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RESUMO

O cancer de pénis € uma doenca rara em na¢des desenvolvidas, sendo mais comum
em regides em desenvolvimento figurando como um importante problema de satde publica,
por ter um carater mutilante, que pode acarretar problemas psicoldgicos e sociais ao paciente
acometido. O fator prognéstico mais importante do cancer de pénis é o comprometimento
linfonodal e a presenca de metastases a distancia. Os pacientes que apresentam estas
caracteristicas raramente sobrevivem por cinco anos. Por outro lado, nos estadios iniciais da
doenca o progndstico € bom, obtendo-se cura na maioria dos casos. Na busca por indicadores
progndsticos mais confiaveis, inlmeros genes/proteinas associados a carcinogénese peniana
tém sido avaliados vislumbrando um melhor entendimento deste processo, para que métodos
mais precisos de diagndsticos identifiquem os pacientes com doengas mais agressivas e de
modo mais confiavel, e permitindo um tratamento primario mais eficaz e uma maior
sobrevida. Algumas classes de marcadores epiteliais e mesenquimais tém sido utilizadas
para determinar a presenca de transicéo epitélio mesenquimal em tecidos neoplasicos. Essas
classes abrangem proteinas de superficie como a E-caderina, e marcadores do citoesqueleto,
como vimentina, f-catenina e fatores de transcricdo como Snail, Slug e Twistl. Com este
enfoque, realizamos um estudo retrospectivo, onde foram analisados um total de 109
pacientes do Hospital Ophir Loyola, no periodo de janeiro 2012 a novembro 2014. Foi
investigada a expressao proteica do Twistl, Kail e E-caderina em tecidos de pénis com
lesbes benignas e malignas, buscando evidenciar o padrdo de imunorreatividade destas,
assim como correlacionar este padrdo quanto as caracteristicas de progressdo e invasao do
cancer de pénis bem como caracteristicas clinico-patoldgicas deste tumor. Em relacéo a E-
caderina, 48,6% dos pacientes com cancer de pénis apresentavam expressao reduzida ou
ausente. N&o houve associacdo da expressdo diminuida da E-caderina com outros fatores
clinicos ou patoldgicos, tendo este resultado significado estatistico A expressdo aumentada
do Twistl também ndo esteve associada com fatores clinicos ou patolégico, bem como o
KAILl. Houve relacdo estatistica entre diminuicdo de expressdo E-caderina e Twistl.
Obtivemos um resultado inconclusivo da entre a expressdo diminuida de E-caderina e Kail,
e ndo houve significancia estatistica da analise entre as proteinas Twistl e Kail.

Palavras-chave: 1. Aparelho genital masculino - Doencas. 2. Cancer. 3. Pénis. 4. Cancer -

Aspectos psicosociais.
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ABSTRACT

Penile neoplasms are a rare disease in developed nations and occur more in the
development areas, which states as a major problem of public health by its mutilating
features that may lead to social and psychological problems for the patient. The most
important prognosis factor are the lymph node involvement and the presence of distance
metastasis. Those patiens who have these features rarely survive for five years. By the other
side, the prognosis is good at the initial phases and the cure is obtained in most of the cases.
In the search for more reliable prognosis indicators, countless of gens and proteins associated
with the penile carcinogenesis have been evaluated for a better understanding of the process,
in order to achieve more accurate diagnosis methods to identify patients with aggressive
disease, then submit them to a more efficient primarily treatment and a better survive rate.
Some groups of epithelial and mesenchymal markers have been used to determinate the
transition of mesenchymal epithelium in neoplasm tissues. Those groups include surface
proteins like E-cadherin and cytoskeleton markers, as vimentin and [-catenin, and
transcription factors, as Snail, Slug and Twist1. With this approach, we did a retrospective
study which was analyzed 109 patients from Ophir Loyola Hospital, between January 2012
to November 2014. It was investigated the protein expression of Twistl, Kail and E-
cadherin in penile tissues with benign and malign lesions to look for evidence of the
immunoreactivity pattern and correlate that immunoreactivity pattern with the progression
and invasion features of the penile neoplasms and other clinicopathological features of the
studied tumor. In relation to E-cadherin, 48,6% of the patients had lower expression of this
protein when compared to non-neoplasms tissues, this result showed statistical significance.
But the association of the abnormal expression of E-cadherin with others clinicopathoogical
factors was not found. The higher expression of Twistl it was not associated with
clinicopathological factors and the KAILl. There was statistical significance when we
simultaneously compared the defective expression of E-cadherin and Kail and we obtained
an inconclusive outcome about the association between them and there was not statistical
significance among the analysis of the Twist1 e Kail proteins.

Keywords: 1. Male genital system - Diseases. 2. Cancer. 3. Penile. 4. Cancer - psychosocial

aspects
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1. INTRODUCAO

1.1 Carcinoma de Pénis: Consideracdes Gerais

O cancer de pénis é uma doenga rara em nagdes desenvolvidas, sendo mais comum
em regides em desenvolvimento figurando como um importante problema de saude puablica,
por ter um carater mutilante, que pode acarretar problemas psicoldgicos e sociais ao paciente
acometido (BARROS et al., 2009; KOIFMAN et al., 2011).

Um agravante neste panorama é o fato de que o diagndstico, na maioria dos casos, é
realizado em estagios avangados, sendo observada uma sobrevida geral baixa. O fator
prognostico mais importante do cancer de pénis é o comprometimento linfonodal e a
presenca de metastases a distancia. Os pacientes que apresentam estas caracteristicas
raramente sobrevivem por cinco anos (NARDOZA JUNIOR; ZERSTI FILHO; REIS, 2010).
Por outro lado, nos estadios iniciais da doenga o prognéstico é bom, obtendo-se cura na
maioria dos casos.

Apesar de muitos fatores estarem relacionados ao surgimento ou ndo da metastase
linfonodal a maior parte deles ndo apresenta reprodutibilidade e confiabilidade suficiente
para serem tomados como indicadores de condutas (BATISTA et al., 2014). Ademais, as
decisdes acerca da modalidade terapéutica nestes tumores sdo baseadas em parametros
clinico-patolégicos, incluindo principalmente o estadiamento clinico TNM e a gradacédo
histoldgica. Apesar de Uteis, estes fatores frequentemente falham na diferenciacdo entre
lesGes mais ou menos agressivas.

Na busca por indicadores prognosticos mais confiaveis, inUmeros genes/proteinas
associados a carcinogénese peniana tém sido avaliados vislumbrando um melhor
entendimento deste processo, para que métodos mais precisos de diagnosticos identifiquem
pacientes com doencas mais agressivas de modo mais confiavel, e sejam submetidos a um

tratamento primario precoce mais eficaz e permitindo uma maior sobrevida.

1.2 Fatores etiologicos e de risco do carcinoma de pénis
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Dentre os principais fatores de risco para o cancer de pénis estdo: a presenca de
fimose, auséncia da prética de circuncisdo, mas condi¢Bes de higiene pessoal, baixo padrao
socioecondmico, os efeitos cronicos e irritativos da pele — nos quais o acimulo de esmegma
abaixo do prepucio aumenta a incidéncia de patologias inflamatdrias como a balanite crénica
e a balanite xerética obliterante, além de predispor a fibrose do prepucio, 0 nimero de
parceiros sexuais, o historico de doencas venéreas, infeccdo por HPV e tabagismo (MISRA
et al., 2004; DALING et al., 2005; BLEEKER et al., 2009; GUIMARAES et al., 2011;).

A auséncia de &gua corrente em paises subdesenvolvidos prejudica a higiene
adequada, inclusive obrigando as populacdes desses paises ao costume do banho publico,
que dificulta a limpeza dos genitais por pudor (PERSKY, 1977; REDDY et al., 1984).
Diferente deste trabalho, um estudo epidemioldgico realizado no estado do Para, que possui
vasta rede fluvial, chamou atencdo a ndo observacdo de cancer de pénis na populacéo
indigena. Apesar de néo realizarem o ritual da circunciséo, o habito de utilizarem banho de
imersdo para a higiene parece atuar como fator de protecdo (FONSECA et al., 2000).
Adicionalmente, as populacbes com melhor nivel socioeconémico e cultural, as quais
realizam uma higiene adequada, apresentam baixos indices de desenvolvimento dessa
neoplasia (DALING et al., 2005; BLEEKER et al., 2009).

Apesar da circuncisdo neonatal de rotina para prevencdo de cancer de pénis ainda
representar um ponto controverso na literatura mundial, a Associacdo Americana de
Pediatria publicou revisao favoravel a realizacdo da mesma em neonatos, pois 0s beneficios
de reducdo de neoplasia de pénis e infeccdo por HIV e HPV superam os riscos (MADEN et
al., 1993; REYNOLDS et al., 2004; AMERICAN ACADEMY OF PEDIATRICS, 2012;).

Outro fator que esta associada ao carcinoma epidérmoide de pénis € a presenca do
HPV que foi demonstrada pela primeira vez no Brasil na década de 1980 (VILLA; LOPES,
1986). O HPV afeta o epitélio escamoso da genitalia masculina da mesma forma que a
feminina. Essa infeccdo ocorre através de micro traumatismos, na qual a progressdo da
incubacdo viral para a expressdo ativa depende de trés fatores: permissividade celular, tipo
de virus e condicdo imunoldgica do hospedeiro (GROSS et al., 2004; BLEEKER et al.,
2009.). O genoma do HPV codifica a oncoproteina E6, que se complexa com a proteina de
supressdo tumoral TP53, e oncoproteina E7, que liga-se a proteina do retinoblastoma (RB)
afetando a acdo destas e por consequéncia a regulacdo do ciclo celular (BLEEKER et al.,
2009; PIZZOCARO et al., 2010).
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Os HPVs 6 e 11 sdo 0s mais comumente associados a lesdes ndo neoplésicas, como
verrugas genitais, podendo ser encontrados no carcinoma verrucoso; enquanto os tipos 16,
18, 31 e 33 entre outros séo associados com carcinoma in situ e invasivo. O HPV 16 é o mais
frequentemente detectado na lesdo primaria tendo sido também descrito nas lesdes
metastaticas de pénis (VILLA; LOPES, 1986; VARMA et al., 1991; GROSS et al., 2004;
TORNESELLO et al., 2008).

A manifestacdo clinica mais comum da infeccdo do HPV sdo as verrugas genitais
denominadas condiloma acuminado, derivam de subtipos virais de baixo risco (6 e 11) em
90% dos casos, sendo o preplcio e a glande peniana os sitios de maior acometimento.
Enquanto que infeccdo com virus de alto risco, pode ocorrer em 19% a 44% dos pacientes
(GROSS et al., 2004; DALING et al., 2005).

Enguanto uma grande proporcéo de infecgdes pelo HPV regride espontaneamente,
um namero de pacientes persiste com a infec¢do, mantendo risco de desenvolver neoplasia
intra-epitelial do pénis e, ocasionalmente carcinoma invasivo (CRISPEN et al., 2010).
Segundo Fonseca et al. (2013) a analise em relacéo a prevaléncia, distribuicdo e importancia
prognostica para metastases linfonodais em carcinoma escamoso do pénis, do papiloma virus
humano, na populacdo selecionada na regido norte do Brasil, observou que a prevaléncia do
HPV encontrada nas amostras histoldgicas foi de 60,9%, os tipos virais predominantes nas
amostras foram os 11 e 6, a presenca viral ndo mostrou qualquer correlacdo com a sobrevida
livre de doenca inguinal, sugerindo que esta associacéo ndo esteja envolvida nos mecanismos
moleculares das metastases linfonodais em cancer de pénis. Mostrou ainda que os subgrupos
virais de alto risco, baixo risco ou infeccdo multipla ndo mostraram correlacdo com
metéstases linfonodais em céancer de pénis, sugerindo que a infeccdo viral possa exercer
algum papel na etiologia da doenca, mas ndo nos mecanismos de metastases. Os tumores
com a presenca do HPV mostraram-se mais diferenciados, em rela¢do ao grau histologico,
que os tumores com auséncia do HPV, a presenca de virus do grupo de alto risco
correlacionou-se significativamente como subtipo histoldgico basaloide e, a auséncia deste
mostrou relacdo com tumores de maior estadio patolégico.

O tabagismo também é reportado como fator de risco ao cancer de pénis (MUNEER
et al., 2009), independentemente do contato direto da droga com o tecido. Porém, essa
relacdo ainda ndo estd bem estabelecida, apesar de alguns trabalhos evidenciarem o risco

aumentado entre os fumantes.
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Hellberg e Nilsson (1989) em um estudo com 244 pacientes com cancer de pénis e
232 pacientes no grupo controle o tabagismo foi fator de risco independente para o
surgimento da neoplasia. Outro estudo mais recente, avaliou 54 pacientes, dos quais, 70%
eram fumantes (PAHWA et al., 2012), parecendo haver efeito dose-resposta no aumento do
risco nos pacientes com cancer de pénis (SPIESS et al., 2013).

Harish e Ravi (1995) encontraram associagdo significativa entre fumar ou mascar
tabaco e o desenvolvimento do carcinoma de pénis. Em 503 homens pareados por idade, a
analise multivariada demonstrou uma significativa associacdo e relagdo dose-dependente.
Dillner et al. (2000) também encontraram uma associacao consistente entre o cancer de pénis
e 0 habito de fumar a partir de levantamento de publicacfes cientificas no MEDLINE de
1966-2000.

1.3 Epidemiologia

Em paises desenvolvidos como os Estados Unidos por exemplo, sua incidéncia € de
0,7/100.000 homens/ano. Na Espanha, a incidéncia é entre 0,7 e 1,5/100.000 homens/ano
corroborando com a incidéncia na Europa de menos de dois casos para cada 100.000
homens/ano (FERRANDIZ-PULIDO et al., 2012).

No entanto, em muitos paises da Africa, América do Sul e Asia, a doenca representa
um problema de satide importante. A maioria dos casos no mundo ocorre na india, Brasil e
Uganda, com uma incidéncia de quatro a seis vezes maior do que os paises desenvolvidos
(COUTO et al., 2014).

No Brasil, dentre as neoplasias malignas do homem, o cancer de pénis corresponde
a aproximadamente 2,1% (MICALI et al., 2006), sendo a incidéncia maior nas regides Norte
e Nordeste, onde as condi¢Ges socioecondmicas sdo precarias (BRUMINI et al., 1982). Entre
2006 e 2007, a Sociedade Brasileira de Urologia realizou um estudo epidemiolégico e
relatou que em algumas regibes de maior incidéncia o cancer de pénis corresponde a
aproximadamente 2,9 a 6,8 casos/100.000 habitantes, superando muitas vezes 0s casos de
cancer de prostata e bexiga (FAVORITO et al., 2008; MINISTERIO DA SAUDE, 2009).

Em 2010, Fonseca et al., realizaram um estudo epidemioldgico no estado do Par3,
em 346 pacientes com diagnostico histologico de cancer de pénis, demonstrando a

distribuicdo das incidéncias relacionadas a cada mesorregido do Estado no periodo de 1996


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pahwa%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22773210
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a 2006 (Figura 1). Neste estudo, constataram que a incidéncia da doenga no periodo estudado
foi de 5,7/100.000 habitantes/ano. A prevaléncia desses tumores na instituicdo do Hospital
Ofir Loyola foi de 3,5%, representando a oitava neoplasia maligna mais frequente no sexo
masculino e 15,7% entre 0s tumores urogenitais, sendo o segundo tumor urolégico mais

frequente.

Baixo Amazonas — 1,9/100000hab/ano

Marajé — 4,01100000 hab/ano

Metropolitana de Belém - 6,31100000hab/ano

Mordeste do Pars - 8.41100000hab/ano

Sudoeste do Para - 2,3/100000hablano

Sudeste do Para — 2,4/100000hablano

Figura 1 - Incidéncia de Carcinoma de pénis nas Mesorregides do Estado do Para.
Fonte: FONSECA et al., 2010.

A doenca acomete principalmente homens de baixa classe social e nivel de instrucéo,
com pico de incidéncia entre a sexta e sétima décadas (RIPPENTROP, 2004) e parece nao
ter distingdo entre as etnias negra e branca quando se compara nivel social semelhante
(FAVORITO et al., 2008). As populagdes com melhor nivel socioeconémico e cultural, nas
quais sdo realizadas uma higiene adequada, apresentam baixos indices de desenvolvimento
dessa neoplasia (DALING et al., 2005; BLEEKER et al., 2009).

