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RESUMO

Céancer peniano (CaPe) é uma neoplasia rara com maior incidéncia em regides com
baixos indices socioeconémicos. No Brasil, a maior parte dos homens acometidos por
essa doencga residem nas regides Norte e Nordeste. Entre os principais fatores de
risco estao a falta de higiene, fimose, infeccéo por papilomavirus humano (HPV) de
alto risco e inflamacao cronica. Embora o papel d a inflamacgéao e da infecgao por HPV
sejam conhecidas em alguns canceres, ainda ndo é bem estabelecida a relacao entre
esses dois fatores e a disrupgao de genes envolvidos na génese de CaPe. Assim,
neste estudo foi avaliada a expressao de genes envolvidos no processo de inflamacao
cronica e na infecgdo pelo HPV e o papel da desregulacdo desses genes no
estabelecimento e progressao de tumor peniano. Para isto, foram avaliadas amostras
teciduais frescas e fixadas em formalina embebidas em parafina (FFPE) de 55
pacientes com cancer de pénis. Foram realizadas detecgéao e genotipagem de HPV
por nested PCR e sequenciamento direto em todas as amostras Um subgrupo
amostral (N=37) foi avaliado por gRT-PCR para determinacdo da expressado dos
genes COX-2, EGFR, MYC, RB e P53. Para isso, foram usadas secdes de tecidos de
FFPE contendo mais de 70% de células tumorais. A expressao proteica desses genes
e de PGEZ2 foi determinada por imunohistoquimica em 42 amostras. Foi feita analise
de associacdo entre os parametros clinico-histopatolégicos, presenca de HPV e
expressao génica e proteica. Todos os tumores foram classificados como carcinoma
epiderméide de células escamosas. DNA de HPV foi detectado em 80% dos tumores
(N=55), dos quais 95% apresentaram, pelo menos, um subtipo de alto risco, e destes,
HPV16 foi o subtipo mais frequente (63%). Dentre as amostras negativas para HPV
no tecido tumoral, 14% foram positivas no tecido adjacente ao tumor, de modo que
94% dos pacientes, no total, foram positivos para presenca de DNA de HPV. Nas
amostras nas quais foi feita analise de expressao génica (N=37), detectou-se 94,4%
de infeccdo, sendo 94% dos infectados possuem, pelo menos um, tipo de alto risco.
Foi ldentificada superexpressdo em todos os genes envolvidos no processo
inflamatério. EGFR mostrou superexpressao em 84% das amostras, enquanto COX2
e PGE mostraram-se, cada um, superexpressos em 40% dos tumores. Houve
associacao entre niveis de expressao de EGFR e COX2, e entre COX2 e PGE2. Por
outro lado, os genes relacionados a infec¢ao por HPV, MYC, RB e P53, mostraram-
se subexpressos em 97%, 85% e 81% das amostras, respectivamente. A expressao
dos genes estudados ndo mostrou associacdo com as variaveis clinico-
histopatolégicas. Este estudo descreve a repressao da atividade de RB e P53 em
tumores HPV+, sugerindo que hd um mecanismo de controle desses genes em cancer
peniano, possivelmente mediado pelo virus. A alta deteccdo de infeccdo por HPV
mostra a importancia da imunizacao de meninos na prevencao de cancer peniano, e
ressalta-se a necessidade de ampliacdo da cobertura vacinal de modo a abranger
tipos de virus presentes em cancer peniano. A superexpressdo de
EGFR/ICOX2/PGEZ2, e a associacao encontrada entre eles, sustenta a possibilidade
de uso terapéutico de drogas anti-EGFR e anti-COX em tumores penianos.

Palavras-chave: Cancer de pénis; inflamacao cronica; tumorigénese; HPV.



ABSTRACT

Penile cancer (PeCa) is a rare neoplasm with higher incidence in regions with low
socioeconomic indexes. In Brazil, most of the men afflicted by this disease reside in
the North and Northeast. Among the main risk factors are lack of hygiene, phimosis,
high-risk human papillomavirus (HPV) infection and chronic inflammation. Although the
role of inflammation and HPV infection is known in some cancers, the relationship
between these two factors and the disruption of genes involved in the CaPe genesis is
not yet well established. Thus, our main goal was to determine the expression of genes
involved in the process of chronic inflammation and in the carcinogenesis mediated by
HPV infection and the role of the deregulation of these genes in the establishment and
progression of penile tumor. For this purpose, fresh and formalin-fixed paraffin-
embedded (FFPE) tissues from 55 patients with penile cancer were evaluated. HPV
detection and genotyping were carried out by nested PCR and direct sequencing in all
samples. A subgroup (N = 37) was evaluated by qRT-PCR to determine COX-2,
EGFR, MYC, RB and P53 gene expression. For this, sections of FFPE tissues
containing more than 70% tumor cells were analyzed. Protein expression of these
genes and PGE2 were determined by immunohistochemistry in the same tumor
tissues. An analysis of the association between the clinical-histopathological
parameters, presence of HPV, and gene and protein expression was performed. All
tumors were classified as epidermoid squamous cell carcinoma. HPV DNA was
detected in 80% of tumors, of which 95% had at least one high-risk subtype, and
HPV16 was the most frequent subtype (63%). Among the HPV negative samples in
the tumor tissue, 14% were positive in the tissue adjacent to the tumor, so that 94% of
the patients, in total, were positive for the presence of HPV DNA.. Overexpression was
identified in all genes involved in the inflammatory process. EGFR showed
overexpression in 84% of the samples, while COX2 and PGE were overexpressed in
40% of the tumors, each. There was an associationbetween the levels of EGFR and
COX2 expression, and between COX2 and PGE2. On the other hand, the genes
related to HPV infection, MYC, RB and P53, were underexpressed in 97%, 85% and
81% of the samples, respectively. The gene expressions did not show any association
with clinical-histopathological variables. This study describes the repression of RB and
P53 activity in HPV + tumors, suggesting that there is a mechanism of control of these
genes, possibly mediated by the virus. The high detection of HPV infection shows the
importance of the immunization of boys in the prevention of penile cancer. Our data
emphasize the need to expand the vaccine coverage to cover types of HPV present in
penile cancer. The overexpression of EGFR/ COX2/ PGEZ2, and the association found
between them, support the possibility of therapeutic use of anti-EGFR and anti-COX
drugs in penile tumors.

Key words: Penile cancer, chronic inflammation; tumorigenesis; HPV.



1. INTRODUCAO
O cancer de pénis (CaPe) é um tumor raro, principalmente em paises com altos

indices socioeconémicos. Enquanto o Brasil detém uma das maiores taxas de
incidéncia no mundo, concentrando principalmente nas regides norte e nordeste. A
ocorréncia deste cancer agressivo esta associada a baixas condi¢cdes
socioeconbémicas e a alguns fatores de risco como a higienizacdo escassa ou incorreta
do 6rgao, presenca de fimose, a nao circuncisao, presenca de infeccao pelo papiloma
virus humano (HPV) e inflamagéao crénica no local.

A presenca de HPV pode induzir processos carcinogénicos através da
desregulacdo de alguns genes como o0s supressores de tumor TP53 e RB e o
oncogene MYC. A inflamacdo crbnica por sua vez pode levar a um processo
carcinogénico por meio dos constantes danos e remodelamentos teciduais e por
liberacdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio. Neste tipo de inflamacao,
alguns genes centrais sao constantemente expressos em niveis elevados dentre eles
o0 COX2 e o eicosandide PGE2, os quais estimulam a expressao de receptores de
fatores de crescimento, como o EGFR. Este ultimo é por si s6 frequentemente

associado a sua superexpressao e tumores epidermais.

O CaPe se trata de uma doenca frequentemente diagnosticada em estagios
avancados e por consequéncia a opcao de tratamento mais utilizada é a penectomia.
Este procedimento pode trazer ao paciente transtornos psicolégicos e sociais. Sendo
assim, é de suma importancia que hajam mais estudos que contribuam para um maior
conhecimento sobre este cancer e na descoberta de marcadores bioldgicos que

auxiliem no prognéstico e também, que possam ser utilizados para uso terapéutico.

Neste trabalho, com o intuito de entender um pouco da acdo do HPV nos
tumores penianos infectados e a expressao de genes importantes na tumorigénese
foram avaliadas as expressdes relativas de genes afetados pela infeccdo por HPV,
RB, TP53 e MYC, assim como os que sao frequentemente superexpressos em
microambientes de inflamacao crénica, COX2 e EGFR e o eicosandide PGE2.
Avaliou-se também uma possivel associacao dos genes entre si e com caracteristicas

clinica-histopatolégicas dos pacientes. Este trabalho serd aqui documentado como



dissertacdo de mestrado em forma de artigo, o qual foi submetido a revista
internacional The Journal of Urology, qualis A1.

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. Cancer Peniano

O termo cancer abrange um conjunto de mais de 100 doencas caracterizadas
por apresentarem o crescimento desordenado de células, com possibilidade de
invasao de tecidos e 6rgaos. Quando a origem do tumor ocorre em tecidos epiteliais,
como pele ou mucosas, tais tumores sdo denominados carcinomas. Os sarcomas, por
sua vez, sao considerados aqueles tumores que se originaram em tecidos conjuntivos,
como 0sso, musculo ou cartilagem (INCA, 2017a).

O carcinoma peniano é uma malignidade geralmente agressiva, caracterizada
pela disseminacdo precoce para o linfonodo regional e possiveis metastases para
sitios distantes como pulmao, cérebro e ossos (KAYES et al., 2007; SONPAVDE et
al., 2013). A glande do pénis € o sitio de origem mais comum, seguido pelo prepucio,
sulco coronal e haste. A maioria dos pacientes geralmente chegam ao diagndstico
com uma ulcera ou lesao inflamatéria na regiao do pénis (HEYNS et al., 2010).

A maioria dos tumores malignos de pénis (95%) é classificada histologicamente
como Carcinoma de Células Escamosas (SCC) (CUBILLA et al., 2001; CALMON et
al., 2011; SOUSA, 2015) restando aproximadamente 5% dos casos para os tipos
melanomas, carcinomas basocelulares e sarcomas (CUBILLA et al., 2001; CALMON
et al., 2011). O SCC é classificado como usual, basaloide, verrucoso, condilomatoso
(verrugoso), papilar, sarcomatoide, adenoescamoso e misto (EBLE et al., 2004). Tais
subtipos variam entre si em relacdo a agressividade dos tumores e o tempo de
sobrevida dos pacientes (PIZZOCARO, et al., 2010; SONPAVDE et al., 2013), como
por exemplo, o subtipo verrucoso, o qual possui comportamento menos agressivo,
sendo caracterizado pela lesao vegetante com lento crescimento e menor potencial
metastatico (DE PAULA et al., 2005).

O carcinoma condilomatoso e o basaléide estdo entre alguns subtipos
histolégicos que estdo fortemente associados com infeccdo por HPV, onde tal
associagao pode estar envolvida na etiologia do processo de carcinogénese (LOPES
et al., 2002; KIEFFER et al, 2014).



A agressividade e estagio tumorais de pénis seguem o padrao clinico-
histopatoldgico de diferenciagdo e estadiamento tumoral utilizado para carcinomas
epidermdides. A definicdo do grau de diferenciagao segue o critério de Broders, o qual

é dividido é trés niveis:

e Grau |: bem diferenciado;
e Grau ll: moderadamente diferenciado;
e Grau lll: indiferenciado (PIZZOCARO et al., 2010).

Em relacdo ao estadiamento tumoral a classificacao utilizada segue dois critérios
que possibilitam a identificacdo das caracteristicas histoldgicas, estruturais e
anatdmicas envolvidas em cada tumor analisado e, estes critérios tratam-se de um
clinico e um histopatolégico. O estadiamento clinico se da pelo critério de Jackson,

que divide os estagios em quatro niveis:

e Estagio I: Circunscrito a glande e ao prepucio, sem envolvimento do corpo do
pénis;

e Estagio Il: Invasédo do corpo cavernoso do pénis, mas sem disseminacao para
os linfonodos;

e Estagio lll: Disseminacao clinica dos linfonodos regionais da virilha. A
possibilidade de cura depende do numero e da extensdo dos nodos envolvidos;

e Estagio IV: Invasivo, apresentando extenso envolvimento dos linfonodos, sem
possibilidade de ressec¢dao dos mesmos (JACKSON, 1966).

O estadiamento histopatoldgico se da pelo sistema de classificacao TNM o qual
foi proposto pela Union for International Cancer Control juntamente com a American
Joint Committee on Cancer (UICC/AJCC) (STEPHEN; CAROLYN, 2010). No sistema
TNM cada letra corresponde a uma categoria, a T abrange informacdes sobre o tumor
primario, como tamanho, abrangéncia no 6rgao em que se originou e quanto invadiu
os tecidos adjacentes; a N aborda se houve invasao para os linfonodos vizinhos
enquanto a categoria M informa se ha metdstase a distancia (INSTITUTO
ONCOGUIA, 2017).

O sistema TNM compreende os niveis inseridos no Quadro 1 (STEPHEN;
CAROLYN, 2010):



Quadro 1: Sistema TNM para o cancer de pénis.

Estagio Descrigao
Tumor (T)
Tx Tumor primario nao é passivel de avaliagao.
TO Sem evidéncia de tumor primario.
Tis Carcinoma in situ.
Ta Tumor verrucoso nao invasivo.
T1 Tumor invade tecido conectivo subepitelial.
T1a Sem invasao linfovascular e bem ou moderadamente diferenciado (Grau
1-2).
T1b Com invasao linfovascular ou pouco diferenciado/indiferenciado (Grau 3-
4).
T2 Tumor invade corpo esponjo/ corpo cavernoso
T3 Tumor invade a uretra.
T4 Tumor invade outras estruturas adjacentes.
Linfonodos

regionais (N)

NX Linfonodos regionais nao passiveis de avaliagao.
NO Sem evidéncia de infiltragao.
N1 Metéstase Unica.
N2 Metastase multiplas ou bilaterais superficiais.
N3 Metastase em linfonodos profundos pélvicos ou inguinais.

