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RESUMO

Cancer de pénis (CaPe) é uma neoplasia rara em paises desenvolvidos, entretanto, sua
incidéncia € elevada em paises subdesenvolvidos. No Brasil, as regides Norte e Nordeste
sdo as regides com os maiores nimeros de casos da doenga. Dentre os fatores de risco,
destaca-se a md higiene do 6rgdo genital, fimose, inflamacdo cronica e infeccio pelo
papilomavirus-humano (HPV). Tem sido reportada alteragdes na via de sinalizag¢do
celular PI3K/AKT/PTEN em diversas neoplasias malignas, entretanto, pouco se sabe
sobre o envolvimento dessa via nos tumores de pénis. Assim, buscou-se neste trabalho
verificar o papel da infec¢ao por HPV e a ocorréncia de alteragao no nimero de cOpias
(CNAs) em genes da via de sinalizacdo controlada por receptores dos fatores de
crescimento e PI3K, em uma amostra caracterizada por tumor avangado e alta frequéncia
de HPV de alto risco. Para isso, foram coletadas amostras de tecido tumoral (fresco e de
tecido fixado com formalina e embebido em parafina - FFPE) de 34 pacientes
provenientes de dois hospitais de referéncia, Instituto Maranhense de Oncologia Aldenora
Belo (IMOAB) e o Hospital Universitdrio Presidente Dutra da Universidade Federal do
Maranhdao (HU-UFMA). As amostras de tumor fresco foram submetidas a deteccdo e
genotipagem de HPV por Nested PCR (Polymerase Chain Reaction) e sequenciamento
direto. As andlises de CNAs foram realizadas em amostras de FFPE, HPV positivas
(91,2%), das quais 88,2% eram de alto risco oncogénico. Utilizou-se o ensaio TagMan®
Copy Number Assays (Life Technologies™) e o software CopyCaller versio 2.0 para
determinacdo do numero de cOpias dos genes EGFR, HER3, HER4, AKTI1, AKT2,
PIK3CA e PTEN. Aumento de 3 e 4 copias foi considerado ganho, enquanto aumento de
5 ou mais cOpias foi considerado amplificacio. A presenca de uma tnica copia génica foi
nomeada perda, enquanto a auséncia de duas cépias foi nomeada delecdo. Os parametros
clinicos e histopatoldgicos foram analisados quanto a presenca de HPV e também quanto
a CNAs. A via de sinalizacdo celular EGFR/PI3K/AKT/PTEN revelou-se altamente
alterada nos tumores de pénis. Observou-se que 100% dos tumores apresentaram aumento
de nimero de copias do gene HER3. Destes, 93,9% apresentaram-se amplificados, sendo
que 84,4% apresentavam 10 ou mais cOpias. O gene EGFR apresentou aumento de copias
em 87,8% das amostras, das quais 65,6% eram amplificacdes, sendo que 48,2%
apresentavam mais de 10 copias. Além desses, os genes HER4 e AKTI também
apresentaram aumento de cOpias génicas, em 20,6% e 15%, respectivamente. AKT1
apresentou maior porcentagem de tumores com nimero normal de copias (78,8%). Por
outro lado, os genes PI3KCA, HER4, PTEN e AKT2 apresentaram maiores frequéncias de
amostras com delecdes, com 56%, 52,9%, 39% e 36%, respectivamente. As perdas
também foram frequentes nos tumores, de modo que os genes AKT2, PTEN e PI3KCA
apresentaram-se em heterozigose em 60,6%, 54,5% e 37,5%, respectivamente. Nossos
dados mostram a ocorréncia de alteracdes genéticas que podem justificar a expressao
diferencial dos receptores de fatores de crescimento e de genes downstream da via
PI3K/AKT em carcinoma peniano. No entanto, ndo foi encontrada associa¢do entre
CNAs e as variaveis clinicas e histopatoldgicas. Por outro lado, considerando-se a alta
frequéncia de HPV nos tumores avaliados, levanta-se a possibilidade de haver uma
relacdo entre a integragdo do HPV no genoma do hospedeiro e a ocorréncia de CNAs em
CaPe. Finalmente, destacamos a alta frequéncia de tumores com amplificagdes em HER3
e EGFR, abrindo a possibilidade desses marcadores serem utilizados como alvos para
terapias especificas em CaPe.

Palavras-chave: Mutacdo; Biomarcador; Tumorigénese; Carcinoma de células
escamosas.



ABSTRACT

Penile cancer (PeCa) is a rare neoplasm in developed countries; however, its incidence is
high in underdeveloped countries. In Brazil, regions North and Northeast are those with
the higher number of cases for the disease. Among the factors associated with this
neoplasm we highlight: poor hygiene, phimosis, chronic inflammation and infection by
human papilloma virus (HPV). Changes in the PI3K/AKT/PTEN cell signaling pathway
have been reported for several malign neoplasms, but little is known about the
involvement of this pathway in penile tumors. Thus, the aim of this study was to verify
the role of HPV infection and the occurrence of copy number alterations (CNA) in genes
from the signaling pathway mediated by receptors of growth factors and PI3K in a
population characterized by advanced tumors and high frequency of high risk HPV. To
achieve that, we collected tumor tissue samples (both fresh and in formalin-fixed paraffin-
embedded tissue-FFPE) from 34 patients from two reference hospitals: Instituto
Maranhense de Oncologia Aldenora Belo (IMOAB) and the Hospital Universitario
Presidente Dutra from the Universidade Federal do Maranhao (HU-UFMA). Fresh tumors
were submitted to detection and genotyping of HPV by Nested PCR (Polymerase Chain
Reaction) and direct sequencing. CNA analyzes were carried out in FFPE tissue from a
subgroup HPV positive (91.2%), of which 88.2% were at high oncogenic risk. TagMan®
Copy Number Assays (Life Technologies™) and CopyCaller software version v2.0 were
performed to determine copy number for EGFR, HER3, HER4, AKTI, AKT2, PI3KCA
and PTEN. Increase of 3 and 4 copies was considered gains, while increase of 5 or more
copies was considered amplifications. The presence of a single gene copy was referred to
as loss, while the absence of two copies was named deletion. Clinical and
histopathological parameters were analyzed as to the presence of HPV and to CNAs. Our
data showed that EGFR/PI3K/AKT/PTEN signaling pathway is highly altered in PeCa.
The results showed that 100% of the tumors presented an increase of the number of copies
for HER3; out of those, 93.9% were amplified, with 84.4% having 10 or more copies.
EGFR also showed an increase of copies in 87.8% of tumor samples, out of which 65.6%
were amplifications, with 48.2% having more than 10 copies. Furthermore, HER4 and
AKT1 also presented an increase in the number of copies of 20.6% and 15%, respectively.
AKT] had a higher frequency of tumors with a regular number of copies (78.8%). On the
other hand, PI3KCA, HER4, PTEN and AKT2 presented a higher frequency of samples
with deletions, presenting 56%, 52.9%, 39% and 36%, respectively. Loss of copies was
also frequent on tumors, so that genes AKT2, PTEN and PI3KCA appeared in
heterozygosis in 60.6%, 54.5% and 37.5%, respectively. Our data show the occurrence
of genetic alterations that may justify the differential expression of growth factor
receptors and the downstream genes of the PI3K/ AKT pathway in penile carcinoma.
However, in this study there was no association between CNAs and clinical and
histopathological variables. On the other hand, taking into consideration the high
frequency of HPV in the evaluated tumors, we suggest that CNAs are related to HPV
integration into genome host. Finally, we highlight the high frequency of tumors with
amplifications in HER3 and EGFR, reinforcing these markers as targets for specific
therapies in CaPe.

