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RESUMO

Guimardes GC. Andlise de fatores prognosticos e da expressao imunoistoquimica
da involucrina, e das proteinas da placa desmossémica: desmogleina,
plakoglobina e desmoplakina através da técnica de “tissue microarray” em
pacientes portadores de carcinoma epidermoide do pénis. Sdo Paulo; 2010. [Tese

de Doutorado-Fundagdao Anténio Prudente].

Introducdo: O tratamento para o cancer invasivo do pénis basea-se no tratamento do
tumor primario, geralmente com amputacdo e na linfadenectomia regional,
tratamentos que apresentam alto indice de morbidade. A presenca de metastase
linfonodal constitui o mais importante fator progndstico identificado e sua avaliagao
por métodos clinicos e laboratoriais sdo falhos. Objetivos: O presente estudo visa
identificar os fatores prognosticos do tumor primario e a importancia das Proteinas
da Placa Desmossomicas: Desmogleina, Plakoglobina e Desmoplakina e da
Involucrina e a relacdo destes com as variaveis clinicas, demograficas e
anatomopatologicas, bem como sua relacdo com sobrevida céncer especifica e
global. Populacdo e Métodos: Foram avaliados 288 pacientes portadores de
carcinoma espinocelular do pénis submetidos a tratamento do tumor primario e a
linfadenectomia radical ou aqueles pacientes com 5 anos de seguimento sem
linfadenectomia. Resultados: A imunorreatividade da Involucrina se correlacionou
com o Grau de diferencia¢do tumoral (p <0,001); a presenca de infiltragdo peri-
neural (p=0,002) e infiltracdo de corpos cavernosos (p=0,021) e a presenca de
coilocitose (p=0,006) e o tipo Histolégico (p=0,043). A imunorreatividade da
Desmoplakina se correlacionou com Antecedentes Venéreos (p=0,,13) e o
Estadiamento Clinico T (p=0,002) e o Tipo Histologico (p=0,070). A
imunorreatividade da Desmogleina ndo se correlacionou apenas a infiltracdo de
corpos cavernosos (p=0,022) e ndo houve correlagio da imunorreatividade da
Plakoglobina com as varidveis clinico-demograficas ou anatomopatologicas. Para o
risco de metastase linfonodal, as varidveis significantes na analise univariada foram:
a Idade (p=0,040); o estadiamento clinico T (p=0,023) e o estadiamento clinico N
(p<0,001), Grau tumoral (p<0,001), permeacdo vascular-linfatica (p<0,001),



infiltracao perineural (p<0,001), infiltracdo de corpo cavernoso (p=0,001), infiltragao
da uretra (p=0,004), o tipo de invasdo (p=0,040), tipo histologico (p=0,003),
imunorreatividade da Involucrina (p=0,001) e a imunorreatividade da Plakoglobina
(p=0,036). Permaneceram como variaveis independentes na analise multivariada
apenas o Grau histologico (RR = 17,219; IC 95% [3,786 — 78,321]), Infiltragdo
perineural (RR = 7,250; IC 95% [3,577 — 14,693]) e estadio clinico N (RR = 7,429;
IC 95% [3,292 — 16,764]). A taxa de sobrevida livre de doenga em 5 anos da
populacdo estudada foi de 83,8%, permanecendo como variaveis independentes na
analise multivariada a metastase linfonodal (RR = 5,65; IC 95% [3,04 — 10,51]),
Grau de diferenciagdo tumoral (RR = 3,39; IC 95% [1,00 — 11,41]) e espessura
tumoral (RR = 2,60; IC 95% [1,10 — 6,16]). A taxa de sobrevida Global em 5 e 10
anos da populacdo estudada foi de 75,3% e 59,2% permanecendo como varidveis
independentes na analise multivariada a Idade (RR = 2,68; IC 95% [1,85 — 3,88]),
metastase linfonodal (RR = 2,58; IC 95% [1,65 — 4,01]), Grau de diferenciacao
tumoral (RR = 1,72; IC 95% [1,11 — 2,66]) e embolizacao perineural (RR = 1,77; IC
95% [1,17 — 2,68]). Conclusdo: A imunorreatividade da Involucrina se
correlacionou com o Grau de diferenciagdo tumoral; a presenca de infiltracdo peri-
neural; infiltracdo de corpos cavernoso; a presengca de coilocitose e o tipo
Histolégico. E esteve relacionada com a presenca de metastase linfonodal e a
sobrevida cancer especifica na andlise univariada. A imunorreatividade da
Desmoplakina se correlacionou com Antecedentes Venéreos e o Estadiamento
Clinico T e o Tipo Histoldgico. Nao houve correlagdao entre a imunorreatividade da
Plakoglobina com as variaveis clinico-demograficas e anatomopatoldgicas. Porém se
correlacionou na andlise univariada com o risco de desenvolver metéstase linfonodal.
A imunorreatividade da Desmogleina se correlacionou apenas com infiltracao de
corpos cavernosos. A analise multivariada para o risco de metastase linfonodal
mostrou o Grau histolégico, a Infiltragdo perineural e estadio clinico N como
variaveis independentes. A analise multivariada para a Sobrevida cancer especifica
mostrou a metastase linfonodal, o Grau de diferenciacdo tumoral e espessura tumoral
como fatores independentes de risco para a sobrevida cancer especifica. A analise
multivariada para a Sobrevida Global mostrou a Idade, a metéstase linfonodal, o
Grau de diferenciag@o tumoral e embolizagdo perineural, como fatores independentes

para risco de 6bito.



SUMMARY

Guimardes GC. [Analysis of prognostic factors and immunohistochemical
expression of involucrin and desmosomal proteins: desmoglein, plakoglobin
desmoplakin and by *'tissue microarray* technique in patients with squamous
cell carcinoma of the penis]. Sdao Paulo; 2010. [Tese de Doutorado-Fundagdo

Antdnio Prudente].

Introduction: The treatment for invasive penile cancer is based on the treatment of
primary tumor, usually with amputation and regional lymphadenectomy, treatments
that have a high morbidity rate. The presence of lymph node metastasis is currently
the strongest prognostic factor but its evaluation is imperfect using clinical and
laboratorial methods. Objective: This study aims to identify prognostic factors for
primary tumors and the importance of desmosomal Proteins: Desmoglein,
Plakoglobina Desmoplakina and Involucrin on the risk of lymph node metastases
and the relation of these indices with clinical, demographical and pathological
variables and survival (cancer specific and overall survival). Population and
methods: We studied 288 patients with squamous cell carcinoma of the penis treated
with resection of the primary tumor and lymphadenectomy or resection of the
primary only and 5 years of follow-up without lymphadenectomy. Results: The
involucrin immunoreactivity correlated with the grade of tumor differentiation (p
<0.001) and the presence of peri-neural infiltration (p = 0.002) and infiltration of the
cavernous bodies (p = 0.021) and koilocytosis (p = 0.006) and Histologic type (p =
0.043). Desmoplakin immunoreactivity correlated with the Venereal disease (p = 0,
13) and the clinical stage T (p = 0.002) and histological type (p = 0.070).
Desmoglein immunoreactivity correlate only to the cavernous bodies infiltration (p =
0.022) and Plakoglobina immunoreactivity do no correlate with clinical and
demographic or pathological variables. Regarding the lymph node metastases risk,
the significant variables in univariate analysis were: Age (p = 0.040), clinical staging
T (p = 0.023) and clinical N stage (p <0.001), tumor grade (p <0.001), lymphatic-

vascular permeation (p <0.001), perineural infiltration (p <0.001), body cavernoso



infiltration (p = 0.001), infiltration of the urethra (p = 0.004), type of invasion (p =
0.040), histological type ( p = 0.003), involucrin immunoreactivity (p = 0.001) and
the immunoreactivity of Plakoglobina (p = 0.036). Remained as independent
variables in multivariate analysis only histological grade (RR = 17.219, 95% CI
[3.786 to 78.321]), perineural infiltration (RR = 7.250, 95% CI [3.577 to 14.693])
and clinical N stage (RR = 7.429 95% CI [3.292 to 16.764]). The rate of disease-free
survival at 5 years for the study population was 83.8%, remaining as independent
variables in the multivariate analysis, lymph node metastasis (RR = 5.65, 95% CI
[3.04 to 10.51]) Grade of tumor differentiation (RR = 3.39, 95% CI [1.00 to 11.41])
and tumor thickness (RR = 2.60, 95% CI [1.10 to 6.16]). The overall survival rate at
5 and 10 years for the study population was 75.3% and 59.2% remaining as
independent variables in the multivariate analysis, age (RR = 2.68, 95% CI [1.85 to
3, 88]), lymph node metastasis (RR = 2.58, 95% CI [1.65 to 4.01]), grade of tumor
differentiation (RR = 1.72, 95% CI [1.11 to 2.66]) and perineural embolization (RR
= 1.77, 95% CI [1.17 to 2.68]). Conclusion: The involucrin immunoreactivity
correlated with grade of tumor differentiation and the presence of peri-neural
infiltration, infiltration of cavernous bodies and the presence of koilocytosis and
histological type. And was associated with lymph node metastasis and cancer
specific survival in univariate analysis. Desmoplakina Immunoreactivity correlated
with Venereal history and the clinical stage T and Histologic Type. There was no
correlation between the immunoreactivity of Plakoglobina with clinical and
demographic variables and pathological data. But correlated in univariate analysis
with the risk of developing lymph node metastasis. Desmoglein immunoreactivity
correlated only with infiltration of the cavernosum corpora. Multivariate analysis for
risk of lymph node metastasis showed the histological grade, perineural infiltration
and clinical stage N as independent variables. Multivariate analysis for cancer
specific survival showed lymph node metastasis, the degree of tumor differentiation
and tumor thickness as independent risk factors for cancer specific survival.
Multivariate analysis for overall survival showed age, lymph node metastasis, the
degree of tumor differentiation and perineural embolization as independent factors

for risk of death.
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1 INTRODUCAO

O carcinoma espinocelular do pénis corresponde por aproximadamente 95%
das neoplasias malignas deste orgdo (SCHELLHAMMER et al. 1992).
Correspondendo entre 0.4 a 0.6% das neoplasias malignas em paises desenvolvidos
(GLOECKLER-RIES et al. 1990) e podendo chegar a mais de 10% em alguns paises
da Africa e da América do Sul.

Os linfonodos regionais sao o sitio preferencial de disseminagao metastatica,
sendo as metastases por via hematogénica raras, ocorrendo entre 1 a 10% (BEGGS e
SPRATT 1964; PURAS et al. 1978). As metastases linfonodais quando nao tratadas
tendem a ulcerar e se fixar ao feixe vasculo-nervoso e a morte destes pacientes
ocorrem em torno de dois anos quando estas ndo sao tratadas (BEGGS e SPRATT
1964; DERRICK et al. 1973) devido a sepsis, hemorragias por ruptura dos grandes
vasos e caquexia.

A presenca de linfonodos palpaveis ao diagnostico pode variar de 20 a 96%,
sendo a linfadenectomia o Unico tratamento eficaz para as metastases linfonodais,
porem esta apresenta alto indice de morbidade (30 a 86%), criando muitas objecdes,
principalmente porque até 50% dos linfonodos clinicamente tumorais nao
apresentam comprometimento ao estudo anatomopatologico (falso positivo). Da
mesma forma 20% dos linfonodos clinicamente ndo suspeitos apresentam
comprometimento microscopico (falso negativo) (CATALONA 1980; SUFRIN e

HUBEN 1987; LOPES et al. 1996a).



Para se evitar ou diminuir a extensdo das linfadenectomias e suas
conseqliéncias, varios procedimentos foram propostos, como a biopsia do linfonodo
sentinela descrita por CABANAS (1977), porém a reprodutibilidade por outros
autores nao foi comprovada (LOPES et al. 1996a).

Posteriormente um método de pesquisa do linfonodo sentinela utilizando-se
linfocintilografia pré-operatoria e o auxilio de um “gama-probe” intra-operatério foi
proposto como um método promissor para diminuir o nimero de linfadenectomia
desnecessarias (HORENBLAS et al. 2000). Entretanto, TANIS et al. (2002),
avaliando 90 pacientes, relataram um indice de falso negativo de 22%, e
sensibilidade para o método de 80%, indices semelhantes a avaliagdo clinica,
levantando duvidas sobre a eficiéncia do mesmo.

Por ser o fator prognostico mais importante e a sua avaliagdo ndo poder ser
feita de forma confidvel por exames de imagem ou clinico o desenvolvimento de
outros meios para se avaliar o risco do comprometimento linfonodal e diminuir o
numero de linfadenectomias, se faz necessario (LOPES 1995; LOPES et al. 1996b).

Com este intuito, varios estudos utilizando fatores clinicos e
anatomopatoldgicos do tumor primdrio e suas possiveis implicagdes no risco de
metastases linfonodais foram desenvolvidos, entretanto sem trazer grandes
contribui¢des aos dados ja disponiveis.

Recentemente muitos estudos tém tentado empregar biomarcadores como
potenciais fatores prognodsticos em diferentes tipos de neoplasias. Entre os
biomarcadores encontram-se os componentes da placa desmossomica (Desmogleina,
Plakoglobina e Desmoplakina) e a Involucrina, dentre outros. E crescente o nimero

de publicagdes utilizando estes marcadores, com enfoque na pesquisa de fatores



prognosticos adicionais em multiplos sitios de neoplasias, como por exemplo: cancer
de prostata (SHIINA et al. 2005); cancer de ovario e mama (ABERLE et al. 1995);
carcinomas de pulmao nao-pequenas células (WINN et al. 2002); cancer de bexiga
(CANES et al. 2005); Cancer de Cabeca e Pescoco e boca (WANG et al. 2007);
neoplasias de colo uterino, e lesdes pré-malignas da cérvice (ALAZAWI et al. 2003);
€ muitos outros.

Desta forma, o estudo de fatores de componentes da placa desmossdmica
(Desmogleina, Plakoglobina e Desmoplakina) e a Involucrina, associados a
parametros clinicos e patolégicos do tumor primario na determina¢do do risco de
metastase linfonodal em pacientes portadores de carcinoma espinocelular do pénis,
poderd ser importante na selecao dos reais candidatos a linfadenectomia e com isto
evitar morbidades desnecessarias associada ao procedimento

Apesar de extensamente estudados estes biomarcadores ndo foram utilizados
na avaliag@o progndstica do carcinoma espinocelular do pénis podendo desempenhar

um papel importante neste tipo de neoplasia.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Apesar de raro em paises desenvolvidos o carcinoma peniano permanece um
problema sério nos paises em desenvolvimento. Nos Estados Unidos e na Europa,
corresponde a menos de 0,4% de todas as doengas malignas nos homens (MOSCONI
et al. 2005; GOODMAN et al. 2007; BARNHOLTZ-SLOAN et al. 2007) e, nos
Estados Unidos, a incidéncia tem diminuido nos ultimos 30 anos (BARNHOLTZ-
SLOAN et al. 2007). As incidéncias de carcinoma de pénis também sao modestas na
China (DAI et al. 2006), bem como no Reino Unido, onde ¢ de 0,6 por 100.000
homens (RITCHIE et al. 2004).

Em contraste, o carcinoma de pénis ¢ relativamente comum na India
(KAMAT et al. 1993), Africa (PERSKY 1997), ¢ América do Sul. A incidéncia
ajustadas por idade nestas regides variam entre 2,3-8,3 por 100.000 homens
(BRUMINI 1982; VELAZQUEZ E CUBILLA 2007). O cancer de pénis
corresponde a aproximadamente a 2,1% dentre as neoplasias malignas no Brasil. A
incidéncia ¢ aumentada nas regides norte-nordeste, aonde sdo piores as condi¢oes
socio-econdmicas (BRUMINI 1982). Dados mais recentes sugerem que em algumas
areas no Brasil, ¢ a doenga maligna mais comum em homens, sendo responsavel por
17% de todas as doencas malignas. A maior incidéncia desta neoplasia é nas regides
de Barshi, Paranda e Bhum, na ndia (3,32 casos / 100000 habitantes) e os menores
indices entre os judeus nascidos em Isracl ¢ EUA (0/100000 e 0,07/100000
respectivamente), o que levanta a possibilidade de que a circuncisdo seja uma

estratégia eficaz de prevencdo deste tumor.



O cancer de pénis tem incidéncia aumentada a partir da sexta década de vida
(GURSEL et al. 1973; DERRICK et al. 1973). Este tumor ¢ infrequente em adultos
abaixo de 30 anos, sendo raramente descrito em criancas (DEAN 1935;
NARASIMHARAO et al. 1985). No Brasil a maior incidéncia esta entre a 4* ¢ 7°
décadas de vida.

Dentre os principais fatores de risco para o cancer de pénis estdo: a presenga
de fimose, mas condicdes de higiene e baixo padrio socio-econdomico
(PAYMASTER e GANGDHARAN 1967; BRINTON et al. 1991). Ja a circuncisao
apresenta fator protetor para o desenvolvimento desta neoplasia. Aspectos religiosos
e culturais bem como a idade de realizagdo da postectomia tém papel fundamental na
incidéncia desta neoplasia (FREW et al. 1967; JOHNSON et al. 1973). Nos judeus
postectomizados logo apds o nascimento a incidéncia parece ser nula. Na india, entre
os mulgumanos que sdo operados entre os 3 ¢ 12 anos de idade a incidéncia ¢ em
torno de 0,15%, enquanto, nos hindus ndo operados a incidéncia chega a 3,1%
(LICKLIDER 1961; PAYMASTER e GANGADHARAN 1967; LOPES et al. 1993).

Apesar de a circuncisdo ser importante na prevengdo, populagdes com
melhores niveis socioecondmicos e culturais onde higiene adequada ¢ realizada,
apresentam baixos indices desta neoplasia. Na Dinamarca com taxa de postectomia
de apenas 1,6%, a incidéncia do carcinoma de pénis caiu de 1,15/100.000 homens
para 0,82/100.000 homens. Sendo este fato atribuido a melhora da higiene, ja que
neste pais houve aumento de 35% em 1940 para 90% em 1990 de habitagcdes com
acesso a agua encanada (FRISCH et al. 1995).

Recentemente tem-se relacionado a infeccdo pelo HPV, o numero de

parceiros sexuais € a exposi¢do ao tabaco com maior risco de desenvolvimento do



carcinoma de pénis (HELLBERG et al. 1987; BRINTON et al. 1991; ROSEMBERG
et al. 1991). A relacdo causal entre o cigarro e cancer de pénis ndo esta bem
estabelecida, apesar de alguns trabalhos evidenciarem risco aumentado entre os
fumantes (HELLBERG et al. 1987; HARISH e RAVI 1995).

O HPV afeta o epitélio escamoso da genitalia masculina da mesma forma que
a feminina, incluindo a formagdo de condilomas e a transformagdo neoplasica
(SARKAR et al. 1992). O HPV 6 e 11 esta mais comumente associado a verrugas
genitais, podendo ser encontrado no carcinoma verrucoso. Enquanto que os tipos 16,
18, 31 e 33 sdo associados com carcinoma "in situ" e invasivo (WIENER e
WALTHER 1995). O HPV 16 ¢ o mais freqiientemente detectado na lesdo primaria e
ja foi descrito nas lesdes metastaticas (VARMA et al. 1991; IWASAWA et al. 1993).

O numero de parceiros sexuais foi descrito como fator de risco para o cancer
de pénis, devido a maior incidéncia de infec¢ao pelo HPV nestes homens (MADEN
et al. 1993). Apesar da alta taxa de infec¢do pelo HPV no cancer peniano a sua
presenga varia de 31 a 63% dos casos (WIENER et al. 1992), indicando que fatores
adicionais devem estar envolvidos.

A prevaléncia de HPV-DNA em parceiros sexuais de mulheres infectadas
pelo HPV gira em torno de 70% dos casos (NICOLAU et al. 2005). A associagao
entre cancer de pénis e HPV ¢ bastante varidvel na literatura variando de 10 a 80%
(SCHEINER et al. 2008) Tal disparidade pode ser explicada pelos diferentes
métodos utilizados para pesquisa do HPV (PCR, hibridagdo in situ, Southern
blotting).

Um estudo recente, revisando dados de mais de 1.200 casos de cancer de

pénis e HPV-DNA, com distribui¢do similar dos casos na Europa, América do Norte,



Asia e América do Sul, observou uma prevaléncia do HPV de 47,9%, variando de
22,4% nos carcinomas verrucosos até 66,3% nos subtipos basaldides e Warty. O
HPV 16 foi o mais prevalente (30,8%) seguido pelo HPV 6 (6,7%) e HPV 18 (6,6%)
(BACKES et al. 2009). A presenga do HPV, no entanto, parece ndo influenciar o
prognoéstico do carcinoma de pénis, embora esse achado ainda seja controverso
(LONT et al. 2006; SCHEINER et al. 2008).

Nao parece haver distingdo entre a raca negra e branca, quando se compara
nivel social semelhante (VATANASAPT et al. 1995).

O cancer de pénis geralmente inicia-se como uma lesdo em glande, que
quando ndo tratada estende-se para o prepucio € o corpo, invadindo corpos
cavernosos, esponjosos ¢ uretra chegando a auto-amputacdo. As metastases
linfonodais para regido inguinal e iliaca sdo via de disseminacdo precoce no
carcinoma peniano (NARAYAMA et al. 1982; PERSKY e DIKERNION 1986;
LOPES et al. 1994). As metastases por via hematogénica sao infrequentes ocorrendo
entre 1 a 10% (BEGGS ¢ SPRATT 1964; PURAS et al. 1978). Nos casos avangados,
as complicagdes locos-regionais com tumor infiltrando feixe vasculo-nervoso,
levando a hemorragia e sepse sdo as principais causas de morte (PURAS et al. 1978;
POMPEU 1993).

As lesdes pequenas em estdgio inicial podem ser tratadas com resseccio
cirirgica ou radioterapia. Podem ser realizada a técnica micrografica de Mohs
(MOHS et al. 1992) ou laser em casos excepcionais. Nos casos avangados a
amputacao parcial ou total ainda se faz necessaria.

A presenga de linfonodos palpaveis varia de 20 a 96% dos casos (SUFRIN e

HUBEN 1987; HEGARTY et al. 2006). Cerca de 50% dos linfonodos inguinais
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clinicamente tumorais ndo apresentam comprometimento anatomopatologico pelo
tumor. A linfonodomegalia, nestes casos, ocorre como conseqiiéncia de infecg¢ao
associada ao tumor primario (BEGGS e SPRATT 1964; CATALONA 1980; LOPES
et al. 1996a). Por outro lado, 20% dos pacientes com linfonodos clinicamente
negativos, apresentam metastases microscopicas (BEGGS e SPRATT 1964;
DEKERNION et al. 1973).

A dissec¢do linfonodal inguino-iliaca ¢ parte importante da terapéutica,
porém, apresenta indices elevados de morbidade e a sele¢do dos pacientes deve ser
criteriosa (BEGGS e SPRATT 1964, KAMAT et al. 1993; COBLENTZ e
THEODORESCU 2002). Dentre as principais complicagdes se encontram: necrose
dos retalhos (14 a 16%); infeccdo de ferida operatoria em 10%; seroma e linfedema
de 19% a 50% (HERR 1992).

Diversos métodos foram tentados para melhorar a acurdcia da avaliacao
linfonodal. A avaliagdo dos linfonodos por exame clinico ou exames de imagem nao
¢ confiavel (CATALONA 1980; SRINIVAS et al. 1987). A puncdo por agulha fina
dos linfonodos suspeitos pode ser realizada para avaliagdao loco-regional, entretanto
apenas resultados positivos devem ser valorizados pela baixa sensibilidade do
método (HORENBLAS et al. 1991; BURGES et al. 1992; KROON et al. 2005a).
SAISORN et al. (2006) mostrou sensibilidade de 93% e sensibilidade de 91% em
pacientes com linfonodomegalia suspeita, porém apenas 25 pacientes forma
avaliados.

A biopsia do linfonodo sentinela descrita por CABANAS (1977), apresentou
alto indice de falso-negativo (PERINETTI et al. 1980; WESPER et al. 1986) ¢ a

linfocintilografia descrita por HORENBLAS et al. (2000) com a utilizacdo de gama-
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probe no intra-operatdrio, mostrou indices de falso-negativos em torno de 16 a 20%
(TANIS et al. 2002; KROON et al. 2004).

Dados anatomopatoldgico do tumor como o grau de diferenciagdo, apresenta
correlacdo com a probabilidade de envolvimento linfonodal (FRALEY et al. 1989;
HORENBLAS et al. 1993). LOPES et al (1996b) comprovou a presenga de émbolo
tumoral linfitico e vascular e a espessura tumoral como fatores histologicos
associados com o risco de metastase linfonodal, da mesma forma que a invasdo de
COrpos cavernosos, uretra ou outros 6rgaos aumentam significativamente o risco de
metastases inguinal (FRALEY et al. 1989; HEYNS et al. 1997).

A partir destes dados, as indicagdes atuais para linfadenectomia, mesmo com
ganglios negativos s3o: tumores em estagio pT2, grau 3 anatomopatoldgico e invasao
linfo-vascular. Nestes casos a incidéncia de linfonodos positivos € maior do que 50%
(KROON et al. 2005b).

Fatores clinicos ou anatomopatoldgicos isoladamente ou em conjunto sio
insuficientes para o estadiamento preciso, desta forma fatores biomoleculares devem
ampliar as ferramentas disponiveis para uma melhor avaliacdo dos pacientes
(LOPES et al. 2002; GUIMARAES et al. 2006; CAMPOS et al. 2006; SOARES et
al. 2006). Um melhor estadiamento pré-operatdrio permitird um planejamento
terapéutico mais adequado evitando morbidade de cirurgias desnecessarias.

A utilizagcdo do método imunoistoquimico baseia-se na detec¢ao de antigenos
cuja expressao tenha relacdo qualitativa ou quantitativa, que possam estar

correlacionados com fatores prognosticos em diferentes tipos de neoplasia.
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2.1 ASPECTOS MORFOLOGICOS DO CARCINOMA DE PENIS

Os carcinomas penianos correspondem a mais que 95% dos casos, sendo que
os carcinomas epidermoides usuais constituem o grupo mais comum (BRODERS
1922; GENTIL et al. 1965), sendo outras histologias raras (LOWE e MCKEE 1983;
SROUGI e SIMON 1990, GUIMARAES et al. 2003; KATONA et al. 2006;
HANKINS et al. 2006). Fatores anatomopatoldgicos do tumor, como o grau de
diferenciagdo (FRALEY et al. 1989; HORENBLAS et al. 1993), ¢ o padrao de
invasdo tumoral (GUIMARAES et al. 2006) se correlacionam com a incidéncia de
metastases linfonodais.

A recente classificacdo histopatologica dos carcinomas penianos divulgada
pela OMS destaca uma variedade de subtipos histologicos tais como os carcinomas
basaloides, as variantes verrucosas (Warty, papilifero, cuniculatum), os carcinomas
sarcomatoides e outras variantes raras (CUBILLA et al. 2001). Recentemente alguns
trabalhos tem validado esta classificagio (GUIMARAES et al. 2009).

Os carcinomas condilomatosos, também chamados de tumores do tipo Warty,
correspondem a 20% das neoplasias de aspecto verruciforme. Acometem geralmente
homens na quinta década de vida. Acometem tanto a glande como o sulco coronal e
o prepucio. As células tumorais tendem a se agrupar em arranjos papilomatosos
sendo a coilocitose um achado comum com nucleos geralmente grandes,
hipercromaticos e achatados e apresentam associagdo com HPV-16 e HPV-6. O
prognostico ¢ bom e metéastases quando ocorrem, estdo associadas a tumores com
invasdo profunda (VELAZQUEZ e CUBILLA 2007).

Os carcinomas epidermoides papilares, sdo tumores bem diferenciados,
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hiperceratdticos que crescem em arranjos papilares. Nao sdo associados ao HPV e
raramente metastatizam para linfonodos e acometem homens na quinta e sexta
décadas (VELAZQUEZ e CUBILLA 2007; CHAUX et al. 2010a).

