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RESUMO

O cancer de pénis (CaPe) é considerado uma neoplasia rara em paises desenvolvidos. No
entanto, possui alta incidéncia em paises em desenvolvimento, como os da Africa, Asia e
América do Sul. Dentre estes, o Brasil possui um dos maiores indices registrados da
doenca, sendo o estado do Maranhd um dos que apresenta maior incidéncia da doenca.



Alguns fatores de risco tém sido relacionados com o desenvolvimento de CaPe, tais como
idade, fimose, méa higiene, tabagismo, etilismo, condi¢6es de inflamacdo cronica, infecgcdo
pelo papilomavirus-humano (HPV) e nimero de parceiros sexuais. No entanto, ainda séo
escassos os trabalhos sobre a biologia do tumor, sobretudo no que diz respeito a sua base
genética. Diante da importancia das alteragcdes genéticas no estabelecimento e progressao
tumoral, neste trabalho foi feita uma analise gendmica global de tumores penianos de
pacientes do estado do Maranhdo. Além disso, foi investigada a presenca de HPV e
identificados os subtipos virais presentes nos tumores. Para isso, foram coletadas
amostras de tecido tumoral fresco de 20 pacientes, cujos dados clinicos, histopatoldgicos
e o perfil sécio-econbmico foram disponibilizados. As amostras tumorais foram
submetidas a extracdo de DNA pelo método de fenol/cloroférmio. A deteccdo e
genotipagem de HPV foi feita por PCR (Polymerase Chain Reaction) tipo nested para 40
subtipos virais. O perfil genémico dos tumores foi analisado pela técnica de array-CGH
(Comparative Genomic Hybridization) utilizando a plataforma SurePrint G3 Human
CGH Microarray Cancer 4x44K (Agilent Technologies Inc, Ca). A analise dos resultados
foi feita no software Cytogenomics v.4.0 (Agilent Technologies Inc, CA). Os parametros
clinicos e histopatoldgicos foram avaliados em relagdo aos dados genéticos pelo teste
exato de Fisher e Teste T de Student. Nossos dados revelaram que 73,7% dos tumores
apresentavam o genoma viral. Foram detectados os subtipos virais de baixo risco
oncogénico (6, 30, 44 e 74) e alto risco (16, 18, 30, 35, 58, 59, 66 e 73), sendo que 57%
dos tumores apresentaram o subtipol6. A analise genémica global revelou 50 regiGes
gendbmicas com alteracbes no nimero de cdpias presentes em pelo menos 40% dos
tumores. Prevaleceram ganhos em 1p, 1q, 3q, 7p, 79, 89, 9p, 10q, 11q, 14q, 15q, 16p, 18p,
20q, 22q e perdas em 1q, 4q, 8p, 10q, 159 e Yp. Em 100% das amostras foi detectada
alteracdo em 14¢32.33, com aumento de cdpias dos genes KIAA0125, ADAMS, LIC00226,
LINC00211, MIR7641-2. Quando correlacionadas com parametros clinico-
histopatoldgicos e infecgdo pelo HPV, 13 regifes cromossdmicas alteradas associaram-se
a variaveis como invasdo perineural, estadiamento tumoral, grau histologico, tumor
primario, tamanho do tumor e infecgdo pelo HPV (p<0.05). Essas alteragdes envolviam
ganhos em 1q, 2p, 39, 7p, 79, 15q, 16p, 18p e 20q e perdas em 10q, destacando-se genes
como RGS7, REG1A, NRXN1, GNAIL1, HERC2, UBE3A, EPB41L3 e EDN3. O perfil
genébmico detectado nesse estudo sugere o envolvimento de alteracdes em diversos genes
na carcinogénese peniana, sendo necessaria validacdo desses marcadores por analises
génica e funcional especificas que determinem quais dessas alteracdes participam
efetivamente da tumorigénese peniana, a fim de que potenciais alvos moleculares possam
ser utilizados, futuramente, como ferramenta diagndstica, progndstica e terapéutica no
cancer peniano.

Palavras-chave: cancer de pénis, alteracdo no nimero e cépias, HPV.

ABSTRACT

Penile cancer is considered a rare neoplasm in developed countries. However, its
incidence is high in developing ones, as in Africa, Asia and South America. Brazil has
one of the highest index registered of the disease, with Maranhdo being the highest of the



states. Some risk factors have been related to the development of penile cancer (PeCa),
such as age, phimosis, inadequate hygiene, smoking, alcohol consumption, chronic
inflammation, human papillomavirus (HPV) infection, and number of sexual partners.
Notwithstanding, research regarding the biology of PeCa is rare, specially its genetics
base. Considering the importance of mutations in the tumour establishment and
progression, this research performed a global genomic analysis of penile tumours in
patients in the state of Maranhdo. Furthermore, the presence of HPV was investigated and
viral subtypes identified. Fresh tumour samples were collected from 20 patients, whose
clinic histopathological and socioeconomic profile data were available. DNA extraction
from tumour samples were performed using phenol/chloroform method. HPV detection
and genotyping was carried out through nested PCR (Polymerase Chain Reaction) for the
40 viral subtypes. Tumour genomic profile was analyzed through array-CGH technique
(Comparative Genomic Hybridization) using SurePrint G3 Human CGH Microarray
Cancer 4x44K platform (Agilent Technologies Inc, Ca). Result analyzes were carried out
using Cytogenomics v.4.0 software (Agilent Technologies Inc, CA). Clinical and
histopathological parameters were evaluated by Fisher's exact test. Thereby, our data
showed that 73.7% of the tumors presented the viral genome. Viral subtypes of low
oncogenic risk (6, 30, 44 and 74) and high risk (16, 18, 30, 35, 58, 59, 66 and 73) were
detected with 57% of tumors presenting the subtypel6. Genomic analyzes reveled 50
genomic regions with copy number alterations in at least 40% of the tumours. Most of the
alterations are regarding gains in 1p, 1q, 3q, 7p, 79, 8q, 9p, 10q, 11q, 14q, 15q, 16p, 18p,
20q, 22q and losses in 1q, 44, 8p, 10q, 15g and Yp. In 100% of the samples was detected
alteration in 14932.33, with increased copy number of KIAA0125, ADAM6, LIC00226,
LINC00211, MIR7641-2 genes. Correlating clinical-histopathological parameters and
HPV infection, 13 modified chromosomal regions were associated to variables such as
perineural invasion, tumour staging, histological grade, primary tumour, tumour size and
HPV infection (p<0.05). These alterations represent gains in 1q, 2p, 3q, 7p, 7q, 15q, 16p,
18p and 20qg and losses in 10q, highlighting genes as RGS7, REG1A, NRXN1, GNAI1,
HERC2, UBE3A, EPB41L3 and EDN3. The genomic profile detected in this research
indicates that alterations in several genes are involved in penile carcinogenesis, being
necessary to validate these markers by specific genetic and functional analyzes to identify
which of these play a role in penile tumorigenesis. Thereby, potential molecular targets
could be used in the future as diagnostic, prognostic and therapeutic tools in penile cancer.

Key-words: Penile cancer, Copy number alteration, HPV.
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1. INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia do Cancer de Pénis

O Cancer de Pénis (CaPe) € uma neoplasia rara em paises desenvolvidos, como os da
América do Norte e Europa ocidental, no entanto, possui alta incidéncia em paises em
desenvolvimento, como os da Africa, Asia e América do Sul (BLEEKER et al., 2009;
CHRISTOULIDOU et al., 2015). Nos Estados Unidos, segundo a Sociedade Americana
de Céancer, menos de 1 a cada 100.000 homens sao afetados pela doenca, com estimativas
para 2017 de 2.120 novos casos e 360 mortes por CaPe. Em contraste, na Africa do Sul, a
doenca é responsavel por mais de 10% das neoplasias que afetam os homens (SILVA et
al., 2011; OLESEN et al., 2014).

Dentre os paises da América do Sul, o Brasil possui um dos maiores indices registrados
de CaPe. Nos tltimos dez anos, a incidéncia de CaPe se manteve entre 2,9 a 6,8 afetados
por 100.000 homens, de acordo com a regido avaliada, correspondendo a 2,1% de todos
0s canceres que afetam os homens no pais (CURADO et al., 2007; FAVORITO et al.,
2008; POW-SANG et al., 2010; INCA, 2017). Os casos de CaPe no Brasil sdo mais
comumente relatados nas regides Norte e Nordeste, que juntas somam 53,2% dos casos
registrados no pais (FAVORITO et al., 2008; REIS et al., 2010; SBU, 2011; PAIVA et
al., 2015).

O CaPe pode ser considerado um problema de saude publica, a medida que a
disparidade na incidéncia da doenca entre paises em desenvolvimento e desenvolvidos
evidencia sua associacdo com fatores socioecondémicos (COSTA et al., 2013;
TORBRAND et al., 2016). No Brasil, as varia¢6es regionais sdo ainda mais evidentes, nas
quais casos de CaPe correspondem a 5,7% dos canceres em homens nas regides Norte e
Nordeste e apenas 1,2% na regido Sul (FAVORITO et al., 2008).

No ranking realizado pela Sociedade Brasileira de Urologia em 2007, o estado de Séo
Paulo liderou a incidéncia no pais, com 24,26% dos casos, seguido do estado do Ceara
(12,87%) e Maranhdo (10,66%). Um ano depois, no levantamento epidemioldgico
nacional feito por Favorito e colaboradores (2008), grande parte dos casos foram
reportados dos estados de S&o Paulo e Maranhdo. A posigéo do estado de S&o Paulo nesses
estudos pode ser justificada pelo grande nimero de cirurgias feitas com pacientes oriundos

de outros estados, além de ser a regido mais populosa do pais (IBGE, 2016).
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No Maranhao, a caréncia de estudos epidemioldgicos mascara a real incidéncia local
da doenca. Além disso, existem poucos servigos de referéncia, impossibilitando a triagem
efetiva desses pacientes, que em sua maioria séo oriundos do interior do estado. Em um
levantamento feito em um hospital da capital do estado (S&o Luis), entre 2004 e 2014
foram diagnosticados 286 novos casos (dados ndo publicados) evidenciando a alta

incidéncia desse tipo de tumor no estado.

1.2 Etiologia do Cancer de Pénis

A etiologia do CaPe ainda ndo € totalmente compreendida, havendo poucos trabalhos
sobre a doengca em comparacao a outros tipos de cancer (ROMERO et al., 2013). Alguns
fatores de risco tém sido relacionados com o desenvolvimento de CaPe, tais como idade,
fimose, ma higiene, tabagismo, etilismo, condi¢bes de inflamacéo cronica, infeccdo pelo
papilomavirus-humano (HPV) e nimero de parceiros sexuais (CARVALHO et al., 2007,
SENKOMAGO et al., 2016; RODNEY, 2016). Adicionado a estes fatores, o CaPe parece
afetar mais frequentemente homens em condi¢bes socioeconémicas e educacionais
desfavoraveis (POW-SANG et al., 2010; CHAUX et al., 2011).

A maioria dos homens acometidos com CaPe possuem faixa etaria entre 50 e 70 anos.
(FONSECA et al., 2010). Em estudos realizados no Brasil, as médias observadas foram
de 58 anos no estado do Rio de Janeiro, 60 anos no Maranh&o e 68 anos no estado do
Pernambuco (COUTO et al.,, 2014; DE SOUSA et al.,, 2015). O risco para 0
desenvolvimento de CaPe parece aumentar de acordo com a idade, porém, individuos mais
jovens também possuem risco de desenvolver a doenca (KOIFMAN et al.,, 2011;
MORRISON, 2014). No Brasil, cerca de 7% dos pacientes possuem idade inferior a 35
anos (FAVORITO et al., 2008; KOIFMAN et al., 2011).

A associacdo da fimose com o desenvolvimento do CaPe tem sido reportada em
diversos trabalhos (KRIEGER et al., 2017). Trata-se de uma condicao anatbmica do pénis
que impossibilita a retragdo do prepucio, sendo bastante frequente entre os recém-nascidos
(HUANG etal., 2017). E comum que cerca de 90% dos prepucios estejam completamente
retrateis até os 3 anos de idade, e quando ndo h& a realizacdo de cirurgia corretiva
(circuncisdo), apenas uma pequena parcela persiste com esta condi¢do (SILVA et al.,
2006; MORRIS et al., 2016). O acimulo de esmegma (bioprodruto de ac¢éo bacteriana nas

células epiteliais), € intensificado na presenca de fimose e pode levar a criacdo de um
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ambiente ideal para proliferacdo de microorganismos (PAULA et al., 2005). Além disso,
episodios de inflamagcdes como o liquen escleroso e balanites podem surgir em
decorréncia de irritacbes no epitélio, que na presenca da fimose tornam-se crénicos
(SONPAVDE et al., 2013; HA-NA et al., 2013).

O tabagismo é um fator de risco importante no desenvolvimento de diversos tumores
(INCA 2017). Em CaPe, inimeros trabalhos ja relataram maior incidéncia em homens
fumantes quando comparados aos ndo fumantes (DALING et al. 2005; KOIFMAN et al.,
2011; COUTO et al., 2014). A presenca de substancias como a nicotina no cigarro induz
a carcinogénese ndo somente em seus sitios de contato direto, mas em outras partes do
corpo via corrente sanguinea, inclusive atuando na ativacdo fatores pré-inflamatérios
(HUANG et al., 2011).

Sabe-se que a presenca de infeccdo por HPV é um fator de risco relacionado ao
desenvolvimento de diversas neoplasias e lesdes pré-malignas (HAUSEN, 1999;
HAUSSEN, 2000; BOCCARDO & VILLA, 2004; DOOBAR et al., 2012; GAO &
SMITH, 2016). O virus é mais comumente associado ao desenvolvimento de cancer do
colo do Utero, mas também pode contribuir na carcinogénese de vulva, vagina, anus,
orofaringe, boca e pénis (INCA, 2017). Em CaPe, essa relacdo é evidenciada a medida
que se encontra cada vez mais positividade para o virus nesse tipo de tumor.
(STANKIEWICZ et al., 2009; DE SOUSA et al., 2015; AFONSO et al., 2017). O
potencial carcinogénico do HPV é majoritariamente atribuido a acdo das proteinas virais
E6e E7 (THOMAS et al., 1999; MITTAL & BANKS 2017). A interacdo dessas proteinas
com diversos componentes da célula hospedeira pode levar a desregulacao do ciclo celular
e inicio do processo de tumorigénese (ZUR-HAUSEN et al., 2000; PASTREZ et al.,
2017).

1.3 Aspectos Clinicos do Cancer de Pénis

Os tipos histologicos mais comuns em CaPe séo o0 carcinoma in situ, que possui
padréo de células epiteliais ndo invasivas, e o carcinoma de células escamosas (CEC), este
Gltimo responsavel por 95% dos casos de CaPe (SANCHEZ et al., 2015). O carcinoma in
situ quando restrito a glande, preptcio ou haste do pénis recebe 0 nome de Eritroplasia de
Queyrat, e quando ha envolvimento da pele da haste do pénis, escroto e perineo é chamado
de doenca de Bowen (BEGLIOMONI, 2000).
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Do ponto de vista histologico, 0 CaPe assemelhasse a carcinomas epidermoides de
outras partes do corpo, com perda de diferenciacao das células da camada basal em direcao
a apical e geralmente com caracteristica de células bem ou moderadamente diferenciadas
(POMPEO & GIL, 2005; GUIMARAES et al., 2009). Na maioria dos casos, os CaPe
iniciam-se com uma leséo na regido da glande (34,8%) (KOIFMAN et al., 2011) que,
quando ndo tratada, pode acometer o prepucio e evoluir com infiltracfes para os tecidos
adjacentes, como 0S COrpos cavernosos, esponjosos e tecido subepitelial conjuntivo
(POMPEDO et al., 2006).

Diversos subtipos histologicos, com padrées de crescimento e agressividade
variaveis tem sido descritos para CaPe, além de tumores que podem apresentar
caracteristicas de mais de um subtipo (mistos). O subtipo histolégico mais prevalente é o
usual (45-65%), seguido dos subtipos papilifero (5-15%), basaldide (4-10%),
condilomatoso (7-10%), verrucoso (3-8%), entre outros (HANKENBER et al., 2014).

Geralmente a avaliacdo de risco do subtipo usual depende da localizacdo e grau de
estadiamento. Os tumores papiliferos na maioria dos casos possuem superficie irregular
de carater papilar ou verruciforme (exofitico), com bom prognostico e rara ocorréncia de
metéastase (CHAUX & CUBILLA, 2012). Os tumores basaldides geralmente possuem
lesGes solidas ulcerativas de padrdo inespecifico, com invasdo vascular e perineural,
metéstase linfonodal precoce e prognéstico desfavoravel (CUBILLA et al., 2000).
Tumores condilomatosos possuem aparéncia verruciforme e costumam estar associados a
presenca de HPV (hipergranulose e coilocitose), com bom prognéstico e rara ocorréncia
de metéastase linfonodal (CHAUX et al., 2010). Por outro lado, o carcinoma verrucoso é
considerado raro, microscopicamente possui aspecto papilomatoso e altamente
diferenciado (JHONSON et al., 1995). Em CaPe, tumores verrucosos costumam ser
negativos para HPV, praticamente ndo h& ocorréncia de metastase linfonodal e o
prognostico é favoravel (LI, 2015).