Keywords: Mutation; Biomarker; Tumorigenesis; Squamous Cell Carcinoma.
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1. INTRODUCAO

O cancer de pénis (CaPe) ¢ uma neoplasia maligna rara em paises desenvolvidos.
No entanto, sua incidéncia é mais elevada em paises da Asia, Africa e América do Sul,
representando cerca de 10% dos tumores malignos no homem (CALMO et al, 2011;
CHRISTOULIDOU et al., 2015).

Dentre os paises da América do Sul, destaca-se o Brasil, com uma das maiores
taxas de cancer de pénis, 2,9-6,8/ 100.000 habitantes (CURADO et al., 2007; FAVORITO
et al., 2008). Os casos de CaPe no Brasil sdo frequentemente relatados nas regides Norte
e Nordeste, somando 53,2% dos casos registrados no pais (FAVORITO et al., 2008; REIS
et al., 2010; PAIVA et al., 2015).

O CaPe ¢ considerado um grande problema de sadde publica devido a alta
incidéncia em paises subdesenvolvidos e sua associagdo com baixos indicadores
socioecondmicos (TORBRAND et al., 2016). No Brasil, nas regides Norte e Nordeste, o
CaPe corresponde a 5,7% dos canceres que acomete o homem (FAVORITO et al., 2008).
Além disso, o diagndstico em geral € tardio e a sobrevida é reduzida em 70% dos casos
apos o diagndstico inicial (FICARRA et al., 2002).

No Maranhdo, a caréncia de estudos epidemioldgicos t€m mascarado a real
incidéncia local desta doencga e a falta de servigos de referéncia impossibilita a triagem
adequada dos pacientes. Foi realizado um levantamento em um hospital de Sdo Luis- MA
entre 2004 e 2014 e foram diagnosticados 286 novos casos de CaPe, ressaltando a alta
frequéncia desse tumor no estado.

A génese desta neoplasia ndo estd totalmente esclarecida, entretanto, alguns
fatores de risco tem sido fortemente associado a doenca. Destacam-se a md higiene,
tabagismo, baixas condi¢Oes socioecondmicas, fimose e infeccdo pelo Papiloma Virus
Humano (HPV) (SENKOMAGO et al., 2016; POW-SANG et al., 2010). A fimose é uma
condi¢cdo que pode causar a reten¢do de esmegma e a longo prazo pode ocasionar uma
inflamacdo cronica (MADSEN et al., 2008; BLEEKER et al., 2009). O papel do HPV na
etiologia do cincer de pénis ndo estd claro, porém parece ser uma importante varidvel no
desenvolvimento desse carcinoma (POW-SANG et al., 2010).

Trabalhos sobre a base genética do cancer peniano ainda sd@o poucos, comparados
a outros tipos de canceres. Isto provavelmente se dd em virtude da baixa incidéncia dessa
neoplasia em paises desenvolvidos. Nesse contexto € importante destacar que alteracoes
nas vias de sinalizacdo envolvidas em mecanismos de crescimento, proliferacdo e

sobrevivéncia celular tem sido investigadas em vdrios tipos cancer, porém s3o raros os
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trabalhos em carcinoma peniano. Alguns poucos trabalhos imunohistoquimicos
investigaram a expressdo de proteinas da via PI3K/AKT e de receptores epidermais em
CaPe (GONZALEZ et al., 2009; MOTA et al., 2017).

Desse modo, nosso trabalho teve como objetivo central investigar a ocorréncia de
alteracdes em genes da via de sinalizacdo celular PI3K/AKT e de genes codificantes de
fatores de crescimento epidermal. Para isso, foram analisadas 34 amostras de carcinoma
peniano de células escamosas, quanto a presenca de HPV e de alteracdes no nimero de
copias dos genes EGFR, HER2, HER3, HER4, PI3KCA, AKTI, AKT2 e PTEN. As
principais alteracdes genéticas foram avaliadas em relagdo a presenca de HPV e a varaveis
clinico-histopatoldgicas.

Nossos dados revelaram uma alta frequéncia de alteragdes na via PI3K/AKT em
carcinomas penianos positivos para HPV de alto risco. Esses dados reforcam a
importancia dessa via na carcinogénese peniana, bem como papel da infec¢do por HPV.
Nossos resultados sdo inéditos quanto a frequéncia de amplificacdes detectadas nos genes
HER3 e EGFR, o que justifica o aumento da expressio desses receptores epidermais em
CaPe, previamente relatados por outros autores (STANKIEWICZ et al., 2011;
POLLOCK et al., 2015). Finalmente, os dados apresentados sugerem os marcadores
EGFR e HER3 como potenciais alvos para terapia de CaPe. Para isso, futuros estudos

devem ser realizados para sustentar essa hipotese.

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1. Epidemiologia

O cancer de pénis € raro em paises desenvolvidos, mas no Brasil representa,
aproximadamente, 2% de todos os tipos de cancer (LYNCH et al., 2002). As regides
Norte e Nordeste (53,2%) destacam-se por apresentar os maiores nimeros de casos da
doenca, as quais possuem os menores indices de desenvolvimento humano e econdmico
(REIS et al., 2010).

No Nordeste, o0 Maranhao € o estado com maior prevaléncia de casos (CURADO
et al., 2007) e, segundo a Sociedade Brasileira de Urologia, é responsavel por 10,7% dos
casos de cancer de pénis no Brasil, além de ser considerado um dos cincos estados com
maior prevaléncia (SOCIEDADE BRASILEIRA DE UROLOGIA, 2015). Esse nimero
de casos deve ser ainda maior, uma vez que muitos pacientes ndo buscam ou nao tém

acesso ao servico de saude. Assim, faz-se necessdria a realizagdo de um estudo
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epidemioldgico mais detalhado para que seja conhecida a realidade sobre a ocorréncia
desta doenga no Maranhao.

Uma andlise epidemioldgica dos casos de cancer de pénis demonstrou que, em
relacdo ao perfil socioecondmico dos portadores, a neoplasia atinge principalmente
homens de classe social e nivel de instru¢do baixos, sendo as regides carentes dos paises
em desenvolvimento as dreas de maior incidéncia (POW-SANG et al., 2010; CHAUX et
al., 2011).