Metastase

distante (M)
MX Metastase distante nao é passivel de avaliagao.
MO Nenhuma metéstase distante.
M1 Metéstase a distancia.

Graduacao

Histopatoldgica

Gx O grau de diferenciagcao ndo pode ser avaliado.
G1 Bem diferenciado.
G2 Moderadamente diferenciado.
G3 Pouco diferenciado.
G4 Indiferenciado.

Fonte: Adaptado de AJCC Céancer Staging Manual (2010).



2.2. Epidemiologia e fatores de risco

O cancer de pénis é um cancer raro e frequentemente associado a fatores sécio
econdmicos baixos e culturais, sendo mais frequente em paises subdesenvolvidos ou
em desenvolvimento. A frequéncia média de cancer peniano nas nagbées do Reino
Unido chega a 1,3-2,0 por 100.000 homens e a taxa de mortalidade por esta doenga
é de 0,3-0,4 por 100.000, na Espanha a incidéncia esta por volta de 0.7-1.5 por
100.000. O Canadé e Estados Unidos apresentam uma incidéncia de 0,5 casos a cada
100.000 homens. Entretanto, nos Estados Unidos, apesar de rara, CaPe trata-se de
uma malignidade com altas taxas de morbidade e mortalidade (GOODMAN et al.,
2007; FRISCH, et al., 1995; BARNHOLTZ-SLOAN, et al., 2007; FERRANDIZ-
PULIDO, et al, 2012; JAYARATNA et al., 2014; CHRISTODOULIDOU et al., 2015;
PUBLIC HEALTH ENGLAND KNOWLEDGE AND INTELLIGENCE TEAM, 2013;
FORMAN et al., 2014; INCA, 2017b).

O fator cultural esta fortemente associado com a etiologia do cancer de pénis
pois, em culturas judaicas, musselinas ou em regides, nas quais a circuncisao
neonatal € praticada de forma cultural na populacdo, a incidéncia deste tumor
encontra-se virtualmente nula (SCHMAUZ; JAIN, 1971). A inibicao da inflamacéao
crbnica devido a circuncisdo é considerada como uma explicagao para tal incidéncia
nessas regides (SCHOEN, 1991; KOCHEN; McCURDY, 1980).

A epidemiologia deste céncer em paises n&o desenvolvidos ou em
desenvolvimento (com excecao de regides que tenham a circuncisdo na sua cultura),
como o Brasil, Paraguai e paises africanos e asiaticos, sua incidéncia se torna
elevada, com incidéncias superiores a 2,08 por 100.000 homens (Figura 1) (MISRA et
al., 2004; ORNELLAS, 2008; KOIFMAN et al. 2011; CHAUX, et al., 2013; ROMERO
et al., 2013; DO COUTO et al. 2014; CHRISTODOULIDOU et al., 2015). Tal variacao
geografica na prevaléncia e na incidéncia desta patologia ja era visivel no ano de 1992
PARKIN; MUIR, 1992). Fatores socioeconémicos e 0 acesso a sistemas de saude
basica sdo fatores determinantes para estas variagdes regionais (ORNELLAS, et al.,
1994; CHAUX, et al. 2013a).
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Figura 1: Médias de casos de cancer de pénis por 100.000 homens registrados em
alguns paises. Regides em azul representa alta incidéncia; em verde claro representa
moderada e verde escuro, baixa incidéncia. Fonte: CHAUX e CUBILLA (2012).

No Paraguai, a incidéncia de CaPe chega a ser quatro vezes maior do que nos
Estados Unidos e na Europa. A maioria dos pacientes é oriunda de zonas rurais ou
suburbanas (82%), vivem na pobreza (75%) e com escasso acesso a educacao
(91%), com histérico de Doengas Sexualmente Transmissiveis (DST), principalmente
pelo Papilomavirus Humano (HPV) (74%), verrugas genitais, presenca de fimose
(57%), ruins/péssimos habitos de higiene (90%), e 45% com diagndstico de Liquen
Escleroso (LS) doenca inflamatéria de pele que atinge areas anogenitais de homens
e de mulheres (CHAUX et al., 2013). Este padrdo, social e fatores de risco, €
observado ndo sé no Paraguai mas também é tido como um padrdo universal em
estudos com CaPe (KOIFMAN et al., 2011; D’HAUWERS, et al. 2012; CARLSON et
al., 2013; PHILIPPOU et al. 2013; COUTO et al., 2014; CHRISTODOULIDOU et al.,
2015).

No Brasil, pais com uns dos maiores indices de cancer peniano, ha variacao
entre suas regides, como o caso das regides sul e sudeste onde a incidéncia € menor
em relagdo ao norte e nordeste (FAVORITO et al. 2008; ROMERO et al., 2013;
BUSSO-LOPES et al.,, 2015). No estado de Pernambuco, o perfil clinico e

epidemiologico deste carcinoma se da por pacientes com menores condicoes



econbmicas, com menor nivel de educacdo e dificuldade ao acesso a assisténcia
médica (DO COUTO et al. 2014), o que pode justificar o diagnostico prevalentemente
tardio da doenca em todo o pais e a consequente prevaléncia de estagios avangados
no momento do diagndstico (FAVORITO et al. 2008; KOIFMAN et al. 2011; MORRIS
etal. 2011; DO COUTO et al. 2014, GAO et al, 2016). Entretanto, algumas cidades do
centro-oeste também registram altos indices da doenca, sendo observada em Goiania
uma incidéncia de 3,3 casos a cada 100,000 homens e de 2,1 casos por 100,000
homens na cidade de Cuiaba, localizada no estado vizinho. Ao ponto que, na cidade
de Belo horizonte, regiao sudeste, € observada incidéncia de apenas a 0,9 casos por
1000,000 homens. Refletindo a baixa incidéncia desse tipo de tumor em regiées mais
desenvolvidas no Brasil, tal como sudeste e principalmente a regido sul (FAVORITO
et al., 2008; FORMAN et al., 2014).

No estado do Maranhao, no periodo de 2006 a 2009 foram detectados 74 casos
de cancer peniano de acordo com um levantamento realizado pelo Instituto
Maranhense de Oncologia Aldenora Bello- IMOAB e 40 casos entre os anos de 2003
e 2008 levantados pelo Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranh&o
(HU-UFMA) ambos com pacientes apresentando diversos fatores de risco (ALVES et
al., 2010).

No Quadro 2 é possivel observar as variagdes entre as incidéncias de algumas
cidades da américa do Norte, das américas central e sul e alguns paises asiaticos. As
cidades brasileiras estdo entre as com os maiores indices da doenca (principalmente
as da regidao nordeste. Israel, pais praticante da circuncisdo neonatal, observa-se a
menor incidéncia dentre os paises citados (CHAIM et al., 2005; FAVORITO et al.,
2008; FORMAN et al., 2014).



Quadro 2: Incidéncia de cancer peniano em algumas cidades nas Américas e

na Asia.
Ameérica Central e Sul Incidéncia América do Norte Incidéncia
_ por 100.00 _ por 100.00
Cidade / Pais Cidade/Pais
homens homens
Cérdoba / Argentina 1,2 British Columbia/ Canada 0,3
Aracaju / Brasil 2,5 Alabama / Estados Unidos 0,6
Fortaleza / Brasil 1,7 Colorado / Estados Unidos 0,4
Cuiaba / Brasil 2,1 Delawere / Estados Unidos 0,2
Goiania / Brasil 3,3 Asia Incidéncia
: : i _ por 100.00
Belo horizonte / Brasil 0,9 Cidade / Pais
homens
Sao Paulo / Brasil 1,7 Israel 0,1-0,2
Valdivia/ Chile 0,9 Fukui Prefecture / Japao 0,2
Uruguai 1,5 Seoul / Coréia do Sul 0,2
Cali / Colombia 1,2 Mizoram /india 1,7
Cuba 1,6 Zhongshan City / China 1,0

Fonte: Forman et. al. (2014)

O CaPe ainda é considerado um cancer pouco estudado, todavia, na literatura,

algumas caracteristicas epidemioldgicas e fatores de risco ja sdo bem estabelecidos

(Quadro 3).



Quadro 3: Resumo dos fatores epidemiolégicos e de risco em cancer peniano

citados em pesquisas realizadas no Brasil e em outros paises.

EPIDEMIOLOGIA

Baixo status s6cio econdmico

Reside em zonas rurais

suburbanas

Escasso acesso a educacao

Idade igual ou maior que 58,35 anos

Catoélicos
Casados
FATORES DE RISCO
Ma higiene
Fumo

Fimose

DST (HPV mais prevalente)

Inflamagéo cronica

Liquen escleroso

Obesidade

Trauma peniano

Nao circuncisao

Raios ultravioleta
AIDS

REFERENCIAS
Favorito et al., 2008; Koifman et al., 2011; Chaux et al.,2013a;
Do Couto et al., 2014; Christodoulidou et al., 2015; INCA, 2017b.
Koifman et al. 2011; Chaux, et al. 201 3a.

Favorito et al., 2008; Morris et al., 2011; Koifman et al. 2011;
Chaux, et al. 2013a; Do couto et al. 2014; INCA, 2017b.
Favorito et al., 2008; Chaux et al., 2013a; Koifman et al., 2011;
Do couto et al., 2014.

Koifman et al., 2011.

Koifman et al., 2011; Do couto et al., 2014.

Favorito et al., 2008; Koifman et al., 2011; Ferrandiz-pulido et al.,
2012; D’hauwers et al., 2012; Chaux et al.,2013a; Gastardelo et
al., 2014; Christodoulidou et al., 2015.

Favorito et al., 2008; Koifman et al., 2011; D’hauwers et al., 2012;
Chaux et al.,2013a; Christodoulidou et al., 2015.

koifman et al., 2011; D’hauwers et al. 2012; Chaux et al.,2013a;
Gastardelo et al., 2014; christodoulidou et al., 2015; inca, 2017b.
Ferrandiz-pulido, et al, 2012; D’hauwers et al. 2012; Chaux e
Cubilla et al., 2012; Sonpavde et al., 2013; Calmon et al.,2013;
Do couto et al., 2014; Gastardelo et al., 2014; busso-lopes et al.,
2015; Christodoulidou et al., 2015.

Koifman et al., 2011; Ferrandiz-pulido, et al., 2012; D’hauwers et
al., 2012; Chaux e Cubilla et al., 2012.

Ferrandiz-pulido, et al., 2012; D’hauwers et al., 2012; Chaux et
al., 2013a; Carlson et al., 2013; Gastardelo et al., 2014;
Christodoulidou et al., 2015.

Barnes et al., 2016.

Christodoulidou et al., 2015.

Favorito et al., 2008; Morris et al., 2011; Koifman et al., 2011;
Ferrandiz-pulido et al., 2012; Chaux et al.,2013a; Gastardelo et
al., 2014; Christodoulidou et al., 2015.

Christodoulidou et al., 2015.

Christodoulidou et al., 2015; Shah et al., 2015.
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A infecgao pelo HPV, juntamente com a ma higiene e presenca de fimose, esta
entre um dos fatores de risco mais estudados em CaPe. A presenca do virus torna-se
determinante quanto a etiologia do carcinoma, pois, ha, um perfil genémico distinto
entre os pacientes que sao HPV positivos e HPV negativos, sugerindo que tais
tumores podem ter duas etiologias moleculares diferentes devido a associacao do
HPV nos diferentes subtipos histolégicos de tumores de pénis (POW-SANG et al.,
2010; FERRANDIZ-PULIDO, et al, 2012; AFONSO et al., 2012; CHAUX; CUBILLA,
2012; CHAUX, et al. 2013a; BUSSO-LOPES et al. 2015; SOUSA, 2015).

2.3. HPVeosgenes TP53, RB, MYC

O Papilomavirus Humano (HPV) pertence a uma familia de virus de DNA com
cerca de 8000 pares de bases apresentando distintos tipos patogénicos
(PARTRIDGE, KOUTSKY, 2006). Dentre estes, os tipos 16 e 18 estdo entre os de alto
risco (ZUR HAUS, 2002; CARVALHO, et al. 2007) mais encontrados em amostras de
cancer peniano invasivos e in situ (DIANZANI, et al. 1998, SOUSA, 2015, FLAHERTY
et al, 2014).

O HPV trata-se de um virus circular de dupla fita de DNA, epiteliotrépico, o qual
infecta células basais epidermais e de mucosas por meio de microfissuras no tecido.
O ciclo de vida do virus se inicia com a infeccao destas células basais e se instala nas
mesmas de forma epissomal ou se integra ao DNA do hospedeiro (Figura 2). A medida
que estas células se diferenciam e passam para a camada superficial da epiderme os
genes virais vao sendo transcritos, se iniciando pelos precoces E1, E2, E6, E7 e, com
o passar do ciclo normal da célula os demais genes precoces sao ativados E4, E5,
iniciando, nesta etapa, a amplificacdo do DNA viral e inducdo da reentrada da célula
na fase S levando a proliferacdo anormal celular. Neste momento, algumas células
filhas sobem para o epitélio e comegam o processo terminal de diferenciacdo. Em tais
células infectadas e diferenciadas ocorre a ativacao de genes tardios L1/2 os quais
vao levar ao encapsulamento dos virus e sua liberacdo para posterior infecgdo e
reinicio do ciclo (Figura 3). (MITTAL; BANKS, 2017).
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Figura 2: Estrutura genémica do HPV e integracdo ao genoma do hospedeiro.
O genoma viral é dividido em trés partes de acordo com a funcao dos genes presentes.
A primeira, Longa regido de Controle (LCR), trata-se de uma regido nao codificante
com funcao promotora e reguladora. A segunda regido, Precoce, € constituida pelos
oncogenes E1, E2, E4, E5, E6 e E7, os quais sao responsaveis pela replicacao viral
e oncogénese. A terceira € a regiao Tardia, na qual, estdo os genes tardios L/e L2
com o papel de codificar as proteinas do capsideo viral. Durante a patogenicidade da
infeccdo, os tipos de alto risco, na maioria, integram seu genoma com o da célula
hospedeira ocasionando instabilidade gendémica na célula e superexpressdo de

oncogenes virais. Imagem adaptada de GILL, et al. (2014).
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Figura 3: Ciclo de vida do HPV. Imagem adaptada de Mittal e Banks (2017).

