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RESUMO

Silva AMT. Estudo da expressao protéica da familia ErbB no carcinoma
peniano. Sao Paulo; 2010. [Dissertacdo de Mestrado-Fundagao Antdnio

Prudente].

Introducgao: Apesar de raro em paises desenvolvidos, o carcinoma de pénis
constitui um sério problema em regides menos desenvolvidas. Dentre os
principais fatores de risco, estdo a falta de higiene, a retengcdo de esmegma
e a presenga de fimose. O fator progndstico mais importante é o
envolvimento linfonodal, porém sua avaliagao através de métodos clinicos e
laboratoriais de imagem é falha. A linfadenectomia, tratamento de escolha
para 0s casos positivos, apresenta alto indice de morbidade. Fatores
moleculares capazes de predizer o comportamento tumoral ainda nao sao
conhecidos. A familia de receptores ErbB, superexpressa em diversos tipos
tumorais, participa de processos de proliferagao e sobrevivéncia celular. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a expressdo das proteinas ErbB no
carcinoma peniano e sua correlagdo com variaveis clinico-patologicas e
sobrevida dos pacientes. Material e Métodos: Amostras de 188 pacientes
portadores de carcinoma peniano foram submetidas a imunoistoquimica
para analise da expressdo dos quatro membros da familia ErbB (EGFR,
HER2, HER3 e HER4). Os casos foram avaliados de acordo com
intensidade e porcentagem de células marcadas. As analises estatisticas de
correlagao entre variaveis foram realizadas pelos métodos de chi-quadrado
ou teste exato de Fisher. As curvas de sobrevida global e cancer especifica
foram analisadas pelo estimador produto de limite de Kaplan e Meier, e a
comparagao entre elas foi feita através do teste de Log-rank. Na analise
multivariada para sobrevida, usou-se 0 modelo de riscos proporcionais de
Cox. Resultados: Os resultados mostraram que a positividade 3+ de EGFR
esta associada a variavel clinica recidiva na analise univariada (p=0,031). Ao

ser incluida a categoria 2+ no grupo positivo, este marcador mostrou



associacao significativa também com a presenga de metastases linfonodais
(p=0,045), porém apenas um caso sem linfonodos comprometidos foi
negativo para o marcador. Esta observagdo pode ser, por este motivo,
apenas um viés estatistico e ndo uma verdade bioldgica. Quanto a marcagéao
de HER2, nenhum caso apresentou marcacdo de membrana. Uma
marcacgao citoplasmatica foi, contudo, observada e demonstrou associagao
significativa com sobrevida global (p=0,007). Esta relacdo manteve
significancia na analise multivariada, sugerindo que pacientes positivos para
a marcacao citoplasmatica de HER2 tenham risco de 6bito aumentado em
2,966 vezes, quando comparado ao risco de pacientes negativos para a
marcagdo (p<0,001). Em relacdo a marcagdo de HER3 e HER4, foi
observada marcacgao inespecifica e com positividade em 100% dos tumores,
0 que impossibilitou a realizagcao de testes estatisticos. A busca por fatores
de risco independentes para metastases linfonodais identificou as variaveis
invasdo perineural (p=0,002) e estadiamento N (p=0,014). Fatores de risco
independentes para obito por cancer foram estadiamento N (p=0,033) e
recidiva (p<0,001). Se se desconsiderar a variavel recidiva, permanecem
estadiamento N (0,003) e grau histolégico (p=0,016). Para o risco de 6bito
por qualquer causa, observa-se recidiva (p<0,001), idade (p<0,001),
estadiamento N (0,003) e, como ja dito, marcagéao citoplasmatica de HER2
(p<0,001). Conclusao: No presente trabalho, foi verificada correlagédo
significativa entre a superexpressdao de EGFR e recidiva, indicando um
comportamento mais agressivo nesses tumores. Uma relagao significativa foi
observada também entre a positividade de marcacdo e a presenca de
metastases linfonodais, corroborando com a idéia de maior agressividade
nestes tumores, porém este dado deve ser interpretado com cuidado, pois
pode estar comprometido por artefatos estatisticos. A marcacdo de
membrana de HER2 foi negativa em 100% dos casos; entretanto, sua
marcacgao citoplasmatica foi considerada fator de risco para 6bito, mostrando
um risco aumentado em pacientes positivos. Quanto a HER3 e HER4, foi
observada positividade em 100% dos casos e, apesar dos varios testes, nédo

puderam ser avaliados neste estudo.



SUMMARY

Silva AMT. [Analysis of ErbB family protein expression in penile
carcinoma]. Sdo Paulo; 2010. [Dissertacdo de Mestrado-Fundacao Antonio

Prudente].

Background: Although rare in developed countries, penile carcinoma is a
serious problem for less developed regions. Lack of hygiene, smegma
retention and the presence of phimosis are among the main risk factors. The
most important prognostic factor is lymph node metastasis. Its evaluation
through clinical and laboratorial methods is inaccurate though.
lymphadenectomy, which is the treatment of choice for positive cases,
presents high level of morbity. Molecular factors capable of predicting tumor
behavior are yet to be described. The ErbB family of receptors is
overexpressed in a variety of tumor types and has a role in proliferation and
survival mechanisms. Based on that, the goal of the present study was to
analyze the expression of ErbB proteins in penile cancer and correlate it with
clinical and pathological variables and also with patient survival. Material
and Methods: Immunohistochemistry was performed in 188 samples of
penile cancer in order to analyze the expression pattern of the four members
of ErbB family (EGFR, HER2, HER3 and HER4). The cases were scored
according to intensity and percentage of stained cells. Statistical analyses
among variables were performed using chi-square or Fisher’s exact tests.
Survival curves were calculated using Kaplan-Meier method and
comparisons were made by Log-rank test. Multivariate analysis was
performed using Cox regression method. Results: The results have shown
that EGFR 3+ positivity is associated with the clinical variable recurrence in
univariate analysis (p=0,031). If one considers the category 2+ as positive, a
significant association also with lymph node metastasis (p=0,045) is
observed, although only one case without compromised lymph nodes was

negative for the staining. This observation could be, because of that, simply a



statistical bias and may not correspond to a biological truth. Regarding HER2
staining, none of the cases presented membrane staining. A cytoplasm
staining, however, was observed and it demonstrated significant association
with overall survival (p=0,007). This association was maintained in
multivariate analysis, suggesting that patients who are positive for this
pattern of staining have the risk of death increased in 2,966 folds when
compared to negative patients (p<0,001). Regarding HER3 and HER4, an
unspecific staining was observed in 100% of tumors, what has impaired the
statistical analyses. The multivariate analysis for lymph node metastasis risk
factors has identified the variables perineural invasion (p=0,002) and N stage
(p=0,014). Independent risk factors for death related to cancer were N stage
(p=0,033) and recurrence (p<0,001). If recurrence is not considered, it
remains N stage (0,003) and histologic grade (p=0,016). When death for any
reason was considered, significant association was observed with recurrence
(p<0,001), age (p<0,001), N stage (0,003) and, as previously said, cytoplasm
HER2 staining (p<0,001). Conclusion: In the present work, it has been
verified a significant correlation between EGFR overexpression and the
clinical variable recurrence, indicating a more aggressive behavior in such
tumors. A significant association was observed also between positive
staining and Ilymph node metastasis, in accordance with greater
aggressiveness in those tumors. However, this data must be interpreted with
care once it might be resulted from statistical artifacts. The membrane HER2
staining was negative in 100% of the cases, although its cytoplasm staining
was found to be independent risk factor for death, with increased risk for
positive patients. Both proteins HER3 and HER4 showed some positivity in
100% of the sample and, besides numerous tests, they could not be

evaluated in the present study.
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1 INTRODUGAO

1.1 CARCINOMA DE PENIS

1.1.1 Epidemiologia

O carcinoma peniano € uma doenca rara em nacdes desenvolvidas,
representando menos de 1% de todas as neoplasias malignas na Europa e
Ameérica do Norte. Em contrapartida, € um importante problema para paises
em desenvolvimento (MISRA et al. 2004; SALVIONI et al. 2009), onde a
incidéncia chega a 4,4 casos/100.000 habitantes no Paraguai e Ruanda, por
exemplo. Nesses lugares, pode representar até 20% de todas as neoplasias
(SALVIONI et al. 2009).

Em estudo epidemiolégico promovido pela Sociedade Brasileira de
Urologia entre maio de 2006 e junho de 2007, demonstrou-se que, no Brasil,
um dos lideres mundiais em incidéncia, ha regides que registram 2,9 a 6,8
casos/100.000 habitantes, o que representa até 5,7% de todas as
neoplasias.. Em regides de maior incidéncia, o cancer de pénis supera os
casos de cancer de préstata e de bexiga, e isto confere grande importancia
para o seu estudo. O trabalho demonstrou ainda que as maiores taxas de
incidéncia sao registradas nas regides norte e nordeste do Brasil (53,02% de
todos os casos no pais). Os casos na regido sul representaram menos de

1%. Apenas no estado do Maranhdo, um estado pouco populoso € com



baixo indice de desenvolvimento humano, concentraram-se 22,7% dos
casos (FAVORITO et al. 2008).

Somente através do Sistema Unico de Saude (SUS), s&o realizadas,
anualmente, no Brasil, mil penectomias, sendo o carcinoma peniano a
principal indicagdo para o procedimento. Entretanto, de acordo com as
estimativas do Ministério da Saude de novos casos para 2010, o cancer de
pénis ndo esta entre os mais frequentes, conforme mostra a Tabela 1

(Ministério da Saude 2009).

Tabela 1 - Estimativas para o ano 2010 de numero de casos novos de
cancer e taxas brutas de incidéncia por 100.000, em homens, segundo
localizac&o primaria.

Localizagédo Primaria Estado Capital
Casos Taxa Bruta Casos Taxa Bruta

Préstata 52.350 53,84 14.050 66,25
Traqueia, Brénquio e Pulmao 17.800 18,37 4.980 23,53
Estdbmago 13.820 14,25 3.490 16,48
Codlon e Reto 13.310 13,73 4.570 21,62
Cavidade Oral 10.330 10,64 2.920 13,74
Eso6fago 7.890 8,12 1.610 7,37
Leucemias 5.240 5,40 1.440 7,06
Pele Melanoma 2.960 3,04 850 6,84
Outras localizagdes 59.130 61,01 18.590 87,67
SUBTOTAL 182.830 188,66 52.500 247,59
Pele ndo Melanoma 53.410 55,12 11.880 55,97
TODAS AS NEOPLASIAS 236.240 243,77 64.380 303,50

Fonte: Ministério da Saude (2009)

No Brasil, a doenga acomete preferencialmente individuos brancos e
a incidéncia parece ser aumentada a partir da 42 década de vida
(FAVORITO et al. 2008). O perfil mundial, com significativa menor

incidéncia, apresenta-se com idade média discretamente maior, entre 60 e



70 anos, sendo infrequente em adultos abaixo de 30 anos e raro em
criancas (FICARRA et al. 2006; BLEEKER et al. 2009; SALVIONI et al.
2009).

A maior incidéncia da doenga em individuos negros comparados a
caucasianos ja foi reportada (BUSBY e PETTAWAY 2005) sem ser
discutida, porém, a influéncia de outras variaveis associadas, como fator
socioecondmico e maior dificuldade de acesso a saude. No Brasil, raga nao
parece ser um fator de risco determinante para ocorréncia deste tipo de
neoplasia, apesar de ser a maioria dos pacientes pertencentes a raga branca
(FAVORITO et al. 2008). O diagnéstico €, em geral, tardio e o 6bito em
decorréncia da doenga ocorre em 70% dos casos depois de dois a trés anos
do diagndstico inicial (FICARRA et al. 2002).

O impacto psicoldégico da doenga e do tratamento na vida do paciente
€ um fator importante. Em revisao sistematica de trabalhos da literatura entre
os anos de 1985 e 2008 mostrou-se que, dentre os efeitos negativos mais
comuns, estdo a baixa qualidade de vida ou bem-estar e funcdo sexual
comprometida. Aproximadamente 50% dos pacientes apresentaram

disturbios psiquiatricos (MADDINENI et al. 2009).

1.1.2 Fatores de Risco

Os principais fatores de risco citados na literatura sdo a falta de
higiene, a retencdo de produtos urinarios e células epidérmicas que
descamam normalmente (esmegma), a presenca de fimose, numero de

parceiros sexuais, histérico de doengas venéreas (em especial, a infecgao



por HPV) e o uso de tabaco. Outras condigdes estdo associadas a estes
tumores, como inflamagao, feridas ou ulceragbes no pénis (DALING et al.
2005; BLEEKER et al. 2009).

A frequéncia de fimose é alta em homens com carcinoma de pénis,
chegando a 85% em alguns estudos (DILLNER et al. 2000). Por causar a
retencdo de esmegma, a fimose gera condigdes de irritagdo crénica com ou
sem inflamagao bacteriana do prepucio e da glande, que podem representar
um componente critico no desenvolvimento e progressdo do tumor
(BLEEKER et al. 2009). Homens nao submetidos a postectomia durante a
infancia, especialmente no periodo neonatal, tém risco aumentado de
desenvolver tanto a doenca in situ quanto invasiva. A maior protecao esta
relacionada aos tumores invasivos (SCHOEN et al. 2000; DALING et al.
2005). Populagdes que realizam, por motivos religiosos e culturais, a
postectomia em recém-nascidos, como judeus, sdo menos suscetiveis e a
incidéncia de tumores penianos nestas populacbes € proxima a zero
(VATANASAPT et al. 1995).