O carcinoma basaldide ¢ um subtipo agressivo associado ao HPV e
representa de cinco a dez por cento dos tumores penianos. Geralmente acomete a
glande de individuos na sexta década de vida e tem um carater mais infiltrativo. As
células sdo pequenas, com pouco citoplasma e baixa atividade mitdtica. Tendem a
dar metéstases precoce para linfonodos e a taxa de mortalidade ¢ alta (CUBILLA et
al. 1998; CHAUX et al. 2010b).

Os carcinomas sarcomatoides podem surgir nas recidivas de CEC
convencionais ou apo6s radioterapia. Sdo tumores agressivos, formados por células
fusocelulares com aspectos semelhantes aos de um sarcoma. A taxa de metéstase
para linfonodos ¢ alta e o prognostico reservado (VELAZQUEZ et al. 2005;
VELAZQUEZ e CUBILLA 2007; AXCRONA et al. 2010).

Outras variantes de apresentacdo mais raras, mas com aparente importancia
clinica, incluem os carcinomas acantoliticos (CUNHA et al. 2009). Até Y dos
carcinomas penianos apresenta mais de um padrio sendo considerados carcinomas
mistos. Fato relevante, uma vez que, apresentam comportamentos distintos (CHAUX
et al. 2010b).

Basicamente encontramos trés padrdes de crescimento dos tumores penianos:
superficial (crescimento horizontal), invasivo (crescimento vertical) e multicéntrico e
podem se espalhar de um compartimento mucoso ao outro. Tipicamente os
carcinomas do prepucio se estendem ao sulco coronal ou a glande e vice versa.

Verticalmente, podem infiltrar a fascia peniana e atingir corpo €sponjoso € corpos
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cavernosos. Este padrao de crescimento ¢ um fator importante na determinacao do
comportamento biologico do tumor. LOPES et al. (1996b) observou a presenga de
€mbolos tumorais em vasos linfaticos e venosos e a espessura do tumor como fatores
histologicos que aumentam o risco de metastase para os linfonodos da mesma forma
que a invasdo de corpos cavernosos, uretra ou outros Orgdos aumenta
significativamente o risco de metastases inguinais (FRALEY et al. 1989; HEYNS et
al. 1997).

Outros trés fatores morfoldgicos recentemente descritos sdo extremamente
importantes na avaliagdo dos espécimes cirurgicos. O primeiro deles ¢ o tipo de
fronte de invasdo observado. Tumores com fronte de invasdo caracterizados por
pequenos blocos infiltrativos tém pior progndstico comparado com aqueles que
apresentam padrio “pushing” (GUIMARAES et al. 2006). O segundo fator ¢ a
observacao de focos de tumor pouco diferenciados. A indiferenciagdo focal do
tumor, mesmo quando menor do que 5% da massa tumoral, ¢ um fator de pior
progndstico e sua importancia supera a espessura do tumor (VELAZQUEZ et al.
2008). Finalmente, a invasdo perineural ¢ um fator recentemente destacado e
aparentemente de grande importancia prognostica ainda aguardando validagdo em

outras séries (VELAZQUEZ et al. 2008).

2.2 FATORES PROGNOSTICOS

E consenso que a presenga de metastases para linfonodos constitui o principal
fator prognostico no carcinoma de pénis (STAUBITZ et al. 1955; WAJSMAN et al.

1977, NARAYAMA et al. 1982; YOUNG et al. 1991; KAMAT et al. 1993;
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POMPEU 1993; HORENBLAS et al. 1993; HORENBLAS ¢ VAN TITEREN 1994;
ORNELLAS et al. 1994; LOPES et al. 1996b). SUFRIN e¢ HUBEN (1987)
estudaram a sobrevida cumulativa de varias séries e encontraram sobrevida global de
51,6%. Considerando-se pacientes com linfonodos metastaticos e ndo metastaticos, a
sobrevida em 5 anos foi de 27,5 e 66,2% respectivamente.

Da mesma forma HORENBLAS e VAN TITEREN (1994), mostraram
indices de sobrevida de 50 e 93% em cinco anos para pacientes com € sem
metastases em linfonodos, enquanto SRINIVAS et al. (1987) apresentaram indices
de 28 e 74% respectivamente.

A extensdo do comprometimento dos linfonodos foi avaliada por SRINIVAS
et al. (1987) que classificaram os pacientes com metastases em um linfonodo de N1,
de 2 a 6 linfonodos de N2 e mais de 6 linfonodos de N3a. Aqueles que tinham
linfonodos comprometidos bilaterais foram classificados de N3b e os pacientes com
doenca extranodal de N4. Estes autores demonstraram que pacientes com
envolvimento minimo (N1 e N2) tiveram sobrevida em cinco anos de 50 a 80%,
enquanto aqueles com comprometimentos mais extensos (N3b e N4) a sobrevida foi
de 4 a 12%. BAKER et al. (1976), JOHNSON e LO (1984) e FRALEY et al. (1989)
acreditam que pacientes com até dois linfonodos comprometidos ainda podem ter um
bom progndstico. HORENBLAS et al. (1993) relataram que pacientes com mais de
dois linfonodos inguinais comprometidos apresentam maior incidéncia de metastases
contralaterais e pélvicas e maior probabilidade de 6bito pela doenga.

LOPES et al. (1996b), analisaram 13 pacientes com linfonodos iliacos
positivos e observaram que quatro dos cinco pacientes (80%) que sobreviveram

tinham apenas um linfonodo iliaco positivo, ja no grupo de sete pacientes com mais
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de um linfonodo iliaco comprometido apenas um (14%) estava livre de doenca no
longo prazo.

Com exceg¢do das lesdes localizadas no prepucio, que apresentam metastases
em menos de dez por cento dos casos e permitem cirurgias conservadoras, o sitio do
tumor primario ndo parece influenciar no prognéstico (DEKERNION et al. 1973;
WAJSMAN et al. 1977). DEKERNION et al. (1973) relataram que 17 de 25 (68%)
pacientes com tumores comprometendo o corpo cavernoso apresentavam metastases
para linfonodos, enquanto os seis casos com comprometimento de prepucio e glande
evoluiram sem metastases ou recidivas. SOLSONA et al. (1992) relataram que
64,3% dos pacientes com invasao do corpo cavernoso apresentavam metastases
linfonodais contra 4,2% daqueles sem invasdo e posteriormente confirmou este
achado em uma analise prospectiva, mostrando 11% de metastase para linfonodos
nos pacientes com estadio T1, contra 63% nos estadios T2 e T3 (SOLSONA et al.
2001).

A maioria dos autores concorda que tumores maiores com crescimento
vertical apresentam maior incidéncia de metéstases para linfonodos, que aqueles
menores com crescimento mais superficial (DEKERNION et al. 1973, WAJSMAN
et al. 1977, FRALEY et al. 1985, 1989; CUBILLA et al. 1993; KAMAT et al. 1993;
HORENBLAS et al. 1993; ADEYOUIJU et al. 1997; HALL et al. 1998). Na série de
HORENBLAS et al. (1993), tumores entre dois e cinco centimetros apresentaram
incidéncia de metastases em linfonodos de 79% contra 47% dos tumores com até
dois centimetros, enquanto FRALEY et al. (1985) refere sobrevida de 82 versus 74%
para pacientes com ponto de corte de trés centimetros. HALL et al. (1998) relataram

que tumores com profundidade maior que cinco milimetros apresentavam maior
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incidéncia de metastases em linfonodos. LOPES et al. (1996b) mostraram que
tumores com espessura de cinco milimetros apresentavam maior risco de metastase
em linfonodos apenas na andlise univariada (p=0,02). A presenga de invasdo
vascular e linfatica por células neoplasicas foi fator prognoéstico significativo nos
estudos de FRALEY et al. (1989), LOPES et al. (1996b) e de SLATON et al. (2001).

A maioria dos autores relata que o grau de diferenciagdo celular é outro fator
importante no cancer do pénis, tanto em relagdo a incidéncia de metastases em
linfonodos, quanto em relagdo a sobrevida global (SRINIVAS et al. 1987; POMPEU
1993; SLATON et al. 2001). Pacientes com tumores pouco diferenciados tém mais
metastases e pior sobrevida que aqueles com lesdes bem diferenciadas (FRALEY et
al. 1985; SOLSONA et al. 1992; HORENBLAS et al. 1993; HORENBLAS ¢ VAN
TITEREN 1994; ORNELLAS et al. 1994; SLATON et al. 2001). SOLSONA et al.
(2001) mostrou risco de metastase linfonodal para pacientes com tumores grau 1 de
diferenciag¢do de 15%, contra 67% para grau 2 ¢ 75% para o grau 3. Recentemente,
VELAZQUEZ et al. (2008) demonstraram que tumores indiferenciados superficiais
comportam-se pior do que aqueles bem diferenciados profundamente invasores.

Nos ultimos anos o interesse para a avaliagdo de marcadores moleculares em
pacientes com tumores penianos tem aumentado, devido a uma possivel associa¢ao
desses marcadores com o progndstico podendo selecionar os pacientes que se
beneficiariam ou nao da linfadenectomia.

A presenca do DNA do HPV no tumor primario, ndo parece influenciar a
incidéncia de metastases linfonodais nem a sobrevida (MCCANCE et al. 1986;
VILLA e LOPES 1986; BEZERRA et al. 2001a e b). Entretanto, quando a presenga

do DNA do HPV encontra-se associado a imunorreatividade para o p53, relaciona-se
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a um progndstico ruim (LOPES et al. 2002).

A imunoexpressdo da proteina p53 foi relacionada como fator independente
para o risco de metastase para linfonodos (LOPES et al. 2002; MARTINS et al.
2002). LOPES et al. (2002), estudando a expressao de p53 e HPV-DNA em 83 casos
de carcinoma epidermdide de pénis, encontraram associa¢ao entre a imunoexpressao
do p53 com estadio N, comprometimento linfonodal, embolizagdo venosa e linfatica.
Pacientes negativos para p53 tiveram sobrevida global significativamente melhor
que aqueles com tumores que marcaram para p53 e quando os tumores foram
positivos ao mesmo tempo para pS3 ¢ HPV-DNA a sobrevida global foi pior
(LOPES et al. 2002). Ainda em seu trabalho, LOPES et al. (2002), encontraram que
quanto maior a positividade para p53, maior o risco de comprometimento linfonodal
e pior sobrevida.

Moléculas de adesdo e invasdo foram avaliadas por CAMPOS et al. (2006)
que estudaram 125 casos de cancer de pénis e encontraram que a alta expressdo de
matriz de metaloproteinase 9 (MMP-9) foi fator independente para recorréncia da
doenca, enquanto que a baixa expressdo da E-Caderina esteve associada a maior
risco de comprometimento linfonodal, na analise univariada. Ainda com referéncia
as moléculas de adesdo, PROTZEL et al. (2008) avaliaram a imunorreatividade de
KAII/CDS82 em 30 casos de cancer peniano e encontraram que 0OS pacientes com
expressdo baixa ou ausente de KAI1/CD82 tinham comprometimento linfonodal e
que os pacientes com alta expressdo mostraram uma sobrevida significativamente
melhor quando comparados com os outros grupos.

Os marcadores de proliferacao celular PCNA, MIB-1/Ki67 foram avaliados

em 125 casos de cancer de pénis por GUIMARAES et al. (2007), que nio
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encontraram  associagdo com  varidveis clinicas e demograficas ou
anatomopatoldgicas, no entanto o MIB-1/Ki67 apresentou-se como fator de risco
independente para metastase linfonodal (GUIMARAES et al. 2007). PROTZEL et
al. (2007) avaliando em 28 casos a expressao de Ki67 e HPV-DNA dividiu a
expressao de Ki67 em fraca (<15% das células), intermediaria (15-60%) ¢ forte
(>60%). Eles observaram uma associagdo entre maior expressdo de Ki67 e
comprometimento de linfonodos e também, quando estratificados em maior ¢ menor
que 50%, observou-se uma diferenca significativa com relagao a sobrevida global.
Outros marcadores moleculares tém sido investigados, porém com
conclusdes limitadas pelo pequeno nimero de casos estudados. Ainda podemos citar
artigos com casos isolados ou poucos casos avaliando anormalidades cromossomicas
no carcinoma de pénis. ALVES et al. (2001) avaliando 26 pacientes através de
hibridacdo gendmica comparativa, mostraram alteracdes de ntimeros de copias da
seqiiéncia do DNA semelhantes a observadas em outras neoplasias escamosas, sendo
que os ganhos mais comuns ocorreram nas regides 8q24, 16p11-12, 20q11-13, 22q,
19q13 e 5pl5 e as delegdes mais comuns nas regides 13q21-22, 4q21-32 e no
cromossomo X. A classificagdo desses pacientes com relagdo ao nimero de
alteracdes de copias do DNA mostrou uma possivel correlagdo com o prognostico.
KROON et al. (2008) estudou o perfil de expressdo génica em 56 casos de
carcinoma de pénis, dos quais 32 tinham comprometimento de linfonodos e ndo
encontrou um grupo de genes capaz de identificar pacientes com linfonodos
positivos. Dos 44 genes diferentemente expressos, 20 estavam relacionados a
inducdo de resposta inflamatdria, o que pode ter gerado viés em estudo de expressao

génica (KROON et al. 2008). Alteracdes epigenéticas também tém sido estudadas.
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GUERRERO et al. (2008) estudaram a hipermetilagdo do gene da trombospondina 1,
RASSFI1-A e pl6, em 24 casos de carcinoma de pénis, observando hipermetilagao
em 46%, 42% e 38% dos tumores, sendo que a hipermetilagdo da trombospondina
esteve associada com pior grau histolégico, invasdo vascular, fraca expressiao
protéica da trombospondina e menor sobrevida, na analise univariada (GUERRERO
et al. 2008). YANAGAWA et al. (2008) avaliou a hipermetilacdo de oito genes e sua
associacdo com HPV-DNA em 25 amostras de cancer de pénis. As freqliéncias de
hipermetilacdo encontradas foram 28% para o gene DAPK, 92% para o gene FHIT,
20% para o gene MGMT, 4% para o gene pl4, 24% para o gene pl6, 24% para o
gene RAR- beta, 12% para o gene RASSFIA e 44% para o gene RUNX3. A
expressdo da proteina Fhit foi negativa em 22 de 25 casos (88%), sendo que desses
22 casos, 20 mostraram metilagdo do gene FHIT e apenas 12% de todos os 25 casos
foram HPV-DNA positivos, levantando a possibilidade para um papel do gene FHIT
na patogénese do carcinoma de células escamosas de pénis.

Ainda se sabe pouco sobre o papel dos marcadores moleculares e genéticos
no carcinoma de pénis. Trata-se de um tumor raro em paises desenvolvidos e se
espera que a pesquisa desses marcadores em paises onde esta neoplasia é um
problema de satde publica traga uma maior compreensdo de varios aspectos

relacionados a carcinogénese desta neoplasia

2.3 INVOLUCRINA

A epiderme ¢ uma estrutura dindmica em constante renovagdo que proveé

protecdo para sustentar a vida das agressoes do ambiente. O tipo de célula principal
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da epiderme, o queratinocito epidérmico, apresenta um programa cuidadosamente
coreografado de diferenciacdo. Alteragdo destes resultados de eventos leva a uma
variedade de doencas debilitantes ¢ ameagadoras da vida. Entender como este
processo ¢ regulado é uma meta importante. A regulacdo do gene da involucrina,
serve como um modelo para entender os mecanismos que regulam o processo de
diferenciagdo. Os conhecimentos atuais sobre o papel de fatores de transcricdo e
cascatas de sinalizagdo na regulagdo da expressdo de gene de involucrina sdo
bastante complexos. Estes estudos descrevem uma cascata de sinalizacdo que
incluem as novas isoformas de proteinas cinase C, Ras, MEKK1, MEK3, e um sinal
extracelular p380 regulada pelo complexo cinase 1/2. Esta cascata regula a proteina
do ativador 1, Sp1, e CCATT/ proteina ampliadora de sinal de fator de transcrigao de
DNA que liga a duas regides do promotor de involucrina, as regides regulatorias, a
distal e proximal para regular a expressao deste gene (ECKERT et al. 2004).

Queratinécitos sdo as células principais responsaveis pela estrutura da epiderme.
Eles comecam como “Stem cell” na camada epidérmica basal (COTSARELIS et al.
1989; LI et al. 1998; TAYLOR et al. 2000; ALONSO e FUCHS 2003;
GAMBARDELLA ¢ BARRANDON 2003). As medidas que as células se movem
para a superficie epidérmica, as células cessam a divisdo celular e sofre mudangas
morfologicas para formar as camadas espinhosa, granular, transicdo e cornificadas.
Células da camada espinhosa sdo caracterizadas pela presenga de extensas conexodes
desmossdmicas intercelulares, enquanto que células das camadas granulares sao
distinguidas pela presenca de granulos que contém o produtos da diferenciagdo de
queratindcitos. A diferenciacdo continua das camadas granulares resultam em

formagao da zona de transicdo que separa as camadas mortas das camadas vivas da
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epiderme. Esta ¢ uma zona em que os componentes celulares sdo extensivamente e
enzimaticamente remodelados. Esta remodelagem resulta no final das contas na
formagao da camada cornificada, com ligagdes cruzadas covalentes terminalmente
diferenciada de cornedcitos que formam a superficie da pele (GREEN 1980).

Realizar estas alteragdes morfologicas requer a execugdo de um programa
prefixado de diferenciacdo que exige regulacdo rigida da expressdo génica. O gene
de involucrina representa um modelo para elucidar os mecanismos que guiam a
expressao génica durante a diferenciagdo (ECKERT e GREEN 1986; ECKERT et al.
1997a). Involucrina (hINV) é um precursor de 68 kDa do envelope cornificado que
foi descrito originalmente por RICE e GREEN (1979) e finalmente clonado por
ECKERT e GREE (1986). A proteina tem forma de bastdo e inclui varios residuos
de glutamina reativos que atuam na formagdo da unido de isopeptideos covalentes
(YAFFE et al. 1992; ECKERT et al. 1993; ROBINSON et al. 1997; LAZO ¢
DOWING 1999; STEINERT e MAREKOV 1999; KAJAVA 2000). A Involucrina
apresenta ligacdo cruzada precoce na formacao do envelope cornificado e forma um
andaime para a incorporacao de outros precursores (RICE e GREEN 1979; ECKERT
et al. 1993; STEINERT e MAREKOV 1997). A expressao de Involucrina ocorre na
camada espinhosa precoce ¢ ¢ mantido na camada granular. Na zona de transi¢do, a
involucrina ¢ incorporada, pela a¢do de transglutaminase, como um componente do
envelope cornificado (YAFFE et al. 1992; ECKERT et al. 1993; ROBINSON et al.
1996).

Durante o processo de diferenciagdo, numerosos genes sdo ativados e
desativados em estagios especificos (ECKERT ¢ WELTER 1996; ECKERT et al.

1997b). O estudo da expressio do gene de Involucrina identificou alguns
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mecanismos chaves por meio dos quais cascatas de sinalizagdo intracelular e fatores
de transcricdo regulam expressao de gene diferenciacdo-dependente. Além disso,
estes estudos esclareceram os mecanismos por meio dos quais uma variedade de
agentes, incluindo calcio (BIKLE et al. 2001; DEUCHER et al. 2002), vitamina A
(POUMAY et al. 1999), Proteina cinase C (PKC) ativadores (WELTER et al. 1995),
e antioxidantes (BALASUBRAMANIAN et al. 2002), regulam a diferenciacdo de

queratinocitos.

2.3.1 Regido Promotora da Involucrina — A Regido Regulatoria Distal (DRR)
Estudos iniciais em camundongo transgénico revelou que um segmento de 6

kb de DNA codifica o gene estrutural hINV e 2,5 kb de DNA a montante do local de

inicio da transcrigdo, poderia controlar a expressdo adequada do gene hINV na

epiderme (CRISH et al. 1993) (Figura 1).
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Fonte: Adaptado de ECKERT et al. (2004).
Figura 1 - Representagdo esquematica do Gene da Involucrina ¢ sequéncia da

regides regulatorias.
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Sua expressao foi observado em todos os epitélios estratificados escamosos
que foram testados, incluindo ectocérvice, esofago, epiderme, sola do pé, e
segmentos especificos do foliculo piloso. Nao foi observado expressdo na
endocérvice, cérebro ou figado (CRISH et al. 1993). Além disso, a expressdao foi
diferenciagdo especifica (ou seja, confinado a camada suprabasal em cada tecido). O
padrdo de expressdo corresponde essencialmente ao padrdo observado em tecidos
humanos. Além disso, a expressdo da proteina involucrina humana foi encontrada
incorporada como um componente do envelope murino cornificado, indicando que
ela estava funcionando como um substrato transglutaminase (CRISH et al. 1993).

Com base nestes estudos, foi feita a hipdtese de que as seqii€ncias de DNA
necessarias para a expressio apropriada estava localizada dentro do segmento de
2.500 nucleotideos a montante do sitio de inicia¢do da transcri¢do. Caracterizagao
desta regido, chamada de regido de ultra-regulagdo (URR), foi realizada utilizando
cultura de queratindcitos e ensaios de luciferase (WELTER et al. 1995). Estes
estudos identificaram, no URR, segmentos especificos do DNA chamadas de regides
regulatorias distal e proximal (DRR, PRR), que sdo necessarios para a atividade do
promotor (Figura 1). Dele¢do da regido DRR, (nucleotideos 2473/1953) resulta em
uma perda de 50% da atividade do promotor e delecdo adicional da PRR (241/7)
resultando em uma perda adicional de tal forma que inativa o promotor. Um achado
importante deste estudo é a presenca de um ativador de proteina (AP1), fator de
transcri¢do de sitios de ligacdo em cada local (Figura 1). Estudos posteriores
revelaram que a mutagdo de qualquer sitio AP1, AP1-5 no DRR ou AP1-1 no PRR,
resulta em uma perda substancial da atividade transcricional. Além disso, estudos de

interagdo de DNA/proteinas confirmam que os fatores selecionados AP1, incluindo
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JunB, Jund, e Fra-1, interagem nesses locais (WELTER et al. 1995). Além disso, 12-
O-tetradecanoylphorbol-13-acetato (TPA) dependente, aumenta durante a atividade
do promotor hINV e esta associada com aumentada interacao do fator AP1 nos sitios
API-1 e AP1-5 (WELTER et al. 1995).

E importante notar que outros sitios AP1, presente na URR, ndo funcionam
na regulacdo do gene. Assim, apenas sitios selecionados APl na URR sio
funcionais. Estudos adicionais confirmam que a atividade do promotor hINV ¢
célula-especifica, como a atividade do promotor e da expressdo da proteina hINV
sdo observadas em queratinocitos humanos normais mas nao em cultura de
fibroblastos (WELTER et al. 1995).

A analise da seqiiéncia ao redor do local AP1-5 no DRR revelou a presenca
de um sitio candnico Spl, localizado imediatamente a jusante do sitio AP1 e
separada do site AP1 por um unico nucleotideo (CRISH et al. 1998).

Fatores de transcricdo Spl compreendem uma familia de proteinas, incluindo
o SP1, SP2, SP3 e SP4. Estas proteinas contétm um dominio de ligagdo DNA

3

conservado composto por trés “zinc fingers” perto dos dominios C-terminal e
serina/treonina ricos em glutamina na regido N-terminal (APT et al. 1996; SUSKE
1999). Os fatores Spl atuam pela ligacdo a elementos “G-rich”, semelhante a sitio
“G-rich” localizado adjacente a AP1-5 no DRR promotor do hINV. Desde que AP1
e fatores Spl funcionam como co-reguladores em outros sistemas (WU et al. 2003),
se suspeita que este sitio SP1 pode ser necessario, com o sitio AP1-5, para a

expressdo adequada do gene hINV. Uma comparacdo entre o papel desses sitios

revela que a mutagdo do sitio AP1-5 resulta em uma perda completa da atividade do
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promotor, ao passo que a mutacao no sitio Spl resulta em uma redugdo parcial da
atividade (BANKS et al. 1998).

Estudos de mobilidade em Gel mostram que o SP1, mas nao o SP2, SP3 ou
SP4, ligam no sitio Sp1. A ligacdo seletiva de Sp ¢ um achado interessante, pois Spl,
entre os membros da familia Spl, ¢ geralmente considerado como um ativador de
transcrigdo (SUSKE 1999), que freqiientemente atua em sinergia com outras
proteinas para aumentar a expressdo génica (COUREY e TJIAN 1988; COUREY et
al. 1989; PASCAL e TJIAN 1991). Desta forma se supds que o SP1 pode cooperar
com os fatores AP1 que se ligam ao sitio AP1-5. De fato, estudos mutagénicos
sugerem que estes sitios agem em conjunto para sinergicamente ativar o promotor
(BANKS et al. 1998). A importancia da justaposicdo da AP1-5 e sitios Spl foi
confirmada, mostrando que a crescente distancia entre estes sitios resulta em uma
reducdo na atividade do promotor (BANKS et al. 1998).

Além disso, fatores Spl podem ter um papel na regulagdo da expressdo de
involucrina do tipo células especificas. A involucrina ndo ¢ normalmente expressa
em células ndo-epiteliais (RICE ¢ GREEN 1979). Além disso, a ativacdo do
promotor hINV ndo ¢ observado em células 3T3 ou HEK-293 (ndo-epiteliais), no
entanto, o superexpressdo do SP1 em células 3T3 ou HEK-293 resulta em um
aumento substancial tanto da hINV endégena como da atividade do promotor hINV
(BANKS et al. 1999). Assim, o nivel Spl influencia profundamente a expressdo da
Involucrina, sugerindo que fatores Spl pode ajudar a expressdo seletiva direta de
tipos celulares e teciduais especificas. Além disso, a redu¢do da concentragdo efetiva

de SP1 em queratindcitos humanos normais reduz a atividade do promotor hINV
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(BANKS et al. 1999). Assim, o SP1 tem um papel importante como regulador da
expressao génica do hINV.

Estudos recentes em camundongos transgénicos (ADHIKARY et al. 2005)
revelam que, diferentemente da perda parcial de expressdo observada em outros
tecidos, a mutacdo dos sitios especificos Spl resultam em uma perda completa da
atividade do promotor hINV no epitélio corneano. Isto sugere que o SP1
desempenha um papel mais importante no epitélio corneano do que em outros
tecidos epiteliais de superficie, e € consistente com um papel demonstrado de fatores

Sp1 na regulacdo da expressao génica na cérnea (WU et al. 1994).

2.3.2 A Regido DRR é necessario e suficiente para expressdo normal de hINV
“In Vivo”

Estudos prévios identificaram um papel importante para a regido do DRR, e
especificamente o DRR AP1-5 e sitios Spl na regulagdo da expressdo génica do
hINV. A importancia desta regido foi examinada em detalhe utilizando
camundongos transgénicos. Uma série de delecdo do promotor foi projetado e cada
componente foi testado. Estes experimentos mostraram que a supressdo da DRR
elimina a expressdo transgene do hINV na epiderme e outras superficies epiteliais
(CRISH et al. 1998). Além disso, uma descoberta notavel é que uma regido
especifica do DRR, DRR 2473 / 1953 (Figura 1), quando ligado ao promotor basal
hINV, ¢ suficiente para produzir diferenciagdo apropriada tecido-especifica na
epiderme (CRISH et al. 1998).

Outros estudos transgénicos revelaram multiplas fungdes adicionais para o

DRR. Como mencionado acima, o DRR 2473/1953 coordena diferenciacdo
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apropriada tecido-especifica quase normal. Isto sugere que os elementos desta regidao
podem mediar a expressdo em determinadas camadas da epiderme. CRISH et al.
(2002), examinaram esta regido segmentando o DRR em dois subfragmentos, DRR
2473/2100 e DRR 2100/1953, e testando a capacidade de cada unidade de direcionar
a expressao em camundongos transgénicos. O segmento a jusante, DRR 2100/1953,
ndo causa expressdo na epiderme. O segmento a montante, DRR 2473 / 2100, em
contraste, causa expressdo, mas apenas nas mais altas camadas suprabasais (CRISH
et al. 2002). Recombinagdo desses elementos, recupera o padrio completo
diferenciagdo-dependente de expressdo. Estes resultados demonstram que o DRR ¢
composto de elementos espacialmente distintos, cada um dos quais € necessario a
expressao diferenciagdo especifica.