O ciclo normal de células basais epidermais inclui a diminuicdo de sintese

proteica e a parada de divisao celular a medida que se diferenciam e chegam na

superficie epitelial. Entretanto, o HPV consegue manter um constante ritmo de divisdo

celular através de indugao a entradas na fase S do ciclo da célula. Este descontrole

no potencial proliferativo da célula se d& através da inativacao de proteinas chaves no

controle do ciclo celular, como TP53 e membros da familia pRb pela agado cooperativa

de oncoproteinas virais E6 e E7 (MITTAL; BANKS, 2017).

As oncoproteinas virais E6 e E7 sao continuamente expressas, principalmente

em células infectadas com tipos de HPV de alto risco, e seus produtos cooperam no

distarbio da diferenciacdo celular, proliferacdo e apoptose através do envolvimento

destas proteinas com as vias de sinalizacdo Rb e p53. Em cancer de cérvix, a

expressao destas proteinas € necessaria para induzir e manter o fenétipo neoplasico

e supbe-se que em cancer peniano possa haver um mecanismo semelhante KAYES,

et al., 2007; PROTZEL, et al. 2007; LIMA et al., 2013).

O produto oncogenético E6 é conhecido por interferir diretamente na via da

proteina p53 através da ligagdo com a regido de oligomerizagdo da mesma para

mediar sua ubiquitinizacdo e degradacao pela via 26S, que se supde ser analoga a
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degradacao da p53 mediada pela MDM2, via que realiza um feedback negativo com
p53 (CAMUS, et al., 2007; MENENDEZ, et al., 2007). Tal ligagao de E6 com p53 leva
entdo a uma supressao da funcgéo inibitéria desta proteina nos checkpoints da fase
G1/S do ciclo celular causando uma proliferacao celular descontrolada, perda da
diferenciacao celular e do controle apoptoético (CAMUS, et al., 2007; MENENDEZ, et
al., 2007).

A expressdo de E7 nao demonstra associacao direta com p53, porém, a
proteina Rb demonstra ser alvo desta oncoproteina. O Rb faz parte de uma via de
sinalizacdo, P16INK4a/ ciclina D/ Rb, que se encontra desregulada em muitos
carcinomas. A inativacdo da proteina retinoblastoma pode contribuir para eventos
carcinogénicos em tumores dependentes de HPV (FERREUX et al., 2003; JACOBS;
DE LANGE, 2005).

Os tipos de HPV de alto risco possuem uma caracteristica em comum: a alta
taxa de insercdo do genoma viral no genoma do hospedeiro. Essa insercao pode levar
a instabilidade gendémica na célula hospedeira como quebras cromossdmicas,
monossomias, trissomias, amplificacdo de oncogenes e delecdo de genes
supressores de tumor, sendo entdo, uma importante etapa para o processo de
carcinogénese. Durante a integracao, alteragdes gendmicas também ocorrem no DNA
do HPV, havendo consequéncias, como a perda do gene viral E2 e a desregulacao
da atividade dos oncogenes virais E6 e E7 (GILL et al., 2014; MITTAL; BANKS, 2017;
FLAHERTY, 2014; FERNANDES et al, 2015;)

A insercao ocorre ao acaso e pode ocorrer em diversos sitios do genoma das
células hospedeiras. Entretanto, ha sitios considerados “pontos quentes” que sao
geralmente alvos desta integracao viral. Essas regides denominadas sitios frageis.
Muitos desses pontos estao no cromossomo 8 onde esta localizado o oncogene MYC
(8924) (Figura 4) (COUTURIER, et al., 1991; PETER et al., 2006; LIU et al., 2015;
MITTAL; BANKS 2017).
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Figura 4: Principais sitios de insercdo do genoma viral no cromossomo 8
apontados pelas linhas vermelhas. Imagem adaptada de Liu et al. (2015).

O oncogene MYC age como um fator de transcricdo ativando genes com
fungbes proliferativas normais do ciclo celular. Entretanto, quando este gene esta
desregulado, hd uma série de aberracdes e instabilidades gendémicas, as quais,
podem iniciar um processo carcinogénico (KUZYK; MAI, 2014).

A insercao do genoma viral perto de MYC e a atividade dos oncogenes E7 e
E6 sdo associados com a desregulacao deste gene e a sua amplificacao por aumento
do numero de cépias (COUTURIER et al., 1991; KAYES; MINHAS, 2012;
MASFERRER et al, 2012). Em alguns casos ha a correlacao entre ganho de copias
de MYC e o aumento de expressao com piores prognésticos clinicos em pacientes
com cancer peniano (KAYES; MINHAS, 2012; MASFERRER et al., 2012). Entretanto,
a infeccdo por HPV pode, em alguns casos, aumentar a expressdao de MYC sem,
necessariamente, agir através da indugdo do aumento do numero de copias (PETER
et al., 2006; MASFERRER et al., 2012; MCDANIEL et al., 2015; BUSSO-LOPES et
al., 2015).

A participagédo do HPV na etiologia de CaPe coloca em discuss&o a importancia
da imunizagdo em homens na prevenc¢ao, nao s6 de carcinoma de pénis, mas também
de minimizar a prevaléncia de condilomas, verrugas genitais e outras neoplasias
relacionadas ao HPV. A vacinacédo é tida como uma estratégia na diminuicdo da
incidéncia de CaPe principalmente em locais onde as incidéncias de HPV e CaPe séao
altas (FLAHERTY et al., 2014).
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A infeccdo pelo HPV, na maioria dos casos, € eliminada pelo sistema
imunolégico do hospedeiro. Entretanto, quando essa eliminacdo n&o ocorre e a
infeccdo passa a ser persistente pode desenvolver um quadro de inflamacéao crénica
devido as lesdes e ao estimulo constante do virus no local. Em células neoplasicas
de cérvix, 0s oncogenes virais tem a capacidade de ativar a via ciclooxigenase 2
(COX2) / prostaglandinas e demais vias inflamatérias. Tendo assim, um potencial
carcinogénico devido a constante liberagcdo de quimosinas, citocinas e fatores de
crescimento celular somados a superexpressao das oncoproteinas virais E6 e E7
(FENANDES et al, 2015).

2.4. Inflamacao crénica em cancer peniano

A inflamacéo trata-se de uma resposta natural do sistema imune a estimulos
externos ou internos, infeccdes ou injurias teciduais. Entretanto, se essa resposta nao
cessar naturalmente, passando a se tornar cronico, torna-se um evento danoso a
homeostase do organismo e pode levar a uma série de doencas (RICCIOTTI;
FITSGERALD, 2011; VENDRAMINI-COSTA; CARVALHO et al., 2012; HA-NA et al.
2013; FERNANDES et al., 2015), entre elas o cancer (AOKI; NARUMIYA, 2012;
VENDRAMINI-COSTA; CARVALHO et al., 2012; HA-NA et al. 2013; FERNANDES et
al., 2015).

Na inflamacao ha a infiltracdo de leucécitos, como macréfagos associados a
tumores (TAM), células dendriticas, células Natural Killers (NK), mastdcitos,
neutrofilos, eosindfilos e linfocitos. Mediadores citotdxicos sao produzidos por essas
células, tais como espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (ROS e RNS), fator de
necrose tumoral alfa (TNFa), interleucinas (IL-1, IL-6, IL-8). Enzimas como
ciclooxigenase-2 (COX-2) também sao produzidas e podem ativar fatores de
transcricdo como fator nuclear kB (NF-kB) (VENDRAMINI-COSTA; CARVALHO,
2012; FERNANDES et al., 2015).

A liberacdo e presenca constante de espécies reativas de oxigénio ou de
nitrogénio, na inflamag&o crénica, podem causar danos no material genético em
células do proprio organismo, o que é acentuado pelos continuos sinais de expansao
e remodelamento tecidual. Com a cronicidade destes eventos, cria-se um

microambiente com sucessivos danos no DNA, levando a instabilidade genbmica,
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desregulacdo epigenética, alteracbes nas sinalizagdes intracelulares, perda da
arquitetura tecidual ou seja, cria-se um ambiente extremamente favoravel a uma
tumorigénese e progressdo (VENDRAMINI-COSTA; CARVALHO, 2012; HA-NA et al.
2013; FERNANDES et al., 2015). O tumor, por si s6, estimula o surgimento de um
processo inflamatério, pois células neoplasicas podem recrutar células inflamatérias
para o sitio tumoral (Figura 5) (VENDRAMINI-COSTA; CARVALHO, 2012;
GASTARDELO et al., 2014; CRUSZ; BALKWILL, 2015).
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Figura 5: Base molecular da carcinogénese relacionada a inflamacgéao. A
inflamacéao ou ativagdo oncogénica resultam da expressao de fatores proinflamatérios
dentro de células tumorais como Fator nuclear-kB (NF-kB) e STAT3, os quais ativam
citocinas e quimiocinas essenciais como Fator de Necrose Tumoral-a (TNFa) e
Interleucina 6 (IL6), assim como, enzimas inflamatérias como COX2, formando uma
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rede complexa de respostas inflamatérias e fornecendo um microambiente tumoral
favoravel. Imagem adaptada de Crusz e Balkwill (2015).

A presenca de infiltrado inflamatério no tecido tumoral pode estar relacionada
com um pior prognéstico de cancer peniano, sugerindo-se rastreio no exame
patolégico de infiltrados inflamatérios na pega tumoral (VASSALLO et al., 2015). A
inflamacao crénica € tida como um fator de risco na carcinogénese de diversos

canceres (Quadro 4), principalmente aos epidermais (TANG; WANG, 2016).

Quadro 4: Exemplos de estudos que associam a inflamacao e o tipo de cancer.

TIPO DE CANCER REFERENCIAS
Laringe Gastardelo et al., 2014.
Pénis De Paula et al., 2011; Chaux e Cubilla, 2012; Calmon
et al., 2013.
Gastrico (H. pilory) Oshima et al., 2011.
Boca Kekatpure et al., 2015.
Pulméo Dougan et al., 2011.
Vulva Carlson et al., 2013.
Célon Yang et al., 2016.
Colorretal Crusz; Balkwill, 2015.

A condicao de fimose pode induzir a frequentes casos de inflamacao e
doencas inflamatorias na glande do pénis (SHAH et al., 2015; MORRIS; KRIEGER,
2017). A circuncisdo neonatal exerce um efeito protetor contra o desenvolvimento de
carcinoma peniano (LARKE et al., 2011), provavelmente devido a inibicao de quadros
de inflamacbdes cronicas. Observa-se que a circuncisdo tardia promove um
prognéstico mais favoravel para pacientes com CaPe em relacdo aos nao
circuncisados. Entretanto, a retirada do prepucio na fase adulta nao oferece 0 mesmo
efeito protetor oriundo da circuncisao neonatal (KOIFMAN et al., 2011; MORRIS et al.,
2011; MORRIS; KRIEGER, 2017; SONPAVDE et al., 2013). A maioria dos pacientes
com carcinoma peniano sdo homens nao circuncidados (FERRANDIZ-PULIDO et al.,
2012).
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A presenca de fimose é considerada um fator de risco no cancer peniano, o que
deve-se a possibilidade de formacao de um quadro de inflamacéo crénica gerada pelo
acumulo de esmegma e por prejudicar uma inadequada higienizacdo na regiao
afetada, levando assim a um microambiente propicio a tumorigénese, alimentado pela
inflamacéao. Esta acdo pode ser a explicagdo do efeito protetor da circuncisdo em
relacao ao desenvolvimento de cancer de pénis, ja que a exposicao da glande permite
a deteccao precoce de lesbes e elimina fatores de inflamacao crénica no local
(MORRIS et al., 2011; KOIFMAN et al., 2011; FERRANDIZ-PULIDO et al., 2012;
CHAUX, et al., 2013a; SONPAVDE et al.,, 2013; SHAH et al., 2015; MORRIS;
KRIEGER, 2017).

Muitos dos fatores de risco do cancer peniano tém o processo inflamatorio
como sua principal caracteristica patologica, além da fimose, como o liquen escleroso
(LS) e sua forma mais avancada, balanite xerética obliterante (FERRANDIZ-PULIDO,
etal, 2012; CARLSON et al. 2013; SONPAVDE et al., 2013; D’HAUWERS et al., 2012;
SHAH et al., 2015; CHAUX; CUBILLA, 2012.; CHRISTODOULIDOU et al., 2015;
MORRIS et al., 2011, MORRIS; KRIEGER, 2017) e até mesmo o fumo (HUANG;
CHEN, 2011).