Varios estudos demonstram o envolvimento de HPVs oncogénicos (ou
de alto risco), especialmente HPV 16 e 18, na patogénese de tumores. A
positividade para HPV é detectada por PCR em cerca de 30% a 61% dos
casos (MADEN et al. 1993; BEZERRA et al. 2001; RUBIN et al. 2001). Em
condilomas, a positividade chega a 100%. A associagdo de infec¢ao com
esta neoplasia tem sido comprovada por diversos estudos epidemioldgicos,
porém a soropositividade para o HPV 16 nao parece estar tdo associada ao

carcinoma peniano quanto esta ao cervical. A porcentagem de HPV positivos



parece ser mais semelhante ao carcinoma de vulva (RUBIN et al. 2001).
Carcinomas positivos para HPV parecem apresentar menos embolizagao
linfatica (BEZERRA et al. 2001). Mais recentemente, LONT et al (2006)
demonstraram que pacientes positivos para HPVs de alto risco parecem ter
maior sobrevida. Na analise multivariada, a relagdo se manteve, com um
risco relativo de obito por cancer discretamente superior (RR = 0,21) para
pacientes ndo portadores destas variantes virais. (LONT et al. 2006).

Entretanto, BEZERRA et al. (2001) demonstraram que o status do
HPV nao influencia o prognéstico em casos de carcinoma peniano invasivo.

Contraditoriamente, a positividade de HPV, quando associada a um
aumento da expressado da proteina p53, demonstrou associacdo com pior
prognéstico para pacientes (LOPES et al. 2002).

Quanto ao uso de tabaco, MADEN et al. (1993) demonstraram risco
elevado em fumantes, com um aumento no risco de acordo com a
quantidade de cigarros consumidos por ano. Posteriormente, foi relatado um
risco 4,5 vezes maior para fumantes desenvolverem carcinoma invasivo
quando comparado com homens que nunca fumaram (DALING et al. 2005).
O papel exato do cigarro na carcinogénese ainda ¢é, entretanto,

desconhecido.

1.1.3 Patogénese
O carcinoma peniano pode apresentar-se como um tumor exofitico,
mas, na grande maioria dos casos, apresenta um padréo de crescimento

infiltrativo. A associagao entre padrao de invasdo e embolizacao linfatica ja



foi demonstrada, sendo este padrdo considerado fator independente na
predicdo de metastases linfonodais (GUIMARAES et al. 2006).

Mais comumente, a lesdo é encontrada na glande em 48% dos casos,
prepucio em 21%, em ambas as areas em até 9% e sulco coronal em 6%
dos casos. Quando nado tratado em estagios iniciais, estende-se para o
prepucio, evolui infiltrando tecidos adjacentes como o tecido subepitelial
conjuntivo, corpo esponjoso e corpo cavernoso até invadir érgaos adjacentes
como prostata e bexiga. Metastases a distancia sdo pouco comuns
(CUBILLA 2008).

Esta neoplasia dissemina-se por via linfatica, apresentando
metastases regionais, preferencialmente para os linfonodos inguinais e,
depois, para os iliacos (NARAYAMA et al. 1982; PERSKY e DEKERNION
1986). Metastases linfonodais para esta regidao sado, portanto, a via de
disseminagcao precoce no carcinoma peniano e constituem o principal fator
prognéstico da doenga (LOPES et al. 1996). As metastases por via
hematogénica sdo incomuns ocorrendo entre 1 a 10%. Em casos
avancgados, complicagdes locorregionais, com tumor infiltrando feixe vasculo-
nervoso levando a hemorragia e septicemia, sdo as principais causas de
morte (PURAS et al. 1978).

A avaliacdo clinica dos linfonodos comprometidos € complexa, pois
em cerca de metade dos casos, 0 aumento do linfonodo ocorre por reacdes
inflamatérias do proprio tumor, e ndo pela presengca de metastases.
Entretanto, cerca de 20% dos pacientes clinicamente negativos na avaliagao

linfonodal apresentam micrometastases ocultas (HORENBLAS 2001;



FICARRA et al. 2009). Os métodos convencionais de imagem
(ultrassonografia, tomografia computadorizada e ressonancia nuclear
magnética) apresentam baixa sensibilidade e especificidade na deteccéo
destas metastases; assim como os dois guidelines existentes para
selecionar grupos de risco (SOLSONA et al. 2004; FICARRA et al. 2009).
Em caso de envolvimento linfonodal, a linfadenectomia é o
procedimento indicado, pois aumenta a sobrevida em pacientes
sabidamente positivos. Porém a alta taxa de complicagdes é alta, e vao
desde a infec¢ao da ferida (em 24 — 87% dos casos) até necrose (8 — 54%),
linfedema (27-100%) e até o&bito (3%). Estas comorbidades associadas
reforcam a necessidade de cuidado no estabelecimento de critérios para
selecéo de pacientes a serem submetidos ao procedimento (FICARRA et al.
2002). Isto explica o empenho de grandes grupos na descoberta de
marcadores que possam predizer o risco de metastases infonodais.
Aspectos moleculares, a serem abordados em seguida, ainda sao
pouco conhecidos, sendo a maioria dos estudos baseada em expressao

proteica através da técnica de imunoistoquimica.

1.1.4 Aspectos Patolégicos

A grande maioria das neoplasias malignas do pénis é constituida por
carcinomas, que representam 95% dos casos. Dados anatomopatolégicos
do tumor, como o grau de diferenciagdo e o padrdao de invasao, tém

importancia em relacdo a definicdo da probabilidade de envolvimento



linfonodal (FRALEY et al. 1989; HORENBLAS et al. 1993; GUIMARAES et
al. 2006).

Cerca de 50% dos casos de carcinoma epidermdide, ou de células
escamosas, sao do tipo usual. Os demais tipos histolégicos sdo o carcinoma
verrucoso, basocelular, melanoma, sarcoma, e 0 mais recentemente
descrito, acantolitico. Estes sdo mais raros e maiores em tamanho, mais
infiltrativos e de alto grau histolégico, com maior incidéncia de metastases
linfonodais e maior mortalidade (CUNHA et al. 2009).

O subtipo histolégico tem papel importante no prognéstico do
paciente, ja tendo sido associado ao risco de metastases linfonodais e de
obito. Os subtipos papilar e Warty s&o de baixo risco tanto para metastases
quanto para o6bito, enquanto sarcomatdides apresentam alto risco para
ambos. Tumores mistos apresentam risco intermediario (GUIMARAES et al.
2009).

A embolizacdo vascular — linfatica e venosa — foi a primeira variavel
patolégica descrita como fator progndstico independente para o cancer
peniano por sua associagdo a metastase linfonodal (LOPES et al. 1996),
posteriormente confirmado em outros trabalhos (SLATON et al. 2001;
FICARRA et al. 2002; GUIMARAES et al. 2006). A espessura do tumor
também foi associada a este evento (LOPES et al. 1996), assim como
estadiamento clinico N (CAMPOS et al. 2006). A classificagdo TNM,
atualmente utilizada de acordo com o American Joint Comitee on Cancer

(AJCC), esta descrita no Anexo 1 e se baseia na avaliacdo da extensao
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tumoral (T), extensdo do comprometimento linfonodal (N) e presenca de
metastases (M).

O grau de diferenciagdao € um aspecto descrito por muitos autores
como preditivo de comprometimento linfonodal e sobrevida global. Tumores
pouco diferenciados apresentam risco maior de desenvolvimento de
metastases (SLATON et al. 2001; FICARRA et al. 2002; CUNHA et al. 2009).

O padréao de crescimento e invasao tumoral (exofitico ou infiltrativo) foi
correlacionado ao comprometimento linfonodal, sendo observada maior
incidéncia de metastases linfonodais no padrao infiltrativo (65%) quando
comparado ao padrdo exofitico (23%) (GUIMARAES et al. 2006).

Todavia, o comprometimento linfonodal ainda constitui o principal fator
prognostico. Devido a dificuldade de avaliagdo desta condicdo, nomogramas
vém sendo criados a fim de estimar este risco e de selecionar com maior
critério os pacientes que realmente se beneficiariam da linfadenectomia
radical considerando prognéstico e sobrevida, apesar da morbi-mortalidade
inerente ao procedimento. Estes nomogramas baseiam-se no estadiamento
clinico dos linfonodos inguinais e nos achados patoldégicos dos tumores
primarios (FICARRA et al. 2006; VELAZQUEZ et al. 2008). O mais recente
deles aponta que grau histoldgico e invaséo perineural sdo mais importantes
na predicdo de metastases linfonodais que a espessura do tumor,
localizagdo anatdmica e invasao vascular (VELAZQUEZ et al. 2008).

Contudo, ndo ha ainda precisdo incontestavel no estadiamento

tumoral. Fatores biomoleculares preditivos de prognéstico vém sendo
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amplamente estudados, buscando, assim, ampliar as ferramentas

disponiveis para o melhor estadiamento e selecdo de pacientes.

1.1.5 Aspectos Moleculares

O primeiro estudo a nivel molecular em carcinoma peniano avaliou
sua relagdo com o supressor tumoral p53, alterado em um grande numero
de neoplasias. O estudo demonstrou que p53 ¢é fator independente de risco
para metastase no linfonodo e morte, sendo o risco maior para pacientes
p53 positivos. No mesmo estudo, avaliou-se a associacido entre a
positividade para p53 na presenca de DNA de HPV com pior progndstico
(LOPES et al. 2002). Outros estudos demonstraram também que a
superexpressao de p53 esta associada a disseminacao linfatica, recorréncia
e sobrevida cancer especifica (MARTINS et al. 2002; ZHU et al. 2007).

E-caderina, molécula de adesao geralmente hipoexpressa em tecidos
tumorais foi avaliada e a diminuicdo de sua expressao foi associada com
maior risco de metastases linfonodais (CAMPQOS et al. 2006).

A expressdo de metaloproteinases de matriz (MMPs), familia de
enzimas proteoliticas envolvidas na degradagao da matriz celular que facilita
0s processos de migracdo e motilidade celular, foi estudada e confrontada
com padrbées de crescimento e invasdao do carcinoma peniano. Uma
associacao interessante foi observada entre a expressdo aumentada das
MMP2 e MMP9 e tumores com pouca diferenciagdo histoldgica, que sao

mais invasivos e com padrao de invasdao em pequenos grupos celulares
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(SOARES et al. 2006). MMP9 foi ainda demonstrada como fator
independente de risco para recorréncia (CAMPOS et al. 2006).

GUIMARAES et al. (2007) mostraram uma correlacdo entre a
expressao de PCNA e MIB-1/KI-67 e metastases linfonodais, porém néo
houve correlagdo entre os marcadores e sobrevida.

Nenhum destes estudos €&, porém, conclusivo. Em recente revisao da
literatura, entretanto, observou-se que o papel dos marcadores moleculares
precisa ser mais explorado no carcinoma de pénis, a fim de que a biologia
deste tipo tumoral, assim como sua evolugéo, seja mais bem compreendida

(MUNEER et al. 2009).

1.2 FATORES DE CRESCIMENTO E SEUS RECEPTORES

Fatores de crescimento s&o moléculas proteicas que atuam
basicamente na regulagdo do ciclo celular. Desempenham papel importante
nos processos de proliferagdo, adesdo, migragcdo, diferenciacdo e
sobrevivéncia celular. Sdo, em geral, proteinas soluveis e de baixo peso
molecular que podem ser secretadas tanto por células estromais (secregéo
paracrina) quanto pela propria célula sobre a qual atuardo (agao autocrina)
(SNITCOVSKY e BRENTANI 2003). Esta ultima caracteristica € de particular
importancia para tumores por reduzir a necessidade de suprimentos
exdgenos para manter altas taxas de proliferagdo (NORMANNO et al. 2006).

Para exercer seu papel biolégico, estas moléculas ligam-se a proteinas

inseridas na membrana plasmatica (chamadas receptores) e causam nelas
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uma modificacdo estrutural. Através desta modificagdo, o sinal do meio
externo pode ser percebido no meio intracelular e gerar eventos como a
divisdo, crescimento celular ou ativacdo da transcricdo de genes-alvo
(SNITCOVSKY e BRENTANI 2003).

Os receptores possuem trés regides: uma regidao extracelular, que é
responsavel pelo reconhecimento do ligante; uma regido hidrofébica, que
ancora a proteina a membrana; e uma regido citoplasmatica, responsavel
por iniciar dentro da célula a cascata de sinalizagao até o alvo especifico. O
grupo de receptores que possui atividade tirosina-cinase em sua porgao
citoplasmatica € o mais importante entre os receptores de membrana. Por
causa desta atividade enzimatica, os receptores sdo capazes de fosforilar

outras cinases, transmitir e amplificar o sinal recebido (BERG et al. 2008).

1.2.1 Familia ErbB

As proteinas da familia ErbB sdo um grupo de receptores de fatores de
crescimento epidérmico do tipo tirosina-cinase composto por quatro
moléculas homodlogas: EGFR (do inglés, epidermal growth factor receptor;
também chamado de c-erbB-1 ou HER1), HER2 (ou c-erbB-2), HER3 (ou c-
erbB-3) e HER4 (ou c-erbB-4) (OLAYIOYE et al. 2000). Possuem expressao
aumentada em cerca de um terco dos tumores epiteliais (MENDELSOHN
2001) e desempenham papel central na proliferagdo de células tumorais, em
processos de angiogénese e metastase, sendo, por esta razao,
intensamente explorados como alvos terapéuticos (YARDEN 2001; HARARI

et al. 2004; HYNES e LANE 2005).
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Os membros desta familia sdo compostos por trés regides. Uma regiao
extracelular, que se liga ao sinal; uma regido hidrofébica transmembrana,
que ancora a proteina na membrana plasmatica e uma regiado intracelular
com atividade tirosina-cinase seguida de regido regulatéria C-terminal,

conforme Figura 1 (BURGESS et al. 2003).