Os sistemas de classificacdo utilizados em CaPe sdo o0 TNM (Tabela 1) e de
estadiamento de Jackson (Tabela 2). O sistema TNM, proposto pela American Joint
Committee on Cancer (AJCC) e International Union Against Cancer (IUAC) é o mais
utilizado e leva em consideracdo a extensdo do tumor (T), o comprometimento de
linfonodos regionais (N) e a presenca de metéstase a distancia (M). As informagdes do
tumor primario, linfonodos acometidos e metastase podem ser agrupadas para avaliacdo

do estadiamento (HEYNS et al., 2010; PIZZOCARO et al., 2010).
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Tabela 1. Sistema TNM para cancer de pénis de acordo com a AJCC e IUAC.

(T)
TX
TO
Tis
Ta

Tl

T2
T3
T4
(N)
NX
NO
N1
N2
N3

(M)
MO
M1

Tumor primario

Tumor primario ndo pode ser avaliado

N&o ha evidéncia de tumor primario

Carcinoma in situ

Carcinoma verrucoso ndo invasivo, ndo associado com invaséo
destrutiva.

Tumor invade tecido conectivo subeptelial

Tla. sem invasdo linfovascular e bem ou moderadamente
diferenciado (T1G1-2)

T1b. com invasdo linfovascular ou pobremente diferenciado/
indiferenciado (T1G3-4)

Tumor invade corpo esponjoso/corpo cavernoso

Tumor invade a uretra

Tumor invade outras estruturas adjacentes

Linfonodos regionais

Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados

Linfonodos inguinais ndo palpaveis ou sem aumento visivel
Linfonodo inguinal unilateral palpavel e mével

Linfonodos inguinais bilaterais ou maltiplos palpaveis e moveis
Massa nodal inguinal fixa ou linfadenopatia pélvica, unilateral
ou bilateral

Metastase a distancia

Sem evidéncias de metéstase a distancia

Metastase a distancia

Estadiamento

Tis ou Ta, NO, MO

T1a, NO, MO

T1b, NO, MO ou T2, NO, MO0 ou T3, NO, MO.

T1aT3,N1, MO

T1aT3, N2, MO

T4, qualquer N, MO ou Qualquer T, N3, MO ou Qualquer T,
qualquer N, M1




Tabela 2. Classificacao de Jackson para o estadiamento do cancer de pénis

Estagio | Encontra-se circunscrito a glande e ao prepdcio, sem

envolvimento do corpo do pénis.

Estéagio Il Apresenta invaséo do corpo cavernoso do pénis, mas

sem disseminacdo para os linfonodos,

Estéagio 111 Apresenta disseminacdo clinica dos linfonodos
regionais da virilha. A possibilidade de cura depende do

numero e da extensdo dos nodos envolvidos.

Estagio IV E de natureza invasiva, apresentando extenso

envolvimento dos linfonodos, sem possibilidade.

Fonte: Jackson (1966)

Para determinacdo do padréo histoldgico de diferenciacdo é utilizada a graduacdo de
Broders (1941), que varia do grau | (bem diferenciado) ao grau IV (totalmente

indiferenciado).

Segundo a Sociedade Americana de Cancer, 0s principais sinais clinicos que levariam
a suspeita de CaPe séo alteragOes na cor e espessura da pele, bem como a presenca de
nodulos, ferida e Ulceras persistentes com ou sem sangramento. Protuberancias
avermelhadas e aveludas também podem estar presentes, além de secrecdo persistente,
com odor incdmodo e feridas indolores. No entanto, é importante salientar que, grande
parte desses sintomas também pode ocorrer em decorréncia de outras condi¢Bes que nao
CaPe.

O diagndstico de CaPe é geralmente feito pelo exame fisico do pénis e andlise dos
linfonodos, além da realizacdo de bidpsia excisional (PIZZOCARO et al., 2010). O
diagnostico histoldgico e o estadiamento do tumor primario sdo pecas chaves na escolha
da conduta terapéutica, que leva em consideracdo as caracteristicas da lesdo primaria e da
regido inguinal (PIZZOCARO et al., 2010; NAM et al 2017). De forma complementar,
procedimentos como tomografia computadorizada e/ou ultrassonografia podem ser

utilizados para aprimorar a avaliacdo (MOSCONI et al. 2005).

Os métodos terapéuticos mais utilizados séo exciséo simples e penectomias parciais
ou totais para remocao do tumor primario (ESCANDE et al., 2017; NAM et al., 2017). A

braquiterapia e a radioterapia também podem ser adotadas, no entanto, nesta ultima os
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CaPe constumam apresentar resisténica e 0s casos com boa resposta inicial tem niveis
significativos de recidiva local (POMPEO et al., 2010).

Em casos de comprometimento linfonodal, é necessaria a realizacdo de
linfadenectomia unilateral ou bilateral (LOPES et al., 1996). A linfadenectomia é muitas
das vezes adotada como medida profilética, apesar de em 30 a 86% dos casos estar
associada a alta morbidade e condi¢des adversas (GUIMARAES et al., 2011; O’BRIEN
et al., 2017). Essa préatica é justificada pela possibilidade de linfonodos palpaveis
indicarem presenca de micrometastase. No entanto, cerca de 20% dos casos clinicamente
linfonodos negativos, possuem presenca de metastases ocultas, enquanto que em 50%
daqueles com linfonodos palpaveis, ndo possuem histologia positiva para neoplasia
quando operados (DE PAULA et al., 2005; CHIPOLLINI et al., 2017).

Em um trabalho realizado por Couto e colaboradores (2014), cerca 31,9% dos casos
de CaPe possuiam metastase linfonodal uni ou bilateral. O comprometimento linfonodal
configura-se como um importante fator progndstico em CaPe. Isso devido a sobrevida
livre da doenca (SLD) ser geralmente de cinco anos em 80,34% dos casos com linfonodos
negativos (SHAH et al., 2016; MONTIEL-JARQUIN et al., 2017). Essa percentagem cai
de acordo com o nimero de linfonodos afetados (40-70% em N1; 33-50% em N2 e 20-
35% em N3) (NOVARA et al., 2007), havendo uma correlacdo negativa entre

comprometimento linfonodal (inguinal ou pélvico) e sobrevida livre da doenga.

No Brasil, de acordo com o Hospital A.C Carmargo, cerca de 90% dos pacientes
procuram atendimento médico somente em estagios mais avancados, e geralmente ja
possuem comprometimento de linfonodos regionais. O diagndstico tardio € geralmente
atribuido ao receio em procurar diagnostico médico assim que se iniciam 0s sintomas
(SOUZA & MARQUES, 2015), que sdo comumente confundidos com sintomas de
doencas sexualmente transmissiveis (DSTs). O atraso no diagnostico limita a conduta
terapéutica e a realizagdo de penectomias torna-se o “padrdo ouro” no tratamento da
doenca, gerando consequéncias fisicas e psicoldgicas danosas aos pacientes (DE LIMA
JR., 2016).
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1.4 HPV e Cancer

HPV vem sendo associado a diversos processos neoplasicos além de um largo
espectro de lesbes muco-cutaneas tais como verrugas na pele, genitalia, papilomas e o
préprio cancer (BOCCARDO & VILLA, 2004; DOOBAR et al., 2012; BANSAL et a.,
2016; GAO & SMITH, 2016; INCA, 2017). O HPV pertence a familia Papillomaviridae,
sendo um virus ndo envelopado, com DNA fita dupla e circular de aproximadamente 6.800
a8.400 pb (NEVES et al., 2002). O HPV infecta naturalmente mucosas e tecidos cutaneos,
sendo classificados como virus cutaneotrépicos e mucosotrépicos. O genoma do HPV é
constituido basicamente por oito regides ORF (open reading frames), possuindo seis
genes gque se expressam mais precocemente (E, do inglés Early) e dois que sdo expressos
tardiamente, (L, do inglés Late), além de uma regido regulatério URR (Upstream
regulatory region) (SOUTO et al., 2005).

Atualmente s&o descritos mais de 200 subtipos de HPV, dos quais 40 séo capazes
de infectar o trato ano-genital (BOUVARD et al., 2009; INCA, 2017). De acordo com as
caracteristicas clinicas e filogenéticas é possivel classifica-los em dois grandes grupos
(Tabela 3), HPV de alto risco (AR-HPV) e HPV de baixo risco (BR-HPV) (SILVA, 2003).
Estimasse que cerca de 50 a 75% de homens e mulheres sexualmente ativos possam entrar
em contato com o virus em algum momento de sua vida, porém, apenas 5% desenvolverao
infeccdes persistentes. Em um trabalho realizado por Silva et al. (2017), a prevaléncia de
HPV em homens brasileiros, é de 72,3%, enquanto que nos Estados Unidos essa
prevaléncia foi de 61,3% e no México de 61,9%. Logo, apesar de sua capacidade de
induzir anormalidades celulares, principalmente o grupo AR-HPV, a infeccdo por HPV é
uma DST bastante comum em humanos (GININDZA et al., 2017).

Tabela 3. Classificagao de risco oncogénico dos subtipos de HPV.

Risco Oncogénico Subtipo viral
Baixo risco 6, 11, 30, 40, 42, 43, 44,54, 61, 72 e 81
16, 18, 26, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 66,
Alto risco 56, 58, 59, 68 73 e 82,

Fonte: IARC (2007).

A infeccdo depende principalmente de fatores como, permissividade celular,
subtipo viral e condicdo imunoldgica do hospedeiro (BLEEKER et al., 2009; DOOBAR

et al., 2012). Estudos sugerem a idade e tabagismo como fatores de risco para infecgdes
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persistentes (ROSITCH et al., 2013). E observado que, em mulheres com menos de 30
anos as infeccdes regridem, ao ponto que acima dessa idade a persisténcia da infeccédo é
mais frequente (INCA 2017).

Alguns mecanismos moleculares estdo envolvidos no processo de carcinogénese
pelo HPV, incluindo genes virais chaves no processo de desregulacdo celular e
multiplicacdo viral (CAMUS et al., 2007). Apo6s a infeccdo na regido mais basal do epitélio
estratificado (Figura 1), o genoma do HPV se estabiliza na célula hospedeira em forma de
elementos extracromossémicos (epissomas) ou integrado ao DNA nuclear, levando ao
aumento no numero de copias virais para aproximadamente 50-100 por célula (SOUTO
et al., 2005).

As proteinas virais atuam de diferentes maneiras na célula hospedeira. Geralmente,
o0 potencial carcinogénico do HPV ¢ atribuido a acdo das oncoproteinas E5, E6 e E7, que
atuam desregulando a homeostase celular levando a proliferacdo e transformacdo das
células (ZUR et al., 2000). Essas oncoproteinas podem interagir com proteinas celulares,
miRNAs, mRNA, fatores de transcri¢do, além de outras moléculas celulares. A proteina
E6 parece desempenhar papel regulatério sobre a proteina p53 (proteina supressora
tumoral) do hospedeiro, enquanto que E7 atua sobre as proteinas da familia pRb (regulam
o ciclo celular) o que leva a ativacéo constitutiva de fatores de transcricdo que direcionam
a célula a progressdo de GO/S (CAMUS et al., 2007; KHATTAK et al., 2017).

As proteinas E6 e E7 sdo expressas preferencialmente na camada basal e supra
basal do epitélio, permitindo que o genoma viral seja replicado nas células que estdo em
constante divisdo (PYEON et al., 2009). Nas células mais superficiais sdo expressos 0s
genes L1 e L2, que codificam proteinas do capsideo viral, levando a formacgéo de novos
virus (FLORIN et al., 2002). A integracao do genoma viral em células do epitélio do célon
do utero parece ser um passo crucial para evolucdo de neoplasias intraepiteliais para
tumores invasivos (PETER et al., 2006). Acredita-se também que as proteinas E6 e E7
cooperem na perturbacdo dos mecanismos de duplicacdo e segregacdo cromossodmica
durante a mitose, induzindo instabilidade genémica (LIU et al., 2015). Durante a
integracdo ao genoma da célula hospedeira, a regido E2 (regulagdo negativa de E6 e E7)
sofre ruptura, levando a uma maior expressao de E6 e E7, levando a um maior descontrole

celular e vantagens de crescimento aos tumores (AKAGI et al., 2017).
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Figura 1. Representacdo esquematica do epitélio estratificado ilustrando o ciclo de vida
do HPV. Fonte: adaptado de WOODMAN (2007).

Sabe-se também que a relacdo entre 0 HPV e o desenvolvimento de tumores é
ainda mais complexa, inclusive com participacdo de alteracBes epigenéticas (FEBER et
al., 2015). Em CaPe, a relacdo do HPV com o desenvolvimento dos tumores tem sido cada
vez mais evidenciada (AFONSO et al., 2017). De acordo com o método de deteccdo, cerca
de 60% a 90% dos casos de CaPe sdo positivos para HPV, sendo 0s subtipos mais comuns
0 16, 18, 31 e 33 (LEBELO et al., 2014; ALEMANY et al, 2016). Alguns subtipos
histologicos associam-se mais a presenca do virus. Por exemplo, CaPe condilomatosos
tendem a ser positivos para o HPV (THAPA et al., 2017), enquanto os basaldides chegam
a 66,3% de positividade e 0s verrucosos parece ndo estar associado a infec¢do pelo virus,
com positividade em 22,4% dos casos (KELLY et al., 2016).

A frequéncia de HPV em CaPe parece estar diretamente relacionada a prevaléncia
local da infeccdo pelo virus. Em uma reviséo feita por Backes et al. (2009) a prevaléncia
global de HPV em CaPe foi de 47,9%, variando de 39,7% (América do Sul) a 59,3%
(Asia). Na Africa, a prevaléncia de HPV em certas regies pode chegar a 100% (YANG
etal., 2015). Corroborando com os achados de incidéncia de CaPe, onde paises da Africa,
Asia e América do Sul sdo os com maior prevaléncia de infecgéo pelo virus (BLEEKER
etal., 2009; CHRISTOULIDOU et al., 2015).

Ha poucos trabalhos brasileiros relatando a associacdo do HPV e CaPe. Em estudos
realizados no Rio de Janeiro, a positividade para HPV variou de 60,7% a 75%, sendo mais
frequente o subtipo 16 (SCHEINER et al., 2008; AFONSO et al., 2012). No estado do
Maranhdo, de De-Sousa e colaboradores. (2015) identificaram uma prevaléncia de 63,15%
de HPV em CaPe, sendo mais frequentes os subtipos 16, 18, 45 e 69. Porém, mais
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recentemente em um trabalho de Pereira et al. (2017), a frequéncia de HPV em CaPe no
Maranh&o foi de 91,9%, com principais subtipos 0 16 e 0 18.

A deteccdo do genoma viral faz-se necessaria para elucidacdo da etiologia dos
tumores, bem como por seu valor progndstico, visto que subtipos virais de alto risco
oncogeénico sao responsaveis por uma maior agressividade dos tumores (INCA 2007). Em
cancer orofaringeal, pacientes com positividade para o virus tendem a ter um aumento na
sobrevida de até cinco anos em relagdo aos casos negativos (ANG et al., 2010; KOERBER
et al., 2014), sendo a mesma relacéo ja descrita em pacientes com CaPe (FLAHERTY et
al., 2014).

Ha diversas metodologias aplicadas a detec¢do do HPV, que podem ou ndo variar
entre si quanto a sensibilidade. A captura hibrida é o0 método molecular mais comumente
utilizado na deteccdo do virus, porém limita-se somente aos subtipos de alto risco
oncogénico (RODRIGUES et al., 2009). Além dessa, metodologias como a hibridacéo in
situ, Southern blot e citometria de fluxo podem ser empregadas na identificagdo do HPV
(KRIEGSMANN et al., 2017; MILLS et al., 2017).

A PCR (Polymerase Chain Reaction) é considerada padrdo ouro na deteccéo do
virus, pois se baseia na amplificacdo de regides especificas do genoma viral. A técnica
consiste na utilizacdo de oligonucleotideos iniciadores que franqueiam sequencias do
genoma do virus conservadas entre os subtipos. Além disso, é possivel a utilizacdo de
iniciadores especificos para regides intrinsecas de cada subtipo. Em grande parte dos
trabalhos a PCR e suas variantes, gPCR (real time PCR) e nested PCR, sobrepdem-se aos
demais métodos pois possibilita deteccdo do virus em condicbes de carga viral baixa.
(DONG et al., 2017)

A presenca do virus também pode ser detectada atraves de exames citoldgicos
como a colposcopia ou peniscopia, por meio dos quais é possivel detectar alteracfes
tipicas de HPV como os coilécitos (PRIGGE et al., 2016). Os coildcitos representam
células em replicacdo do genoma viral, caracterizando-se por vacuolizacdo perinuclear
clara, nucleo aumentado e binucleacdes, frequentemente encontrados em lesbes

intraepiteliais e tumores do c6lon do Utero (SILVA et al., 2015).