A transformacdo maligna a partir de um quadro de LS para um sarcoma de
células escamosas (SSC) pode ser mediada por COX2 e EGF. Sugere-se mais
estudos testando 0 COX2 e EGF como marcadores de angiogénese e na identificacao
de casos de LS com potencial para malignidade, assim como, o uso de inibidores de
COX2 em pacientes com LS, a fim de evitar um possivel desenvolvimento de pSCC.
Em adicao, observou-se que o supressor tumoral p16 também é superexpresso tanto
em SSC de vulva quanto de pénis, porém, nao esta relacionado com o LS e sim com
a presenca do virus do HPV (CARLSON et al.,, 2013), mesmo este ultimo nao

apresentando qualquer ligacao com o liquen escleroso (D’HAUWERS et al. 2012).

2.5. Cancer peniano e a via COX2, PGE2 e EGFR

As citocinas (TNFa, algumas interleucinas como IL-1B, IL-6, IL-17, TGFpB),
fatores de transcrigdo (NFKB) e eicosanoides (mediadores inflamatdrios lipidicos
sintetizados a partir de acido araquidénico) sdo exemplos de mediadores envolvidos

no cancer e na inflamacao. Estes ultimos sdo produtos derivados da membrana
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fosfolipidica e estdo envolvidos, na sua grande maioria, no controle de muitos
processos fisioldgicos, inclusive como pecas-chave na inflamacao (FERNANDES et
al., 2015; CRUSZ; BALKWILL, 2015).

Os derivados de eicosanoides tem como precursor o eicosanoide acido
araquidénico (AA), um acido graxo insaturado encontrado esterificado em
fosfolipidios. Durante uma resposta inflamatéria, o AA é catalisado e passa por
transformacdes enzimaticas. Destas enzimas, ha a COX, a qual € encontrada
principalmente nas duas isoformas COX1 e COX2, sendo a primeira constitutiva em
varios tecidos e responsavel por outras fungdes fisiologicas (RICCIOTTI;
FITSGERALD, 2011; VENDRAMINI-COSTA; CARVALHO, 2012; AOKI; NARUMIYA,
2012), como protetor do tecido epitelial gastrico (DUBOIS et al., 1998). Apds o AA ser
metabolizado sequencialmente por COX2 e em seguida por outras enzimas como as
mPGES (sintese microssomal de PGE), forma-se uma das principais moléculas
derivadas de eicosanoides, as prostaglandinas (PG), e, dentre elas o PGE2, uma
isoforma de prostaglandina responsavel pelos processos que levam aos classicos
sintomas da inflamacdo como vermelhidao (pela angiogénese) e edema (Figura 6)
(RICCIOTTI; FITSGERALD, 2011; VENDRAMINI-COSTA; CARVALHO, 2012; AOKI;
NARUMIYA, 2012; HA-NA et al. 2013).
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Figura 6: Cascata da via das prostaglandinas. Imagem adaptada de
RICCIOTTI e FITZGERALD (2011).
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A via da enzima COX2 e PGE2 tem conhecida participacdo na tumorigénese e
progressao tumoral devido ao seu papel central no processo de inflamagao crénica
em diversos canceres destacando-se os do tipo SCC, como de boca (KEKATPURE et
al., 2015), colon (CASTELLONE et al, 2005), cérvix (KIM et al., 2002), de pénis
(GOLIJANIN et al, 2004; DE PAULA et al 2011; CARLSON et al 2013), orofaringe
(CHANG et al, 2004) e em canceres relacionados ao fumo (HUANG; CHEN, 2011).
Esta via, possui a capacidade de ativar outros genes, como os fatores de crescimento
endoteliais (EGF), seus receptores (EGFR) e os fatores de crescimento vasculares
(VEGF), os quais, conferem algumas caracteristicas do processo inflamatério como
aumento da vascularizacao, renovacao e remodelamento tecidual. Essa interagcao é
vista também na carcinogénese e progressao tumoral (DANNENBRG et al, 2005;
Donnini et al 2007; DE PAULA et al, 2011; VENDRAMINI-COSTA; CARVALHO, 2012;
DONNINI et al, 2012).

Ha também o sentindo inverso da ativagdo, onde a via EGF (Fator de
Crescimento Epidermal) / EGFR ativam e aumentam a regulacdo de mPGES1, via
EGR1, o que, por consequéncia, aumenta a expressao de PGE2 em células epiteliais.
EGF ativa o receptor EGFR o qual leva a expressdao de EGR1, e este, somente em
células que sao ativadas por EGR1, vai agir como um fator de transcri¢cao se ligando
ao promotor de mPGES1, o qual por sua vez, aumenta a sintese de PGE2. O aumento
de mPGES1/PGE2 estao envolvidos na malignidade em células epiteliais induzidos
por EGF e no ganho de propriedades tumorigénicas como invasao, habilidade de
formar metastases e crescimento tumoral (DONNINI et al, 2012).

Tendo como base o conhecimento do favorecimento por parte da inflamacgao
crénica ao surgimento e progressdao tumoral por meio do fornecimento de
angiogénese, crescimento tecidual e continuos danos ao DNA, ha sugestbes para
novas terapias antitumorais ou de prevencgao tumoral com inibidores de inflamacéo ou
com terapias que tenham como alvo genes e proteinas inflamatérias (DANNENBRG
et al, 2005; CRUSZ; BALKWILL, 2015). Como exemplo, o uso da proteina
antinflamatéria ANXA1 em SCC de laringe (GASTARDELO et al, 2014); uso de
inibidor de COX-2, Sinomenine (SIN) em SCC de célon sendo uma alternativa para
terapias antitumorais menos citotdéxicas (YANG et al. 2016); uso de mecanismos de
bloqueio da via mPGES1 em carcinomas epiderméides (DONNINI et al, 2012) e o uso
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de inibicdo simultdnea de COX2 e EGFR/VEGFR em SCC colorretal (VALVERDE et
al, 2015). A resolucao de inflamacgao pode agir ndo apenas remediando, mas também
como uma medida quimiopreventiva, sendo reconhecida como uma nova estratégia
contra formacgéo de tumores (HA-NA et al., 2013).

O receptor EGFR, em especial, também ¢é associado ao CaPe de forma
independente da via inflamatéria. A proteina deste receptor é frequentemente
encontrada superexpressa em carcinomas penianos, sendo, por si s6, uma opcao
valida para estudos de terapias alternativas para esses carcinomas (GOU et al., 2013;
CHAUX et al. 2013b) e para progndsticos de recorréncia (LORENZO et al, 2013).
Entretanto, poucos sdo os estudos que focam na sua expressdo génica
conjuntamente a expressao de genes da via COX2/PGE2 nas mesmas amostras
tumorais.

O conhecimento sobre a base genética dessa doenca ainda é bastante limitado
e, 0s atuais métodos de diagndstico, progndstico e terapia direcionada ainda sao
insuficientes para evitar que os tumores dos pacientes, quando atendidos nos
hospitais em estudo, estejam evoluidos de tal forma que, a penectomia torna-se a
principal forma de tratamento imediata indicada (DE PAULA et al. 2011; GAO et al.
2016).Quando descoberto no inicio o tratamento se resume na retirada da lesédo
preservando o 6rgao, causando menores transtornos psicolégicos e na qualidade de
vida dos pacientes em relacao a penectomia (KIEFFER et al, 2014).

Assim, é fundamental a realizacao de estudos que visem identificar alteracoes
genéticas presentes no tumor peniano e relaciona-las aos dados clinicos dos
pacientes, tais como tipo histoldgico, tamanho do tumor, grau de estadiamento e
evolucao clinica. Esses dados sustentam a busca por marcadores diagndsticos

precoces, progndsticos e novas moléculas para tratamento terapéutico.
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3. OBJETIVOS
3.1. Geral

Determinar o perfil de expressao dos genes MYC, TP53, Rb, COX2, EGFR e
de PGE2 em céancer de pénis, correlacionando as alteracées observadas com a

presenca de HPV e com os parametros clinico-histopatoldgicos dos pacientes.

3.2. Especificos

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

e lIdentificar a presenca de infeccao por HPV;

e Genotipar os subtipos de HPV;

e Identificar alteragcbes na expressdo de genes envolvidos na carcinogénese
mediada por infeccao viral: MYC, Tp53, Rb e na via inflamatéria: COX2 e EGFR;

e Identificar alteracbes na expressao das proteinas MYC, Tp53, EGFR, COX2 e
PGE2.

e Correlacionar os achados moleculares com os dados clinico-histopatolégicos,
bem como com a presenca de HPV.
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4.  MATERIAL E METODO
4.1. Casuistica

Estudo experimental realizado com tamanho amostral de conveniéncia de 55
pacientes com cancer de pénis. No periodo de 2015 a 2017, as amostras pareadas
(tecidos tumorais frescos e adjacentes com distancia de 2cm) foram coletadas de
pacientes adultos apds procedimento cirlrgico em dois hospitais de referéncia em Sao
Luis, Instituto Maranhense de Oncologia Aldenora Belo e o Hospital Universitario
Presidente Dutra da Universidade Federal do Maranh&o. Amostras parafinadas dos
mesmos pacientes também foram coletadas no setor de patologia de ambos os
hospitais. As coletas foram realizadas apés a aprovacdo no CEPUFMA e participaram
apenas os pacientes que assinaram TCLE (ANEXO A).

4.2. Aspectos éticos

Este projeto estd vinculado ao projeto guarda-chuva “ANALISE DE
ALTERACOES GENOMICAS E NA EXPRESSAO GENICA E PROTEICA EM
CANCER PENIANO”, o qual foi aprovado pelo Comité de ética em Pesquisa-CAAE:
46371515.5.0000.5087 (Anexo B) obedecendo a Resolugcdo CNS 466/12 e suas
normas complementares do Conselho Nacional de Saude/MS.

4.3. Critérios de inclusao

Pacientes com diagndstico clinico e anatomopatolégico de cancer de pénis,
sem tratamento prévio, atendidos nos Ambulatérios de Urologia do HU-UFMA e do
IMOAB.

4.4. Critérios de nao inclusao

Pacientes que, ndo se enquadram nos critérios acima ou 0s que, no seu
prontuério, apresentam dados incompletos que dificultem o levantamento de dados
demogréficos, clinicos e/ou laboratoriais, assim como, auséncia de material adequado
disponivel para a realizagdo das técnicas.

4.5. Armazenamento das amostras
Os materiais frescos coletados nas cirurgias destinados a extracido de DNA
foram armazenados em freezer -20°C imersos em TLN (Tampéo de Lise Nuclear). Os
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tecidos destinados a extracao de RNA foram armazenados imersos em RNAlater em
ultra freezer -80°C. O material parafinado foi armazenado em temperatura ambiente.

A coleta de dados clinico-histopatologicos foi realizada em dois momentos,
antes e depois da cirurgia. Antes da cirurgia essa coleta se deu através de uma
entrevista com paciente (posteriormente a leitura e ao consentimento do TCLE) para
obtencao de dados sécio epidemiolégicos e fatores de risco. O segundo momento se
deu pela coleta das informacdes oriundas dos laudos histopatolégicos mantidos nos

hospitais e liberados pelos urologistas responsaveis pelos pacientes operados.

4.6. Extracao de DNA de tecido fresco

Foi realizada extracao de DNA por fenolcloroférmio e precipitagdo com etanol
a partir de 100mg de tecido de todos os tumores frescos e tecidos adjacentes
coletados (n=55) (Quadro 5). As amostras extraidas foram armazenadas em freezer -
20° C. A leitura da concentracdo de DNA foi realizada utilizando-se o
espectrofotobmetro e somente foram consideradas para as andlises moleculares, as

amostras que apresentarem razao A260nm/A280nm com valor entre 1,8 e 2,0.
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Quadro 5: Protocolo de extracao de DNA com fenolcloroférmio

ETAPAS DA EXTRAGCAO DE DNA

1)

2)

Em um tudo com tampa de 1,5 mL
foram feitas as etapas:

Adicédo de 40 pL de SDS10% e imersao
no banho-maria a 37°C por 30 minutos;

Adigao de 40 pL de protease K 20mg/mi
e banho-maria a 55°C por 12 horas;

Retirada do banho-maria e aplicagéo de
20 pL de RNAse, homogeneizagdo e
banho-maria a 37°C por 30 minutos;

Retirada do banho-maria e acréscimo de
500 pL de fenol/cloroférmio/ élcool
isoamilico (25:24:1). Inversao lenta do
tubo por 10 vezes;

Centrifugacao dos microtubos em 12000
rpm a 4°C por 15 minutos;

Succdo do liquido sobrenadante,
preservando o anel de proteinas no meio
das duas fases e transferéncia do
sobrenadante para um novo tubo;
No novo tubo de 1,5 ml foram

realizadas as etapas de:

Adicao de 500 pL de cloroférmio/alcool
isoamilico e apds, inversao lenta do tubo
por 10 vezes;

Centrifugacao a 12000 rpm a 4°C por 15

minutos;

c)

3)

Transferéncia do sobrenadante, com

as mesmas indicagbes  para
preservacao do anel de proteinas,

para um novo tubo;

No novo tubo de 1,5mL foram
realizadas as etapas:

Acréscimo de 200 pL de Acetato de
sodio 3M e complementagdo do
volume com isopropanol gelado;

Armazenamento das amostras em
freezer a -20°C por, pelo menos, 12
horas;

Retirada do freezer e centrifugacao
em 12000 rpm a 4°C por 15 minutos;

Descarte do sobrenadante;

Adicdo de 500 pL de etanol 70%
gelado;

Centrifugacao a 12000 rpm a 4°C por

15 minutos;

Descarte do etanol e secagem do tubo

em temperatura ambiente;

Acréscimo de 25 ou 50 pL de TE
dependendo do tamanho do pellet;
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4.7. Deteccao e genotipagem de HPV
A deteccao e genotipagem do DNA viral nas amostras foram efetuadas por
duas técnicas distintas, Nested PCR e sequenciamento, com a finalidade de minimizar

falsos negativos.