Esse achado ¢ consistente com a hipdtese do promotor modular, que afirma
que varios segmentos de DNA espacialmente distintos, contém distintos sitios de
ligacdo a fatores de transcricdo, montando um complexo de proteinas reguladoras
que dirige a expressdo do gene apropriado. O complexo multiproteina em seguida,
interage com o maquindrio de transcri¢cao basal (HADCHOUEL et al. 2003; OGATA
et al. 2003).

A mutagao do sitio AP1-5, na auséncia de outras mutagdes nos DRR, resulta
em uma perda total de expressao na epiderme, esdfago e colo do utero (CRISH et al.
2002), sugerindo que a presenga de fatores AP1 sdo necessarios para a expressao.
Além disso, a mutacdo neste sitio no contexto do promotor completo também resulta
em uma perda total de expressao nestes tecidos, apontando para um papel fisiologico
“in vivo” para esse sitio. Andlise de mobilidade em gel dos extratos retirados da

epiderme do rato sugere que c-Jun e Fra-1 interagem neste sitio (CRISH et al. 1998).
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Este perfil obrigatério do fator AP1 ¢ um pouco diferente daquela observada em
extratos preparados a partir de queratindcitos humanos, onde JunB, Jund, e Fra-1 sao
as principais proteinas de interacdo (WELTER et al. 1995), e sugere que a expressao
pode ser obtida por diferentes fatores AP1 em ratos versus epiderme humana. Apesar
dos estudos que mostram que o DRR ¢ suficiente para conduzir a expressiao
diferenciagdo-especifica, a regido do PRR também desempenha um importante papel

regulador.

2.3.3 Caracterizacdo da PRR

A PRR esté contido em nucleotideos 241/7 e ¢ marcada pela presenga do sitio
AP1-1 e um CCAAT / proteina amplificada de ligacao (C / EBP) sitio de ligacdo de
fator de transcricilo (WELTER et al. 1995) (Figura 1). Como ja observado, a
mutagdo do sitio AP1-1, que liga seletivamente junB, Jund, e Fra-1, resulta em uma
queda de 50% na atividade transcricional (WELTER et al. 1995). Outros
pesquisadores também identificaram um papel para o sitio AP1-1. MONZON et al
(1996) relataram que os glicocorticoides aumentam a atividade do promotor hINV ¢
que este aumento ¢ inibido pelo tratamento com acido trans-retindico ou acido 9-cis-
retindico. Esta resposta ¢ mediada através do sitio AP1 PRR-1. Também se observou
que a ativagdo do promotor TPA-dependente hINV através do site AP1-1 ¢ reduzida
em tratamento com co-retindide (MONZON et al. 1996).

O sitio C/EBP também desempenha um papel importante na regulagdo da
expressdo génica do hINV. Mutacdo dos sitios C/EBP resulta em uma redugdo na
atividade basal do promotor e uma diminui¢do da resposta do promotor para o

tratamento de células com agentes de diferenciacio (AGARWAL et al. 1999). Além
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disso, fatores de transcri¢cdo individuais C/EBP diferencialmente regulam a atividade
do promotor. Em contraste com outros fatores de C/EBP, que sdo reguladores menos
eficientes da atividade do promotor, C/EBPa se liga ao promotor ¢ aumenta a
atividade. Regulacdo C/EBP-dependente pode ser complexa, uma vez que fatores
C/EBP interagem em diferentes combina¢des que podem produzir diferentes
resultados regulatorios (ROSEN 2002; CASSEL e NORD 2003). Na verdade, esse €
o caso de hINV, como co-expressdao de C/C EBPb e C/EBPd com C/EBPa, suprimir
a ativagdo C/EBPa promotor-dependente. Isto sugere que a relagdo entre os fatores
C/EBP presentes dentro da célula podem ajudar a determinar o nivel de expressao do
gene hINV. Da mesma forma, GADDI153, um fator de transcrigdo dominante
negativo C/EBP (BARTLETT et al. 1992; FAWCETT et al. 1996), inibe o aumento
de C/EBPa-dependente na atividade do promotor hINV (AGARWAL et al. 1999).
Estudos de mobilidade em Gel indicam que o tratamento com o agente de
diferenciagdo dos queratindcitos TPA, que aumenta a expressao do gene hINV,
aumenta o quantidade C/EBPa no sitio de ligagao do promotor C/EBP vinculado ao
hINV. Assim, o aumento da atividade transcricional esta associado com o aumento
da ligacao da C/EBPa ao DNA. Finalmente mutagdo, dos sitios C/EBP resultam em
uma perda de atividade do promotor TPA-dependente, confirmando o papel do
C/EBP como ativador transcricional positivo (AGARWAL et al. 1999).

O tratamento com tapsigargina, um agente de mobilizacdo de calcio
intracelular (THASTRUP et al. 1989, 1990), inibe o aumento da atividade TPA-
dependente do promotor hINV de forma C/EBP-dependente. Esse resultado ¢
surpreendente, ja que com o aumento do calcio intracelular seria esperado aumento

da expressdo génica do hINV (DEUCHER et al. 2002). Mas este efeito parece ser
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devido a capacidade ndo-especifica da tapsigargina para reduzir a quantidade de fator
C/EBP vinculada ao sitio de ligagdo C/EBP do promotor do hINV

(BALASUBRAMANIAN et al. 2000).

2.3.4 Modelo de Regulacdo do Gene da Involucrina
Com base nos resultados desses estudos, ECKERT et al. (2004) prop6s um
modelo para a regulagdo da expressdo génica da Involucrina através de elementos

DRR e PRR (Figura 2).
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Fonte: ECKERT et al. (2004).
Figura 2 - Esquema da Cooperagdo da Regido regulatoria Distal ¢ da Regido

regulatoria Proximal para a expressdo génica apropriada.

Neste modelo, os fatores de transcri¢ao de carregam sitios AP1-1 e Spl na
DRR seguido por carreamento de proteinas adaptadoras. Ligacdo de trés sitios
essenciais, a AP1-5 e Spl no seguimento DRR 2473 / 2100, e ao sitios suprabasais
imediatos no seguimento DRR 2100 / 1953, ¢ necessario para o programa completo
da transcricdo diferenciagao especifica. O sitio AP1-5 funciona como um interruptor

“on-off”, o sitio Spl coopera com sitio API1-5 sinergicamente para ativar a
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expressdo, € os sitios imediatos suprabasais sao necessarios para a expressao nas
camadas suprabasais imediatas (CRISH et al. 1998).

Ativacdo de fator de transcri¢do também ocorre na AP1 PRR-1 e sitios
C/EBP. C/EBPa liga no sitio C/EBP (AGARWAL et al. 1999) e junB, Jund, e Fra
vincular-1 no sitio AP1 (WELTER et al. 1995). Esta ligacdo ¢é, presumivelmente,
seguido pela ligagdo de proteinas co-regulatotrias, tanto no sitio DRR como no sitio
PRR. Uma vez que ambos os sitios sdo necessarios para a expressao apropriada “in
vivo”, se especula que o DNA se dobra (TOLHUIS et al. 2002; OGATA et al. 2003)
para trazer a regido DRR e regides PRR em justaposi¢do e esse complexo conjunto,
em seguida, interage com o maquindrio basal de transcri¢do para dirigir a transcri¢ao

diferenciagdo-dependente.

24 DESMOSSOMOS

Proteinas desmossdmicas sdo marcadores bem estabelecidos de diferenciacao
epitelial. Diminui¢do da regulagdo de proteinas desmossOmicas tem sido sugerida
como um sinal de redu¢do na adesividade em células metastaticas (KURZEN et al.
2003).

Em queratinocitos epidérmicos os principais sistemas de adesdo célula-célula
sdo as juncdes aderentes e os desmossomos (KURZEN et al. 2003). Estudos prévios
sugerem que a reducdo na adesdo célula-célula observada em carcinomas
espinocelulares pode estar associada a habilidade de metéstase e invasdo das células
tumorais. Apesar de dados convincentes a respeito de proteinas de aderéncias

juncionais, para diferentes entidades, dados conflitantes tem sido apresentados por
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anticorpos inespecificos para proteinas desmossdmicas. Desmossomos sdo juncdes
adesivas intercelulares que conectam as citoqueratinas a membrana celular.
Desmogleinas (Dsgs) e Desmocolinas (Dscs) sdo as principais proteinas
desmossdmicas transmembrana. Elas pertencem a familia das caderinas de moléculas
de adesdo celular célcio dependente (CHIDGEY e DAWSON 2007).

Virias isoformas diferentes de Dsg e Dsc chamadas Dsg 1-4 e Dsc 1-3
podem ser identificadas. A suas porgdes citoplasmatica estdo associadas a uma
variedades de proteinas de placas, incluindo as comuns a elas como desmoplakina I
(DP) e plakoglobina (PG) e também a células tipo especificas como a DP Il e a
plakofilina (PKP) 1 - 4. As caderinas desmossomais mostram expressao
diferenciagdo-especifica no epitélio e podem também servir em adicdo a
citoqueratinas bem estabelecidas, como sistema independente de marcadores de

diferenciagdo (CHIDGEY e DAWSON 2007).

2.4.1 Regulacéo da estrutura desmossdmica e adesao

Os desmossomos sdo jungdes intercelulares altamente organizadas que
promovem integridade mecanica aos tecidos pela ancoragem de filamentos
intermediarios a sitios de aderéncias fortes. Regulacdo transcricional das caderinas
desmossdmicas especifica seu padrio de expressdo e organizagdo em juncdes de
composicdes distintas, conferindo as fun¢des desmossomicas de adesdo e
morfogénese em diferentes células e tecidos complexos. A organizacdo e
desorganizagdo desmossdmica sdo reguladas pos-transducionalmente por célcio,
atividade cinase/fosfatase, processamento proteolitico e relacdo cruzada com jungdes

de aderéncias (YIN e GREEN 2004; CHIDGEY e DAWSON 2007).
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Eventos pos-transducionais também governam o nivel de formas nao
juncionais de plakoglobina, e plakofilina. Estas proteinas “Armadillo” participam de
varias fungdes nucleares, em alguns casos traduzindo sinais de regulagdo do ciclo

celular e diferenciagdo (YIN e GREEN 2004; CHIDGEY ¢ DAWSON 2007).

2.4.2 Composicdo desmossdmica, estrutura e funcéo

Os desmossomos pertencem a uma classe de jungdes especializadas
chamadas “jungdes de ancoragem” que acoplam elementos do cito-esqueleto a
membrana plasmatica na adesdo célula-célula ou adesdo célula-substrato. Enquanto
as juncdes aderentes relacionadas associam-se com microfilamentos da interface
célula-célula, desmossomos sdo confeccionados para ancorar filamentos
intermediarios resistente a stress (IFs) nos sitios de adesdo intercelular forte. O
esqueleto supra-celular resultante desempenha um papel chave em promover
integridade mecanica aos tecidos como epiderme e coracdo que experimentam stress
mecanico. Entretanto estes “rebites” sdo estruturas dindmicas sujeitas a sinais
regulatdrios transcricionais e pos-transducionais e também participam na

morfogénese tecidual e diferenciagdo (YIN e GREEN 2004).

2.4.3 Estrutura e Composi¢do Molecular
Desmossomos compreende proteinas de pelo menos trés familias génicas
diferentes: caderinas; proteinas “Armadillo” e plakinas. (HUBER 2003; GETSIOS et

al. 2004) (Figura 3)
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Fonte: Adaptado de YIN e GREEN( 2004)

Figura 3 - Modelo ultra-estrutural ¢ molecular dos Desmossomos.

As caderinas desmossomicas, sao divididas em desmogleinas (Dsg 1-4) e
desmocolinas (Dsc 1-3) (GARROD et al. 2002; KLJUIC et al. 2003; WHITTOCK
2003). Membros de ambas as subfamilias sdo glicoproteinas trans-membrans
isoladas que mediam a adesdo célula-célula dependente de Ca’". “Splicing”
alternativo das desmocolinas resultam nas formas longa e curta, chamadas “a” e “b”,
respectivamente. As proteinas “Armadillo” incluem plakoglobina, a plakofilina
(PKP1-3), e p0071 (HATZFELD 1999; CHEN et al. 2002; BONNE et al. 2003;
CALKINS et al. 2003). A familia de proteinas plakinas incluem desmoplakinas I e
I1, plectina, e as proteinas de envelope celular, envoplakina e periplakina (LEUNG et

al. 2002).
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Ensaios de ligacdo “in vitro”, ao longo de um mapa de alta resolugdo de
desmossomos obtidos por microscopia imuno-eletronica, suporta um arranjo de
proteinas similar a aquelas demonstradas nas jungdes aderentes (NORTH et al. 1999)
Figura 1. Em ambos os casos uma extremidade da caderina se liga a um membro da
familia “Armadillo” (B-catenina/plakoglobina em jungdes aderentes ou plakoglobina
em desmossomos.), a qual em termos, se associa com proteinas de ligacdo do
citoesqueleto (a-catenina nas jungdes aderentes e desmoplakina nos desmossomos).
Enquanto os dois primeiros se ligam a cadeias protéicas, em cada caso, ¢ da mesma
familia génica, a ligacdo final diverge para acomodar requerimentos funcionais
especiais para actina de ancoragem nas jungdes aderentes e filamentos intermediarios
resistentes a stress nos desmossomos. Para os desmossomos a existéncia de
interagdes proteinas-proteinas adicionais sugere que este modelo linear ¢ insuficiente
para descrever sua arquitetura. As plakofilinas se ligam ndo somente as caderinas
desmossdmicas ¢ desmoplakina, mas também a plakoglobina (PKP2) e proteinas de
filamentos intermedidrios (PKP2 e 3) (BONNE et al. 1999; CHEN et al. 2002). Alem
disso, certas caderinas desmossOmicas interagem com desmoplakinas em uma forma
plakoglobina-independente (TROYANOVSKY et al. 1994; SMITH e FUCHS 1998;
BORNSLAEGER et al. 2001). Ainda mais, cada proteina na placa desmossdmica
age como um nodo para multiplos pontos de contato com outros parceiros, um

arranjo que pode proporcionar grande resisténcia ténsil a estas jungoes.

2.4.4 A placa desmossémica:
Dentro da placa citoplasmatica, proteinas “Armadillo” participam da

regulacdo da organiza¢do desmossdmica e adesdo. Co-expressdo de plakoglobina foi
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mostrada ser necessdria para adesdo robusta de fibroblastos expressando
desmocolina 2 (Dsc2) e desmogleina 1 (Dsgl) (MARCOZZI et al. 1998) e sua perda
em, animais “null” leva a mistura de jungdes aderentes e desmossomos, defeitos de
adesdo e fragilidade tecidual. (RUIZ et al. 1996) A expressdo de plakoglobina C-
terminal truncada resulta na formagao de desmossomos longos, sugerindo que este
dominio pode limitar o tamanho da juncdo pela regulagdo da interagdo proteina-
proteina (PALKA e GREEN 1997). A plakoglobina e as Plakofilinas colaboram com
a porcao N-terminal da desmoplakina para regular aglomerados de caderinas
desmossomal, e todas sdo necessarias para formar uma placa desmossomal
reconhecivel ultra - estruturalmente (BORNSLAEGER et al. 2001; KOWALCZYK
et al. 1997; KOESER et al. 2003).

A relativa habilidade dos membros da familia das plakofilinas para recrutar
desmoplakinas varia, tanto quanto a sua distribuicao tissular e superpde o repertorio
dos parceiros de ligagdo, desta forma, parece possivel que estas proteinas
“Armadillo” devem estar envolvidas na organizagdo desmossOmicas para fungdes
celulares especifica.

A presenga da desmoplakina na placa € critica. Como este membro da familia
das plakinas ¢ absolutamente necessaria para ancoragem adequada dos filamentos
intermediarios ao desmossomo, que em termos, ¢ importante para formar adesdes
resistentes e para a integridade tecidual. (HUEN et al. 2002) Enquanto a por¢ao “N-
terminal de proteinas Armadillo” liga dominios alvos da desmoplakina com a
membrana, a C-terminal ¢ um dominio de ligacdo dos filamentos intermedidrios que
esta associado a vimentina, desmina e queratinas e regula a afinidade da ligagdo com

o citoesqueleto. (STAPPENBECK e GREEN 1992; STAPPENBECK et al. 1994;
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KOUKLIS et al. 1994; MENG et al. 1997; FONTAO et al. 2003) Andlise estrutural
de alta resolugdo deste dominio de ligagdo de filamentos intermediarios identificou
um sulco na superficie dos dominio repetitivos da plakina B e C que pode oferecer

um sitio de ligagdo dos filamentos intermediarios (CHOI et al. 2002) (Figura 4).
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Fonte: Adaptado de YIN e GREEN( 2004)

Figura 4 - Representagdo esquematica da interagdo da Plakoglobina e Desmoplakina

pela fosforilagao protéica.

Entretanto, alguns estudos tem relatado a importincia de ligacao
interveniente e a seqliéncia terminal tanto na ligacdo como na regulagdo da ligagao
de tipos celulares especificos com os filamentos intermediarios (FONTAO et al.
2003). Apesar das plakinas desmossdmicas poderem contribuir para a ancoragem de
filamentos intermedidrios, a ablacdo da envoplakina em camundongo nado ¢

contrariamente comparado com a letalidade embrionica observado em camundongo
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“nock out” para desmoplakina, resultando apenas em um pequeno atraso na
aquisi¢ao de barreira (GALLICANO et al. 1998; MAATTA et al. 2001). Além disso,
modelos de doencas humanas e de ratos sugerem que plectina desempenha um papel
mais importante em hemi-desmossomos, que sdo estruturas de adesdo célula-

substrato (WICHE 1998).

2.45 O Nucleo Adesivo

Enquanto a estrutura da placa desmossomica esta longe de ser desvendada em
todos os detalhes, a estrutura da interface adesiva extra-celular representa um desafio
ainda maior (GARROD et al. 2002). Estudos cristalografico ¢ bioquimico dos
classicos dominios caderinicos sugerem que eles formam dimeros homofilicos em
orientagdo Cis e trans. A ligagdo de calcio a dominios extracelulares é importante
para enrijecer sua estrutura e para sua fun¢do (PERTZ et al. 1999). Enquanto a
dimerizacao trans é necessaria para formar interface adesiva com células adjacentes,
tem sido proposto que dimerizagdo CiS ¢ importante para promogdo de adesdo via
grupamentos moleculares.

Desde que residuos criticos dos dominios extra-celular que media a
dimerizacdo na caderina cldssica sdo altamente conservados nas caderinas
desmossdmicas, parece que desta forma as caderinas desmossomicas podem também
dimerizar em Cis ¢/ou em trans. Entretanto, determinar intera¢des para caderinas
desmossdmicas tem sido complicada pela complexidade da familia de gene e pelo
numero de possiveis interacdes homo e heterofilicas que podem existir.

Consistente com a importancia de ambas as caderinas desmossomicas para a

funcdo adesiva, co-expressao de Desmocolina e Desmogleina é necessaria para uma
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adesdo robusta de fibroblasto em ensaios de agregados em suspensao (AMAGALI et
al. 1994; KOWALCZYK et al. 1996; MARCOZZI et al. 1998; TSELEPIS et al.
1998) Também, enquanto um unico peptidio de bloqueio de adesdo foi suficiente
para inibir a adesdo classica mediada por caderina, ambos peptideos especificos para
Desmogleina e Desmocolina foram necessarios para bloquear a adesdo
desmossomica (TSELEPIS et al. 1998; RUNSWICK et al. 2001). Estas evidéncias
apoiam a idéia de que caderinas desmossdmicas exibem uma preferéncia para a
formagao de complexo heterofilico calcio-dependente, e que estes complexos sdao
importantes para adesdo intercelular forte.

Tomografia eletronica, recentemente vislumbrou como a interface caderina
desmossomal se parece “in situ”. A imagem revelou que moléculas distintas de
caderinas de grupos distintos interagem pelas suas extremidades, incluindo as

interagdes cis e trans (HE et al. 2003).

2.4.6 Funcdo Desmossbmica

Desmossomos sdo conhecidos como rebites intercelulares que mantém as
células aderidas e mantém a resisténcia desta adesdo. Este papel ¢ apoiado por um
nimero de doencas humanas e modelos murinos nos quais as proteinas
desmossdmicas sao afetadas por mutagiao gé€nica, anticorpos auto-imunes, ou toxinas
bacterianas. As caracteristicas comuns destas doencas ¢ a fragilidade epitelial e
vesiculas, especialmente na presenga de estresse mecanico.

A fungdo da desmogleina pode ser inibida por inimeras vias. Na doenga
auto-imune “phemfigus vulgaris, anticorpos diretamente contra a desmogleina 3

resulta em vesiculas da membrana da mucosa oral onde esta caderina predomina, um
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fendtipo que ¢ espelhado por um camundongo “nock out” para desmogleina 3
(KOCH et al. 1997). No caso do “phemfigus foleaceus”, anticorpo anti-desmogleina
1 resulta em vesiculas nas camadas superficiais da epiderme onde é expressa
(AMAGAI 1999). Este fendtipo também ¢é visto em pacientes com infeccdo por
Staphylococcus aureus em que protease sérica bacteriana (chamada toxina
exfoliativa) especialmente quebra a desmogleina 1, causando sua inativacdo via
diferentes mecanismos, mas com o mesmo resultado (AMAGALI et al. 2000, 2002;
HANAKAWA et al. 2003).

Fragilidade cutdnea também ¢ visto em pacientes com mutacdo em
desmogleina 1 da mesma forma que o componente da placa desmoplakina,
plakoglobina e PKPI1. Interessantemente, em alguns casos estas mutacdes sdo
acompanhadas por miocardiopatias devido ao resultado do estresse pelas células do
musculo cardiaco com adesdes fracas (MCGRATH 1999; MCMILLAN e SHIMIZU
2001).

Desmossomos também participam na embriogénese ¢ morfogénese de
estruturas adultas, possivelmente através de mecanismos que nao sdo estritamente
dependentes de suas fungdes adesivas. Pacientes portadores de mutagdes em
proteinas desmossOmicas também podem apresentar defeitos no desenvolvimento
capilar, resultando em cabelos curtos e ondulados semelhantes a “1a de carneiro” em
pacientes com mutacdo em genes da desmoplakina ou plakoglobina (MCKOY et al.
2000; NORGETT et al. 2000; RAMPAZZO et al. 2002; ALCALALI et al. 2003) e
pacientes com cabelos encravados na mutacdo da desmogleina 4. Perda tanto da
desmoplakina como da desmogleina 2 em camundongo resulta em letalidade

embridnica precoce, ¢ desmogleina 2 parece ser necessdria para sustenta certas
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células em culturas sugerindo seu envolvimento com o controle do crescimento
(GALLICANO et al. 1998; ESHKIND et al. 2002). Juntas estas observagdes
sugerem que os desmossomos ndo s3ao apenas essenciais na manuten¢do da
integridade tecidual, mas também desempenham papeis na morfogénese no embrido

precoce e apéndices da pele adulta.

2.4.7 Regulacdo Desmossdomica e Remodelamento durante Desenvolvimento e
Diferenciacéo

Acredita-se que o padrio temporal de expressio de componentes dos
desmossomos ¢ um regulador fundamental de organizacdo dentro do embrido de rato
pre-implantagdo (FLEMING et al. 2001). Considerando que desmoplakinas
aparecem primeiro em morulas de 16-células, as caderinas desmossdmicas nao sao
vistas antes do final no blastocisto precoce, fase no qual sdo formados os
desmossomos. O aparecimento relativamente tardio de desmossomos comparados
com jungdes aderentes e compactas sdo consistente com um papel de estabilizagao
do “trophectoderme” durante expansdo de blastdcisto.

No adulto a composi¢ao desmossomica e estrutural varia de tipo celular para
tipo celular e durante o processo de diferenciacdo e estratificacdo em epitélios
complexos (Figura 5). Dsg2 e Dsc2 sdo ubiquitinamente expressa em todos os
tecidos que formam desmossomos inclusive todos os epitélios, misculo cardiaco, a
meninge arachnoide, e células dendriticas de linfonodos. (NUBER et al. 1995;
AKAT et al. 2003). Dsgl e 3 e Dscl e 3, por outro lado, s3o restritos a epitélios
estratificados. Em epiderme, Dsgl e Dscl estd concentrado na camada superior

altamente diferenciada da pele, enquanto Dsg3 e Dsc3 sdo proeminentes na camada
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basal e Suprabasal (GARROD et al. 2002; GETSIOS et al. 2004). Dsg4 tem uma
distribui¢do tecidual unica em glandulas salivares, testiculos, e prdstata, bem como
na pele (WHITTOCK e BOWER 2003). Finalmente, em ratos, mas ndo em
humanos, ha trés Genes de Dsgl. Cada um ¢ expresso dentro de uma diferente mas,

superponivel distribui¢do tecidual, na qual inclui bago de adulto e testiculos no caso

de Dsglo (WHITTOCK 2003; PULKKINEN et al. 2003).

Corneum

Granulosum

Spinasum

Basale

Fonte: Adaptado de YIN e GREEN( 2004)

Figura 5 - Padroes de diferenciagdo-dependente das proteinas desmossémicas na

epiderme.

O padrao de distribuicdo especifico de componentes desmossomais nao ¢
somente o resultado da diferenciacdo mas pode na realidade direcionar a
morfogénese tecidual e funcdo (GARROD et al. 2002). CHIDGEY et al. (1997)
observaram que mudangas no padrao de expressdo embrionario de Dsc3, acompanha
a organizac¢do epidérmica durante desenvolvimento de pele e propde que a relagdo de
Dsc3 e Dscl regula a diferenciagdo da pele. Semelhantemente, alterando a relagdo de

Dsg3 para Dsgl na epiderme suprabasal pela expressdo for¢cada de Dsg3 resulta na
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aquisicdo de caracteristicas de mucosa epitelial, e leva a letalidade perinatal devido a
severa perda liquida transepidérmica (ELIAS et al. 2001).

Um modelo murino semelhante que usa um promotor suprabasal diferente
para dirigir a expressdo de Dsg3 resultou em hiperproliferacao epidérmica e
diferenciagdo anormal (MERRITT et al. 2002). O funcionante adequado dos pares
Dsc2/Dsg2 e Dsc3/Dsg3 também prové informacgdo de posicionamento necessaria
para ordenar tipos diferentes de células e morfogénese de 4cinos mamadrios multi-
camadas “in vitro” (RUNSWICK et al. 2001). Junto, estes dados enfocam a
importancia de regulacdo dos padrdes de expressdo desmossomal para diferenciagao
normal e morfogénese.

O entendimento dos eventos transcricionais e pos-transcricional que dirigem
a distribuicdo das caderinas desmossomal dependente de diferenciacdo esta apenas
no comeg¢o. O fato de que este caderinas sdo organizadas em conjuntos de
cooperagdo no cromossomo 18, abasteceu a especulagdo de que a expressao delas ¢
coordenadamente regulada. Os promotores para Dscl, Dsc2, Dsc3, Dsgl e Dsg3
foram parcialmente caracterizado (HUNT et al. 1999). Dsc 1 e 3 sdo ambos
regulados por familias de proteinas de ligagdo CCAAT/ampliado-C/EBPa e C/EBPp,
respectivamente, ¢ expressao de ambos os Dscs € ativada por C/EBPS. Além disso,
PKC regula a expressao de Dsgl sem ter efeitos em outro Dsgs (DENNING et al.
1998). Como as caderinas desmossdmicas, plakofilinas também exibem localizagdes
diferenciagdo-dependentes (Figura 3). Enquanto PKP3 ¢ ubiquitinamente expresso
por fora das camadas epidérmicas, PKP1 parece estar presente no desmossomos sé
em camadas suprabasais e PKP2 diminui gradualmente da camada basal para a

superficie (MOLL et al. 1997). A presenca de PKP1 em jungdes das camadas
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diferenciadas parece ser regulado pos-transducionalmente, como também estd
presente dentro do ntcleo de células na camada basal.