Os tumores relacionados com HPV tém uma biologia distinta e, muitas vezes,
mostram respostas melhores ao tratamento, o que torna a identificagdo de HPV critica
quanto & eficcia do tratamento (FLAHERTY et al., 2014). Entretanto, a detec¢do do
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genoma do HPV néo ¢ suficiente para evidenciar seu envolvimento no desenvolvimento
de tumores, visto que a infeccdo pelo virus pode também estar presente em células nao
neoplésicas. Estudos recentes demonstram a eficicia da anélise imunohistoquimica da
proteina p16 (geralmente superexpressa em casos HPV positivos) como ferramenta para
constatacdo da acdo do virus, além da analise expressdo génica das oncoproteinas virais
E6 e E7 (ROMAGOSA etal., 2011; PANNONE et al., 2012).

1.5 AlteracGes genéticas em Céancer de Pénis

O desenvolvimento de tumores esta intrinsecamente relacionado a perturbacgdes
geneéticas ocasionadas seja por fatores fisicos, quimicos ou bioldgicos. Esse desequilibrio
torna-se mais acentuado a medida que essas alteragBes afetam componentes cruciais para
manutenc¢do da homeostase celular (SNUSTAD & SIMMONS, 2013). A dificuldade no
estabelecimento de regimes de tratamentos com base nas alteracdes genéticas de tumores
da-se principalmente devido a heterogeneidade das células neoplésicas (Figura 2). Diante
do acimulo de mutacdes e das disfun¢bes nos mecanismos normais de diviséo, as células
tumorais podem apresentar constituicdo genética e perfis de crescimento varidveis
(BRENNAN et al., 2015).

Em CaPe, ha poucos trabalhos disponiveis sobre possiveis marcadores genéticos
desse tipo de neoplasia quando comparado a outros tipos de cancer. Os trabalhos limitam-
se a alteracdes em genes especificos ja relatados em processos tumorigénicos de outros
6rgdos. Em uma compilacdo de dados realizada por PROTZEL & SPIESS (2013),
alteracOes envolvendo oncogenes, genes supressores tumorais, proteinas pré-apoptoticas,
receptores e fatores de crescimento, proteinas envolvidas no processo inflamatério, dentre

outros ja foram descritos.

Geralmente o desenvolvimento do CaPe é associado a presenca ou auséncia de
infecgdo pelo HPV (principais alteragdes induzidas pelo HPV j& descritas no item 1.3).
Na via independente do virus, a inflamacao crénica (InCr) desempenha um papel central
na tumorigénese (HA-NA et al., 2013). A presenca de fimose, balanite e liquen escleroso
comumente leva ao quadro de InCr, que conhecidamente causa perturbacdes as células do
epitélio (SONPAVDE et al., 2013).
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Requer menos fator de crescimento
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Variantes de células tumorais

/ Tumar sélido
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O Carcinogénese

Célula normal
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PROGRESSAO PROLIFERACAO DE CELULAS CELULAS TUMORAIS

TRANSFORMACAO -
GENETICAMENTE INSTAVEIS HETEROGENEAS

Figura 2. Esquema ilustrativo demonstrando a heterogeneidade das células tumorais de

acordo com a progressdo do tumor. Fonte: adaptado de PRASAD (2012).

O estresse causado pela InCr leva a producdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), que podem interagir com o material genético e causar danos (JENA, 2012). Nesse
cenario, genes supressores tumorais como CDKN2A (codificante da p16) reagem ao dano
induzido por ROS e levam a parada do ciclo celular para reparo dos danos ou ativam
processos de apoptose caso 0s danos ndo possam ser reparados (NA & SURH, 2013). Em
CaPe, perda de heterozigosidade do gene CDKNZ2A ja foi relatada, o que contribui para
desregulacdo da célula e progressdo dos tumores (POETSCH et al., 2011; MCDANIEL et
al., 2015).

Mediadores inflamatorios, como a cicloxigenase-2 (COX-2) e a prostaglandina E2
(PGE2) ja foram relacionados com o desenvolvimento de CaPe via InCr (LEE et al.,
2013), geralmente havendo superexpressdao desses dois mediadores inflamatdrios
(DRAGAN et al., 2004; CARLSON et al., 2013; PEREIRA et al., 2017).

AlteracGes em C-MYC também ja foram descritas em CaPe (SAMIR et al., 2011;
MASFERRER et al., 2012). O gene MYC é um importante proto-oncogene localizado no
cromossomo 8 (q24) e codificante de um fator de transcricdo importante na regulagédo da
proliferacdo celular (DANG, 2012). Em cancer cervical, 8924 constitui um importante
sitio de integracdo do genoma viral, o que pode levar a amplificagdo gendémica da regiéo,

mas com superexpressdo de C-MYC independente de alteracbes no nimero de copias
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(COUTURIER et al., 1991; PETER et al., 2006; ZANG et al., 2016). Masferrer et al.
(2012) observaram uma correlagdo positiva entre o namero de copias de MYC e a evolucao
do tumor independentemente da infec¢do pelo HPV. No entanto, somente em tumores sem
HPV foi possivel notar associacdo entre nimero de copias e superexpressdo de C-MYC.

Alteragcbes em receptores de fatores de crescimento celular sdo comumente
relatados em varios tipos de cancer (NORMANNO et al., 2006). Disfuncdes em genes
como EGFR e ERBB2 estdo geralmente associadas a um prognostico desfavoravel, mas
com melhor resposta ao tratamento por inibidores de tirosina-quinase (AMANCIO et al.,
2017). Os receptores de fatores de crescimento epidermal sdo ativados por ligantes
especificos que ativam cascatas de transducdo de sinal, regulando a expressao de genes
cruciais envolvidos na sobrevivéncia, proliferacdo, migracdo e diferenciagdo celular
(ZHOU et al., 2006). Chaux e colaboradores (2013) demonstraram superexpressdo de
EGFR em 88% dos casos analisados por imunohistoquimica, enquanto PEREIRA et al.
(2017) observou o mesmo por RT-gPCR, com superexpressdo em 87% dos casos
analisados.

Ha poucos trabalhos utilizando métodos de triagem em larga escala para CaPe.
ALVES et al., 2001, utilizando a técnica de hibridagdo genémica comparativa (aCGH)
demonstrou aumento no numero de cpias em CaPe, com ganhos gendmicos em 8q24,
16p11-12, 20q11-13, 22q, 19913 e 5p15 e perdas em 13g21-22, 4q21-32 e Cromossomo
X. Entretanto, ndo foi possivel estabelecer correlacdo entre o grau tumoral e as alteracfes
cromossOmicas encontradas. Mais recentemente, Busso-Lopes et al. (2015) utilizando a
mesma metodologia em CaPe descreveu alteragcdes envolvendo ganho no numero de
cdpias em 3q, 5p, 84, 9p, 99, 20p e 21p e perdas em 3p, 8p, 9p, 21p e Y, sendo as alteracbes
mais marcantes encontradas nos cromossomos 3, 8 e Y. As altera¢des nos cromossomos
3 e 8 foram associadas a caracteristicas de pior prognostico e sobrevida diminuida.

A técnica de array-CGH é uma técnica de citogenética molecular capaz de mapear
0 genoma atraves de sondas especificas e atuar na identificacdo de alteragdes no nimero
de copias (CNAs). Por sua amplitude de analise, os arrays permitem identificar delegdes,
microdelecbes e amplificacbes génicas que podem ndo ser observadas em outras
metodologias. (PRATTE-SANTOS, 2016). A técnica vem sendo aplicada com sucesso na
caracterizacdo de anormalidades congénitas (KALLIONIEMI et al., 1993; VELTMAN et
al., 2002) e na classificacdo molecular de tumores como o cancer de mama (WESSELS
et al., 2002 REIS-FILHO et al., 2005; CLIMENT et al., 2007).
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A avaliacdo dos achados de aCGH por outras técnica moleculares especificas € um
importante passo na validacdo dos dados. A hibridacdo in situ fluorescente (FISH) €
comunmente utilizada na detecgéo de perdas genémicas observadas por array-CGH. Além
do FISH, a PCR quantitativa em tempo real (qQPCR) para estudos de varia¢do no nimero
de copias de alvos pré-definidos, bem como a metodologia de RT-gPCR para
estabelecimento da relagé@o entre os CNAS e expressdo génica dos mesmos.

Diante da escassez de trabalhos, a etiologia molecular de CaPe é ainda pouco
compreendida. No Brasil, o CaPe continua sendo um problema de saude publica, ndo
havendo a correta triagem desses pacientes e seguimento restrito a poucos centros de
referéncia no pais. Consequentemente, o diagnostico desta neoplasia &€ geralmente
realizado tardiamente e o tratamento cirdrgico torna-se imprescindivel nesses casos. As
cirurgias possuem carater multilante que geram consequéncias fisicas e psicoldgicas
gravissimas aos pacientes, sem qualquer tipo de acompanhamento pds-operatorio por
profissionais da terapia ocupacional e psicologia.

A busca por biomarcadores que tenham valor diagndéstico, progndéstico e terapéutico
torna-se imprescindivel diante da alta incidéncia de cancer de pénis no Brasil sobretudo
no estado do Maranhdo. Pesquisas com esse tipo de cancer sdo escassas quando
comparados a outros tipos de tumores, principalmente no que diz respeito a compreensao
dos mecanismos genéticos envolvidos na carcinogénese peniana. Analises genémicas

desses pacientes tornam-se assim cruciais para entendimento da biologia desses tumores.

2 OBJETIVOS
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2.1 Objetivo Geral

e |dentificar alteracbes genOmicas em carcinomas penianos no estado do

Maranhdo.

2.2 Objetivos Especificos

e Descrever o perfil clinico-histopatoldgico dos pacientes com carcinoma
peniano;

o Identificar alteracfes gendmicas no nimero de copias em tumores penianos;

e Relacionar as alteracdes genémicas com parametros clinico-histopatologicos
(estadiamento, grau e tamanho do tumor);

e Identificar a presenca do papilomavirus humano (HPV) e genotipar os subtipos
virais;

e Relacionar a presenca de HPV com as alteracGes genémicas encontradas.

3 METODOLOGIA
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3.1 Pacientes

As amostras desde trabalho sdo provenientes de pacientes com diagndstico clinico-
anatomopatologico de cancer de pénis que foram submetidos a procedimento cirdrgico no
Instituto Maranhense de Oncologia Aldenora Belo (n=17) e Hospital Universitario
Presidente Dutra (n=3), localizados em Sédo Luis, Maranhdo. O material utilizado faz parte
do projeto “ANALISE DE ALTERACOES GENOMICAS E NA EXPRESSAO GENICA
E PROTEICA EM CANCER PENIANO” aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa com
Seres Humanos através da Plataforma Brasil, sob o processo (CAAE) n°
46371515.5.0000.5097 e parecer n° 1.308.275 (Anexo 1). Os pacientes convidados a
participar da pesquisa assinando o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE),
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com seres humanos seguindo as normas da
resolugdo CNS n° 466/2012 (Apéndice A).

3.2 Critérios de Inclusao

Foram coletadas amostras de pacientes maiores de 18 anos atendidos no Instituto
Maranhense de Oncologia Aldenora Belo e no Hospital Universitario Presidente Dutra,
em Sao Luis, Maranhdo, com diagnostico clinico e anatomopatoldgico de cancer de pénis.
Somente participaram da pesquisa 0s pacientes que realizaram procedimento cirdrgico
como forma de tratamento e que ndo tenham feito uso de tratamento quimico ou

radioterapico antes da cirurgia.

3.3 Critérios de nao inclusao

Pacientes que ndo se enquadraram nos critérios de inclusdo acima descritos e/ou nao
concordaram assinar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Também néo foram

incluidos os pacientes que ja tiveram iniciado tratamento quimioterapico ou radioterapico.

3.4 Amostras

Durante o procedimento cirdrgico, foi coletado um fragmento tumoral que foi lavado
com soro fisiolégico para minimizar contaminagdo com células sanguineas. Os
fragmentos de tecido tumoral foram embebidos em TLN - Tampédo de Lise Nuclear
(TrisHCI 10mM, EDTA 2mM, NaCl 400mM pH=8,0) e encaminhados ao Laboratorio de

Genética e Biologia Molecular da Universidade Federal do Maranhdo, em Séo Luis-MA,
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onde foram codificados e armazenados a - 20°C ate serem processados para obtencéo de

material genético (DNA) descrito no item 3.6.

3.5 Tamanho Amostral

Para execucdo desse trabalho estiveram disponiveis 56 amostras de DNA tumorais
obtidas a partir de tecido fresco de areas ndo necroticas. As 20 amostras que mais se
adequaram aos critérios de qualidade (concentracdo e auséncia de impurezas) foram
selecionadas para realizacdo dos ensaios de alteracdo no numero de copias (item 3.8) e

genotipagem para o HPV (item 3.7) de

3.6 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA foi realizada em amostras frescas de tumores peniano. Os
tecidos foram descongelados e picotados em uma placa de Petri estéril utilizando bisturis
estéreis individuais para cada tecido. Em seguida, o tecido picotado foi ressuspendido com
500 pL de TLN (NaCl 400mM; TRIS HCI 25mM pH=8,0; EDTA 50mM pH=8,0) e
transferido para microtubos de 1,5 mL. Logo apo6s foi adicionado 40 puL de SDS 10%
(Dodecil sulfato de Sédio) e colocado em banho-maria a 37° C por 30 minutos. O material
foi resfriado a temperatura ambiente por aproximadamente 10 minutos e logo em seguida
adicionado 40 pL de proteinase K 20 mg/mL (PK). Posteriormente foi levado ao banho-
maria a 55° C por 12 horas (overnight). No dia seguinte, se 0 material ndo estivesse bem
digerido, era adicionado mais 20 puLL de PK e a amostra voltava ao banho-maria por 1 hora.
Decorrido esse tempo, foi retirado do banho-maria e acrescentado 20 uL de RNAse,
homogeneizando e deixado novamente no banho-maria por 30 minutos. Posteriormente,
foram adicionados 600uL de solucdo de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1).
Em seguida o material foi homogeneizado lentamente por cerca de 10 vezes. Logo depois,
foi centrifugado a 14000 RPM a 4° C por 15 minutos. Apo6s isto, 0 sobrenadante foi
transferido para um novo microtubo, onde foram adicionados 500 pL de cloroférmio/
alcool isoamilico, homogeneizando novamente o material invertendo-se o microtubo por
cerca de 10 vezes. Os tubos foram centrifugados nas mesmas condicGes anteriores e em
seguida o sobrenadante foi removido e transferido para um outro tubo onde foram
adicionados 200 pL de Acetato de sodio (AcNa 3M, pH 4,8) e o volume completado com
isopropanol gelado. As amostras foram armazenadas em freezer -20° C por 12 horas.

Passado o periodo, o material foi centrifugado a 12000 RPM a 4° C por 15 minutos,
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descartando-se o sobrenadante e invertendo o tubo totalmente e lentamente para nao
perder o pellet. Foi adicionado 500 puL de etanol 70% gelado para ressuspender o pellet.
Os tubos for novamente a 12000 RPM a 4° C por 15 minutos. Em seguida, foi descartado
0 etanol 70% e o material foi deixado a temperatura ambiente para secagem. Apos isso, 0
pellet foi entdo diluido em 50 pL de TE (Tris-HCI 10 mM, pH 8,0; EDTA 1 Mm). A
leitura da concentracdo de DNA foi realizada por espectrofotémetro e somente foram
consideradas para as analises moleculares as amostras que apresentarem razao
A260nm/A280nm com valor entre 1,8 e 2,0 e concentracdo > 50 ng/ul. Apds analise de

qualidade do material, as amostras foram armazenadas em freezer a - 20°C.

3.7 Genotipagem do HPV
3.7.1 PCR Multiplex

Para a primeira rodada de amplificacdo, utilizou-se a reacdo de PCR, um conjunto
de primers consenso MYQ09 (Manos et al., 1985) e nove novos iniciadores degenerados
(cinco MYQ9A-D e cinco MY11-1-5). Foram designados como uma versdo modificada
do sistema de iniciadores MYQ9/11 original (Manos et al., 1985) para cobrir todas as
sequéncias de genotipos de 40 HPV. O gene constitutivo da B-globina (BG) foi utilizado
como controle de reacdo positiva interna.

Cada mistura de PCR foi realizada num volume final de 30 uL, contendo 200 ng /
ul de DNA genomico, KCI 50 mM, Tris-HCI 10 mM (pH 8,3), MgCI2 1,5 mM, uma
concentracdo final 200 uM de desoxirribonucleotideos (dNTP), 1,5 U de Taqg DNA
Polymerase (Phoneutria), 7,5 a 22,5 pmol de cada iniciador (MY09 e MY11) e 2 pmol de
cada primers BGS1 e BGA2. A reaccao foi incubada durante 40 ciclos a 94 ° C 1 min, 50
°C 1min, 72 ° C 2 min e um ciclo de extens&o final a 72 ° C 5 min.