O risco para o desenvolvimento de CaPe parece aumentar de acordo com a idade,
porém, individuos mais jovens também podem ser acometidos pela doenga (KOIFMAN
et al., 2011). No Brasil, cerca de 7% dos pacientes possuem idade inferior a 35 anos
(FAVORITO et al., 2008; KOIFMAN et al., 2011).

A baixa incidéncia de casos de cancer de pénis em paises desenvolvidos tem como
consequéncia o pequeno numero de publicacdes cientificas sobre o assunto se comparado,
por exemplo, aos dados disponiveis sobre cancer de prostata ou mama. Dessa forma,
questdes importantes a respeito da etiologia, terapéutica e evolucdo do cancer peniano

continuam pouco elucidadas (POW-SANG et al., 2010).

2.2. Fatores de risco

A etiologia do cancer de pénis ndo estd totalmente elucidada, no entanto, vérios
fatores de risco tem sido associado a esta neoplasia. Dentre eles destacam-se a ma higiene,
idade, tabagismo, etilismo, fimose, nimero de parceiros sexuais e infeccdo por HPV
(BLEEKER et al., 2009; RODNEY, 2016; SENKOMAGQO et al., 2016).

A doenga acomete preferencialmente homens entre a faixa etdria de 50 a 70 anos
(FONSECA et al.,, 2010). Em trabalhos realizados no Brasil, as médias de idade
observadas foram de 58 anos no Rio de Janeiro, 60 anos no Maranhao e 68 anos em
Pernambuco (COUTO et al., 2014; DE SOUSA et al., 2015).

Diversos trabalhos tém reportado a associacdo da fimose com o desenvolvimento
do CaPe. Esta condicao anatdmica impossibilita a retratagdo do prepucio, sendo frequente
entre os recém-nascidos. No entanto, ¢ comum que aproximadamente 90% dos prepucios
estejam retrateis até os 3 anos de idade, e quando ndo € realizada a circuncisdo, apenas
uma pequena parcela persiste com esta condigdo (MORRIS et al., 2017). Episédios de
inflamacdo como o liquen escleroso e balanites podem surgir como consequéncia de
irritagdes do epitélio e na presenga de fimose pode se tornar cronico (SONPAVDE et al.,

2013; LEE et al., 2013).
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O tabagismo também ¢é um fator de risco que tem sido associado com o
desenvolvimento de diversas neoplasias (INCA 2017). Trabalhos recentes relataram a
maior incidéncia de CaPe em homens fumantes quando comparados com os nao fumantes
(DALING et al. 2005; KOIFMAN et al., 2011; COUTO et al., 2014).

Embora esteja bem estabelecido o papel da infeccao por HPV em céncer de cérvix,
vulva, anus e orofaringe, a associagdo dessa infeccdo com o cancer de pénis ndo estd clara
(AKAGTI et al., 2014; GAO e SMITH, 2016). STANKIEWICZ et al. (2009) e AFONSO
et al. (2017) mostraram que pode existir uma forte associacao entre o desenvolvimento
do CaPe e a infeccdo viral, uma vez que, a frequéncia de detec¢do deste virus neste
carcinoma € elevado. A interacdo dessas oncoproteinas com a maquinaria das células
hospedeira pode levar a disrupcao do ciclo celular e desencadear o inicio da tumorigénese

(PASTREZ et al., 2017).

2.3. Cancer de pénis e HPV

O Papiloma virus humano é membro da familia Papillomaviridae, género
Papilomavirus. Apresenta DNA de fita dupla circular com aproximadamente 8.000 pb,
ndo envelopado e envolvido por um capsideo icosaédrico (NEVES et al., 2002). O virus
infecta mucosas e tecidos cutaneos, sendo classificados como mucosotropicos e
cutaneotropicos. O genoma deste virus tem organizagdo simples, que pode ser dividida
em duas regides codificantes e uma nao-codificante. As regides codificantes sdo
denominadas de precoce “E” (do inglés early) e tardia “L” (do inglés later). Enquanto a
ndo-codificante € uma longa regido de controle, denominada Long Control Region (LCR),
e outra regido onde se localizam os genes de transcricdo precoce (E) e tardia (L)
(DOORBAR et al., 2012).

Os genes da regido E sdo subdivididos em E1, E2, E4, ES5, E6 e E7, estes sdo
normalmente expressos logo apds a infeccdo e codificam as proteinas envolvidas na
inducdo e regulacdo e sintese do DNA viral. Enquanto os genes da regido L sdo expressos
em estdgios posteriores da infec¢do e codificam as proteinas do capsideo viral (Tabela 1)

(HOWIE, 2009; GHITTONI et al., 2015).



21

Tabela 1: Oncogenes virais e suas respectivas funcoes.

Expressao Génica  Genes Funcao
El Replica¢do do DNA viral
E2 Controle da replicacdo e transcri¢ao
E (Precoce) E4 Maturacdo do virus
E5, E6, Estimulo da proliferacao e transformagao
E7 celular
L (Tardio) L1,L2 Codificam proteinas do capsideo viral

Fonte: GHITTONI et al., 2015.

De acordo com a capacidade de transformar células epiteliais em células
cancerigenas, podem ser classificados em HPV de alto risco e HPV de baixo risco. Os
subtipos virais 16, 18,31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, e 59 sdo considerados de alto risco
e associados a lesdes de alto grau e neoplasias malignas (SOUSA et al., 2015;
BENEVOLO et al., 2016). Os subtipos de baixo risco, como 6 e 1lestdo associados a
lesdo de baixo grau e verrugas genitais (LEBELO et al., 2014; SUDENGA et al., 2016).

Os HPVs de alto risco sdo associados a uma alta porcentagem significativa de
carcinomas de cérvix (SABEENA et al., 2016) anal (BENEVOLO et al., 2016), vulva e
cancer de cabeca e pescoco (DOK e NUYTZ, 2016), orofaringe (CLEARY et al., 2016)
e pénis (SOUSA et al., 2015). Segundo Flaherty et al., (2014), a prevaléncia global € de
36-40%, com maior contribui¢do dos subtipos HPV-16 (60,23%), HPV-18 (13,35%) e
HPV-6/11 (8,13%) e os subtipos virais 6/11 mais prevalentes em lesdes verrucosas
(LEBELO et al., 2014). Além disso, a prevaléncia do virus pode variar de acordo com o
subtipo histolégico, sendo mais frequente nos subtipos basaloides (80%) e verrucosos
(100%) (MC DANIEL et al, 2015).

No Brasil, poucos estudos t€m relatado a prevaléncia do HPV em carcinoma de
pénis. Em dois estudos realizados no Rio de Janeiro a prevaléncia variou de 60,7%-75%,
sendo o subtipo 16 o mais frequente (SCHEINER et al., 2008; AFONSO et al., 2012).
Recentemente, Sousa et al., (2015) identificaram uma prevaléncia de 63,15% de HPV
sendo mais frequente os subtipos 16, 18, 45 e 69.