4.7.1. Nested PCR

Na primeira etapa da Nested-PCR foram utilizados nove novos iniciadores
degenerados (5 MY09A-D e 5 MY11-1-5) modificados para cobrir todas as sequéncias
de gendtipos de 40 tipos de HPV. Como controle interno positivo, o gene constitutivo
da B-globina (BG) foi utilizado. O protocolo utilizado para a primeira etapa da Nested
PCR esta apresentado no Quadro 6.

Quadro 6. Protocolo de reacao e ciclagem da primeira etapa da Nested PCR.

PREPARO DA REACAO CONDICOES DE CICLAGEM
Reagentes Concentracao Ciclos Temperatura Tempo
(eC) (Minuto)
BGA2 2 pmol 94 1
BGS1 2 pmol 40 50 1
Primer MY 11 7,5a 22,5 pmol 72 2
Primer MY09 7,5a22,5 pmol 1 72
Taq Polimerase 1,5U
DNTP 200 uM
MgClI2 1,5 mM
Tris-HCI (pH 8,3) 10 mM
KCI 50 mM
DNA 200ng/ pL
Volume final 30 uL

Para a segunda reacgao, 40 iniciadores especificos, referentes a 40 tipos de HPV
mais associados a tumores cervicais, foram marcados com fluoréforos, misturados e
preparados para serem submetidos a PCR multiplex. O protocolo de genotipagem foi
desenvolvido pelo laboratério BioGenetics Molecular Technologies, Uberlandia, MG,
Brasil, e esta sob patente (numero de processo BR 10 2017 004615 0) de modo que
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os primers nao serao detalhados aqui. Como controle da segunda reacéo, foi utilizado
primers BGA2 com iniciadores BGS3 para o gene constitutivo da B-globina. Para a

amplificacéo nesta etapa foi seguido o protocolo do Quadro 7.

Quadro 7. Protocolo seguido para a 2° etapa da Nested PCR

PREPARO DA REACAO CONDICOES DE CICLAGEM
Reagentes Concentracao 1X Ciclos Temperatura Tempo
(¢C) (Minuto)
BGA2 0,2 pmol 95 2
BGSH1 0,2 pmol 36 56 1
Primer especifico 72 0,66
HPV 0,5 pmol
Primer especifico 1 72 5
HPV 0,5 pmol
Taq Polimerase 1,0
DNTP 200 Um
MgCI2 1,5 Mm
Tris-HCI (pH8,3) 10 Mm
KCI 50 Mm
Produto da 12PCR
ng/ uL
Volume final 15 Ul

O produto amplificado foi diluido 200 vezes e deste, 1 uL submetido a eletroforese
capilar com um filtro de pico no software para Fragment Profiler com as sondas
marcadas com fluoresceina para a leitura das amplificacdes. Os resultados foram
tidos como positivos quando um ou mais fragmentos de 74 a 338 pb foram grados. Os

casos onde apenas o gene da 3-globina foi amplificado foram considerados negativos.

4.7.2. Sequenciamento
O sequenciamento automatico do HPV foi realizado com o kit Big Dye Terminator
v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems) seguindo o protocolo sugerido pelo
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fabricante. Apés a montagem dos reagentes a solugao final foi submetida a uma
reacéo de PCR com um ciclo de 5 minutos a 94°C seguido a 45 ciclos de 45 segundos
a 94°C, 1 minuto a 60°C e 1 minuto a 72°C finalizando com resfriamento das amostras
a 15°C.

Para a precipitacdo do DNA amplificado se utilizou 750uL de Solugao Sephadex
e 5ul do DNA em um tubo de eppendorf com coluna. Os tubos foram centrifugados a
4.400 rpm por 4 minutos. Posteriormente a coluna foi descartada e ao precipitado se
adicionou 10ul de formamida. A solucdo resultante foi inserida na placa de
sequenciamento.

A reacdo foi realizada no equipamento de sequenciamento automatico ABI
PRISM 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) e a analise foi realizada pelo
software MEGA 6.0. As sequéncias, apds analise, foram comparadas com as do
banco de dados do GeneBank/NCBI, utilizando-se o Blast
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi).

4.8. Extracao de RNA de tecido parafinado

A extracdo de RNA foi realizada de 37 amostras a partir de 3 fitas de 10 um de
tecido tumoral parafinado. A regido tecidual da qual a extracdo ocorreu, foi
previamente selecionada e demarcada por um patologista com a regido que
apresentasse mais de 70% de células tumorais por laminas coradas com Hematoxilina
e Eosina (HE). As moléculas de RNA foram extraidas com o kit Ambion™ da empresa
Life Technologies™ de acordo com o protocolo sugerido pela mesma. Antes da
utilizacdo do kit os tecidos foram primeiramente desparafinizados (Quadro 8) e
somente entdo se iniciou o procedimento de extracdo. Apds extraidas, as amostras

foram quantificadas e armazenas em temperatura de -80°C.
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ETAPAS DE DESPARAFINIZACAO DE TECIDO TUMORAL

1) Em um tubo de 1.5ml, livre de 6) Com o tubo livre de Xilol, foi
RNAse, foi inserido 3 folhas de 3 adicionado 1ml de Etanol 100% e
micras cada de tecido parafinado e levado ao vortex por 20
adicionado 1ml de Xilol 100%; segundos;

2) O tubo foi colocado no vortex por 20 7) O tubo foi centrifugado a 14000
segundos e incubado a 50°C por 5 rpm por 2 minutos;
minutos;

3) Centrifugou-se o tubo a 14000 rpm 8) O alcool foi aspirado do tubo e
por 2 minutos; descartado;

4) O xilol do tubo foi aspirado e 9) As etapas 6-8 foram repetidas por
descartado; 3 vezes;

5) Repeticdo das etapas 1-4 por mais 3 10) Apos a retirada e completa

VeZES,

secagem do alcool do tubo, o
tecido foi armazenado a -80°C.

4.9. Transcricao reversa para obtencao de cDNA

A transcricdo reversa para a conversao do RNA para cDNA das 37 amostras
foi realizada utilizando o kit High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit™ da
empresa ThermoFisher™ (Quadro 9). O cDNA obtido foi diluido 1:5 com &agua

ultrapura e armazenado em temperatura média de 4°C.
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Quadro 9: Protocolo e ciclagem utilizados na reacao de transcricao reversa

PREPARO DA REACAO CONDICOES DE CICLAGEM
Reagentes Volume 1X Ciclos Temperatura Tempo
(°C) (Minuto)
100mM dNTPs 0.5 uL 1 25 10
MultiScribe Reverse 0,75 pL 1 37 120
Transcripts, 50U/ pl
10X Reverse 1,25 uL 1 85 5
Transcription Buffer
Randon Primer 1,25 uL 1 60 4
RNA 0,5 ug

Nuclease Free Water

Ajustar o volume
final para 25 pL

Volume Final

25 uL

4.10. PCR em tempo real para estudo de expressao génica
As analises de expressao relativa dos genes EGFR, COX2, RB, TP53 e MYC

foram realizadas nas 37 amostras utilizando-se o kit Tagman Universal PCR Mix |l

(2X) no UNG (fluorocromo FAM) da empresa ThermoFisher™ seguindo o protocolo

sugerido pelo fabricante (Quadro 10). Os primers com as sondas foram adquiridos

pela empresa Applied Biosystems™, o produto, TagMan® Gene Expression Assays,

possui sondas com fluorocromos Applied Biosystems™ FAM™ ou VIC™ nas

extremidades 5 e quencher nao fluorescente (NFQ) na extremidade 3’. O gene

GAPDH também foi utilizado, porém, como gene referéncia da reacao.
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Quadro 10: Protocolo utilizado na PCR quantitativa para os genes COX2,
EGFR, TP53, RBe MYC.

PREPARO DA REACAO CONDICOES DE CICLAGEM
Reagentes Volume Ciclos Temperatura Tempo
1X (°C) (Minuto)
Sonda Tagman 0.50 pL 1 50 2
Tagman Universal PCR Master | 5.00 pL 1 95 10

Mix Il (2X) no UNG

Agua livre de nuclease 2.5puL 95 0,25
cDNA 2 ul 40 60 1
Volume final 10 pi

Para a amplificacdo, utilizou-se o cDNA obtido das amostras tumorais
parafinadas dos pacientes, e como controle experimental, utilizou-se um pool amostral
de cDNAs oriundos de tecidos normais de mama. A amplificagdo do DNA ocorreu no
aparelho de PCR em tempo Real ABI 7500 Fast da empresa AppliedBiosystems™. A
leitura da corrida foi realizada pelo software da mesma empresa Software 7500 fast
v.1.0.5 (ThermoFisher®). As expressdes relativas para cada paciente foram
determinadas pelo método 2- AACt. Consideraram-se superexpressas as amostras
que possuiam o valor do Fold Change duas vezes maior ou igual ao valor das
amostras normais. O inverso foi adotado para as amostras consideradas
subexpressas, ou seja, as que possuiam igual ou duas vezes menor valor do Fold
Change em relacao ao normal (PETER et al., 2006).

4.11. Imunohistoquimica para estudo de expressdao proteica e analise
histopatolégica
411.1. Técnica de Microarranjo Tecidual (TMA)
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Foram construidos cinco TMAs (tissue microarrays), cada qual contendo cerca
de 10 amostras de carcinoma de pénis, totalizando 42 tumores. Os microarranjos
foram construidos a partir de tecidos tumorais corados com hematoxilina e eosina. As
secdes mais representativas do tumor foram puncionadas dos blocos de origem com
4um de espessura e inseridas em um novo bloco de parafina.

A inclusdo dos tecidos selecionados se deu através de pungdes de 4 um de
espessura no bloco parafinado na regidao correspondente a demarcacao. O tecido
puncionado foi transferido para um outro bloco de parafina com furos de 4 um ja feitos
e preenchendo-os. Este procedimento foi repetido para cada amostra até a montagem
de um bloco de TMA. Cada bloco de montado era integrado por 9 casos como
demonstrados na Figura 7.

Figura 7: Microarranjo tecidual (TMA).

4.11.2. Ensaio de imunohistoquimica

Os ensaios de imunohistoquimica foram realizados para as 42 amostras (N=42)
com secgoes histolégicas de 3 pm de espessura dos blocos montados de TMA. As
fitas foram dispostas em laminas sinalizadas. Os anticorpos monoclonais anti-EGFR,
anti-PGE2, anti-COX2 anti-MYC, anti-RB e anti-P53 foram adquiridos pela empresa
Spring Bioscience (Pleasanton, CA, USA). Para o ensaio as laminas passaram pelas

etapas conforme o protocolo do Quadro 11.
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Quadro 11. Protocolo seguido nos ensaios de imunohistoquimca

1)

2)

3)

4)

ETAPAS SEGUIDAS PARA O ENSAIO DE IMUNOHISTOQUIMICA

Inclusdao das laminas em estufa a
65°C por 1 hora;

Em

com imersdoes em xilol 100% e

seguida, desparafinizacao
desidratadas com banhos em
alcool 100%. Por fim, lavagem em

agua corrente por 5 minutos;

Bloqueio da enzima enddgena
peroxidase com H202 a 3% por
10 minutos. Em seguida, lavagem

com agua destilada;

Recuperacéao com
EDTA pH 8,0 a 90°-100°C por 40

minutos. Apds o resfriamento, as

antigénica

laminas foram lavadas com

solucdo de PBS- Tween 20 pH
7,4;

5)

6)

7)

8)

Bloqueio de proteinas e enzimas

enddégenas com aplicacdo de
(Kit

EasyPath) e permanéncia por 10

Blogueador de Proteina A

minutos em camara Umida;

Aplicacdo de anticorpo primario
diluido em PBS-Tween 20/BSA 1%.
Incubacédo por 90 minutos seguida
de lavagem com PBS-Tween 20 pH
7,4

As reagbes foram reveladas
incubando-se por 5 minutos com
cromégeno 3,3° Diaminobenzidina
(DAB, Sigma, St Louis, MO, USA,
D5637-1G).

laminas foram lavadas com agua

Apbés o tempo, as

corrente.

Contra coloracdo com Hematoxilina
seguida de desidratacdo dos cortes
com imersdes em alcool 100% e xilol
100%.

4.12. Estatistica

Para verificar possiveis associagcdes entre as variaveis categéricas foi utilizado

o teste QUI-quadrado somente quando as frequéncias observadas foram maiores que

5, caso contrario, utilizou-se o teste Exato de Fisher. As analises de associagéo entre
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expressao de proteinas (imunohistoquimica) foram feitas em um grupo amostral de
44 pacientes. Para as associacdes entre os dados entre expressao génicas e outras
variaveis foi considerado um N =37 (QRTPCR). Para as variaveis numéricas como
idade e tamanho tumoral o teste regressao Linear foi utilizado. O valor de significancia
utilizado foi p <0,05. As analises estatisticas foram realizadas no programa estatistico
STATA®.
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5. RESULTADOS

5.1. Capitulo I: Artigo I: Down-regulated expression of the HPV-associated genes
(TP53, RB and C-MYC), and up-regulated expression of inflammatory pathway
markers (COX-2, PGE2 and EGFR) in penile squamous cell carcinomas

Artigo submetido na revista: The Journal of Urology
Qualis Medicina I: A1
Fator de impacto: 5.157
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Down-regulated expression of the HPV-associated genes (7P53, RB and C-MYC), and up-
regulated expression of inflammatory pathway markers (COX-2, PGE2 and EGFR) in penile
squamous cell carcinomas

Juliana M. Macedo, Marta R. C. Belfort, Antonio A. L. Teixeira Junior, Elis V. L. Silva, Leudivan R.
Nogueira, José Calixto, Ronald W. P. Coelho, Jaqueline D. Pinho, Luciane R. Cavalli, Gyl E. B. Silva
and Silma R. F. Pereira.
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AALTJ), Pathology (GEBS) and Medicine II (EVLS, JC), Pés-graduagdo em Ciéncias da Saide (JMM,
MRCB), Universidade Federal do Maranhdo and Instituto Maranhense de Oncologia Aldenora Belo
(LRN, RWPC) Sao Luis, MA, Brazil and Department of Genetics and Molecular Biology, Universidade
Federal do Pard (JDP), and Department of Oncology, Georgetown Lombardi Comprehensive Cancer
Center Washington, DC (LRC).