N
I Dominio I (L1)

Dominio Il (CR1)

I Dominio Il (L2)

Dominio IV (CR2)
[ ' 1 REGIAO TRANSMEMBRANA

> REGIAO EXTRACELULAR

\
Dominio Tirosina-Cinase
> REGIAO INTRACELULAR

Uy Regido Regulatdria
Nt C-Terminal

/
Fonte: BURGESS et al. (2003).

Figura 1 - Modelo esquematico dos receptores da familia ErbB.

A regidao extracelular consiste em cerca de 620 residuos de
aminoacidos e € altamente glicosilada. Esta porgédo é bastante diversificada
entre os membros da familia, o que permite o reconhecimento de uma ampla
gama de ligantes. Contém quatro dominios distintos, dois dominios
homologos (L) e dois ricos em cisteinas (CR). O dominio Il forma um loop
denominado braco de dimerizacao e € a estrutura que possibilita a formacéao

de dimeros entre os receptores (BURGESS et al. 2003).
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A regido intracelular parece ser bastante conservada entre os
membros, com excecado de HER3 que, por uma modificacdo em aminoacido
no sitio catalitico, ndo apresenta atividade tirosina-cinase, mas pode ser
ativado por outros membros da familia (HSIEH e MOASSER 2007). Cada
membro se liga a um grupo especifico de moléculas, o que influenciara
diretamente na cascata intracelular a ser ativada (HYNES e MACDONALD
2009). A conformacgéo de cada um dos receptores e seus ligantes soluveis

esta apresentada na Figura 2.
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Fonte: HYNES e MACDONALD (2009).
Figura 2 - Familia ErbB em estado inativo na membrana celular e seus

ligantes.

Em seu estado inativo, os receptores ndo possuem o braco de
dimerizacdo exposto, a excecdo de HER2. E o reconhecimento do ligante
que gera a modificagdo conformacional responsavel por expor este braco e
permitir a ligacdo entre dois receptores formando homo ou heterodimeros
(Figura 3) (TAO e MARUYAMA 2008). Em dimeros, eles sao capazes de

realizar fosforilagdo cruzada das porgdes intracelulares e iniciar as cascatas
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de sinalizagao relacionadas tanto com a proliferacao e diferenciacdo quanto

com a sobrevivéncia celular (BASELGA e SWAIN 2009).

LIGANTE
e 0
e =
é s 8.";;_“ MEMBRANA
' '
Receptor Inativo Ligacédo Heterodimero Receptor

do sinal Ativo HERZ2

Fonte: WIEDUWILT e MOASSER (2008).
Figura 3 - Reconhecimento do ligante e exposi¢ao do brago de dimerizagéo.

Apesar de HER2 e HER3 n&o apresentarem autonomia no
desencadeamento do sinal (pois ambos sédo defectivos e ndo formam, por
esta razdo, homodimeros), ambos sao capazes de formar complexos
heterodiméricos e com outros membros da familia e gerar potentes sinais
celulares (CITRI e YARDEN 2006).

Dentre as principais vias ativadas por estes receptores, estdo as vias
Ras/Raf/MAPK, ativada por todos os membros da familia; e PI3K, cujo
potencial de indu¢cdo dependera do receptor. Ambas sdo importantes em
processos de tumorigénese por aumentar a proliferagdo, a motilidade e a
sobrevivéncia celular, auxiliando no escape a apoptose (NORMANNO et al.

2006).
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Estudos tém sugerido que a ativagdo aberrante desses receptores do
tipo cinase desempenha importante papel no desenvolvimento e progressao
tumoral sendo, por esta razdo, alvo no desenvolvimento de novas terapias

(YARDEN 2001; ROWINSKY 2003).

1.2.2 Receptores ErbB e Cancer

EGFR ou HER1, o membro protétipo da familia, € uma proteina de
170 kDa codificada pelo gene localizado no cromossomo 7p12. Este
receptor estd superexpresso em 30% a 50% dos casos de carcinomas
(MENDELSOHN 2001; GRUNWALD e HIDALGO 2003). A variagdo deve-se
possivelmente a falta de padronizacdo de interpretagcdo das reacgoes.
Contudo, a expressdao de EGFR é um evento constante em tumores
epiteliais (HARARI et al. 2004).

Ha relatos de superexpressdao de EGFR em tumores de cabeca e
pescoco (72-100%), canal anal (100%), esb6fago (43-89%), péncreas (30-
89%), pulméo (40-80%) e mama (14-90%), entre outros (FORD e GRANDIS
2003; HARARI et al. 2004; LE et al. 2005; SATO-KUWABARA et al. 2009;
RYOTT et al. 2009).

Em revisao de 200 estudos publicados na literatura, NICHOLSON et
al. (2001) demonstraram o valor progndéstico deste marcador para diversos
tumores. Nos tumores de cabega e pescogo, esdfago, colo de utero e
bexiga, a expressdo de EGFR foi associada com menor sobrevida global e
livre de doenca em 70% dos trabalhos. Em tumores gastricos, mamarios,

endometriais e colorretais, EGFR apresentou valor progndstico moderado
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relacionando-se com menor sobrevida em 52% dos estudos. Em tumores de
pulm&o, apenas um terco dos estudos demonstrou associagdo com menor
sobrevida (NICHOLSON et al. 2001). Em carcinoma de cdlon, ndo parece
haver associagao entre expressao e prognostico (BAIOCCHI et al. 2009).

Tumores penianos apresentam alta taxa de superexpressdo do
marcador através da técnica de imunoistoquimica na grande maioria dos
casos (90%). Apesar disso, nenhuma associagdo com variaveis clinico-
patoldgicas ou sobrevida foi observada (BORGERMANN et al. 2009).

O receptor HER2 ¢é codificado pelo gene localizado no cromossomo
17. Sua conformacdo difere da dos demais membros da familia por
apresentar, em estado inativo, o braco de dimerizacdo constantemente
exposto e o sitio de reconhecimento do ligante inacessivel (Figura 3). Esta
conformagao explica o fato de nao possuir ligantes soluveis conhecidos
(HOLBRO et al. 2003; ROSKOSKI, 2004).

Em adenocarcinomas de mama, HER2 é superexpresso em cerca de
25% dos casos e € um marcador prognostico bem estabelecido, que indica
doengca mais agressiva com necessidade de terapia adjuvante. Nestes
tumores, HER2 parece ser o preferencial na formacdo de heterodimeros
(HUDELIST et al. 2003). Pacientes com superexpressao devido a
amplificacdo génica sao indicados a terapia-alvo baseada em anticorpo ou
em inibidores tirosina-cinase (AZIZ et al. 2001).

Para tumores de colon e cabeca e pescogo, HER2 parece néao ter
valor progndstico ou preditivo de metastases linfonodais (KAZKAYASI et al.

2001; ANGIERO et al. 2008; BAIOCCHI et al. 2009).
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Recentemente, nosso grupo demonstrou em carcinoma de células
escamosas de esOfago que a superexpressdao de HER2 por
imunoistoquimica ndo parece relacionar-se com sobrevida, porém ao se
observar a amplificagcdo génica pelo método de FISH, foi observada uma
diminuicdo significativa na sobrevida dos individuos com amplificagdo
(SATO-KUWABARA et al. 2009).

O gene que codifica a proteina HER3 esta localizado no cromossomo
12q913. Este receptor € o unico da familia que nao possui atividade tirosina-
cinase em sua porcdo citoplasmatica devido a uma modificacdo de
aminoacidos em seu sitio catalitico. Ainda assim, € o preferencial na
formacdo de heterodimeros, ativando especialmente a via PI3K-Akt
(BASELGA e SWAIN 2009).

HER3 é comumente superexpresso em tumores de mama que
superexpressam HER2 e, apesar da deficiéncia de cada um individualmente,
este dimero é capaz de induzir o mais potente sinal de ativacdo da via
MAPK (CITRI et al. 2003). Em tumores colorretais, a negatividade para este
marcador foi mostrada como fator de risco independente para recorréncia
(BAIOCCHI et al. 2009).

Em contrapartida, LEE et al (2001) demonstraram que uma isoforma
soluvel de HER3 é capaz de inibir a ativagdo dos demais membros da
familia ErbB, associando-se, assim, a um progndstico positivo.

Novos anticorpos com alvo em HERS3 estdo sendo estudados e dados
sugerem que a inibicdo de seu dominio tirosina-cinase possa inibir sua

ativagcao ou sua participagao na via P13k (BASELGA e SWAIN 2009).
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HER4 é codificado pelo gene localizado no cromossomo 2g33. Seu
papel na carcinogénese € menos explorado do que o dos demais receptores.
Ha indicios, inclusive, de seu envolvimento com a inibicdo do ciclo celular,
ao contrario do restante da familia (BASELGA e SWAIN 2009).

Em carcinoma de <cdlon, os dados s&o contraditorios.
KOUNTOURAKIS et al. (2006) demonstraram a superexpressao do
marcador relacionada a doenga mais agressiva e com maior potencial
metastatico, enquanto BAIOCCHI et al. (2009) ndo observaram associagao
com o prognastico.

Em tumores de mama, sua marcagao em citoplasma e nucleo celular
ja foi associada a um pior prognéstico (LODGE et al. 2003).

Alguns trabalhos vém reportando a presengca dos receptores da
familia ErbB fora da membrana plasmatica, seja em sua forma completa ou
fragmentada (LIN et al. 2001; OFFTERDINGER et al. 2002; WELLS e
MARTI 2002; CARPENTER 2003). Dados sugerem que essas moléculas
podem ser translocadas ao nucleo e atuar como fatores de transcricao ao
ligar sua extremidade citoplasmatica diretamente ao DNA ou fosforilar
proteinas nucleares, ou funcionar ainda como modulares da transcricdo e
tradugao, alterando a torcdo da cromatina ou participando do processamento
de mRNAs (WELLS e MARTI 2002).

O papel da ativacao desses receptores, principalmente HER1 e
HER2, vem sendo amplamente estudado em diversas neoplasias malignas,
com énfase em carcinoma de mama, originando, inclusive, terapéuticas

especificas (ROSKOSKI 2004, HYNES e LANE 2005). Ha duas abordagens
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principais de terapias. Uma é a terapia baseada em anticorpos, que consiste
no uso de anticorpos monoclonais que reconhecem epitopos da regiao
extracelular do receptor. O complexo formado ¢é internalizado e degradado,
inibindo a via e ainda possibilitando a geragdo de resposta imunolégica. A
outra abordagem € baseada em pequenas moléculas inibidoras, que se
ligam a porgao intracelular do receptor e bloqueiam sua atividade tirona-
cinase (HARARI et al. 2004).

A superexpressao das proteinas de modo geral tem sido associada a
pior prognostico em diversas neoplasias, porém seu comportamento, no
carcinoma peniano, ainda nao esta esclarecido. Apenas dois estudos
recentes na literatura avaliaram a expressdo de EGFR em carcinoma de
pénis, porém nenhuma relagdo com comprometimento linfonodal ou
sobrevida foi encontrada (BORGERMANN et al. 2009; LAVENS ET AL.
2010).

Por ser o carcinoma peniano uma neoplasia tipica de paises em
desenvolvimento, poucos estudos dedicam-se a elucidar suas causas e seu
comportamento molecular. Para paises desenvolvidos, por causa da baixa
incidéncia, a casuistica torna-se um problema importante e, por isto, é
extremamente necessario que paises onde a incidéncia é elevada, como o
Brasil, se empenhem na busca por novos marcadores moleculares para
elucidar as causas e, principalmente, explorar novas possibilidades
terapéuticas para estes pacientes, ja tdo abalados pelo forte fator psicolégico
associado tanto a doenga em si quanto as abordagens terapéuticas usadas

atualmente.
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Portanto, frente ao sério problema que esta neoplasia representa para
paises em desenvolvimento e a escassez de informacgdes verdadeiramente
relevantes sobre a biologia tumoral e o prognéstico, estudo que busquem
ampliar as fronteiras do conhecimento sobre o tema s&o claramente

neessarios.



Cljeti
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2 OBJETIVO

O objetivo deste trabalho & avaliar os niveis de expressdo das
proteinas da familia ErbB (HER1, HER2, HER3 e HER4) em tecidos de
carcinoma peniano através de imunoistoquimica e correlaciona-los com os

dados clinicos e patoldgicos, presenca de metastase linfonodal e sobrevida.



Matevial e Metedas
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 SELEGAO DOS PACIENTES

Amostras retrospectivas de 188 pacientes do Centro de Tratamento
Pesquisa Hospital do Cancer AC Camargo foram selecionadas para o
presente estudo apds a avaliagdo de prontuarios e revisdo dos achados
anatomopatoloégicos. Foram selecionados casos que dispunham de
quantidade suficiente de material tumoral conservado em parafina para os
ensaios imunoistoquimicos nos arquivos do Departamento de Anatomia
Patolégica da instituicao.

Para os marcadores HER1 e HERZ2, foram utilizados 188 casos em
cortes histolégicos convencionais. Para HER3 e HER4, foram utilizadas
laminas de TMA (do inglés, Tissue Microarrays) contendo 345 amostras
retrospectivas de pacientes do mesmo centro, selecionadas apds avaliagao

de prontuarios e revisdo de achados anatomopatoldgicos.