3.7.2. PCR Nested Multiplex

Na segunda reagdo, 40 iniciadores especificos marcados com fluor6foros foram
dispostos numa PCR multiplex para 40 subtipos virais, incluindo genotipos de baixo e alto
risco. Oncogénico. Foi utilizado o par de primers BGA2 e BGS3 para 0 gene constitutivo
da B-globina. As sequéncias de iniciadores dos 40 subtipos ndo estdo disponiveis por
questdes de patente.

Na segunda amplificacdo de PCRm o volume final foi 15 pL, KCI 50 mM, Tris-HCI
10 mM (pH 8,3), MgCI2 1,5 mM, potenciador (1X), 200 uM de dNTPs, 1,0 U de Taq
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DNA Polymerase (Taqg Platinum, Invitrogen), 0,5 pmol de cada iniciador especifico de
cada subtipo viral e 0,2 pmol de iniciadores de controle (BGA2 e BGS3). Foram utilizados
dois microlitros dos produtos de PCR MY11/09 como alvos de amplificacdo. A reacéo foi
incubada por 36 ciclos a 95 ° C 2 min, 56 ° C 1 min, 72 ° C 40 segundos e um ciclo de

extensao final a 72 ° C 5 min.

3.7.3. Eletroforese Capilar

O produto amplificado da Nested PCR foi diluido 200X ¢ 1 pL submetido a
eletroforese capilar (MegaBace 1000, Amersham Pharmacia Biotech, EUA), utilizando o
peso molecular padrdo ETRox550 (GE Healthcare) para analises das amostras. Para a
analise dos eletroferogramas, foi construido um novo filtro de pico no software Fragment
Profiler com trés sondas marcadas com fluoresceina: FAM (6-carboxifluoresceina), HEX
(5'-hexaclorofluoresceina fosforamidita) e TAMRA (6-carboxietrametilrhodamina). Os
resultados foram classificados como positivos na presenca de amplificagdo para uma
(Unica infec¢do) ou mais tipos virais de HPV (infeccBes mdltiplas), gerando tamanhos de
fragmentos de 74 a 338 pb, com presenca ou auséncia de amplificacdo de controle interno
(gene de B-globina - 366 pb). Os resultados negativos foram considerados apenas quando

o gene da B-globina foi amplificado.

3.8 Hibridacdo Gendmica Comparativa (aCGH)

Foi utilizada a plataforma SurePrint G3 Human CGH Microarray Cancer 4x44K
(Agilent Technologies Inc, Ca), contendo oligonucleotideos correspondentes a todo o
genoma humano, baseado na data base do HG19 (Human Genome 19). As amostras foram
digeridas a fim de serem obtidos fragmentos de DNA com cerca de 300 a 500 pb, através
das enzimas de restricdo Alul | e Rsa (Promega Corp, WI). Apds a digestdo, as amostras
foram marcadas com fluoréforos Cianina 3 (Cy3) e Cianina 5 (Cy5), para as amostras
tumorais e controle, respectivamente. A marcacdo dos fragmentos de DNA foi feita pelo
uso de random primers (oligonucleotideos iniciadores de sequéncia aleatoria) e pela
enzima Klenow, que possui atividade de DNA polimerase 1. O processo de marca¢do com
fluordforos foi iniciado pela adicdo dos random primers e pela enzima Klenow e os

fluor6foros Cy3 e Cyb.
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Apobs a verificagdo da incorporacdo dos fluordéforos, pares de DNA-teste e DNA-
controle foram hibridizados na presenca de Cot-1DNA, 10x Blocking Agent e 2xHi-RPM
Buffer por 40 horas a 65°C, em rotacdo de 20 rpm, conforme instrugdes do fabricante
(Agilent Technologies Inc, CA). Apos a lavagem das laminas de arrays em camara especial
com controle de oz6nio, os arrays foram escaneados utilizando o Scanner Agilent
G2565CA e os dados serdo extraidos pelo programa Feature Extraction v.10.1.1.1 (Agilent
Technologies Inc, CA). A andlise dos resultados foi feita utilizando o software
Cytogenomics v.4.0 (Agilent Technologies Inc, CA), adotando o algoritmo de anélise
ADM-2 e threshold > 6. Amplificacdes e delecGes foram consideradas apenas quando
presentes no minimo em 3 sondas consecutivas, com valores superiores a log2 (7/6) e log2

(5/6), respectivamente.

3.9 Analise estatistica

A associagdo entre os paramentos clinico-histopatolégicos, infeccdo pelo HPV e
alteracdes gendmicas encontradas foi feita pelo Teste Exato de Fisher, considerando como
significativos valores de p<0.05. Para comparacdo entre as médias de alteracGes
genbmicas encontradas dos paramentos clinico-histopatoldgicos avaliados foi utilizado o
Teste T de Student, considerando como significativos valores de p<0.05. As anélises
foram feitas no programa SSPS (version 17.0) e os graficos gerados pelo programa

GraphPrisma (version 5.0).

4 RESULTADOS
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4.1 Perfil clinico-histopatoldgico

Foram avaliados 20 pacientes com diagndstico clinico-histopatolégico de cancer de
pénis do tipo carcinoma epidermoide. As caracteristicas clinicas-histopatolégicas dos 20
casos analisados estdo descritas na Tabela 4. A idade média dos pacientes foi de
63,5+15,7, variando de 32 a 83 anos, em sua maioria lavradores (50%), casados (70%),
com nenhuma ou baixa escolaridade (70%). Cerca de 50% dos pacientes eram tabagistas,

55% etilistas e 30% eram tanto tabagistas quanto etilistas.

O subtipo histolégico mais frequente foi o usual, presente em 45% das amostras
(n=9), seguido pelo condilomatoso, descrito em 35% dos casos analisados (n=7). O
subtipo basaloide foi descrito somente associado ao subtipo histolégico misto. A regido
anatdbmica mais comumente afetada foi a glande, observada em 50% (n=10) dos casos,
houve comprometimento do prepucio em 10% (n=2) dos pacientes e em 40% tanto da
glande como do prepdcio (n=8). Além disso, a presenga de fimose foi observada 75% dos

casos (n=15).

Quanto as caracteristicas do tumor primario, 40% dos casos (n=8) eram do tipo T2
O grau histolégico mais prevalente foi o Il, presente em 50% (n=10). O tamanho dos
tumores variou de < 0,5cm a > 5,0, com cerca de 60% (n=12) tinham um tamanho entre
2,1 e 5,0 cm. As lesdes ulceradas foram presentes em 40% dos tumores (n=8). Todos 0s
pacientes foram submetidos ao tratamento cirargico, dos quais 80% realizaram
penectomia parcial (n=16). Além disso, 20% dos casos apresentavam invasao linfatica
(n=4) e 15% (n=3) invasdo perineural. Todos os pacientes (n=3) que foram submetidos a

linfadenectomia apresentaram diagnostico de metastase linfonodal.

4.2 Genotipagem do HPV

A genotipagem do HPV foi realizada em 19 pacientes, dos quais 73,7%
apresentaram positividade para o genoma viral (n=14), como descrito na Figura 3. Entre
0s 14 casos positivos, 4 apresentaram infec¢bes simples e 10 infecgdes multiplas. Os

subtipos virais de baixo risco oncogénico detectados foram o 6, 30, 44 e 74.

41



Tabela 4. Caracteristicas clinicas-histopatoldgicas das 20 amostras avaliadas no presente estudo.

Variavel N° (%) Variavel N° (%) Variavel N° (%) Variavel N° (%)
Tabagismo Tumor primario (TNM) Grau histoldgico Invasdo Perineural
sim 10 (50%) T1 03 (15%) [ 04 (20%) sim 03 (15%)
néo 10 (50%) Tla 01 (5%) I 10 (50%) nao 17 (85%)
Etilismo Tlb 03 (15%) 11| 05 (25%) Invasdo Linfatica
sim 11 (55%) T2 08 (40%) Nd 01 (5%) sim 04 (20%)
nédo 08 (40%) T3 04 (20%) Tamanho do tumor (cm) néo 16 (80%)
nd 01 (5%) TX 01 (5%) <05 01 (5%) Tipo de Cirurgia
Tipo histolégico Estadiamento 0,6-2,0 04 (20%) Penectomia parcial 16 (80%)
Carcinoma epidermdide 20 (100%) I 04 (20%) 2,1-50 12 (60%) Penectomia total 03 (15%)
Subtipo histolégico I 10 (50%) >5,0 03 (15%) Postectomia 01 (5%)
CEC Misto* 04 (20%) b 03 (15%) Caracteristicas da lesdo Metéstase linfonodal
CEC Condilomatoso 07 (35%) v 01 (5%) Ulcerada 08 (40%) unilateral 1 (5%)
CEC Usual 09 (45%) Nd 02 (10%) Vegetante 02 (10%) bilateral 2 (10%)
Fimose Topografia Ulcero-vegetante 06 (30%) ausente 17 (85%)
sim 15 (75%) | Glande 10 (50%) Verrucosa 03 (15%) Linfadenectomia
nao 05 (25%) | Prepucio 02 (10%) Nd 01 (5%) sim 3 (15%)
Glande e preplcio 08 (35%) ndo 17 (85%)

(*): misto usual e basal6ide (n=2), misto usual e condilomatoso (n=2); (nd): informag&o nao disponivel.
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Os subtipos virais de alto risco oncogénico estiveram presentes em 13 (92,8%)
dos 14 casos positivos, sendo detectados os subtipos 16, 18, 30, 35, 58, 59, 66 e 73. O
subtipo viral mais frequente foi 0 16, em 57,1% (n=8) dos casos positivos, presente tanto

em infeccdo simples (n=3) ou multipla (n=5) (Figura 4).

B Positivo H Negativo

Figura 3. Prevaléncia de HPV nos tumores penianos avaliados (n=19).

H Infecgdo HPV 16 M Demais infecgbes

Figura 4. Prevaléncia de infeccdes pelo subtipo 16 nos tumores penianos

avaliados.
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A relagdo entre infeccdo por HPV e os pardmetros clinico-histopatoldgicos estéo

descritos na Tabela 5.

Tabela 5. Associacgéo entre a infec¢do pelo HPV e os parametros clinico-histopatologicos

dos pacientes analisados (n=19).

| HPV |
Ausente Presente Total (n=19)
Variavel (n=5) (n=14)

n (%o) n (%) n (%) P valor
Subtipo histoldgico P=0.35
CEC Condilomatoso 1 (20,0) 5 (35,7) 6 (31,6)
CEC Usual 4 (80,0) 5 (35,7) 9 (47,3)
CEC Misto 0 (0) 4 (28,6) 4 (21,1)
Grau histolégico P=0.57
I-11 2 (60,0) 11 (78,6) 13 (68,4)
i 2 (40,0) 3(21,4) 5 (26,3)
Sem informacéo 1(5,3)
Estadiamento TNM P=0.53
I-11 3 (60,0) 11 (78,6) 14 (73,7)
Ib-1V 2 (40,0) 2 (14,2) 4 (21,1)
Sem informacéo 1(5,3)
Tamanho do P=1.00
Tumor
0,5-5,0 5 (100) 12 (85,7) 17 (89,5)
5,1-10 0 (0) 2 (14,3) 2 (10,5)
Invaséo linfatica P=1.00
Sim 1 (20,0) 3(21,4) 4 (21,1)
N&o 4 (80,0) 11 (78,6) 15 (78,9)
Invasdo Perineural
Sim 1 (20,0) 2 (14,3) 3 (15,8) P=1.00
Né&o 4 (80,0 12 (85,7) 16 (84,2)
Tumor primario P=0.52
Tl 2 (40,0) 5 (35,7) 7 (36,8)
T2 1(20,0) 7 (50%) 8 (42,1)
T3 1 (20,0) 2 (14,3) 3 (15,8)
Sem informacéo 1(5,3)
Leséo
Ulcerada 4 (80,0) 4 (28,6) 8 (42,1) P=0.354
Vegetante 0 (0) 2 (14,3) 2 (10,5)
Verrucosa 0 (0) 2 (14,3) 2 (10,5)
Ulcero-vegetante 1 (20,0) 5(35,7) 6 (31,6)
Sem informacéo 1(5,3)

Teste Exato de Fisher ou Qui-quadrado (p<0.05)
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A positividade para HPV por subtipo histoldgico foi de 83,3% para os tumores
condilomatosos, 55,5% para tumores usuais e em 100% para mistos. Em relagéo ao grau
histologico, 80% dos tumores grau Il foram positivos para HPV. Quando analisada a
positividade por estadiamento, dos 14 casos positivos, 11(78,5%) possuiam estadiamento
I ou 11 (78,6%). Cerca 85,7% dos tumores positivos possuiam tamanho entre 0,5 e 5,0 cm
e a maioria ndo apresentavam invasdo linfatica ou perineural. Em relagdo ao tumor

primério (T), o tipo T2 correspondeu a 50% dos casos positivos para HPV.

4.3 Analise quantitativa de alteracdes globais no niumero de copias

Foram avaliados 20 CECs de pénis, com detec¢cdo de 1.085 CNAs e meédia de
54,2+31.34 CNAs/caso. Os tumores apresentaram alteragcdes gendémicas que variaram de
21 a 154 por amostra, entre ganhos (uma ou duas copias adicionais), amplificacdes (acima
de duas copias adicionais), perdas (uma copia ausente) e delecdes (duas copias ausentes).
Foram detectados entre todas as regides gendmicas 708 ganhos (65%), 318 perdas (29%),
31 delecdes (3%) e 28 amplificacdes (3%), como observado no Gréfico 1. A média geral
de ganhos por amostra foi de 35,4+18, amplificagdes 1,4+0,8, perdas 15,9+17,2 e
delecdes 1,6+1,2 por caso avaliado. O nimero de CNAs de acordo com o subtipo
histoldgico, estadiamento, grau histoldgico e tamanho tumoral estdo descritos na Tabela
6.

Graéfico 1. Percentual de alteracdes detectadas de acordo com o tipo de alteracéo.

80+

n=708
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Tabela 6. Média de CNAs de

histologico e tamanho tumoral.

acordo com subtipo histoldgico, estadiamento, grau

Variavel N° CNAs (%) Média CNAs/caso
n=1.085
Subtipo histologico
Condilomatoso 324 (29,9) 46,3+22,3
Usual 396 (36,5) 44+16,5*
Misto 365 (33,6) 91,25+46,9*
Estadiamento
| 168 (15,5) 42+15,7
I 654 (60,3) 65,4+40,3
b 155 (14,2) 51,7+5,5
\Y, 47 (4,3) 47+0
Sem informacéo 61 (5,7) 30,5+12
Grau histolégico
| 248 (22,8) 62+25,9
1 444 (41) 44,4+15,0
1l 369 (34) 73,8+51,4
Sem informacéo 24 (2,2) 24+0
Tamanho do tumor (cm)
0.5-5,0 961 (88,6) 56,6+32,6
>5,0 124 (11,4) 41,3+22,4

(*) p<0.05 pelo Teste T de Student

Quando comparados as médias de CNAs quanto ao subtipo histoldgico, observou-

se diferenca estatisticamente significativa entre os subtipos histolégico usual e misto

(P=0.0179).
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Foram detectadas alteracGes envolvendo todos os cromossomos do genoma.
Alteracbes nos cromossomos 2, 8 e 14 foram detectadas em todas as amostras, enquanto
que, no cromossomo 19, foram detectadas alteragdes em somente 6 casos (35%),

conforme percentual descrito no Gréafico 2

Gréfico 2. Percentual de amostras apresentando alteragdes no numero de cépias de

acordo com 0 cromossomo.

% de amostras alteradas

Quando avaliado o nimero de alteracdes por cromossomo, 0S cromossomos 1, 2, 7,
8 e 14 foram os que tiveram o maior nimero de alteracdes detectadas. Poucas alteracdes
foram descritas nos cromossomos 19 e 21, como observado no Grafico 3.

Gréfico 3. Total de alteragdes no nimero de copias detectadas em cada cromossomo.

N° de alteragdes

Chr21
Chr22
ChrX
ChrY

Foram detectadas alteragdes do tipo ganho ou perda em todos 0s cromossomos,
enquanto que CNAs do tipo amplificacdo foram detectados apenas nos cromossomos 2,
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7,9, 10, 11 e 14, e delecbes foram observadas somente nos cromossomos 1, 2, 4,5, 8, 9,
11,19e.

4.4 Analise qualitativa de alterac6es globais no nimero de copias

Na andlise qualitativa foi feita a distincdo dos 1.085 CNAs em nivel de banda
cromossémica, revelando 239 bandas distintas com variacdo no numero de copias.
Dessas, 220 apresentaram ganhos genomicos (92%), 6 bandas apresentaram
amplificacdes (2,5%), 151 bandas com perdas (63,1%) e em 14 bandas foram observadas
delecdes (5,8%).