Os mecanismos moleculares envolvidos no processo de tumorigénese mediados
pelo HPV incluem oncogenes virais chaves na multiplicacao viral e desregulacdo celular
(CAMUS et al., 2007). Ap6s a infecgao viral na regido basal do epitélio estratificado, o
genoma do HPV forma elementos extracromossdmicos ou pode se integrar ao DNA
nuclear da célula hospedeira para se estabilizar, levando a um aumento do nimero de

copias do virus. O potencial oncogénico do HPV ¢ atribuido as proteinas ES, E6 e E7,
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atuando na regulacdo homeostdtica celular de forma a promover transformacio e
proliferagdo celular (ZUR et al., 2000). A oncoproteina E6 atua sobre a proteina
supressora tumoral p53, por sua vez, a oncoproteina E7 atua sobre a proteina pRB levando
ativacdo constitutiva do ciclo celular, podendo também perturbar os mecanismos de
duplicacdo cromossdmica e induzindo consequentemente a instabilidade gendmica (LIU
et al., 2015; KHATTAK et al., 2017).

As proteinas E6 e E7 sdo expressas geralmente na camada basal do epitélio para
que o genoma viral seja replicado nas células que estdo se dividindo (PYEON et al.,
2009). Além disso, nas células superficiais sdo expressos os genes L1 e L2 que codificam
o capsideo viral que levam a formac¢do de novos virus (FLORIN et al., 2002). Segundo
PETER et al. (2006), a integracao viral em células do epitélio de titero mostrou-se ser um
passo importante para a evolugdo das neoplasias intraepiteliais para os tumores invasivos.

Os canceres relacionados ao HPV possuem uma biologia distinta € mostraram
respostas melhores ao tratamento. As razdes para o rastreamento de pacientes com cancer
de pénis coinfectados com o virus HPV incluem estratificacio de risco, estabelecimento
de regimes de tratamento especificos que sdo apropriados para a biologia do céncer e
identificacdo de moléculas virais para terapias-alvo especificas para HPV (FLAHERTY

et al., 2014).

2.4. Aspectos clinicos e histopatologicos

Os carcinomas de células escamosas (CEC) compreendem 95% dos casos de
cancer de pénis, sendo o tipo histolégico mais frequente, e caracteriza-se
histologicamente por queratinizacdo, formagdo de pérola cornea e apresentacao de varios
graus de atividade mitotica. O principal subtipo histologico do CEC € o usual (48-65%),
seguido pelo condilomatoso (17%), verrucoso (8%), papilar (7-10%) e basaloide (5-15%)
(CUBILLA et al., 2009; CHAUX et al., 2010). Os demais subtipos possuem padrdes
infiltrativos e de crescimento variados (CALMON et al., 2011).

O CaPe apresenta normalmente tumores bem ou moderadamente diferenciados,
com perda da diferenciacdo das células da camada basal em dire¢cdo a camada apical,
apresentando nucleos hipercrométicos com tamanhos variados (CULKIN e BEER, 2003).
Os subtipos histoldgicos tém um papel crucial no progndstico do paciente, uma vez que
eles podem ser associados com a infec¢do por HPV e ao risco de metastases e Gbitos

(GUIMARAES et al., 2009).
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O carcinoma peniano geralmente inicia-se como uma lesao na glande que, quando
ndo tratada estende-se para o prepucio e evolui infiltrando-se em tecidos adjacentes como
o tecido subepitelial conjuntivo, o corpo esponjoso e o corpo cavernoso até invadir 6rgaos
adjacentes como prostata e bexiga levando a auto-amputacdo (POMPEO et al., 2006;
KOIFMAN et al., 2011).

Metastases linfonodais nas regides femoral e iliaca sdo vias de disseminacdo no
carcinoma de pénis, consideradas principal fator progndstico nesse tipo de cancer. A
invasdo perineural também se associa a um pior prognéstico e estd relacionada ao
comportamento biolégico do tumor (VELAZQUEZ et al., 2008; CUBILLA, 2009).
Segundo COUTO et al. (2014), aproximadamente 31,9% dos cacos de CaPe apresentaram
metdstase linfonodal unilateral ou bilateral. O comprometimento dos linfonodos ¢é
varidvel progndstica importante, uma vez que, a sobrevida livre da doenga (SLD) para
casos com linfonodos negativos € de cinco anos e diminui com o acometimento linfonodal
(SHAH et al., 2016).

Quanto ao padrao de diferenciacdo, o carcinoma de pénis € classificado segundo
o critério de Broders em trés categorias: Grau I (bem diferenciado); Grau II
(moderadamente diferenciado); Grau III (indiferenciado). Em rela¢do ao estadiamento
tumoral sdo utilizados critérios para possibilitar a identificacdo das caracteristicas
histolégicas, estruturais e anatdmicas envolvidas nos tumores analisados. Para o
estadiamento clinico utiliza-se o critério de Jackson que € dividido em quatro estagios:
Estégio I (Circunscrito a glande e ao prepucio, sem envolvimento do corpo do pénis);
Estagio II (Invasdo do corpo cavernoso do pénis, mas sem disseminacdo para os
linfonodos); Estagio III (Disseminacdo clinica dos linfonodos regionais da virilha e a
possibilidade de cura depende do nimero e da extensdo dos nodos envolvidos); Estdgio
IV: Invasivo, apresentando extenso envolvimento dos linfonodos, sem possibilidade de
resseccao dos mesmos (PIZZOCARO et al., 2010).

O estadiamento clinico histopatoldgico se dé pelo sistema de classificagdo TNM
(Tabela 2) o qual foi proposto pela Union for International Cancer Control juntamente
com a American Joint Committee on Cancer (UICC/AJCC), que leva em consideragdo
extensdo do tumor (T), o comprometimento de linfonodos regionais (N) e a presenca de

metastase a distancia (M).
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Tabela 2: Sistema de classificacdo TNM.

Estdgio Descricdo

Tumor (T) Tumor primdrio nio é passivel de avaliacao.
Tx Sem evidéncia de tumor primario.
TO Carcinoma in situ.
Tis Tumor verrucoso ndo invasivo.
Ta
T1 Tumor invade tecido conectivo subepitelial.
Tla 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

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

Metéstase

distante

MX Metastase distante ndo € passivel de avaliacdo.
MO Nenhuma metéstase distante.
M1 Metastase a distancia.

Graduacao

Histopatologica

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

2.5. Tratamento

Os pacientes com cancer de pénis sdo diagndsticados por exames clinicos e
histopatoldgicos. O tratamento do cancer de pénis deve ser individualizado e baseia-se
nas caracteristicas da lesdo primadria e no estadiamento TNM. Em relacdo as modalidades
terapéuticas, o tratamento cirurgico continua sendo o mais empregado e com melhores
resultados (POMPEO et al., 2010).