* Correspondence: Department of Biology, Federal University of Maranhdo, av. dos Portugueses, 1966
Bacanga, CEP: 65065-545, Sao Luis, Brazil (email: silmaregina@yahoo.com.br).

Purpose: Infection by high risk human papillomavirus (HPV) and chronic inflammation are the main
risk factors for the development of penile cancer (PeCa). The main goal of our study was to determine
whether selected HPV (TP53, RB and MYC) and inflammatory associated proteins (COX2, EGFR and
PGE2) present alterations in their expression levels in a PeCa patient cohort from the State of Maranhio,
Brazil. We also aimed to determined whether these expression alterations were associated with HPV
infection and with clinical and histopathological parameters from the patients.

Material and Methods: HPV genotyping was performed in 55 PeCa patients studied, by nested-PCR
and direct sequencing in both the tumor and non-tumor adjacent areas. Gene expression analysis of the
COX-2, EGFR, MYC, RB and P53 were determined by qRT-PCR and immunohistochemistry (IHC) and
of the PEG2 by IHC.

Results: HPV infection was observed with high frequency (94%) in the patients of this study and
phimosis, a risk factor for chronic inflammation was observed in 67% of the patients. The most common
types of HPV observed were the high-risk types 16 (63% of the patients) and 59 (14%), followed by the
intermediate risk type 74 (11.6%) and high risk type 35 (9.3%). No significant association was observed
between the presence of HPV infection (simple or multiple) and clinical and histopathological variables
from the patients (age, tumor grade, tumor stage, tumor size, phimosis and histological). The HPV
associated genes, TP53, RB and C-MYC, were observed with downregulated genic expression in 80.5%,
80.5% and 97% of the patients, respectively. Down-regulation of TP53 expression was associated with
the absence of lymphatic invasion and down-regulation of C-MYC with larger tumor size. The
inflammatory pathway associated genes, EGFR and COX-2 were observed with up-regulated expression
in 84% and 40% of the patients, respectively, as well as the protein PGE2 (40%). Both gene and protein
expression of COX2 were associated with the expression of PGE2 and EGFR. An association between
expression of MYC and COX2 proteins was also observed. No association was observed between the
inflammatory associated genes and the clinical and histopathological parameters.

Conclusions: A high frequency of HPV infection and phimosis were observed in the majority of the
patients of our study, supporting their roles as risk factors for PeCa. This data emphasizes the importance
of HPV immunization for prevention of PeCa, Our data also emphasize the need to expand the vaccine
coverage to HPV types present in penile cancer. The expression of the associated HPV and chronic
inflammation genes evaluated in this study, were down and up-regulated, respectively, in a higher
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frequency of the cases. Further studies should be conducted to determine the molecular mechanisms of
these expression alterations, particularly in PeCa patients with HPV positive tumors. These studies could
also further support the development of targets therapies based on anti-EGFR and COX2 expression.

Key words: penile cancer; carcinoma squamous cell; human papillomavirus; inflammation, ERBB1

Penile cancer (PeCa) is a rare neoplasm in developed countries; however, its incidence is high in
developing countries. In Brazil, the North and Northeast regions, present with the highest incidences
worldwide; in the state of Maranhao, in particular, about four penectomies procedures are conducted
weekly in patients with advanced PeCa. Despite of this high incidence, studies on PeCa are limited and
there is still lack of precise diagnostic methods and/or target therapies, which contributes to elevate
mortality rates '3

The etiology of PeCa is complex and multivariate due to the influence of socioeconomic, environmental
and biological factors; the lack of proper hygiene, phimosis and uncircumcision, in addition to the
infection of Human Papilomavirus (HPV) and chronic inflammation have been attributed as main risk
factors 1243,

The association of HPV infection and carcinogenesis has been described in tumors of the vulva,
anogenital, penis and cervix 78919 Although the genetic mechanism that underline this association
is not completely known, it has been shown that the HPV oncoproteins E6 and E7 can lead to the
degradation of proteins with tumor suppressor function, such as TP53 and RB proteins, and also promote
the activation of proto-oncogenes, such as C-MYC, by their insertion on fragile sites’ locations of the
host genome 7+ 1 12

The chronic inflammatory process has been extensively investigated in association with cancer and in
the case of PeCa can be triggered by phimosis, lichen sclerosus, and balanitis process % 1> 14, It has been
suggested that chronic inflammation propitiates a favorable microenvironment for malignant cell
transformation and progression due to the continuous release of reactive species of oxygen and nitrogen,
as well as due to the extensive tissue damage and remodeling that is mediated by the immune system
cells 1516, The Cycleoxigenase 2 (COX?2), ProstaglandinE2 (PGE-2) and the epidermal growth factor
receptor (EGFR) proteins have been reported to play a role in the establishment and maintenance of
both acute and chronic inflammatory conditions '> 17181920 a5 well as in the etiology of colorectal,
vulva and penile cancer '*!% 2. 22" The overexpression of these proteins can directly lead to
carcinogenesis, through the promotion of angiogenesis, cell survival and proliferation, classical
hallmarks of aggressive tumors !4 15:20-23,

Considering the scarcity of molecular studies investigating the genetic alterations associated
with HPV infections and inflammatory processes on PeCa, the main goal of our study was to determine
whether selected HPV (TP53, RB and MYC) and inflammatory associated genes/proteins (COX2, EGFR
and PGE2) present alterations in their expression levels in a PeCa patient cohort from the State of
Maranhdo. We also aimed to determine whether these gene/proteins expression alterations were
associated with HPV infection and with histopathological parameters (age, tumor grade, tumor stage,
tumor size, phimosis, histological type and subtype) from the patients.

Our results demonstrated that the tumor suppressor genes Rb and TP53 are underexpressed in penile
tumors infected by hrHPV. Hence, the study suggests that the TP53 and RB proteins underexpression
could occur by other mechanisms beyond degradation mediated by viral oncogenes. We consider the
possibility of the virus to exert negative control of these genes’ activities. Moreover, overexpression of
inflammatory pathway genes was observed, opening the possibility for the use of EGFR and COX2
genes as therapeutic targets for PeCa.
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MATERIAL AND METHODS
Patient accrual and sample collection

Fifty-five patients with penile cancer (PeCa) admitted at the Hospital Aldenora Bello, Sdo Luis,
Maranhdo, Brazil from 2014 to 2017, participated in this study. All the patients signed an informed
consent form approved by the Research Ethics Committee on Humans from the Federal University of
Maranhdo, Brazil (protocol number CAAE: 46371515.5.0000.5087) and their identities were kept
anonymous throughout the study. Formalin-fixed paraffin embedded (FFPE) (n=37) and fresh tissue
specimens (n=55) from these patients were obtained prior to any treatment, and used for the gene
expression and HPV genotyping analysis, respectively. Paired non-tumor tissue samples, approximately
2cm distant to the tumor, were identified by the pathologist and collected from all patients.

The gene expression analysis was performed in a subset of 37 samples. The clinical and
histopathological data from these patients, including age, tumor size, stage and grade, and lymphatic
invasion were obtained from medical records. The mean age of the studied patients at diagnosis was
60+18.3 years and the mean of tumor size was 4.11+2.27 cm (ranging from 0.6 to 10 cm). All tumors
were of the Squamous Cell Carcinoma (SCC), from which 37,8% were of the Usual subtype, 37,8% of
Condylomatous, 18,9% of Mixed, 5.4% of Basaloid, and 2% of In situ subtypes. Tumors were classified
according to the TNM system as tumor stage 1, 2 and 3 in 8,3%, 44,4% and 47,2% of the patients,
respectively. There was lymphatic invasion and phimosis in 34.2% and 57% of the patients, respectively.

HPYV Genotyping

The tumors from all the fifty-five patients of this study were genotyped for HPV. Genomic DNA was
isolated from the fresh tumor tissue using the phenol-chloroform and ethanol precipitation method'.
Viral DNA detection and genotyping was performed by nested-PCR and direct sequencing. The nested-
PCR was carried out with oligonucleotides and methods established for the detection and typing of
human papillomavirus, patented by BioGenetics Molecular Technologies, Uberlandia, MG, Brazil
(process number BR 10 2017 004615 0). The PCR reactions were initiated with consensus primer MY09
and nine degenerate primers modified through the MY09/11 primer to cover all sequences of the 40
HPV types classified as high risk (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 66, 68, 73 and 82),
intermediate risk (MM7, MMS, 26, 30, 34, 53, 54, 55, 61, 62, 64, 67, 69, 70, 71, 72, 74 and 81), and
low risk (6, 11, 42, 43, 44 and 57). The B-globin gene was used as positive control. The second reaction
was performed using a multiplex with 40 specific primers for the 40 most common HPV subtypes. Cases
in which only the B-globin gene was amplified were considered negative.

HPV genotyping was also performed by sequencing analysis, to confirm the nested PCR results and
minimize the incidence of false negatives. Automatic sequencing was performed using the Big Dye
Terminator v3.1 kit (Applied Biosystems) under the manufacturer’s protocol, followed by the ABI
PRqual ISM 3500 Genetic Analyzer sequencer (Applied Biosystems). Data analysis was performed
using the software MEGA 6.0. Sequences and the GenBank/NCBI database/Blast
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) for sequencing comparison.

Gene expression analysis

The gene expression analysis was performed in a subset of 37 samples. Prior to RNA isolation, 10um
of unstained FFPE tissue sections containing more than 70% of tumor epithelial cells were selected by
an experienced pathologist at Presidente Dutra Hospital from Universidade Federal do Maranhio.
Samples were deparaffinized and dehydrated using xylene solution and absolute ethanol, respectively.
RNA isolations were performed using the Ambion™ kit from Life Technologies™ following
manufacturer’s protocol. Samples were quantified and cDNA was obtained using the High Capacity
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cDNA Reverse Transcription Kit™ from ThermoFisher™ following manufacturer’s protocol. Gene
expression analysis was performed by Tagman Universal PCR Mix II (2X) no UNG (Fluorochrome
FAM) kit from Life Technologies™.

All the probes for the selected genes (COX2, EGFR, TP53, RB, MYC) and the endogenous gene
(GAPDH) were acquired from ThermoFisher™. Amplification reactions were conducted in ABI 7500
Fast thermocycler in a total volume of 10 pl, containing 100ng of cDNA and 0.5l of primer and probe
(KIT Tagman® Gene expression assay from Applied Biosystems™) for each gene. PCR conditions
included an initial hold step of 50°C for 5 minutes followed by a denaturation step of 95°C for 10
minutes, followed by 40 cycles at 95°C for 15 seconds and 60°C for 1 minute. All reactions were carried
out in triplicate, and a negative control with no DNA template was included in every PCR run. For all
the gPCR assays, Ct numbers were established using the Software 7500 fast v.1.0.5 (ThermoFisher®).
Fold change was determined by the 2- AACt method: two-fold increase or decrease in the relative
expression of the selected genes in tumor samples in comparison to the normal control was considered
as up- or downregulated, respectively 7.

Immunohistochemistry analysis

Immunohistochemistry analysis was carried out in a subset of 42 samples. Five tissue microarrays
(TMAs) were constructed at Laboratory of Immunofluorescence and Electronic Microscopy (Hospital
Presidente Dutra, UFMA, Maranhdo, Brazil). Each TMA contained 10 penile carcinoma samples. TMA
of 4um sections were evaluated for protein expression using monoclonal antibodies anti-MYC, anti-
TP53, anti-COX2, anti-EGFR and anti-PGE2 obtained from Spring Bioscience® (Pleasanton, CA,
USA). PGE2 expression was analyzed only by imunnohistochemstry once this protein is not a direct
gene product'®. Actually, arachidonic acid is transformed into PGE2 via cyclooxygenase (COX)
enzymes and terminal prostaglandin E synthases (PGES).

The tissues were deparaffinized and dehydrated using xylene and absolute ethanol solutions. Antigenic

recuperation was performed using EDTA (pH 8.0) and Peroxidase Blocker solution (EasyPath®, Sao
Paulo, Brazil) following manufacturer’s instructions. PBS-Tween 20/BSA 1% diluted primary specific
antibodies were applied for 90 minutes. The polymers from EasyLink One Kit (EasyPath®, Sdo Paulo,
Brasil) were added. Blades were washed again and incubated for 5 minutes with chromogene 3,3’
diaminobenzidine (DAB, SIGMA, St Louis, MO, USA, d5637-1g) diluted in DAB substrate. Finally,
blades were rinsed in running water, counterstained with Hematoxilin and covered with Etelan
coverslips. After montage, blades were analyzed by a pathologist physician considering the marking of
each antibody according to the literature .