Pacientes com cancer de pénis, mais frequentemente que em outros tipos de cancer,
demoram a procurar servico de atencdo médica 15 a 50% dos pacientes demoram mais de
um ano (KOCATURK et al., 2012). Morar com parceira estavel ndo alterou esse atraso. A
causa mais comum foi o sentimento de vergonha por sintomas localizados na area sexual
(FAVORITO et al., 2008).



1.3 Caracterizacdo do tumor

A maioria das neoplasias malignas de pénis é constituida por carcinoma escamoso
de pénis correspondendo a mais de 95% dos casos, derivados do epitélio estratificado, tanto
da glande como do sulco coronal e prepdcio (Figura 2). Os carcinomas epidermoide usuais
constituem o grupo mais comum (FRALEY et al., 1989; HORENBLAS et al., 1993;
VELAZQUEZ; AYALA, LIU, 2008).

Glande
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Musculo Bulboesponjoso

Figura 2 - Anatomia do pénis. A) Visao ventral das estruturas anatdbmicas; B) Corte coronal.
Fonte: Active Medical, 2015.

A Organizacdo Mundial de Saude (EBLE et al., 2004), lancou uma classificacdo
histopatoldgica dos carcinomas de pénis, na qual se destacam uma grande variedade de
subtipos tais como: os carcinomas basaldide, as variantes verrucosas (Warty, papilifero,
cuniculatum), o carcinoma in situ, conhecido como eritroplasia de Queyrat e doenca de
Bowen, que se apresenta na forma de modificacBes celulares epiteliais ndo invasivas e 0s
carcinomas sarcomatdides (CUBILLA et al., 2001; GUIMARAES et al., 2009).
Recentemente descrito, o carcinoma acantolitico (CUNHA et al., 2009).

A transformacéo maligna do epitélio de revestimento do pénis segue evolutivamente
por fases, até romper a membrana basal e invadir o estroma. Progressivamente essas fases

sdo: o PIN I, Il e Il (neoplasia intra-epitelial), todas consideradas lesdes pré-malignas do
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epitélio. O PIN Il representa o carcinoma in situ estabelecido (GROSSMAN, 1992; LUCIA,;
MILLER, 1992). Os principais representantes clinicos do carcinoma in situ sdo: Doenca de
Bowen, eritroplasia de Queirat e a papulose Bowendide (GROSSMAN, 1992; LUCIA;
MILLER, 1992). A mais frequentemente associada com cancer de pénis ¢ a Eritroplasia de
Queirat, que sofre degeneracéo entre 10 a 33% dos casos (GERBER, 1994; MICALI et al.,
1996). Outras dermatoses como a balanite xerotica obliterante, leucoplasia, balanopostites
cronicas e calo peniano, sdo também relacionadas com o céancer epidermoide de pénis.
Entretanto, o verdadeiro papel das mesmas carecem de dados homogéneos e confiaveis. A
associacdo destas lesbes com o cancer epidermoide de pénis, varia segundo a literatura entre
7 e 40% (GROSSMAN, 1992; LUCIA; MILLER, 1992; LYNCH; SCHELLHAMMER,
1998).

Além da classificacdo histologica, também é importante o grau de diferenciacao
histologica em tumores bem diferenciados, moderadamente diferenciados e pouco
diferenciados, ja que essa gradacdo tem valor preditivo de comprometimento linfonodal e
sobrevida global (VELAZQUEZ; AYALA; LIU, 2008). A definicdo do subtipo histologico
tem papel importante no progndstico e esta relacionado ao envolvimento de metastases
linfonodais e 6bito (GUIMARAES et al., 2009). Tumores pouco diferenciados apresentam
risco maior de desenvolvimento de metastases (FICARRA et al., 2002; CUNHA et al., 2009;
CHAUX et al., 2010).

Os tumores classificados como de baixo grau mostram hiperceratose e papilomatose,
células escamosas pouco atipicas, mostrando pontes intercelulares proeminentes, com
poucas figuras mitéticas e nucleos pleomdrficos aumentados com um ou mais nucléolos
proeminentes. Neoplasias menos diferenciadas mostram pouca ou nenhuma queratinizacéo,
maior atipia nuclear e atividade mitética, e maior invasao com areas de necrose. Na derme,
um infiltrado linfocitico ou inflamatdrio pode estar presente (MICALI et al., 2006). Existe
correlacdo entre o tipo histoldégico e comportamento biolégico do tumor. Tumores grau | e
I11 apresentam metastases inguinais em 15 e 75% dos casos respectivamente (BLEEKER et
al., 2009).

O padrédo de invasdo tumoral é outra variavel relacionada a um pior progndstico.
Estudos demonstraram que tumores com padrdo de crescimento infiltrativo, invadindo o
estroma em grupos pequenos de células, tém maior risco de embolizacdo linfatica do que

tumores com padréo de crescimento exofitico nos quais a invasdo ocorre em grandes grupos
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de células, mantendo uma interface tumor-hospedeiro bem definida (GUIMARAES et al.,
2006).

O sistema de classificacio TNM (Tabela 1), outra varidvel importante na
determinacdo do pior progndstico, visa avaliar a doenca sobre varios aspectos,
principalmente em relagdo a invasdo angiolinfatica. O estadiamento do cancer de pénis é
mais comumente realizado utilizando-se a sétima edicdo do TNM da American Joint
Committe (AJCC, 2010), que baseia-se na avaliagdo da extensdo tumoral (T), extensdo do
comprometimento linfonodal (N) e presenca de metastases (M), como descritos na Tabela
1.
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Tabela 1. Estadiamento TNM (2010).

T - Tumor primério

TX Tumor priméario ndo pode ser avaliado

TO Sem evidéncia de tumor primario

Tis Carcinoma in situ

Ta Carcinoma verrucoso ndo invasivo

T1 Tumor invade o tecido conjuntivo subepitelial

T1la: sem invaséo linfovascular e bem ou moderadamente diferenciado (Grau 1-2)
T1b: cominvasdo linfovascular ou pouco diferenciado/indiferenciado (Grau 3-4)
T2 Tumor invade 0 COrpo esponjoso/corpo cavernoso

T3 Tumor invade a uretra

T4 Tumor invade outras estruturas adjacentes

N - Linfonodos regionais (Clinico e Patolégico)

cNX Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados

cNO Sem linfonodos inguinais aumentados visiveis ou palpaveis

cN1 Linfonodo inguinal palpavel movel unilateral

cN2 Linfonodos inguinais palpaveis méveis miltiplos ou bilaterais

cN3 Massa de linfonodos inguinais fixa ou linfadenopatia pélvica, unilateral ou bilateral
pNX Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados

PNO Auséncia de metastase em linfonodos regionais

pN1 Metastase intranodal em um dnico linfonodo inguinal

pN2 Metastases em muitiplos linfonodos inguinais ou em linfonodos inguinais bilaterais
pN3 Metastases em linfonodo(s) pélvico(s), unilaterais ou bilaterais, ou extensdoextranodal
de metastases em linfonodos regionais

M - Metastase a distancia

Mx Metastases a distancia ndo pode ser avaliada

MO Sem metastase a distancia

M1 Metéstase a distancia

G - Graduacéao histopatolégica

Gx O grau de diferenciacdo nao pode ser avaliado

G1 Bem diferenciado

G2 Moderadamente diferenciado

G3 Pouco diferenciado

G4 Indiferenciado

Fonte: Adaptado de AJCC Cancer Staging Manual (2010).
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Algumas mudancas ocorreram em relagéo a sexta edi¢do: T1 foi subdividido em T1la
e T1b baseado na presenca ou auséncia de invasdo linfovascular ou indiferenciagdo tumoral;
a categoria T3 foi limitada a invasdo uretral e a invasdo prostatica agora é considerada T4;
estadiamento linfonodal é dividido agora em clinico e patoldgico; a distingdo entre
linfonodos inguinais superficiais e profundos ndo existe mais; o grupo T1bNOMO foi
colocado no estégio I1, assim como os grupos T2NOMO e T3NOMO (Figura 3) (EDGE, 2010).

Pele

Dartos\\

Fascia de Buck - ie
" < T N
Tuanica Albuginea >\ -

Figura 3 - Classificagdo Tumoral TNM 2010.
Fonte: Adaptado de Institute of the Study of Urologic Diseases. Salénica, Grécia.

Geralmente, o cancer de pénis inicia-se como uma lesdo na glande que, quando nao
tratada estende-se para o prepucio e evolui infiltrando tecidos adjacentes como o tecido
subepitelial conjuntivo, 0 corpo espon;joso e 0 corpo cavernoso até invadir 6rgaos adjacentes
como prostata e bexiga levando a auto amputacdo (POMPEO et al., 2006). Metéastases
linfonodais nas regides femoral e iliaca sdo vias de disseminacdo no carcinoma de pénis,
consideradas principal fator progndstico nessa neoplasia (Figura 3) (CUBILLA, 2009). A
invasdo perineural também se associa a um pior progndstico e esta relacionado ao
comportamento biolégico do tumor (CUBILLA et al., 2007; VELAZQUEZ; AYALA, LIU,
2008).
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Figura 4 - Metastases Linfonodais.
Fonte: Adaptado de http://www.mdanderson.org/patient-and-cancer-information/cancer-information/cancer-
types/penilecancer/diagnosis/index.html

O risco de envolvimento linfonodal varia de 0 a 48% em tumores G1, de 32 a 79%
em G2, e 47 a 100% em G3 (SLATON et al., 2001; BLEEKER et al., 2009). No estudo de
Horenblas et al. em 1994, houve diferenca estatistica na sobrevida em cinco anos entre
pacientes com tumores G1 (79%) e pacientes com tumores G3 (47%). Tumores bem
diferenciados costumam ocorrer em pacientes mais velhos e usualmente associados com
liguen escleroso preexistente e tem risco baixo de disseminacdo metastatica (BLEEKER et
al., 2009; MICALI et al., 2006).

1.5 Modalidades de tratamento

O tratamento do carcinoma escamoso de pénis deve ser individualizado e se basear
nas caracteristicas da lesdo primaria e no estadiamento. A despeito das diversas modalidades
terapéuticas, o tratamento cirurgico continua sendo o mais empregado e com melhores
resultados (ORNELAS et al.,, 1994; AGRAWAL et al.,, 2000; LYNCH et al., 2002;
POMPEO et al., 2010).
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1.5.1 Tratamento da lesdo primaria

Esté dirigido para a eliminacdo completa do tumor obtida pela exciséo cirtrgica com
margem de seguranca entre 1 e 2 cm, avaliada por histologia negativa do tecido neoplasico
(congelagdo). Agrawal et al. (2000), ap6s estudar os limites cirdrgicos de 64 pacientes,
recomenda margens negativas de 10 mm para tumores grau | e Il e de 15 mm para tumores
grau I11. A preservacdo de segmento peniano que permita vida sexual satisfatéria é desejavel,
desde que ndo comprometa o éxito de uma operacdo oncoldgica. A extensdo da excisdo,
portanto, depende da localizacdo e dimensbes do tumor (HOREMBLAS et al., 1992;
AGRAWAL et al.,2000; POMPEU et al., 2010).

Lesdes pequenas localizadas no prepucio podem ser tratadas por circunciséo, embora
0s indices de recorréncia sejam altos (20-30%), o que significa que 0s pacientes assim
tratados devem ter seguimento frequente (HOREMBLAS et al., 1992; LYNCH et al., 2002;
POMPEDO et al., 2010). Tumores pequenos, unicos, localizados na glande, tem como opc¢éao
o0 tratamento por procedimento conservador como a glandectomia ou, ainda, com excisdo
tumoral associada a utilizacdo de enxertos dérmicos, guardando-se sempre o principio de
margens livres (HOREMBLAS et al., 1992; MCDOUGAL et al., 2005; POMPEU et al.,
2010).

A penectomia ¢ o tratamento “padrdo ouro” para a lesdo primaria do cancer
epidermoide de pénis. Quando parcial requer transec¢do dos corpos cavernosos. A uretra e
0 corpo esponjoso devem ser deixados com maior comprimento (1cm), o que favorece
espatulacdo uretral e diminuicdo dos riscos de estenose e retracdo (HOREMBLAS et al.,
1992; LYNCH et al.,2002; POMPEO et al., 2010).

Como esses tumores sdo comumente ulcerados e infectados recomenda-se 0 uso de
antibioticos de largo espectro por 3-5 dias no pré e no pos operatdrio. Durante a operagédo
deve-se envolver a lesdo com luva ou preservativo estéril para diminuir a contaminacgéo e
disseminacdo de células neoplasicas. Para diminuir a perda sanguinea deve-se por um dreno
penrose ao redor da base do pénis servindo de torniquete (LYNCH et al., 2002; POMPEO
et al., 2010).

Existe a técnica Micrografica de Mohls para tumores de pequenas dimensdes e inclui
a remocdo da lesdo e o estudo microscopico de cada camada retirada. Apesar de

conservadora esta técnica € limitada pelo tamanho da lesdo, pois aquelas maiores ou iguais
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a 2cm ou com histologia desfavoravel tem alto indice de recidiva (LYNCH et al., 2002;
POMPEDO et al., 2010).

A radioterapia externa ou a braquiterapia podem ser oferecidas a um grupo restrito
de pacientes que rejeitam a cirurgia. Destaque-se porém que o carcinoma escamoso do pénis
costuma ser radiorresistente e 0s casos com boa resposta inicial tem niveis significativos de
recidiva local. Além das frequentes complicacdes locais. A crioterapia constitui op¢do valida
para lesbes pequenas, superficiais ou para pacientes que nao aceitam a cirurgia (LYNCH et
al., 2002; AZRIF et al., 2006; HERGATY et al., 2006; POMPEO et al., 2010).

Tumores que envolvem extensamente o pénis séo tratados mais adequadamente por
penectomia total com realizacdo de uretrostomia perineal. Em tumores mais avancados, que
invadem proximalmente os corpos cavernosos e o0 escroto, deve ser considerada a
emasculagdo, que consiste na penectomia total, escrotectomia e orquiectomia bilateral
(ORNELAS et al., 1994; AGRAWAL et al., 2000; LYNCH et al., 2002; MCDOUGAL et
al., 2005; HERGATY et al., 2006; POMPEO et al., 2010).

1.5.2 Tratamento dos linfonodos regionais:

A probabilidade de cura dos pacientes com infiltracao dos linfonodos inguinais torna-
se significativamente comprometida, reconhecendo-se esta condicdo como fator progndstico
mais importante na evolucdo dos pacientes. Embora exista tendéncia para se considerar o
tratamento cirargico ou mesmo radioterapico dos linfonodos depois da excisao cirurgica da
lesdo primaria, este tema permanece controverso, principalmente pela dificuldade de
avaliacdo clinica do envolvimento linfonodal de maneira ndo invasiva (NARDI et al., 2013).

Tradicionalmente, a regido inguinal é dividida em quatro secBes por uma linha
horizontal e uma projecdo vertical através da fossa ovalis. O grupo superficial é dividido em
cinco subgrupos anatdmicos com a zona central a ser localizado na confluéncia da veia
safena magna e veia femoral. As outras quatro zonas sdo descritos como lateral superior,
lateral inferior, superior medial e medial inferior (Figura 4) (PROTZEL et al., 2009).

As controvérsias referem-se a necessidade de realizacdo de linfadenectomias
sistematicamente, a técnica, lateralidade, extensdo, momento e as complicacdes cirirgicas
de menor ou maior gravidade (necroses cuténeas, deiscéncias, infec¢bes, drenagem linféatica,
linfocele) encontradas em 50% dos casos (NARDI et al., 2013).
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A imprecisdo do estadiamento clinico desses tumores € fato reconhecido.
Aproximadamente 20% dos linfonodos clinicamente negativos tém metéstases ocultas e
50% daqueles com linfonodos inguinais palpaveis ndo tem histologia positiva para neoplasia
quando operados. Isto ndo teria grande importancia se a maioria das técnicas utilizadas para
a linfadenectomia apresentasse indices aceitaveis de complicacbes pds-operatérias (LYNCH
et al., 2002; POMPEU et al., 2005; POMPEU et al., 2010).

A radioterapia das regides inguinais, preconizada no passado, esta praticamente em
desuso visto que essas areas toleram mal as doses necessarias, pelos riscos de linfedema,
ulceracdes e necrose (LYNCH et al., 2002; POMPEU et al., 2005; POMPEU et al., 2010).
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Figura 5 - Rede linfatica da regido inguino-femural. A regido é dividida em cinco zonas: uma zona central
(V), superior (1) e zonas medial inferiores (1V), e zonas laterais superiores (I1) e inferiores (111).
Fonte: Protzel et al., 2009.