A penectomia ainda continua sendo o “padrao ouro” para a lesdo primdria do
cancer de pénis e, dependendo da extensdo, a penectomia pode ser parcial ou total (NAM
et al.,, 2017). Além disso, existem as opgOes terapéuticas como a radioterapia ou a
braquiterapia. Entretanto, o cancer de pénis costuma ser radiorresistente e os casos com

boa resposta inicial tem niveis significativos de recidiva local (POMPEO et al., 2010).
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A linfadenectomia tem sido realizada como medida profilatica, uma vez que, 20%
dos linfonodos clinicamente negativos possuem metéstases ocultas, enquanto que em
50% dos cacos com linfonodos palpdveis ndo histologia positiva para cancer quando
operados (O’BRIEN et al., 2017; CHIPOLLINI et al., 2017). Além disso, a preocupagao
com o comprometimento linfonodal inguinal € justificada pelo grande impacto no
progndstico. O acometimento de mais de dois linfonodos inguinais reflete um maior risco
de recidiva e morte por doenca. Lopes et al., (2012) encontraram taxas de sobrevida global
de 76,7% para pacientes com até dois linfonodos comprometidos e de 28,1% para
pacientes com mais de dois linfonodos positivos.

Os atuais métodos de diagndstico por imagem apresentam baixa sensibilidade e
especificidade para detectar os tumores primdrios e metdstases linfonodais, sendo
utilizado apenas na detec¢do de metastases a distancia (POMPEO et al., 2010). Desta
forma, € de extrema importancia identificar marcadores moleculares afim de auxiliar no

progndstico e tratamento desse tipo de cincer.

2.6. Via de sinalizacao celular PI3K/AKT

Estudos tém demonstrado que a via de sinalizacao celular PI3K/AKT, envolvida
nos mecanismos de crescimento, proliferacdo, sobrevivéncia, mortalidade celular e
angiogénese esta alterada em diversas neoplasias malignas, entretanto, pouco se sabe
sobre o envolvimento dessa via em cancer de pénis (KRAUSS, 2008). A manutengdo da
regulacdo dessa via de sinalizac@o € essencial para evitar a tumorigénese. Além disso, nas
ultimas décadas, esta via tem sido caracterizada como um importante alvo terapéutico
(MILANEZI et al., 2008; POLLOCK et al., 2015). Alguns trabalhos tém relatado a sua
participacdo na carcinogénese por superexpressiao, desencadeando a ativacdo de genes
pertencentes a via de sinalizagdo PI3K/AKT (STANKIEWICZ et al., 2011).

As PI3Ks (fosfatidilinositol-3 quinase) sdo enzimas que pertencem a familia das
cinases lipidicas. Apos ser ativada, a PI3K fosforila a PIP2 (fosfatidilinositol-4,5-
bifosfato) que posteriormente é convertida em PIP3 (fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato).
Por sua vez, a PIP3 recruta AKT (proteina quinase B) para a membrana plasmatica
fosforilando-a. E depois de ativada, a AKT regula diversos processos envolvidos na
proliferacao celular (ENGELMAN et al., 2006). Por sua vez, o gene supressor de tumor
PTEN (Fosfatase homdloga a tensina) age regulando negativamente esta via e estd
frequentemente mutado em cincer de mama, cincer de cabeca e pescogo, cancer

colorretal e cancer cervical (Figura 1) (STANKIEWICZ et al., 2011).



26

Figura 1: Via de sinalizagdo celular PI3K/AKT.
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Fonte: Adaptado de MOTA et al., 2017.

Estudos imunohistoquimicos relataram a participacao dos fatores de crescimento
epidermal na carcinogénese de pénis. Os resultados demonstraram que EGFR, HER3 e
HER4, mas ndo HER2, estdo associados ao cancer de pénis (STANKIEWICZ et al.,
2011). Em outro trabalho, observou-se que amostras de cancer de pénis apresentavam
mutagdes no gene PIK3CA, independente do subtipo histologico (SITHANANDAM et
al., 2008).

O aumento da expressdo de AKT tem sido observado em muitas neoplasias
humanas (LI et al., 2015). Essa ativacdo pode ocorrer pela amplificacdo do gene ou
mutagdes em componentes envolvidos na sua sinalizacdo (NICHOLSON e ANDERSON,
2002; LI et al., 2015). Além disso, a proteina AKT regula proteinas-alvos que estdo
envolvidas no mecanismo de apoptose e proliferacao celular (LING DENG et al., 2015).

Quanto ao gene supressor de tumor PTEN, este € o mais frequentemente deletado
em cancer de prostata (STANKIEWICZ et al., 2011). Mutacdes em células germinativas
sdo encontradas em vérias sindromes raras, como a sindrome de Cowden, na qual cerca
de 80% dos pacientes t€ém mutacdo no gene PTEN e desenvolvem cancer de mama,
tiredide e endométrio, mostrando o importante papel deste gene na tumorigénese

(HOLLANDER et al., 2011).
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2.6.1. Componentes da via de sinalizacao PI3K/AKT

Os fatores de crescimento s@o proteinas soldveis e de baixo peso molecular que
trabalham na regulacdo do ciclo celular. Apresentam um importante papel nos processos
de proliferacdo, diferenciacdo e sobrevivéncia celular. Estas moléculas ligam-se a
proteinas de membrana (receptores) para exercer seu papel biolégico (NORMANNO et
al., 2006).

Estas proteinas ligam-se a seus receptores (familia de receptores do fator de
crescimento epidermal ErBb) causando uma mudang¢a em sua estrutura. Apds essa
modificacdo, ocorre a transducdo de sinais do meio externo para o meio intracelular
desencadeando a ativagcdo da transcri¢do de genes alvos envolvidos nos processos de
proliferacdo celular, apoptose, angiogénese e sobrevivéncia.

Os mais importantes grupos de receptores de membrana sdo aqueles com atividade
tirosina quinase (EGFR, HER2, HER3 e HER4). Estas proteinas podem fosforilar outras
quinases € como consequéncia transmitem e amplificam o sinal recebido (NORMANNO
et al., 2006; STANKIEWICZ et al., 2011; ROSKOSKI, 2014). Estudos mostraram sua
expressdo amplificada em cancer de mama, préstata e ovdrio, sendo por estes motivos,
bastante estudados como alvos terapéuticos (BURGESS et al., 2003; LI et al., 2015).

As proteinas desta familia sdo formadas por trés regides distintas (Figura 2). A
porcdo extracelular que se liga a um fator de crescimento, a regido transmembrana que
ancora a proteina na membrana plasmatica, por¢do intracelular com capacidade de
fosforilar outros alvos e a regido regulatéria C-terminal (BURGESS et al., 2003;

ROSKOSKI, 2014).