Para analise qualitativa foram selecionadas as alteracdes presentes em > 40% dos
casos (Gréafico 4). Das 239 bandas, 50 apresentaram alteracdo presentes em > 40% dos
tumores. Os cromossomos 6, 12, 13, 17, 19, 21 e X nédo apresentaram nenhuma banda
cromossdémica em comum para no minimo 40% das amostras. Os cromossomos com
maior nimero de bandas alteradas em comum a todas as amostras foram: 3, 7, 8 e 14. De
acordo com o tipo de alteracdo foram descritos, em > 40% dos casos, ganhos em 1p, 1q,
3q, 7p, 79, 8q, 9p, 10q, 11q, 14q, 15q, 16p, 18p, 20q, 22q e perdas em 1q, 4q, 8p, 10q,
15q e Yp. Os genes detectados de acordo com a regido cromossomica estdo descritos no

Apéndice B.

Grafico 4. Numero de alteracBes encontradas em > 40% dos casos por cromossomo
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A correlagdo entre as principais alteracbes e o0s parametros clinico-
histopatologicos e infeccdo pelo HPV revelaram 13 regides estatisticamente significativas

envolvendo ganhos em 1q, 2p, 3q, 7p, 79, 159, 16p, 18p e 20q e perdas em 10q (Tabela
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7). Cerca de 60% (n=30) das alteracdes encontradas em > 40% (n=50) dos casos sao sitios
de integracdo viral descritos em tumores ou em linhagens celulares. Das 13 regides
significativas, 76,9% sdo descritas como sitios de integracdo viral. A representacdo das
regides com perdas e ganhos gendémicos0. estatisticamente significativas estdo descritas

da Figuras 5 a Figura 17.

Tabela 7. Caracteristicas clinico-histopatoldgicas associadas com as alteracOes
detectadas em > 40% dos casos e que foram estatisticamente significativas.

Sitio de
Localizacao integracdo  Evento Variavel P valor

de HPV

(subtipo)
1943 Sim (18) Ganho Sem invas&o perineural. P=0.049
2pl2 Né&o Ganho Sem invaséo perineural. P=0.046
2pl2 N&o Ganho Estadiamento I e 1l P=0.039
2pl2-pl1.2 Sim (16) Ganho Graulell P=0.014
2pl12-p11.2 Sim (16) Ganho Sem invas&o perineural P=0.018
2pl16.3 Sim (18,16)  Ganho Pacientes sem HPV 16 P=0.031
3023 Sim (16) Ganho Infeccdo simples P=0.021
7p13 Sim (45) Ganho Estadiamento | e 11 P=0.011
7pl5 Sim (82) Ganho Estadiamento I e 1l P=0.023
7021.11 Sim (16,35)  Ganho Tamanho 0,5-5,0 cm P=0.049
10g11.22 Né&o Perda Tumores Tle T2 P=10.032
15q11.1-q13.1 Sim (18) Ganho Positividade HPV P=0.038
16p11.2-p11.1 Sim Ganho Tumores T2 P=0.047
18p11.31-p21 Sim (16) Ganho Tumores < 5,0 cm P=0.049
20913.32-g13.3  Sim (16) Ganho Positividade HPV P=0.045

Teste Exato de Fisher (p<0.05); Sitios de integragdo viral de acordo com WENTZENSEN et al., 2004;
PETT etal., 2004; AKAGI et al., 2017.
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Figura 5. Imagem representando o intervalo 1g43 com alteragdes no numero de copias
em 60% das amostras. Em vermelho a delimitacéo indicando a regido de interesse com
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Figura 6. Imagem representando o intervalo 2p12 com alteracdes no numero de copias
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Figura 7. Imagem representando o intervalo 2p12-p11.2 com alterac6es no nimero de
copias em 70% das amostras. Em vermelho a delimitacdo indicando a regido de interesse
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Figura 8. Imagem representando o intervalo 2p16.3 com alteracdes no nimero de clpias
em 55% das amostras. Em vermelho a delimitag&o indicando a regi&o de interesse com

ganhos genémicos.
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Figura 9. Imagem representando o intervalo 3q23 com alteragdes no numero de copias
em 40% das amostras. Em vermelho a delimitacdo indicando a regido de interesse com
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Figura 10. Imagem representando o intervalo 7p13 com alteracBes no numero de copias
em 40% das amostras. Em vermelho a delimita¢do indicando a regido de interesse com

ganhos genémicos.
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Figura 11. Imagem representando o intervalo 7p15 com alteragcdes no nimero de copias
em 45% das amostras. Em vermelho a delimitacdo indicando a regido de interesse com

ganhos genémicos.
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Figura 12. Imagem representando o intervalo 7921.11 com alteragBes no nimero de
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copias em 60% das amostras. Em vermelho a delimitacdo indicando a regido de interesse

com ganhos gendmicos.
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copias em 75% das amostras. Em vermelho a delimitacdo indicando a regido de interesse

Figura 13. Imagem representando o intervalo 10q11.22 com altera¢cbes no nimero de

com perdas genémicas.
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Figura 14. Imagem representando o intervalo 15q11.1-q13.1 com alteragdes no numero
de copias em 60% das amostras. Em vermelho a delimitagdo indicando a regido de

interesse com ganhos gendmicos.
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Figura 15. Imagem representando o intervalo 16p11.2-p11.1 com alteragdes no numero
de copias em 40% das amostras. Em vermelho a delimitacdo indicando a regido de

interesse com ganhos gendmicos.
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Figura 16. Imagem representando o intervalo 18p11.31-p21 com alteracGes no numero
de copias em 40% das amostras. Em vermelho a delimitacdo indicando a regido de

interesse com ganhos gendmicos.
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Figura 17. Imagem representando o intervalo 20q13.32-q13.3 com alteragfes no nimero
de copias em 40% das amostras. Em vermelho a delimitacdo indicando a regido de

interesse com ganhos gendmicos.



Ganhos genémicos no cromossomo 14 (q32.33) foram relatados em todas as

amostras, conforme observado nas Figura 18. Cerca de cinco genes podem ser observados
com alteracBes no nimero de cOpias na regido alterada do cromossomo 14 (Figura 19).
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Figura 18. Imagem representando o intervalo 14g32.33 com alteragdes no nimero de
copias em 100% das amostras. Em vermelho a delimitacdo indicando a regido de

interesse com ganhos gendmicos.
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Figura 19. Imagem representando 0s genes KIAA0125, ADAM6, LIC00226, LINC00211,
com ganhos no nimero de copias em 100% das amostras. Em vermelho a

MIR7641-2
delimitacdo indicando os genes com ganhos gendmicos

5. DISCUSSAO
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O céancer de pénis (CaPe) é uma doenca negligenciada, agressiva e com grande
impacto social e psicolégico em seus acometidos (TORBRAND et al., 2016). A
ocorréncia desse tipo de tumor é alta em paises em desenvolvimento como o Brasil, onde
a incidéncia da doenca é considerada uma das maiores do mundo (FAVORITO et al.,
2008).

Nesse estudo foram avaliados 20 CaPe quanto as suas caracteristicas clinico-
histopatoldgicas, presenca de infeccdo por HPV e alteragdes genémicas globais. O perfil
dos pacientes estudados revela concordancia com outros estudos realizados no Brasil e
no mundo. A maioria dos pacientes apresentava idade acima de 60 anos, com média de
63,5 anos, corroborando com a prevaléncia desse tipo de tumor em homens acima dos 60
anos de idade (FAVORITO et al., 2008; FONSECA et al., 2010; DE SOUSA et al., 2015).
No entanto, a ocorréncia de CaPe ndo se limita a faixa etaria citada, podendo ocorrer
também em individuos mais jovens (FAVORITO et al., 2008; KOIFMAN et al., 2011).
No presente trabalho, 35% dos pacientes possuiam idade inferior a 60 anos.

Houve prevaléncia de pacientes com baixa escolaridade (70% dos casos), e em sua
maioria lavradores, o que reforca os achados sobre a prevaléncia de CaPe em individuos
com perfil socioecondmico vulneravel (POW-SANG et al., 2010; CHAUX et al., 2011).
Em um estudo realizado por Abdalla e colaboradores (2017) foi observado que o
entendimento sobre CaPe e seus fatores de risco é baixo, mesmo em individuos com

escolaridade alta.

Em relacdo aos fatores de risco, o desenvolvimento desse tipo de tumor parece ser
aumentado em pacientes que possuem o habito de fumar (DALING et al. 2005;
KOIFMAN et al., 2011; COUTO et al., 2014), corroborando com dados desta pesquisa,
onde 50% dos casos relataram serem tabagistas. Um estudo realizado no Rio de Janeiro
por Koifman e colaboradores (2011) descreveu que cerca de 56,5% eram fumantes,
reforcando a relacéo entre o tabagismo e desenvolvimento de CaPe. Além disso, a relagéo
entre etilismo e desenvolvimento de CaPe também j& foi descrita (MCINTYRE et al.,
2011; GAO et al., 2016), no presente estudo cerca de 55% dos pacientes faziam uso de

alcool.

A presenca de fimose foi relatada em 75% dos pacientes que participaram deste
trabalho. A associacdo entre fimose e CaPe foi feita pela primeira vez por Wolbarst

(1932), quando avaliou 1.103 casos de CaPe nos Estados Unidos, dos quais nenhum
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paciente era Judeu, apesar de 3% da populacdo do pais ser judaica. A maioria dos
pacientes nos estudos com CaPe sdo descritos com essa condi¢do anatdmica, que parece
aumentar 3,2 vezes as chances de desenvolvimento do tumor (PAULA et al., 2005;
ROMERO et al., 2013; MORIS et al., 2017). A incidéncia de CaPe entre os Judeus é
baixa, fato associado principalmente a pratica de circuncisdo neonatal nessa populacao,

revelando um carater preventivo dessa pratica em relacdo ao desenvolvimento de CaPe.

Em relacdo a classificagdo histologica dos tumores, o subtipo histolégico mais
frequente foi o usual (45% dos casos), corroborando com os achados descritos na
literatura, os quais mostram que esse subtipo histoldgico representa cerca de 48-65% dos
casos de CaPe (CHAUX & CUBILLA et al.,, 2012). Neste trabalho, o sitio de
comprometimento mais observado foi a glande (50%), corroborando com outros
trabalhos que relatam a glande como principal sitio anatbmico de inicio da carcinogénese
do pénis (CHAUX et al., 2001; FAVORITO et al., 2008). Quanto ao tamanho e grau do
tumor, nossos dados mostram prevaléncia de tumores entre 2,1-5,0 cm, estagio T2 (40%)
e grau histologico 1l (50%). Os tumores com grau histoldgico Il possuem risco
intermediario, sendo o grau de diferenciacdo utilizado como preditivo para o prognéstico
(AlTAetal., 2016), de forma que, tumores com grau histologico 111 ou 1V, sdo geralmente
mais agressivos que tumores grau | ou Il (NAM et al., 2017).

Quanto a invasdo tumoral, 20% dos casos apresentaram invasdo linfatica, 15%
invasdo perineural e 15% metastase linfonodal até 0 momento da coleta de dados. Estes
fatores estdo diretamente relacionados a um pior prognostico e sobrevida diminuida. Nao
foi possivel correlacionar os parametros clinicos com a sobrevida devido a auséncia de
informacBes dos pacientes apOs procedimento cirurgico, que revela a fragilidade do
sistema de satde no monitoramento e evolucdo dos pacientes, 0s quais, em sua maioria

reside em cidades do interior do estado do Maranhao.

Em relacdo a infeccdo por HPV, foi observada uma alta prevaléncia de tumores
positivos para 0 genoma do virus (73,7%). Em 92,8% dos casos positivos foi detectada a
presenca de, no minimo, um subtipo viral de alto risco. O subtipo mais comumente
encontrado foi 0 16 (alto risco oncogénico), presente em 57,1% dos casos positivos. Essa
relacdo entre infecgdo por HPV de alto risco oncogénico e processos de tumorigénese é
bem estabelecida em tumores do trato anogenital (ZUR-HAUSSEN, 1999; DOEBERITZ
etal., 2009; GAO & SMITH, 2016; CAMPOS et al., 2017).
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A alta prevaléncia HPV 16 nos tumores corrobora com achados anteriores em
CaPe (ALEMANY et al, 2016), sendo este subtipo viral, juntamente com o subtipo 18,
responsavel por 70% dos casos de cancer do colon do Gtero (DE SANJOSE et al., 2010;
LI et al., 2011), além disso, sdo os subtipos virais mais frequentes em todas as regides
geograficas, corroborando com os estudos que sugerem que a frequéncia de HPV em
CaPe parece estar relacionada com a prevaléncia local do virus (BACKES et al., 2009;
YANG et al., 2015; BLEEKER et al., 2009; CHRISTOULIDOU et al., 2015). No estado
do Maranhéo, a maior prevaléncia de HPV em tumores penianos ja descrita foi de 91,9%
de positividade nos 37 casos avaliados por Pereira e colaboradores (2017), dos quais 20
tumores sdo avaliados no presente estudo. A prevaléncia de HPV no Brasil em individuo
sem manifestacdo clinica € de 30-75% (GININDZA et al., 2017; AFONSO et al., 2017),
no entanto, nao ha dados de prevaléncia do virus em homens sem lesées no Maranhao

que sustentem a relacéo entre prevaléncia de HPV e incidéncia de CaPe na regido.

Os mecanismos de transformacdo celular induzidas por HPV ainda ndo sdo
totalmente elucidados, e a prevaléncia de tumores HPV positivos varia de acordo com o
tipo de tecido estudado, método de deteccdo empregado e subtipo histologico do tumor
(SCHEINER et al., 2008; AFONSO et al., 2012). Nessa pesquisa, cerca de 83,3% dos
tumores condilomatosos foram positivos para HPV, corroborando com os achados de
maior prevaléncia de infecgdo pelo virus nesse subtipo histologico (CHAUX et al., 2010).
Ademais, cerca de 55,5% dos casos usuais € 100% dos tumores mistos foram positivos
para o virus. A prevaléncia de HPV em tumores usuais e misto é bastante variavel, e a
positividade de todas as amostras de tumores mistos poder ser explicada pela composi¢édo
histoldgica de carater condilomatoso e basaldide, este ultimo apresentando também alta
prevaléncia de infeccdo pelo virus, em média 66,3% dos casos (ALEMANY et al., 2016;
KELLY etal., 2016).

Alguns trabalhos sugerem presenca de HPV como fator progndstico em CaPe.
Wienner e colaboradores (1992) estudaram pela primeira vez a relagcdo entre HPV e o
prognostico em CaPe, comparando parametros clinicos entre os casos HPV positivos e
negativos. No entanto, ndo foi observada associacdo estatistica significante entre os
pardmetros estudados. Em outro estudo, foi observado maior prevaléncia de infeccdo em
pacientes mais jovens, menor percentual de embolizacdo linfatica em pacientes HPV
positivos (p=0.007) e sem associacdo entre presenca de HPV e ocorréncia de metastase
linfonodal e sobrevida dos pacientes (BEZERRA et al., 2001). Essa prevaléncia de
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tumores HPV positivos em individuos mais jovens também foi observada por Chaux &
Cubilla (2012). Em céncer orofaringeal, pacientes com positividade para o virus tendem
a ter um aumento na sobrevida de até cinco anos em relagdo aos casos negativos, 0 mesmo
ja observado em pacientes com CaPe (ANG et al., 2010; KOERBER et al., 2014;
FLAHERTY et al., 2014). No presente estudo, ndo foi possivel relacionar a sobrevida

com o status de HPV devido a escassez de informacdes sobre a evolugao dos pacientes.

Né&o foi observada associacdo estatistica significante entre os parametros clinico-
histopatoldgicos e a infeccdo pelo HPV, provavelmente devido ao tamanho amostral. No
entanto, considerando-se que, a maioria dos tumores com grau histoldgico 111 (80%),
estadiamento | e 11 (78,6%) e tamanho entre 0,5 e 5,0 cm foram positivos para presenca
de DNA viral. Enfatizamos a importancia da imunizacdo dos homens como medida
preventiva a infeccdo pelo virus. No Brasil, os programas de vacinacdo para HPV
englobam somente mulheres. Imunizacgdo de meninos tem sido realizada de forma efetiva
somente em programas de imunizacdo dos Estados Unidos, Israel, Suica e Austrélia.
(SILVA et al., 2017).

Todos os tumores foram avaliados quanto a alteracGes gendmicas pela técnica de
array-CGH, revelando um quantitativo de 1.085 regides cromossémicas com alteracGes
no numero de copias, entre ganhos (65%), perdas (29%), amplificacbes (28%) e delecbes
(3%). Essas alteracdes podem contribuir para o desenvolvimento de tumores, a medida
que alteracdo no numero de copias (CNA) constituem um importante mecanismo de
perturbacdo em proto-oncogenes e genes supressores tumorais (HIERONYMUS et al.,
2014).