Statistical Analyses

The association of the gene expression and IHC data with the clinical parameters was performed using
bivariate tests, chi-square or Fisher’s exact test, when applicable, for the analysis between all the
categorical variables (gene and protein expression, tumor grade, HPV infection, HPV genotyping,
lymphatic invasion, tumor staging and smoking). The multivariate linear regression test was carried out
for numerical variables, such as age and tumor size. The significance level was P<0.05 3 !7-2, Statistical
tests were carried out in software STATA® version 12.
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RESULTS

HPYV genotyping: High HPV Frequency in Penile Cancer

All the PeCa cases of this study were genotyped for HPV. HPV-DNA was detected in 80%
(44/55) of the tumor samples. Simple and multiple infections were detected in 37% and 63% of the
cases, respectively. From 95% (41/44) of the infected tumors, at least one HPV of a high risk type was
detected. The HPV type 16 was the most common, present in 63% (27/43) of the cases, followed by
HPV types 59 (14%), 74 (11.6%), 35 (9.3%), 11 (7%) and, 30, 56, 58, 66 in 4.6% of the cases, each.
The less frequent HPV types, were types 6, 18, 44, 51, 53 and 73, which were observed in 2.3% of the
cases. Among the 11 cases where the tumor was negative for HPV, 8 cases presented with positive
results in the adjacent normal tissue. Considering all the positive cases, both in the tumor and in the
adjacent non-tumor tissues, 94.6% CaPe patients were infected by HPV. Similar frequencies were
observed in the subset for which the gene expression was carried out (N=37), that is, 94,4% presented
HPV DNA, from which, 94% had at least one high risk HPV.

There was no significant association between the presence of HPV infection (simple or multiple)
and clinical and histopathological variables from the patients (age, tumor grade, tumor stage, tumor size,
phimosis and histological subtype). There was no association among the cases with high or low risk
HPV type and the clinical-histopathological parameters.

Gene and protein expression analysis — HPV associated genes are downregulated in PeCa

Expression analysis of the TP53, RB and C-MYC genes revealed that in 80.5% of the cases, TP53 was
down-regulated, with an average reduction of 20.37+80.8; Similarly, RB was down-regulated in 80,5%
of the samples, presenting an average reduction of 37.3+45.5. The proto-oncogene C-MYC was down-
regulated in the highest number of the cases (97%), with an average expression reduction of 21.72+34.6

(Fig. 1).

Fig.1. Gene expression levels of TP53, RB and C-MYC genes in the penile carcinoma analyzed by qPCR.
The results are shown as relative fold change (FC) compared to normal control.
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Association of the gene expression data from these 37 patients with the clinical-pathological parameters,
showed that down-regulation of TP53 was associated with the absence of lymphatic invasion (p=0.037).
On the other hand, the down-regulation of C-MYC was associated with larger tumor size (p=0.023). No
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significant association was observed between these genes and other clinical-parameters evaluated or for
RB (p>0.05).

mRNA expression from TP53 and C-MYC were confirmed by immunohistochemistry analysis, which
showed protein reduction in 81% and 83.3% of the tumors, respectively; Imunnohistochemistry data
was not available for RB and no statistical association was observed among the expression of the HPV
and these genes.

As expected, association of the gene expression with the HPV genotyping data was not statistically
significant, due to the high frequency of cases positive for HPV infection. Also, as expected, alterations
in gene expression of 7P53, RB and C-MYC were associated with HPV infection with the high risk type,
considering the higher number of patients that were in this category: down-regulation of TP53, RB and
C-MYC expression was observed in 85%, 87% and 76% of these cases (Table 1).

Table 1. Differential TP53, RB and MYC gene expression according to HPV status in penile carcinoma.

Gene Expression HPV positive HPV negative Total
High risk  Low risk samples
C-MYC
Under 30 2 2 34
Normal 1 0 0 1
RB
Under 26 2 30
Normal 6 0 1 7
TP53
Under 25 2 2 29
Normal 6 0 1 7

Gene and protein expression analysis: Inflammatory pathway associated genes (EGFR, COX-2
and PGE?2) are upregulated in PeCa

Gene Expression (COX and EGFR) were performed for 37 PeCa, while protein expression to the same
genes and PGE2 were performed for 42 PeCa. The mRNA expression results showed that 84% and 40%
of the tumors were up-regulated for EGFR and COX2, respectively (Fig.2). The immunohistochemistry
results revealed overexpression to EGFR (62%) and COX?2 and PGE2 (40% each).
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Fig.2. Gene expression levels of COX2 and EGFR in penile carcinoma analyzed by qPCR. The results
are shown as relative fold change (FC) compared to normal control.
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Both gene and protein expressions of COX2 were associated to the PGE2 expression (p= 0.033 and
p=0.016, respectively). An association between protein expression of C-MYC and COX2 (p=0.024) was
also observed. There was association between the overexpression of both genes (EGFR, COX2), and
their protein expression (p=0.045 and p=0.013 respectively).

Association of the gene and protein expression data with the clinical-pathological parameters showed
that was no association between EGFR activity and tumor size and degree, or in relation to other
histopathological variables and HPV presence. COX2 and PGE2 did not show association with clinical
and histopathological variables, as well as with the presence of HPV.

DISCUSSION

Socioeconomic factors associated with lack of hygiene, such as the presence of phimosis, have been
attributed as main risk factors' for the development of inflammatory chronic conditions >, which can
lead to the development of penile cancer * '#, In this study, as observed in other developing countries,
the majority of patients (57%) presented phimosis at the time of diagnosis or were living with this
condition throughout their adult lives. The lack of foreskin retraction propitiates the accumulation of
smegma in the area, impairs proper hygiene and inhibits the early detection of local lesions, enabling
the development of an acute inflammation condition or, if not controlled, the progression to chronic
inflammation " # 1313 16.25- Neonatal circumcision can have a protective effect against penile cancer >
16 Association between phimosis e the usual tumor subtype was founded, which corroborates with
studies that suggest the phimosis condition as an important etiological factor for CaPe ! %,

In this study, the highest frequency of patients presented with HPV infection of the high risk type: HPV
type 16 (63%) was detected in the highest number of patients, followed by the high risk HPV types 59
and 35 (23.3%), and the intermediate and low risk types 74 and 11 (18.6%). This data reinforces the
need of increasing the valence potential of the current HPV vaccines, that currently are targeted for the
HPV types 6, 11, 16, 18, only two of the HPV types that affected the patients of our study (one of which,
HPV 11, a low risk type which was present in only 7% of the cases). D’Hauwers and colleagues also
observed that viral types occurring in PeCa correspond to only 13% of the virus contemplated by the
vaccine ®. Thus, our data reinforce that the HPV vaccines current available are effective in protecting
only a portion of men infected by HPV and accordingly the development of PeCa affected only by these
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HPV types. Therefore, it is imperative the identification of the most frequent circulating HPV genomic
profiles in the patients’ populations, so that the vaccines can be distributed accordingly.

The viral DNA insertion in specific genome sites of the host occurs more frequently through high risk
types. These insertions induce host DNA instability leading to neoplastic transformation, by the
expression of the viral oncoproteins E6 and E7, which induce cell proliferation and inhibit apoptosis.
Oncoprotein E6 interferes directly in the p53 pathway mediating ubiquitination and degradation by 26S
pathway ®7-11:25:26_On the other hand, viral protein E7 binds to the retinoblastoma protein (RB) inducing
its degradation by a process dependent on ubiquitin, enabling the release of E2F transcription factor,
thereby activating important genes for DNA synthesis and cell cycle control ® 2> 26, Considering the
action of these proteins we investigated in this study, the expression of these TP53 and RB genes at both
the mRNA and protein level. These genes were found to be downregulated in a high percentage (80.5%)
of the 37 tumors analyzed by qRT-PCR, most of which that presented HPV infection (94%). Thus we
suggest that the virus could control the expression of these proteins through other mechanisms further
than proteins Rb and TP53 degradation, such as gene silencing by miRNAs. Has been recently proposed
that HPV may exert an influence in carcinogenic genes activity either by methylation or remodeling of
gene promotor regions’ chromatin ?’. These findings may explain the mechanism by which RB and TP5
genes were silenced in our analyzed CaPe samples.

We also investigated the expression status of the MYC gene. Among the HPV genome insertion sites,
one of the most frequent is the fragile site located in the 8q24.21 region, where MYC is located. Its viral
integration induces amplification and/or overexpression of the MYC proto-oncogene "'!, which can lead
to the development of PeCa. However, this gene can be found with copy number gains in these tumors,
independently of the HPV infection !> 8, In fact, therapies targeting the MYC oncogene have been
indicated for Pe.Ca '.

In our study, we reported the down-expression of the C-MYC (mRNA and protein) in the majority of
the PeCa patients. The mechanism by which this gene is down-regulated in not clear. But, some studies
have been suggested gene repression mechanisms, including the ones mediated by miRNAs. In cervix
cancer, per example, it was shown that the E7 viral oncoprotein induces the overexpression of miRs-15
and 16, which inversely regulates the expression of E2F1 transcription factor that activates the
expression of C-MYC (competitor transcription factor of c-Myc binding sites). Thus these miRNAs
negatively regulating the expression of Myc %. Moreover, Shao and colleagues *° demonstrated that
miR-145 represses MYC expression in mouth SCC leading to the inhibition of cell growth in these
carcinomas.

Chronic inflammation also plays a role in the etiology of PeCa by several process including the
activation of COX2 activity, which participates in PGE2 synthesis '°. In the present study, we observed
the overexpression of COX2 and PGE2. We also report their association with EGFR overexpression
(both, mRNA and protein), corroborating with other studies in which this gene was found overexpressed
in PeCa. 2. Interestingly, and supporting EGFR overexpression, copy number gains at 7p11.2, where
this gene is mapped, was observed in 91% of these same PeCa cases of this study (unpublished data).

Taking in account we detected the COX2 overexpression associated to protein and gene EGFR
overexpression, we suggest that the elevated expression of epidermal growth receptors could induce
COX2 gene transcription and vice-versa. Corroborating this finding, COX2 protein expression was also
correlated to PGE2 protein expression, another relevant transcription factor. These data, despite
unprecedented in penile carcinomas, have been cited in previous research that demonstrated the

association between COX2/PGE-2 protein expression and EGFR in other tumors carcinogenesis '4 !> 1%
29
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The relationship between COX2/PGE2 and EGFR expression has been reported in other type of cancers
1720 guggesting that the concomitant inhibition of these two markers could be effective therapeutic
targets to a variety of cancers %. Several studies support the use of anti-inflammatories in therapy as an
adjuvant treatment for solid cancers and even as a prophylactic measure for high risk patients '* 1°,
Recently, it was demonstrated the efficiency of the anti-inflammatory drug Sinomenine, a COX2
inhibitor, to suppress colon cells tumoral growth *!. Valverde et al '® report that the combined treatment
of colorectal squamous cell carcinomas cell lines with anti-EGFR/VEGFR and anti-COX2 increased the
antitumor and anti-metastasis effects of these inhibitors. Considering our results regard the interaction
of these inflammatory associated proteins in the PeCa patients, and that chronic inflammation is a strong
risk factor for PeCa, the therapies combining anti-EGFR and anti-COX2 can also be promising for PeCa
patients.

CONCLUSIONS

Our data support that the presence of phimosis and high-risk HPV infection are important risk factors
for PeCa’s etiology. In total, 94.6% of the PeCa patients of our study were infected by high-risk HPV.
To our knowledge, this is the highest percentage of HPV infected patients in PeCa studies to date. This
data highlight the urgent need of educational and health programs to population from countries with
high incidence of PeCa. In addition, this study reinforces the need of the implementation of the current
recommended guidelines for HPV vaccination in boys, as well as the availability of multivalence HPV
vaccines.

It was observed a high percentage of HPV+ tumors with repressed activity of RB and P53, suggesting
that there is a gene control mechanism, probably mediated by the virus, different from the already known
protein tumor suppressor protein degradation through the E6 and E7 viral oncogenes. Similarly, C-MYC
proto-oncogene was down-regulated, differently from what has been reported in other studies. These
data show the importance of individualized therapies respecting different genetic profiles of individuals
and populations.

We also found elevated expression of genes from the inflammatory pathway and an association between
EGFR and COX2, reinforcing these genes’ role in penile carcinoma genesis. Hence, we emphasize the
concomitant use of anti-EGFR and anti-COX?2 inhibitors as a promising therapy for penile tumors.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Os dados obtidos nesta pesquisa mostram que a presenca de fimose e a
infeccdo por HPV de alto risco sdo importantes fatores de risco para a etiologia de
CaPe. No total, mais de 94% dos pacientes estavam infectados por HPV, assim,
supomos que o virus tenha participado da mediacdo da tumorigénese, nos casos
positivos, reprimindo a atividade de TP53 e RB, 0s quais se apresentaram
subexpressos pela técnica de PCR quantitativa. Entretanto, se faz necessaria uma
posterior investigacdo quanto ao numero de cépias destes genes, tendo como objetivo

o rastreio de possiveis delecdes de cépias dos mesmos.

A elevada taxa de HPV de alto risco observada e as subexpressées génicas
dos supressores tumorais TP53 e RB na maioria das amostras também podem servir
de embasamento cientifico para o estimulo a formulacdo de campanhas de vacinacao

para meninos e também a ampliacdo da valéncia destas vacinas.

Os resultados gerados também permitem a suposi¢do de que o gene/proteina
da via inflamatéria COX2/PGE2 e o gene EGFR estejam relacionados a
carcinogénese peniana. As proteinas COX2 e PGE2 revelaram-se associadas no
cancer de pénis assim como COX2 e EGFR. Estes achados podem dar base cientifica
para estudos que buscam desenvolver terapias anti-EGFR e anti-COX2 como

tratamentos adjuvantes em pacientes com carcinoma de pénis.

O protoncogene MYC, tem sido encontrado frequentemente superexpresso na
literatura oncoldgica e por consequéncia vem sendo estudado como um possivel alvo
terapéutico em CaPe. Entretanto, na populacao estudada neste trabalho, este gene e
sua proteina se apresentaram subexpressos, demonstrando a importancia do manejo
de terapias individualizadas, respeitando os diferentes perfis genéticos entre os

individuos e populagoes.