1.6 Transicdo Epitélio Mesenquimal

O epitélio caracteriza-se por um conjunto de células fortemente aderidas lateralmente
por juncdes célula-célula, formando uma fina camada celular. Esta camada é polarizada,
sendo que apice e base da célula apresentam propriedades diferentes. Todas as células
apresentam a mesma polaridade apico-basal e sua superficie basal encontra-se situada sobre
uma matriz extracelular especializada, a lamina basal. As junc6es célula-célula sdo mediadas

por uma série de proteinas, entre elas membros do complexo caderina-catenina, responsaveis
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pela juncdo aderente na borda lateral da célula (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1997;
ALBERTS et al., 2004.).

Por outro lado, as células mesenquimais formam uma rede tecidual difusa, onde a
camada celular ndo é completa e a superficie da célula esta conectada as células vizinhas
somente por alguns pontos de contato, e ndo ha polarizacdo apico-basal no citoesqueleto
destas células. A matriz extracelular, formada por colageno e fibronectina, apresenta-se,
diferentemente da lamina basal, como uma rede com varios pontos de adesdo as células.
(THIERY et al., 2009; SCANLON et al., 2013).

A transicdo epitélio mesenquimal é um processo que ocorre fisiologicamente durante
algumas fases do desenvolvimento embrionario em algumas espécies de animais, que
desempenha um papel crucial em muitos processos histogénicos, particularmente nos
vertebrados, onde o coragcdo, o sistema musculo-esquelético, a maioria das estruturas
craniofaciais e 0s nervos periféricos sdo formados por esse mecanismo (ACLOQUE et al.,
2009).

Existem trés tipos diferentes de transicdo epitelio mesenquimal com configuracoes
biologicas que levam a consequéncias funcionais muito distintas. Por enquanto, 0s sinais
especificos que a delineiam nas trés configuracdes ainda ndo séo claros, no entanto, € bem
aceito que as distingdes funcionais sdo aparentes (KALLURI; WEINBERG, 2009;
ZEISBERG; NEILSON, 2009; SOUZA, 2011; SCANLON et al., 2013).

O tipo um, gera células mesenquimais para que haja modificacdo da funcéo tecidual
e é importante no cenario embrionario, onde as células epiteliais passam por varios processos
de remodelamento, como intercalacdo, invaginacgdo, evaginacao, ramificacdo e formacao de
multiplas camadas celulares. Este processo € importante, por exemplo, para a formacao das
trés camadas do embrido durante a fase de gastrulacdo. O processo inverso, a transicao
mesenguimal epitelial, também pode ocorrer nesta fase. A maior parte dos tecidos e 6rgaos
adultos surge a partir de uma série de conversdes de células epiteliais para as células
mesenguimais, através do programa de transicdo epitelio mesenquimal e do processo
inverso, a transicdo mesenquimal epitelial (KALLURI; WEINBERG, 2009; SCANLON et
al., 2013). O tipo dois comeca como parte de um evento de reparacdo que normalmente gera
fibroblastos e outras células relacionadas, a fim de reconstruir tecidos apds traumas e lesdes
inflamatdrias. Na configuracdo de fibrose do 6rgdo, a tipo 2 pode continuar a responder a
inflamacdo persistente, levando eventualmente & destruicdo de oOrgdos (KALLURI;
WEINBERG, 2009; ZEISBERG; NEILSON, 2009; SCANLON et al., 2013).
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Adversamente, a tipo trés, pode promover a progressao e invasao de um tumor, ao
permitir formacao de uma célula fenotipicamente mesenquimal, que pode migrar para longe
da camada epitelial na qual se originou. Neste processo, uma célula epitelial polarizada, que
normalmente interage com a membrana basal por meio de sua superficie basal, sofre
modifica¢bes bioquimicas, moleculares e morfol6gicas, as quais resultam na aquisicdo de
um fendtipo de célula mesenquimal, cujas capacidades de migracdo, invasdo e resisténcia a
apoptose encontram-se aumentadas em relacao as células epiteliais. Neste momento, ocorre
a perda de expressao de alguns marcadores epiteliais, como a E-caderina, responsaveis pela
estabilidade da ligacdo entre célula-célula. Outros marcadores mesenquimais como a
vimentina, comegam a ser expressos, dando a célula um fenétipo mais fusiforme e propicio
a invasdo (Figura 6) (ACKLAND et al., 2003; KALLURI; RADISKY, 2005; WEINBERG,
2009).

Fenétipo Epitelial Fenétipo Intermediario Fenétipo Mesenquimal
Células em transi¢ao

Células Mesenquimais

Células Epiteliais

Perdaprogressiva de marcadores
epiteliais e aquisi¢do de marcadores
mesenquimais

Figura 6 — Transicdo epitélio mesenquimal: Modificagdo do fenétipo epitelial para um fen6tipo mesenquimal.
Fonte: Apatado de Kalluri e Weinberg, 2009.

Algumas classes de marcadores epiteliais e mesenquimais tém sido utilizadas para
determinar a presenca de transicdo epitélio mesenquimal em tecidos neoplasicos. Essas
classes abrangem proteinas de superficie como a E-caderina, e marcadores do citoesqueleto,
como vimentina, -catenina e fatores de transcrigdo como Snail, Slug e Twistl (ZEISBERG;
NEILSON, 2009).

As mudancas bioguimicas associadas a transicdo epitélio mesenquimal podem ser
induzidas por muitos fatores de transcrigdo. Pesquisas recentes tém mostrado papel
importante das proteinas Snail e Slug na mediacdo da transicdo epitélio mesenquimal, em

eventos celulares de migragdo, invasao, e sobrevivéncia, que podem levar & progresséo de
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neoplasias epiteliais e sdo habeis para reprimir a transcricdo da E-caderina, aumentar a
expressao e a atividade das metaloproteinases de matriz e, como consequéncia, aumentar a
capacidade de invasdo das células tumorais (BATLLE et al., 2000; OKUBO et al., 2001;
ZEISBERG; NEILSON, 2009; SOUZA, 2011).

A expressdéo do fator de transcrigdo Twist na progressdo tumoral foi
convincentemente associada com o0 processo metastatico. Esta envolvido na repressao de
marcadores epiteliais, especificamente E-caderina, f-catenina e y-catenina, a0 mesmo tempo
em que estd envolvido na inducdo da expressdo de marcadores mesenquimais,
especificamente vimentina e fibronectina sendo estes também um marcador explorado em
estudos que avaliam a transicdo epitélio mesenquimal (YANG et al., 2004; KWOK et
al.,2005).

Um estudo realizado com amostras tumorais de bexiga mostrou uma correlacédo entre
a alta expressdo de Twistl e a baixa expressdo da E-caderina. No grupo com expressdo de
E-caderina preservada, a taxa de sobrevida em cinco anos foi melhor para pacientes com
baixa expressdo de Twist do que para aqueles com alta expressao desta proteina. Entre os
tecidos tumorais, a expressdao Twistl era mais alta nas lesdes metastaticas do que nos
tumores primarios. Além disso, os canceres de bexiga também exibiram uma correlacéo
significativa entre o aumento de Twistl e reducdo de E-caderina (QIN et al., 2012).

Segundo Vesuna et al. (2008), em linhagens celulares de cancer de mama, a elevada
expressdo de Twistl demonstrou ter um papel direto no mecanismo de transicao epitélio
mesenquimal por baixa-regulacdo da expressdo de E-caderina e promoveu um fendtipo
invasivo metastatico. Isto colocou em foco os maltiplos papéis de Twist em favorecer a
transformacdo neoplasica, bem como fornecer uma via alternativa contra a qual novas
estratégias terapéuticas podem ser construidas.

Apesar de muitos estudos fornecerem importantes informacgdes sobre a compreensao
da biologia dos tumores malignos bem como dos genes envolvidos na Transicdo epitélio
mesenquimal, 0s mecanismos de Twistl na tumorigénese e na transicao epitélio

mesenguimal do carcinoma escamoso de pénis ainda permanecem por serem elucidados.

1.7 E-caderina
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As caderinas sdo glicoproteinas transmembrana de 720 a 750 aminoacidos, e se
apresentam na forma de dimeros, constituidos por uma regido extracelular N-terminal e por
uma regido citoplasmatica de C-terminal. O dominio extracelular contém sequéncias
repetidas as quais se liga o célcio, essencial para a fun¢do adesiva das caderinas que na sua
auséncia sofrem uma enorme alteracdo conformacional, sendo degradadas por enzimas
proteoliticas (WHEELOCK; JOHNSON, 2003).

O dominio citoplasmatico associa-se ao citosqueleto da célula, o que ndo acontece
com outras moléculas de adesdo como as selectinas, integrinas e membros da superfamilia
das imunoglobulinas. As caderinas foram nomeadas inicialmente de acordo com o tecido
que as expressaram. A E-caderina é encontrada em varios tipos de células epiteliais, a pan-
caderina esta presente em varias células placentarias e da epiderme e a N-caderina é expressa
em células nervosas e nos musculos. Todas estas séo classificadas como caderinas classicas
(LODISH et al., 2000; DERICKE; BRACKE, 2004).

E-caderina é uma glicoproteina transmembranar de supresséo tumoral essencial para
a adesdo célula-célula epitelial. O gene CDH1, localizado no cromossomo 16q22.1, codifica
a E-caderina, que é sintetizada por um RNAm, encontrando-se madura na forma de uma
glicoproteina de membrana com 120kDa (MAREEL; BRACKE; VAN ROY, 1995;
BRACKE; VAN ROY; MAREEL, 1996).

Caderinas medeiam a adesdo célula-célula através da interacdo dos seus dominios
extracelulares com outras caderinas. A interrupcéo funcional da E-caderina é indispensavel
para transicao epitelio mesenquimal durante a gastrulacéo e organogénese em que as células
epiteliais sdo convertidas em células mesenquimais. Ao deixar de expressar E-caderina, as
células tumorais passam a expressar altos niveis de N-caderina, potencializando as
interacdes com fibroblastos e células endoteliais que também expressam N-caderina
(BAUM; SETTLEMAN; QUINLAN, 2008).

Entre os diversos estudos que tem procurado modificacdes moleculares que fazem
com que uma célula epitelial adquira propriedades de célula mesenquimal, é observada
frequentemente a perda da transcricdo de proteinas epiteliais como a E-caderina (KANG;
MASSAGUE, 2004; LEE et al., 2006).

Souzaem 2011, em estudo com cancer de pénis evidenciou que a perda da E-caderina
esteve associada com fatores classicos de pior progndstico: tumores histologicamente pouco

diferenciados, de padrdo de crescimento infiltrativo, com metéstase linfonodal, invasdo
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perineural e angiolinfatica e pior progndstico. Campos et al. (2006) observaram que a baixa
imunorreatividade de E-caderina est4 associada com a presenca de metéastase.

Masferrer e colaboradores (2015), evidenciaram a perda simultanea de expressao de
E-caderina e aumento da expressdo de vimentina em 43,5% dos casos de carcinoma de
celulas escamosas do pénis. HPV foi significativamente associada com a perda de E-
caderina, mas ndo com transicdo epitelial-mesenquimal. As taxas de recorréncia e
mortalidade foram significativamente maior nos casos que mostram transi¢éo epitelial-

mesenquimal, portanto € associada com mau progndstico.

1.8 Kail

Kail é uma glicoproteina transmembrana presente em tecidos humanos normais com
um importante papel como regulador do comportamento celular (DONG et al.,1996;
JACCKSON; MARREIROS; RUSSEL, 2005).

Kail (CD82, Kangai, ou C33), um membro da familia tetraspaninas, € uma proteina
transmembranar 111 que atravessa a membrana celular quatro vezes, formando assim uma
pequena e uma grande alga extracelular bem como uma alca intracelular muito curta. As
tetraspaninas nao foram relacionadas a atividades enzimaticas intrinsecas, embora sejam
conhecidos para organizar grandes complexos multiméricos. ECL2 tem uma regido
constante, ligada a oligomerizacdo com outras tetraspaninas, e uma parte variavel, que esta
implicada na organizacdo de proteinas de membrana ndo-tetraspaninas, incluindo um
receptor tirosina-cinase, proteinas adaptadoras que sdo parte integrante de cascatas de
sinalizacdo, e a proteinas de adesao de células e de sinalizacdo a receptores da superfamilia
das integrinas (HEMLER et al., 1996; KITADORO et al., 2001; SEIGNUERET, 2006).
Esses parceiros de interacdo sdo recrutados por um "microdominio enriquecido com
tetraspaninas” onde a transducéo de sinal ocorre (CHARRIN et al., 2003; ESPENEL et al.,
2008; HEMLER et al., 2005; BERDITCHEVSKI et al., 2007). Através destas interacdes,
tetraspaninas regulam uma variedade de acontecimentos celulares, incluindo a transcricao,
a sinalizacdo celular, adesdo, migracdo, sobrevivéncia, endocitose e a exocitose, a
diferenciacdo e a fusdo, por mecanismos ainda ndo totalmente resolvidos (MAECKER et
al.,1997; HEMLER et al., 2001; HEMLER et al., 2003).
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KAI1 foi originalmente identificado como um supressor de progressdo de metéstase
em modelo de cancer de prostata em rato (DONG et al., 1995; MAECKER et al., 1997;
HEMLER et al., 2001; STIPP; KOLESNIKOVA; HEMLER, 2003). Evidéncias acumuladas
salientam o papel do Kail como um supressor de amplo espectro de invasdo e metéastase.
Em tumores sélidos malignos, deteccdo de Kail indica um bom progndstico para pacientes
com cancer, consequentemente, uma perda ou baixa expressdo estd diretamente
correlacionada com prognostico ruim em alguns outros tipos de cancer, incluindo prostata,
pulmdo, pancreas, mama, bexiga, célon, cervical, colo uterino, endométrio e ovario
(YCHIKAWA et al., 1992; DONG et al., 1995; ADACHI et al., 1996; GUO et al., 1996;
SHO et al., 1998; TAKAOKA et al., 1998; HUANG et al., 1998; MAURER et al., 1999;
HOULE et al., 2002; JACKSSON et al., 2000; LIU et al., 2000; WU et al., 2004;).
Diminuicdo ou auséncia de Kail tem sido bem observada em algumas linhagens celulares
de tumores metastaticos. E sua reintroducéo nas celulas tumorais inibem migracéo e invaséo
in vitro bem como supressdo de metastase em modelos animais (TATAOKA et al., 1998;
JACKSSON; KINGSLEY; RUSSELL, 2000; SHINOHARA et al., 2001; YANG et al.,
2001; HEMLER et al., 2003; ZHANG et al., 2003; SRIDHAR; MIRANTI, 2006; JEE et al.,
2007; XU et al., 2008).

Alguns estudos mostram uma significante relacdo entre expressdo de CD82/Kail e
E-caderina e invasdo ou metastases em tumores malignos (JACKSSON et al., 2000; LI1U et
al., 2007). Protzel et al. (2008) ao avaliarem 30 casos de cancer de penis observou que todos
0s pacientes com expressao diminuida ou negativa de Kail / CD82 em lesbes primarias
tinham metastases em linfonodos (p = 0,0002). Em pacientes com expressdo positiva Kail /
CD82 houve um melhor progndstico significativo para a sobrevivéncia em comparacdo com

0s outros grupos (p = 0,0042).

1.9. Twistl

O gene TWIST1 é um fator transcricional pertencente a familia hélice-a-hélice e é
conhecido por promover a transicdo epitélio mesenquimal e regular negativamente a E-
caderina. Por outro lado, sua baixa expressao leva a uma diminuicao do potencial metastatico
e da invasdo das células tumorais (KWOK et al., 2005). As proteinas Twist exercem

importantes func6es regulatorias durante a embriogénese (ZHANG et al., 2007).
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A funcéo de Twistl em células humanas foi primeiramente identificada na sindrome
de Saethre-Crotzan, uma condicdo autossdmica dominante que é caracterizada pela presenca
de craniossinostose. Nesta condicdo, mutacdes no gene TWIST1 sdo responsaveis pela
inativacdo da proteina, de mesmo nome, nos osteoblastos, levando a uma ossificacdo
prematura das fontanelas (GUENON et al., 2006).

Yang et al. (2004) foram os primeiros a informar que Twistl desempenha um papel
essencial na metastase do cancer. Inicialmente foi encontrado reprimindo a expressao da
molécula de adeséo celular e supressor de tumor E-caderina. Posteriormente, descobriu-se
que ele esta envolvido no processo metastético através de uma gama diversificada de vias
de sinalizacdo. Twist é frequentemente denominado Twistl por causa da presenca de outra
proteina bHLH, a Twist2, codificada pelo gene TWIST2, que tem funcdes diferentes in vivo
(FRANCO et al, 2011).