Foi observado um maior nimero de alteragdes gendmicas em tumores mistos
(média 91,25+46,9), havendo diferenca estatistica somente entre as médias de CNAs de
tumores usuais e mistos (p=0.0179). Parametros como grau, estadiamento e tamanho do
tumor ndo apresentaram associagdo estatistica com as alteracdes gendmicas detectadas.
Porém, a média de CNAs foi maior em tumores grau Ill, estadiamento Il e tamanho entre
0,5 e 5,0 cm. N&o houve diferenca entre 0 nimero de alteragdes genémicas nos casos
positivos e negativos para HPV, corroborando com Busso-Lopes e colaboradores (2015),

gue observaram o0 mesmo em CaPe.

A anélise qualitativa revelou 50 regiGes genémicas alteradas com prevaléncia em

> 40% dos tumores. Tais alteragdes envolvem ganhos em 1p, 1q, 3q, 7p, 79, 84, 9p, 10q,

58


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hieronymus%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25024180

11q, 14q, 15q, 16p, 18p, 20q, 22q, e perdas em 1q, 4q, 8p, 10q, 159 e Yp. Quando essas
alteracbes foram analisadas em relagdo aos parametros clinico-histopatoldgicos, foram
detectadas 13 regides (ganhos em 1q, 2p, 3q, 7p, 74, 15q, 16p, 18p e 20q e perdas em 10q
e Yp) associadas a esses parametros e/ou a infecg¢do por HPV (p<0.05). Os cromossomos
3,7, 8 e 14 apresentaram maior nimero de regiGes alteradas em pelo menos 40% tumores.
A alta prevaléncia de altera¢cbes no cromossomo 8 foi descrito também em tumores
penianos avaliados por Alves (2001) e Busso-Lopes e colaboradores (2015). No entanto,
ndo houve associagcdo estatistica entre os parametros avaliados e alteragdes no

cromossomo 8.

Das alteragdes estatisticamente significantes, ganhos gendmicos em 143 e 2p12-
pll.2 foram associados a pacientes com auséncia de invasdo perineural. Em CECs
relacionados ao HPV, tumores na regido da cabeca e pescoc¢o frequentemente apresentam
ganhos em 1q (WORSHAM et al, 2012). Em um trabalho realizado pelo Instituto de
radiacdo molecular, ganhos em 1943 revelaram prognostico desfavoravel na curva de
sobrevivéncia livre da doenca (Kaplan-Meie) em pacientes com cancer de cabeca e
pesco¢o apds tratamento radioterapico. Curiosamente, tumores de pénis costumam ser
resistentes a radioterapia (POMPEOQ et al., 2010), sugerindo que ganhos em 1g43 possam
estar associados a esta resisténcia ao tratamento. Oura hipdtese seria a superexpressao de
gene EGFR (7p), que tem sido relacionada a resisténcia a radioterapia e encontra-se com
ganho em 60% dos casos avaliados nessa pesquisa. A superexpressdo de EGRF é
comumente relatada em céncer, fato que pode estar relacionado a ganhos gendmicos na
regido deste gene (LAVENS et al., 2010; CARTHON et al., 2014).

Alteracdes em 1943 ndo foram descritas em CaPe. Alguns SNPs no gene RGS?7,
localizado em 1943, ja foram associados a recorréncia e surgimento de segundo tumor
primario em cancer de cabeca e pescogo (WANG et al., 2012). Este gene encontra-se com

ganho em 60% das amostras no presente estudo.

Em relagéo a alteragbes em 2pl2, aumento na expressdo do gene REGI1A, de
acordo com Astrosini e colaboradores (2008), é um importante fator progndstico em
relacdo a sobrevida livre de doenca em céancer coloretal (p <0,05). As alteracGes em
2p16.3 foram associadas a auséncia de infecgdo por subtipo 16no presente estudo. No
entanto, apesar da regido ser descrita como um dos locais de integracéo do virus (AHAKI
et al., 2017), o sitio de integracdo FRA2D geralmente é associado a HPV do subtipo 18
(CHUNG et al.,, 2004; SCHMITZ et al., 2012). No presente trabalho, nessa regido
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cromossdmica foram observados ganhos em trés genes. Destes, o gene NRXN1
(neuroxina) € descrito em processos de sinapse no sistema nervoso central e controle
intracelular de processos de splicings (CHEN et al., 2013). Curiosamente, uma proteina
isomérfica codificada pelo gene NRXN1 pode conter sequéncias que atuam como fator de
crescimento epidermal, e, em cancer de pulmdo, a interacdo entre NRXN1 e

quimioterapicos parece promover melhores respostas ao tratamento (KIM et al., 2013).

Em cancer esofaringeal, amplificacGes em 7p13-p21 foram associadas a metastase
a distancia e alta morbidade pela doenca (SAKALI et al., 2010). No presente estudo nédo
foi possivel analisar a presenca de metéstase a distancia. No entanto, ganhos em 7p13 e
7p15 foram mais frequentes em tumores com estadiamento | e 11 (p-0.011 e 0.023), que

geralmente possuem baixo potencial metastatico (CHAUX et al., 2010).

La-Touche e colaboradores (2016) observaram que amplificagdo em 7g21 esta
relacionada a auséncia de metastase linfonodal em pacientes com CaPe. Corroborando
com esses autores, todos os tumores com metastase linfonodal avaliados no presente
trabalho apresentaram alteraces nessa banda cromossémica. Nessa regido encontra-se o
gene GNAI1, codificante de uma proteina transdutora de sinal que, em hepatocarcinomas,
atua regulando negativamente processos de migracdo e invasdo das células tumorais
(YAO et al., 2012). Logo, alteracdes nesse gene podem perturbar o controle celular em

relacdo a migracao e invasao.

A Unica perda genbmica estatisticamente significativa no presente trabalho
ocorreu em 10g11.22. Alteracdes desse tipo no braco longo do cromossomo 10 ja foi
associada a auséncia de metéastase linfonodal em CaPe (p<0.05) (LA-TOUCHE et al.,
2016). No entanto, no presente estudo, 75% dos casos apresentaram perda na regido
10g11.22, incluindo, embora com pequeno ndmero de casos, todos 0s que desenvolveram
metastase linfonodal (n=3). A banda 10g11.22 tem sido descrita em cancer de préstata
hereditario devido a um alelo minor do gene MSMB (fator de ligac&o a imunoglobulinas).
Este gene possui um SNP (rs10993994) préximo a regido promotora do gene, o qual ja
foi associado ao desenvolvimento de cancer de préstata (THOMAS et al., 2008). No
entanto, a delegdo 10922.11 parece ndo afetar o gene MSMB no presente estudo,
sugerindo investigacdo para elucidagdo do significado dessa alteracdo na oncogénese

peniana.
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A regido 15911.2-913.1 é geralmente associada ao autismo, sindrome de Prader-
Willi e Angelman. Nesse estudo encontramos associagéo estatisticamente significativa de
ganhos naregido com a presenc¢a de HPV. Na busca por genes que estivessem relacionado
ao cancer e que justificassem a associacdo estatistica entre ganhos em 15911.2-q13.1 e
infecgdo por HPV, observamos que a interagdo entre o gene HERC2 e a proteina EAP6
(ubiquitina ligase) ja foi descrita na literatura (MARTINEZ-NOEL et al., 2012).

A proteina EAPG6 esta envolvida na degracao de p53 pela proteina E6 do HPV.
Curiosamente, HERC2 parece atuar como ativador alostérico de E6AP, ou seja, estimula
a atividade ubiquitina ligase de E6AP, que juntamente com E6 levam a proteina
supressora tumoral p53 para degragdo proteossomica (MORTENSERR et al., 2015).
Surpreendetemente, o gene UBE3A, codififcador de E6AP esta localizado na mesma
regido detectada com ganhos gendmicos em nosso estudo, no qual se encontra HERC2.
Os ganhos gendmicos gestes dois genes associados a presenca do HPV no presente estudo
(p=0.038) é um achado importante no entendimento de tumores relacionados ao HPV.

Além disso, quando analisados possiveis sitios de integracdo do virus em células
do epitélio, observamos que a regido 15¢q12 contém o sitio de integracéo viral HS150715,
descrito em cancer do célon do Gtero (WENTSENSEN et al., 2004).

A integracdo do genoma do HPV confere tanto vantagem de crescimento,
instabilidade gendmica e aumento na expressao dos transcritos oncogénicos (E6 e E7) em
tumores associados ao virus (FARAJI et al, 2017; CHEN et al., 2017). Esse evento ocorre
geralmente por rompimento do genoma do virus na regido E2, codificante de uma
proteina que regula negativamente E6 e E7. Com a disrup¢do de E2, ocorre a parada da
regulacdo sobre as oncoproteinas, o que eleva superexpressdo de E6 e E7 (PETT et al.,
2004; LIU et al., 2015). Essa integracdo do genoma viral parece ser favorecida em sitios
frageis do genoma hospedeiro, regiGes mais propensas a quebra da dupla fita de DNA.
Geralmente o evento leva a variagdo no nimero de copias em aproximadamente 1/3 das

regides de integracdo ou préximo a elas (AKAGI et al., 2017).

Curiosamente, 60% (n=50) das alteracGes encontradas em pelo menos 40% dos
tumores e em 81,2% (n=13) das alteracOes estatisticamente significativas, sdo sitios de
integracdo do genoma do HPV ja descritos na literatura. Em céncer do colon do Utero a
integracdo do HPV parece estar diretamente relacionada a mudanga de fenétipo de

neoplasia intraepitelial para carcinoma invasivo (LIU et al., 2015), sendo que, em cerca
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de 10% desses tumores, a integracao viral ocorre na regido 8q24, onde localiza-se o gene
MYC, comumente com alteraces no numero de copias e superexpresso nesses tumores
(PETER et al., 2006; SHEN et al., 2017).

No presente estudo a regido 8g24 também apresentou ganhos no nimero de cépias
envolvendo MYC, em 60% (n=12) dos casos, dos quais somente dois eram negativos para
HPV. De acordo com Masferrer e colaboradores (2012), em cancer de pénis, ganhos em
MYC séo frequentes a medida que o tumor adquire potencial metastatico, sendo
considerado um fator independente para prognostico desfavoravel. O mesmo foi

observado por McDaniel e colaboradores (2012).

Alteracbes do tipo ganho também foram detectadas na regido 16p11.1-pl11.2.
Alves e colaboradores (2001) realizaram a primeira triagem de alterac6es genémicas por
CGH em CaPe e também descreveram ganhos na regido 16pll, porém ndo houve
nenhuma associa¢do com os paramentros clinico-histopatologicos avaliados. No entanto,
19 dos 26 casos avaliados eram carcinoma moderadamente diferenciados, enquanto no
presente estudo houve associacao entre ganhos em 16pll com estadiamento T2. Além
disso, Busso-Lopes e colaboradores (2015), quando realizaram a segunda andlise
genémica global descrita para CaPe também observaram alteracdes em 16p11.1-p11.2.
No entanto, foram descritos eventos do tipo perda somente em tumores Vverrucosos,
sugerindo que alteracdes nessa regido ocorrem de forma distinta em CaPe de acordo com

0 tipo de alteracdo e subtipo histoldgico estudado.

Dentre os genes descritos na regido 18p11.31-p11.21, associada neste trabalho
com tumores entre 0,5-5,0 cm, o gene EPB41L3 ja foi descrito em vias genéticas de
cancer de pulméo. Segundo Liang e colaboradores (2015), em cancer de pulméo este gene
é regulado negativamente por miR-223. Foi descrito em linhagens de carcinoma de
pulmao, a expressdo normal desse gene esta associada a baixo risco de invasdo tumoral
(LIANG et al., 2015).

Neste trabalho, ganho em 20g13.32-q13.3 também foi associado a infec¢do por
HPV. Nessa regido encontra-se o gene EDN3, membro da familia de endotelinas,
essencial para proliferagdo, sobrevivéncia e migracdo de células precursoras de
melanocitos. Andlise transcriptdmica e de metilagédo feita por Liu e colaboradores (2016)
revelou envolvimento deste gene na carcinogénese do coélon do dtero. Além disso,

Espinosa e colaboradores (2013) relataram que o gene EDN3 encontra-se downregulated
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em cancer do colon do utero. Chen e colaboradores (2014) demonstraram que a metilacédo
deste gene pode ser considerado um biomarcador em cancer do colon do utero, tumor
totalmente relacionado a infeccdo pelo HPV. A hipermetilacdo de EDN3 esté associada a
sobreposicao génica na regiao, que também € sitio de integracdo de HPV. Curiosamente,
alteracdes em 20ql3 também foram descritas por Alves e colaboradores (2001) em

aproximadamente 40% das amostras de CaPe avaliadas.

Além das alteracdes que apresentam significancia estatistica, foram detectados
muitos genes com alteracdes no nimero de copias encontrados em grande parte das
amostras analisadas. Um desses achados foi ganho em 14932.33, o qual foi observado em
100% dos tumores. Nessa regido foi detectado aumento no nimero de cdpias dos genes
KIAA0125, ADAMS6, L1C00226, LINC00211 e MIR7641-2. O gene KIAA0125 codifica
um RNA que ndo € transcrito em proteina e parece desenvolver func@es relacionadas a
neurogénese e astrocitose (LV et al., 2015). Entretanto, seu papel no cancer ainda ndo é
totalmente compreendido.

Em um estudo realizado por Wenjie e colaboradores (2015) foi observado
associacdao de KIAA0125 com cancer de vesicula biliar, um tumor raro e com
caracteristicas agressivas. No estudo foi observado superexpressdo de KIAAQ0125
associada a um alto potencial metastatico nesses tumores. Curiosamente em estudos in
vitro, knockout deste gene parece inibir células de tumor vesicular quanto ao potencial de
motilidade migracdo e invasdo (ONO et al., 2014). Este achado revela um importante
gene envolvido em processos de metéstase e reforca a necessidade de melhor
compreensdo do papel de RNAs ndo codificantes no cancer. Descrevemos pela primeira

vez alteracdo desse gene em CaPe.

Os demais genes da regido 14932.33 ndo séo descritos como associados a alguma
patologia especifica ou ao cancer, exceto o gene ADAMG. Este pseudogene foi associado
a células tumorais circulantes presentes no sangue de pacientes com melanoma (CHIU et
al., 2014). Essas células sdo parecem promover maior risco de recorréncia do tumor e
baixa sobrevivéncia em melanomas. Semelhante aos nossos dados, em 100% dos 27
pacientes analisados no trabalho de Chiu e colaboradores (2014) foram detectados ganhos
de ADAMG.

A familia de proteinas ADAMSs constituem importantes proteinas de membrana,

qgue atuam em processos de adesdo célula-célula e células-matriz-extracelular. Essas
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proteinas sdo expressas preferencialmente nos testiculos e caracterizam-se como
desintegrinas e metaloproteases, com a presenca de uma regido EGF-like (PRIMAKOFF
& MYLES, 2000; KELWICK et al., 2015). Outros genes codificantes de metaloproteases
foram detectados com alteracdes no numero de copias nesta pesquisa. A exemplo do gene
MMP16, cujo produto proteico ja foi relacionado ao potencial de invasdo e pior

prognostico de tumores gastricos (CAO et al., 2016).

E interessante perceber que, no presente estudo, pseudogenes ou genes de RNA
ndo codificantes foram associados a alguma varidvel clinica do estudo, ou estavam
alterados na maioria das amostras. Ademais, estudos recentes de sequenciamento de RNA
revelaram que estas classes de genes sdo marcadores altamente especificos e possuem
valor diagnostico e progndstico. De forma complementar, estudos em modelos animais
sugerem uma ligacdo causal entre alteracdo na expressdo de pseudogenes e cancer
(POLISENO et al., 2015).

No presente trabalho foi discutido principalmente genes que ainda ndo haviam ou
pouco haviam sido relacionados ao CaPe. No entanto, foram encontradas alteracOes
também em genes drivers em diversos tipos de cancer e ja relacionados a CaPe, como
ganhos em receptores de crescimento epidermal (EGFR), que, em nosso estudo ocorreu
em 60% dos casos. A superexpressao desse gene em CaPe e em outros tipos de cancer ja
foi descrita (LAVENS et al., 2010; DI-LORENZO et al., 2013; CARTHON et al., 2014;
PEREIRA et al., 2017). Inimeros outros genes com alteracdes foram detectados, tais
como ganhos em TP63 (50%), gene supressor tumoral descrito como marcador de
transicdo entre neoplasia intraepitelial e canceres potencialmente invasivos (ZHU et al.,
2014), sendo a regido em que se localiza (3q27.3) como sitio de integracado viral. Ganhos
em TP73, outro gene supressor de tumor, foi observado em 70% dos casos, em sitio de
integracdo viral e ja relacionado a cancer de célon do Utero (CRAVEIRO et al., 2004).