Figura 2: Estrutura dos receptores da familia ErbB.
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A regido extracelular entre os receptores da familia ErbB apresenta uma grande
diversidade, o que permite a ligacdo de um amplo nimero de ligantes diferentes. A regido
extracelular é formada por quatro dominios: dois dominios homodlogos (L) e dois
dominios ricos em cisteinas (CR). No dominio II estd localizado o brago de dimerizacao,
estrutura responsavel pela formacao dos dimeros entre os receptores (ROSKOSKI, 2014).

De acordo com o trabalho de ROSKOSKI et al., (2014) e LEMMON et al. (2010),
a regido intracelular € muito conservada entre os membros da familia ErbB. Entretanto,
HER-3 ndo apresenta atividade tirosina quinase devido a uma modificacdo em seu sitio
catalitico, podendo ser ativado quando forma dimeros entre os outros receptores. Cada
proteina se liga a um grupo especifico de fatores de crescimento.

O fator responsédvel pela modificagdo conformacional e exposi¢do do braco de
dimerizacdo € o reconhecimento do ligante pelo receptor (Figura 3). Os receptores em

estado inativo ndo apresentam braco de dimerizacdo exposto, com excecdo de HER-2.

Figura 3: Reconhecimento do ligante pelo receptor e exposicao do braco de dimerizacao.
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Fonte: Adaptado de WIEDUWILT e MOASSER (2008).

Os receptores HER-2 e HER-3 ndo desencadeiam sinais sozinhos, porém, por
meio da formacdo de heterodimeros podem gerar forte sinais celulares (SCALTRITI,
2006). As principais vias ativadas por estes receptores sdo a via Ras/Raf/MAP e a via
PI3K/AKT. Ambas participam do processo de tumorigénese aumentando a proliferacdo
e sobrevivéncia celular (CARMELIET e JAIN, 2000; NORMANNO et al., 2006; MOTA
et al, 2017).

O receptor EGFR membro da familia ErbB é codificado pelo gene localizado no
7Tpl2. Esta proteina estd superexpressa em 40 a 50% dos casos de cancer, dentre eles,
mama, pancreas, esOfago, canal anal, pulmdo e cabeca e pescoco (GRUNWALD e

HIDALGO,2003; CHAUX et al., 2014). Além disso, BAIOCCHI et al., (2009) mostrou
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que a superexpressao de EGFR em tumores de es6fago, cabega e pescoco, colo de ttero
e bexiga estdo associados com a menor sobrevida e prognéstico ruim. A desregulacdo de
EGFR, bem como, suas vias de sinalizacdo estao fortemente associadas com a progressao
de tumores sdlidos, sendo considerado um importante alvo terapéutico (SCHWARTZ e
MURRAY, 2011).

O receptor HER-2 € codificado pelo gene localizado 17q21. HER-2 apresenta seu
braco de dimeriza¢do constantemente exposto, caracteristica que o difere dos outros
membros da familia. Além disso, este receptor ndo apresenta ligantes conhecidos
(ROSKOSKI, 2014). Em tumores de c6lon e cabeca e pescogo, a superexpressao de HER-
2 ndo estd associada com progndstico ruim ou risco de metastase (ANGIERO et al. 2008).
Em cancer de mama, HER-2 é um marcador de progndstico que indica doenga mais
agressiva sendo necessdrio terapia adjuvante. Pacientes com amplificagcdo para este gene
fazem terapia utilizando inibidores de tirosina quinase (NAGATA et al., 2004).

O receptor HER-3 € codificado pelo gene localizado em 12q13. Esta proteina ativa
principalmente a via de sinalizacdo celular PI3K/AKT (BASELGA e SWAIN 2009). Esta
proteina sozinha ndo tem autonomia para desencadear um sinal, porém ao formar
dimeros, € capaz de induzir a ativacdo da via MAPK (BAIOCCHI et al., 2009; MOTA et
al, 2017). Além disso, em um estudo realizado em 2001, observou-se que uma isoforma
de HER-3 pode inibir os outros receptores dos fatores de crescimento epidermal (LEE et
al., 2001; BASELGA e SWAIN, 2009).

O receptor HER-4 ¢ codificado pelo gene localizado no 2g33. E 0 menos estudado
de todos os receptores e seu papel na tumorigénese ndo estd totalmente estabelecido.
Estudos sugerem que este membro posso participar da inibicdo do ciclo celular
BASELGA e SWAIN, 2009). Sua superexpressao em cancer de mama foi associado com
prognéstico ruim (YAMAUCHI et al., 2000; STANKIEWICZ et al., 2011).

A superexpressdo de EGFR, HER-2, HER-3 e HER-4 tem sido associado com
progndstico ruim em muitas neoplasias, entretanto, seu comportamento no cancer de
pénis ndo estd elucidado (LAVENS et al, 2010; STANKIEWICZ et al., 2011).

As PI3Ks (fosfatidilinositol-3 quinase) sdo classificadas em trés classes com
diversas subunidades e isoformas, cada uma especifica para um substrato. No entanto, a
classe I € descrita como o grupo de proteinas diretamente envolvidas no desencadeamento
da tumorigénese. PI3K € um heterodimero formado pela subunidade regulatéria p85 e a

subunidade catalitica € p110 (ENGELMAN et al.; 2007).
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A ativagdo de PI3K ocorre quando a subunidade p85 associa-se com residuos de
tirosina fosforilada pelo dominio SH2. Apds este evento, a subunidade catalitica p110
transfere fosfatos para os fosfolipidios da membrana celular. Assim, os segundos
mensageiros PIP2 e PIP3 sdo formados e iniciam a cascata de sinalizagdo (STEELMAN
et al., 2011). Mutag¢des de PI3K em sua subunidade catalitica sdo frequentes em canceres
humanos. Essas alteracdes sdo encontradas em cancer de mama, endométrio, colorretal,
gdstrico, pulmao, prostata e cabeca e pesco¢o, porém pouco estudados em neoplasias de
pénis (STEELMAN et al., 2011).

A proteina PTEN € formada por 403 aminodcidos e pertence a familia das
proteinas tirosina fosfatases. A proteina PTEN codificada pelo gene PTEN é um supressor
tumoral localizado em 10g23. Atua como antagonista da via PI3K/AKT regulando a
fosforilagao de PIP2/PIP3 (ENGELMAN et al.; 2007). A delecdo ou silenciamento do
gene PTEN € frequente em canceres humanos. Sua desregulacdo resulta na ativagio
constitutiva da via PI3K/AKT (PLANCHON e WAITE 2008).