A proteina Twistl modula muitos genes alvos através de elementos E-box
responsivos (dominio ligante), apresenta elevada expressdo em metéastases e esta relacionada
a muitos tipos de tumores agressivos, tais como: cancer de mama (YANG et al., 2004),
carcinoma hepatocelular (LEE et al., 2006), cancer de prostata (KWOK et al., 2005, YUEN
et al., 2007), cancer gastrico (LUO et al., 2008; FENG et al., 2009), carcinoma de células
escamosas esofagico (YUEN et al., 2007; SASAKI et al., 2009), carcinoma colorretal
(OKADA et al., 2010), carcinoma nasofaringeo (SONG et al., 2006), canceres cerebrais
(ELIAS et al., 2005; MILLER et al., 2006), cancer de cabeca e pescoco (OU et al., 2008),
cancer de tiredide (SALERNO et al., 2011), tumor de células gigantes de 0sso (SINGH et
al., 2011) e tem uma fraca expressdo em tumores pancreaticos (HOTZ et al., 2007).

HUNG et al., (2009) descreveu, a co-expressdo de Twistl com fator indutor de
hipoxia 1 alfa (HIF-1-a) e Snail (outro fator de transcrigdo do processo de Transigdo epitelio
mesenguimal) como um importante preditor prognostico em pacientes com cancer de

pulmédo de ndo-pequenas células.
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2 JUSTIFICATIVA E APLICABILIDADE

Pelo fato de o cancer de pénis representar um grave problema de saude publica em
paises em desenvolvimento (FAVORITO et al., 2008) e seu tratamento, muitas vezes
mutilante, causa efeitos devastadores nos pacientes. Nos estadios iniciais da doenca o
prognostico é bom, obtendo-se cura na maioria dos casos. O fator prognoéstico mais
importante do cancer de pénis é o comprometimento linfonodal regional. Sobrevida de cinco
anos em pacientes com infiltracdo linfatica inguinal varia de 20 a 50%, porém 80% daqueles
cuja linfadenectomia detecta moléstia minima alcangcam essa sobrevida. Pacientes com
acometimento pélvico ou com metéstases a distancia raramente sobrevivem por cinco anos
(NARDOZZA JUNIOR; ZERATI FILHO; REIS, 2010).

Em altimas palavras, os dados obtidos pela realiza¢do deste trabalho poderao auxiliar
em identificar através da identificacdo de possiveis novos marcadores moleculares quais
pacientes apresentam doenca mais agressiva e, deste modo, se possa justificar um tratamento
também mais agressivo como por exemplo a realizacdo de linfadenectomia inguinal mais

precoce, e assim proporcionar e este paciente uma maior possibilidade de sobrevida.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Analise da expressdo proteica do Twistl, Kail e E-caderina em tecidos de pénis com

lesGes benignas e malignas.

3.2 Objetivos especificos

- Evidenciar o padréo de imunorreatividade das proteinas Twistl, Kail e E-caderina
em cancer de pénis e tecidos ndo neoplasicos;

- Correlacionar o padrdo de imunorreatividade das proteinas Twistl, Kail e E-
caderina quanto as caracteristicas de progressédo e invasao do cancer de pénis;

- Avaliar e correlacionar os resultados encontrados nestas analises com as demais

caracteristicas clinico-patologicas do tumor estudado.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Casuistica

Este estudo consiste de dados retrospectivos, o qual se deteve em analise de laudos
histopatoldgicos, prontuérios médicos, revisdo de ldminas e reagdo imunohistoquimica no
material arquivado em bloco de parafina de 109 pacientes, sendo destes 74 portadores de
cancer de pénis e que foram submetidos a tratamento cirurgico, e 35 que foram submetidos
a procedimento de postectomia e que no histopatoldgico ndo foi identificado lesdo
neoplasica (grupo controle). O periodo de realizacdo de coleta de dados foi de Janeiro 2012
a Novembro 2014 no Hospital Ophir Loyola. Utilizando como base o prontuario e laudo
histopatologicos dos pacientes, as seguintes variaveis foram avaliadas: historia de
tabagismo, etilismo, presenca ou ndo de circuncisao e fimose, renda familiar, escolaridade,
regido e cidade de origem, tipo histoldgico, grau de diferenciagdo, margens cirdrgicas,
estadiamento clinico-patologico, presenca de invasdo angiolinfatica e perineural, presenca
de metéstases e recidivas durante o intervalo de seguimento (APENDICE A).

Os pacientes foram previamente informados sobre este estudo, o qual foi realizado
somente mediante 0 seu consentimento através de um termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE) (APENDICE B).

4.2 Critérios de inclusdo

- Tumores primarios de cancer de pénis cujas amostras teciduais foram fixadas em
formaldeido a 10% e emblocadas em parafina;

- Tecidos ndo tumorais (postectomia), cujas amostras teciduais foram fixadas em
formaldeido a 10% e emblocadas em parafina;

- Pacientes que possuiam fichas clinicas e prontuarios acessiveis e preenchidos;

- Pacientes que concordaram e assinaram o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido.

4.3 Critérios de exclusdo
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- Blocos de parafina que ndo continham fragmentos representativos da neoplasia;

- Pacientes que ndo concederam anuéncia para participagdo nesta pesquisa.

4.4 Aspectos éticos

A pesquisa atende a Resolugéo 466/2012 do Conselho Nacional de Salde, que orienta
sobre os principios éticos a serem adotados na pesquisa com seres humanos, respeitando as
normas éticas de preservacdo dos dados que garantam o anonimato dos sujeitos; a
inexisténcia de prejuizo a salde dos pacientes e de Onus financeiro aos pacientes ou
familiares bem como o sigilo da identidade dos pacientes. O trabalho foi previamente
analisado pelo comité de ética do Hospital Ophir Loyola sob parecer de numero: 948.189.
Os resultados desta pesquisa serdo tornados publicos, tdo logo sejam consistentes, sendo
estes favoraveis ou ndo. Os beneficios desta pesquisa foram o levantamento de informacoes
para ampliar e melhorar os conhecimentos de marcadores bioldgicos e sua relagcdo com a
neoplasia de pénis.

A pesquisa apresentou riscos, mas estes foram minimizados visto que o0s
pesquisadores e pesquisados utilizaram equipamentos de protecdo individual e durante os
procedimentos medicos necessarios foram realizadas as técnicas assépticas preconizadas e
necessarias. Os riscos de identificacdo do paciente também foram minimizados, pois houve
total sigilo em relacdo aos nomes e qualquer outra forma de cadastro dos pacientes. A coleta
dos dados dos prontuéarios e de entrevista com os pacientes foram realizados de forma a nao

interferir nas condutas médicas e a garantir 0 bem-estar do paciente e da equipe de salde.

4.5 Imunohistoquimica

As padronizag6es das reacdes bem como os testes foram realizadas no laboratério de
imunohistoquimica do servico de anatomia patologica do Hospital Ophir Loyola. As reacdes
foram desenvolvidas em cortes histoldgicos de 3um de espessura, estendidos em laminas de
vidro sinalizadas. Posteriormente, estes foram desparafinizados em dois banhos de xilol, o
primeiro por 30 minutos em estufa a 60°C e o segundo por 20 minutos a temperatura

ambiente. Em seguida os cortes foram reidratados em etanol em banhos descendentes (etanol
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absoluto, etanol 95% e etanol 85%) por cinco minutos cada. Para remogdo do pigmento
formélico, os cortes foram imersos por dez minutos em solugdo de hidréxido de aménio a
10% mais etanol a 95%. Apds lavagem em &gua destilada por 10 minutos, as laminas
receberam tratamento para recuperacdo antigénica. Para recuperacao antigénica, as laminas
foram mergulhadas em solucdo de acido citrico (2,10g de &cido citrico monohidratado, pH
6,0) e levadas por 15 minutos em micro-ondas na poténcia maxima. Posteriormente, 0s
cortes foram lavados em agua destilada por 10 minutos. Posteriormente, para a inibi¢do da
peroxidase enddgena, os cortes passaram por dois banhos de 15 minutos em peroxido de
hidrogénio 6% em metanol (1:1, v/v). Novamente, os cortes foram lavados em agua destilada
por 10 minutos e, posteriormente, imersos em trés banhos de solucdo de Tris (6,059 de tris
e 8,59 NaCl para 1 litro de agua destilada) ph 7,4, por cinco minutos cada.

As laminas, contendo os cortes foram submetidas & incubacdo, com os anticorpos
primarios diluidos em solucéo especifica. Para a identificagdo da proteina Twist foi utilizado
0 anticorpo anti-Twist monoclonal Twist 2C1la — ABCAM (ab 50887) diluigdo 1:50. Para a
proteina Kail, o anticorpo monoclonal anti-Kai-1/CD82-ABCAM (ab 59509) dilui¢do 1:200
e para a E-caderina, o anticorpo monoclonal anti-E-caderina-Ventana (ROCHE) o qual foi
utilizado em preparacao padronizada pelo fabricante. Todos os espécimes foram incubados
com o anticorpo primario de acordo com protocolo preconizado pelo fabricante e
padronizado no laboratério. Em seguida, as laminas foram lavadas em agua destilada e em
solucdo tampédo de TRIS pH 7,4. O kit LSAB peroxidase K0690 (Dako Corporation) foi
utilizado como soro secundario e complexo terciario por 30 minutos cada. Posteriormente
as laminas foram lavadas em TRIS ph 7,4 dois banhos de cinco minutos. A revelacdo da
reacao foi feita através da imerséo das laminas em solucdo do cromogeno diaminobenzidina
— DAB (DAB, 3,3 — diaminobenizidina, Sigma Chemical CO. St Louis, MO/USA) por dez
minutos. Os cortes foram, entdo, lavados em agua destilada e contra corados com
hematoxilina de Mayer por dez minutos. Em seguida, os cortes foram lavados novamente
em agua destilada por 10 minutos. As laminas sofreram, finalmente, as etapas de
desidratacdo em cadeia ascendente de etanois e diafanizacdo em dois banhos de xilol e serdo
montadas em Permount (Fisher Scientific, Fair Law, NJ/USA) para exame a0 microscopio

de luz.
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Anélise da Imunomarcacéo

A reacéo foi considerada positiva quando houve a presenga da coloracdo castanha,
condicdo caracterizadora da presenca do cromdgeno DAB, na reacdo imunohistoquimica, e
negativa para as células que ndo apresentaram marcacao castanha.

As laminas foram observadas em microscopio de luz, modelo Nikon H550S, sob um
foco fixo e com clareza de campo. O sistema de contagem usado, nesse estudo, para a E-
caderina foi semelhante ao utilizado por Afrem et al. (2014): onde a marcagéo maior ou igual
a 75% das células foi considerado positiva e menor que este valor como perda de expressao.
Para o Twist1 o sistema de analise foi similar ao utilizado por Zhuo et al. (2014), no qual as
marcacgdes maiores que 5% e pelo menos de fraca intensidade foi considerado como positivo,
ou seja, expressdo aberrante ou inadequada. O Kail foi analisado utilizando-se o parametro
de que todas as laminas que apresentaram marcacdo acima de 5% foram consideradas como
expressdo adequada enquanto as demais foram consideradas como auséncia de expresséo ou
expressdo inadequada, método semelhante ao utilizado por Zheng et al. (2007). As laminas
foram analisadas por dois patologistas independentes, os quais ndo tinham conhecimentos
dos dados clinicos dos pacientes de forma a evitar vieses e um consenso foi obtido para cada

lamina investigada.

4.6 Andlise Estatistica

Foram utilizados os programas Microsoft Office Word® 2010 para elaboracéo da
parte textual do projeto e do Microsoft Office Excel® 2010 para elaboracéo dos dados em
planilhas eletrénicas. Foram utilizados testes estatisticos de Qui-quadrado para a avaliacdo
de frequéncias entre 0s grupos investigados, analise por teste de McNemar para avaliacao
conjunta da expressdo entre as diferentes proteinas e a anélise de Regressao logistica para
inferéncias entre aspectos clinicos e expressdo proteica. O nivel de significancia adotado foi

a <5%. Para a analise estatistica foi utilizado o programa Bioestat 5.3 (AYRES et al., 2007).

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
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O céncer de pénis ¢ uma neoplasia mutilante de grande impacto fisico e psicologico
para os individuos afetados. E um tumor incomum em nagdes desenvolvidas, mas com
incidéncia altamente significativa em paises em desenvolvimento e subdesenvolvidos, sendo
diretamente relacionada com condicdes socioecondmicas locais. No Brasil é considerado um
importante problema de satde por figurar entre as mais altas incidéncias desta neoplasia no
mundo, sendo o Estado do Par, norte do Brasil, uma das regides que apresenta maior
prevaléncia da doenga (FAVORITO et al., 2008; SALVIONI et al., 2009; FONSECA et al.,
2010; SOUZA, 2011).

A alta incidéncia de cancer de pénis, somada ao seu curso clinico frequentemente
desfavoravel, motivam pesquisas relacionadas a sua patogénese. A heterogeneidade de
eventos celulares e moleculares constitui um grande desafio ao estabelecimento de terapias
efetivas. Desta maneira, uma associacdo mais precisa entre dados clinicos, celulares e
moleculares pode levar a uma maior compreensao sobre o surgimento e progressao desta
neoplasia.

Nas amostras estudadas, a idade média foi de 59 anos (Tabela 2), apresentavam
principalmente baixa renda mensal (83% tinham renda de até 1 salario minimo), e baixo grau
de instrucdo (76% tinham como formacao até o nivel fundamental), semelhante aos dados
de outros estudos nacionais (FONSECA, 2010; COUTO et al., 2014) e internacionais
(HEGARTY et al., 2006; HERNANDEZ et al., 2008; FERRANDIZ-PULIDO et al., 2012).
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Tabela 2-Faixa etaria dos pacientes com cancer de pénis que constituem a casuistica da

pesquisa:
Idade n
Média 61,9
Faixa etaria n %

20-30 1 1,35

31-40 8 10,8

41-50 10 13,51

51-60 15 20,28
61-70 13 17,58
71-80 16 21,63
80-89 6 8,1
>90 5 6,75
Total 74 100

Como abordado previamente, a transicdo epitélio mesenquimal caracteriza-se como
um importante processo fisiologico que ocorre durante a embriogénese, como também causa
fibrose, participando da cicatrizacdo de feridas (KALLURI e NEILSON, 2003). Ademais,
estudos recentes sugerem que ela € capaz de promover a progressao para carcinoma atraves
de uma variedade de programas genéticos relevantes, que permite a uma celula epitelial
polarizada sofrer vérias alteracdes bioquimicas, moleculares e morfoldgicas que lhe
conferem a perda de adesdo célula-célula e célula-matriz extracelular, assumindo um
fendtipo de células mesenquimais, migrando para outros sitios, se infiltrando nos tecidos e
promovendo metastases distantes (KALLURI e NEILSON, 2003; KALLURI e
WEINBERG, 2009).

A expressdo da E-caderina é necessaria para a manutencdo da polaridade da célula
epitelial e integridade da arquitetura tecidual. Contudo, uma observacdo cada vez mais
evidente é a de que a expressao reduzida de proteinas envolvidas na adesdo e comunicagao
celula-célula, como a E-caderina, provavelmente esté relacionada a promog¢édo do processo

de invasdo e adesdo do tumor metastatico (COWIN et al., 2005). Além disso, alteracdes no
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sistema caderina-catenina também podem estar envolvidas na tumorigénese. E-caderina e
beta-catenina, componentes da via de transducdo de sinal de Wnt, podem servir como um
interruptor comum nos processos centrais que regulam a diferenciacdo celular e crescimento.
Assim, a interrupcao da acdo da E-caderina ou diminuicdo da sua expressao, é indispensavel
durante os eventos da transicdo epitelio mesenquimal em que as células epiteliais sdo
convertidas em células mesenquimais (CHETTY et al., 2008; VESUNA et al.,2008).

Tais alteracGes também podem ser observadas através de analises histopatolégicas e
imunohistoquimicas. Em nossa série, ao avaliar a expressdo da E-caderina, foi demonstrado
que o percentual de células com a expressdo normal foi maior no tecido sadio (97,1%)
quando comparado com o tumor (51,4%). Assim, quando avaliada a expressédo defeituosa,
ou seja, a perda de expressdo da proteina, observou-se associacdo estatisticamente
significativa (p=0,000) com as amostras tumorais (se apresentando em 48,6% dos tumores)
quando comparados com os sadios (2,9%), observando uma razéo de chances (odds ratio)
de 32, isto é, esta alteracdo de expressdo proteica estd 32 vezes mais relacionada com as
células neoplésicas do que com as ndo- neoplasicas (Tabela 3). Este achado corrobora com
dados da literatura mundial nos quais a perda de expressdo de E-caderina foi associada a
varios outros carcinomas como de cabeca e pesco¢o, mama, pulméo e préstata (NATSUGOE
et al., 2007; LIU et al., 2009; LIN et al., 2010).