Eventos pos-transducionais também devem estar envolvidos no
remodelamento dos desmossomos a medidas que as células se movimentam para
cima nas camadas superficiais da pele (area sobre a qual pouco é conhecido). Se sabe
que quando a distribuicdo das caderinas desmossomais se sobrepdem, ambos as
isoformas podem estar presentes dentro de um desmossomo individual (NORTH et
al. 1996). A organizagdo e o uso de caderinas e as proteinas associadas a elas deve
ser cuidadosamente coordenadas, como foi mostrado que, “in vitro”, a expressdo de
caderinas desmossomal fora do contexto normal delas pode romper a formagao
desmossomal (ISHII et al. 2001). Se desmossomos sdo remodelados pela insercao de
isoformas de caderinas recentemente sintetizadas em jungdes pré-existentes, ou se
novas formas de jungdes que usa misturas de moléculas como construtor de blocos,
enquanto desmossomos antigos sdo internalizados ¢ degradados, ou ambos, ndo ¢
conhecido. Nesta consideragdo, recente recuperacdo de fluorescéncia depois de
analise de “photobleaching” (FRAP), mostrou que GFP-Dsc2 troca em desmosomos
alvos com uma meia vida de 30 minutos, sugerindo que as caderinas desmossomicas
sdo capazes de ser trocadas entre desmossomos existente (WINDOFFER et al.
2002).

Durante as fases finais de diferenciacdo, moléculas desmossdmicas servem
como substratos para ligamento cruzados mediado por transglutaminase como eles
participam na iniciagdo de organizagdo do envelope celular cornificado
(STEINERTE e MAREKOV 1999). Além disso, processos proteoliticos de

moléculas desmossdmicas como corneodesmosina podem contribuir para a
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descamacao durante fases posteriores de diferenciacdo (SERRE et al. 1991; SIMON
et al. 2001). Além disso, foi demonstrado que Dsg 1 é um substrato para caspases-3
em queratinocitos e a ativagdo da caspase-3 foi associada com diferenciagdo de
queratinocitos (WEIL et al. 1999; ECKHART et al. 2000). Junto estas observacoes
sugerem que moléculas desmossOmicas sejam ambos participantes ativos na
morfogénese epitelial bem como o alvo de enzimas diferenciacdo-especificas que

remodelam queratinocitos durante as fases finais de estratificagdo e descamagao.

2.4.8 Regulagem poés-transducional dos componentes desmossdémicos
o Calcio: Aumento do calcio extracelular dispara a formagdo de jung¢do “in

vitro”, e ¢ provavel que ambos os niveis de cdalcio extracelular e

citoplasmicos sejam importantes para o processo. Os eventos que norteiam a

organizagdo juncional sdo em grande parte pos-transducionais, apesar de que

ao decorrer das fases ndo exija a sintese de novas proteinas. Contato entre
células calcio-induzido faz, entretanto, aumentar a estabilidade metabdlica de
componentes individuais e resulta na titulagdo de um detergente soltivel para

um grupo de proteinas desmossomal insoluvel, inclusive Dsgs, (PASDAR e

NELSON 1989), desmoplakina (PASDAR e NELSON 1988a e b) e

plakoglobina (PASDAR et al. 1995a).

O aumento da estabilidade metabolica de componentes das jun¢des mais
provavelmente reflete uma cascata de modificagdes pos-transducionais e a
organizagdo de precursores multi-moleculares que acontecem no processo de
organiza¢do desmossdmica. Consistente com a idéia que a estabilidade metabdlica

de plakoglobina ¢ regulada através de interagdo com proteinas associadas, a taxa de
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degradacao da plakoglobina foi diminuido de 15-20 vezes pela co-expressao tanto
de Dsg ou Dsc em fibroblastos faltando outras proteinas de jungdes intercelular
(KOWALCZYK et al. 1994). Delecao do dominio de ligagdo da plakoglobina em
Dsg3 prejudica sua incorporagdo nos desmossomos, sugerindo que a formagao do
complexo ¢ importante no processo de organizagdo (ANDL ¢ STANLEY 2001).

Viarias evidéncia sugerem que Dscs possam iniciar a organizacao
desmossomica. Em células MDCK calcio-trocadoras sujeitadas a um bloqueio a
temperaturas de 19°C, Dsc2 aparece primeiro na superficie de célula, com Dsg sendo
transportada para possiveis sitios nucleares durante um segundo estagio (BURDETT
e SULLIVAN 2002). A potencial importancia de Dsc em estagios precoces da
organizagdo desmossdmicas ¢ apoiada por experiéncias em queratinocitos HaCat no
qual a por¢ao N-terminal deletada de Dsc3 (Dsc3AEC) compromete a formagdo de
jungdes aderentes e subseqiiente organizacao desmossdmica, enquanto a Dsg3 com a
por¢do N-terminal deletada (Dsg3AEC) apenas prejudica a formagdo de
desmossomos. Também foi mostrado que Dsc3AEC liga ambos plakoglobina
enddgena e PB-catenina em células de HaCat (HANAKAWA et al. 2000). Levado
junto, estas observagdes eleva a possibilidade que durante formacgdo de contato
inicial, Dscs ¢é preferencialmente transportado pelo contado célula-célula onde eles
interagem com jungdes aderentes -catenin ou plakoglobina, iniciando a nucleagdo
de desmossomos.

Considerando que as caderinas desmossomais e plakoglobina sao
provavelmente translocada juntas para sitios de contato de célula-célula,
possivelmente, através de transporte de vesicula microtubulo-dirigido, desmoplakina

parece permanecer em uma area separada durante a organizacdo desmossdmica
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calcio-induzido (PASDAR et al. 1991). Desmoplakina contendo pontos luminoso
fluorescente associado com filamentos intermediarios de queratina no citoplasma de
células de baixo nivel de calcio, tem sido interpretado como precursor desmossomico
que ¢ translocada para a membrana para organizar a placa (JONES ¢ GOLDMAN
1985). Outros sugerem que eles interiorizam remanescentes desmossomicos
(MATTEY e GARROD 1986a; DUDEN e FRANKE 1988). Recentes experiéncias
de imagem de células vivas usando formas GFP-marcadas de desmoplakina
demonstram que a translocagdo de pontos contendo ligagdo citoplasmatica ndo-
membrana para sitios de organizacdo desmossdmica. Estes dados apoiam a idéia que
pelo menos alguns dos pontos fluorescente sdo precursores que participam em novos
ciclos de formagao das jungdes. O mecanismo por qual este macromolecular sdo
precursoras, sao formados o envolvimento de outros componentes da placa como
PKPs em sua organizagdo, ¢ como eles sdo translocadas em células sdo perguntas
que permanecem sem respostas.

Imagens de células vivas usando Dsg2-GFP ou plakoglobina-GFP revelou
comportamentos dindmicos adicionais de desmossomos, em qual estas jungdes sdao
continuamente organizadas em contatos estaveis que tardiamente se funde em uma
unica estrutura com desmossomos vizinho. Tal processo resulta em constante
remodelamento e redistribuicdo do nimero e tamanho de desmossomos, provendo
um mecanismo para regular tanto a flexibilidade e estabilidade do complexo
filamento intermediario-desmossomo nas células (GLOUSHANKOVA et al. 2003).

Em camadas de células epiteliais que amadureceram durante varios dias,
desmossomos sofrem uma transicdo de cdalcio-dependéncia para célcio-

independéncia (MATTEY e GARROD 1986b). Dado estas circunstancias
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desmossomos permanecem estaveis até mesmo quando sujeitou a baixo nivel de
calcio extracelular. Porém, este processo ¢ revertido nas extremidades de feridas em
uma camada epitelial, um processo que ¢ dependente de PKCa (WALLIS et al.
2000). A importancia de célcio como um regulador de desmossomos “in vivo”, como
também as implicacdes desta fase de maturacdo observada, ainda ndo ¢ entendido,

embora um gradiente de célcio tem sido medido na epiderme (MENON et al. 1985).

2.4.9 Dependéncia nas juncdes aderentes

Viérias linhas de investigacdo sugerem que a formagdo de desmossomos ¢
dependente da organizagdo das junc¢des aderentes acima (HUBER 2003; GETSIOS
et al. 2004). Juncdes aderentes sdo as primeiras a se formar em resposta a um sinal
de calcio extracelular. Células que expressa componentes de proteina
desmossdmicas, mas falta uma caderina cldssica ou a-catenina, ¢ incapaz de
organizar desmossomos. Em um caso, re-expressdo de E-caderina foi insuficiente
para ativar a organizacdo desmossdmica, mas reintroduciao de plakoglobina, ou um
complexo E-caderina-plakoglobina pode agir como um intermediario importante
coordenando a organizacdo destas duas jungdes (LEWIS et al. 1997). O fato de
estruturas “desmossomo-like” formado na pele de plakoglobina de ratos “Knock out”
(BIERKAMP et al. 1996) parece contradizer a nocdo de que plakoglobina ¢
necessaria para a organizagdo desmossomica. Porém, ¢é possivel que outras
moléculas podem colaborar para esta fungdo da plakoglobina, incluindo p0071, B-
catenin ou talvez mesmo o PKP2, todos ja se mostraram capazes de se associar com
ambos as juncdes aderentes e com componentes de desmossomos (CHEN et al.

2002; HATZFELD et al. 2003). Em outro estudo, ativagdo de PKC parecia evitar a
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exigéncia por a-catenina em células de carcinoma de colon que faltam esta molécula,
resultando na inducdo de desmossomos e organizacdo de jungdes aderentes curtas e
recuperagdo de caracteristicas de epitélios normais (VAN HENGEL et al. 1997).
Assim, jungdes aderentes podem prover ambos sinais estruturais € quimicos
importante para a organizagdo de outras jungoes.

Também foi sugerido que simplesmente seja o ato de manter membranas em
contato intimo tenha como resultado o fechamento da E-cadherin que permita aos
desmossomos formar e subseqiientemente manter juntas as membranas adjacentes
(VASIOUKHIN et al. 2000). Por outro lado, foi relatado que na auséncia de contato
célula-célula, placas “meio-desmossomos” com caderinas desmossomal expostas sao
formados e entdo rapidamente endocitadas na auséncia de uma conexao estavel para
uma placa associada em uma célula vizinha (DEMLEHNER et al. 1995). Aquelas
jungdes aderentes e os desmossomos tém uma relagcdo simbiotica e € realcado nao
obstante por dados de um desmoplakina “knoch out” na qual o numero de jungdes
aderentes diminuem e a sua maturagdo ¢ prejudicada em pele de rato

(VASIOUKHIN et al. 2001).

2.4.10 Processamento Proteolitico

Proteinas desmossdmicas também sdo alvos de processos proteoliticos que
podem agir para modificar as fun¢des desmossdmicas durante o processo de
diferenciagdo, cicatrizagdo de ferida, morte de celular e certos processos patogénicos.
Em células sofrendo apoptose, plakoglobina, desmoplakina-1 ¢ 2, bem como
plakophilina-1, sdo todos substratos de caspases em células apoptoticas

(BRANCOLINI et al. 1998; WEISKE et al. 2001). Caderinas desmossomais, como
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Dsg3, Dsc3 e Dsgl, ndo apenas sao clivadas através de caspases em seus dominios
intracelulares, mas também s3o clivadas por metaloproteinases extracelulares,
resultando no espalhamento destes dominios. Estes eventos de divisdo resultaram na
acumula¢do produtos da quebra no citoplasma, dissolu¢do de desmossomos, e
rompimento da rede de filamentos intermedidrios de queratina e provavel sdo
importantes contribuintes para o desmantelamento da citoarquitetura que ocorre
durante a morte celular programada (WEISKE et al. 2001). A quebra das caderinas
desmossomais através de metaloproteinases também acontece em células de tumor e

pode contribuir a perda de adesdo e invasdo no cancer (LORCH et al. 2004).

2.4.11 Outras modificacBes pos-transducionais que regulam a organizacdo e
destino de moléculas desmossémicas

Proteinas desmossomicas sofrem ambas fosforilagdo de serina-treonina e
fosforilacdo da tirosina que regula o destino delas e suas interagdes com outras
proteinas (Figura 4). Proteinas cinases, como PKC, podem fazer papéis positivos e
negativos no processo de organizagdo desmossomica (VAN HENGEL et al. 1997;
AMAR et al. 1999; WALLIS et al. 2000), e atividade fosfatase de proteinas parece
ser necessaria para fases finais de formagao da placa desmossdmica (PASDAR et al.
1995a).

A proteina plakoglobina de “Armadillo” que ¢ regulado tanto pela
fosforilagdo serina/treonina e fosforilagdo de tirosina, tem sido o foco de muitos
destes estudos. Plakoglobina é mais altamente fosforilada nas regides das ndo-
jungoes soluveis, elevando a possibilidade que seu destino durante a organizagao ¢

regulada pela fosforilagdo (PASDAR et al. 1995b). Dissolugdo do desmossomo em



52

resposta ao tratamento com EGF de A431 resulta em uma translocagdo da
plakoglobina dos limites células-células para o citoplasma. Fosforilacio EGFR-
dependente de Y693, Y742, e/ou Y729 foi mostrado que prejudica a associagdo de
plakoglobina com desmoplakina, possivelmente afetando a jungdo de filamentos
intermediarios do citoequeleto (Figura 4) (GAUDRY et al. 2001; MIRAVET et al.
2003). Plakoglobina também € um substrato para Src, Fer, ¢ Fyn (MIRAVET et al.
2003) (Figura 4), e fosforilacdo a residuos distintos direcionados por estas cinases
tem diferentes efeitos nas interagdes proteina-proteina. Considerando que
fosforilagdo Src de tirosina 643 aumenta plakoglobina ligada com desmoplakina, e
diminuiu plakoglobina ligada a E-cadherin e a-catenin. Fyn e Fer primariamente
fosforila tirosina 549, resultando em aumento da plakoglobina ligada a a-catenin e
rompimento de sua interagdo com desmoplakina. Fosforilagdo da tirosina da
plakoglobina ndo esta sempre associada com a perda de contato célula-célula e na
realidade, tem sido associado com estabelecimento de adesdo e diferenciacdo de
Queratinocitos (CALAUTTI et al. 1998, 2002).

Como p-catenin, plakoglobina ndo-juncional esta sujeita a degradagdo pela
magquinaria proteossomica. Esta ¢ eficazmente fosforilada em sua por¢do N-terminal
por GSK-3p na presenca de Axin, e conseqiientemente associado com a ligase
ubiquitinada B-TrCP; porém, a eficiéncia de degradacao de plakoglobina ¢ um pouco
menor que aquela da B-catenin (KODAMA et al. 1999). Plakoglobina também ¢ O-
glicosilada na sua por¢ao N-terminal perto da “ por¢ao de destrui¢do.” (“destruction
box”). Acredita-se que esta modificacdo contrapde a fosforilagdo por GSK-3f e
assim protege a plakoglobina da degradagdo de proteassomos (HATSELL et al.

2003). O seqiiestro de plakoglobina pelo sistema membrana-citoesqueleto foi
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proposto como um mecanismo que a torna inacessivel para a maquinaria proteolitica
(SADOT et al. 2000).

Desmoplakina pode ser fosforilada na serina 2849 a qual esta dentro de um
local de consenso de proteina kinase A na extremidade C-terminal da molécula
(Figura 4). Estudos iniciais realizaram em um contexto de uma desmoplakina N-
terminal deletada que ndo ¢é capaz de incorporar em jungdes mas ao invés, se alinha
com filamentos intermedidrio citoplasmicos, sugerindo que fosforilagdo de Ser2849
seguida da ativacdo de PKA com forskolina inibe desmoplakina ligando aos
filamentos intermediarios do citoesqueleto (STAPPENBECK et al. 1994). Embora
cartografia de fosfopeptidios confirmem que aquela desmoplakina enddgena ¢
fosforilada na Ser2849 em células forskolin-tratadas, ligacdo a filamentos
intermediarios em desmossomos maduros ndo pareciam estar comprometidos.
Porém, resultados preliminares sugerem que a fosforilagdo reversivel de
desmoplakina pode regular sua distribuicdo na célula, libertando-a do citoesqueleto
e mobilizar um grupo organizacdo-competente quando a célula recebe sinais que
induz formacao de jun¢ao.

Anticorpos de pemphigus patogénicos também ativam fosforilagdo de
componentes de desmossomos e alteracdes no célcio intracelular e lipidio de vias de
sinalizacdo (OSADA et al. 1997; AOYAMA et al. 1999a e b). Ligagao de anticorpos
de “Pemphigus vulgaris” resulta em fosforilagio e processamento de Dsg 3, e
dissociacdao de plakoglobina. Além disso, plakoglobina parece ser necessaria para a
desacoplagem auto-anticorpos-dependente dos filamentos intermediarios observada
em um modelo “in vitro” para pemphigus (CALDELARI et al. 2001). Junto estas

observagdes sugerem que eventos pos-transducionais de fosforilagdo sdo importantes
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reguladores da organizacdo de desmossomos e remodelagem em respostas a
estimulos ambientais, incluindo esses que regulam eventos normais, como também

situagdes patologicas como invasao tumoral e metastase e doencas autoimunes.

2.4.12 Proteinas Desmossdmicas na Sinalizacdo

Os membros da familia de proteinas “Armadillo”, plakoglobina e PKPs tem
multiplas fun¢des dentro e fora dos desmossomos. Plakoglobina é o mais préximo
parente vertebrado de P-catenin, que ¢ um famoso efetor para baixo no candnico
caminho de sinaliza¢do da via Wnt. A sinalizagdo Wnt inicia uma cascata de eventos
que permite a P-catenin escapar a degradacdo da maquinaria proteassomica que
normalmente assegura que seus niveis citoplasmicos permanecam baixos. B-Catenin
pode entdo translocar-se para o ntcleo onde forma complexos com os fatores de
transcrigdo LEF/TCF e ativa transcri¢cdo dos genes designados envolvida no modelo
desenvolvimentista, decisoes de destino celular, crescimento celular e sobrevivéncia
(ZHURINSKY et al. 2000a).

A literatura que documenta a contribuicdo de plakoglobina para sinalizacdo ¢
complexa e levanta muitas perguntas sem resposta. Como B-catenin, super-expressao
de plakoglobina induz anterior duplicacdo de eixo em ovos fertilizados de Xenopus,
um fenotipo semelhante para os efeitos da super-expressdo de Wnt (KARNOVSKY
e KLYMKOWSKY 1995), e ligagdes a fatores transcricionais de LEF e TCF
(KARNOVSKY e KLYMKOWSKY 1995; SIMCHA et al. 1998; ZHURINSKY et
al. 2000b). Porém, antisense “knock down” de plakoglobina em Xenopus nao
interfere com estabelecimento de estruturas anteriores (KOFRON et al. 1997). Além

disso, em Drosophila, plakoglobina resgata adesdo, mas defeitos de sinalizacdo que
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sdo o resultado de rompimento da funcao de “Armadillos” (WHITE et al. 1998). Em
ratos plakoglobina “Knock out”, letalidade embrionica ¢ devido a defeitos cardiacos
resultantes do comprometimento da organizacdo desmossdmica, em contraste com a
letalidade embrionaria, resultante da inabilidade para formar estruturas dorsais em
ratos P-catenin “Knock out” (RUIZ et al. 1996; BIERKAMP et al. 1996;
HUELSKEN et al. 2000). Baseado no fato que um forma membrana-ancorada de
plakoglobina também induz duplicacio de eixo (MERRIAM et al. 1997;
KLYMKOWSKY et al. 1999) foi proposto que plakoglobina possa interferir com o
sistema de degradacdo de B-catenina, enquanto resulta na elevagdo de P-catenina
nuclear (MILLER ¢ MOON 1997), ou isola os antagonistas da via de sinalizagao
Wnt (KLYMKOWSKY et al. 1999).

Estudos com linhagens de células de mamiferos suportam a idéia que
plakoglobina e B-catenina interagem diferentemente com a via de sinalizacdo Wnt.
Em uma avaliagdo comparativa de sinalizagdo com [-catenina e plakoglobina, -
catenina estabilizada ativou localizador LEF/TCF cinco vezes mais potente que
plakoglobina (WILLIAMS et al. 2000). Em células de MDCK, super-expressa de
plakoglobina ou B-catenina eram ambos translocados ao ntcleo, mas plakoglobina
era ineficiente a recrutar LEF-1 para dentro das estruturas nucleares resultantes
observadas nestas células (SIMCHA et al. 1998). Além disso, plakoglobina s6
ineficientimente forma complexos com LEF/DNA “in vitro”, e super-expressao de
plakoglobina aumentaram a formagdo de complexos de [-catenin/LEF/DNA
(ZHURINSKY et al. 2000a).

Por outro lado, outros dados sugere que no nucleo, plakoglobina na verdade

interfere com a sinalizagdo da B-catenina. Ambos Plakoglobina e B-catenin podem
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ligar a TCF; porém, diferente da B-catenin, plakoglobina ligada a TCF pode tornar o
complexo incapaz de ligar ao DNA, interferindo assim, com a transcri¢do nuclear.
TCF-4 contém diferente locais de ligacdo para plakoglobina e B-catenin e complexo
ternario foram identificados contendo todas as trés proteinas. Quando fosforilado por
CK2, a associacdo de TCF-4 com plakoglobina estd reduzida enquanto sua
associa¢do com [B-catenina ndo ¢ afetada (MIRAVET et al. 2003). Assim, alterando a
afinidade da plakoglobina com TCF-4 por fosforilagdo pode servir como um
mecanismo importante para sinalizagdo Wnt plakoglobina-regulado.

Plakoglobina pode ndo agir porem, somente por vias dependentes de [-
catenina. Consistente com esta idéia, plakoglobina retardaram crescimento de cabelo
em ratos quando sua expressao foi dirigida por uma queratina pele-especifica
promotor 14 (CHARPENTIER et al. 2000). Em contraste, fB-catenin causou
proliferacdo de foliculo capilares e tumores que se assemelham a pilomatricomas
humano (GAT et al. 1998). Desde que a localizagdo e niveis de expressdao de B-
catenin na pele de ratos super expressando plakoglobina ndo apareceu estar alterado
(CHARPENTIER et al. 2000), alguns autores argumentam que ¢ improvavel que
plakoglobina esteja regulando crescimento de cabelo por atenuar a sinalizagdo de f3-
catenina neste modelo.

Foi sugerido que plakoglobina pode estar sinalizando além de um especifico
subconjunto da via Wnt. Esta hipotese ¢ apoiada pela observagdo de que ratos
transgénicos que expressam Wnt-3 ou DVL-2 na pele exibiu um fendtipo semelhante
a esses expressando plakoglobina, mas ndo B-catenina (MILLAR et al. 1999;
CHARPENTIER et al. 2000), at¢é mesmo embora ambas as proteinas sejam

eficientes em elevar niveis de expressao de f-catenina em células de culturas (LEE et
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al. 1999). Recentemente, também foi encontrado que em uma linhagem de células -
catenina-deficiente, plakoglobina exibe atividade transcricional quando co-expressa
com TCF-4 ou LEF-1 (MAEDA et al. 2004). Entao, plakoglobina ¢ capaz de ativar a
cascata de sinalizagado Wnt diretamente.

Plakoglobina foi implicado tanto como um supressor de tumor € como um
oncogene. Plakoglobina, mas n3o o tipo selvagem de [-catenina, transformou
linhagens RE3K de células epiteliais renais de rato. Este comportamento era
dependente em sua habilidade para ativar a expressdo do gene c-myc pelo sinalizador
LEF/TCF (KOLLIGS et al. 2000). Nao apenas isto sugere que plakoglobina
desempenha um papel positivo em cancer, mas também indica que plakoglobina
pode formar complexos transcricionais que reconhecem o DNA de distintas maneira
para inibir ou induzir genes alvos plakoglobina-especificos. Por outro lado, perda de
plakoglobina foi relatada em varios tipos de neoplasias, sugerindo uma funcao
supressora de tumor (ABERLE et al. 1995; AMITAY et al. 2001).

Fatores que afetam o transporte de plakoglobina entre juncdes das células e o
nucleo provéem outra camada provavel de regulamento importante para suas fungdes
sinalizadoras. Tratamento de queratinocitos com o inibidor de fosfatase,
peroxovanadate, resultou em uma translocacdo rapida de plakoglobina e -catenina
da membrana para o nticleo. Translocacdo nuclear foi associada com aumento de
plakoglobina ligada a TCF e diminui¢do regulatéria da transcricdo de gene pela
constru¢do localizadora TCF/LEF (HU et al. 2003). Coletivamente estes dados
apdéiam um papel para plakoglobina na regulacdo transcricional, ambos
indiretamente por mecanismos B-catenin-dependentes, e diretamente pela transcri¢ao

de genes plakoglobina-especificos. Se plakoglobina positivamente ou negativamente
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regula sinalizagdo [-catenina-dependente pode depender da espécie, fase de
desenvolvimento e outros fatores.

Como a plakoglobina, o PKPs ficam situados em desmossomos ¢ no nucleo
(SCHMIDT et al. 1997; KLYMKOWSKY 1999; BONNE et al. 1999). PKP2 foi
achado no complexo RNA polimerase III holoenzima no nucleo. Embora o
significado funcional desta associagdo ndo seja ainda conhecido, esta observagdo
sugere que PKP2 possa desempenhar um papel mais fundamental na estrutura ou
regulacdo da maquinaria transcricional. Fosforilagdo do residuo de S38 de PKP2 no
seu dominio N-terminal por uma kinase sérica C-TAKI facilita a ligacdo com 14-3-3
que mantém PKP2 no citoplasma (MULLER et al. 2003), provendo um possivel
mecanismo para regular suas fun¢des nucleares. Nao foram mostrados que PKPs
desempenha um papel direto na sinalizagio Wnt. Um possivel papel indireto ¢
indicado pelo fato de que PKP2 se liga a B-catenina por seu dominio inicial, e
expressdo de PKP2 em células SW480 super regula a sinalizagdo B-catenin/TCF em
um padrdo dependente de PB-catenina (CHEN et al. 2002). Se outro membro da

familia PKP tém fun¢des semelhantes permanece uma pergunta sem resposta.

2.4.13 Consideracdes Finais

Apesar de extensamente estudados, estes biomarcadores ainda ndo foram
utilizados na avaliagdo prognostica do carcinoma espinocelular do pénis.

O dogma atual na biologia do cancer ¢ que a adesdo celular ¢ reduzida
durante a transformacdo maligna, o que, permite que as células tumorais possam
migrar, invadir e ter a capacidade de metastatizar. Muitas evidéncias atuais, apontam

para a importancia dos desmossomos e seus componentes no cancer. Da mesma
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forma que a expressio da Involucrina que apresenta papel importante na
diferenciagdo do epitélio escamoso.

Alteracdes na expressdo de componentes desmossomais podem contribuir
para a progressdo da doenca pela modificacdo de vias intracelulares de sinais de
transducdo e / ou por causar diminui¢do da adesdo celular. Apesar disso, evidencias
definitivas que ligam desmossomos ao cancer ainda estd faltando, entretanto uma
quantidade substancial de evidéncias disponiveis, apdiam a idéia de que estdo
envolvidos na progressao das neoplasias. Varias mudangas na expressao dos
componentes desmossomais foram documentados e mais estudos que comprovem
estas mudancas de forma abrangente em elementos constituintes desmossomais
durante tumorigenesis sdo necessarios. Definir o papel de desmossomos como
mediadores de transducdo de sinais intracelulares e identificar alteragdes na
sinalizag@0 que ocorrem em resposta a alteragdes nos padrdes normais de expressao
destes componentes serd um importante passo futuro.