A proteina AKT € um componente importante na sobrevivéncia celular, regulando
o crescimento, fungdes metabdlicas e apoptose. Esta proteina apresenta trés isoformas
(AKT1, AKT2 e AKT3) e sao distribuidas de formas diferentes entre os tecidos. As
proteinas AKT1 e AKT?2 estdo distribuidas na maioria dos tecidos e a proteina AKT3 esta
localizada nos tecidos do sistema nervoso central e sdo constitutivamente ativas em
células onde PTEN esté deletado ou silenciado (STEELMAN et al, 2011). Sua associagdo
com o cancer é devido a sua interferéncia em mecanismos de inibi¢do das vias pro-
apoptoticas, no entanto, sua atuagdo em tumores de pénis € pouco conhecida (YUAN e

CANTLEY, 2008).

2.7. Viade sinalizacao celular RAS/RAF/MEK/ERK

Tem sido reportado nos dltimos 25 anos que a via de sinalizac@o celular Ras/Raf/
MEK/ERK desempenha papel fundamental na transmissdo de sinais proliferativos de
receptores de membrana. Mutagdes em seus genes ou em receptores upstream ativam
constitutivamente esta via de sinaliza¢do, sendo associados com mau progndstico em
pacientes com cancer e envelhecimento precoce (MCCUBREY et al., 2008; STEELMAN
etal., 2011).

Ras € a primeira etapa para a ativagdo da castata MAPK, sendo uma proteina G,
com atividade GTPase intrinseca e regulador da via de sinalizacdo. Esta proteina é

recrutada na membrana e € ativada por um processo que envolve fosforilagao, sendo uma
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das primeiras proteinas com importante papel na regulacdo do ciclo celular (ADJEI e
FRIDAY, 2008). Esta proteina atua em moléculas que influenciam na regulacio do ciclo
celular como a p16 e p21, parando o ciclo celular na fase G1, induzindo a senescéncia
dependente da via Ras/Raf/ MEK/ERK (MOR e PHILIPS, 2006).

As proteinas quinases ativadas por PI3K/AKT e RAS podem atuar nas redes de
sinais que estdo envolvidas na ativagdo de receptores como EGFR, induzindo a sobrevida
e proliferacao celular MCCUBREY et al., 2008). Além disso, estudos t€m demonstrado
que a sinalizacdo mediada por HER3 e HER4 também pode ativar a via
RAS/RAF/MEK/ERK, induzindo a migracdo, proliferacdo e diferenciacdo das células
cancerigenas (MOTA et al, 2017).

RAF € uma serina/treonina quinase que quando ativada € recrutada na membrana
plasmidtica e interage com o RAS. Uma vez ativado, todos os membros da familia RAF
iniciam cascatas de fosforilacio, na qual, a ativacdo de RAF e MEK simultaneamente
ativam ERK (MCCUBREY et al., 2008; STEELMAN et al., 2011).

MEK (proteina ativada por mitégeno) também € uma proteina quinase e sua
atividade € regulada pela fosforilagdo de RAF e por sua vez ativarda ERK (STEELMAN
et al., 2011). A desregulacdo da via RAS/RAF/MEK/ERK tem um papel importante na
tumorigénese como em carcinoma hepatocelular e parece estd associado com a
progressao de CaPe, uma vez que, mutacdes em RAS foi identificado em tumores mais
avancados (ANDERSSON et al., 2008). No entanto, mais estudos sdo necessarios para
compreender melhor o papel desta via de sinalizacio no desencadeamento da

tumorigénese peniana.

2.8. Estudos de Alteracio no Niimero de Cépias do DNA

Alteracoes no numero de copias do DNA (CNAs) sdo frequentemente observadas
no genoma de tumores e sdo consideradas responsdveis pelas modificacdes na expressao
génica. Essas mudancas no DNA podem ser denominadas de altera¢cdes no nimero de
copias (CNAs, do inglés: copy number Alteration) e podem envolver ganhos ou perdas
de grandes segmentos cromossomicos (COOPER et al., 2008). As CNAs sdo de
importante interesse para a biologia tumoral, visto que, estdo associadas com a
desregulacdo da expressao génica de oncogenes ou supressores tumorais.

As alteragdes no DNA podem ser detectadas e analisadas por metodologias que
podem abranger o genoma completo ou regides especificas (LEE e JEON, 2008). A

técnica de array-CGH € um método citogenético molecular que pode mapear o genoma



32

através de sondas especificas, atuando na identificag¢do de altera¢cdes no nimero de copias
(CNAs). Devido a sua abrangéncia, os arrays permitem identificar delecdes,
microdelecoes e amplificagdes génicas que podem ndo ser observadas em outras
metodologias. (REIS-FILHO et al., 2005). Além disso, reacdo em cadeia da polimerase
quantitativa (qQPCR — do inglés Quantitative Polimerase Chain Reaction) também ¢é
utilizado para estudos de CNAs (D'HAENE et al., 2010).

A andlise do genoma tem sido aplicada ao estudo do céncer e outras doencas.
Como consequéncia, estes trabalhos tém contribuido para a identificac@o de genes e vias

genéticas associados com etiologia e progressao de doencas (REIS-FILHO et al., 2005).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral
. Investigar a ocorréncia de mutacdes por ganho ou perda de genes envolvidos na

via de sinalizag¢do celular EGFR/PI3K/AKT/PTEN em cancer de pénis e correlacionar as

alteracdes observadas com parametros clinicos e histopatolégicas do tumor.

3.2. Objetivos especificos
* Tracar o perfil clinico-histopatolégico dos pacientes com cincer de pénis atendidos

nos Hospitais de Referéncia do Maranhao;

* Analisar alteragdes do numero de copias dos genes EGFR, HER3, HER4 PIK3CA,
AKTI,AKT2 e PTEN;

* Associar as alteracOes no nimero de copias dos genes com a presenga dos subtipos

virais de HPV;

* Correlacionar as mutagdes génicas com os parametros clinicos e histopatoldgicos.
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4.  MATERIAIS E METODOS
4.1. Caracterizacio da amostra

Foram analisadas 34 amostras de tumor de pénis de pacientes provenientes de dois
hospitais de referéncia em Sao Luis, Instituto Maranhense de Oncologia Aldenora Bello
(IMOAB) e o Hospital Universitario Presidente Dutra da Universidade Federal do
Maranhao (HU-UFMA). As amostras foram coletadas mediante autorizagcdo do paciente,

apos a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo A).

4.2.  Critérios de inclusao
Pacientes maiores de 18 anos com diagndstico clinico, anatomopatolégico de

cancer de pénis e sem tratamento prévio.

4.3.  Critérios de nao inclusao
Dados incompletos do prontudrio médico e auséncia de material adequado
disponivel para a realizacdo das técnicas moleculares ou se o paciente ndo concordar em

assinar o Termo de Consentimento Livre Esclarecido (Anexo A).

4.4. Aspectos éticos

Este projeto estd vinculado ao projeto guarda-chuva “ANALISE DE
ALTERACOES GENOMICAS E NA EXPRESSAO GENICA E PROTEICA AM
CANCER PENIANO”, na qual foi aprovado pelo Comité de ética em Pesquisa- CAAE:
46371515.5.0000.5087 (Anexo B).