Por fim, enfatizamos que as alteracbes gendmicas descritas no presente trabalho
apresentam associacao com variaveis clinicas e infeccdo por HPV. Dentre essas, algumas
sdo descritas pela primeira vez em cancer peniano. Faz-se necessaria a validagdo desses
dados por técnicas especificas para determinar quais dessas alteragbes levam a
desregulacdo do ciclo celular, produzindo um microambiente para estabelecimento e
progressao do tumor. Esses marcadores devem ser validados por meio de analises génicas
e funcionais especificas de modo que potenciais alvos terapéuticos possam ser utilizados
como ferramenta diagnoéstica, prognostica e terapéutica em cancer peniano.
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6. CONCLUSAO

No presente estudo, obtivemos dados de alteracbes no nimero de cOpias em
regibes cromossdmicas ja descritas em outros tipos de cancer e em tumores penianos. No
entanto, descrevemos alteragdes nunca antes relatadas em casos de tumores de pénis.
Além destas, a presenca de alteracdes estatisticamente significativa nesse estudo revela
novos potenciais biomarcadores para essa doenca. Detectamos uma alta prevaléncia de
infeccdo por HPV, havendo associacdo entre a presenca do virus, certas alteraces
gendmicas e parametros clinico-histopatolégicos dos pacientes avaliados, realgando a

relacdo do virus com o desenvolvimento desses tumores.
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APENDICES

Apéndice A - Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO

CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA
LABORATORIO DE GENETICA E BIOLOGIA MOLECULAR

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

INFORMACOES PARA OS PACIENTES, RESPONSAVEIS E FAMILIARES
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Vocé estd sendo convidado a participar voluntariamente do projeto de pesquisa
“ANALISE DE ALTERACOES GENOMICAS E NA EXPRESSAO GENICA e
PROTEICA EM CANCER PENIANO”.

Leia atentamente as informac6es a seguir antes de dar 0 seu consentimento. No caso de
ndo entender bem peca mais esclarecimento e sé assine apos ter certeza de ter esclarecido

todas as suas duvidas.
JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS DO ESTUDO

O aparecimento de tumor no pénis é um fato ndo muito raro no estado do Maranhao. Isso
pode acontecer por diferentes motivos. Esta pesquisa tem como principal objetivo estudar
as possiveis causas para 0 surgimento dessa doenca, principalmente os aspectos
relacionados com a presenca do papilomavirus (conhecido como HPV) e alteracdes no
DNA (material responsavel por toda informacgdo necessaria para o bom funcionamento

do corpo).
Como sera feita esta pesquisa?

As pessoas serdo convidadas a participar da pesquisa. Receberdo uma cépia deste
documento que devera ser lido, entendido e assinado. Os participantes serdo atendidos
pelo médico que fara algumas perguntas, examinara o paciente e, se necessario, podera

solicitar alguns exames complementares para auxiliar no diagnostico.

Quais os ricos e limites que podem ser encontrados quando for feita a coleta de

material biol6gico?

Os riscos sdo minimos, pois a andlise dos fragmentos de tumor ndo implicara em riscos
adicionais na sua cirurgia e, nem tampouco, em aumento no tempo de operacdo ou
extensdo da mesma, ou terd qualquer influéncia no resultado do seu tratamento, de modo

que voce é livre para escolher entre participar ou ndo da pesquisa.

Todos os dados do paciente sdo absolutamente confidenciais e, portanto, serdo
comunicados somente a pessoa ou responsavel e ao profissional medico que acompanha

0 paciente.

Quiais os beneficios e maleficios deste estudo?
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N&o havera nenhuma vantagem direta, tal como remuneracdo financeira, com a
participagdo neste estudo, porém, os resultados poderdo ajudar no entendimento do
estabelecimento da doenga e poderd contribuir para a melhoria do diagnostico e

tratamento dessa patologia.

Os pacientes terdo acompanhamento e assisténcia médica no hospital onde realizam
tratamento médico, mesmo que ndo participem desta pesquisa ou que a pesquisa seja

interrompida.
O que vai ser feito com o material e os dados coletados de cada paciente?

Rotineiramente, o material biologico retirado € destinado para exames clinicos
laboratoriais necessarios para um diagnéstico. O restante do material retirado é
armazenado e pode ser usado para novos exames, caso seja necessario. Caso contrario, é

descartado, conforme regulamenta a legislacéo sanitaria no Brasil.

Neste estudo, estamos solicitando sua permissdo para utilizar o resto de tecidos e/ou
fluidos retirados de vocé que ndo sd@o mais necessarios para o seu diagndstico. As

amostras serdo registradas por numeros, para evitar identificacdo dos pacientes.

A eventual incluséo dos resultados da pesquisa em publicacdo cientifica sera sempre feita

de modo a manter seu anonimato.

O paciente ou seu responsavel legal podera escolher entre ser informado ou ndo dos
resultados da pesquisa. Aqueles que se interessarem em saber sobre os resultados obtidos
com o presente estudo serdo orientados pela coordenadora geral do Projeto, Dra. Silma
Regina Ferreira Pereira (professora do Departamento de Biologia da Universidade
Federal do Maranhdo), podendo ser contactada no Laboratério de Genética e Biologia
Molecular, no endereco: Av. dos Portugueses, 1966, cidade universitaria do Campus do
Bacanga, Sdo Luis, Maranhdo, telefone (98) 3272-8543.

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMA esta situado na Avenida dos Portugueses
numero 1966, Cidade Universitaria do Bacanga, Prédio do CEB Velho, PPPG, Bloco C
Sala 07. E-mail cepufma@ufma.br, telefone (98) 3272-8708. Este comité tem, como uma
de suas atribui¢des, garantir a manutencao dos aspectos éticos da pesquisa, bem como a
obtencdo do consentimento livre e esclarecido dos individuos ou grupos para a sua

participacao.
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Os pacientes que ndo concordarem em participar da pesquisa nao terdo nenhum prejuizo

sobre seu tratamento.

Declaro que fui devidamente esclarecido sobre a pesquisa da qual estou sendo convidado

a participar, e que CONCORDO, voluntariamente, em participar do referido trabalho.

Sao Luis, de de 20

NOME POR EXTENSO/RG ASSINATURA
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Apéndice B: alteracbes genémicas encontradas em > 40% dos 20 casos CaPe analisados.

Sitio de
Localizagdo CNA  Evento integragio Genes alterados % de amostras
do HPV
(subtipo)
Cromossomo 1
1p36.31 ganho Sim (16) MIR4417 45%
PLCH2, PANK4, HES5, TNFRSF14, ACTRT2,PRDM16, MEGF6, MIR551A, TPR
1p36.32 ganho Sim (16) G1L, TP73,SMIM1, CEP104, DFFB, AJAP1, LOC115110,LOC100996583, FAM2 70%
13B, MMEL1, TTC34, LINC00982,MIR4251, ARHGEF16, WRAP73, TP73-
AS1, CCDC27, LRRC47, Clorfl74, LINC01134, LINC01346, LOC284661
1921.2 perda Sim (16,45) NBPF25P 45%
RYR2, ZP4, CHRM3, FMN2, GREM2,
1q43 ganho Sim (18) RGS7, LOC100130331, LINC01139, CHRM3-AS2, CHRM3- 60%
AS1, RPS7P5, MIR1273E
Cromossomo 2
2pl12 ganho Né&o REG3G, REG1A, CTNNA2, LRRTM1, REG1B, 85%

REGI1CP, REG3A, LOC101927987, MIR4264, MIR8080
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LRRTM4, REG3G, REG1A, CTNNA2, LRRTM1,

2p12-p11.2 ganho  Sim (16) LOC101927907, LOC101927967, LOC101927926, SNAR-H, LOC101927948, 20%
EG1B, REG1CP, REG3A, LOC101927987, MIR4264,
MIR8080, LOC100507201, LOC1720
2pl6.3 ganho Sim (18, 16) NRXN1, MIR8485, LOC730100 55%
2p25.3 ganho Néo TPO, PXDN, MYTIL, LINCO1115, LOC101060385, SNTG2, MYT1L-ASL 45%
Cromossomo 3
MRPS22, COPB2, RBP2, RBP1, NMNATS3,
3923 ganho  Sim (16) CLSTN2, LOC100507291 40%
C9A9-AS1, SLC9A9, PLODZ2, ZIC1, AGTR1, C30RF58, PLSCR4, PLSCR1, 40%
324 ganho Néo PLSCR2, ZIC4, CPB1, PLSCR5, LOC440982, LOC100507461
CLRN1, MME, MLF1, IFT80, PFN2, TM4SF4, MED12L, MBNL1, RAP26,
PLCH1, DHX30, GMPS, KCNAB1, LEKR1, VEPH1, SHOX2, ARL14, RNF13,
3025 ganho Sim (16) LINCO1213, TSC22D2, GPR171, IGSF10, TMEM14EP, MBNL1-AS1, C30RF79, 45%
ARHGEF26, LOC100507537, C30RF33, LIC00881, LOC100996447, 1QCJ-
SCHIP1, SCHIP1, C30RF80,
Sl, SLITRK3, BCHE, LINC01192, MIR1263,
3026.1 ganho Sim (45) 85%

LINCO01324, LINC01322
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PIK3CA, GNB4, CCDC39, DNAJC19, SOX2, NLGN1, NAALADL2, TBL1XR1,

3026.31 ganho Sim KCNMB2, KCNMB3, USP13, PEX5L, FXR1, NAALADL2-AS1, NAALADL2-AS2, 45%
(45) NAALADLZ2-AS3, NLGN1-AS1, MIR7977, LINC01209, LINC00578, LINC01014,
ZMAT13, LOC100505609, LOC102724604, SOX2-OT, FLJ46066
3927.3-g28 ganho Sim BCLS6, LPP, MIR28, TP63, P3H2, CLDNL, 50%
18
(18) CLDN16, TMEM207, ILIRAP, LPP-AS2, FLJ42393.
OPA1, TFRC, CEP19, RUBCN, HRASLS, HES1, GP5, CPN2, LSG1, XXYLT1,
3029 ganho Nao PPP1R2, TNK2, UBXN7, WDR53, SENP5, IQCG, LMLN, ATP13A5, LOC647323, 40%
LOC100507391, ACAP2, SDHAP2, ZDHHC19, MIR4797, MIR922
Cromossomo 4
4q13.2 perda Sim (16) UGT2B17 45%
Cromossomo 5
OCLN, SERF1A, SMN1, SMN2, GTF2H2,
5q13.2 perda N4o GTF2H2C, GTF2H2C 2, GUSBP3, SERF1B, SMA4, 50%

GTF2H2B, SMAS5, LOC441081, GUSBP9, NAIP,
LOC647859, LOC102724392

Cromossomo 7
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7pl2.1-p11.2

ganho

HPVC1, EGFR, POM121L12, LINC01446, LINC01445,
Né&o VSTM2A, VSTM2A-OT1, SEC61G, LOC100996654, EGFR-AS1

60%

7p13

ganho

BLVRA, GCK, NPC1L1, OGDH, HECW1, STK17A, COAl, URGCP, MRPS24,
Sim (45) POLM, CAMK2B, NUDCD3, DDX56, TMED4, ZMIZ2, MYL7, PPIA, PURB,
MYO1G, RAMP3, LOC100506895,SPDYE1, POLR2J4, YKT6, H2AFV, MIR4657,
SNORAS9, NACAD, SNORASA.

40%

7pl4

ganho

NMES, SFRP4, STARD3NL, TARP, AMPH,
Né&o EPDR1, TRG-AS1

55%

7pl5

ganho

NKX3-2, PROM1, RAB2B, QDPR, SLD34A2, CPEB2, BST1, LDB2, MIR218-1,
Né&o SLIT2, GBAS, PPARGCI1A, LG12, DHX15, STIM2, PCDH7, LOC101929019,
LIC00504, LINC01097, LAP3, MIR4275, LOC102723828, LOC101927363.

45%

7p21.3

ganho

Sim (16) MIOS, RPA3, GLCCI1, ICAL, NXPH1, UMAD1, LOC100505921, LOC100505938

65%

7q11.2

ganho

GUSB, KCTD7, ELN, NCF1, POR, ZNF107, ZNF92, PARGEF1, WBSCR17,
FKBPG6, FZD8, BAZ1B, EIF4H, GTF21, CCL26, DTX2, FOL2, ATPR,
Né&o LOC100287704, ZNF733P, ZNF079, ZNF727, ZNF273, INTSP2, PMS2P4,
LOC100507468, MIR39142, TYW1B, MIR4650-2, GTF2IRD2, PMS2P7, PMS2P5,
GTF2IP1, SSC4D, PMS2P9, CCD6146

40%

7q21.11

ganho

GNAI1, GNAT3, CD36, SEMA3C, HGF,
Sim (16, 35) PCLO, SEMASE, SEMA3A, SEMA3D, MAGIZ2,

60%
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MAGI2-AS3, MIR548M, LOC101927269, LOC100128317, CACNA2D1,
LOC101927356, LOC101927378

Cromossomo 8

8pl1.22

perda

Sim (18)

ADAM5, ADAM3A

55%

8p23.1

perda

Sim (16)

DEFB103A, DEFB4A, DEFB4B, DEFB103B, SPAG11B, DEFB104B, DEFB104A,
DEFB106B, DEFB106A, DEFB105A, DEFB105B, DEFB107A, DEFB107B, PRR
23D1, PRR23D2, FAM90ATP
,FAM90A10P, SPAG11A, ZNF705B, FAMG66E, USP17L8, USP17L3, DEFB109P1
B, MIR548I13

85%

8gl2.1

ganho

TGS1, LYN, RPS20, MOS, PLAG1, CHCHD7, PENK, XKR4, SBF1P1, LOC10537
5843, TMEM68, SNORD54, SDR16C5, SDR16C6P, LOC101929415

50%

8913.3

ganho

NCOA2, EYA1, MSC, TRPAL, LOC101926892, TRAM1, LACTB2-
AS1, LACTB2, XKR9, MSC-AS1

50%

8021.13-921.3

ganho

Sim (16,18)

RALYL, E2F5, CA1, CA3, CA2, WWP1, CPNE3, CNGB3, MMP1
6, LOC101927141, LINC01419, LRRCC1, LOC102723322, C80rf59, CA13, CA3A
S1, REXO1L2P, PSKH2, ATP6V0D2, SLC7A13, RMDN1, CNBD1, DCAF4L2

55%

8022

ganho

Sim (18)

RAD54B, NDUFAF6, CBORF37, GDF6, UQCRB, VPS13B, SPAG1, GRHL2,
RRM2B, FDZ6, DPYS, CDH17, GEM, DPY19L4, SDC2, RPL30, TSPYL5, RPL30,
STKS, MATNZ2, RGS22, FBX043, PABPC1, YWHAZ, NCALD, ODF1, AZIN1,
KLF10, AZIN1, RIMS2, DCSTAMP, OC102724710, RBM12B, LINC00535,
LOC100500773, LOC101927066, MIR599, SNX31, ZNF706, BAALC-AS2.