Embora a organizagdo desmossomica esteja freqiientemente prejudicada nas
células tumorais, ha evidéncias conflitantes sobre que papel os desmossomos ou seus
componentes desempenham na carcinogenesis. Alguns estudos demonstram aumento
da expressdo de componentes desmosomal em tumores invasivos enquanto outros
demonstram maior desarranjo cromossomo em alguns tumores epiteliais avangados.

Diante disso estudar os componentes desmossomicos: Desmogleina;
Desmoplakina e Plakoglobina, além da expressdo da Involucrina em portadores de
carcinoma epidermdide do pénis pode trazer uma importante contribuicdo para o

entendimento desta neoplasia.
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3 OBJETIVOS

Frente a caréncia de marcadores de comportamento bioldogico em cancer de

pénis, o presente estudo tem como objetivos:

1) Estudar a expressao imunoistoquimica da Involucrina no céancer de

pénis.

2) Estudar a expressao imunoistoquimica dos componentes relacionados
a atividade da placa desmossomica: desmogleina, desmoplakina e plakoglobina, no

cancer de pénis.

3) Avaliar dados clinicos e varidveis demograficas e anatomopatologicas

do tumor primario relacionados ao cancer de pénis.

4) Correlacionar variaveis clinicas, demograficas e anatomopatologicas
com a expressdo imunoistoquimica da Involucrina e dos componente relacionados a
atividade da placa desmossomica: desmogleina, desmoplakina e plakoglobina, na
tentativa de identificar fatores de risco para sobrevida cancer especifica, sobrevida

global e metastase linfonodal.
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4  POPULACAO E METODOS

Foram analisados retrospectivamente os prontudrios dos pacientes
submetidos a cirurgia para carcinoma epidermoéide do pénis no Centro de Tratamento
e Pesquisa — Hospital do Cancer no periodo de maio de 1953 a fevereiro de 1999.
Foram selecionados os pacientes que realizaram a cirurgia do tumor primario com ou
sem linfadenectomia inguino-iliaca. Nos pacientes que ndo fizeram linfadenectomia
foram considerados apenas aqueles que tinham seguimento minimo de cinco anos,
tempo adequado para definir a auséncia de metastase linfonodal.

A ficha de levantamento de dados (Anexo 1), foi preenchida com as
informacdes obtidas dos prontudrios arquivados no Servigo de Arquivo Médico e
Estatistica (SAME).

Foram estudados os respectivos materiais devidamente arquivados em
parafina no Departamento de Anatomia Patologica e passiveis de confirmacao
diagnostica. A partir do material existente nos blocos de parafina foram realizados
blocos de TMA e posteriormente cortes para a realizacdo de coloragao
imunoistoquimica para Involucrina e os componente relacionados a atividade da

placa desmossomica: desmogleina, desmoplakina e plakoglobina.

4.1 CRITERIOS DE INCLUSAO

Pacientes portadores de carcinoma espinocelular do pénis, submetido a

tratamento cirurgico do tumor primario e a linfadenectomia regional, uni ou bilateral
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em qualquer momento do seu seguimento, ou pacientes que tenham seguimento
adequado por pelo menos 5 anos, dado ja evidenciado na literatura como tempo
adequado para assegurar nao existir metastases.

Pacientes que tenham material arquivado suficiente para novos cortes

histolégicos e confirmacdo do diagndstico.

4.2 CRITERIOS DE EXCLUSAO

Pacientes que apresentavam segundo tumor primario.

Pacientes que tenham realizado tratamento adjuvante ou neo-adjuvante.

4.3 DIAGNOSTICO

Todos os pacientes foram avaliados inicialmente por exame clinico geral,
analisando-se os diversos aparelhos e sistemas e exame locorregional, no qual a
lesdo primdria era caracterizada segundo o seu aspecto, localizacdo e extensdo. A
presenca de linfonodos clinicamente metastaticos foi investigada através da palpacao
das regides inguinais. O toque retal foi realizado para avaliacdo de possivel
infiltragdo da raiz do pénis e prostata.

A suspeita clinica foi confirmada sempre pela biopsia incisional de area
periférica da lesdo. O material de bidpsia obtido foi fixado em formalina e incluido
em parafina. Os cortes foram corados pela hematoxilina-eosina. Quando os pacientes
j4 haviam sido biopsiados em outras institui¢des, as ldminas foram submetidas a

revisdo anatomopatoldgica sistematica.
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44 ESTADIAMENTO

O estadiamento clinico foi realizado pelo sistema TNM, UICC (GREENE et
al. 2002) (Figura 6) onde se recomenda o agrupamento dos pacientes por estadios
clinicos e se considera linfonodos regionais aqueles localizados nas regides
inguinais. As metéastases pulmonares foram investigadas através de radiografias de

torax realizadas nas incidéncias postero-anterior e perfil.

TNM - Estadiamento TNM (UICC, 2002)
ESTADIAMENTO DO TUMOR PRIMARIO

Tx Tumor primario nao pode ser avaliado

TO Sem evidéncia de tumor primario

Tis  Carcinoma in situ

Ta Tumor verrucoso nao invasivo

Tl Tumor invade tecido conectivo subepitelial
T2 Tumor invade corpo cavernoso ou €sponjoso
T3 Tumor invade uretra ou prostata

T4 Tumor invade estruturas adjacentes

ESTADIAMENTO DOS LINFONODOS REGIONAIS

Nx Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados

NO Auséncia de metastases em linfonodos regionais

N1  Metastases unica em linfonodo inguinal superficial

N2  Metastases multiplas ou bilaterais em linfonodos inguinais superficiais
N3  Metastases em linfonodos inguinais profundos ou iliacos

ESTADIAMENTO DAS METASTASES A DISTANCIA

Mx  Metastases a distdncia ndo pode ser avaliada
MO  Auséncia de metastases a distancia
M1 Metastases a distancia

Figura 6 - Estadiamento TNM UICC, (2002).
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45 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Todos os pacientes foram tratados por cirurgia. Os tumores foram excisados
com margem macroscopica minima de 2,0 cm. O tipo de cirurgia realizada variou de
acordo com a extensdo do tumor. Os procedimentos realizados foram ressec¢ao
ampla, amputagdo parcial ou total do pénis. No ultimo caso, os pacientes foram
submetidos a uretroplastia perineal.

O tratamento dos linfonodos regionais, quando necessdrio, foi a
linfadenectomia inguinal ou ilioinguinal bilateral. A linfadenectomia ilioinguinal
consistiu na resseccdo em monobloco de linfonodos, vasos linfaticos e tecido
aurcolar de sustentacdo da cadeia iliaca comum, externa ¢ interna, do conteudo da
fossa obturadora e da regido inguinal, conforme técnica preconizada no
Departamento de Cirurgia Pélvica do Hospital A.C. Camargo (GENTIL et al. 1986).
Nas linfadenectomias inguinais, a cirurgia limitou-se a essa regido, sendo ressecados

os linfonodos superficiais e profundos.

46 SEGUIMENTO DOS PACIENTES

O acompanhamento dos pacientes se deu em consultas ambulatoriais. As
consultas foram realizadas mensalmente no primeiro semestre, ¢ bimestrais no
segundo. Do segundo ao terceiro anos de seguimento estas consultas passaram a ser
trimestrais, sendo apos o terceiro ano realizadas anualmente.

Em todas as consultas eram realizados exame fisico sitematico locorregional.
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As Radiografias de torax eram realizadas anualmente ou na vigéncia de
sintomas.
Os pacientes foram classificados segundo o seguimento em:
a) vivos sem cancer,
b) mortos pelo cancer ou por complicagdo do tratamento, incluindo 6bito pos-
operatorio (até 30 dias pos-cirurgia),
c) mortos por outras causas,

d) perdidos no seguimento.

47 EXAME ANATOMOPATOLOGICOS DO TUMOR PRIMARIO

Todas as laminas foram revistas por dois patologista, Prof®. Dr. Fernando
Augusto Soares, Diretor do Departamento de Patologia do Hospital do Cancer A.C.
Camargo e Prof. Dr Antonio Cubilla,

Os critérios usados para definir as variaveis anatomopatologicos foram:

a) Espessura do tumor:

Medida a partir da superficie até a infiltracdo da regido mais profunda com o auxilio
de uma escala milimétrica aplicada sobre o corte histologico. Foram entdo agrupados
em 1) de 1-5 mm e 2) maior que 5 mm.

b) Grau de diferenciagao histologica:

Grau I (bem diferenciado): Caracterizado pela presenca de células poligonais
estratificadas, numerosas e visiveis pontes intercelulares, poucas mitose, pequeno
grau de anaplasia e evidente queratinizacdo, com numerosas e visiveis perolas

corneas.
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Grau Il (moderadamente diferenciado): Caracterizado pela presenga de células
poligonais estratificadas, poucas pontes intercelulares, mitoses numerosas e atipicas,
pleomorfismo nuclear evidente e com pérolas corneas escassas ou ausentes.
Grau III (pouco diferenciado): Caracterizado pela raridade de células poligonais,
com dificil visualizacdo de pontes intercelulares. Predominio de células pequenas
alongadas e indiferenciadas, acentuado pleomorfismo e hipercromasia nuclear com
mitoses numerosas e atipicas.

Os tumores com diferentes caracteristicas histologicas foram classificados
segundo o aspecto predominante.
c) Embolizacao vascular linfatica:
Caracterizada por células neoplasicas, livres ou agrupadas, no limem vascular de
paredes delgadas, revestidas por células endoteliais desprovidas de fibras musculares
lisas ou hemacias.
d) Embolizacao vascular venosa:
Caracterizada por células neoplasicas, livres ou agrupadas, no limem vascular com
hemacias, revestimento endotelial e fibras musculares.
E estes forma agrupados em um tnico grupo
e) Infiltragdo de corpo esponjoso ou cavernoso:
Caracterizado por invasdo por células neopldsicas dessas estruturas vistas ao
microscopio, parcial ou totalmente.
f) Infiltracao da Uretra:
Caracterizada quando a neoplasia invadia o epitélio e/ou o coérion subjacente.

g) Tipo de invasao:



69

Padrao estabelecido segundo critérios modificados de ANNEROTH et al.
(1987) e BRYNE et al. (1989). Conforme previamente descrito por GUIMARAES et
al. (2000).

Padrao de infiltragdo tipo Regular (Deslocamento):

Caracterizado quando as células tumorais invadem em grandes blocos celulares com
interface tumor-hospedeiro bem delimitada.

Padrao de infiltragdo tipo Irregular (Infiltrante):

Caracterizado por invasdo em blocos de corddes solidos de células tumorais que

infiltram amplamente o estroma do 6rgao.

h) Tipo Histologico (morfologia):

Foi utilizado os critérios previamentes descritos e divididos nos grupos de risco
conforme previamentes publicado por GUIMARAES et al. (2009) e agrupados em
baixo risco (Warty, warty invasivo, papilar, condiloma gigante, psudoglandular,
cuniculatum, verrucoso, verrucoso invasivo, pseudohiperplasico, e as formas mistas

destas variantes) e alto risco (demais morfologias).

48 TECNICADE TMA

Apo6s pesquisa no arquivo do Departamento de Anatomia Patologica, foram
identificadas as laminas histoldgicas referentes a peca cirargica (tumor peniano). Em
virtude de haver, em varios casos, mais de uma lamina representativa do tumor
primario, todas elas foram revistas por trés patologistas (Prof°. Dr. Fernando

Augusto Soares, Diretor do Departamento de Anatomia Patologica do Hospital do
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Cancer A C Camargo e Dra. Isabela Werneck da Cunha e o Prof. Dr. Antonio
Cubilla), selecionando-se aquela mais representativa da lesdo.

Para constru¢do do TMA (Anexo 2) o médico patologista selecionou nas
laminas de hematoxilina-eosina as areas do tumor a serem amostradas nos blocos de
parafina por um equipamento computadorizado de precisdo. Foram obtidos cilindros
de 1 mm da area tumoral que serdo montados em um novo bloco de parafina com
posicdo bidimensional determinada e gravada pelo equipamento. Foram realizadas
amostras em duplicata de cada caso, o que necessitou de dois blocos receptores. A
partir deste novo bloco (BP-TMA) foram preparados cortes histologicos em laminas
previamente tratadas com pelicula aderente, nas quais foram executadas as reagdes
de imunoistoquimica com anticorpos a serem pesquisados, pelas técnicas habituais.

Um caso foi definido como adequado, quando o corte resultante ocupou pelo
menos 24% da area total do cilindro. Foram realizados cortes sequenciais de quatro
micrometros de espessura, colhidos em laminas adesivas oriundas da Instrumedics
(Hackensack NJ, EUA).

Para maximizar o uso do TMA, todos os cortes de cinco milimetros foram
colhidos em uma tUnica sessdo e armazenados para uso posterior. Para tal utilizaram-
se laminas adesivas da Instrumedics Inc (USA). Tal lamina contém um adesivo
proprio e os cortes sdo colhidos em fita adesiva com a transferéncia posterior para a
lamina. Esta técnica permite que nenhum corte seja perdido e tenhamos o exato
controle da profundidade do cilindro de tecido. Realizou-se o controle do niimero de
casos avaliaveis pela coloragdo de uma lamina a cada 25 cortes pela contagem dos
cilindros, quando presentes. O TMA foi considerado esgotado quando acima de 25%

das amostras ndo se encontravam presentes nas laminas.
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A leitura das laminas foi realizada em microscopios comuns e os resultados
classificados para cada reagente. Os resultados foram correlacionados as variaveis

estudadas.

49 PROTOCOLO DE REACOES - TMA

O bloco de TMA foi cortado no micrétomo rotativo na espessura de 5 pm.
Colocou-se o tape contra o bloco de TMA e o cortou. O tape com o material foi
colado na ldmina apropriada. A lamina com o tape sofreu a irradiagdo com UV por
30 minutos, sendo em seguida mergulhada em solucdo solvente (TPC) e seca a
temperatura ambiente. Os tapes foram retirados ap6s a secagem. As laminas
sofreram banho de parafina, estando prontas para o armazenamento em freezer.

Realizou-se o controle do niimero de casos avalidveis pela coloracdo de uma
lamina a cada 25 cortes pela contagem dos cilindros, quando presentes. O TMA foi
considerado esgotado quando acima de 25% das amostras ndo se encontravam

presentes nas laminas.

4.9.1 Imunoistoquimica
As reagdes de imunoistoquimica para cada anticorpo foram realizadas em
duas laminas do TMA. Como dito anteriormente, ha dois cilindros de cada tumor
alocados no bloco de TMA, o que fez que as andlises fossem feitas em quadruplicata.
Os cortes histologicos foram desparafinizados e preparados por passagens
sucessivas por xilol e etanol e submetidos a recuperacdo antigénica pelo calor com

irradiacdo em banho-maria, utilizando-se tampao EDTA + Tris, pH 9,0 por 40
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minutos, deixando-se mais 10 minutos a temperatura ambiente. A seguir, foi feito o
bloqueio da peroxidade enddgena com solugdo de perdxido de hidrogénio a 3%
(agua oxigenada 10 vol.), com trés trocas de 5 minutos cada. Ap6s o bloqueio da
peroxidase, também se fez o bloqueio de proteina (DAKO® Protein Block Serum-
Free) por 20 minutos. A seguir, as laminas foram incubadas com os anticorpos
primarios, conforme a Tabela 1, por 2 horas, em camara umida, a temperatura
ambiente. Apos incubagdo, as laminas foram lavadas em tampao PBS com trés trocas
de 5 minutos cada, sendo incubadas, posteriormente, com NovoLink Max Polymer
(Novocastra), por 30 minutos, a temperatura ambiente, passando em seguida por trés
lavagens de 5 minutos em PBS. As laminas foram reveladas com solugdo de
Diaminobenzidina (DAB, DAKO®) e contra coradas com hematoxilina de Harris
(Merck®). As reacdes foram realizadas em duas laminas de TMA com intervalo de
60 cortes entre elas, garantindo que as células analisadas ndo fossem as mesmas.
Procedeu-se entdo a montagem das laminas em Entellan (MERCK, Germany).

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

halotipo do anticorpo primario, mas da mesma espécie.
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Tabela 1 - Descrigdo do anticorpo primario utilizado, clones, titulo de dilui¢ao e

fabricantes.
Anticorpos Clones Titulos Fabricantes
Involucrin Ab-1 SY5 1:300 LAB Vision, Dr. Fremont CA/EUA, cat # MS-126
Desmoglein DG 3.10 1:25 Chemicon International, EUA, cat # CBL 174
Plakoglobin - 1:300 Neo Markers, Dr. Fremont CA/EUA, cat # RB 9236

Desmoplakin 1&2 DP 1 &2

Kit commercial pre-diluido

Cat # RDI - PRO 65145

4.10 INTERPRETACAO DAS REACOES IMUNOISTOQUIMICAS

Por se tratar de um estudo retrospectivo, foi optado por avaliar a qualidade da
imunorreatividade dos casos estudados. Para tal, foram utilizados marcadores
especificos, como citoceratina AE1/AE3 (DAKO®) e Vimentina (DAKO®). O
resultado foi uma imunorreatividade baixa em apenas dois casos (0,6%), que foram
excluidos. Foram também excluidos da andlise casos que ndo tinham material do
tumor avalidvel no cilindro de TMA. Um corte de tecido foi considerado nao
informativo quando havia menos do que 25% de area tumoral representada. A
analise da expressdo imunoistoquimica das proteinas Involucrina, Desmogleina,
Plakoglobina e Desmoplakina foi realizada, quantitativamente, por meio do Sistema
Automatizado de Imagem Celular (ACIS III DAKO, Carpinteria, CA, EUA).
Especificagdes do aparelho e encontram-se no Anexo 3.

De uma maneira resumida, os componentes do ACIS III consistem de um
microscopio digital automatizado (escaneador de laminas), um computador com
janela de captura de imagens e um sistema de processamento de imagens. Cada
lamina corada por imunoistoquimica ¢ digitalizada e suas imagens capturadas sao

revisadas pelo patologista na tela do computador. Um minimo de seis campos de
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maior poder de aumento ¢ selecionado pelo patologista. O ACIS III ¢ capaz de
detectar, contar e classificar células baseadas na cor, tamanho e formato. Este
sistema reconhece 256 niveis de intensidade de coloragdo imunoistoquimica que sao
convertidos para um escore fracionado da area selecionada. Uma média de escore de
todas as areas também ¢é calculada. Detalhes sobre o “hardware™ e “software” do
ACIS III sao avaliaveis nos trabalhos de BAUER et al. (2000), WANG et al. (2001)
e SUN et al. (2002).

Para andlise da expressio das proteinas foi utilizado o programa
computacional. Este programa faz analise da densidade optica do componente
citoplasmatico ou nuclear conforme a necessidade e marcadores especificos.

Foram quantificadas as intensidades das densidades Opticas dos diferentes
anticorpos, além da medida da é4rea tumoral marcada, identificadas como area
marrom (dark brown e light brown area) e area azul (blue area). Foi entdo calculada
uma relagdo entre a 4rea marrom e a area total (marrom + azul) que foi utilizada para
analise.

Devido a multiplicidades de metodologias utilizadas nos estudos relatados e
escassez de trabalhos em tumores de pénis utilizando estes marcadores, bem como
da porcentagem de células positivas mesmos em outros tumores, foi realizado
avaliacdo de diversas porcentagens de positividade e escolhidas aquelas
porcentagens com resultados significativos.

Para a Involucrina foi utilizada positividade de 25% de células positivas; para
a desmoplakina foi utilizada 10% e para a plakoglobina e desmogleinas foi utilizada

positividade de 50%, (Figuras 7 a 14).
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Figura 7 - Fotomicrografia de carcinoma espinocelular do p

~

énis com marcacao
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Figura 8 - Fotomicrografia de carcinoma espinocelular do p

negativa (<25%) para a Involucrina. (aumento 100x)

positiva (>25%) para a Involucrina. (aumento 200x).
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Figura 9 - Fotomicrografia de carcinoma espinocelular do pénis com marcagio

negativa (<10%) para a Desmoplakina. (aumento 200x)

Figura 10 - Fotomicrografia de carcinoma espinocelular do pénis com marcagio

positiva (>10%) para a Desmoplakina. (aumento 200x).
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Figura 11 - Fotomicrografia de carcinoma espinocelular do pénis com marcagido

negativa (<50%) para a Plakoglobina. (aumento 200x)

Figura 12 - Fotomicrografia de carcinoma espinocelular do pénis com marcagdo

positiva (>50%) para a Plakoglobina. (aumento 200x)
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Figura 13 - Fotomicrografia de carcinoma espinocelular do pénis com marcagido

negativa (<50%) para a Desmogleina. (aumento 100x)

Figura 14 - Fotomicrografia de carcinoma espinocelular do pénis com marcagido

positiva (>50%) para a Desmogleina. (aumento 200x)
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411 CARACTERIZACAO DA POPULACAO DE ESTUDO

4.11.1 Aspectos demograéficos e clinicos

A Tabela 2 apresenta as caracteristicas clinico-demograficas da populacao
estudada.

A idade dos 288 pacientes variou de 24 a 87 anos com média de 54 anos e
mediana de 53 (dp=13,4). Cento e noventa e quatro pacientes (67,4%) apresentavam
idade inferior a 60 anos ¢ 94 (32,6%) tinham mais de 60 anos.

Duzentos e vinte e trés pacientes (77,4%) eram brancos e 65 (22,6%) nao
brancos.

Dos 288 pacientes, 210 (72,6%) eram casados e 39 (13,5%) ndo casados
(solteiros, separados, viavos) e em 39 (13,5%) ndo havia informagdo. Antecedentes
de doenga venérea foi referida em 84 pacientes (29,2%); Noventa e cinco (33,0%)
negavam antecedentes venéreos e ndo havia informagao em 109 (37,8%) dos casos.

Apenas 44 pacientes (15,27%) foram submetidos a postectomia, em 31
(10,8%) a postectomia foi realizada em decorréncia do tumor primario e em 13 casos
(4,5%) esta foi realizada sem relacdo ao tumor primario. Duzentos e vinte e sete
pacientes (78,8%) ndo a realizaram. Em 17 (5,9%) nao havia a informagao.

Na apresentagdo a primeira consulta, 204 pacientes (70,8%) apresentavam o
tumor do pénis intacto, enquanto 77 (26,7%) ja tinham sido biopsiados previamente.
Sete pacientes (2,4%) foram referidos ap6s a amputagao.

A principal queixa referida pelos pacientes foi a ferida em 265 casos
(92,01%) e estava associado a dor, inflamag¢ao local, e prurido na maioria dos casos.

Em 140 (48,6%) a ferida foi a unica queixa.
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O tempo de evolucao da doenca até o diagndstico, variou de 1 a 240 meses
com média de 18 (dp=29,1) e mediana de 8 meses. E foram agrupados para analise

em até 6 meses € mais que 6 meses de evolugao.

Tabela 2 - Freqiiéncia das varidveis clinicas e demograficas dos 288 pacientes portadores
de carcinoma peniano.

Variavel Numero de Pacientes %
Idade Até 60 anos 194 67,4
>60 anos 94 32,6
Estado Civil Casados 210 72,9
Naio casados 39 13,5

Sem informagao 39 13,5
Raca Branca 223 77,4
Nao Branca 65 22,6

Tempo de Evol. da doenga Até 6 meses 123 42,7
>6 meses 159 55,2

Ign 6 2,1
Antecedentes venérios Nio 95 33,0
Sim 84 29,2

Sem informagao 109 37,8

Estadiamento cT* T1 20 6,9
T2 141 49,0

T3 112 38,9

T4 15 5,2

Estadiamento cN* NO 134 46,2
N1 46 16,0

N2 93 32,3

N3 10 3,5

Sem informagao 5 1,7

Situacdo a primeira consulta Biopsiado 77 26,7
Intacto 204 70,8

Amputado 7 2,4

*Estadiamento TNM (UICC 2002).
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De acordo com o estadiamento clinico TNM (2002), 20 (6,9%) apresentavam
tumores T1, 141 (49,0%) tumores T2, 112 (38,9%) T3 e 15 (5,2%) T4. Em relagao
ao estadio NO, N1, N2, N3 e Nx foi respectivamente, 134 (46,2%); 46 (16,0%); 93

(32,3 %); 10 (3,5%) e 5 (1,7%) (Tabela 3 e Figuras 7 ¢ 8).

Tabela 3 - Numero e porcentagem de pacientes segundo estadiamento clinico T e N
dos 288 pacientes portadores de carcinoma peniano.

Estadio Estadio Clinico Total
Clinico T N
NOn(%) NIn(%) N2n(%) N3 n(%) Sem informagéo n(%)
n(%)
T1 18(6,2) 1(0,3) 1(0,3%) 20(3,2)
T2 76(26,4)  19(6,6)  43(14,6) 1(0,3) 2(0,7) 141(29,6)
T3 35(12,2)  24(8,3)  42(14,6) 8(2,8) 3(1,0) 112(60,0)
T4 5(1,7) 2(0,7) 7(2,4) 1(0,3) 15(5,6)
Total 134(46,4) 46(16,0) 93(32,0) 10(3,5) 5(1,7) 288(100,0)
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Figura 15 - Caracterizagdo do estadiamento clinico T dos 288 pacientes portadores

de carcinoma espinocelular do pénis.
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Figura 16 - Caracterizac¢do do estadiamento clinico N dos 288 pacientes portadores

de carcinoma espinocelular do pénis.

A Tabela 4, apresenta as caracteristicas anatomopatologicas do tumor

primario nos 288 pacientes portadores de carcinoma espinoncelular do pénis.
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Tabela 4 - Freqiiéncia de variaveis anatomopatoldgicas do tumor primario dos 288
pacientes portadores de carcinoma peniano.

Variavel Numero de Pacientes %

Grau de diferenciacgéo

I 79 27,4
II 92 31,9
I 117 40,6

Espessura do tumor

Até 5 mm 74 25,7
>5 mm 210 72,9
indeterminada 4 1,4
Permeacao vascular-linfatica
Ausente 196 68,1
Presente 75 26,0
Indeterminada 17 5,9
Infiltragdo Peri-neural
Ausente 181 62,8
Presente 90 31,2
Indeterminada 17 5,9
Infiltracdo corpo esponjoso
Ausente 22 7,6
Presente 213 74,0
Indeterminada 53 18,4
Infiltracdo de corpos cavernosos
Ausente 75 26,0
Presente 145 50,3
Indeterminada 68 23,6
Infiltracdo de uretra

Ausente 113 39,2
Presente 81 28,1
Indeterminada 94 32,6

Coilocitose
Ausente 56 19,4
Presente 72 25,0
Indeterminada 159 55,2

Invasdo Orgdos Adjacentes
Ausente 267 92,7
Presente 4 1,4
Indeterminada 17 5,9
Tipo Histoldgico

Baixo risco 63 21,9

Alto risco 225 78,1
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4.11.2 Aspectos cirargicos

Cento e sessenta e dois (56,2%) pacientes foram submetidos a amputagao
parcial do pénis e 108 (37,5%) a amputagdo total. Em 1 caso foi realizada excisdo
ampla do tumor (resseccdo local com margem) (0,3%). Amputagdo inter-ilio
abdominal foi realizada em 4 casos (1,4%) e Emasculagdo em 13 casos (4,5%).

Em 48 (16,7%) pacientes foi realizado esvaziamento inguino-crural e em 94
(32,6%) esvaziamento inguino-iliaco. Em 146 (50,7%) ndo se realizou esvaziamento
inguinal, mas esse grupo de pacientes apresenta seguimento maior que 5 anos.

(Tabela 5)

Tabela 5 - Tipo de esvaziamento linfonodal realizado como terapéutica nos 288
pacientes portadores de cancer de pénis.