Tabela 3: Expressao de E-caderina em tecidos neoplasicos e ndo neoplasicos.

Expressdo E-caderina

Neoplasias

Normal (N) Defeituosa (N) Total
Cancer? 51,4% (38) 48,6% (36) 74
Normal 97,1% (34) 2,9% (1) 35
Total 66,1% (72) 33,9% (37) 109

1(p=0,000; OR=32,211, IC95% = 4,188-247,757)

Masferrer e colaboradores (2015) avaliaram também por imunohistoquimica a
expressdo da E-caderina, vimentina e fatores de transcri¢do relacionados com a transicao
epitélio mesenquimal, como Twistl, Zebl e Snail em amostras de carcinoma de pénis e

observaram a perda da expressdo de E-caderina na membrana das células em 71,8% dos
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casos (46/64). Embora essa perda ndo tenha sido associada com mau prognostico, a sua
expressdo nuclear (26%) foi significantemente associada com maior mortalidade. Dos
pacientes que manifestaram E-caderina nuclear, 41,6% morreram da doenga em comparagéo
com 15,3% nos outros grupos (p<0,05). Além disso, a analise de sobrevivéncia de Kaplan-
Meier mostrou gque os canceres de pénis com E-caderina nuclear foram associados a um pior
progndstico. No entanto, ndo foi encontrada associacao entre a E-caderina, vimentina, Zebl
ou Twist e estagio do tumor ou o padrdo de diferenciacdo.

A perda da expressdo de E-caderina ja foi relatada em outros tipos tumorais como
canceres de esdfago, carcinomas ductais invasivos de mama, adenomas de cdlon, cancer de
boca e cancer de tiredide, onde foi observada sua associacdo com estadio tumoral mais
avancado, crescimento com padrdo infiltrativo e maior risco de metéstase linfonodal
(GOULD ROTHBERG e BRACKEN, 2006; NATSUGOE et al., 2007; KROEPIL et al.,
2012; SRIDEV et al., 2015; CHENGY et al., 2015). Por esses e outros inimeros achados na
literatura mundial, sugere-se que a expressdo defeituosa de E-caderina (diminuicdo
significativa ou perda) seja um dos primeiros passos que justificam o processo de transicao
epitélio mesenquimal contribuindo para a progresséo de diversos tumores, incluindo tumores
penianos.

Outro aspecto importante na predicdo de metastases no cancer de pénis € a invasao
vascular e linfatica. Primeiramente essa associacao progndéstica foi demonstrada por Lopes
et al. (1996) e posteriormente confirmada por varios autores como fator de risco
independente para metastase linfonodal (FICARRA et al., 2002; LOPES et al., 2002;
CAMPOS et al., 2006; SOUZA, 2011). Alguns marcadores podem associar-se de forma
significativa a esta caracteristica como a E-caderina. No presente estudo ndo se pode ser
estimada pela analise multivariada, como um fator risco para invasao angiolinfatica.

Contudo, a expressao defeituosa de E-caderina, pode ser a explicacdo de como essas
células podem conferir um fenotipo celular "dominante”, que se desprendem mais facilmente
umas das outras, aumentando a motilidade, facilitando e viabilizando a invaséao e progressao
do tumor. Nossa pesquisa demonstrou que a expressao defeituosa da proteina (Figura 7)
esteve mais frequente na invasao perineural (48% expressdo diminuida X 31% expressao
normal) e metéstase nodal (32,4% expressao diminuida e 16,4% expressdo normal) quando
comparados com tecido normal (Tabela 4). Estes achados também estdo de acordo com o
dados fornecidos por Guimardes et al. (2006), onde se observaram que pacientes que

apresentavam perda de expressdo intensa de E-caderina no tumor, mostravam-se mais



33

propensos ao padrdo de crescimento infiltrativo e apresentavam risco de comprometimento

linfonodal.

Tabela 4: Expressdo de E-caderina de acordo com as caracteristicas patologicas dos

pacientes investigados.

Expressdo E-caderina

Caracteristicas patolégicas Normal (N) Diminuida (N) N total

Invasdo perineural 31% (9) 48% (12) 21
Linfadenectomia 23,7% (9) 41,7% (15) 24
Metéstase Nodal 16,2% (6) 32,4% (11) 17
Invasdo Angiolinfatica 15,8% (6) 17,1% (6) 12
Nivel de diferenciagdo-GlI-GlII 50% (19) 54,3% (19) 38
T2-T4 27,8% (10) 14,7% (5) 15
N1-N3 16,7% (6) 23,5% (8) 14

*0p valores percentuais referentes a proporcao de casos (sendo normal ou diminuida, conforme a coluna) dentro
de cada caracteristica patolégica (com e sem caracteristicas patologicas, onde o percentual do grupo sem a
caracteristica patoldgica esta omitido).
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Figura 7: Secdes histoldgicas de carcinoma epidérmoide de pénis. (A) Imunomarcaco normal da proteina
E- caderina. (B) Marcac¢do reduzida/ ausente em mais de 50% das células.

Os dados desta analise também sdo corroborados por outro estudo realizado com 125
amostras de cancer de pénis, o qual relatou que a baixa expressdo da E-caderina foi
significativamente correlacionada com metastases linfonodais, dos quais 59,5% dos
pacientes com baixa expressdo abrigavam metastases, contra 38,3% com alta expressdo
(p=0,032). Entretanto, a analise multivariada mostrou que houve uma tendéncia para uma

relacdo entre a expressdo da E-caderina e metéstase (p=0,089), ndo confirmando a E-
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caderina como um preditor independente de envolvimento linfonodal (CAMPOS et al.,
2006; SOUZA, 2011).

Resultados semelhantes foram obtidos por ZHU et al. (2007), avaliando amostras de
carcinoma de pénis, nos quais metastases linfaticas foram significativamente
correlacionadas com a baixa expressdo de E-caderina e com o estdgio do tumor, grau
histolégico e embolizacdo vascular.

Outro grupo de pesquisadores avaliou também por imunomarcacao a expressao de
E-caderina, correlacionando com N-caderina, B-catenina, e vimentina. Com base na deciséo
por consenso de ambos os avaliadores, a diminuicdo da expressdo da E-caderina foi
verificada em 60% dos pacientes (36/60), no entanto, ndo houve expressdo ectdpica de E-
caderina.

Dentre os 36 casos, uma perda concomitante de expressdo membranosa 3-catenina
ocorreu em 29 individuos (80,6%), e apenas 3 dos 36 pacientes do estudo (8,3%) mostrou
expressdo para vimentina. Assim sendo, 0s pesquisadores puderam observar que a
interrupcao de expressdo da E-caderina mostrou uma correlacao positiva significativa com
a perda de expressdio membranosa de -catenina (p<0,001) e com invasao linfovascular
(p=0,026) (MAY et al., 2015).

E importante salientar que muitos pacientes com cancer de pénis tém diagnostico
tardio, sendo portanto, o diagnostico precoce, essencial para melhorar o prognéstico do
individuo acometido por esta neoplasia. A exemplo, a taxa de sobrevivéncia de cinco anos
varia de 0% a 66%, dependendo do grau de disseminacdo metastatica linfonodo regional e
distante (SPIESS et al., 2013).

O estadiamento clinico completo requer uma avaliagdo metastatica minuciosa.
Dentre os fatores progndsticos comprovados do cancer de pénis estdo o estadio, o tipo e grau
histolégico, o nivel de invasdo, a embolizacdo vascular e linfatica, a invasdo perineural, e
principalmente a presenca e extensdo de metastases regionais linfonodos inguinais, sendo
estes, importantes fatores progndsticos especificos de sobrevivéncia de cancer
(GUIMARAES et al. 2006; PETTAWAY et al., 2007; PIZZOCARO et al., 2010).

De acordo com o trabalho de Souza et al. (2011) o grau de diferenciacdo celular do
tumor em sua porcédo central e superficial apresentou tendéncia de associacdo com o nivel
de expressdo da E-caderina: apresentando perda intensa de 12,5% no bem diferenciado, 21%

no moderadamente diferenciado e 37,5% no pouco diferenciado. No fronte de invaséo houve
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um resultado com significado estatistico na comparacéo da expressao da E-caderina ao grau
de diferenciacgdo, sendo esta perda tanto maior quanto pior o grau de diferencacao do tumor.

Em relacdo ao estadio T do tumor, ndo houve associa¢cdo com o padréo de expressao
de E-caderina, seja na porcdo central e superficial do tumor ou no fronte de invasdo. A
frequéncia de metéastases linfonodal, no fronte de invaséo, apresentou associacdo com a
expressao da E-caderina que foi de 49% de perda intensa nos sem metastase e de 80% nos
com metastase. Na pesquisa realizada por Campos et al. (2006) foi observado uma relacao
da baixa expressdo da E-caderina com a presenca de metastases e a invasao perineural
também esteve associada a expressdo da E-caderina. Nos tumores sem invasdo perineural
foi observada maior expressdo normal de E-caderina, no entanto a invasdo vascular ndo
apresentou esta relagéo.

Masferrer e colaboradores (2015) detectaram em 43,5% dos casos que havendo,
simultaneamente, baixa expressao de E-caderina e expressao aumentada de vimentina havia
pior progndstico dos casos de cancer de pénis. Por outro lado, Foda et al. (2015) ndo
conseguiram estabelecer uma relacdo entre a expressdo da E-caderina com fatores
prognosticos no adenocarcinoma mucinoso colorretal.

Nossos resultados ndo evidenciaram relacdo com um destes fatores patoldgicos
supracitados, porém demonstrou que a alteracdo de expressdo da E-caderina esteve
significativamente mais diminuida nos tecidos com cancer de pénis do que nos tecidos ndo
neoplasicos.

Outra proteina estudada neste trabalho foi a Twistl, que desempenha um papel
essencial na metastase do cancer. Inicialmente foi encontrado reprimindo a expressdo da
molécula de adesdo celular e supressor de tumor E-caderina. Posteriormente, descobriu-se
que ele esta envolvido no processo metastatico através de uma gama diversificada de vias
de sinalizacdo. (YANG et al., 2004)

Em relacdo a analise da proteina Twistl, observamos que também nao houve uma
associacdo significativa estatisticamente entre a expressdo aumentada desta com fatores

clinico-patologicos de pior prognostico (tabela 5).
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Tabela 5- Tipo de expressdo de Twistl conforme caracteristicas patoldgicas:

Twistl
Normal (N) Aumentada (N)  Total(N)
Invasdo perineural 15,8%(6) 36,4%(8) 14
Linfadenectomia 26,3%(10) 45,5%(10) 20
Metéstase Nodal 24,3%(9) 31,8%(7) 16
Invasdo Angiolinfatica 10,5%(4) 13,6%(3) 7
Nivel de diferenciacao-GII-GllI 48,6%(18) 72,7%(16) 34
T2-T4 19,4%(7) 23,8%(5) 12
N1-N3 11,1%(4) 33,3%(7) 11

Fonte: protocolo de pesquisa

*% valores percentuais referentes a propor¢do de casos (sendo normal ou aumentada, conforme a coluna)
dentro de cada caracteristica patologica (com e sem caracteristicas patoldgicas, onde o percentual do grupo
sem a caracteristica patologica esta omitido).

De acordo com Silva et al. (2012) em uma analise de tecido epitelial oral normal,
leucoplasia oral e carcinoma escamoso oral houve alta expressdo de Twistl em tumores
pouco diferenciados. Zeng et al. (2015) também evidenciou que a expressao de Twist esteve
associado com pior sobrevida. Zhang et al. (2007) avaliaram a relacdo dos niveis de
expressao de Twistlem tecidos ndo tumorais de bexiga comparando-os com tecidos de tumor
vesical e encontrou que nos tecidos tumorais havia um maior nivel de expressdo desta
proteina, bem como havia maior expressao principalmente nos casos de pior prognostico.
Adicionalmente, no tumor de bexiga, Zhang et al. (2007), ndo observaram a imunomarcagao
em tecidos ndo malignos, em contraste com os tecidos tumorais, onde ainda esta marcagao
era mais forte de acordo com o grau e também nos tumores em que apresentavam metastase
linfonodal, além disso esta imunomarcacao esteve associada com a perda de expressdo da e-
caderina.

Zhuo et al. (2014) em carcinoma nasofaringe observaram que 70,8% dos casos de
cancer apresentaram imunomarcacdo (nuclear e citoplasmatica) enquanto que esta foi
evidenciada em apenas 15% dos tecidos ndo neoplasicos. Silva et al. (2012), em espécimes
de epitélio normal e tecidos displasicos de tecido da cavidade oral encontraram
imunomarcacao de Twistl também somente nas camadas basal e parabasal do epitélio, sendo

esta citoplasmética. Nos espécimes de carcinoma escamoso houve uma distribuicdo difusa
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nas ilhas neoplésicas exibindo expressdo elevada em tumores pobremente diferenciados. A
expressdo nuclear foi observada em poucos casos.

Em nossa pesquisa, a imunomarcagdo do Twistl no tumor ocorreu
predominantemente nuclear, com eventuais granulacdes citoplasmaticas, em todas as
camadas de células. Houve também marcacdo em tecidos ndo tumorais sendo que foi

observada no citoplasma e de forma granular, atingindo somente a camada basal (Figura 8 e
9).

Figura 8: Expressao de Twistl em tecido ndo-tumoral, com localizagio citoplasmatica e somente na camada
basal.
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Figura 9: Expressdo de Twistl em carcinoma de pénis tecido tumoral, com localizac¢do nuclear.

Lei et al (2015), em avaliacdo de pacientes em diferentes fases de osteossarcoma,
foram analisados 32 casos de tumores e 10 casos de osteocondroma, um tumor benigno do
0ss0, encontraram marcagao do Twistl no nucleo e citoplasma, sendo esta positiva em 18
dos 32 casos de osteossarcoma e apenas em 1 de 10 osteocondroma. A taxa de marcacao do
Twistl foi significativamente maior no tumor maligno do que no benigno, bem como
também foi maior quanto mais avancada era a fase do cancer.

Em nossa pesquisa a expressdo do Kail foi observada na membrana citoplasmatica

e também citoplasmatica (Figura 10).
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Figura 10: Imunomarcagdo KAI1, de localizado na membrana citoplasmatica.
Fonte: Arquivo pessoal

Quanto a expressao de Kail, Protzel et al.(2008) avaliando 30 casos de cancer de
pénis, encontraram associa¢do da marcacdo com o grau de diferenciacdo e com a metastase
nodal, porém ndo houve esta associagdo com o estagio T do tumor. A marcagdo ocorreu
predominantemente na membrana plasmatica e citoplasma, semelhante ao nosso trabalho.
Entretanto, em nossa casuistica ndo se poOde obter resultados que comprovassem
estatisticamente uma relacdo de expressdo defeituosa do Kail com os fatores patoldgicos
(Tabela 6).

Tabela 6: Expressao de Kail conforme caracteristicas patologicas das amostras
Expressao KAIL
Com marcacdo (N) Sem marcacdo (N) N total

Caracteristicas patologicas

Invasdo perineural 23,1%(6) 23,5%(8) 14
Linfadenectomia 40,7%(11) 27,3%(9) 20
Metéastase Nodal 32%(8) 23,5%(8) 16
Invasdo Angiolinfatica 11,5%(3) 11,8%(4) 7
Nivel de diferenciacdo-GII-GlII 61,5%/(16) 54,5%(18) 34
T2-T4 17,4%(4) 23,5%(8) 12
N1-N3 30,4%(7) 11,8%(4) 11

*0b valores percentuais referentes a proporgao de casos (sendo normal ou diminuida, conforme a coluna) dentro
de cada caracteristica patoldgica (com e sem caracteristicas patoldgicas, onde o percentual do grupo sem a

caracteristica patoldgica est omitido).
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Zheng et al. (2007) observaram relacdo entre a expressdo de Kail e a presenca de
metastase hepatica em adenocarcinoma gastrointestinal, sendo esta diminuida nos pacientes
que apresentaram metastase. Houve marcagdo nos tecidos normais adjacentes ao tumor,
altamente expresso no tecido tumoral, porém pouco ou nenhuma expressao em tumores com
metastase hepatica. Esta marcacdo também ocorreu predominantemente na membrana e no
citoplasmatica, 0 mesmo padrdo de marcacdo encontrado em nossa pesquisa. Pdde-se
observar que em 66% dos pacientes sem marcacdo do Kail em nossa pesquisa apresentavam
metastase nodal, embora ndo tenha sido uma associacgdo estatisticamente significante, o que
corroboraria com alguns trabalhos j descritos.

