CD44(HCAM) superior a 100.

A transicdo epitélio-mesénquima (EMT) €é um mecanismo
transcricional e morfolégico que ocorre durante o desenvolvimento e
remodelamento de tecidos normais, e na progressdao de doengas como o

cancer. Como se trata de um processo de plasticidade epitelial, ocorre
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quando as adesbes célula-célula se desfazem e, entdo, o citoesqueleto de
actina se reorganiza de forma que as células passam a adquirir um aumento
nos contatos célula-matriz, ganhando, assim, capacidade migratéria e
invasiva (XU et al. 2009; YILMAZ e CHRISTOFORI 2009). No estudo
elaborado por HAYNES et al. (2011), constatou-se que ha uma diminuigao
de Ezrina e uma hiperexpressao de Moesina durante a EMT, promovendo a
montagem, organizagao e estabilidade das fibras espessas de actina, o que
a torna essencial para um EMT eficiente. Além disso, eles observaram que
diminuindo-se ligeiramente a expressao de Moesina, atenua-se o aumento
da expressdo de CD44 no EMT.

JUNG et al. (2013) estudou a expressdo de Moesina e CD44 no
adenocarcinoma gastrico e observou que, diferentemente de Moesina, que
teve sua hiperexpressao como um valor preditivo para metastase linfonodal,
a expressao de CD44 nao se correlacionou com nenhuma variavel
clinicopatolégica e nem com a expressao de Moesina. DESOUZA et al.
(2013) encontraram uma co-expressao aumentada tanto de Moesina, como
de CD44 em células de glioma tratadas com acido hialurénico, sugerindo
que a interacdo CD44-Moesina pode ser responsavel pelo aumento de
células migratérias.

Diante disso, podemos inferir que a invasao tumoral parece estar
relacionada com a modelagem do processo de infiltracdo celular, o que seria
melhor elucidado em um estudo levando-se em conta os aspectos funcionais

das proteinas do complexo CD44/ERM.
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CONCLUSOES

Analisando-se os resultados obtidos, pode-se concluir que:

Embora o estudo apresente associagdes significativos com a recidiva,
nao se pode afirmar que isso seja decorréncia da alteracdo ou nao da
adesao celular promovida pelo complexo CD44/ERM.

As relacbes obtidas para Ezrina/CD44(HCAM), Ezrina/CD44V6,
Moesina/CD44(HCAM) e Moesina/CD44V6 mostraram-se diminuidas,
comparadas as relagdes apresentadas no tecido normal.

Moesina ndo € expressa no epitélio normal de pénis, estando
presente somente no tecido tumoral.

A infiltragdo de Corpo Cavernoso tem um valor preditivo na recidiva
do carcinoma de pénis em pacientes com a relagdo de
Ezrina/CD44(HCAM) superior a 100.

A despeito das associagbes demonstradas, néo € possivel se traduzir
o teste de co-expressao de CD44/ERM como fator progndstico ou
preditivo de metastases linfonodais no carcinoma epidermédide de

pénis
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