3.1.1 Caracterizagdao da Amostra

A amostra € composta por homens com idade média de 55,28 anos e
mediana de 55 anos. Os dados epidemioldgicos, clinicos e patologicos estéo
sumarizados na Tabela 2.

Nesta casuistica, a maioria dos pacientes (61,4%) tinha idade menor

ou igual a 60 anos, era da raca branca (75,5%) e nao relatou presenga de
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antecedentes venéreos (64,9%). Observou-se predominancia do estadio
tumoral T2 (51,6%), seguido de tumores T3 (34%) e T1 (10%). Tumores em
estadio T4 representaram apenas 4,3% da amostra. Tumores em estadio NO
representaram 55,9%, enquanto N1 e N2 foram encontrados basicamente na
mesma propor¢cao (20,2% e 22,9%, respectivamente). Quanto ao grau
histolégico, 46 casos (24%) foram classificados como baixo grau, 69 casos
(36,9%) de grau intermediario e 72 casos (38,5%) de alto grau.

A invasao sanguinea vascular e linfatica foi detectada em 141 casos
(77%). Ocorreu invasao perineural em 134 casos (73,2%), invasao do corpo
esponjoso 147 (90,2%) e invasao do corpo cavernoso em 105 (66%). A
uretra foi invadida em 54 (31,6%) casos. Quanto as bordas, elas foram
regulares em 46 casos (25,7%) e irregulares na maioria, 133 casos (74,3%).

A postectomia foi realizada em 31 pacientes (16,5%) e, em 12,2% dos
casos, o procedimento foi relacionado a doenca. Como forma de tratamento,
123 pacientes (66,9%) foram submetidos a amputagao parcial do pénis, 57
(31,0%) a amputacgao total, 3 (1,6%) a amputagdo perineo-abdominal e 1
paciente (0,5%) foi submetido a postectomia. A linfadenectomia foi realizada
em 37,7% da amostra, sendo que 23 pacientes (12,2%) foram submetidos
ao esvaziamento inguinal, enquanto 48 (25,5%) foram submetidos ao
inguinal e iliaco. O procedimento nao foi realizado em 117 pacientes
(62,2%). Dos 71 pacientes que foram submetidos a este procedimento, 45

(66,4%) tiveram a confirmacgéao patoldgica da positividade linfonodal.
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Na primeira consulta, 119 pacientes (64,0%) tinham o érgao intacto,
enquanto 62 (33,3%) haviam realizado biopsia e 5 (2,7%) haviam sido

previamente amputados em outro servico.

Tabela 2 - Representacdo dos dados epidemiologicos, clinicos e
patolégicos.

Caracteristicas N %

Idade
Menor ou igual a 60 anos 115 61,2
Maior de 60 anos 73 38,8

Raga
Branca 142 75,5
N&o branca 46 24,5

Antecedentes Venéreos
Ausente 74 64,9
Presente 40 35,1
Nao Avaliaveis 74

Infecgao por HPV
Nao 13 21,3
Sim 48 78,7
Nao Avaliaveis 127

Estadio T
T1 19 10
T2 97 51,6
T3 64 34,0
T4 8 4.3

Estadio N
NO 105 55,9
N1 38 20,2
N2 43 22,9
Nao Avaliaveis 2

Grau Histolégico
Baixo grau 46 24,6
Intermediario 69 36,9
Alto grau 72 38,5
N&o Avaliaveis 1

Invasdo Vascular Sanguinea e Linfatica
Nao 42 23,0
Sim 141 77,0

Nao Avaliaveis 5




Cont/ Tabela 2

Caracteristicas N %

Invasao Perineural
Nao 49 26,8
Sim 134 73,2
Nao Avaliaveis 5

Invasao do Corpo Esponjoso
Nao 16 9,8
Sim 147 90,2
Nao Avaliaveis 25

Invasao do Corpo Cavernoso
Nao 54 34,0
Sim 105 66,0
Nao Avaliaveis 29

Infiltragdo da Uretra
Nao 86 68,4
Sim 54 31,6
Nao Avaliaveis 48

Bordas
Regular 46 25,7
Irregular 133 74,3
N&o Avaliaveis 9

Postectomia
Nao realizada 157 83,5
Nao relacionada ao cancer 8 4,2
Relacionada ao cancer 23 12,2

Tipo de Cirurgia para Tratamento

Amputagao Parcial 123 66,9
Amputagao Total 57 31,0
Amputagéo perineo-abdominal 3 0,5
Postectomia 1 1,6
Esvaziamento Ganglionar
Inguinal 23 12,2
Inguinal iliaco 48 25,5
N&o realizado 117 62,2
Total de Linfonodos Patoldgicos Positivos
Nao 26 36,6
Sim 45 63,4
N&o Avaliados 117
Situagao na primeira consulta
Bidpsia 62 33,3
Amputagao 5 2,7

Intacto 119 64,0
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3.2 ANTICORPOS PRIMARIOS

As reacgdes de imunoistoquimica em cortes parafinados foram
realizadas pela técnica de polimero sem biotina (Advanced, Dako) para os
marcadores EGFR, HER2, HER3 e HER4. Os dados nos ensaios estdo

apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Anticorpos utilizados neste estudo.

Antigeno Diluicao Clones
EGFR25 Leica™
HER2 1:500 CB11 Leica™
HER3 1:300 Policlonal Neomarker
HER4 1:100 Policlonal Neomarker

3.3 CONSTRUGAO DOS TISSUE MICROARRAYS

A metodologia de construgdo do bloco de Tissue Microarray (TMA)
esta detalhadamente descrita por ANDRADE et al. (2007).

De posse dos casos, foram montados blocos utilizando-se o
dispositivo técnico Tissue Microarrayer (Beecher Instruments, Silver Springs,
EUA). A metodologia para constru¢do dos blocos tem sido amplamente
utilizada nos ultimos quatro anos no Hospital do Cancer AC Camargo.

As areas do tumor foram selecionadas em laminas de rotina e
amostradas em novos blocos de parafina. Cilindros de 1,0mm da area
tumoral obtidos pelo equipamento foram transferidos em duplicata para o

novo bloco com posi¢ao bidimensional separados por espacos de 0,2mm,



31

determinados e gravados pelo equipamento. Deste novo bloco, chamado
receptor, foram obtidos cortes histolégicos realizados com micrétomo
manual e transferidos em fita adesiva para as laminas adesivas especiais
(Instrumentics Inc., Hackensack, NJ, EUA). A fita adesiva foi retirada por
exposicao a luz ultravioleta, e as laminas foram armazenadas cobertas por

parafina, embaladas a vacuo e congeladas em freezer a -20°C.

3.4 ENSAIOS IMUNOISTOQUIMICOS EM CORTES

CONVENCIONAIS

As reacbes em laminas convencionais foram feitas de forma
automatizada no Autostainer DAKO®.

A deparafinizagdo foi realizada através de lavagens em xilol,
reidratacdo em alcool etilico seguida de lavagem em agua corrente.
Posteriormente, a recuperacéo antigénica foi feita por calor umido em panela
de pressao a 98°C por quinze minutos em tampé&o citrato (pH 6.0).

As laminas foram colocadas no equipamento e, de acordo com o
tamanho e posig¢ao dos cortes, foi delineado um programa com a quantidade
de reagente determinada para cada lamina. Primeiro, ocorreu o bloqueio de
peroxidase enddgena pela adicao de agua oxigenada 30 volumes por duas
vezes, durante sete minutos. As laminas foram lavadas com tampao PBS
Tween 1x e em seguida foi adicionado Dako Protein Block Serum-Free
durante vinte minutos, para bloqueio de proteinas inespecificas. Os

anticorpos foram entao adicionados e incubados por dois horas.
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A amplificagdo do sinal ocorreu por sistema de polimero (DAKO).
Apoés lavagens, o sistema de polimero foi adicionado; primeiro o DAKO
Advanced Link por trinta minutos e, apds nova lavagem, o DAKO Advanced
Enzyme por mais trinta minutos. As l|adminas foram coradas com
3,3 diaminobenzidina (DAB) por cinco minutos, e contracoradas com
hematoxilina de Harris por um minuto. As laminas foram montadas no
equipamento Tissue-Tek®FILM (Sakura®). As reacgbes foram sempre
acompanhadas de dois controles positivos; um em tecido sabidamente
positivo ja padronizado pela rotina do hospital, e outro em caso de tumor de

pénis identificado como positivo nas reacdes em TMA.

3.5 ENSAIOS IMUNOISTOQUIMICOS NOS TISSUE

MICROARRAYS

Laminas de TMA foram submetidas a incubagao a 60°C por uma hora
a fim de retirar a camada protetora de parafina. A deparafinizacdo foi
realizada de forma idéntica a descrita no item 3.4, seguida por recuperagao
antigénica realizada através de calor umido em panela de presséo a 98°C
por quinze minutos em tampao citrato (pH 6.0). A atividade de peroxidase
endégena foi bloqueada em trés banhos, por cinco minutos cada, em agua
oxigenada 30 volumes. Posteriormente, foram adicionados 100uL de Dako
Protein Block Serum-Free em cada lamina durante vinte minutos. A
imunorreacdo ocorreu a temperatura ambiente com a incubacdo com os

anticorpos primarios especificos durante duas horas em camara umida.
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Apods sucessivas lavagens em tampao PBS, foram incubados 100uL
de DAKO Advanced Link por 30 minutos. Novas lavagens foram feitas com
tampao PBS e foram adicionados 100uL de DAKO Advanced Enzyme por
trinta minutos. Apds novas lavagens, as l|aminas foram coradas
3,3 diaminobenzidina (DAB) por trés a cinco minutos, e contra-coradas com
hematoxilina de Harris. As laminas foram montadas no equipamento Tissue-
Tek®FILM (Sakura®). As reagdes foram sempre acompanhadas de controle
positivo em tecido sabidamente positivo para o anticorpo testado, e um
controle negativo, obtido pelo ndo uso do anticorpo primario durante a

reacao.

3.6 INTERPRETACAO DAS ANALISES IMUNOISTOQUIMICAS

A leitura das laminas foi feita em microscépio optico comum e os
resultados classificados em relacdo a intensidade da reagao positiva. Para
anadlise dos marcadores, usa-se a classificagcdo recomendada pela
ASCO/CAP para HERZ2, reconhecida pelo Food and Drug Administration
(FDA), que descreve quatro categorias: (0), sem marcagdo ou marcagao
fraca de membrana em menos de 10% das células; (1+), marcagao fraca e
parcial em mais de 10% das células; (2+), marcagdo completa da membrana
com intensidade moderada ou forte em mais de 10% das células
neoplasicas, (3+), marcagao forte e completa da membrana em mais de
30%. Amostras foram classificadas como negativas ou positivas, de acordo

com os critérios da Tabela 4.
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Tabela 4 - Classificagdo da expressao imunoistoquimica dos marcadores
HER, de acordo com intensidade e padrdo de marcacao.

Caracteristica Classificagcao

Nenhuma marcacao/marcacao fraca, <10% das 0
células tumorais )
Negativo
Marcacao fraca em parte da membrana, >10% ’
+
das células tumorais
Marcagao completa de membrana, de
intensidade fraca a moderada, >10% das 2+ -
. Positivo
células tumorais
Marcacao forte, >10% das células tumorais 3+

Na analise de HER1, para fins estatisticos, além desta forma de
agrupamento, citada acima, chamada de EGFRI, duas outras formas de
agrupamento foram utilizadas. Os casos 2+ ou bordeline foram considerados
como categoria intermediaria, resultando em trés classificagdes: positiva
(3+), borderline (2+) ou negativa (1+ e 0), e este agrupamento foi

denominado EGFRII, de acordo com critérios da Tabela 5.

Tabela 5 - Classificacdo da expressao imunoistoquimica de EGFR, de
acordo com intensidade e padrao de marcagao. Agrupamento EGFRII.

Caracteristica Grau Classificagao
Nenhuma marcacao/marcacao fraca, <10% das 0
células tumorais
Negativo
Marcagao fraca em parte da membrana, >10% 1+
das células tumorais
Marcagao completa de membrana, de
intensidade fraca a moderada, >10% das 2+ Borderline
células tumorais
Marcacao forte, >10% das células tumorais 3+ Positivo
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Na analise seguinte, os casos bordeline foram considerados
negativos, resultando novamente em duas categorias, positiva (somente

casos 3+) ou negativa (2+, 1+ e 0) (EGFR IlI).

Tabela 6 - Classificagdo da expressao imunoistoquimica de EGFR, de
acordo com intensidade e padrao de marcagao. Agrupamento EGFRIIIL.

Caracteristica Grau Classificagao
Nenhuma marcac¢ao/marcacgéo fraca, <10% das 0
células tumorais
Marcacao fraca em parte da membrana, >10% 1+
das células tumorais Negativo
Marcacgao completa de membrana, de
intensidade fraca a moderada, >10% das 2+
células tumorais
Marcacao forte, >10% das células tumorais 3+ Positivo

Para HER2, a marcagao citoplasmatica foi também considerada.
Foram considerados positivos 0s casos que apresentavam marcacao

especifica do citoplasma tumoral e negativos aqueles casos sem marcagao.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Analise estatistica foi realizada através do programa SPSS for
Windows 15.0, SPSS Inc. A (distribuigdo das variaveis clinicas,
anatomopatologicas e referentes ao tratamento foram apresentadas na
forma de tabelas de contingéncias.