Em céancer de laringe, Yu et al. (2015) também observaram 0 mesmo padrdo de
marcacdo. Onde a expressdo de Kail foi de 41% nos tecidos tumorais e 96% nos tecidos
normais, com este resultado sendo estatisticamente significativo. Houve resultado com
significado estatistico também a relacdo negativa da marcacdo desta proteina em pacientes
que consumiam alcool, grau de diferenciacdo histologica, estagio TNM e metastase
linfonodal.

Em outros tumores como o de cancer pulmonar do tipo ndo pequenas células, Shiw
et al. (2012) também encontraram uma relacdo da baixa expressdao de E-caderina associada
a baixa expressdo do Kail, relacionada ainda a fatores de pior prognostico tais como grau
de diferenciacdo, presenca de metastases, estadio e sobrevida. Em nossa casuistica observou-
se que, apesar de ndo ser um resultado estatisticamente significativo (p=0,00547), também
ocorreu uma potencial associacdo (resultado inconclusivo) entre uma expressdo diminuida
de E-caderina com a reducdo de imunomarcacdo do KAI1 nas amostras.

Liu et al. (2015) também relacionaram a expressdo de E-caderina e Twistl, bem
como outros marcadores, com alguns fatores de pior progndstico no cancer de bexiga nao
invasivo. Em nosso trabalho encontrou-se uma relacdo com significado estatistico da
associacdo da perda da expressdo de E-caderina com marcacdo por imunohistoquimica
aumentada do Twist1.

Com estes dados, pode-se atestar a relagdo destas trés proteinas na origem ou ha
progressao deste tipo tumoral, que carece de maiores estudos, visto que € um cancer com
relativamente pouca informacdo ja descrita, seja em carater celular ou molecular. Talvez
pelo fato de ser um tipo de neoplasia mais raramente encontrada, principalmente em paises

com maior desenvolvimento sécio-economico.
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6 CONCLUSOES

Aproximadamente 49% dos pacientes que apresentavam carcinoma escamoso de
pénis tinham expressdo diminuida da E-caderina, resultado que apresentou significancia
estatistica. Logo a reducdo da expressdo desta proteina € uma caractesrisca peculiar ao tumor
investigado.

N&o houve associacdo da expressdo diminuida da E-caderina com outras
caracteristicas patoldgicas, bem como do Twistl e do Kail.

Foi observada uma associacdo entre o aumento da expressao de Twistl e a redugédo
da expressdo de E-caderina nas amostras investigadas, logo, evidencia-se o suposto papel
biologico de Twistl sobre a E-caderina em cancer de pénis.

Atestou-se um resultado inconclusivo entre as proteinas E-caderina e Kail, embora
tenha-se observado a hipoexpressdo concomitante entre as duas. Logo, esta relacdo requer
maiores investigacgoes.

N&o observamos relacdo, estatisticamente significante, entre a modificacdo de
expressdo das proteinas Twistl e Kail, embora ambas tenham demonstrado relagdo com a
expressdo da E-caderina. Deste modo, a regulacdo da expressao de ambas, deve se dar por

vias/modos independentes.



42

7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ACTIVE MEDICAL. Site: http://www.maximum-
.com/pages.html?pages id=3&title=Penis.
Acessado em 21.07.2015

ACKLAND, M.L. et al. Epidermal growth factor stimulates epithelio-mesenchymal
transition in the stable human breast carcinoma cell line variant PMC42-LA. Lab Invest, v.
83, p. 435-48, 2003.

ACLOQUE, H. et al. Epithelial-mesenchymal transitions: the importance of changing cell
state in development and disease. J. Clin Invest, v. 119, p. 1438-49, 20009.

ADACHI, M. et al. Correlation of KAI1/CD82 gene expression with good prognosis in
patients with non-small cell lung cancer. Cancer Res, v. 56, p. 1751-5, 1996.

AFREM, M. C. et al. The immunohistochemical investigations of cadherin “swith” during
epitelial-mesenchymal transition of tongue squamous cell carcinoma. Rom J Morphol
Embryol 2014, 55 (3suppl); 1049-1058

AGRAWAL, A. et al. The histological extent of the local spread of carcinoma of the pénis
and its therapeutic implications. BJU Int, v. 85, p. 299-301, 2000.

ALBERTS, B. et al. Estrutura da membrana: organizacao interna da célula. In:
Biologia molecular da célula. 42 ed. Porto Alegre: Artmed, 2004, p. 583-614.

AMERICAN ACADEMY OF PEDIATRICS. Circumcision policy statement. Pediatrics, v.
130, n. 3, p. 585-6, 2012.

AYRES, M. et al. A. A. S. BioEstat 5.3: Aplicacdes estatisticas nas areas das ciéncias bio-
médicas. Belém: Sociedade Civil Mamiraud, MCT-CNPq, 2007, p. 364.

AZRIF, M. et al. External-beam radiotherapy in T1-2 NO penile carcinoma. Clin Oncol (R
Coll Radiol), v. 18, p. 320-5, 2006.

BARROS E.M, MELO M.C.B. Cancer de pénis: perfil sdcio-demografico e respostas
emocionais a penectomia em pacientes atendidos no Servigco de Psicologia do Hospital do
Cancer de Pernambuco. Rev SBPH, v. 12, p. 53-68, 20009.

BATISTA, L.L. et al. Estudo das linfadenectomias inguinais realizadas em pacientes
portadores de cancer de pénis em hospital de referéncia na Amazonia. Revista Paraense de
Medicina, v. 28, n. 3, p. 33-41, 2014.

BATLLE, E. et al. The transcription factor snail is a repressor of Ecadherin gene expression
in epithelial tumour cells. Nat Cell Biol, v. 2, p. 84-9, 2000.

BAUM B, SETTLEMAN J, QUINLAN MP. Transitions between epithelial and
mesenchymal states in development and disease. Seminars in Cell & Developmental
Biology, v. 19, p. 294-308, 2008.


http://www.maximum-.com/pages.html?pages_id=3&title=Penis
http://www.maximum-.com/pages.html?pages_id=3&title=Penis

43

BERDITCHEVSKI, F.; ODINTSOVA, E. Tetraspanins as regulators of protein trafficking.
Traffic, v. 8, p. 89-96, 2007.

BLEEKER, M.C. et al. Penile cancer: epidemiology, pathogenesis and prevention. World J
Urol., v. 27, p. 141-50, 2009.

BRACKE, M.; VAN ROY, F.; MAREEL, M. The E-cadherin/catenin complex in invasion
and metastases. Curr Top Microbiol Immunol, v. 213, n. Pt1, p. 123-61, 1996.

BRUMINI, R. Céncer no Brasil: dados histopatolégicos 1976-80. Rio de Janeiro: Ministério
da Salde; 1982.

CAMPOS, R.S. et al. E-cadherin, MMP -2, a MMP-9 as prognostic markers in penile cancer:
analysis of 125 patients. Urology 2006; 67(4):797-802.

CAMPOS, R.S. et al. Ecadherin, MMP-2, and MMP-9 as prognostic markers in penile
cancer: analysis of 125 patients. Urology, v. 67, p. 797-802, 2006.

CHARRIN, S. et al. Multiple levels of interactions within the tetraspanin web. Biochem
Biophys Res Commun, v. 304, p. 107-12, 2003.

CHAUX, A. et al. Warty Basaldide Carcinoma: Clinicopathological Features of a Distinctive
Penile Neoplas. Report of 45 Cases. Modern Pathology, v.23, p. 896-904, 2010.

CHENG, Y. et al. Expression of EpCAM and E-cadherin in papillary thyroid carcinoma and
its clinicopathologic significance. Zhonq hua Bing Li Xue Za Zhi.2015 mar;44(3);189-94.

CHETTY, R.; SERRA ,S.; ASA, S.L. Loss of membrane localization and aberrant nuclear
E-cadherin expression correlates with invasion in pancreatic endocrine tumors. Am J Surg
Pathol. 2008 Mar;32(3):413-9.

COUTO, T.C. . et al. Epidemiological study of penile cancer in Pernambuco: experience of
two reference centers. Int Braz J Urol. 2014; 40: 738-44.

COWIN, P.; ROWLANDS, T.M.; HATSELL, S.J. Cadherins and catenins in breast cancer.
Curr Opin Cell Biol 2005; 17(5): 499-508.

CRISPEN, PL; MYDLO, JH. Penile Intraepithelial Neoplasia and Others Premalignant
Lesions of the Penis. Urol Clin North Am, v. 37, p. 335-42, 2010.

CUBILLA, A.L. et al. Histologic classification of penile carcinoma and its relation to
outcome in 61 patients with primary resection. Int J Surg Pathol, v. 9, p. 111-20, 2001.

CUBILLA, A.L. The role of pathologic prognostic factors in squamous cell carcinoma of
the penis. World J Urol, v. 27, p. 169-77, 2009.

DALING, J.R. et al. Penile cancer: importance of circumcision, human papillomavirus and
smoking in situ and invasive disease. Int J Cancer, v. 116, p. 606-16, 2005.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chetty%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18300809
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Serra%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18300809
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Asa%20SL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18300809
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18300809
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18300809

44

DERYCKE, L.D.; BRACKE, M.E. N-cadherin in the spotlight of cell-cell adhesion,
differentiation, embryogenesis, invasion and signalling. Int J Dev Biol, v. 48, p. 463-76,
2004.

DILLNER, J. et al. Etiology of squamous cell carcinoma of the penis. Scand J Urol Nephrol
Suppl, v. 205, p. 189-93, 2000.

DONG, J.T. et al. Prostate cancer-biology of metastasis and its clinical complications. World
J Urol, v. 14, p. 182-9, 1996.

DONG, J.T., et al. KAIL, a metastasis suppressor gene for prostate cancer on human
chromosome 11p11.2. Science, v. 268, p. 846-84, 1995.

EBLE, J.N. et al. Pathology & genetics tumours of the urinary system and male genital
organs. Lyon: IARC Press; 2004. Penile cancer, p. 279-98. (IARC WHO Classification of
Tumours, n° 6).

EDGE, S.B.; AMERICAN JOINT COMMITTEE ON CANCER. AJCC cancer staging
manual. 7" ed. New York: Springer, 2010. 648 p.

ELIAS, M.C. et al. TWIST is expressed in human gliomas and promotes invasion.
Neoplasia, v. 7, p. 824-37, 2005.

ESPENEL, C. et al. Single-molecule analysis of CD9 dynamics and partitioning reveals
multiple modes of interaction in the tetraspanin web. J Cell Biol, v. 182, p. 765-76, 2008.

FAVORITO, L.A. et al. Epidemiologic study on penile cancer in Brazil. International Braz
J urol: official journal of the Brazilian Society of Urology, v. 34, n.5, p. 587-91, 2008.

FAVORITO, L.A. et al. Epidemiologic study on penile cancer in Brazil. International braz j
urol: official journal of the Brazilian Society of Urology.2008;34(5):587 ---91;

FERRANDIZ-PULIDO, C.; DE TORRES, |.; GARCIA-PATOS, V. Penile squamous cell
carcinoma. Actas Dermosifiliogr. 2012;103:478-87.

FICARRA V. et al. Predictive pathological factors of lymph node involvement in the
squamous cell carcinoma of the penis. Int Urol Nephrol 2002; 2:245-50.

FODA A.A. et al. Mucinous colorectal adenocarcinoma: influence of EGFR and E-cadherin
expression on clinicopathological features and prognosis.appl Immmunohistochem mol
morphol 2015 aug 23 (7); 506-15.

FONSECA, A.G. et al. Estudo Epidemioldgico do Cancer de Pénis no Estado do Para, Brasil.
Rev. Pan-Amaz.Saude., 1(2):85-90, 2010.

FRALEY, E.E. et al. The role of ilioinguinal lymphadenectomy and significance of
histological differentiation in treatment of carcinoma of the penis. J Urol, v. 142, p. 1478-
82, 1989.



45

FRANCO, H.L. et al. Redundant or separate entities?—roles of Twistl and Twist2 as
molecular switches during gene transcription. Nucleic Acids Res, v. 39, p. 1177-86, 2011.

GERBER, G.S. Carcinoma in situ of the penis. J Urol, v. 151, p. 829-33, 1994.

GOULD ROTHBERG B.E.; BRACKEN M.B. E-cadherin immunohistochemical
expression as a prognostic factor in infiltrating ductal carcinoma of the breast: a systematic
review and meta-analysis. Breast Cancer Res Treat 2006; 100:139-48.

GROSS, G; PISTER, H. Role of human papillomavirus in penile cancer. Med. Microbiol.
Imunol, v. 19, n.1, p. 35-44, 2004.

GROSSMAN, H.B. Premalignant and carcinomas of the penis and scrotum. Urol Clin North
Am, v. 19, p. 221-6, 1992.

GUENON, H. et al. Down-regulation of ubiquitin ligase Cbe induced by Twistl
haploinsuficiency in Saethre-Crotzen syndrome results in increased P13k/akt signaling and
osteoblast proliferation. Am J Pathol., v. 169, n. 4, p. 1303-11, 2006.

GUIMARAES, G.C. et al. Penile cancer: epidemiology and treatment. Curr Oncol Rep, V.
13, p. 231-9, 2011.

GUIMARAES, G.C. et al. Penile squamous cell carcinoma clinicopathological features,
nodal metastasis and outcome in 333 cases. J Urol, v. 182, p. 528-34, 2009.

GUIMARAES, G.C. et al. Front pattern of invasion in squamous cell carcinoma of the penis:
new prognostic factor for predicting risk of lymph node metastases. Urology 2006; 68:148-
53.

GUO, A. et al. KAI1 expression is up-regulated in early pancreatic cancer and decreased in
the presence of metastases. Cancer Res, v. 56, n. 21, p. 4876-80, 1996.

HARISH, K.; RAVI, R. The role of tobacco in penile carcinoma. Br J Urol, v. 75, p. 375-7,
1995.

HEGARTY P.K. et al. A prospective study of 100 cases of penile cancer managed according
to European Association of Urology guidelines. BJU Int. 2006; 98:526-31.

HELLBERG, D. et al. Penile cancer: is there an epidemiological role for smoking and sexual
behaviour? Br Med J (Clin Res Ed), v. 295, p. 1306-8, 1989.

HEMLER, M.E. Specific tetraspanin functions. J Cell Biol, v. 155, n. 7, p. 1103-07, 2001.

HEMLER, M.E. Tetraspanin functions and associated microdomains. Nat Rev Mol Cell
Biol, v. 6, p. 801-11, 2005.

HEMLER, M.E.; MANNION B.A.; BERDITCHEVSKI, F. Association of TM4SF proteins
with integrins: relevance to cancer. Biochim Biophys Acta, v. 1287, p. 67-71, 1996.



46

HEMLER, M.E.Tetraspanin proteins mediate cellular penetration, invasion, and fusion
events and define a novel type of membrane microdomain. Annu Rev Cell Dev Biol, v. 19,
p. 397-422, 2003.

HERGATY, P.K. et al. A prospective study of 100 cases of penile cAncer managed according
Europena Association of Urology guidelines. BJU Int, v. 98, p. 526-31, 2006.

HERNANDEZ B.Y. et al. Burden of invasive squamous cell carcinoma of the penis in the
United States, 1998-2003. Cancer. 2008; 113(10 Suppl):2883-91.

HORENBLAS, S. et al. Squamous cell carcinoma of the pénis. Treatment of primary tumor.
J Urol, v. 147, p. 1533-8, 1992.

HOTZ, B. et al. Epithelial to mesenchymal transition: expression of the regulators snail,
slug, and Twistl in pancreatic cancer. Clin Cancer Res, v. 13, p. 4769-76, 2007.

HOULE, C.D. et al. Loss of expression and altered localization of KAI1 and CD9 protein
are associated with epithelial ovarian cancer progression. Gynecol. Oncol., v. 86, n. 1, p. 69-
78, 2002.

HUANG, C.L. et al. Correlation of reduction in MRP-1/CD9 and KAI1/CD82 expression
with recurrences in breast cancer patients. Am. J. Pathol., v. 153, n. 3, p. 973-83, 1998.