A etiologia do cancer de pénis é variada e pouco se sabe sobre sua base
genética. Cada estudo gerado sobre este carcinoma € de suma importancia para o
seu entendimento e posterior aplicabilidade na clinica médica. Posteriores trabalhos
confirmando a eficacia de terapias anti-EGFR combinadas a anti-COX2 em culturas
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de células tumorais de pénis sdo necessarias para se dar um passo a frente ao

combate a esse cancer mutilante.
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ANEXO A: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

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

Vocé esta sendo convidado a participar voluntaniamente do projeto de pesquisa “ANALISE DE
ALTERACOES GENOMICAS E NAEXPRESSAO GENICA EM CANCER PENIANONO
ESTADO MARANHAO”

Leia atentamente as informacgdes a seguir antes de dar o seu consentimento. No caso de nio entender
bem pe¢a mais esclarecimento e s6 assine apds ter certeza de ter esclarecido todas as suas duvidas.

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS DO ESTUDO

O aparecimento de tumor no pénis é um fato ndo nmito raro no Estado do Maranhio. Isso pode
acontecer por diferentes motivos. Esta pesquisa tem como principal objetivo estudar as possiveis
causas para o surgimento dessa doenga. principalmente os aspectos relacionados com a presencga do
virus HPV e alteragdes no DNA (matenal responsavel por toda informagdo necessana para o bom
funcionamento do corpo).

De que forma posso auxiliar neste esrudo?

Vocé pode auxiliar autorizando que o material resultante da cirurgia para remogio do fumor e 0s
resultados dos exames possam ser utilizados nesta pesquisa.

Quais os ricos e limites que podem ser encontrados nos exames?
O paciente nio tera nenhum risco a mais, pois todo o procedimennto cinirgico sera realizado conforme
a prescrigdo médica.

Os resultados obtidos para essa pesquisa sdo absolutamente confidenciais. portanto, serdo
comunicados somente a pessoa ou responsavel e ao profissional médico que acompanha o paciente. A
commnicagdo dos resultados a terceiros so podera ser realizada mediante autorizagdo do interessado.

E raro, mas é possivel, que por problemas técnicos, o exame fomega resultados inconclusivos.
Como sera feita esta pesquisa?

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

Quais os beneficios e maleficios deste estudo?



Nao havera nenhuma vantagem direta, tal como renmnerago de qualquer ordem, com a participagdo
neste estudo, porém. os resultados poderdo ajudar a entender o porque e de que forma a doenga
apareceu e contribuira futuramente para a melhonia do diagnostico e tratamento dessa patologia.

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

O matenial e a ficha-protocolo com resultados dos exames dos pacientes serdo ammazenados no
Laboratono de Genética e Biologia Molecular - Universidade Federal do Maranhdo (UFMA). As
amostras serdo registradas por niimeros, para evitar identificagdo dos pacientes. A identificagdo dos
pacientes sera mantida em sigilo absoluto e estara sob a guarda dos pesquisadores responsavess.

A pessoa ou responsavel legal podera escolher entre ser informado ou ndo dos resultados do estudo;

aqueles que se interessarem em saber sobre o0s 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

Laboratonio de Genética e Biologia Molecular, no enderego: Av. dos Portugueses , 1966, cidade
universitaria do Campus do Bacanga, Sao Luss, Maranhdo, telefone 32728543,

Os pacientes que ndo concordarem em participar da pesquisa nio 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.
Sdo Luis, de de 20

NOME POR EXTENSORG Assinatura
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ANEXO B: PARECER CONSUBSTANCIADO
UNIVERSIDADE FEDERAL DO
MARANHAO/MA

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ANALISE DE ALTERACOES GENOMICAS E NA EXPRESSAO GENICA E PROTEICA

EM CANCER PENIANO
Pesquisador: SILMA REGINA FERREIRA PEREIRA
Area Tematica:
Versao: 2

CAAE: 46371515.5.0000.5087
Instituigao Proponente: FUNDACAQ UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO

Patrocinador Principal: FUND DE AMPARO A PESQUISA AO DESEN CIENTIFICO E TECNOLOGICO
DO MARANHAO - FAPEMA

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.308.275

Apresentagao do Projeto:

O cancer de pénis (CP) é uma neoplasia rara em paises desenvelvidos. 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 cdncer que atingem o homem, tendo sido registrados 363 mortes no ano de 2010. De acordo com a
SBU, em 2007, o Maranhado teve 10,7% dos casos de cancer de pénis notificados no Brasil, estando entre
os cinco estados onde ha maior prevaléncia, sendo superior até mesmo que o cancer de prostata. No
entanto, faz-se necessario a realizagdo de um estudo epidemiologico mais robusto e atualizade para que
seja conhecida a realidade sobre a ocorréncia dessa patologia no Estado. A etiologia é heterogénea, mas
estudos mostram uma relag@o com baixas

condi¢des socioecondmicas e de instrucdo, @ ma higiene intima e a homens que ndo se submeteram a
circuncisdo. Apesar da alta prevaléncia de cancer peniano no Brasil, dados epidemiologicos, analise do
background genético, parametros clinicos, evolugdo da doenga e resposta aos tratamentos, ainda sdo
incipientes, o que dificulta o diagnostico, prognostico e tratamento da doenga e, consequentemente, resulta
nos altos indices

de diagnostico em estagios avancados e mortalidade. A caracterizacdo de alteragdes gendmicas e

Enderego: Avenida dos Portugueses, 1808 CEB Velho

Bairro: Bloco C.Sala 7. Comité de Etica CEP: 65.080-040
UF: MA Municipio: SAO LUIS
Telefone: (98)3272-8708 Fax: (©8)3272-8708 E-mail: cepufma@ufma br
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de expressdo génica apresenta grande potencial para a identificagcdo 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 aray-CGH, alteragdo no niumero de copias (CNA), miRNAs, e andlise de
expressao génica e

protéica, a identificagcdo de marcadores moleculares em tumores penianos de pacientes provenientes do

Contnuagdo do Parecer: 1.308.275

Estado do Maranhdo, normalmente diagnosticados em estagios clinicos avangados, onde o risco de
recorréncia tumoral € elevado. Os perfis gendmicos observados serdo validados através de andlises génicas
especificas e funcionais, incluindo as principais vias de sinalizacdo celular identificadas. Estas analises
podem, futuramente, contribuir para a redu¢do da taxa de mortalidade por estes tumores, pela predi¢do do
prognodstico 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 alteracoes gendmicas e na expressdo génica e proteica em cancer de pénis, buscando a
identificacdo de marcadores moleculares para este tipo de tumor.

Objetive Secundario:

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

*Identificar a presenca de papilomavirus humano (HPV) e genotipar os subtipos virais.

*Identificar o perfil de alteragdes gendmicas através do método de array-CGH.

*Identificar o perfil de expressdo de miRNAs.

*Identificar altera¢goes no numero de copias génicas (CNA) por meio de qPCR.

*Integrar os dados de alteragdes de nimero de copias de DNA com os de expressdo de miRNA nas
mesmas amostras tumorais.

*Avaliar alteragcdes na expressao de genes especificos por meio de RT-PCR.

*Identificar, por citometria de fluxo e imunohistoquimica, variagcoes na expressao de proteinas relacionadas
as alteragdes genéticas detectadas nas células tumorais.

* Correlacionar as alteracdes observadas com pardmetros clinico-patologicos dos pacientes (tipo histologico,
grau de estadiamento, tamanho do tumor), incluindo dados de seguimento clinico (tempo livre da doenga,
recorréncia tumoral, sobrevida, entre outros).
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Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Contnuagdo 00 Parecer. 1.308.275

Riscos:

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

E garantida a manutencao do sigilo e da privacidade dos participantes da pesquisa durante todas as fases
da pesquisa. Todos os dados da paciente sdo 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 identificacdo nica. Os resultados das andlises genéticas para fins
de divulgacdo cientifica sempre serdo feitos considerando-se o grupo amostral, e ndo individuaimente.
Esses procedimentos garantem a confidencialidade e a privacidade, a prote¢do da imagem e a ndo
estigmatizagdo dos participantes da pesquisa, garantindo a néo utilizagdo das informagdes 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 resolucdo n°466, de 12 de dezembro de 2012.
Beneficios:

O material biologico sera processado para analise de alteragdes moleculares e este trabalho devera produzir
resultados que ndo beneficiardo diretamente o sujeito da pesquisa, mas contribuird para produgdo de
conhecimento sobre a patologia para futuras investigacdes sobre possiveis marcadores genéticos
moleculares diagnosticos e prognosticos. Os resultados obtidos nesta pesquisa serdo comparados aos ja
existentes na

literatura cientifica e serdo tomados publicos, sejam eles favoraveis ou ndo.
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A pesquisa esta muito bem elaborada com um forte referencial tedrico bons objetivos excelentes materiais e
métodos, e demais elementos necessarios ao bom andamento do projeto de pesquisa.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Todos os termos foram apresentados e estdo de acordo com a resolugdo 466/12 do CNS.

Recomendagées:
Todas as recomendagdes foram acatadas e cormigidas.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Todas as pendéncias foram acatadas ou esclarecidas e corrigidas pela pesquisadora e estdo de acordo
com a resolugdo 466/12 do CNS.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacdo
Informagoes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 29/10/2015 Aceito
do Projeto ROJETO_246615.pdf 15:48:44 -

Declaragdo de CARTALIME pdf 29/10/2015 |SILMA REGINA Aceito

Instituicdo e 15:46:25 |FERREIRA

Infraestrutura PEREIRA

Declaracdo de CARTAGYLEANES pdf 29/10/2015 |SILMA REGINA Aceito

Pesquisadores 15:46:04 |FERREIRA

Declaracdo de CARTALABGEM.pdf 29/10/2015 |SILMA REGINA Aceito

Instituicao e 12:37:35 |FERREIRA

Infraestrutura PEREIRA

Declaragao de CARTALabimunofisiologia. pdf 29/10/2015 | SILMA REGINA Aceito

Institui¢do e 12:31:36 |FERREIRA

Infraestrutura PEREIRA

Declaragdo de CARTAAnaPaula.pdf 29/10/2015 |SILMA REGINA Aceito

Pesquisadores 12:29:12 |FERREIRA

Declaracdo de CartaMartaBelfort.pdf 29/10/2015 |SILMA REGINA Aceito

Pesquisadores 12:23:47 |FERREIRA

Declaragao de CARTALEUDIVAN.pdf 29/10/2015 |SILMA REGINA Aceito

| Pesquisadores 12:23:15 _|FERREIRA

Outros RESPOSTAAOPARECERcapeniano.pdf| 28/10/2015 [SILMA REGINA Aceito
19:20:31 |FERREIRA

Qutros FichaSujeitodapesquisa.pdf 28/10/2015 |SILMA REGINA Aceito
18:57:15 |FERREIRA

Declaracdo de Anuenciainstituicao._pdf 28/10/2015 |SILMA REGINA Aceito

Instituicdo e 18:56:25 |FERREIRA
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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
Declaragdo de CARTARONALD pdf 28/10/2015 [SILMA REGINA Aceito
Pesquisadores 18:48:31  |FERREIRA
Declaragdo de CARTAJAQUELINE pdf 28/10/2015 |SILMA REGINA Aceito
Pesquisadores 18:41:54 |FERREIRA
Declaragdo de CARTAJuliana.pdf 28/10/2015 | SILMA REGINA Aceito
Pesquisadores _ 18:38:21 |FERREIRA
Declaragao de CARTAcalixto.pdf 28/10/2015 | SILMA REGINA Aceito
| Pesquisadores _ 18:38:00 |FERREIRA
TCLE / Termos de | TCLE.docx 28/10/2015 | SILMA REGINA Aceito
Assentimento / 18:33:36 |FERREIRA
Justificativa de PEREIRA
Auséncia
Projeto Detalhado / |ProjetoCancerPenianoPlataformaBrasil2| 28/10/2015 |SILMA REGINA Aceito
Brochura 015FINAL .pdf 18:33:19 |FERREIRA
Investigador PEREIRA
Projeto Detalhado / |ProjetoCancerPenianoPlataformaBrasil2| 28/10/2015 |SILMA REGINA Aceito
Brochura 015FINAL.docx 18:33:05 |FERREIRA
Investigador PEREIRA
TCLE/Termos de |TCLE.pdf 28/10/2015 |SILMA REGINA Aceito
Assentimento / 18:19:46 |FERREIRA
Justificativa de PEREIRA
Auséncia
Situagao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagdo da CONEP:
Nao
SAO LUIS, 04 de Novembro de 2015
Assinado por:
Richard Diego Leite
(Coordenador)
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ANEXO C: COMPROVANTE SUBMISSAO DO ARTIGO

Date: Aug 01, 2017
To: “Juliana Mendes” julianamacedo.mendes@yahoo.com
From: "Journal of Urclogy”™ publications@auanet.org

Submission Confirmation for Down-regulated expression of the HPV-associated genes (TP53, RB and C-
Subject: MYC), and up-regulated expression of inflammatory pathway markers (COX-2, PGEZ and EGFR) in
penile squamous cell carcinomas.

Dear Dr. Mendes:

Your manuscrpt entitled Down-regulated expression of the HPV-associated genes (TPS3, RB and C-MYC), and
up-regulated expression of inflammatory pathway markers (COX-2, PGEZ and EGFR) in penile squamous cell
carcinomas. has been received by The Joumal of Uroflogy.

You will be notified of the manuscript number once an Editor has been assigned. You will be able to check on
the status of your paper by logaing into Editornal Manager as an Author at http://ju.edmgr.com/.

The Editor will notify you of a decision within the next 4-6 weeks,
Thank you for submitting yvour manuscript to The Journal of Uralogy.
Sincerely yours,

Publications Administrator
The Journal of Uralogy