Tipo do Esvaziamento n %
Linfadenectomia inguino-crural 48 16,7
Linfadenectomia inguino-iliaco 94 32,6
Sem linfadenectomia 146 50,7

Total 288 100

No total foram dissecados 4197 linfonodos nos 142 pacientes submetidos a
linfadenectomia com média de 29,56 por paciente (dp= 16,31), variando de 3 a 87
linfonodos. Em 68 dos 142 pacientes (47,9%) ndo foram encontradas metastases
linfonodais a linfadenectomia. Em 74 dos 142 (52,11%) os linfonodos apresentavam
acometimento neoplasico. Houve um total de 299 linfonodos metastaticos, com
variagdo de 1 a 25 por paciente com média de 4,04 (dp=4,87). (Tabela 6)

De uma forma geral, 214 (74,3%) pacientes foram classificados como
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negativos para metastases linfonodais (clinica e patologicamente) enquanto 74

(25,7%) pacientes foram classificados como positivos.

Tabela 6 - Numero e percentagem de linfonodos, segundo tipo de esvaziamento
linfonodal.

linfonodos dissecados linfonodos metastaticos
Tipo do Esvaziamento
n % n %
Inguinal 945 (22,51) 83 (27,75)
Inguino-iliaco 3252 (77,48) 216 (72,24)
Total 4197 (100) 299 (100)

Considerando os 72 pacientes em que havia informagdo sobre a lateralidade
dos linfonodos metastaticos, observou-se que 37 (51,38%) apresentavam metastases
unilaterais e 35 (48,61%) bilaterais.

Sessenta e cinco pacientes apresentavam informagdes sobre a topografia dos
linfonodos metastaticos, sendo 52 inguinais e 13 inguino-iliaco, alem deste em 9
casos com linfonodos positivos, ndo havia informagdo sobre a topografia. Em 68
casos os linfonodos dissecados eram negativos para neoplasia e em 146 (50,7%) nao

foi realizada linfadenectomia. (Tabela 7)
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Tabela 7 - Numero e porcentagem de pacientes segundo a topografia dos linfonodos
metastaticos.

Nivel Numero de pacientes (%)
Inguinal 52 (18,1)
Inguino-iliaco 13 (4,5)
Ign 9(3,1)
Nao realizaram linfadenectomia 146 (50,6)
Linfonodos negativos 68 (23,6)
Total 288 (100)

Dos 142 pacientes submetidos a linfadenectomias, 37 foram realizados com
intengdo profilatica, ou esvaziamento de principio (26,1%), quando o tumor
apresentava caracteristicas clinicas e anatomopatoldgicas desfavoraveis; e de forma
terap€utica, esvaziamento de necessidade em 105 casos (73,9%), quando as
linfonodomegalias persistiam clinicamente positivas ap6s curso de antibioticoterapia.

O tempo de seguimento variou de 0,1 a 452,8 meses com média de 109,35
(dp=97,97) e mediana de 87,0 meses.

Em 70 pacientes (24,3%) houve recorréncia tumoral. Em 50 casos (71,42%)
foi locoregional, em 13 (18,57%) foi a distancia e em 7 (10%) foi somente a
distancia.

Ao final do seguimento, 111 (38,5%) pacientes estavam vivos sem doenga,
20 (6,9%) vivos com cancer, 47 (16,3%) morreram em decorréncia do cancer ou de
complicacdo do tratamento. A mortalidade até 30 dias da cirurgia foi de 5,6% (7
pacientes), 97 (33,7%) faleceram por outras causas e 13 (4,5%) foram perdidos de

seguimento (Tabela 8). Dentre os 13 pacientes perdidos de seguimento, 7 casos
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(53,84%) ocorreram apos 1 anos de seguimento. Todos estavam livres de doenca ao

momento da ultima informacao.

Tabela 8 - Situagdo clinica dos 288 pacientes portadores de carcinoma peniano ao
final da atualizacdo dos dados.

Situacdo Clinica N %
Vivos sem doenga 111 38,5
Vivos com doenca 20 6,9
Obito por cancer / complicagio do tratamento (inclui 47 16,3

obito até 30 dias da cirurgia)
Obito por outra causa 97 33,7

Perdidos de seguimento 13 4,5
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5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos dos prontudrios foram registradas em uma ficha de
levantamento padronizada (Anexo 1) e digitadas e arquivados em um banco de
dados. Para a analise estatistica serd utilizado o software for Windows Statistical
Package for Social Science (SPSS), versao 16.0.

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

A mensuracdo das variaveis quantitativas foram expressas pelas médias e
respectivos desvios padrdes. As associagdes das varidveis qualitativas com expressao
da Involocrina, desmogleina, desmoplakina e plakoglobina e presenga de metastase
linfonodal foram efetuadas com o teste do qui-quadrado bi-caudal; sempre que
necessario, devido as freqiiéncias esperadas inferiores ao valor 5 dentro de uma
tabela maior que 2x2, utilizando-se o valor do qui-quadrado bi-caudal corrigido.
(Teste de Fisher).

A 1identificagdo dos fatores independentes relacionadas com a metastase
linfonodal foi realizada pela regressao logistica multipla. As varidveis selecionadas
para o estudo multiplo foram as que atingiram significncia estatistica na analise
univariada, bem como aquelas que atingiram valores de p de até 0,20.

As sobrevidas global e cancer especifica foram realizadas pelo estimador
produto de limite de KAPLAN e MEIER (1958) e a comparagao entre curvas atraveés

do teste de Log-rank. Na analise multivariada para sobrevida sera utilizado o modelo
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de riscos proporcionais de COX (1972) calculando-se as razdes de risco proporcional
para 6bito.

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

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

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

O resultado final para os modelos multivariados, regressdo logistica e de
COX (1972), foi obtido pela estratégia stepwise forward selection, onde a partir da
varidvel de mais significAncia na andlise univariada foram acrescentadas as outra,
uma a uma, em ordem crescente.

Os valores referentes a dados de freqiiéncia e taxas de sobrevida foram
simplificados com técnicas de arredondamento padronizadas com eliminacdo de

casas decimais. A significancia estatistica foi determinada para um valor de p<0.05.
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6 ANALISE DE RISCO E ASPECTOS ETICOS

Por se tratar de um estudo retrospectivo, ndo ha participacao direta de
pacientes, nem a introdu¢do de qualquer modificagdo terapéutica, ou aplicagao de
qualquer medicagdo ou método que possa gerar danos, beneficios, ou outras
consequéncias a qualquer paciente.

Desta forma, ndo foi necessaria a adog¢ao de consentimento pos-informado.
Foram utilizados dados de prontudrios e material arquivado em blocos de parafina do
Servigo de Anatomia Patologica do Hospital AC Camargo.

O uso do material parafinado ndo acarretou prejuizo aos pacientes pois a
terapéutica julgada necessdria para os mesmos ja havia sido instituida € nenhum
material foi extinguido.

O projeto foi avaliado pela Comissdo de Etica e Pesquisa do Hospital AC

Camargo e foi aprovado em 28/11/2006. Esta protocolado sob o numero 871/06.
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7 RESULTADOS

7.1 REACOES IMUNOISTOQUIMICAS

7.1.1 Imunoistoquimica da Involucrina

94

A imunorreatividade da Involucrina (considerando 25% de area positiva) foi

positiva em 226 (79,9%) e negativa em 51 (20,1%). Nao houve associagdo entre os

indices de imunorreatividade da Involucrina com as varidveis clinico-demograficas

(idade, raga, tempo de evolucdo, antecedentes venéreos, postectomia, estddio clinico

T e estadio clinico N) (Tabela 9).

Tabela 9 - Imunorreatividade da Involucrina segundo as variaveis clinico-
demograficas em 288 pacientes portadores de carcinoma peniano.

Variavel Categoria Involucrina(-)* Involucrina (+)* p(x%)
N (%) N (%)

Idade Até 60 anos 41(21,5) 150(78,5) 0,423
Mais que 60 anos 16(17,4) 76(82,6)

Raga Branca 47(21,6) 171(78,4) 0,276
Nao Branca 10(15,4) 55(84,6)

Tempo de evolucao Até 6 meses 21(17,1) 102(82,9) 0,244
Mais que 6 meses 35(22,7) 119(77,3)

Antecedentes venérios Nao 16(17,0) 78(83,0) 0,125
Sim 22(26,5) 61(73,5)

Postectomia Nao 43(19,4) 179(80,6) 0,855
Sim 8(18,2) 36(81,8)

Estadiamento c¢T T1-T2 32(20,1) 127(79,9) 0,994
T3-T4 25(20,2) 99(79,8)

Estadiamento cN N negativo 23(17,3) 110(82,7) 0,204
N positivo 34(23,4) 111(76,6)

*Excluidos os casos sem informagao.
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Dentre as varidveis anatomopatologicas avaliadas o Grau de diferenciagao
tumoral (p <0,001); a presenga de infiltracdo peri-neural (p=0,002) e infiltragdo de
corpos cavernosos (p=0,021) e a presenga de coilocitose (p=0,006) e o tipo
Histologico (p=0,043) se correlacionaram com a expressao da Involucrina. Nao
houve associagdo entre as demais varidveis anatomopatologicas e a expressao

imunoistoquimica da Involucrina. (Tabela 10)

Tabela 10 - Imunorreatividade da Involucrina segundo variaveis anatomopatologicas
em 288 pacientes portadores de carcinoma peniano.

Variavel Categoria Involucrina (-)* Involucrina (+)* P(¥®)
N (%) N (%)

Diferenciagao Grau I 5(6,4) 73(93,6) <0,001
Grau II-111 52(25,4) 153(74,6)

Espessura tumoral Até Smm 10(13,7) 63(86,3) 0,114
>5mm 46(22,3) 160(77,7)

Permeacdo vascular-linfatica Nao 34(17,5) 160(82,5) 0,172
Sim 18(25,0) 54(75,0)

Infiltragdo peri-neural Nao 26(14,6) 152(85,4) 0,002
Sim 27(30,7) 61(69,3)

Infiltragdo de corpo cavernoso Nio 8(10,8) 66(89,2) 0,021
Sim 34(23,9) 108(76,1)

Infiltrag@o de corpo Esponjoso Nio 2(9,1) 20(90,9) 0,264
Sim 43(20,5) 167(79,5)

Infiltragdo de uretra Nao 20(17,9) 92(82,1) 0,426
Sim 18(22,5) 62(77,5)

Coilocitose Ausente 19(35,2) 35(64,8) 0,006
Presente 10(14,1) 61(85,9)

Tipo de Invasdo Regular 12(16,9) 59(83,1) 0,559
Irregular 38(20,1) 151(79,9)

Tipo Histoldgico Baixo risco 7(11,1) 56(88,9) 0,043
Alto risco 50(22,7) 170(77,3)

*Excluidos os casos sem informagdo.
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7.1.2 Imunoistoquimica da Desmoplakina

A imunorreatividade da Desmoplakina (considerando 10% de area positiva)
foi positiva em 46 (17,2%) e negativa em 221 (82,8%). Houve correlagdao entre a
imunorreatividade da Desmoplakina com Antecedentes Venéreos (p=0,013) e o
Estadiamento Clinico T (p=0,002). As demais variaveis clinico-demograficas (idade,
raca, tempo de evolucdo, postectomia, estddio e estddio clinico N) ndo se

correlacionaram com a imunorreatividade da Desmoplakina (Tabela 11).

Tabela 11 - Imunorreatividade da Desmoplakina segundo as variaveis clinico-
demograficas em 288 pacientes portadores de carcinoma peniano.

Variavel Categoria Desmoplakina (-)* Desmoplakina(+)*  p(x?)
N (%) N (%)

Idade Até 60 anos 150(83,3) 30(16,7) 0,727
Mais que 60 anos 71(81,6) 16(18,4)

Raca Branca 174(83,3) 35(16,7) 0,692
Nao Branca 47(81,0) 11(19,0)

Tempo de evolugdo Até 6 meses 91(79,8) 23(20,2) 0,269
Mais que 6 meses 125(85,0) 22(15,0)

Antecedentes venérios Nao 64(71,9) 25(28,1) 0,013
Sim 70(87,5) 10(12,5)

Postectomia Nao 174(83,3) 35(16,7) 0,466
Sim 33(78,6) 9(21,4)

Estadiamento cT T1-T2 132(89,3) 16(10,7) 0,002
T3-T4 88(74,6) 30(25.,4)

Estadiamento cN N negativo 112(86,2) 18(13,8) 0,156
N positivo 105(79,5) 27(20,5)

*Excluidos os casos sem informagdo.

Dentre as varidveis anatomopatoldgicas apenas o Tipo Histoldgico (p=0,070)
se correlacionou com a expressao da Desmoplakina. Nao houve associagdo entre as
demais varidveis anatomopatologicas (Grau de diferenciagdo tumoral, espessura,

permeacdo vascular-linfatica, infiltracdo peri-neural, infiltracdo de corpos
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cavernosos, infiltracdo de corpos esponjosos, infiltracao da uretra, coilocitose e tipo

de invasdo tecidual) e a expressdo da Desmoplakina. (Tabela 12).

Tabela 12 - Imunorreatividade da Desmoplakina segundo as varidveis
anatomopatoldgicas em 288 pacientes portadores de carcinoma peniano.

Variavel Categoria  Desmoplakina (-)*  Desmoplakina (+)* p(x%)
N (%) N (%)
Diferenciagao Grau I 60(80,0) 15(20,0) 0,454
Grau II-111 161(83.9) 31(16,1)
Espessura tumoral Até Smm 54(81,8) 12(18,2) 0,864
>5mm 163(82,7) 34(17,3)
Permeacdo vascular-linfatica Nao 148(80,9) 35(19,1) 0,560
Sim 58(84,1) 11(15,9)
Infiltragdo peri-neural Nao 140(81,9) 31(18,1) 0,940
Sim 66(81,5) 15(18,5)
Infiltragao de corpo Nao 54(73,0) 20(27,0) 0,187
cavernoso
Sim 106(80,9) 25(19,1)
Infiltragdo de corpo Nio 18(81,8) 4(18,2) 1,000
Esponjoso
Sim 164(82,8) 34(17,2)
Infiltragdo de uretra Nao 87(81,3) 20(18,7) 0,439
Sim 59(76,6) 18(23,4)
Coilocitose Ausente 44(84,6) 8(15,4) 0,279
Presente 49(76,6) 15(23,4)
Tipo de Invasdo Regular 51(78,5) 14(21,5) 0,482
Irregular 150(82,4) 32(17,6)
Tipo Histologico Baixo 45(75,0) 15(25,0) 0,070
risco
Alto risco 176(85,0) 31(15,0)

*Excluidos os casos sem informacao.
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7.1.3 Imunoistoquimica da Plakoglobina

A imunorreatividade da Plakoglobina (considerando 50% de area positiva)
foi positiva em 234 (82,1%) e negativa em 51 (17,9%). Nao houve correlagdo entre a
imunorreatividade da Plakoglobina com as variaveis clinico-demograficas (Idade,
Raga, Tempo de Evolucao, Antecedentes Venéreos Postectomia, Estadio clinico T e

Estadio clinico N) (Tabela 13).

Tabela 13 - Imunorreatividade da Plakoglobina segundo as variaveis clinico-
demograficas em 288 pacientes portadores de carcinoma peniano.

Variavel Categoria Plakoglobina (-)* Plakoglobina(+)* p(x%)
N (%) N (%)

Idade Até 60 anos 35(18,3) 156(81,7) 0,787
Mais que 60 anos 16(17,0) 78(83,0)

Raca Branca 40(18,2) 180(81,8) 0,816
Nao Branca 11(16,9) 54(83,1)

Tempo de evolucao Até 6 meses 20(16,3) 103(83,7) 0,521
Mais que 6 meses 30(19,2) 126(80,8)

Antecedentes Nao 22(23,2) 73(76,8) 0,782

venérios

Sim 18(21,4) 66(78,6)

Postectomia Nao 42(18,8) 182(81,2) 0,120
Sim 4(9,1) 40(90,9)

Estadiamento cT T1-T2 29(18,0) 132(82,0) 0,953
T3-T4 22(17,7) 102(82,3)

Estadiamento cN N negativo 23(17,2) 111(82,8) 0,663
N positivo 28(19,2) 118(80,8)

*Excluidos os casos sem informacao.

Nao houve associacdo entre as varidveis anatomopatologicas (Grau de
diferenciagdo tumoral, espessura, permeacdo vascular-linfatica, infiltragdo peri-

neural, infiltragdo de corpos cavernosos, infiltracdo de corpos esponjosos, infiltracao
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da uretra, coilocitose e tipo de invasao tecidual e tipo histologico) e a expressao da

Plakoglobina. (Tabela 14).

Tabela 14 - Imunorreatividade da Plakoglobina segundo as variaveis
anatomopatoldgicas em 288 pacientes portadores de carcinoma peniano.

Variavel Categoria Plakoglobina (-)* Plakoglobina (+)* p(x%)
N (%) N (%)

Diferenciagao Grau I 11(14,1) 67(85,9) 0,305
Grau II-111 40(19,3) 167(80,7)

Espessura tumoral Até Smm 11(15,3) 61(84,7) 0,464
>5mm 40(19,1) 169(80,9)

Permeacdo vascular-linfatica Nio 35(17,9) 160(82,1) 0,817
Sim 14(19,2) 59(80,8)

Infiltracdo peri-neural Nao 37(20,4) 144(79,6) 0,187
Sim 12(13,8) 75(86,2)

Infiltragdo de corpo cavernoso Nao 12(16,0) 63(84,0) 0,305
Sim 31(21,8) 111(78,2)

Infiltragdo de corpo Esponjoso Nao 4(18,2) 18(81,8) 0,980
Sim 39(18,4) 173(81,6)

Infiltracdo de uretra Nao 28(24,8) 85(75,2) 0,154
Sim 13(16,2) 67(83,8)

Coilocitose Ausente 9(16,7) 45(83,3) 0,859
Presente 11(15,5) 60(84,5)

Tipo de Invasao Regular 13(18,3) 58(81,7) 0,924
Irregular 34(17,8) 157(82,2)

Tipo Histologico Baixo risco 12(19,0) 51(81,0) 0,787
Alto risco 39(17,7) 183(82,4)

*Excluidos os casos sem informagdo.

7.1.4 Imunoistoquimica da Desmogleina
A imunorreatividade da Desmogleina (considerando 50% de area positiva)
foi positiva em 114 (40,3%) e negativa em 169 (59,7%). Nao houve correlagdo entre

a imunorreatividade da Desmogleina com as varidveis clinico-demograficas (Idade,



100

Raca, Tempo de Evolucao, Antecedentes Venéreos Postectomia, Estadio clinico T e

Estadio clinico N) (Tabela 15).

Tabela 15 - Imunorreatividade da Desmogleina segundo as variaveis clinico-
demograficas em 288 pacientes portadores de carcinoma peniano.

Variavel Categoria Desmogleina (-)*  Desmogleina (+)* p(x%)
N (%) N (%)

Idade Até 60 anos 121(63.,4) 70(36,6) 0,073
Mais que 60 anos 48(52,2) 44(47,8)

Raca Branca 135(61,6) 84(38,4) 0,222
Nao Branca 34(53,1) 30(46,9)

Tempo de evolugdo Até 6 meses 74(60,7) 48(39,3) 0,743
Mais que 6 meses 91(58,7) 64(41,3)

Antecedentes venérios Nao 54(57,4) 40(42,6) 0,719
Sim 46(54,8) 38(45,2)

Postectomia Nao 134(60,1) 89(39,9) 0,494
Sim 24(54,5) 20(45,5)

Estadiamento c¢T T1-T2 92(57,9) 67(42,1) 0,471
T3-T4 77(62,1) 47(37,9)

Estadiamento cN N negativo 79(59.,4) 54(40,6) 0,826
N positivo 88(60,7) 57(39,3)

*Excluidos os casos sem informagdo.

Dentre as varidveis anatomopatologicas avaliadas apenas a infiltragdo de corpos

cavernosos (p=0,022) se correlacionou com a expressdo imunoistoquimica da

Desmogleina. Nao houve associacdo entre as demais varidveis anatomopatoldgicas

(Grau de diferenciagdo tumoral, espessura, permeacao vascular-linfatica, infiltragdo

peri-neural, infiltracdo de corpos esponjosos, infiltragdo da uretra, coilocitose e tipo

de invasdo tecidual e o tipo histologico) e a expressdo imunoistoquimica da

Desmogleina. (Tabela 16).
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Tabela 16 - Imunorreatividade da Desmogleina segundo as variaveis
anatomopatoldgicas em 288 pacientes portadores de carcinoma peniano.

Variavel Categoria  Desmogleina (-)*  Desmogleina (+)* p(x%)
N (%) N (%)

Diferenciagao Grau I 43(55,1) 35(44,9) 0,332
Grau II-111 126(61,5) 79(38.5)

Espessura tumoral Até Smm 45(62,5) 27(37,5) 0,595
>5mm 122(58,9) 85(41,1)

Permeacdo vascular-linfatica Nao 113(58,2) 81(41,8) 0,673
Sim 44(61,1) 28(38,9)

Infiltragdo Peri-neural Nao 106(59,2) 73(40,8) 0,984
Sim 52(59,1) 36(40,9)

Infiltragdo de corpo cavernoso Nao 33(44,0) 42(56,0) 0,022
Sim 85(60,3) 56(39,7)

Infiltrag@o de corpo Esponjoso Nio 13(59,1) 9(40,9) 0,980
Sim 123(58,0) 89(42,0)

Infiltragdo de uretra Nao 60(53,1) 53(46,9) 0,545
Sim 46(57,5) 34(42,5)

Coilocitose Ausente 35(63,6) 20(36,4) 0,292
Presente 38(54,3) 32(45,7)

Tipo de Invasdo Regular 46(65,7) 24(34,3) 0,172
Irregular 10756,3) 83(43,7)

Tipo Histologico Baixo risco 40(63,5) 23(36,5) 0,488
Alto risco 129(58,6) 91(41,4)

*Excluidos os casos sem informagdo.

7.2 AVALIACAO DO RISCO DE METASTASES LINFONODAIS

7.2.1 Analise univariada
Dentre as varidveis clinico-demograficas avaliadas, as que se associaram com
a presenca de metastase linfonodal na analise univariada foi a Idade (p=0,040); o

estadiamento clinico T (p=0,023) e o estadiamento clinico N (p<0,001) (Tabela 17).
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Tabela 17 - Status linfonodal segundo variaveis clinicas ¢ demograficas dos 288
pacientes portadores de carcinoma peniano.

Variavel Categoria Linfonodo negativo  Linfonodo positivo p(x%)
n (%) n (%)
Idade Até 60 anos 137(70,6) 57(29,4)
Mais que 60 anos 77(81,9) 17(18,1) 0,040%*
Raca Branca 166(74,6) 57(25,6)
Nio Branca 48(73,8) 17(26,2) 0,923
Tempo de evolugdo Até 6 meses 89(72,4) 34(27,6)
Mais que 6 meses 121(76,1) 38(23,9) 0,475
Antecedentes venérios* Nao 67(70,5) 28(29,5)
Sim 64(76,2) 20(23,8) 0,393
Postectomia* Nao 167(73,6) 60(26,4)
Sim 34(77,3) 10(22,7) 0,607
Estadiamento cT* T1-T2 128(79,5) 33(20,5)
T3-T4 86(67,7) 41(32,3) 0,023**
Estadiamento cN* N negativo 124(92,5) 10(7,5)
N positivo 86(57,7) 63(42,3) <0,001**

*Excluidos os casos sem informagdo.
** Variaveis selecionadas para regressao logistica.

Dentre as varidveis anatomopatoldgicas e imunoistoquimicas as seguintes

associaram-se significativamente com a presenga de metastases linfonodais na

analise univariada: Grau tumoral (p<0,001), permeacao vasculo-linfatica (p<0,001),

infiltragdo perineural (p<0,001), infiltracdo de corpo cavernoso (p=0,001), infiltragdo

da uretra (p=0,004), o tipo de invasdo (p=0,040), tipo histologico (p=0,003),

imunorreatividade da Involucrina (p=0,001) e a imunorreatividade da Plakoglobina

(p=0,036). (Tabela 18).
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Tabela 18 Status linfonodal segundo varidveis anatomopatologicas e
imunoistoquimica dos 288 pacientes portadores de carcinoma peniano.
Variavel Categoria Linfonodo negativo Linfonodo positivo p(x%)
n (%) n (%)
Diferenciagdo* Grau I 77(97,5) 2(2,5)
Grau II-111 137(65,6) 72(34,4) <0,001%*
Espessura tumoral* Até 5Smm 59(79,7) 15(20,3)
>5mm 151(71,9) 59(28,1) 0,187**
Permeagdo Nao 156(79,6) 40(20,4)
vascular-linfatica *
Sim 53(57.,3) 32(42,7) <0,001%**
Infiltragdo peri-neural * Nao 160(88,4) 21(11,6)
Sim 39(43,3) 51(56,7) <0,001%**
Infiltragdo de corpo Nio 64(85,3) 11(14,7)
cavernoso*
Sim 91(62.8) 54(37,2) 0,001**
Infiltragdo de corpo Nao 20(90,9) 2(9,1)
esponjoso*
Sim 157(73,7) 56(26,3) 0,075%*
Infiltragdo de uretra* Nao 92(81,4) 21(18,6)
Sim 51(63,0) 30(37,0) 0,004**
Infiltragao de 6rgaos Nao 196(73,4) 71(26,6)
adjacentes*
Sim 3(75,0) 1(25,0) 1,000
Coilocitose* Presente 30(53,6) 26(46,4)
Ausente 45(62,5) 27(37,5) 0,309
Tipo de invasdo* Regular 59(83,1) 12(16,9) 0,040%**
Irregular 137(70,6) 57(29,4)
Tipo Histologico Baixo risco 56(88,9) 7(11,1) 0,003**
Alto risco 158(70,2) 67(29,8)
INVOLUCRINA* Negativo (até 25%) 33(57,9) 24(42,1)
Positivo (>25%) 178(78,8) 48(21,2) 0,001**
DESMOPLAKINA* Negativo (até 10%) 171(77,4) 50(22,6)
Positivo (>10%) 30(65,2) 16(34,8) 0,082%*
PLAKOGLOBINA*  Negativo (até 50%) 44(86,3) 7(13,7)
Positivo (>50%) 169(72,2) 65(27,8) 0,036**
DESMOGLEINA* Negativo (até 50%) 123(72,8) 46(27,2)
Positivo (>50%) 88(77,2) 26(22,8) 0,403

*Excluidos os casos sem informacéo.

** Variaveis selecionadas para regressdo logistica.
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7.2.2 Analise multivariada
A lista das varidveis que atingiram significancia estatistica na analise

univariada e aquelas que atingiram valores de p de até 0,20 sdo listadas na Tabela 19.

Tabela 19 - Lista das variaveis por ordem de entrada na analise multivariada.
Considerado como habilitadas para analise p até 0,20.

Variavel p(x)

Grau de Diferenciagao <0,001
Permeacgao linfo-vascular <0,001
Infiltracao Peri-neural <0,001
Estadio cN 0,001
Infiltragdo de corpo cavernoso 0,001
Involucrina 0,001

Tipo Histolégico 0,003
Infiltragdo da Uretra 0,004
Estadio cT 0,023
Plakoglobina 0,036

Tipo de invasdo 0,040

Idade 0,040

Infiltragdo de corpo esponjoso 0,075
Desmoplakina 0,082
Espessura tumoral 0,187

No modelo multivariado com as variaveis selecionadas, o Grau histologico
(RR=17,219; IC 95% [3,786 — 78,321]), Infiltragao perineural (RR = 7,250; IC 95%
[3,577 — 14,693]) e estadio clinico N (RR = 7,429; IC 95% [3,292 — 16,764]), foram
fatores independentes de risco para o comprometimento metastatico dos linfonodos

(Tabela 20).
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Tabela 20 - Variaveis independentes relacionadas com a presenga de metastase
linfonodal em 288 pacientes portadores de carcinoma espinocelular do pénis.

Modelo multivariado por varidveis selecionadas.