As associagcbes entre variaveis qualitativas, expressdo da familia

ErbB e presenca de metastase linfonodal foram feitas com o teste do chi-
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quadrado bicaudal. De acordo com os valores obtidos na tabelas 2x2,
utilizou-se o valor do chi-quadrado bicaudal corrigido (Teste de Fisher).

A identificacdo dos fatores independentes relacionados com
metastase linfonodal e com a expressdo de EGFR e HER?2 foi realizada pela
regressao logistica multipla. As variaveis para o estudo multiplo foram as
que atingiram significancia estatistica na analise univariada (p<0,050), bem
como aquelas que atingiram valores de p até 0,20.

A sobrevida global e cancer especifica foram analisadas pelo
estimador produto de limite de Kaplan e Meier, e a comparacao entre as
curvas através do teste de Log-rank. Na analise multivariada para sobrevida,
usou-se 0 modelo de riscos proporcionais de Cox, calculando-se as razdes
de risco proporcional para obito. As variaveis que atingiram significancia
estatistica na andlise univariada para sobrevida global e cancer especifica
foram selecionadas para analise multivariada, bem como aquelas que
atingiram valores de p até 0,20.

O resultado final para os modelos multivariados, regressao logistica e
de Cox foi obtido pela estratégia stepwise forward selection, na qual, a partir
da variavel de maior significAncia na analise univariada, foram
acrescentadas as outras variaveis, uma a uma, em ordem crescente.

A significancia estatistica foi determinada para um valor de p<0,05.



Resultadeas
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4 RESULTADOS

41 IMUNOISTOQUIMICA DE EGFR

Os padrdes de marcagao de EGFR estao demonstrados na Figura 4.
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Figura 4 - Niveis de expressdo de EGFR em carcinoma de pénis. A: Caso
negativo (0). B: Caso negativo (1+). C: Caso borderline (2+). D: Caso positivo (3+),

aumento original 400x.
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No presente estudo, observou-se que 91 casos (48,4%) foram
verdadeiramente positivos (3+) para EGFR, 61 casos (32,4%) borderline e
31 casos (16,4%) foram negativos. Dentre estes, 9 casos (4,8%) néo
apresentaram nenhuma marcag¢ao de membrana enquanto 22 (11,7%) foram
considerados 1+, ou seja, apresentaram marcagdo fraca e parcial da
membrana. Cinco casos (2,7%) néo foram analisaveis devido a artefatos
técnicos. Ao se considerarem grupos 2+ e 3+ como positivos, 80,8% da
amostra valida apresentam marcacao positiva.

As variaveis epidemioldgicas, clinicas e patolégicas foram
relacionadas a expressdo deste marcador. Usando os grupos EGFRI e
EGFRII, nenhuma associagao significativa foi encontrada entre as variaveis
e as categorias de expressao (Tabela 1, Anexo 2 e Tabela 2, Anexo 2,
respectivamente).

Quanto ao grupo EGFRIII, observou-se relagdo significativa com a

variavel clinica recidiva (p=0,031), como mostra a Tabela 7.
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Tabela 7 - Expressdo de EGFR de acordo com o agrupamento EGFRIII e
sua associagdo com variaveis epidemioldgicas, clinicas e patoldgicas.

EGFR

NEGATIVO POSITIVO

Caracteristicas

Idade

Menor ou igual a 60 anos 55 (41,9%) 57 (50,9%) 0,762**
Maior de 60 anos 37 (52,1%) 34 (47,9%)

Raca
Branco 70 (51,1%) 67 (48,9%) 0,736**
N&o branco 22 (47,8%) 24 (52,2%)

Antecedentes Venéreos
Nao 31 (43,1%) 41 (56,9%) 0,431**
Sim 20 (51,3%) 19 (48,7%)

Infec¢ao por HPV
Néao 4 (33,3%) 8 (66,7%) 0,745**
Sim 21 (43,8%) 27 (56,3%)

Estadio T
T1 12(66,7%) 6 (33,3%) 0,214**
T2, T3eT4 80 (48,5%) 85 (561,5%)

Estadio N
NO 54 (53,5%) 47 (46,5%) 0,371**
N1 — N2 37 (46,3%) 43 (53,8%)

Grau Histologico
Baixo 22 (51,2%) 21 (48,8%) 1**
Médio e Alto 69 (49,6%) 70 (50,4%)

Invasédo Vascular
Nao 71 (51,8%) 66 (48,2%) 0,477
Sim 18 (43,9%) 23 (56,1%)

Invasao Perineural
Nao 72 (55,8%) 57 (44,2%) 0,18**
Sim 17 (34,6%) 32 (65,4%)

Invasdo do Corpo Esponjoso
Nao 7 (50,0%) 7 (50,0%) 1**
Sim 70 (48,6%) 74 (51,4%)

Invasao do Corpo Cavernoso
Nao 23 (45,1%) 28 (54,9%) 0,736**
Sim 50 (48,1%) 54 (51,9%)

Invaséo da Uretra
Nao 43 (51,8%) 40 (48,2%) 0,485**
Sim 24 (44,4%) 30 (55,6%)

Recidiva
Nao 74 (55,2%) 60 (44,8%) 0,031**
Sim 18 (36,7%) 31 (63,3%)

* Teste do chi-quadrado de Pearson, ** Teste exato de Fisher .
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4.2 IMUNOISTOQUIMICA DE HER2

Através do TMA, um caso que ndo estava incluido nos 188 casos
previamente selecionados com material suficiente para ser avaliado por
cortes convencionais foi escolhido como controle das reagdes. Foi 0 Unico
caso que apresentou um padrdo de marcagcao de membrana, como pode ser

observado na Figura 5.

Figura 5 - Padrdao de marcagao positiva de HER2 em membrana em

amostra de carcinoma de pénis. A: Aumento original 100x. B: Detalhe da

marcacéo, aumento original 200x.

Em nossa amostra, ndo foi observado nenhum outro caso com
marcagao positiva em membrana para HER2. Todos os casos no presente
estudo foram negativos para o marcador. Em alguns casos, porém, foi
observada uma marcacio citoplasmatica que nao parece ser artefato ou
background. E uma marcagdo especifica em células tumorais, que esta

ausente no tecido normal, conforme demonstra a Figura 6.
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"

Figura 6 - Fotomicrografia da positividade para marcacgéao citoplasmatica de

HER2 no tecido tumoral e sua auséncia no tecido epitelial normal. Aumento
original 200x.

Baseado nesta observacdo, os tumores foram classificados em
negativos e positivos para a marcagao citoplasmatica de HER2, e os dois

padrbes estao apresentados na Figura 7.

Figura 7 - Fotomicrografia de caso negativo (A) e um caso positivo (B) para

a marcagao citoplasmatica de HER2 em tumores penianos. Aumento original
200x.
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Foi observada positividade em 28 casos (14,9%), enquanto a maioria
(85,1%) foi negativa também para esta localizagdo do marcador.

A associacdo desta expressao citoplasmatica de HER2 com as
variaveis clinicas e patolégicas estda apresentada na Tabela 8. Houve
associagao significativa entre expressdo e grau histolégico, sendo que

nenhum caso de baixo grau que apresentou marcagao positiva.

Tabela 8 - Associacdo da marcacao citoplasmatica de HER2 e variaveis
clinico-patoldgicas.

HER2 citoplasmatico

Caracteristicas NEGATIVO POSITIVO

Idade
Menor ou igual a 60 anos 93 (80,9%) 22 (19,1%)
Maior de 60 anos 67 (91,8%) 6 (8,2%) 0,57**

Raca
Branco 118 (83,1%) 24 (16,9%) 0,23**
N&o branco 42 (91,3%) 4 (8,7%)

Antecedentes Venéreos
Nao 64 (86,5%) 10 (13,5%) 0,16*
Sim 38 (95,0%) 2 (5,0%)

Infec¢ao por HPV
Nao 9 (69,2%) 4 (30,8%) 0,257*
Sim 40 (83,3%) 8 (16,7%)

Estadio T
T1 1(5,3%) 18 (94,7%) 0,214*
T2, T3eT4 27 (16,0%) 142 (84,0%)

Estadio N
NO 15 (14,3%) 90 (85,7%) 0,837**
N1 - N2 13 (16,0%) 68 (84,0%)

Grau Histolégico
Baixo 46 (100,0%) 0 (0,0%) <0,001**
Médio e Alto 113 (80,1%) 28 (19,9%)

Invasao Vascular
Nao 120 (85,1%) 21 (14,9%) 0,808**
Sim 35 (83,3%) 7 (16,7%)

Invasao Perineural
Nao 115 (85,8%) 19 (14,2%) 0,492**
Sim 40 (81,6%) 9 (18,4%)
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Cont/Tabela 8

HER2 citoplasmatico

Caracteristicas NEGATIVO POSITIVO

Invasdo do Corpo Esponjoso

Nao 16 (100%) 0 (0,0%) 0,080*
Sim 123 (83,7%) 24 (16,3%)

Invasdo do Corpo Cavernoso
Nao 45 (83,3%) 9 (16,7%) 0,815**
Sim 90 (85,7%) 15 (14,3%)

Invasao da Uretra

Nao 73 (84,9%) 13 (15,1%) 1**
Sim 46 (85,2%) 8 (14,8%)

Recidiva
Nao 117 (84,8%) 21 (15,2%) 1**
Sim 43 (86,0%) 7 (14,0%)

* Teste do chi-quadrado de Pearson
** Teste Exato de Fisher
*** NA = Nao avaliavel

4.3 IMUNOISTOQUIMICA DE HER3

Nos ensaios realizados no TMA, nao foi observada marcacao de
membrana em nenhum dos casos; porém alguma outra positividade para
este marcador foi observada. A marcagéao citoplasmatica ocorreu em 100%
dos casos. Marcacdo nuclear também foi observada em alguns casos,

porém esta nao foi considerada para fins estatisticos (Figura 8).
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Figura 8 - Marcacdo de HER3 em carcinomas penianos. (A): citoplasma e

nucleo positivos. (B): citoplasma positivo e nucleo negativo, aumento original 200x.

4.4 IMUNOISTOQUIMICA DE HER4

Nenhum dos casos apresentou marcagdo de membrana para o
marcador. Porém uma marcacgéao citoplasmatica foi observada em 100% dos
casos. Por esta razdo, este marcador ndo foi avaliado estatisticamente.

A Figura 9 representa o padrdo de marcagao citoplasmatica e a

auséncia de marcagao de membrana.

Figura 9 - Marcagao citoplasmatica de HER .4 em tumores peninbs.

Aumento original 200x.
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4.5 AVALIAGAO DO ENVOLVIMENTO LINFONODAL

Os dados clinico-patologicos foram associados a metastase linfonodal
(Tabela 9). Houve correlagao significativa entre a variavel e o estadiamento

N (p=0,009), invasao perineural (p=0,001) e invaséo vascular (p=0,034).

Tabela 9 - Associagcdo dos dados epidemioldgicos, clinicos e patoldgicos
com metastase linfonodal.

Caracteristicas LINFONODO LINFONODO
NEGATIVO POSITIVO

Idade
Menor ou igual a 60 anos 18 (35,3%) 33 (64,7%) 0,787**
Maior de 60 anos 8 (40,0%) 12 (60,0%)

Raca
Branco 22 (40,0%) 33 (60,0%) 0,380**
N&o branco 4 (25,0%) 12 (75,0%)

Antecedentes Venéreos
Sim 7 (50,0%) 7 (50,0%) 0,174*
N&o 9 (29,0%) 22 (71,0%)

Infecgdo por HPV
Sim 17 (47,2%) 19 (52,8%) 0,162*
Nao 2 (18,2%) 9 (81,8%)

Estadio T
T1 3 (75,0%) 1 (25,0%) 0,1701*
T2, T3e T4 23 (34,3%) 44 (65,7%)

Estadio N
NO 13 (65,0%) 7 (35,0%) 0,005**
N1 — N2 13 (26,0%) 37 (74,0%)

Grau Histolégico
Baixo 7 (85,5%) 1(12,5%) 0,002*
Médio e Alto 19 (30,2%) 44 (69,8%)

Invasdo Vascular
Sim 4 (17,4%) 19 (82,6%) 0,034**
Nao 22 (45,8%) 26 (54,2%)
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Cont/Tabela 9

LINFONODO LINFONODO
NEGATIVO POSITIVO

Caracteristicas

Invasao Perineural

Sim 6 (16,7%)

Nao

20 (57,1%)

30 (83,3%) 0,001**

15 (42,9%)

Infiltragdo do Corpo Esponjoso

Sim 23 (39,0%) 36 (61,0%) 0,577
Nao 1(25,0%) 3 (75,0%)
Infiltragdo do Corpo Cavernoso
Sim 15 (31,3%) 33 (68,8%) 0,255*
N&o 8 (47,1%) 9 (562,9%)
Infiltragdo da Uretra
Sim 7 (26,9%) 19 (73,1%) 0,267**
Nao 13 (43,3%) 17 (56,7%)
Bordas
Regulares 5 (35,7%) 9 (64,3%) 0,923*
Irregulares 20 (36,4%) 35 (63,6%)
Postectomia
Relacionada ao cancer 4 (50,0%) 4 (50,0%) 0,553*
N&o relacionada ao cancer 1 (20,0%) 4 (80,0%)
Nao realizada 15(37,5%) 25(62,5%)

* Teste do chi-quadrado de Pearson
** Teste Exato de Fisher
*** NA = Nao avaliavel

4.5.1 EGFR e Envolvimento Linfonodal

O grupo EGFRI apresentou uma associagdo com risco de metastases
nos linfonodos (p=0,045). Os dados estdo apresentados na Tabela 10. Nas
demais formas de agrupamentos (EGFRII e EGFRIIl), ndo foi observada

associagao significativa (p=0,122 e p=0,212, respectivamente).
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Tabela 10 - Associacao da positividade de EGFRI com metastase linfonodal.