HUNG, J.J. et al. Prognostic significance of hypoxia-inducible factor-lalpha, TWIST1 and
Snail expression in resectable non-small cell lung cancer. Thorax, v. 64, p. 1082-9, 20009.

INSTITUTO NACIONAL DE CANCER — INCA. Estatisticas do Cancer. Rio de Janeiro:
Ministério da Saude, 2014. Disponivel em: http://wwwlincagovbr/vigilancia/ 2014>.
Acesso em 16 dez. 2014.

JACKSON, P.;: KINGSLEY, E.A.; RUSSELL, P.J. Inverse correlation between KAI1l
MRNA levels and invasive behaviour in bladder cancer cell lines. Cancer Lett, v. 156, n. 1,
p. 9-17, 2000.

JACKSON, P.; MARREIROS, A.; RUSSEL, P.J. KAI-1 tetraspanin and metastasis
suppressor. Int J Biochem Cell Biol, v. 37, p. 530-4, 2005.

JEE, B.K. et al. Effect of KAI1/CD82 on the betal integrin maturation in highly migratory
carcinoma cells. Biochem Biophys Res Commun, v. 359, n. 3, 703-8, 2007.

JUNQUEIRA, L.C.; CARNEIRO, J. Membrana plasmaética: digestdo intracelular. In:
. Biologia celular e molecular. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan; 1997. p. 94-100.

KALLURI, R.; WEINBERG, R.A. The basics of epithelial-mesenchymal transition. J Clin
Invest, v. 119, p. 1420-8, 2009.

KANG, Y.; MASSAGUE, J. Epithelial-mesenquimal transitions: Twist in developenent and
metastasis. Cell, v. 118, n. 3, p. 277-9, 2004.



47

KOIFMAN, L. et al. Epidemiological aspects of penile cancer in Rio de Janeiro: evaluation
of 230 cases. Int Braz J Urol International Braz, v.37, n.2,2011,p.231-243.

KITADOKORO, K. et al. CD81 extracellular domain 3D structure: insight into the
tetraspanin superfamily structural motifs. EMBO J, v. 20, n. 1-2, p. 12-8, 2001.

KOCATURK, B.; VERSTEEG, H.H. Tissue factor isoforms in cancer and coagulation:
may the best isoform win. Thrombosis research, v. 129, s. 1, p. 69-75, 2012.

KWOK, W.K. et al. Up-regulation of TWIST in prostate cancer and its implication as a
therapeutic target. Cancer Res, v. 65, p. 5153-62, 2005.

LEE, T.K. et al. Twist overexpression correlates with hepatocellular carcinoma metastasis
through induction of epithelial-mesenchymal transition. Clin Cancer Res, v. 12, p. 5369-76,
2006.

LEI P. et al. Expression profile of Twist1, vascular endothelial growth factor end CD34 in
patients with diferent phases of osteosarcoma. Oncology Letters 10:417-421, 2015.

LIN Q, LI M, SHEN ZY, et al. Prognostic impact of vascular endothelial growth factor-A
and E-cadherin expression in completely resected pathologic stage | non-small cell lung
cancer. Jpn J Clin Oncol 2010; 40:670-6.

LIU B. et al. Expression profile of epithelial-mesenchymal transition markers in non-muscle-
invasive urothelial carcinoma of the bladder: correlation with intravesical recurrence
following transurethral resection. Urol Oncol 2015 Mar,33(3) 110 e 11-8..

LIU L.K. et al. Upregulation of vimentin and aberrant expression of E-cadherin/beta-catenin
complex in oral squamous cell carcinomas: correlation with the clinicopathological features
and patient outcome. Mod Pathol 2010; 23:213-24.

LIU, F.S. et al. Frequent down-regulation and lack of mutation of the KAI1 metastasis
suppressor gene in epithelial ovarian carcinoma. Gynecol. Oncol, v. 78, n. 1, p. 10-5, 2000.

LIU, J. et al. Expression of KAI1l/ CD82, E-cadherin and integrin beta-1 and their
relationship with tumor invasion and metastasis in gastric cancer. Chinese Journal of
Pathology, v. 36, p. 558-9, 2007.

LODISH, H. et al. Molecular cell biology. 4th ed. New York: W.H. Freeman, 2000.
LOPES A. et al. p53 as a new prognostic factor for lymph node metastasis in penile
carcinoma: analysis of 82 patients treated with amputation and bilateral lymphadenectomy.

J Urol 2002; 168:81-6.

LUCIA, M.S.; MILLER, G.J. Histopathology of malignant lesions of the penis. Urol Clin
North Am, v. 19, p. 227-46, 1992.



48

LUO, G.Q. et al. Effect and mechanism of the Twist gene on invasion and metastasis of
gastric carcinoma cells. World J Gastroenterol, v. 14, p. 2487-93, 2008.

LYNCH JR, D.F.; SCHELLHAMMER, P.F. Tumors of the penis. In: WALSH, P.C. et al.
(Ed). Campbell’s Urology. Pennsylvania: W.B. Saunders, 1998. p. 2453-85.

LYNCH, B.F.; PETTAWAY, C.A. Tumors of the pénis. In: WALSH, P.C. et al. Campbell's
Urology. 8 ed. Philadelphia: Sauders, 2002, p. 2945-82.

MADEN, C. et al. History of circumcision, medical conditions, and sexual activity and risk
of penile cancer. Journal of the National Cancer Institute, v. 85, n. 1, p. 19-24, 1993.

MAECKER, H.T.; TODD, S.C.; LEVY, S. The tetraspanin superfamily: molecular
facilitators. FASEB J, v. 11, p. 428-42, 1997.

MAREEL, M.; BRACKE, M.; VAN ROY, F. Cancer metastasis: negative regulation by
invasion-suppressor complex. Cancer Detec Prevent, v. 19, n. 5, p. 451-64, 1995.

MASFERRER, E. et al. Epithelial-to-Mesenchymal Transition in Penile Squamous Cell
Carcinoma. The Journal Of Urology, v. 193, n. 2, p. 699-705, 2015.

MAURER, C.A. et al. Reduced expression of the metastasis suppressor gene KAI1 in
advanced colon cancer and its metastases. Surgery, v. 126, n. 5, p. 869-80, 1999.

MAY M. et al. A switch from epithelial to mesenchymal properties correlates with
lymphovascular invasion in squamous cell carcinoma of the penis. Pathol Res Pract.2015
Sep; 211(9):641-5.

MCDOUGAL, W.S. Phalic preserving surgery in patients with invasive squamous cell
carcinoma of the pénis. J Urol, v. 174, p. 2218-20, 2005.

MICALLI, G. et al. Penile cancer. Journal of the American Academy of Dermatology, v. 54,
n. 3, p. 369-91, 2006.

MICALLI, G. et al. Squamous cell carcinoma of the penis. J Am Academ Dermatol, v. 35, p.
432-51, 1996.

MILLER, S.J. et al. Large-scale molecular comparison of human Schwann cells to malignant
peripheral nerve sheath tumor cell lines and tissues. Cancer Res, v. 66, p. 2584-91, 2006.

MINISTERIO DA SAUDE. Cancer no Brasil: dados de registros de base populacional. Rio
de Janeiro: Ministério da Saude, 2003.

MISRA, S.; CHATURVEDI, A.; MISRA, N.C. Penile carcinoma: a challenge for the
developing world. The lancet oncology, v. 5, n. 4, p. 240-7, 2004.

MUNEER, A. et al. Molecular prognostic factors in penile cancer. World J Urol, v. 27, p.
161-7, 2009.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=May%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26092595
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=A+switch+from+epithelial+to+mesenchymal+Properties+correlates

49

NARDI, A.C.; GLINA, S.; FAVORITO, L.A. Epidemiological study of penile cancer in
Brazil. Int Braz J Urol. 2007;33(Suppl 1):1-7.

NARDI, A.C. et al. Urologia Brasil. Sdo Paulo: Ed. Planmark, 2013, p. 723-729.

NARDOZZA JUNIOR, A.; ZERATI FILHO, M.; REIS, R.B. Urologia Fundamental. Sao
Paulo: Planmark, 2010. 420p.

NATSUGOE, S. et al. Snail plays a key role in E-cadherin preserved esophageal squamous
cell carcinoma. Oncol Rep 2007; 17:517-23.

OKADA, T. et al. TWIST1 hypermethylation is observed frequently in colorectal tumors
and its overexpression is associated with unfavorable outcomes in patients with colorectal
cancer. Genes Chromosome Cancer, v. 49, p. 452-62, 2010.

OKUBO, T. et al. Down-regulation of promoter 1.3 activity of the human aromatase gene in
breast tissue by zinc-finger protein, snail (SnaH). Cancer Res, v. 61, p. 1338-46, 2001.

ORNELLAS, A A. et al. Surgical treatment of invasive squamous cell carcinoma of the
penile: retrospective analysis of 350 cases. J Urol, v. 151, p. 1244-9, 1994,

OU, D.L. et al. Role of Twist in head and neck carcinoma with lymph node metastasis.
Anticancer Res, v. 28, p. 1355-9, 2008.

PAHWA, M. et al. Penile cancer in India: a clinicoepidemiological study. Gulf J Oncolog,
v. 12, p. 7-10, 2012.

PERSKY, L.E. Epidemiology of cancer of the penis: Il Penis carcinoma. Recent Results
Cancer Res, v. 60, p. 97-109, 1977.

PETTAWAY C, LYNCH D Jr, DAVIS J. Tumors of the penis. In: Wein AJ, Kavoussi L,
Novick AC, et al, eds. Campbell-Walsh Urology. 9th ed. Philadelphia: Saunders; 2007:959—
992.

PIZZOCARO, G. et al. EAU penile cancer guidelines 2009. European urology, v. 57, n. 6,
p. 1002-12, 2010.

POMPEO, A.C.L. Cancer de pénis. In: NARDOZZA JUNIOR, A.; ZERATI FILHO, M;
REIS, R.B. Urologia Fundamental. S&o Paulo: Ed. Planmark, 2010, p. 171-8.

POMPEO, A.C.L. Extended lymphadenectomy in penile cancer. Can J Urol, v. 2, p. 30-6,
2005.

POMPEO, A.C.L.; HEYNSCF, ABRAMS, P. Penile cancer - International consultation on
penile cancer. Societé internationale dUrologie (SIU). Urology, v. 1076, s. 2, p. S1-S73,
2010.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pahwa%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22773210
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22773210

50

PROTZEL, C. et al. Down-regulation of the metastasis suppressor protein KAI1/CD82
correlates with occurrence of metastasis, prognosis and presence of HPV DNA in human
penile squamous cell carcinoma. Virchows Arch, v. 452, p. 369-75, 2008.

PROTZEL, C. et al. Lymphadenectomy in the Surgical Management of Penile Cancer.
European Urology, v. 55, p. 1075-88, 2009.

QIN, Q. et al. Normal and disease-related biological functions of Twistl and underlying
molecular mechanisms. Cell Research, v. 22, p. 90-106, 2012.

RADISKY, D.C. Epithelial-mesenchymal transition. J Cell Sci, v. 118, p. 4325-6, 2005.

REDDY, C.R.R.M.; DDEVENDRANATH, V.; PRATAP, S. Carcinoma of penis. Role of
phimosis. Urology, v. 24, p. 85-8, 1984.

REYNOLDS, S.J. et al. Male circumcision and risk of HIVV-1 and other sexually transmitted
infections in India. Lancet, v. 363 (9414), p. 1039-40, 2004.

RIPPENTROP, J.M.; JOSLYN, S.A.; KONETY, B.R. Squamous cell carcinoma of the
penis: evaluation of data from the surveillance, epidemiology, and end result program.
Cancer, v. 101, n. 6, p. 1357-63, 2004.

SALERNO, P. et al. TWIST1 plays a pleiotropic role in determining the anaplastic thyroid
cancer phenotype. J Clin Endocrinol Metab, v. 96, p. 772-81, 2011.

SALVIONI R, NECCHI A, PIVA L, Colecchia M, Nicolai N. Penile cancer. Urol Oncol
2009; 27:677-85.

SASAKI, K. et al. Significance of Twist expression and its association with E-cadherin in
esophageal squamous cell carcinoma. J Exp Clin Cancer Res, v. 28, p. 158, 2009.

SCANLON, C.S. et al. Biomarkers of Epithelial-Mesenchymal Transition in Squamous Cell
Carcinoma. J Dent Res, v. 92, n. 2, p. 114-121, 2013.

SCHOCK, F.; PERRIMON, N. Molecular mechanisms of epithelial morphogenesis. Ann
Rev Cell Dev Biol, v. 18, p. 463-93, 2002.

SEIGNEURET, M. Complete predicted three-dimensional structure of the facilitator
transmembrane protein and Hepatitis C virus receptor CD81: conserved and variable
structural domains in the tetraspanin superfamily. Biophys. J, v. 90, p. 212-27, 2006.

SHINOHARA, T. et al. Transduction of KAI1/CD82 cDNA promotes hematogenous spread
of human lung-cancer cells in natural killer cell-depleted SCID mice. Int J Cancer, v. 94, p.
16-23, 2001.

SHIW W. et al. Expression and clinical significance of CD82 and E-cadherin in nom-smal
cell lung cancer. Arquives of Iranian medicine, vol 15, num 11, nov 2012.



51

SHO, M. et al. Transmembrane 4 superfamily as a prognostic factor in pancreatic cancer. Int
J Cancer, v. 79, p. 509-16, 1998.

SILVA, B.S.F. TWIST and p-Akt immunoexpression in normal oral epithelium, oral
dysplasia and in oral squamous cell carcinoma. Med Oral Patol Oral Cir Bucal, v. 17, n.1, p.
29-34, 2012.

SINGH, S. et al. The role of TWIST as a regulator in giant cell tumor of bone. J Cell
Biochem, v. 112, p. 2287-95, 2011.

SLATON, J.W. et al. Tumor stage, vascular invasion and the percentage of poorly
differentiated cancer: independent prognosticators for inguinal lymph node metastasis in
penile squamous cancer. The Journal of urology, v. 165, n. 4, p. 1138-42, 2001.

SONG, L.B. et al. The clinical significance of Twistl expression in nasopharyngeal
carcinoma. Cancer Lett, v. 242, p. 258-65, 2006.

SOUZA, M.J.L. Avaliacao da transicdo epitélio-mesénquima no carcinoma de pénis. 2011.
99 f. Tese (Doutorado) — Curso de P6s-Graduacdo em Ciéncias — Area de concentragéo:
Oncologia, Fundacao Antonio Prudente, Sdo Paulo, 2011.

SPIESS, P.E. et al. Current Concepts in Penile Cancer. Journal of the National
Comprehensive Cancer Network 2013;11:617-624

SRIDEVI, U. et al. Expression of E-cadherin in normal oral mucosa, in oral precancerous
lesions and in oral carcinomas. Eur J Dent. 2015 Jul-Sep;9(3):364-72.

SRIDHAR, S.C.; MIRANTI, C.K. Tetraspanin KAI1/CD82 suppresses invasion by
inhibiting integrin-dependent crosstalk with c-Met receptor and Src kinases. Oncogene, V.
25, p. 2367-78, 2006.

STIPP, C.S.; KOLESNIKOVA, T.V.; HEMLER, M.E. Functional domains in tetraspanin
proteins. Trends Biochem. Sci, v. 28, p. 106-12, 2003.

TAKAOKA, A. et al. Reduced invasive and metastatic potentials of KAIll-transfected
melanoma cells. Cancer Res, v. 89, p. 397-404, 1998.

TAKAOKA, A. et al. suppression of invasive properties of colon cancer cells by a metastase
suppressor KAI-1 gene. Oncogene, v. 16, p. 1443-53, 1998.

THIERY, J.P. et al. Epithelial-Mesenchymal Transitions in Development and Disease. Cell,
v. 139, p. 871-90, 2009.

TORNESELLO, M.L. et al. Human Papillomavirus genotypes and HPV16 variantes en
penile carcinoma. Int J Cancer, v. 122, p. 132-7, 2008.

TSEN, H.F. et al. Risk factors for penile cancer: results of a population -based case -control
study in Los Angeles County (United States).Cancer causes & control: CCC, v. 12, n. 3, p.
267 -77, 2001.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sridevi%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26430364
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26430364
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9617345
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9617345

52

VARMA, V.A. et al. Association of human papillomavirus with penile carcinoma: a study
using polymerase chain reaction and in situ hybridization. Hum Pathol, v. 22, p. 908-13,
1991.