Variaveis Categoria RR IC 95%
Grau Tumoral Nao 1 Ref.
Sim 17,219 3,786 — 78,321
Infiltracdo Peri-neural Negativo 1 Ref.
Positivo 7,250 3,577 — 14,693
Estadio cN Positivo 1 Ref.
Negativo 7,429 3,292 -17,764

7.3  ANALISE DE SOBREVIDA

7.3.1 Sobrevida cancer especifica

Anélise univariada

A taxa de sobrevida cancer especifica em 5 anos da populacao estudada foi

de 83,8%, como mostrado na Figura 9.
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Figura 17 - Curva de sobrevida cancer especifica para os 288 pacientes portadores

de carcinoma espinocelular do pénis.

Dentre as varidveis clinicas e demograficas, as que influenciou
significativamente a sobrevida cancer especifica foi o estadiamento clinico T

(p=0,010) e o estadiamento clinico N (p<0,001) (Tabela 21).



107

Tabela 21 - Probabilidade acumulada de sobrevida cancer especifica em 5 anos de
acordo com varidveis clinicas em 288 pacientes portadores de carcinoma peniano.

Variavel Categoria N* Sobrevida cancer especifica  p(log rank)
5 anos (%)
Idade Até 60 anos 194 82,2 0,381
> 60 anos 94 87,1
Raga Branca 233 84,5 0,224
Nao Branca 65 81,3
Tempo de evolugdo Até 6 meses 123 81,3 0,801
> 6 meses 159 85,8
Antecedentes venérios Nao 95 86,6 0,907
Sim 84 85,9
Estadiamento c¢T T1-T2 161 89,3 0,010%*
T3-T4 127 76,4
Estadiamento cN N negativo 134 93,0 <0,001**
N positivo 149 74,8

*Excluidos os casos sem informagdo.
** Variaveis selecionadas para a regressdo de COX.

Dentre as varidveis anatomopatoldgicas que influenciaram significativamente
a sobrevida cancer especifica estdo: grau de diferenciagdo histolégica (p<0,001),
espessura tumoral (p= 0,014), permeacgdo linfo-vascular (p=0,024), infiltracdo
perineural (p<0,001), infiltracdo de corpo cavernoso (p=0,003), presengca de

metastase linfonodal (p<<0,001) e tipo histologico (p=0,032) (Tabela 22).
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Tabela 22 - Probabilidade acumulada de sobrevida cancer especifica em 5 anos de
acordo com varidveis anatomopatoldgicas em 288 pacientes portadores de carcinoma

peniano.
Variavel Categoria N Sobrevida cancer especifica  p(log rank)
5 anos (%)
Diferenciagio Grau | 79 96,1 <0,001%**
Grau II-11I 209 78,8
Espessura tumoral* Até Smm 74 91,3 0,014**
>5mm 210 80,9
Permeacdo linfo-vascular* Nio 196 87,5 0,024 %**
Sim 75 73,3
Embolizacdo perineural* Nio 181 91,8 <0,001**
Sim 90 65,8
Infiltra¢do de corpo * cavernoso Nao 75 94,2 0,003**
Sim 145 77,9
Infiltragdo de corpo * esponjoso Nao 22 95,0 0,149**
Sim 213 83,8
Infiltracdo de uretra* Nao 113 88,6 0,141%**
Sim 81 77,6
Infiltragdo de o6rgaos™ Niao 267 83,4 0,668
adjacentes
Sim 4 66,7
Coilocitose* Ausente 56 74,5 0,145%*
Presente 72 83,3
Tipo de invasdo* Regular 71 88,1 0,260
Irregular 194 82,6
Tipo Histolégico Baixo risco 63 91,8 0,032%*
Alto risco 225 81,4
Metastase linfonodal* Nao 214 92,5 <0,001**
Sim 74 53,6

*Excluidos os casos sem informagéo.

** Variaveis selecionadas para regressdo de COX.

Apenas a imunorreatividade para Involucrina (p=0,049) apresentou significancia

estatistica para a sobrevida cancer especifica (Tabela 23).
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Tabela 23- Probabilidade acumulada de sobrevida cancer especifica em 5 anos de
acordko com a gradacdo imunoistoquimica de Involucrina, Desmogleina,
Plakoglobina e Desmoplakina em 288 pacientes portadores de carcinoma peniano.

Variavel Categoria N* Sobrevida cancer especifica  p(log rank)
5 anos (%)

INVOLUCRINA Negativo (< 25%) 57 75,1 0,049**
Positivo (>25%) 226 86,1
DESMOPLAKINA  Negativo (< 10%) 221 84,2 0,478
Positivo (>10%) 46 89,5
PLAKOGLOBINA  Negativo (< 50%) 51 85,7 0,541
Positivo (>50%) 234 83,7
DESMOGLEINA  Negativo (< 10%) 169 81,7 0,349
Positivo (>10%) 114 86,4

*Excluidos os casos sem informacdo.
** Variaveis selecionadas para regressdo de COX.

o Andlise multivariada
As variaveis que atingiram significancia estatistica na analise univariada para
sobrevida cancer especifica, foram selecionadas para a analise multivariada, bem

como aquelas que atingiram valores de p de até 0,20 (Tabela 24).

Tabela 24 - Lista das variaveis por ordem de entrada na analise multivariada.
Considerado como habilitadas para analise aquelas com p até 0,20.

Variavel P
Metastase linfonodal <0,001
Grau de diferenciacao <0,001
Infiltragdo perineural <0,001
Estadio clinico N <0,001
Infiltra¢do de corpo cavernoso 0,003
Estadio clinico T 0,010
Espessura tumoral 0,014
Permeacdo linfo-vascular 0,024
Tipo Histolégico 0,032
Involucrina 0,049
Infiltragdo da uretra 0,141
Coilocitose 0,145

Infiltracdo de corpo esponjoso 0,149
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No modelo multivariado com as variaveis selecionadas, metastase linfonodal
(RR = 5,65; IC 95% [3,04 — 10,51]), Grau de diferenciacdo tumoral (RR = 3,39; IC
95% [1,00 — 11,41]) e espessura tumoral (RR = 2,60; IC 95% [1,10 — 6,16]), foram

fatores independentes de risco para a sobrevida cancer especifica (Tabela 25).

Tabela 25 — Modelo multivariado para a sobrevida cancer especifica em pacientes
portadores de carcinoma peniano em 288 pacientes. Modelo multivariado por
variaveis selecionadas.

Variavel Categoria RR IC 95%
Metastase linfonodal Nao 1 Ref.
Sim 5,65 3,04 - 10,51
Grau de diferenciacdo Nao 1 Ref.
Sim 3,39 1,00 — 11,41
Espessura tumoral Nao 1 Ref.
Sim 2,60 1,10-6,16

7.3.2 Sobrevida Global
. Analise univariada
A taxa de sobrevida Global em 5 e 10 anos da populagao estudada foi de

75,3% e 59,2%, como mostrado na Figura 18.
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Figura 18 - Curva de sobrevida Global para os 288 pacientes portadores de

carcinoma espinocelular do pénis.

Dentre as varidveis clinicas e demograficas, as que influenciou
significativamente a sobrevida Global foi a Idade (p<0,001) o estadiamento clinico T

(p=0,024) e o estadiamento clinico N (p=0,002) (Tabela 26).
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Tabela 26 - Probabilidade acumulada de Sobrevida Global em 5 anos de acordo com

variaveis clinicas em 288 pacientes portadores de carcinoma peniano.

Varidvel Categoria N* Sobrevida Global em 5 anos (%) p(log rank)
Idade Até 60 anos 194 77,9 <0,001%**
> 60 anos 94 70,6
Raga Branca 223 75,1 0,396
Nao Branca 65 76,2
Tempo de evolugdo Até 6 meses 123 72,7 0,780
> 6 meses 159 77,1
Antecedentes Nao 95 80,4 0,655
venérios
Sim 84 75,4
Estadiamento ¢T T1-T2 161 79,3 0,024**
T3-T4 127 69,9
Estadiamento ¢cN N negativo 134 82,7 0,002%*
N positivo 149 68,1

*Excluidos os casos sem informagéo.

** Variaveis selecionadas para a regressdo de COX.

Dentre as varidveis anatomopatoldgicas que influenciaram significativamente

a sobrevida Global estdo: grau de diferenciagdo histologica (p<0,001), espessura

tumoral (p= 0,035), permeacdo linfo-vascular (p<0,001), embolizacdo perineural

(p<0,001), infiltracdo de corpo cavernoso (p=0,008), tipo histologico (p=0,013) e

presenca de metastase linfonodal (p<<0,001) (Tabela 27).
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Tabela 27 - Probabilidade acumulada de Sobrevida Global em 5 anos de acordo com
variaveis anatomopatoldgicas em 288 pacientes portadores de carcinoma peniano.

Variavel Categoria N Sobrevida Global em 5 anos (%)  p(log rank)
Diferenciagao Grau | 79 92,0 <0,001**
Grau II-111 209 68,6
Espessura tumoral* Até Smm 74 81,8 0,035%*
>5mm 210 72,4
Permeagdo linfo-vascular* Nao 196 82,0 <0,001**
Sim 75 55,2
Embolizagao perineural* Niao 181 83,3 <0,001**
Sim 90 57,7
Infiltra¢do de corpo * cavernoso Nao 75 87,2 0,008%**
Sim 145 67,2
Infiltrag@o de corpo * esponjoso Nio 22 90,5 0,078**
Sim 213 75,5
Infiltragdo de uretra* Nio 113 80,2 0,083**
Sim 81 66,1
Infiltragdo de 6rgdos* adjacentes Nao 267 75,0 0,883
Sim 4 66,7
Coilocitose* Ausente 56 66,8 0,236
Presente 72 70,7
Tipo de invasdo* Regular 71 83,7 0,092**
Irregular 194 72,9
Tipo Histolégico Baixo risco 63 84,9 0,013**
Alto risco 225 72,5
Metastase linfonodal* Nao 214 84,5 <0,001**
Sim 74 441

*Excluidos os casos sem informacao.
** Variaveis selecionadas para regressao de COX.

A imunorreatividade para Involucrina (p=0,225), Desmogleina (p=0,059)

Plakoglobina (p=0,175) e Desmoplakina (p=0,893) ndo apresentaram significancia

estatistica para a Sobrevida Global (Tabela 28).
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Tabela 28 - Probabilidade acumulada de Sobrevida Global em 5 anos de acordo com
a gradacdo imunoistoquimica de Involucrina, Desmogleina, Plakoglobina e
Desmoplakina em 288 pacientes portadores de carcinoma peniano.

Variavel Categoria N* Sobrevida Global em  p(log rank)
5 anos (%)

INVOLUCRINA Negativo (< 25%) 57 70,6 0,225
Positivo (>25%) 226 71,3
DESMOPLAKINA Negativo (< 10%) 221 75,6 0,893
Positivo (>10%) 46 84,5
PLAKOGLOBINA Negativo (< 50%) 51 76,8 0,175**
Positivo (>50%) 234 65,6
DESMOGLEINA Negativo (< 10%) 169 75,4 0,059**
Positivo (>10%) 114 75,2

*Excluidos os casos sem informacgao.
** Variaveis selecionadas para regressao de COX.

. Analise multivariada
As varidveis que atingiram significancia estatistica na analise univariada para
Sobrevida Global, foram selecionadas para a analise multivariada, bem como aquelas

que atingiram valores de p de até 0,20 (Tabela 29).
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Tabela 29 - Lista das variaveis por ordem de entrada na analise multivariada.
Considerado como habilitadas para anélise aquelas com p até 0,20.

Variavel P
Idade <0,001
Metastase linfonodal <0,001
Grau de diferenciacao <0,001
Infiltragdo perineural <0,001
Permeacdo linfo-vascular <0,001
Estadio clinico N 0,002
Tipo Histolégico 0,013
Estadio clinico T 0,024
Infiltragdo de corpo cavernoso 0,008
Espessura tumoral 0,035
Desmogleina 0,059
Infiltragdo de corpo esponjoso 0,078
Infiltra¢do da Uretra 0,083
Plakoglobina 0,175

No modelo multivariado com as variaveis selecionadas, Idade (RR = 2,68; IC
95% [1,85 — 3,88]), metastase linfonodal (RR = 2,58; IC 95% [1,65 — 4,01]), Grau de
diferencia¢do tumoral (RR = 1,72; IC 95% [1,11 — 2,66]) e emboliza¢do perineural
(RR =1,77; IC 95% [1,17 — 2,68]), foram fatores independentes para risco de dbito

(Tabela 30).



116

Tabela 30 - Risco de 6bito em 288 pacientes portadores de carcinoma peniano.

Modelo multivariado por varidveis selecionadas.

Variavel Categoria RR IC 95%
Idade Até 60 anos 1 Ref.
> 60 anos 2,68 1,85 -3,88
Metastase linfonodal Nio 1 Ref.
Sim 2,58 1,65-4,01
Grau de diferenciacao Nao 1 Ref.
Sim 1,72 1,11 -2,66
Embolizacao perineural Nao 1 Ref.
Sim 1,77 1,17 -2,68
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8 DISCUSSAO

8.1 ASPECTOS GERAIS

O cancer do pénis ¢ uma neoplasia mutilante com grande impacto emocional
e fisico para os pacientes afetados. Rara nos paises desenvolvidos, apresenta elevada
incidéncia em paises subdesenvolvidos e em desenvolvimento. Desta forma a
maioria dos trabalhos com casuisticas suficientes para identificar fatores de risco
para a ocorréncia de metastases vem de estudos multiinstitucionais ou de paises em
desenvolvimento e subdesenvolvidos (KAMAT et al. 1993; ORNELLAS et al. 1994;
LOPES et al. 1996a).

Apresenta pico de incidéncia entre a 4* e 7° décadas de vida. Nesta série, a
média de idade foi de 54 (dp=13,4) e mediana de 53 anos, sendo que 67,4% dos
pacientes apresentavam menos de 60 anos. Na série de HORENBLAS e VAN
TINTERE (1994), apenas 29% apresentavam menos de 60 anos. A elevada
incidéncia de pacientes mais jovens nesta série talvez se deva as grandes diferencas
geograficas existentes no Brasil e baixo nivel socio-economico dos pacientes
analisados, baixa frequéncia de postectomias (fator protetor) e conseqliente precario
nivel de higiene pessoal e acesso dificultado a assisténcia médica.

As mas condi¢gdes de higiene, a fimose e a presenga de provaveis substancias
irritativas no esmegma sio caracteristicas comuns a grande maioria dos pacientes
portadores de cancer do pénis e fatores ja bem definidos na etiopatogenia desta

neoplasia (PAYMASTER e GANGADHARAN 1967; BRINTON et al. 1991;
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LOPES et al. 1993). A realizagdo da postectomia nesta série foi de 15,3% (44
pacientes), sendo que em apenas 13 (4,5%) esta foi realizada sem relacdo com o
tumor primario. Alguns autores relatam que a incidéncia de cancer de pénis entre os
individuos que nao foram submetidos a circuncisdo ¢ de 3,3% contra 0% naqueles a
realizaram ao nascimento (PAYMASTER e GANGADHARAN 1967).

A queixa principal neste grupo foi ferida no pénis, referida por 92,0% dos
pacientes, fato semelhante a outras séries (ORNELLAS et al. 1994; ADEYOUJU et
al. 1997).

Dentre os fatores anatomopatologicos bastante estudados, a profundidade de
invasdo ¢ bastante discutido. HALL et al. (1998) relataram que tumores com
profundidade maior que 5 mm apresentavam maior incidéncia de metastases
linfonodais. LOPES et al. (1996b) mostraram que tumores com espessura de Smm
apresentavam maior risco de metastase linfonodal apenas na andlise univariada
(p=0,02). Nesta série, a profundidade de invasdo medida em até¢ 5 mm e maior que 5
mm ndo foi estatisticamente significante na analise univariada (p=0,187) para o risco
de metéstase linfonodal.

A presenga de embolo linfo-vascular nesta série, foi estatisticamente
significante na analise univariada (p<0,001) porem nao permanecendo na
multivariada para o risco de metéstase linfonodal. A presenca de invasdo vascular
por células neoplasicas foi fator prognoéstico significativo nos estudos de FRALEY et
al. (1989), LOPES et al. (1996b) e de SLATON et al. (2001).

Apesar de existirem controvérsias, a maioria dos autores relata que o grau de
diferenciagdo celular é outro fator importante no cancer do pénis, tanto em relagdo a

incidéncia de metastases linfonodais, como em relacio a sobrevida global
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(SRINIVAS et al. 1987, POMPEU 1993, SLATON et al. 2001). Pacientes com
tumores pouco diferenciados tem mais metastases e pior sobrevida que aqueles com
lesdes bem diferenciadas (FRALEY et al. 1985; SOLSONA et al. 1992;
HORENBLAS et al. 1993; HORENBLAS ¢ VAN TINTEREN 1994; ORNELLAS
et al. 1994; SLATON et al. 2001). SOLSONA et al. (2001) mostraram risco de
metastase linfonodal para pacientes com grau 1 de diferencia¢do de 15%, contra 67%
para grau 2 ¢ 75% para o grau 3. Em nossa o grau de diferenciacdo foi variavel
significativa para o risco de metastase (p<0,001) e para a sobrevida cancer especifica
e sobrevida global.

A presenca de doenca mais avangada (estadios clinicos T3 e T4) em 44,1%
dos casos determinou um grande numero de amputacdes totais nesta série (108
pacientes) e a presenga de metastases linfonodais em 25,7% dos casos (74/288). Se
excluidos os 146 pacientes em que ndo se realizou linfadenectomia este indice vai
para 52,1% (74/142). O alto indices de falsos positivos e de falsos negativos ao
exame clinico, justificam a realiza¢do das linfadenectomias inguinais ou ilioinguinais
de principio até que novos métodos de estadiamento mais confiaveis possam
modificar esta evolugdo. Esta conduta resulta em alto indice de linfadenectomias
provavelmente desnecessarias e submete estes pacientes a altas taxas de morbidade
(CATALONA 1980; HORENBLAS et al. 1991).

HORENBLAS et al. (2000), aplicando o principio dinamico do linfonodo
sentinela utilizou a linfocintilografia pré-operatéria com dextran marcado com
tecnécio e auxiliado no intra-operatorio por um “gama-probe”, mostrando um alto
indice de acerto na determinagdo da primeira instancia linfonodal de possivel

disseminagdo metastatica. Neste estudo apenas um caso houve um resultado falso



121

negativo. Recentemente TANIS et al. (2002), do mesmo grupo, avaliando 90
pacientes, relataram um indice de falso negativo de 22%, mostrando uma
sensibilidade para o método de 80%, deixando duvidas sobre a eficiéncia do mesmo.

Uma alternativa para selecionar pacientes em que seriam justificaveis
tratamentos mais agressivos, seria a identificacdo de fatores progndsticos no tumor
primario capaz de predizer a presenca de metdstase linfonodal. Embora fatores
clinicos e anatomopatoldgicos tenha certo valor progndstico, ¢ a presenca de
metastase linfonodal o fator mais importante na evolucdo e sobrevida (STAUBITZ et
al. 1955; WAJSMAN et al. 1977; NARAYAMA et al. 1982; YOUNG et al. 1991;
KAMAT et al. 1993; ORNELLAS et al. 1994; LOPES et al. 1996a).

SUFRIN e¢ HUBEN (1987) estudaram a sobrevida de varias séries e
encontraram sobrevida global de 51,6%. Considerando-se pacientes com linfonodos
metastaticos € nio metastaticos, a sobrevida a 5 anos foi de 27,5 e 66,2%
respectivamente. Da mesma forma HORENBLAS e VAN TITEREN (1984),
mostraram indices de sobrevida de 50 e 93% em 5 anos para pacientes com e sem
metastases linfonodais, enquanto SRINIVAS et al. (1987) apresentaram indices de
28 e 74% respectivamente. Na nossa série, a sobrevida cancer especifica em 5 anos
para pacientes com e sem metastase linfonodal foi de 92,5 e 53,6%e a sobrevida
global em 5 anos foi de 84,5% e 44,1%.

As taxas de metastases a distdncia em cancer de pénis variam de 1 a 10%
(HORENBLAS et al. 1993; BEGGS e SPRATT 1964; LOPES et al. 1996a), fato
este, muito interessante, ja que se esperaria incidéncia maior de metastases

hematogénicas em tumores infiltrativos em um 6rgdo altamente vascularizado.
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Como os fatores clinicos ou anatomopatoldgicos isoladamente ndo t€ém sido
capazes de predizer o risco de metéstase linfonodal nos pacientes portadores de
carcinoma espinocelular de pénis, nem na época do diagndstico bem como no seu
seguimento, novos estudos associando-se fatores cldssicos a elementos da biologia
molecular s3o uma op¢do na tentativa de selecionar pacientes com maior risco de
metastases linfonodais os quais devem ser tratados de principio e definir aqueles de
baixo risco para metastase, diminuindo a morbidade da terapéutica.

Na nossa andlise, foram avaliados além de fatores clinico, demograficos e
anatomopatoldgicos classicos, o tipo de invasdo segundo critérios modificados de
ANNEROTH et al. (1987) ¢ BRYNE et al. (1989) que utilizaram com resultados
animadores em cancer da cavidade oral, chegando a uma nova gradacdo de
malignidade como indicador prognéstico. Em trabalho prévio do nosso grupo
(GUIMARAES et al. 2006) foi definido dois padrdes de infiltragdo, um padrio de
infiltragdo “regular’onde as células neoplasicas parecem empurrar as células do
estroma, ¢ um padrio de invasdo do tipo “irregular”, onde as células tumorais
invadem permeando o estroma em corddes tumorais. Esta variavel
anatomopatologica apresentou significdncia estatistica, na analise univariada
(p=0,040) porem ndo permaneceu na multivariada para o risco de metastase

linfonodal.

8.2 IMUNOISTOQUIMICA DA INVOLUCRINA

A Involucrina, um conhecido marcadores molecular de diferenciacao em

carcinoma de células escamosas, apesar de extensamente investigado em varios
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tumores, ndo havia sido avaliado em cancer de pénis. A Unica citagdo sobre a sua
expressdo em cancer de pénis foi realizada por TSUKAMOTO (1989), no
estabelecimento e caracteriza¢ao de uma linhagem celular de cancer peniano, obtida
através de cultura de tecido de células recuperadas de uma metastase linfonodal,
onde descreve que esta linhagem celular (KU-8) manteve as caracteristicas de células
epiteliais, mantendo a expressao de varias proteinas, inclusive da Involucrina.

Devido a falta de uma referencia para se considerar qual a porcentagem de
expressao para se considerar a marcagdo como positiva, ou negativa, foi considerado
os valores de quartis na tentativa se encontrar um valor que melhor se aplicasse ao
referido marcador com a metodologia aplicada.

Alguns autores avaliaram a positividade da marcacdo da Involucrina em
cancer de Mama e utilizaram 10% de positividade como referéncia (TSUDA et al.
1997) e correlacionaram com maior recorréncia local com a baixa expressdo da
Involucrina ¢ menos metastase 6ssea com expressao > 10%. Porém a maioria dos
trabalhos que analisou a expressdo da Involucrina como fator prognostico utilizaram
avaliagdo qualitativa ou semi-qualitativa (ASAMOTO et al. 1989; NAIR et al 1996),
mostrando relagdo com diferenciacdo e em alguns casos com prognostico (NAIR et
al. 1996).

Quanto a positividade da marca¢do da Involucrina, foi considerada como
ponto de corte 25% de area marcada, como positiva. Em 226 casos (79,9%) a
marcacdo foi positiva e negativa em 51 (20,1%) e a expressdo da Involucrina se deu
sem relacdo com as variaveis clinico demograficas avaliadas (idade, raga, tempo de

evolucdo, antecedentes venéreos, postectomia, estadio clinico T e estadio clinico N).
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Entretanto a sua expressao foi correlacionada com algumas das variaveis
anatomopatoldgicas avaliadas, como: o grau de diferenciagcdo tumoral (p <0,001); a
presenga de infiltracdo peri-neural (p=0,002) e infiltragdo de corpos cavernosos
(p=0,021) e a presenga de coilocitose (p=0,006) e o tipo histologico (p=0,043) mas
ndo com espessura, permeacdo vascular-linfatica, infiltragdo de corpos esponjosos,
infiltragdo da uretra, e tipo de invasao tecidual.

Era de se esperar que a imunoexpressdo da Involucrina estivesse
correlacionada com o grau de diferenciacdo celular e com o tipo histologico, ja que
por ser um marcador molecular de diferenciagdo, que deve estar expresso durante a
diferencia¢do do epitélio normal, a sua expressdo deve estar diminuida em casos
pouco diferenciados ¢ com histologia mais agressiva, como demonstrado neste
material. Da mesma forma que a sua correlagdo com infiltragdo perineural e
infiltragdo de corpos cavernosos, que estdo correlacionados com agressividade e
estadio, respectivamente.

Estudos recentes demonstram que a expressao da proteina E2 do HPV pode
levar a alteracdo de genes celulares e virais em cancer de colo uterino (BURNS et al.
2010). Em estudo recente analisando o efeito da infec¢do por HPV em uma linhagem
celular de queratindcitos HaCat, BURNS et al. (2010) demonstrou aumento da
apoptose além da alteracdo na expressdo da involucrina, além de outras proteinas
relacionadas com caracteristicas morfologicas, fato que explica a sua correlagdo com

coilocitose neste amostra.
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8.3 IMUNOISTOQUIMICA DA DESMOPLAKINA

A desmoplakina, um dos membros da familia das plakinas, também tem sido
estudada em sua relacdo com neoplasias. A perda da desmoplakina foi relacionada a
progressdo em vdrias neoplasias (CHIDGEY 2002) e alguns autores acreditam que
esta habilidade esteja associada a interacdo da Desmoplakina e outros componentes
desmossdmicos com vias de sinalizagdo intracelular como a via WNT/B-catenina
(CHIDGEY 2002; GARCIA-GRAS et al. 2006).

Da mesma forma que a involucrina, a desmoplakina, também nao foi
estudada em cancer de pénis, o que dificulta a identificacdo de um valor de corte
para a sua positividade, bem como a comparagdo dos resultados. Mesmo quando se
compara a outras neoplasias os resultados também sdo escasso e¢ de dificil
comparag¢do devido a multiplas metodologias utilizadas.

Virias proteinas plakinas, incluindo desmoplakina, plectina, envoplakina e
periplakina, se localizam nos desmossomos. Destes, apenas a desmoplakina ¢
obrigatdria para a adesdo desmossomal normal. Duas isoformas da desmoplakina
que sdo geradas por “splicing” alternativo de um unico transcrito sdo conhecidas.
Estes diferem apenas no tamanho de um dominio central da haste que separa os
dominios globulares N-terminal e C-terminal. Esta estabelecido que o dominio N-
terminal da desmoplakina se liga a plakoglobina e a plakofilina, enquanto o seu
dominio C-terminal interage com filamentos intermediarios (GETSIOS et al. 2004).

Devido a esta necessidade de manutencdo da Desmoplakina para a adesdo
desmossomal normal, neste trabalho a imunorreatividade da desmoplakina foi

considerando positiva a partir de 10% de células coradas, sendo entdo positiva em 46
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(17,2%) e negativa em 221 (82,8%). Devido ao grande numero de casos com
imunorreatividade negativa ¢ possivel que a perda da expressdo da Desmoplakina
seja um evento inicial na génese do carcinoma peniano.

Houve correlagdo entre a imunorreatividade da desmoplakina apenas com
antecedentes venéreos (p=0,13) e o Estadiamento Clinico T (p=0,002). Sendo que a
sua positividade foi mais freqiiente em tumores mais avangados (estadios T3 e T4).
Corroborando seu papel ndo s6 na génese, mas também na progressao desta
neoplasia.

As demais varidveis clinico-demograficas (idade, raca, tempo de evolucao,
postectomia, estadio e estadio clinico N) ndo se correlacionaram com a
imunorreatividade da desmoplakina.