Marcador LN NEGATIVO LN POSITIVO P
EGFR
Negativo (0 ou 1+) 1(9,1%) 10 (90,9%) 0,045*
Positivo (2+ ou 3+) 24 (40,7%) 35 (59,3%)

* Teste do chi-quadrado de Pearson

4.5.2 HER2 e Envolvimento Linfonodal
Nao houve associagao entre a marcacgao citoplasmatica de HER2 e o

risco de metastases linfonodais (Tabela 11).

Tabela 11 - Associacao da positividade de HER2 com metastase linfonodal.

Marcador ‘ LN NEGATIVO LN POSITIVO P
HER2
Negativo 20 (34,5%) 38 (65,5%) 0,430*
Positivo 6 (46,2%) 7 (53,8%)

* Teste do chi-quadrado de Pearson

4.5.3 Analise Multivariada
As variaveis que atingiram significancia estatistica na analise
univariada e aquelas que atingiram valores de p até 0,20 estdo listadas na

Tabela 12.
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Tabela 12 - Variaveis por ordem de entrada na analise multivariada.

Variavel P

Invasao Perineural 0,001
Grau Histologico 0,002
Estadio N 0,005
Invasao Vascular e Linféatica 0,034
EGFRI 0,045
Estadio T 0,101
Infec¢ao por HPV 0,162
Antecedentes Venéreos 0,174

No modelo multivariado com as varidaveis selecionadas, a invasao
perineural (RR=6,477; IC 95% [2,0-20,8]), e estadiamento N (RR=4,623; IC
95% [1,3-15,7]) foram fatores independentes de risco para

comprometimento metastatico dos linfonodos (Tabela 13).

Tabela 13 - Variaveis independentes relacionadas com a presenca de
metastase linfonodal em pacientes portadores de carcinoma de pénis.

Variaveis RR IC 95% p
Invasédo Perineural

Nao 1 Ref.

Sim 6,477 2,0-20,8 0,002
Estadiamento N

NO 1 Ref.

N1 - N2 4,623 1,3-15,7 0,014




50

4.6 AVALIAGAO DA SOBREVIDA

4.6.1 Sobrevida Cancer especifica

A sobrevida livre de doenga da populagao estudada foi 81,9% (Figura

10).
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SEGUIMENTO (MESES)
Figura 10 - Curva de sobrevida cancer especifica para pacientes portadores

de carcinoma peniano, nao estratificada por nenhuma das variaveis
estudadas.

A. Andlise Univariada

Em relacdo a sobrevida cancer especifica, mostraram associacido as
variaveis estadiamento N (p<0,001), invasédo perineural (p<0,001), recidiva
(p<0,001), grau histolégico (p=0,001), linfonodos positivos no exame

patolégico (p=0,027) e estadiamento T (p=0,040) (Tabela 14).
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Tabela 14 - Associacao dos dados epidemiologicos, clinicos e patoldgicos
com sobrevida cancer especifica em 05 anos.

Caracteristicas N Sobrevida cancer
especifica em 5 anos (%)

Idade

Menor ou igual a 60 anos 115 80,2

Maior de 60 anos 73 88,9 0,156*
Raca

Branco 142 84,0

Nao branco 46 83,2 0,327
Antecedentes Venéreos

Nao 74 85,7

Sim 40 93,8 0,101*
Infecgao por HPV

Nao 13 83,2

Sim 48 82,2 0,022*
Estadio T

T1 19 100

T2, T3e T4 169 81,7 0,040*
Estadio N

NO 105 91,5

N1 —N2 81 73,5 0,001*
Grau Histolégico

Baixo 46 97,8

Médio e Alto 141 78,3 0,001*
Invasao Vascular

Nao 141 86,7

Sim 42 73,1 0,105*
Invasao Perineural

Nao 134 89,5

Sim 49 65,6 <0,001*
Infiltragdo do Corpo Esponjoso

Nao 16 93,3

Sim 147 84,7 0,273
Infiltragdo do Corpo Cavernoso

Nao 54 84,1

Sim 105 82,1 0,626
Infiltragédo da Uretra

Nao 86 83,2

Sim 54 76,5 0,733
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Cont/ Tabela 14

Caracteristicas Sobrevida cancer especifica

em 5 anos (%)
Linfonodos Positivos

Nao 26 85,5

Sim 45 58,5 0,027*
Recidiva

Nao 138 96,2

Sim 50 37,1 <0,001*
EGFRII

Negativo 31 85,8

Borderline 61 87,7

Positivo 91 79,1 0,356
EGFRI

Negativo 31 85,8

Positivo 152 82,8 0,897
EGFRIII

Negativo 92 87,0

Positivo 91 79,1 0,175
HER2 citoplasmatico

Negativo 28 85,0

Positivo 160 77,4 0,284

*Variaveis selecionadas para regressao logistica

B. Analise Multivariada
Foram selecionadas para a analise multivariada todas as variaveis
que atingiram valores de p até 0,20 na analise univariada para a sobrevida

livre de doencga (Tabela 15).
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Tabela 15 - Variaveis por ordem de entrada na analise multivariada.

Recidiva* <0,001
Invaséao Perineural <0,001
Estadio N 0,001
Grau Histologico 0,001
Linfonodos Positivos 0,027
Antecedentes Venéreos 0,101
Invasao Vascular Linfatica 0,105
Idade 0,156
EGFRIII 0,175

No modelo multivariado com as variaveis selecionadas, o
estadiamento N (RR=2,3; IC 95% [(1,0-5,1]) e a recidiva tumoral (RR=16,1;
IC 95% [(6,6-38,8]) foram fatores independentes de risco para o6bito por

cancer (Tabela 16).

Tabela 16 - Risco de o&bito por cancer em pacientes portadores de
carcinoma peniano.

VARIAVEIS RR IC 95% P
Estadiamento N

NO 1 Ref.

N1 —N2 2,338 1,0-5,1 0,033
Recidiva

Nao 1 Ref.

Sim 16,099 6,6-38,8 <0,001

Se a variavel recidiva ndo entrar na analise, o estadiamento N
(RR=3,2; IC 95% [(1,6-6,9)] e o grau histologico (RR=11,5; IC 95% [(1,5—
85,0)] foram fatores independentes de risco para ébito por cancer (Tabela

17).
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Tabela 17 - Risco de O&bito por cancer em pacientes portadores de
carcinoma peniano.

VARIAVEIS RR IC 95% P
Estadiamento N

NO 1 Ref.

N1 - N2 3,246 1,5-6,9 0,003
Grau Histolégico

Baixo 1 Ref.

Médio e Alto 11,554 1,5-85,0 0,016

4.6.2 Sobrevida Global

A sobrevida global da populacao estudada foi 74,3% (Figura 11).

1,07
) \N,\m;

0,67

Cum Survival

0,47

0,27

0,0

T T T T
0 12 24 36 48 60

SEGUIMENTO (MESES)
Figura 11 - Curva de sobrevida global para pacientes portadores de

carcinoma peniano, ndo estratificada por nenhuma das variaveis estudadas.

A. Analise Univariada

Em relagcdo a sobrevida global, mostraram associagdo as variaveis
recidiva (p<0,001), invaséo perineural (p<0,001), estadiamento N (p<0,001),
idade (p=0,001), HERZ2 citoplasmatico (p=0,007), invas&o vascular e linfatica
(p=0,013), grau histolégico (p=0,023) e estadiamento T (p=0,036) (Tabela

18).



55

Tabela 18 - Associagcao dos dados epidemioldgicos, clinicos e patoldgicos
com sobrevida global em 05 e 10 anos.

SOBREVIDA GLOBAL

Caracteristicas ‘ 5 anos (%) 10 anos (%)
Idade

Menor ou igual a 60 anos 115 78,2 68,7

Maior de 60 anos 73 70,2 44,9 0,001
Raca

Branco 142 74,2 56,1

Nao branco 46 74,5 63,2 0,223
Antecedentes Venéreos

Nao 74 771 66,7

Sim 40 80,3 53,8 0,640
Infecgdo por HPV

Nao 13 80,8 53,8

Sim 48 71,0 471 0,021
Estadio T

T1 19 100 88,9

T2, T3e T4 169 71,2 54,3 0,036
Estadio N

NO 105 81,8 67,6

N1 — N2 81 64,0 42,5 0,001
Grau Histolégico

Baixo 46 90 80,6

Médio e Alto 141 68,4 48,5 0,023
Invasao Vascular

Néo 141 79,0 60,3

Sim 42 53,2 42,6 0,013
Invasao Perineural

Nao 134 79,4 62,1

Sim 49 57,0 39,7 <0,001
Infiltragdo do Corpo Esponjoso

Nao 16 93,3 93,3

Sim 147 76,1 55,9 0,056
Infiltragdo do Corpo Cavernoso

Nao 54 80,2 69,2

Sim 105 70,6 49,1 0,300
Infiltragdo da Uretra

Néo 86 76,6 64,5

Sim 54 68,3 49,8 0,783
Linfonodos Positivos

Nao 26 76,5 41,8

Sim 45 50,4 34,6 0,056
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SOBREVIDA GLOBAL

Caracteristicas N 5 anos (%) 10 anos (%) P
Recidiva

Nao 138 85,7 67,1

Sim 50 32,5 23,2 <0,001
EGFRII

Negativo 31 76,7 66,5

Borderline 61 78,4 57,5

Positivo 91 68,7 51,5 0,339
EGFRI

Negativo 31 76,7 66,5

Positivo 152 73,0 54,2 0,578
EGFRIII

Negativo 92 77,7 60,3

Positivo 91 68,7 51,5 0,175
HER2 citoplasmatico

Negativo 28 77,0 63,0

Positivo 160 59,4 22,3 0,007

A Figura 12 mostra o grafico Kaplan-Meier demonstrando a relagao

entre HER2 citoplasmatico e sobrevida global.
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Figura 12 - Curva de sobrevida global para o marcador
citoplasmatico.

HER2
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B. Analise Multivariada

Foram selecionadas para a analise multivariada todas as variaveis
que atingiram valores de p até 0,20 na analise univariada para a sobrevida

livre de doencga (Tabela 19).

Tabela 19 - Variaveis por ordem de entrada na analise multivariada.

Variavel P

Recidiva <0,001
Invaséao Perineural <0,001
Estadio N 0,001
Idade 0,001
HERZ2 citoplasmatico 0,007
Invasao Vascular 0,013
Infeccao por HPV 0,021
Grau Histologico 0,023
Estadio T 0,036
Linfonodos Positivos 0,056

Infiltragdo do Corpo Esponjoso 0,056
Postectomia 0,060
EGFRIII 0,175

No modelo multivariado com as variaveis selecionadas, a recidiva
(RR=4,455; IC 95% [2,7-7,2]), idade (RR=1,718; IC 95% [1,7—4,3]), estadio
N (RR=1,988; IC 95% [1,3-3,1]) e HERZ citoplasmatico (RR=2,966; IC 95%

[1,6-5,2]) foram fatores independentes para o risco de 6bito (Tabela 20).
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Tabela 20 - Risco de 6bito em pacientes portadores de carcinoma peniano.

Variaveis
Recidiva
Nao
Sim
Idade
Menor ou igual a 60 anos
Maior de 60 anos
Estadiamento N
NO
N1 - N2
HER2 citoplasmatico
Negativo
Positivo

RR

4,455

1,718

1,988

2,966

IC 95%

Ref.
2,7-7,2

Ref.
1,7-4,3

Ref.
1,2-3,1

Ref.
1,6-5,2

P

<0,001

<0,001

0,003

<0,001




Discussao
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5 DISCUSSAO

Apesar de raro em regides desenvolvidas, o cancer de pénis
representa um sério problema para paises em desenvolvimento como o
Brasil, sendo inclusive mais incidente que tumores de préstata e bexiga em
algumas regides (FAVORITO et al. 2008). Por esta razido, € essencial o
empenho desses paises na identificacdo de fatores de risco e prognésticos
para a neoplasia. Poucos trabalhos se propuseram a avaliar os aspectos
moleculares do carcinoma peniano, € nenhum deles obteve uma resposta
definitiva para questdes sobre a biologia e comportamento tumoral ou
prognostico dos pacientes (MUNNER et al. 2009).

As proteinas pertencentes a familia ErbB sao receptores de fator de
crescimento que, ancoradas a membrana plasmatica, permitem que a célula
reconhega sinais soluveis e responda a eles. Recentemente, estudos vém
identificando estas proteinas também no citoplasma e nucleo celular, onde
podem funcionar ativando vias intracelulares ou modulando a expressao
génica, estimulando o crescimento e proliferagao (LIN et al. 2001, WELLS e
MARTI 2002). A expressao destas proteinas esta alterada em diversos tipos
de neoplasias e é quase sempre associada a um pior prognostico e maior
agressividade tumoral. Por estas razdes, a expressao destas proteinas foi
avaliada no presente estudo.

Nos primeiros ensaios em tissue microarrays (TMAs), apenas um

caso (0,28%) apresentou com positividade em membrana para o marcador
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HER2 através do Herceptest® e, apesar de HER2 ser comumente mais
expresso em adecarcinomas do que em carcinomas epidermoides (AZIZ et
al. 2001), estes resultados preliminares levantaram duvidas quanto a
representatividade das amostras no TMA.