VELAZQUEZ, E.F.; AYALA, G.; LIU, H. Histologic grade and perineural invasion are
more importante than tumor thickness as predictor of nodal metastasis in penile
squamous cell carcinoma invading 5 to 10 mm. Am J Surg Pathol, v. 32, p. 974-80, 2008.

VESUNA, F. et al. Twist is a transcriptional repressor of E-Cadherin gene expression in
breast cancer. Biochem Biophys Res Commun 2008; 367(2): 235-41.

VILLA, L.L.; LOPES, A. Human Papillomavirus DNA sequence in penile carcinomas in
Brazil. Int J Cancer, v. 37, p. 853-5, 1986.

WHEELOCK, M.J.; JOHNSON, K.R. Cadherins as modulators of cellular phenotype. Ann
Rev Cell Dev Biol, v. 19, p. 207-35, 2003.

WU, D.H. et al. KAI1 gene expression in colonic carcinoma and its clinical significances.
World J. Gastroenterol, v. 10, p. 2245-49, 2004.

XU, J.H. et al. KAI1 is a potential target for anti-metastasis in pancreatic cancer cells. World
J Gastroenterol, v. 14, n. 7, p. 1126-32, 2008.

YANG, J. et al. Twist, a master regulator of morphogenesis, plays an essential role in tumor
metastasis. Cell, v. 117, p. 927-39, 2004.

YANG, X. et al. Overexpression of KAI1 supresses in vitro invasiveness and in vivo
metastasis in breast cancer cells. Cancer Res, v. 61, p. 5284-8, 2001.

YU L. et al. Clinicopathological significance of cancer stem cells marked by CD133 and
KAI1 expression in laryngeal squamous cell carcinoma. World Journal of Surgical Oncology
2014, 12:118

YUEN, H.F. et al. Significance of TWIST and E-cadherin expression in the metastatic
progression of prostatic cancer. Histopathology, v. 50, p. 648-58, 2007.

YUEN, H.F. et al. Upregulation of Twist in oesophageal squamous cell carcinoma is
associated with neoplastic transformation and distant metastasis. J Clin Pathol, v. 60, p. 510-
4, 2007.

ZEISBERG, M.; NEILSON, E.G. Biomarkers for epithelial-mesenchymal transitions. J Clin
Invest, v. 119, p. 1429-37, 2009.

ZENG J. et al. Prognostic value of Twist in lung cancer: systematic review and meta-
analysis. Trans Lung Cancer Res 2015; 4(3); 236-241

ZHANG, X.A. et al. Requirement of the p130CAS-Crk coupling for metastasis suppressor
KAI1/CD82-mediated inhibition of cell migration. J. Biol. Chem, v. 278, p. 27319-28, 2003.



53

ZHANG, Z.; XIE, D.; LI, X. Significance of Twistl expression and its association with E-
caderin in bladder cancer. Hum Pathol, v.38, n.4, p. 598-606, 2007.

ZHENG, H. et al. Expression of KAI1 and tenascin, and microvessel density are closely
correlated with liver metastasis of gastrintestinal adenocarcinoma. J Clin Pathol 2007;60:
50-56.

ZHU, Y. et al. The prognostic significance of p53, Ki-67, epithelial cadherin and matrix
metalloproteinase-9 in penile squamous cell carcinoma treated with surgery. BJU Int. 2007
Jul; 100(1):204-8.

ZHUO, X. Expression of Twist, an induced of epitelial-mesenchymal transition, in
nasopharyngeal carcinoma and its clinical significance. Int J Clin Exp Pathol 2014; 7 (12).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhu%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17433031
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=The+prognostic+signi%EF%AC%81cance+of+p53%2C+Ki-67%2C+epithelial++cadherin+and+matrix+metalloproteinase-9+in+penile

54

APENDICE A
PROTOCOLO DE PESQUISA

TITULO DO PROJETO DE PESQUISA:
“ESTUDO DA EXPRESSAO DAS PROTEINAS TWIST, KAI-1 E E-
CADERINA EM AMOSTRAS DE CANCER DE PENIS DE PACIENTES
ATENDIDOS EM UM HOSPITAL DE REFERENCIA DO ESTADO DO PARA”.

Nome: Registro:

Procedéncia: Data de Nasc:

Tabagismo: ( ) Sim. Idade de inicio Macos/dia: Parou ha meses
( ) Nao.

Etilismo: ( ) Sim. Idade de inicio___ ( ) Social ( ) Inveterado Parouha __ meses
() Néo.
Tipo de tratamento: ( ) Penectomia parcial ( ) Penectomia total ( ) Linfadenectomia
Histdria pessoal e familiar de neoplasia maligna? ( ) Sim ( ) Néo
Habitos de higiene:
Circuncisdo? ( ) Sim () Néo Fimose? ( ) Sim ( ) Néo
Renda familiar (salarios minimos):

Escolaridade:

Idade do inicio da vida sexual:

Numero de parceiros(as) no Gltimo ano:

Sintomas presentes:

Caracteristicas, tamanho e localizacdo da lesdo:




Tipo histolégico:
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Nivel de infiltracdo:

Grau de diferenciagdo:

Margens cirdrgicas:

Estadiamento clinico-patologico:

Presenca de invasao angio-linfatica e perineural:

Tempo de seguimento:

Presenca de metastases:

Recidivas durante o intervalo de seguimento:

Tempo de sobrevida:

Obito:
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APENDICE B
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(Baseado na Resolucéo N° 466 de 12 de dezembro de 2012 do Conselho Nacional de Saude)
(Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Ophir Loyola Av. Magalhaes Barata, 992 - S&o

Bras, Belém - PA, 66060-281 (91) 3265-6500)

Caro senhor,

O senhor foi selecionado e esta sendo convidado a participar de uma pesquisa que
visa conhecer melhor o processo de formacao de tumores de pénis, no intuito de colaborar
com o desenvolvimento de novas formas de diagnostico e/ ou terapias.

Esta pesquisa é intitulada “Estudo da expressédo das proteinas Twistl, Kail e E-
caderina em amostras de cancer de pénis de pacientes atendidos em um hospital de
referéncia do Estado do Para”

E tem como objetivo avaliar atraves de estudos de imunohistoquimica, a expressdo
das proteinas Twistl, Kail e E-caderina, em tecidos de pacientes portadores de cancer de
pénis. Estas informacOes estdo sendo fornecidas para sua participacdo voluntaria neste

estudo.

Este estudo consistird de dados retrospectivos, o qual se detém em analise de laudos
histopatoldgicos, prontuarios médicos, revisdo de ldminas e reacdo imunohistoquimica no
material arquivado em bloco de parafina de pacientes que foram submetidos a tratamento
cirrgico devido patologia de cancer de pénis e pacientes submetidos a procedimento
cirargico de postectomia. Utilizando como base o prontuério e laudo histopatoldgicos dos
pacientes, as seguintes variaveis serdo avaliadas: histéria de tabagismo, etilismo, historia
pessoal e familiar de neoplasia maligna, habitos de higiene, presenca ou nao de circuncisdo
e fimose, renda familiar, escolaridade, regido e cidade de origem, nUmero de parceiros,
sintomas presentes, caracteristicas, tamanho e localizacdo da lesdo, tipo histoldgico, nivel de
infiltracdo, grau de diferenciacdo, margens cirargicas, grau de Broders, estadiamento
clinico-patoldgico, presenca de invasdo angio-linfatica e perineural, tempo de seguimento,
presenca de metastases e recidivas durante o intervalo de seguimento, tempo de sobrevida e

obito.
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Quando for necessério exemplificar determinada situacdo, sua privacidade sera
assegurada, uma vez que seu nome serd substituido de forma aleatéria. O beneficio
relacionado a sua participacdo sera de aumentar o conhecimento cientifico para a area da
oncologia. O (A) Sr (a) ndo terd um beneficio direto, pois trata-se de um estudo experimental
testando a hipdtese de que alguns marcadores podem estar indicando um futuro surgimento
do cancer como também a metastase (disseminacdo) tumoral. No entanto, somente no final
deste estudo poderemos concluir a presenca de algum beneficio para pacientes acometidos
e futuros acometidos pela doengca. O Sr ndo terd despesas pessoais em qualquer fase do
estudo. Também néo tera compensacéo financeira relacionada a sua participacéo.

Informo que o senhor tem a garantia de acesso, em qualquer etapa do estudo, sobre
qualquer esclarecimento de eventuais duvidas; e caso sinta necessidade, podera entrar em
contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Instituto de Ciéncias da Salde da
UFPA.

O Senhor tem o direito de ser mantido atualizado sobre os resultados parciais da
pesquisa e caso seja solicitado, tera acesso a todas as informacoes.

Em qualquer etapa, vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa
para esclarecimento de eventuais davidas. O principal investigador € o mestrando Lecildo
Lira Batista, CPF 76044963268, RG1022518981. Além dos pesquisadores: Prof. Dr. André
Salim Khayat, que podem ser encontrados no Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto—
quanto no Nucleo de Pesquisa em Oncologia, situados dentro do Hospital Universitario Jodo
de Barros Barreto na Rua dos Mundurucus, 4487; ou pelos telefones 8142-1948; 8165-6596
ou 8847-1504 e no Hospital Ophir Loyola. Em caso de duvida sobre a ética da pesquisa
pode-se entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Ophir Loyola
Av. Magalhdes Barata, 992 - Sdo Bras, Belém - PA, 66060-281 (91) 3265-6500.

O pesquisador utilizara os dados e o material coletado somente para esta pesquisa
e as informacgdes obtidas serdo analisadas em conjunto com as informacdes de outros
pacientes, ndo sendo divulgada a identificacdo de nenhum paciente. VVocé tera todo direito
de se manter atualizado sobre os resultados parciais da pesquisa. Sua participacdo €
voluntéria, isto é, a qualquer momento vocé pode recusar-se a responder qualquer pergunta
ou desistir de participar e retirar seu consentimento. Sua recusa ndo trara nenhum prejuizo
em sua relacdo com o pesquisador ou com a instituicdo que forneceu seus dados.

A pesquisa apresentara riscos, mas estes serdo minimizados visto que 0s

pesquisadores e pesquisados utilizardo equipamentos de protecdo individual e durante os
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procedimentos médicos necessarios serdo realizadas as técnicas assépticas preconizadas e
necessarias. Os riscos de identificacdo do paciente também serdo minimizados, pois havera
total sigilo em relagcdo aos nomes e qualquer outra forma de cadastro dos pacientes que estéo
nos prontuarios. A coleta dos dados dos prontuérios e de entrevista com 0s pacientes seréo
realizados de forma a ndo interferir nas condutas médicas e a garantir o bem-estar do paciente
e da equipe de salde.

Os beneficios desta pesquisa serdo o levantamento de informagdes para ampliar e
melhorar os conhecimentos de marcadores bioldgicos e sua relacdo com a neoplasia de pénis.

Os pesquisadores se comprometem a utilizar os dados coletados somente para a
pesquisa que, depois de finalizada, terd seus resultados veiculados no meio académico e
cientifico. Serdo resguardados o seu nome, endereco, filiacdo e qualquer outro dado
relacionado a sua identificacdo, que sob nenhuma hipétese serd divulgada. As imagens
utilizadas na divulgacao dos resultados ndo possibilitardo a identificacdo do paciente. Estas
imagens terdo a finalidade de identificar caracteristicas apenas de estruturas organicas
acometidas pela patologia relacionadas ao caso clinico. Apenas para esta pesquisa.

Declaro estar ciente do inteiro teor deste TERMO DE CONSENTIMENTO e estou
de acordo em participar do estudo proposto, sabendo que dele poderei desistir a qualquer
momento, sem sofrer qualquer punicdo ou constrangimento. Acredito ter sido
suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que foram lidas para mim,
descrevendo o estudo “Estudo da expressdo de genes envolvidos na tumorigénese do cancer

de pénis em pacientes atendidos em hospital de referéncia do estado do para.”

Belém,

/ /

Assinatura do sujeito/Representante responsavel

Belém,

/ /

Assinatura da testemunha

(Para caso de sujeitos menores de 18 anos, analfabetos, semi-analfabetos ou

portadores de deficiéncia auditiva ou visual).
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Belém, / /

Assinatura do sujeito que colheu o TCLE

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participacdo neste estudo.

ASSINATURA DO PESQUISADOR RESPONSAVEL

NOME:

ENDERECO:

FONE:

REGISTRO NO CONSELHO: Belém, [ |/

Identificacdo do CEP.
Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Ophir Loyola Av. Magalhdes Barata, 992
- S&0 Brés, Belém - PA, 66060-281 (91) 3265-6500.
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ANEXO A
HOSPITAL OPHIR LOYOLA - _ /- Platafor
HOL % '}@mfi -

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Ti isa: A
itulo da Pesquisa: ESTUDO DA EXPRESSAO DE PROTEINAS ENVOLVIDAS NA TUMORIGENESE DO

CANCER DE PENIS EM PACIE
e NTES ATENDIDOS EM HOSPITAL DE REFERENCIA

Pesquisador: lecildo lira batista
Area Tematica: Genética Humana:

(Ilata'se de pesquisa envolvendo Ge ati
ot ética H i ali
l ’), ni I umana que nao necessita de ar alise

Versdo: 1

CAAE: 39808314.7.0000.5550

Instituigdo Proponente: Hospital Ophir Loyola
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 948.189
Data da Relatoria: 19/01/2015

Apresentagdo do Projeto:

Este estudo sera do tipo observacional com método indutivo, estatistico-descritivo, retrospectivo, de fontes
primérias e secundarias e unicéntrico, que consistira de dados retrospectivos, 0 qual se detém em analise
de laudos histopatolégicos, prontuarios médicos, revisdo de laminas e reagao imunohistoquimica no material
arquivado em bloco de parafina de pacientes que foram submetidos a tratamento cirargico devido patologia
de cancer de pénis no periodo de janeiro 2002 a novembro 2014 no Hospital Ophir Loyola, com 0 objetivo
de verificar se a expressao proteica do TWIST1, KAI-1 e E-CADERINA estao relacionados a progressao do
cancer de pénis. Serao coletados também dados dos pacientes submetidos a procedimento cirargico de
postectomia e que no histopatologico nao foi evidenciado cancer de pénis, sendo estes dados utilizados
como grupo controle. Utilizando como base o prontuario e laudo histopatologicos dos pacientes, as
seguintes variaveis serdo avaliadas: historia de tabagismo, etilismo, histéria pessoal e familiar de neoplasia
maligna, habitos de higiene, presenca ou n3o de circuncisao e fimose, renda familiar, escolaridade, regiao e
cidade de origem, nimero de parceiros, sintomas presentes, caracteristicas, tamanho e localizagéo da

lesao, tipo histologico, nivel de infiltragao, grau de diferenciagdo, margens

Enderego: GOVERNADOR MAGALHAES BARATA 523/1075
Bairro: SAO BRAS CEP: 66.063-240

E Municipio: BELEM '
:’j:l;efl::l;\le' (91)3265—6645 ’ E-mail: cepophirioyola.pa@gman.com
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ANEXO B

GOVERNO DO ESTADO DO PARA

SECRETARIA DE ESTADO DE SAUDE H+]_
HOSPITAL OPHIR LOYOLA

HOSPITAL
OPHIR LOYOLA

DIRETORIA DE ENSINO E PESQUISA
DEPARTAMENTO DE ENSINO E PESQUISA
DIVISAO DE PESQUISA

Belém, 01 de dezembro de 2014.

DECLARAGAO

Declaro em nome do Hospital Ophir Loyola ter conhecimento do projeto de
pesquisa intitulado: “Estudo da expressdo de proteinas envolvidos na
tumorigénese do cancer de Pénis em pacientes atendidos em Hospital de
referencia do Estado do Para”, tendo como pesquisadores Andre Salim Khayat
(orientador) e Lecildo Lira Batista dando-lhes consentimento para realizar a

pesquisa nesta Instituicao, apos apresentagéo do Parecer de Aprovagao de um Comité

de Etica em Pesquisa em Seres Humanos, durante o periodo preestabelecido.

Estamos cientes e concordamos com a publicagédo dos resultados
encontrados, sendo obrigatoriamente citado na publicagao o nome do Hospital Ophir

Loyola como um dos locais de realizagdo da pesquisa.

Atenciosamente,

W Y
Q’(J\\'}te@ 335\’ Hnscipn -
«®FMafia do Rosario Fernandes

Chefe em Exercicio da Divis&o de Pesquisa

Av. Magalhaes Barata, 992 — Bairro Sao Braz - Belém, para — CEP;: 66.063-240
site: www.ophirloyola.pa.gov.br / Fone: (0xx91) 3265-6769