Dentre as varidveis anatomopatologicas apenas o tipo histologico (p=0,070)
se correlacionou com a expressdao da desmoplakina. Neste caso, a imunorreatividade
foi mais frequente nos caso com histologia favoravel, o que condiz com a sua
manutengdo em casos menos agressivos mantendo a integridade tecidual com menor
risco de metastatizagao.

Nao houve associagdo entre as demais varidveis anatomopatologicas (Grau de
diferenciagdo tumoral, espessura, permeacdo vascular-linfatica, infiltragdo peri-
neural, infiltragdo de corpos cavernosos, infiltragdo de corpos esponjosos, infiltragao
da uretra, coilocitose e tipo de invasdo tecidual). Possivelmente por ser um evento
inicial e necessario para a génese e progressao ndo foi possivel correlaciona-lo com

prognostico.
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8.4 IMUNOISTOQUIMICA DA PLAKOGLOBINA

A plakoglobina, também conhecida como d-catenina, ¢ um dos membros da
familias das proteinas “Armadillo”. E uma proteina citoplasmatica e interage com as
caderinas desmossomicas, Plakofilinas e a desmoplakina.

A desmoplakina ¢ intimamente relacionada com a [-catenina, uma
importante componente da via WNT/B-catenina e ambas interagem com muitas
outras proteinas. Na via candnica citoplasmatica, a PB-catenina ¢ fosforilada pela
glicogénio sintase quinase 3-B e orientada para a degradacdo proteossomal na
auséncia de um sinal da via Wnt.

Interagdo dos componentes Wnts com seus receptores bloqueiam a
fosforilagdo da [B-catenina e permite que esta se acumule no citoplasma e a sua
translocacdo para o nucleo, onde ativa fatores de transcri¢do. Esta bem estabelecido
que o acumulo e ativagdo impropria de alvos transcricionais que ocorre como
resultado de uma falha na degradacdo citoplasmatica da [-catenina estd associada
com tumores em varios tecidos diferentes. (LI et al. 2006).

O papel da plakoglobina na via Wnt/B-catenina, ndo ¢ tdo definida como
aquele da P-catenina. Da mesma forma que a [-catenina, a superexpressdo de
plakoglobina ¢ capaz de induzir a duplicacido do eixo anterior de Xenopus
(KARNOVSKY e KLYMKOWSKY 1995), sugerindo que ele tem uma atividade de
sinalizag¢do parecida com a [3-catenina. No entanto, a expressao de formas ancoradas
de membrana da plakoglobina que mostram uma localizagdo exclusivamente
citoplasmatica sdo incapazes de entrar no nucleo, também resulta em duplicagdo do

eixo (MERRIAM et al. 1997). Isto levou a sugestdo de que plakoglobina estimula a
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via de sinalizacdo da via Wnt/B-catenina indiretamente através do bloqueio da
degradacdo citoplasmatica de P-catenina, permitindo a sua translocagdo para o
nucleo.

Pode ser que plakoglobina seja na verdade um regulador negativo da via de
sinalizagdo Wnt/ B-catenina. A plakoglobina e [-catenina se ligam aos locais
adjacentes, Tcf-4 e plakoglobina inibe a ligacdo do Tcf-4 ao DNA (MIRAVET et al.
2002). Assim a plakoglobina poderia reduzir a transcricdo de genes-alvo Wnt pela
liga¢do a Tcfs.

Em apoio a esta idéia, a supressdo da expressio da desmoplakina em
cardiomiocitos (usando RNA de interferéncia) leva a localizacdo nuclear da
plakoglobina e supressdo da via de sinalizagdo Wnt/B-catenina. Este, por sua vez,
leva a uma mudanca transcricional de miogénese para adipogénese e acumulo de
gordura (GARCIA-GRAS et al. 2006).

A plakoglobina parece ter efeitos tanto positivos como negativos sobre o
crescimento celular. A superexpressdo da plakoglobina nas células epiteliais de rim
de rato transformados promove o crescimento ndo regulado e formagdo de “foci”
(KOLLIGS et al. 2000). Ao contrario da [B-catenina, a plakoglobina ¢ um forte
ativador do c-myc, que ¢ considerado essencial para a capacidade transformadora da
plakoglobina. Outra sugestdo ¢ que plakoglobina causa crescimento ndo regulado e
formag¢do de “foci”, em células de carcinoma epidermoide, como resultado da
inducdo do gene Bcl-2 e inibicdo da apoptose (HAKIMELAHI et al. 2000). Em
apoio a esta idéia, mutacdes dentro ou perto do sitio de fosforilagdo do glicogénio
sintase quinase-3f3 foram descobertos em cancer de prostata hormoénio refratario

avancado, e estes coincidem com o forte acimulo nuclear da plakoglobina e um
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aumento concomitante da Bcl-2 (SHIINA et al. 2005). Pelo contrario, no cancer de
prostata precoce, o que parece ser importante ¢ a perda de expressdo de
plakoglobina, como resultado da perda de heterozigosidade (LOH) e hipermetilagao

do promotor plakoglobina. (SHIINA et al. 2005). Na verdade, a maioria dos estudos

sugerem que plakoglobina tem um papel supressor de tumor. O gene plakoglobina

apresenta LOH em cancer de mama e ovario (ABERLE et al. 1995) e perda de
expressdo de plakoglobina tem sido correlacionada com o resultado clinico ruim em
inimeros tumores, incluindo carcinoma nao-pequenas células de pulmao (WINN et
al. 2002).

Experimentos realizados “in vivo” e “in vitro” forneceram evidéncias
adicionais de que plakoglobina suprime a proliferagdo. Transfeccao de plakoglobina
em células de linhagem neoplasica de bexiga que apresentam niveis reduzidos da
proteina diminui a migragdao e suprime a capacidade das células para produzir
tumores em camundongos (RIEGER-CHRIST et al. 2005). Do mesmo modo, re-
expressdao da plakoglobina em linhas de células cancerigenas do pulmao inibe o
crescimento de células de crescimento independente de ancoragem em Agar (WINN
et al. 2002).

Em geral, evidéncias apdiam claramente um papel para plakoglobina no
cancer. Se isto esta relacionado a sua participacdo nos desmossomos permanece
obscuro. Pode ser que desmossomos sejam capazes de seqiiestrar plakoglobina e
assim regular a sua sinalizagdo com a atividade da mesma maneira que juncdes
aderentes sdao aparentemente capazes de modular a sinalizagdo da [3-catenina

(GOTTARDI e GUMBINER 2001).
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A imunorreatividade da Plakoglobina (considerando 50% de 4rea positiva)
foi positiva em 234 (82,1%) e negativa em 51 (17,9%). Nao houve correlagdo entre a
imunorreatividade da Plakoglobina com as variaveis clinico-demograficas (Idade,
Raga, Tempo de Evolugao, Antecedentes Venéreos Postectomia, Estadio clinico T e
Estddio clinico N), e também ndo houve associagdo entre as varidveis
anatomopatoldgicas (Grau de diferenciacdo tumoral, espessura, permeagdo vascular-
linfatica, infiltracdo peri-neural, infiltracdo de corpos cavernosos, infiltracdo de
corpos esponjosos, infiltragdo da uretra, coilocitose e tipo de invasdo tecidual e tipo
histologico) e a expressao da Plakoglobina.

Apesar de ndo haver correlagdo da Plakoglobina com as variaveis clinicas e
patologicas, ela esteve correlacionada com o risco de metastase linfonodal na andlise
univariada (p=0,036), corroborando a sua relagdo com prognostico visto nos estudos

em outros tumores.

85 IMUNOISTOQUIMICA DA DESMOGLEINA

A imunorreatividade da Desmogleina (considerando 50% de area positiva)
foi positiva em 114 (40,3%) e negativa em 169 (59,7%). Nao houve correlagdo entre
a imunorreatividade da Desmogleina com as variaveis clinico-demograficas (Idade,
Raga, Tempo de Evolucdo, Antecedentes Venéreos Postectomia, Estadio clinico T e
Estéadio clinico N).

Dentre as varidveis anatomopatoldgicas avaliadas apenas a infiltracdo de
corpos cavernosos (p=0,022) se correlacionou com a expressiao imunoistoquimica da

Desmogleina. Nao houve associacdo entre as demais varidveis anatomopatoldgicas
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(Grau de diferenciagdo tumoral, espessura, permeagao vascular-linfatica, infiltragao
peri-neural, infiltracdo de corpos esponjosos, infiltragdo da uretra, coilocitose e tipo
de invasdo tecidual e o tipo histolégico) e a expressdo imunoistoquimica da
Desmogleina.

Muitos relatos na literatura tem documentado alteragdes na expressdo das
caderinas desmossdmicas durante a tumorigéneses, a perda da heterozigosidade
(LOH) na regido do cluster do gene das caderinas desmossomais no cromossomo 18
foi observada no cancer de es6fago e de cabeca e pescogo (CHIDGEY 2002). Em
alguns casos, os dados imunoistoquimicos sao contraditorios e isso pode ser devido,
pelo menos em parte, ao uso de anticorpos que nao distinguem entre os diversos
tipos de produtos de genes da desmocolina e desmogleina, fato este, que pode ser um
dos motivos pelo qual ndo houve associagdo da imunorreatividade da desmogleina
com os fatores estudados, bem como com o progndstico nesta casuistica.

Estudos recentes tém demonstrado perda de Dsg2 em cancer gastrico
(BIEDERMANN et al. 2005; YASHIRO et al. 2006), DSC2 em cancer colorretal
(KHAN et al. 2006) e Dsc3 no cancer de mama (como resultado da hipermetilagdo
do promotor) (OSHIRO et al. 2005). Em contrapartida, a Dsg2 e Dsg3 estio
superexpressas em carcinoma espinocelular da pele (KURZEN et al. 2003). Nesta
amostra apesar de se considerar 50% de marcacdo como positivo, houve expressao
diminuida (40,3% de positividade).

As alteragdes nos padroes de expressdo de caderinas desmossdmicas no

cancer poderiam resultar na liberagdo de plakoglobina de desmossomos, com

deslocamento subsequente da B-[lcatenina de jungdes aderentes e aumentou da

sinaliza¢do na via Wnt/[3-catenina.
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H4 outro possivel resultado de mudancgas na expressao de padroes de caderina
desmossomal. A liberagdo de plakoglobina de desmossomos poderia resultar em sua
translocagdo para o nucleo. Se isto promover a proliferacdo (estimulando a
transcri¢ao de genes como c-myc e Bcl-2) ou tem o efeito oposto (agindo como um
regulador negativo da via de sinalizagdo Wnt/ [-catenina) permanece incerto.
Superexpressdo de qualquer Dsg2 ou Dsg3 nas camadas suprabasais da epiderme
murina também resulta em hiperproliferacdo de queratinocitos (MERRITT et al.
2002; BRENNAN et al. 2007).

Em geral, estes achados indicam que alteragcdes na expressdo de padroes de
caderinas desmossomal, talvez através de sinalizacdo intracelular e/ou alteragdes na
resisténcia adesiva, tem efeitos fundamentais sobre o comportamento das células,
podendo em algumas situagdes direcionar a proliferacao.

Entretanto nesta séria a imunorreatividade da Desmogleina, ndo apresentou
correlacdo significativa com os fatores clinico e patoldgicos estudados, bem como

com o risco de meta linfonodal.

8.6 AVALIACAO DO RISCO DE METASTASE LINFONODAL

Para a andlise do risco de metéstase linfonodal foram avaliado os pardmetros
clinico-demograficos e anatomopatoldégicos do tumor primario, além da
imunorreatividade para a Involucrina, e as proteinas da placa desmossomica.

Na andlise univariada a idade menor que 60 anos (p=0,040) o estadio clinico
T (p=0,023) e o estadio clinico N (p<0001), foram os unicos fatores clinico-

demografico associado com a presenca de metéstase linfonodal. Provavelmente o
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fato de haver uma elevada porcentagem de pacientes abaixo de 60 anos nesta série,
dado um pouco diferente da literatura, justifique a maior incidéncia de metastases
linfonodal nesta série, bem como a alta incidéncia de tumores mais avangados
avangado (T3 e T4 = 127 casos).

Os fatores anatomopatoldogicos com significAncia estatistica na analise
univariada foram: Grau tumoral (p<0,001), permeagao vascula-linfatica (p<0,001),
infiltragdo perineural (p<0,001), infiltracdo de corpo cavernoso (p=0,001), infiltragao
da uretra (p=0,004), o tipo de invasdo (p=0,040), tipo histologico (p=0,003),
imunorreatividade da Involucrina (p=0,001) e a imunorreatividade da Plakoglobina
(p=0,036).

A manutencdo da imunorreatividade da Involucrina e da Palkoglobina, como
fatores independentes de risco para metastase linfonodal na andlise univariada,
condiz com os trabalhos da literatura que associam estes marcadores com
diferenciagdo e pior prognostico.

No modelo multivariado com as variaveis selecionadas, o Grau histologico
(RR=17,219; IC 95% [3,786 — 78,321]), Infiltragdo perineural (RR = 7,250; IC 95%
[3,577 — 14,693]) e estadio clinico N (RR = 7,429; IC 95% [3,292 — 16,764]), foram
fatores independentes de risco para o comprometimento metastatico dos linfonodos.

Na andalise multivariada, a manutencdo de grau histologico, infiltracao
perineural e estadio clinico N, como fatores independentes de risco de metastase
linfonodal reforcam a importancia destes fatores clinicos e patologicos no
prognostico dos tumores penianos. A ndo permanéncia do tipo Histoldgico, bem
como da imunorreatividade da Involucrina e da Plakoglobina neste modelo, se deve,

provavelmente a correlagdo destes marcadores com o grau histoldgico e a infiltragao
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perineural, que sao expressdes patoldgicas (fenotipicas) das alteracdes moleculares
vistas representadas por estes marcadores.

Possivelmente estes marcadores podem desempenhar um papel importante
em um sub-grupo de pacientes com carcinoma epidermoide penianos com estadio
T1G3, ou mesmo naqueles T2G1, ou T2G2, sem metastases linfonodais para neste
grupo ajudar a selecionar pacientes de alto risco para o desenvolvimento de
metastases linfonodais e ajudar na selegdo daqueles candidatos a linfadenectomia
profilatica. Devido ao pequeno numero destes casos nesta amostra, a analise desta
hipdtese fica prejudicada, merecendo futuros estudos multicéntricos para sua

avaliagao.

8.7 ANALISE DA SOBREVIDA

8.7.1 Sobrevida Céancer Especifica

A taxa de sobrevida cancer especifica em 5 anos foi de 83,8%.

Dentre as varidveis clinicas e demograficas, as que influenciou
significativamente a sobrevida cancer especifica foi o estadiamento clinico T
(p=0,010) e o estadiamento clinico N (p<0,001). Estas varidveis determinam o
estadio clinico o que confirma a importancia do TNM na avaliacdo das neoplasias,
reforcando a importdncia de um exame fisico realizado em um Hospital de
referencia.

Dentre as varidveis anatomopatoldgicas que influenciaram significativamente
a sobrevida cancer especifica estdo: grau de diferenciagdo histolégica (p<0,001),

espessura tumoral (p= 0,014), permeacgdo linfo-vascular (p=0,024), infiltracdo
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perineural (p<0,001), infiltracdo de corpo cavernoso (p=0,003), presenca de
metastase linfonodal (p<0,001) e tipo histologico (p=0,032), reforcando a
importancia anatomia classica na avaliagdo desta neoplasia.

Em relacdo as varidveis imunoistoquimicas analisadas, apenas a
imunorreatividade para Involucrina (p=0,049) apresentou significancia estatistica
para a sobrevida cancer especifica. Como ja relatado esta se associa com
diferenciag¢do, mostrando que pode ser uma variavel Util na avaliagdo de carcinoma

epidermoide do pénis.

8.7.2 Analise multivariada

No modelo multivariado com as variaveis selecionadas, metastase linfonodal
(RR = 5,65; IC 95% [3,04 — 10,51]), Grau de diferenciacdo tumoral (RR = 3,39; IC
95% [1,00 — 11,41]) e espessura tumoral (RR = 2,60; IC 95% [1,10 — 6,16]), foram

fatores independentes de risco para a sobrevida cancer especifica.

8.8 SOBREVIDA GLOBAL

8.8.1 Andlise univariada

A taxa de sobrevida Global em 5 e 10 anos da populacao estudada foi de
75,3% € 59,2%

Dentre as varidveis clinicas e demograficas, as que influenciou
significativamente a sobrevida Global foi a Idade (p<0,001) o estadiamento clinico T
(p=0,024) e o estadiamento clinico N (p=0,002).

Dentre as variaveis anatomopatoldgicas que influenciaram significativamente

a sobrevida Global estdo: grau de diferenciagdo histoldgica (p<0,001), espessura
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tumoral (p= 0,035), permeagdo linfo-vascular (p<0,001), embolizacdo perineural
(p<0,001), infiltragdo de corpo cavernoso (p=0,008), tipo histologico (p=0,013) e
presenca de metastase linfonodal (p<0,001)

A imunorreatividade para Involucrina (p=0,225), Desmogleina (p=0,059)
Plakoglobina (p=0,175) e Desmoplakina (p=0,893) ndo apresentaram significancia

estatistica para a Sobrevida Global.

8.8.2 Analise multivariada

No modelo multivariado com as variaveis selecionadas, Idade (RR = 2,68; IC
95% [1,85 — 3,88]), metastase linfonodal (RR = 2,58; IC 95% [1,65 — 4,01]), Grau de
diferencia¢do tumoral (RR = 1,72; IC 95% [1,11 — 2,66]) e emboliza¢do perineural
(RR=1,77; IC 95% [1,17 — 2,68]), foram fatores independentes para risco de 6bito

A presenga de embolizacdo perineural no modelo final reforca a sua
importancia como o fator progndstico importante para a presenca de metéstase
linfonodal, sendo uma varidvel que merece investigacdo em outras séries para
comprovar o seu valor na sobrevida global.

A inclusdo da idade no modelo final como fator independente para risco de
obito pela neoplasia ¢ justificada pela incidéncia do carcinoma peniano
preferencialmente em idoso, entre os quais o percentual de morte por outras causas
também foi alto, alem do grande seguimento deste grupo o que favorece a um alto
indice de Obitos por outras causas nao relacionadas ao tumor. Desta forma, esta

varidvel ajusta o risco de obito das outras varidveis pela idade.



CONCLUSOES




138

9 CONCLUSOES

Nas condig¢des do presente estudo podemos concluir que:

1. Nao houve associacao entre os indices de imunorreatividade da Involucrina
com as varidveis  clinico-demograficas. @ Dentre as  variaveis
anatomopatoldgicas avaliadas apenas o Grau de diferenciagdo tumoral; a
presenca de infiltracdo peri-neural; infiltracdo de corpos cavernoso; a
presenca de coilocitose e o tipo Histoloégico se correlacionaram com a

expressao da Involucrina.

2. A imunorreatividade da Involucrina se correlacionou com a presenca de

metastase linfonodal e a sobrevida cancer especifica na analise univariada.

3. Houve correlagdo entre a imunorreatividade da Desmoplakina com as
variaveis clinico-patologicas: Antecedentes Venéreos e¢ o Estadiamento
Clinico T. Dentre as varidveis anatomopatoldgicas apenas o Tipo Histologico

se correlacionou com a expressao da Desmoplakina.

4. Nao houve correlagdo entre a imunorreatividade da Plakoglobina com as
variaveis clinico-demograficas ou com as varidveis anatomopatoldgicas.
Porém se correlacionou na andlise univariada com o risco de desenvolver

metastase linfonodal.
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Nao houve correlagdo entre a imunorreatividade da Desmogleina com as
variaveis clinico-demograficas. Dentre as variaveis anatomopatologicas
avaliadas apenas a infiltracdo de corpos cavernosos se correlacionou com a

expressao imunoistoquimica da Desmogleina.

A andlise multivariada para o risco de metastase linfonodal mostrou o Grau
histologico, a Infiltragdo perineural e estadio clinico N como variaveis

independentes.

A andlise multivariada para a Sobrevida cancer especifica mostrou a
metastase linfonodal, o Grau de diferenciacdo tumoral e espessura tumoral

como fatores independentes de risco para a sobrevida cancer especifica.

A andlise multivariada para a Sobrevida Global mostrou a Idade, a metastase
linfonodal, o Grau de diferenciagdo tumoral e emboliza¢do perineural, como

fatores independentes para risco de 6bito.
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Anexo 1 - Ficha de levantamento de dados

RISCO DE METASTASES LINFONODAL EM CANCER DE PENIS X
INVOLUCRINA, DESMOGLEINA, DESMOPLAKINA, PLAKOGLOBINA.

01. NO doestudo - s L
02. RG s ]
03. Data da AdmiSSA0  / /e /[
04. Idade na Admiss80 (AN0S)  eiiiiiiiiiieiie e || ]
05. Estado Civil: (1) Solteiro (2) Casado (3) Separado (4) outros (9) Ign ........... ||
06. Raca: (1) Branca (2) Amarela (3) Negro (4) Ign .....cccoeveeevieeiiieniieeieeeieeieens ||
07. Sinais / Sintomas: (1) Ferida (2) Dor (3) Inflamagdo (4) Disuria ...................... ||
(5) Prurido (6) Outros (9) Ign.
08. Tempo de Evolugao (Meses) : e || ]
09. Antecedentes venérios: (0) NA0O (1) SimL. coceeeeiieiiieiiiecieeeieeeee e ||
10. Postectomia: (0) Nao (1) Nao relacionada (2)Relacionada (9) Ign ................... ||
11. Situagdo a 1 consulta : (1) Biopsiado (2) Amputado (3) Esvaziado .................. ||
(4)Intacto (9) Ign.
12. Estadiamento cT: (1) T1 (2)T2 (3)T3 (@) T4 (9 TX ooorvevreeeeieeeeeen, ||
13. Estadiamento cN: (0) NO (1)N1 (2)N2 (3)N3 (4)N4 (9NX coevveieieerereeeene ||
14. Estadiamento cM: (0) MO (1)M1  (9)MX  coceioieeieieceeeeeeee e ||
15. Data da amputagao/ TESSECEAD ...vevvvirrierrerierireirenriereesreseresereseresseesseessnenens ]
16. Cirurgia: (0) Ndo (1) Amp. Parcial (2) Amp. Total (3) Exerese ........ccccccevvennenne ||
(4) Postectomia.
17. Tipo de esvaziamento ganglionar: (0) Nao (1) Inguinal (2) Inguino-iliaco
............. | | (9 Ign.
18. Inten¢do do esvaziamento: (1) Principio (2) necessidade (9) Ign .......ccoene. ||
19. Data do eSVAZIAMEeNtO: ......ccccieiuierieiierieeie ettt ettt st A
20. Complicagdes relacionadas a amputagdo: (0) Nao (1) Infeccao.......ccceevvevennnnnne. ||
(2) Deiscéncia (3) Estenose (4) hemorragia (9) Ign
21. Complicacdes relacionadas a0 €SVazZiamento: ..........ccceeveerueeeeerieerieenieenieeneenneens ||
(0O)Nao (1)Infecg¢ao (2) Deiscéncia (3) hematoma (4) necrose (5) linfedema
(6)Ruptura de vasos (9) Ign.
22. Nimerodo AP : L




23.

24.
25.
26.
27.
28.
29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.

37.

38.
39.

Grau de Diferenciagdo: (1) Bem diferenciado (2) Mod. Diferenciado ................ ||
(3)Pouco diferenciado (4)Nao Classificado (9)Ign.

Espessura do tumor : (1)Até Imm (2) 1-5Smm (3) >5mm (9) Ign.  .....cccennene. ||
Permeacdo linfatica: (0)Nao (1) Presente (9) Ign.  ..coovreviiviivcenieeeeeeen, ||
Embolizagdo venosa: (0)Nao (1) Presente (9)Ign.  .cooovvivcivcininniiieeeene,
Infiltra¢do de corpos carvenosos: (0)Ndo (1)Presente (9)Ign  .....ccccvvvevennene ||

Infiltra¢do da uretra : (0)Nao (1)Presente (9)Ign  ..ccooieoiecieciiiecieeeeeee, ||

Total de Linfonodos examinados: e,
Total de Linfonodos positivos: e
Lateralidade dos linfonodos positivos: (1)Unilat. (2)Bilateral (9) Ign ................. |
Cadeia linfonodal Positiva: (1)Inguinal (2) Inguinal + Iliaco (3)Iliaco (9)Ign ....... ||
Data darecidiva: /| /s A
Local da recidiva: (0)Nao (1)Coto (2)Regional (3)pulmdes (4)Ossos .............. ||
(5) Figado (6)outros (9)Ign.

Tratamento da recorréncia; (0)Nao (1)RHD (2)Local (3)regional (4)Rxt ....... ||
(5)Qt (6)outro (9)Ign.

Data do ultimo SEZUIMENLO: .......ceeeveeieeierieeieiie e eee e ereseresereseaeseeessreens ]
Situagdo no seguimento: (1)Vivo s/ doenga (2)Vivo com doenga .................... ||

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



Anexo 2 - Construcdo do TMA
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Giltnane JM, Rimm DL. Construction and use of tissue microarrays for biomarker

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



Anexo 3 — Acis III: Especifica¢des do Produto

Specification Dako ACIS®*Ill Image Analysis System
Input Format 1 % 3 inch standard microscope slides
Objective Lens Nikon 4¥, 10X, 20X, 40X and 50X

Seanning Region

23 x 50 mm

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

Network Interface

1001000 Mbit/sec Ethernet

Dimensions 23" Wx 18"H x 18" D {58 cm W x 46 cm H x 46 cm D)
Weight 125 Ibs (57 kg)
Documentation User's Manual
Warranty 12 months (parts & labor)
Service & Support Included for 12 months
Regulatory Status Class 2, CE-IVD
Software
System Software ACIS® version 3.0.1

Image Analysis Applications

MNuclear Application, Membrane Application and Rare Event Applications

Operating System

Microsoft Windows XP Professional

Additional Software

Microsoft Excel 2003

Additional Components

Monitor HF 23-inch Flat Panel Display
Report Printer HF Coler Printer
uUPs Uninterruptible Power Supply (110V or 220V)
Label Printer Zebra Label Printer and label pack

Slide Scanning Speed

15 x 15mm, 10x objective (relative to 20V), 8 minutes

c € For In Vitro Diagnostic Use.




Steps to Consistent Rasults

Stop 1 Image Acquisition ACIS®* ||| usss a proprigtary Sithoustio
Seanning tachnigue to locate core samples on the glide. This featura
zaves tima and craates smaller filez by scanning only araas whana
sample is presant. Captured images are assamblad as a histological
reconstruction with low- and high-magnification images presantad to
the user for further analysis.

Stap 2 Sample Selection Us=ar-dafined tamplales are created gasily
1o accommodate virtually any specimen layout, then the ACGIS*(I
automatically creates a flexibla mash armund each speciman within
the array. If desirad, the user manually can adjust the magh to
account for missing, touching or partial spacimens within the aray.

Stop 3 Image Analysis With the touch of a button, ACIS*1II
automatically quantifies staining imansity, percant positive and
other parametars for each core spacimen. Mumerical scores are
presentad to the reviewer for confirmation or further analysis, Lser
has the optlon to score an entire specimean core or define analysis

© Loel Drovwn Aewa Blun dres Pascentage Aseeage Beowm Wrierally sub-regions within a cora.

1 han 38 1at02 23 ®

1 And 5017 EOE a7 (-1

Tijos. v ol T - Stap 4 Sﬂl‘l‘lp!e Nuvlgnilo.n Specimens within the array are labeled
1 Ad0 205 012g 1609 &t claarly to facilitate navigation between the rasulting dats, and low

& Aed 1M ez 1850 I AR y Loy

7 Bagd B51 16128 238 &4 magnification or high-magnification images.
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e e Fifet % =1 Step & Data Management Analysis data from the tissue microarray
11 Be0 B85 Zans = &6 il

Ay " - s > ara exported seamlassly info .standard spreadshest or database

1 Ab1 ax 115 22 L] formats to dramatically simplify statistical or comparative analysis,