Os TMAs representam uma ferramenta importante e ja bastante
utilizada na pesquisa, principalmente, por apresentar grandes vantagens
como a uniformizagao das reacodes, pois todos os cortes estdo numa mesma
lamina; economia de reagentes e, consequentemente, reducéo de custos; e,
ainda, uma vantagem ética pela preservagdo do material biolégico do
paciente, ja que a técnica requer quantidades significativamente menores de
amostras quando comparadas com cortes convencionais (ANDRADE et al.
2007). Foram, entado, selecionados os casos com maior disponibilidade de
material incluido em parafina para serem submetidos ao ensaio para
avaliacdo de HER2 em laminas convencionais. O Unico caso de membrana
positiva ndo se encaixava neste critério e nao foi incluido na estatistica do
estudo.

Confirmando-se os achados prévios no TMA, apesar das diversas
tentativas de padronizacéo e otimizacao das reag¢des, nenhum outro caso de
carcinoma peniano apresentou positividade para HER2 em membrana. Isto
demonstra que os resultados obtidos pelo uso deste instrumento na rotina de
screening e pesquisa sao altamente precisos e confiaveis.

Segundo critérios ASCO/CAP, HER2 deve ser avaliado quanto a
marcagcao de membrana, sendo desconsiderada qualquer marcagao

citoplasmatica (BILOUS et al. 2003), apesar de alguns estudos terem
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demonstrado associagao entre este tipo de marcagao e um pior progndstico
(MOLINA et al. 2002).

No presente estudo, foi observada uma marcacdo citoplasmatica
bastante clara do receptor HER2 em 14,9% das amostras. A marcagao €
forte, especifica em células tumorais e ausente em células normais, nao
sendo artefato técnico ou marcacao inespecifica, e foi avaliada
estatisticamente. Dentre as variaveis clinicas e patoldgicas consideradas,
este padrdao de marcagao apresentou associagao altamente significativa com
grau histolégico (p<0,001), sendo que todas as amostras de baixo grau
apresentaram marcagao negativa.

Tumores de baixo grau ja foram associados com menor risco de
desenvolvimento de metastase linfonodal (SLATON et al. 2001;
VELAZQUEZ et al. 2009) e sao, portanto, considerados como melhor
prognéstico. A marcagao citoplasmatica de HER2 associada a casos de alto
grau seria um indicativo de que estes seriam tumores mais agressivos.
Reforcando esta idéia, foi observada também uma associagao
estatisticamente marginal entre a marcagdo e maior invasdo do corpo
esponjoso (p=0,08).

Ainda corroborando com a idéia de agressividade, a marcagao
mostrou associagdo estatisticamente significativa com sobrevida global
(p=0,007), associacdo esta que se manteve na andlise multivariada,
mostrando um risco quase 3 vezes maior de O6bito em pacientes HER2

positivos (p<0,001). No presente estudo, portanto, a marcagao de HER2 em
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citoplasma foi um fator de risco independente para 6bito. Outros fatores de
risco independentes para obito foram recidiva, idade e estadiamento N.

Na literatura, ndo ha relatos sobre a expressdao de HER2 em tumores
penianos seja expressao na membrana ou no citoplasma.

Em tumores de mama, entretanto, além da importdncia da
positividade em membrana, que ja € muito bem estabelecida na literatura, a
presenca de fragmentos citoplasmaticos de HER2 ja foi associada a maior
risco de metastase linfonodal, sugerindo um possivel papel na avaliagao de
prognoéstico (MOLINA et al. 2002).

Em estudo com cultura de células CHO, linhagem frequentemente
usada para estudos de transfeccdo e expressao proteica, ANIDO et al.
(2006) identificaram que fragmentos da por¢céao C-terminal (FCTs) da
proteina HER2 encontrados no citoplasma e eventualmente no nucleo sao
capazes de promover e induzir a carcinogénese. Analisando o perfil
eletroforético dos FCTs, os autores perceberam dois padrdes de migragao;
um de maior peso molecular, que provavelmente contém também a porgao
transmembrana, e um de menor peso, contendo apenas a porgcao
citoplasmatica soluvel. Como é a porgao citoplasmatica que possui atividade
tirosina-cinase, os autores sugerem que estes fragmentos sejam capazes de
fosforilar proteinas citoplasmaticas e ativar vias de proliferacdo como PI3k e
Akt/MAPK (ANIDO et al. 2006). Mesmo fragmentadas, FCTs de HER2
apresentam atividade cinase e podem ser ativadas. Sua participagdo no
desenvolvimento de tumores ja foi demonstrada, podendo estar envolvida

ainda na resisténcia ao tratamento com Herceptin® (ANIDO et al. 2006).
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No presente estudo, o anticorpo utilizado nos ensaios
imunoistoquimico foi o clone CB11 (Leica®), que reconhece um epitopo
localizado proximo a regido carboxiterminal da proteina, regido que fica
soluvel no citoplasma. Ensaios posteriores utilizando anticorpos que néo
reconhecam especificamente a porcdo citoplasmatica de HER2 sao
necessarios para confirmar se € apenas esta porcdo do receptor que esta
presente nestes tumores. Ainda, analisar o perfil de expressao de MMPs e
outras enzimas proteoliticas pode justificar a presengca de FCTs no
citoplasma e ndao na membrana celular, caso estes sejam gerados por
clivagem proteolitica. Caso os FCTs sejam gerados por alteragdo do inicio
da transcricdo, ensaios de Nothern Blot mostrariam a variedade de mRNAs
sendo gerados a partir do gene HERZ2.

Através de ensaios de Western Blot ou ELISA, analisando
separadamente as proteinas hidrofilicas (soluveis no citoplasma) e
hidrofébicas (aderidas a membrana), seria possivel detectar-se a presenca
do receptor em cada fragdo. Através da comparagao do padrao de migragao
das bandas geradas por eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante
(SDS-PAGE) e confirmadas por Western Blot, seria possivel ainda verificar-
se a diferenca de peso molecular, se existente, entre as proteinas
citoplasmaticas e de membrana.

Os resultados de imunoistoquimica com outros anticorpos, aliados as
anadlises de Western Blot e SDS-PAGE, podem esclarecer se ha no

citoplasma apenas FCTs ou o receptor HER2 em sua forma integral.
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Contudo, os resultados aqui apresentados reforgam a importancia de
se considerar a marcacado citoplasmatica de HER2 na avaliagcdo do
prognéstico de paciente e ainda nos critérios de selecdo de pacientes para
terapia alvo baseada em inibidores tirosina-cinase, uma vez que, mesmo
estando o receptor fragmentado, seu dominio catalitico parece estar
funcional e participar ativamente na proliferacdo e crescimento do tumor.

Quanto a expressao de EGFR, a avaliagao também foi feita em cortes
convencionais. Neste caso, a expressao deste marcador especificamente é
bastante heterogénea dentro de um mesmo tumor, sendo uma expressao
forte em células basais e, a medida que ocorre a diferenciagao tumoral, o
marcador vai perdendo a expressao. De forma geral, as regides escolhidas
para serem amostradas no TMA sao exatamente aquelas onde ha maior
diferenciagao, e, no caso da avaliacdo de EGFR, isto representaria um viés
de selecdo. Seria necessario entdo que fossem selecionadas as areas do
fronte de invasao tumoral, e isto permitiria analise confiavel das marcacgdes
observadas.

A analise pela técnica de imunoistoquimica, porém, €& bastante
subjetiva. Para o marcador EGFR, por exemplo, os autores utilizam
diferentes critérios para classificar casos positivos e negativos. A falta de
padronizacdo de categorias intermediarias, que utilizam escores de
marcagao, pode comprometer a comparacao entre resultados de estudos
diferentes. Neste trabalho, foi escolhido analisar-se a marcacdo EGFR
utilizando a padronizacao existente para HER2 de acordo com os critérios da

ASCO/CAP. Entretanto, esta ndo é uma escolha universal.
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A maioria dos casos neste estudo (49,7%) foi verdadeiramente
positiva (3+) para EGFR. Casos borderline representaram 33,3% da amostra
enquanto os casos negativos contaram 17%. Ao se associarem casos 2+ e
3+, observa-se positividade em 83% da amostra. Considerando-se qualquer
marcagao como positiva (isto €, considerando-se casos 1+, 2+ ou 3+ como
positivos), a taxa de positividade seria de 95%.

Dois estudos na literatura reportaram a expressao de EGFR em
carcinoma peniano. Os autores consideraram positivos 0s casos com
marcagao 1+, 2+ ou 3+ e observaram positividade em 90%-100% dos 45 e
17 casos avaliados, respectivamente (BORGERMANN et al. 2009, LAVENS
et al. 2010). Em outros tumores epidermdides, a expressao de EGFR é
frequente, especialmente em células escamosas de canal anal (100%),
cabega e pescoco (72-100%), colo de utero (90%), rins (50-90%), es6fago
(43-89%), células ndo pequenas de pulmao (62%) e prostata (40-80%)
(HIRSCH et al. 2003; HARARI et al. 2004; LE et al. 2005; RYOTT et al.
2009). Até o presente momento, porém, apesar da alta taxa de expressao
deste marcador nos diversos tipos tumorais, ha relatos de forte associacao
entre a marcagao e menor sobrevida apenas em tumores de cabeca e
pescoco, colo uterino e eséfago (NICHOLSON et al. 2001).

Dentre todas as variaveis clinicas e patoldgicas avaliadas no presente
estudo, tumores positivos (casos 2+ e 3+) apresentaram associagao inversa
significativa com metastase linfonodal (p=0,045); isto é, a maioria dos casos
com linfonodos negativos foram positivos para a marcagdo de EGFR. Neste

caso, ao contrario do que seria esperado baseado em relatos da literatura,
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os tumores EGFR positivos apresentariam um efeito protetor para o
desenvolvimento de metastases linfonodais. Porém apenas um caso
linfonodo negativo foi negativo para a marcagao. E ainda, apenas 11 casos
negativos para EGFR foram submetidos a linfadenectomia e avaliados
patologicamente.

Porém, ao considerar-se individualmente apenas a categoria 3+
como verdadeiramente positiva, foi observada uma relagdo entre a
marcacgao de EGFR e recidiva tumoral (p=0,031).

Na literatura, ndo foram reportadas associagdes significativas entre a
expressdo de EGFR e caracteristicas clinicas e patoldégicas no carcinoma
peniano (BORGERMANN et al. 2009, LAVENS et al. 2010).

O status génico de EGFR, avaliado através do método de hibridagao
in situ fluorescente (FISH), pode representar uma ferramenta importante no
prosseguimento do presente estudo, pois, se amplificado, pode justificar a
alta taxa de expressao deste marcador na presente casuistica. Caso o gene
nao esteja amplificado, a superexpressdo deve-se possivelmente a
alteracbes no processamento do mMRNA ou tradugdo proteica, sendo
necessarios, neste caso, ensaios de real time PCR para avaliar perfil de
expressao génica.

EGFR é um importante alvo terapéutico em diversos tumores. As
duas principais abordagens de tratamento sdo a terapia baseada em
anticorpos, que consiste no uso de anticorpos monoclonais que reconhecem
epitopos da regido extracelular do receptor. O complexo formado é

internalizado, degradado e a via do EGFR ¢ inibida, podendo ainda ocorrer
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ativacao de resposta imune; e a terapia baseada em inibidores, que se ligam
a porcao intracelular do receptor e bloqueiam sua atividade tirosina-cinase
(HARARI et al. 2004). As principais ferramentas para selegdo de pacientes
para terapia baseada em inibidores sao analise de amplificagdo génica
através de FISH e analise de mutagdes génicas que geram um ganho de
funcdo. Pacientes que possuem mutagao mostraram melhores respostas em
estudos com diversos tipos tumorais, porém o endpoint do tratamento deve
ser considerado. Em pacientes com doenca metastatica, por exemplo, onde
a cura nao € mais alcancavel, o aumento da sobrevida deve ser considerado
como endpoint de resposta. Neste caso, a imunoistoquimica € um bom
instrumento na selecdo de pacientes (CAPPUZZO 2008). Em tumores de
células escamosas de cabeca e pescoco, a superexpressao proteica e nao a
analise da mutacdo no gene pode ser decisiva na resposta a terapia
(SHEIKH-ALI et al. 2008).

Ndo ha estudos que demonstrem o status génico de EGFR no
carcinoma de pénis.

Na analise de HER4, nao foi observada marcacido de membrana em
nenhum caso; entretanto, houve marcacao citoplasmatica de HER4 em
100% das células, e, por isto, ndo foi possivel realizarem-se as analises
estatisticas. Apesar da alta porcentagem, a marcagao observada foi clara e
nao ocorreu por artefatos técnicos, e, por esta razio, talvez represente um
alvo para terapia. Caso estes receptores estejam formando dimeros com os

demais receptores e ativando cascatas de proliferacdo intracelulares, a
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inibicdo deles representaria uma significativa reducao na sinalizagao, ja que
estdo presentes em 100% da amostra.

A marcacgéao citoplasmatica de HER4 ja foi relatada e elucidada na
literatura. Estudos demonstraram que o mecanismo de clivagem proteolitica
da regido extracelular libera no citosol o seu dominio intracelular soluvel
(4ICD) (NI et al. 2001). Esta fragao pode tanto acumular-se na mitocéndria e
promover apoptose da célula tumoral, confirmando relatos da atividade anti-
tumorigénica de HER4, quanto ser translocada ao nucleo, neste caso
promovendo proliferagdo celular, especialmente em tumores de mama
positivos para receptor de estrogeno (KOUTRAS et al. 2009). No presente
estudo, nenhuma marcacao nuclear foi observada.