70%
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8023.3 ganho Nao TRPS1, CSMD3, EIF3H 65%
POUS5F1B, MYC, PVT1, CASC21, CASC8, CCAT2, CASC11, MIR1204, TMEMY75,
8024.21 ganho Sim (16,18) MIR1205, MIR1206, MIR1207, MIR1208, LINC00824, LINC00977, CCDC26. 55%
PRKDC, MCM4, RB1CC1, SOX17, RP1, PLAGL, IMAP1, CA8, CHD7, ASPH,
TTPA, CYP7BL, CSPP1, CPAG, EYAL, TRPAL, TMEMT70, JPH1, GDAPL, ZFHX4,
8011.1-024.3* ganho  Sim(16,18)  PEX2 CA2, CNGB3, NBN, TMEM67, PDP1, RAD54B, NDUFAG, C8ORF37, 50%
GDF6, UQCRB, PTDSS1, VPS13B, SPAG1, GRHL2, RRM2B, FZD6, CTHRC1,
DPYS, ZFPM2, TRHR, TRPS1, RAD21, SLC30A8, EXT1, TNFRSF11B, TAF2,
RNF139, NDUFB9, KIAA0196, MYC, KCNQ3, LRRC6, TG, SLA, NDRG1,
KCNKQ9, TRAPPC9, ARC, SLURP1, CYP11B1, CYP11B2, GPIHBP1, FAM83H,
PUF60, PLEC, OPLAH, CYC1, DGAT1, SLC52A2, SLC39A4, RECALA4,
Cromossomo 9
9p21.3 ganho Né&o ELAVL2, LOC101929563, IZUMO3 45%
Cromossomo 10
GPRIN2, NPY4R, ANXA8, CH17360D5.1, LINC00842, HNRNPA1P33, FAM25C,
10q11.22 perda N&o FAM25G, AGAP9, BMS1P6, FAM35DP, ANTXRLP1, ANTXRL, FAM25BP, ANX 75%
A8L1
10926.13 ganho Sim (16) DMBT1 85%
Cromossomo 11
11921 ganho Né&o MAML2, MIR1260B, JRKL, CCDC82, JRKL-AS1, LOC105369443 40%
11925 ganho Néo NTM, OPCML, NTM-AS1, NTM-IT 45%
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Cromossomo 14

14911.2 perda Néo DAD1, ABHD4 75%

NOVAL, FOXG1, PRKD1, LOC101927062, LOC102724890, MIR4307HG, MIR43 45%
14q12 ganho N&o 07, LINC00645, MIR3171, FOXG1-AS1, LINC01551, LOC105370424, MIR548Al
14931-g31.3 ganho Sim (16) FLRT2, LOC105370605, LINC00911, LOC101928767, LOC283585 40%
14932.33 ganho Sim (16) KIAA0125, ADAMSG, LIC00226, LINC00211, MIR7641-2 100%
1432.33 amplif. Sim (16) LINC00226 45%

Cromossomo 15
OCA2, PWRN2, PWRN1, NPAP1, SNRPN, SNORD116-1, IPW, SNORD115-1,

UBE3A, ATP10A, GABRB3, GABRA5, GABRG3, OCA2, HERC2, APBA2, CHEK?2

15q11.2-q13.1 ganho Sim (18) P2, HERC2P3, GOLGA6L6, GOLGABCP, MIR3118-4, MIR3118-3, MIR3118- 60%

2, POTEB3, POTEB, POTEB2, NF1P2, MIR5701-3, MIR5701-1, MIR5701-
2, LINC01193, LOC646214, CXADRP2, LOC101927079, LOC727924, OR4AM2, O
R4N4, OR4N3P, MIR1268A, REREP3, MIR4509-3, MIR4509-2, MIR4509-
1, GOLGASDP, GOLGAG6L1, GOLGA6L22, LOC283683, WHAMMP3, GOLGAS8I
P, HERC2P2, HERC2P7, GOLGASEP, GOLGAS8S, GOLGA6L2, MIR4508, PWRN
4, PWRN3, SNURF, SNORD107, PWARSN, PWARS5, SNORD64, SNORD108, SN
ORD109B, SNORD109A, SNORD116-2, SNORD116-9, SNORD116-
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3, SNORD116-4, SNORD116-5, SNORD116-7, SNORD116-6, SNORD116-
8, SNORD116-10, SNORD116-11, SNORD116-12, SNORD116-13, SNORD116-
14, SNORD116-15, SNORD116-16, SNORD116-17, SNORD116-19, SNORD116-
18, SNORD116-20, SNORD116-21, SNORD116-22, SNORD116-23, SNORD116-
24, SNORD116-25, SNORD116-26, SNORD116-27, SNORD116-28, SNORD116-
29, SNORD116-30, PWAR1, SNORD115-2, SNORD115-3, SNORD115-

4, SNORD115-5, SNORD115-12, SNORD115-10, SNORD115-9, SNORD115-
6, SNORD115-7, SNORD115-8, SNORD115-29, SNORD115-43, SNORD115-
36, SNORD115-11, SNORD115-13, SNORD115-14, SNORD115-16, SNORD115-
19, SNORD115-17, SNORD115-18, SNORD115-20, SNORD115-21, SNORD115-
15, SNORD115-22, PWAR4, SNORD115-23, SNORD115-24, SNORD115-
25, SNORD115-26, SNORD115-27, SNORD115-28, SNORD115-30, SNORD115-
31, SNORD115-32, SNORD115-33, SNORD115-34, SNORD115-35, SNORD115-
37, SNORD115-38, SNORD115-39, SNORD115-40, SNORD115-41, SNORD115-
42, SNORD115-44, SNORD115-45, SNORD115-46, SNORD115-47, SNORD115-
48, MIR4715, LOC100128714, LINC00929, GABRG3-

AS1, GOLGA8F, GOLGASG, HERC2P9, GOLGA8M, WHAMMP2, LOC1002896
56,

PDCD6IPP2, GOLGAGL7P, FAM189A1, NSMCE3

15q11.1-11.2

perda

NBEAP1, CHEK2P2, HERC2P3, GOLGAG6L6, GOLGASCP, MIR3118-
4, MIR3118-3, MIR3118-2, POTEBS, POTEB, POTEB2, NF1P2, MIR5701-
3, MIR5701-1, MIR5701-2,

45%
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LINC01193, LOC646214, CXADRP2, LOC101927079, LOC727924, OR4M2, OR
4N4, OR4N3P, MIR1268A, REREP3

NR2F2, SPATA8, NR2F2-AS1, MIR1469, SPATAS-

15026.2-026.3 ganho Sim (16) AS1, LOC101927286, LOC101927310, LINC00923, ARRDC4, LINC0158 45%
Cromossomo 16
16p11.2-pl11.1 ganho Sim LINC00273, UBE2MP1, LINC01566, FRG2DP, TP53TG3HP, FLJ26245 40%
Cromossomo 18
EPB41L3, ARHGAP28, LAMAL, PTPRM, MIR3976HG, MIR3976, TMEM200C, L
18p11.31-p11.21 ganho Sim (16) 3MBTL4, LBMBTL4-AS1, MIR4317, LINC01387, LOC101927168, LINC00668, 40%
LOC101927188, LRRC3
Cromossomo 20
GNAS, CTSZ, TUBBL1, ATP5E, EDN3, PHACTR3, SYCP2, PPP1R3D, CDH4, TAF
20013.32-913.33 ganho Sim (16) 4, 40%
PSMA7, LOC101927932, NELFCD, SLMO2-
ATP5E, PRELID3B, ZNF831, LOC100506384, FAM217B, CDH26, C200rf197,
LOC729296, MIR646HG, MIR646, LOC101928048, MIR4533, MIR548AG2, LOC
100506470, MIR1257, MIR3195, LSM14B.
Cromossomo 22
22911.21 ganho Né&o SEPTS5, GP1BB, TBX1, GNB1L, SEPT5-GP1BB 55%

Cromossomo Y
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PCDH11Y, AMELY, TBL1Y, PRKY, TSPY1, TTTY23B, TTTY23, TSPY2, LINC002
perda Néo 80, TTTYL, TTTY1B, TTTY2, TTTY2B, TTTY21, TTTY21B, TTTY7B, TTTY7, TTTY
8B, TTTYS8, TTTY16, TTTY12, TTTY18, TTTY19, TTTY11l, RBMY1A3P, TTTY20, F
AM197Y2P, FAM197Y5P, TSPY4, TSPY8, TSPY3, TSPY10, RBMY3AP, TTTY22

40%

Sitios de integracdo viral de acordo com WENTZENSEN et al., 2004; PETT et al., 2004; AKAGI et al., 2017.
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ANEXO A - Parecer de aprovacio do Comité de Etica

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ANALISE DE ALTERAGCOES GENOMICAS E NA EXPRESSAO GENICA E PROTEICA
EM CANCER PENIANO

Pesquisador: SILMA REGINA FERREIRA PEREIRA
Area Tematica:

Versao: 2
CAAE: 46371515.5.0000.5087
Instituicdo Proponente: FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO

FUND DE AMPARO A PESQUISA AO DESEN CIENTIFICO E

Patrocinador TECNOLOGICO DO MARANHAO - FAPEMA

Principal:

DADOS DO PARECER
NUmero do Parecer: 1.308.275

Apresentacédo do Projeto:

O cancer de pénis (CP) é uma neoplasia rara em paises desenvolvidos. No entanto, sua incidéncia € mais

elevada em paises em desenvolvimento, como o Brasil, sendo mais prevalente nas regides Norte e

Nordeste. Segundo o Instituto Nacional de Cancer (INCA) esse tipo de tumor representa 2% de todos os tipos

de cancer que atingem o homem, tendo sido registrados 363 mortes no ano de 2010. De acordo com a SBU, em

2007, o Maranhdo teve 10,7% dos casos de cancer de pénis notificados no Brasil, estando entre 0s cinco

estados onde ha maior prevaléncia, sendo superior até mesmo que o cancer de préstata. No entanto, faz-se

necessario a realizacdo de um estudo epidemiolégico mais robusto e atualizado para que seja conhecida a

realidade sobre a ocorréncia dessa patologia no Estado.
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A etiologia € heterogénea, mas estudos mostram uma relagdo com baixas condi¢cbes socioecondmicas e de
instrucao, a ma higiene intima e a homens que ndo se submeteram a circuncisao. Apesar da alta prevaléncia de
céncer peniano no Brasil, dados epidemioldgicos, analise do background genético, parametros clinicos, evolugao
da doenca e resposta aos tratamentos, ainda sao incipientes, o que dificulta o diagnéstico, prognéstico e
tratamento da doenca e, consequentemente, resulta nos altos indices de diagnéstico em estagios avancados e
mortalidade. A caracterizacéo de alteragBes gendmicas e de expresséo génica apresenta grande potencial para
a identificacdo de marcadores moleculares e vém contribuindo para o desenvolvimento de novas terapias em
uma série de canceres humanos. Neste sentido, propomos, por meio de andlises de array-CGH, alteragdo no
ndamero de copias (CNA), miRNAs, e andlise de expressdo génica e protéica, a identificacdo de marcadores
moleculares em tumores penianos de pacientes provenientes do Estado do Maranhdo, normalmente
diagnosticados em estagios clinicos avangados, onde o risco de recorréncia tumoral é elevado. Os perfis
gendmicos observados serdo validados através de analises génicas especificas e funcionais, incluindo as
principais vias de sinalizag&o celular identificadas. Estas analises podem, futuramente, contribuir para a reducéo
da taxa de mortalidade por estes tumores, pela predicdo do progndstico em uma fase inicial do atendimento

clinico, bem como pela escolha adequada do tratamento, propiciando uma resposta terapéutica satisfatéria.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Identificar alteragBes genbmicas e na expressao génica e proteica em cancer de pénis, buscando a
identificacdo de marcadores moleculares para este tipo de tumor.

Objetivo Secundario:

*Caracterizar os portadores de carcinomas penianos do Estado do Maranhao para o desenvolvimento de um
registro epidemioldgico especifico para os homens do estado, a fim de identificar os principais fatores de risco
e promover e incentivar agdes preventivas.

eldentificar a presenga de papilomavirus humano (HPV) e genotipar os subtipos virais.

eldentificar o perfil de alteragbes gendmicas através do método de array-CGH.

*ldentificar o perfil de expressao de miRNAs.

eldentificar alteracdes no nimero de copias génicas (CNA) por meio de qPCR.

Integrar os dados de alteracées de numero de copias de DNA com os de expressao de miRNA nas mesmas
amostras tumorais.

*Avaliar alteragdes na expressao de genes especificos por meio de RT-PCR.
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eldentificar, por citometria de fluxo e imunohistoquimica, variagées na expressao de proteinas relacionadas as
alterac6es genéticas detectadas nas células tumorais.

. Correlacionar as alteragdes observadas com parametros clinico-patolégicos dos pacientes (tipo
histologico, grau de estadiamento, tamanho do tumor), incluindo dados de seguimento clinico (tempo livre da
doenca, recorréncia tumoral, sobrevida, entre outros).

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Este projeto confere riscos minimos aos pacientes uma vez ndo sera realizada nenhuma intervengéo direta ou
indireta para fins exclusivos desta pesquisa, mas somente aquelas previstas para o diagnéstico e tratamento
dos sujeitos da pesquisa. As amostras biolégicas a serem utilizadas serdo provenientes de procedimentos
cirdrgicos prescritos para os casos com diagndstico clinico e anatomopatolégico de cancer de pénis. A coleta
dos fragmentos de tumor ndo implicara em riscos adicionais no tratamento ou na cirurgia, € nem tampouco, em
aumento no tempo de operacdo ou extensdo da mesma. Sob o aspecto emocional, os pacientes seréo
informados pela equipe médica, que sua participacdo na pesquisa ndo terd nenhuma influéncia sobre seu
tratamento, de modo que eles devem se sentir livres para escolher entre participar ou ndo da pesquisa. Assim,
€ garantida a continuidade do acompanhamento, tratamento, assisténcia integral e orientagdo dos pacientes
independentemente destes concordarem ou ndo em participar da pesquisa.

E garantida a manutenc&o do sigilo e da privacidade dos participantes da pesquisa durante todas as fases da
pesquisa. Todos os dados da paciente sao absolutamente confidenciais e, portanto, serdo comunicados somente
a paciente ou ao médico que a acompanha. As amostras bioldgicas, bem como as informacdes clinico-
laboratoriais serdo codificadas para registro em programa computacional especifico, cuja aceso somente é
possivel através de senha de identificag@o Unica. Os resultados das andlises genéticas para fins de divulgagao
cientifica sempre serdo feitos considerando-se o grupo amostral, e nado individualmente. Esses
procedimentos garantem a confidencialidade e a privacidade, a protecado da imagem e a ndo estigmatizacdo
dos participantes da pesquisa, garantindo a ndo utilizacdo das informacdes em prejuizo das pessoas e/ou das
comunidades, inclusive em termos de auto estima, de prestigio e/ou de aspectos econdmico-financeiros,
conforme previsto na resolugdo n°466, de 12 de dezembro de 2012.

Beneficios:

O material biolégico seréd processado para andlise de alteragBes moleculares e este trabalho devera produzir
resultados que ndo beneficiardo diretamente o sujeito da pesquisa, mas contribuira para producdo de
conhecimento sobre a patologia para futuras investigacdes sobre possiveis marcadores genéticos moleculares
diagnosticos e prognosticos.

Endereco: Avenida dos Portugueses, 1966 CEB Velho
Bairro: Bloco C,Sala 7, Comite de Etica CEP:  65.080-040
UF: MA Municipio: SAO LUIS
(98)3272-8708 Fax: (98)3272-8708 E-mail: cepufma@ufma.br

Péagina 3 de 05


mailto:cepufma@ufma.br

UNIVERSIDADE FEDERAL DO g Plataforma
MARANHAO/MA

Os resultados obtidos nesta pesquisa serdo comparados aos ja existentes na literatura cientifica e seréo
tornados publicos, sejam eles favoraveis ou nao.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa esta muito bem elaborada com um forte referencial teérico bons objetivos excelentes materiais e
métodos, e demais elementos necessarios ao bom andamento do projeto de pesquisa.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatoéria:

Todos os termos foram apresentados e estdo de acordo com a resolucdo 466/12 do CNS.
Recomendagdes:

Todas as recomendagdes foram acatadas e corrigidas.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Todas as pendéncias foram acatadas ou esclarecidas e corrigidas pela pesquisadora e estdo de acordo
com a resolucdo 466/12 do CNS.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacdes PB_INFORMACOES BASICAS DO_ | 29/10/2015 Aceito
do Projeto ROJETO 246615.pdf 15:48:44
Declaracéo de CARTALIME.pdf 29/10/2015 SILMA REGINA Aceito
Instituicéo e 15:46:25 FERREIRA
Infraestrutura PEREIRA
Declaracéo de CARTAGYLEANES.pdf 29/10/2015 SILMA REGINA Aceito
Pesquisadores 15:46:04 FERREIRA
Declaracao de CARTALABGEM.pdf 29/10/2015 SILMA REGINA Aceito
Instituicéo e 12:37:35 FERREIRA
Infraestrutura PEREIRA
Declaracéo de CARTALabimunofisiologia.pdf 29/10/2015 SILMA REGINA Aceito
Instituicédo e 12:31:36 FERREIRA
Infraestrutura PEREIRA
Declaragéo de CARTAAnaPaula.pdf 29/10/2015 | SILMA REGINA Aceito
Pesquisadores 12:29:12 FERREIRA
Declaragéo de CartaMartaBelfort.pdf 29/10/2015 | SILMA REGINA Aceito
Pesquisadores 12:23:47 FERREIRA
Declaracéo de CARTALEUDIVAN.pdf 29/10/2015 SILMA REGINA Aceito
Pesquisadores 12:23:15 FERREIRA
Outros RESPOSTAAOPARECERcapeniano.p | 28/10/2015 SILMA REGINA Aceito
19:20:31 FERREIRA
Outros FichaSujeitodapesquisa.pdf 28/10/2015 SILMA REGINA Aceito
18:57:15 FERREIRA
Declaracéo de Anuenciainstituicao.pdf 28/10/2015 SILMA REGINA Aceito
Instituicdo e 18:56:25 FERREIRA
Infraestrutura Anuenciainstituicao.pdf 28/10/2015 SILMA REGINA Aceito
18:56:25 FERREIRA
Folha de Rosto Folhaderosto.pdf 28/10/2015 SILMA REGINA Aceito
18:53:22 FERREIRA
Declaracéo de CARTARONALD.pdf 28/10/2015 SILMA REGINA Aceito
Pesquisadores 18:48:31 FERREIRA
Declaracéo de CARTAJAQUELINE.pdf 28/10/2015 SILMA REGINA Aceito
Pesquisadores 18:41:54 FERREIRA
Declaracéo de CARTAJuliana.pdf 28/10/2015 SILMA REGINA Aceito
Pesquisadores 18:38:21 FERREIRA
Declaracéo de CARTAcalixto.pdf 28/10/2015 SILMA REGINA Aceito
Pesquisadores 18:38:00 FERREIRA
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Assinado por:
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