Ja a avaliacdo de HER3 no presente trabalho ficou comprometida.
Como é um marcador pouco utilizado na rotina, sua padronizacdo € mais
dificil e, apesar dos varios testes e tentativos, nao foi possivel observar-se
marcagao clara como nos demais. Todos 0s casos apresentaram marcagao
inespecifica do estroma tumoral, comprometendo as analises. Ainda, todos
0s casos apresentaram marcagao citoplasmatica e alguns apresentaram
ainda marcacao nuclear. Porém, pela falta de confiabilidade nas marcacgdes
observadas, estes dados nado foram avaliados estatisticamente.

A superexpressdao de HER3 é geralmente associada a tumores que
superexpressam HER1 ou, na maioria dos casos, HER2, provavelmente
formando heterodimeros com estes membros da familia. A coexpressao de

HER2 e HER3 em carcinomas mamarios € de grande importancia. Varios
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estudos tém apontado o papel deste dimero n&o s6 na carcinogénese como
também na resisténcia a drogas (HSIEH e MOASSER 2007).

Estudos mostraram que este receptor possui uma isoforma soluvel,
p85, que ocorre naturalmente e se liga com alta afinidade a NRGs, inibindo a
ativacdo dos demais receptores por esta via (KOUTRAS et al. 2009).

Quanto a marcagao nuclear, o ligante NRG parece poder translocar
HERS3 ao nucleo gragas a uma alteragcdo no equilibrio de fosforilacédo e
defosforilagdo deste receptor na membrana plasmatica. Este fato explica
esta localizagcdo celular e pode representar um importante alvo para se
superar a resisténcia de terapias baseada em inibidores (OFFTERDINGER
et al. 2002).

Em trabalhos que relatam a expressao dos receptores HER3 e HER4
em algum tipo tumoral, frequentemente, a micrografia da marcagéo tumoral
nao é apresentada (MEMON et al. 2006; STEFFENSEN et al. 2008). Em
trabalhos onde a micrografia aparece, apesar de ser discutida a marcagao
de membrana durante o texto, ela ndo pode ser observada de forma clara
nas micrografias (SASSEN et al. 2008). Isto dificulta comparagdes entre os
estudos.

Como ja foi dito, as metastases nos linfonodos constituem atualmente
o principal fator progndstico na neoplasia peniana. Por causa da dificuldade
da avaliagao desta condicdo durante o exame clinico, & importante a busca
de associagdo desta condicdo com variaveis patolégicas e marcadores
moleculares com o intuito de facilitar a escolha da conduta terapéutica a ser

adotada. Alguns fatores de risco independentes para envolvimento linfonodal
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ja foram descritos; dentre eles, a presenca de embolizagao vascular linfatica
e venosa (LOPES et al. 1996), grau histolégico (FICARRA et al. 2002),
estadiamento N (CAMPOS et al. 2006), padrdao de invasdao tumoral
(GUIMARAES et al. 2006) e invasao perineural (VELAZQUEZ et al. 2008).

Na presente casuistica, a embolizagao vascular no exame patolégico
foi observada em 45 pacientes, representando 63,4% dos 71 submetidos a
linfadenectomia e 23,9% da amostra total. Os tumores de alto grau
representaram 38,5% da amostra, os de grau intermediario representaram
36,9% e os de baixo grau 24,6%. Tumores em estadio NO foram mais
frequentes (55,9%), seguidos por N2 (22,9%) e N1 (20,2%). A invasao
perineural foi observada em 134 casos (73,2%). O padrdo de invasao
tumoral nao foi considerado no presente estudo.

Em acordo com a literatura, as variaveis invasao perineural e estadio
N foram consideradas fatores de risco independentes para metastase
linfonodal (CAMPOS et al. 2006; VELAZQUEZ et al. 2008). No nhomograma
proposto por VELAZQUEZ et al (2008), o risco de metastases linfonodais
para tumores de grau 1 que nao apresentam invasao perineural é de 0%; se,
nos mesmos tumores, for observada a invasao perineural, 0 risco cresce
significativamente para 18%. Sem se considerar cada grau separadamente,
o presente estudo demonstrou que o risco para pacientes com invasao
perineural € 6,44 vezes maior do que para pacientes sem invasao (IC 95%
[2,0-20,8]; p=0,002), reafirmando a importadncia desta variavel no

comportamento tumoral.
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Quanto ao estadiamento, neste trabalho, o risco observado foi 4,62
vezes maior para pacientes em estadios N1 ou N2, quando comparados com
o estadio NO (IC95% [1,3— 15,7]; p= 0,014), semelhante ao ja descrito
anteriormente, de 5,05 (p=0,001) (CAMPOS et al. 2006).

Portanto, este trabalho, além de validar variaveis clinicas e
patolégicas ja associadas a pior progndéstico no carcinoma peniano —
embolizagdo venosa, grau histolégico e estadiamento clinico N (LOPES et
al. 1996, SLATON et al. 2001, GUIMARAES et al. 2006, CAMPOS et al.
2006, VELAZQUEZ et al. 2008) — ainda demonstrou que a familia ErbB pode
representar uma via importante na carcinogénese peniana. Este estudo abre
caminhos para que as vias ativadas por estes receptores sejam investigadas
nesta neoplasia e se tornem até alvo de terapias, além de explicar muito da
biologia destes tumores sobre os quais pouco se sabe do ponto de vista
molecular.

Mais uma vez, é necessario ressaltar-se a importancia da participacao
dos paises com maior incidéncia na busca por fatores moleculares que
elucidem o comportamento dos tumores penianos, a fim de que esta doenca,
tdo menosprezada pelo sistema de saude publica atual, fiqgue mais

esclarecida e, dessa forma, mais facilmente combativel.
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6 CONCLUSOES

No presente estudo, foram observadas algumas associacdes
significativas entre os niveis de expressao das proteinas da familia ErbB
e 0s aspectos clinicos e patolégicos das amostras analisadas de

carcinoma peniano.

1. Houve uma marcacéao citoplasmatica clara e especifica de HER2 que
mostrou correlagao significativa com grau histolégico em analise
univariada, e também com sobrevida global em analises univariada e
multivariada, conferindo um comportamento mais agressivo dos

tumores positivos.

2. A positividade 3+ de EGFR mostrou associagcdo significativa com
recidiva e, contraditoriamente, a positividade 2+ e 3+ demonstrou
associacao inversamente significativa com metastase linfonodal,

indicando, no segundo caso, um efeito protetor da positividade.

3. A expressao de HER4 foi negativa em membrana e positiva em

citoplasma em todos os casos.
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Anexo 1 — Sistema de classificagdo do tumor de pénis — TNM, AJCC, 2010.

T — Tumor Primario
Tx — Tumor primario nao avaliado

TO — Sem evidéncia de tumor

Tis — Carcinoma in situ

Ta — Tumor verrucoso ndo invasivo

T1a — Tumor primario nao avaliado

TO — Sem evidéncia de tumor

Tis — Carcinoma in situ

T1a — Tumor invade tecido conectivo subepitelial sem invasao vascular e é bem
diferenciado (ex.: tumores de grau 3 ou 4)

T1b — Tumor invade tecido conectivo subepitelial com invas&o vascular ou é pouco
diferenciado

T2 — Tumor invade corpo cavernoso ou esponjoso

T3 — Tumor invade uretra ou prostata

T4 — Tumor invade estruturas adjacentes
N — Linofonodos Regionais
* Definicao do Estadiamento Clinico — baseada em palpacao e imagem

cNx — Linfonodos regionais nao avaliados

cNO — Sem linfonodos palpaveis ou visivelmente aumentados

cN1 — Linfonodo inguinal unilateral mével e palpavel

cN2 — Linfonodos inguinais bilaterais ou multiplos moveis e palpaveis

cN3 — Massa nodal inguinal fixa e palpavel ou linfadenopatia pélvica uni ou bilateral

* Definicao do Estadiamento Patolégico

pNx — Linfonodos regionais nao avaliados

pNO — Sem metastase nos linfonodos

pN1 — Metastase em um unico linfonodo inguinal

pN2 — Metastase em linfonodos inguinais bilaterais ou multiplos

pN3 — Extens&o extranodal de metastases linfonodais ou de linfonodos pélvicos uni
ou bilaterais

M — Metastases a Distancia
MO — Sem metastase a distancia

M1 — Com metastase a distancia




Anexo 2 — Associacdo de padrdes de expressdao de EGFR a variaveis

epidemioldgicas, clinicas e patoldgicas.

Tabela 1 - EGFRI: Expressédo de EGFR agrupada em negativo (1+ e 0) e
positivo (2+ e 3+), e sua associacdao com variaveis epidemioldgicas, clinicas
e patologicas.

EGFR
NEGATIVO

POSITIVO

Caracteristicas

Idade

Menor ou igual a 60 anos 18 (16,1%) 94 (83,9%) 0,691**
Maior de 60 anos 13 (18,3%) 58 (81,7%)

Racga
Branco 24 (17,5%) 113 (82,5%) 0,823**
N&o branco 7 (15,2%) 39 (84,8%)

Antecedentes Venéreos
Néo 10 (13,9%) 62 (86,1%) 0,590**
Sim 7 (17,9%) 32 (82,1%)

Infecgao por HPV
Néo 1(8,3%) 11 (91,7%) 0,386*
Sim 9 (18,8%) 39 (81,3%)

Estadio T
T1 3 (16,7%) 15 (83,3%) 0,971*
T2, T3e T4 28 (17,0%) 137 (83,3%)

Estadio N
NO 21 (20,8%) 80 (79,2%) 0,167**
N1-N2 10 (12,5%) 70 (87,5%)

Grau Histologico
Baixo 6 (14,0%) 37 (86,0%) 0,674***
Intermediario e Alto 25 (18,0%) 114 (82,0%)

Invasao Vascular
Nao 26 (19,0%) 111 (81,0%) 0,359**
Sim 5 (12,2%) 36 (87,8%)

Invasao Perineural
Nao 25 (19,4%) 104 (80,6%) 0,376™*
Sim 6 (12,2%) 43 (87,8%)

Infiltragdao do Corpo Esponjoso
Nao 2 (14,3%) 12 (85,7%) 0,770*
Sim 25 (17,4%) 119 (82,6%)

Infiltragdo do Corpo Cavernoso
Nao 6 (11,8%) 45 (88,2%) 0,359**
Sim 19 (18,3%) 85 (81,7%)

Infiltragdo da Uretra
Nao 15 (18,1%) 68 (81,9%) 1**
Sim 9 (16,7%) 45 (83,3%)

Recidiva
Nao 25 (18,7%) 109 (81,3%) 0,378
Sim 6 (12,2%) 43 (87,8%)

* Teste do chi-quadrado de Pearson; ** Teste exato de Fisher.



Tabela 2 — EGFRII: Expressao de EGFR agrupada em trés categorias e sua
associagao com variaveis epidemioldgicas, clinicas e patoldgicas pelo teste
do chi-quadrado de Pearson.

EGFR o]

Caracteristicas NEGATIVO BORDERLINE POSITIVO
Idade

Menor ou igual a 60 anos 18 (16,1%) 37 (33,0%) 57 (50,9%) NA***

Maior de 60 anos 13 (18,3%) 24 (33,8%) 34 (47,9%)
Raga

Branco 24 (17,5%) 46 (33,6%) 67 (48,9%) NA***

Nao branco 7 (15,2%) 15 (32,6%) 24 (52,2%)
Antecedentes Venéreos

Nao 10 (13,9%) 21 (29,2%) 41 (56,9%)

Sim 7 (17,9%) 13 (33,3%) 19 (48,7%) NA***
Infecgdo por HPV

Nao 1(8,3%) 3 (25%) 8 (66,7%)

Sim 9 (18,8%) 12 (25,5%) 27 (56,3%) 0,669
Estadio T

T1 3(16,7%) 9 (50,5%) 6 (33,3%) 0,254

T2, T3e T4 28 (17,0%) 52 (31,5%) 85 (51,5%)
Estadio N

NO 21 (20,8%) 33 (32,7%) 47 (46,5%) 0,321

N1-N2 10 (12,5%) 27 (33,8%) 43 (53,8%)
Grau Histologico

Baixo 6 (14,0%) 16 (37,2%) 21 (48,8%) NA***

Intermediario e Alto 25 (18,0%) 44 (31,7%) 70 (50,3%)
Invasao Vascular

Nao 26 (19,0%) 45 (32,8%) 66 (48,2%)

Sim 5(12,2%) 13 (31,7%) 23 (56,1%) NA***
Invasao Perineural

Nao 25 (19,4%) 47 (36,4%) 57 (44,2%)

Sim 6 (12,2%) 11 (22,4%) 32 (65,4%) NA***
Infiltragdao do Corpo Esponjoso

Nao 2 (14,3%) 5 (35,7%) 7 (50,0%)

Sim 25 (17,4%) 45 (31,3%) 74 (51,4%) 0,925
Infiltragdao do Corpo Cavernoso

Nao 6 (11,8%) 17 (33,3%) 28 (54,9%)

Sim 19 (18,3%) 31 (29,8%) 54 (51,9%) NA***
Infiltragao da Uretra

Nao 15 (18,1%) 28 (33,7%) 40 (48,2%)

Sim 9 (16,7%) 15 (27,8%) 30 (55,6%) NA***
Recidiva

Nao 25 (18,7%) 49 (36,6%) 60 (44,8%)

Sim 6 (12,2%) 12 (24,5%) 31 (63,3%) NA***

***NA = Nao avaliavel