4.5. Amostras

Durante o procedimento cirurgico foi coletado um fragmento tumoral que foi
lavado com soro fisioldgico para minimizar contaminagdo com células sanguineas. Logo
apo6s, os fragmentos de tecido tumoral foram embebidos em TLN - Tampao de Lise
Nuclear (Tris HCl 10mM, EDTA 2mM, NaCl 400mM pH=8,0) e encaminhados ao
Laboratdrio de Genética e Biologia Molecular da Universidade Federal do Maranhdo, em
Sado Luis- MA, onde foram codificados e armazenados a - 20°C até serem processados

para obtencdo de material genético.
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4.6. Deteccao e genotipagem de HPV
4.6.1. Extracio de DNA de tecido fresco

A extracdo de DNA foi realizada em amostras frescas de tumores de pénis. Os
tecidos foram descongelados e picotados em uma placa de Petri estéril utilizando bisturis
estéreis individuais para cada tecido. Em seguida, o tecido picotado foi ressuspendido
com 500 pL de TLN (NaCl 400mM; TRIS HCI1 25mM pH=8,0; EDTA 50mM pH=8,0) e
transferido para microtubos de 1,5 mL. Logo ap6s foi adicionado 40 puL de SDS 10%
(Dodecil sulfato de Sédio) e colocado em banho-maria a 37° C por 30 minutos. O material
foi resfriado a temperatura ambiente por aproximadamente 10 minutos e logo em seguida
adicionado 40 pL de proteinase K 20 mg/mL (PK). Posteriormente foi levado ao banho-
maria a 55° C por 12 horas. No dia seguinte, se o material ndo estivesse bem digerido,
era adicionado mais 20 pL de PK e a amostra voltava ao banho-maria por 1 hora.
Decorrido esse tempo, foi retirado do banho-maria e acrescentado 20 uL. de RNAse,
homogeneizando e deixado novamente no banho-maria a 37°C por 30 minutos.
Posteriormente, foram adicionados 500uL de solu¢do de fenol/cloroformio/alcool
1soamilico (25:24:1). Em seguida o material foi homogeneizado lentamente por cerca de
10 vezes. Logo depois, foi centrifugado a 14000 RPM a 4° C por 15 minutos. Apds isto,
o sobrenadante foi transferido para um novo microtubo, onde foram adicionados 500 pL
de cloroférmio/ dlcool isoamilico, homogeneizando novamente o material invertendo-se
o microtubo por cerca de 10 vezes. Os tubos foram centrifugados nas mesmas condic¢oes
anteriores € em seguida o sobrenadante foi removido e transferido para um outro tubo
onde foram adicionados 200 pL. de Acetato de sodio (AcNa 3M, pH 4,8) e o volume
completado com isopropanol gelado. As amostras foram armazenadas em freezer -20° C
por 12 horas. Passado o periodo, o material foi centrifugado a 12000 RPM a 4° C por 15
minutos, descartando-se o sobrenadante e invertendo o tubo totalmente e lentamente para
ndo perder o pellet. Foi adicionado 500 uL de etanol 70% gelado para ressuspender o
pellet. Os tubos foram novamente centrifugados a 12000 RPM a 4° C por 15 minutos. Em
seguida, foi descartado o etanol 70% e o material foi deixado a temperatura ambiente para
secagem. Ap0s isso, o pellet foi entdo diluido em 25 ou 50 pL de TE (Tris-HCI 10 mM,
pH 8,0; EDTA 1 Mm) dependendo do tamanho do pellet. A leitura da concentragdo de
DNA foi realizada por espectrofotometro e somente foram consideradas para as andlises
moleculares as amostras que apresentarem razao A260nm/A280nm com valor entre 1,8 e
2,0. Apo6s analise de qualidade do material, as amostras foram armazenadas em freezer a

- 20°C.
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4.6.2. Genotipagem
4.6.2.1. PCR Multiplex

Para a primeira rodada de amplifica¢do, utilizou-se a reacdo de PCR, um conjunto
de primers consenso MY09 (Manos et al., 1985) e nove novos iniciadores degenerados
(cinco MYO09A-D e cinco MY 11-1-5). Foram designados como uma versao modificada
do sistema de iniciadores MY09/11 original (Manos et al., 1985) para cobrir todas as
sequéncias de genotipos de 40 HPV. O gene constitutivo da B-globina (BG) foi utilizado
como controle positivo da reagao.

Cada mistura de PCR foi realizada num volume final de 30 uL, contendo 200
ng/pl de DNA genémico, KC1 50 mM, Tris-HCI 10 mM (pH 8,3), MgCI2 1,5 mM, uma
concentracdo final 200 uM de desoxinucledsido trifosfato (ANTP), 1,5 U de Tag DNA
Polymerase (Phoneutria), 7,5 a 22,5 pmol de cada iniciador ((MY09 e MY11) e 2 pmol de
cada primers BGS1 e BGA2. A reacdo foi incubada durante 40 ciclos a 94 ° C 1 min, 50

° C 1 min, 72° C 2 min e um ciclo de extensao final a 72 ° C 5 min.

4.6.2.2. PCR Nested Multiplex

Na segunda reagdo, 40 iniciadores especificos marcados com fluor6foros foram
dispostos numa PCR multiplex para 40 subtipos virais, incluindo genétipos de baixo e
alto risco oncogénico. Foi utilizado o par de primers BGA2 e BGS3 para o gene
constitutivo da -globina.
O protocolo de genotipagem foi desenvolvido pelo laboratério BioGenetics Molecular
Technologies, Uberlandia, MG, Brasil, e estd sob patente (nimero de processo BR 10
2017 004615 0) de modo que os primers nao serdo detalhados aqui.

Na segunda amplificagdo de PCR o volume final foi 15 pL, KCI 50 mM, Tris-HC1
10 mM (pH 8,3), MgCI2 1,5 mM, potenciador (1X), 200 uM de dNTPs, 1,0 U de Taq
DNA Polymerase (Taq Platinum, Invitrogen), 0,5 pmol de cada iniciador especifico de
cada subtipo viral e 0,2 pmol de iniciadores de controle (BGA2 e BGS3). Foram
utilizados dois microlitros dos produtos de PCR MY11/09 como alvos de amplificagao.
A reacdo foi incubada por 36 ciclos a 95 © C 2 min, 56 ° C 1 min, 72 ° C 40 segundos e

um ciclo de extensao final a 72 ° C 5 min.

4.6.2.3. Eletroforese capilar
O produto amplificado da Nested PCR foi diluido 200X e 1 pL submetido a

eletroforese capilar (MegaBace 1000, Amersham Pharmacia Biotech, EUA), utilizando o



37

peso molecular padrao ETRox550 (GE Healthcare) para andlises das amostras. Para a
andlise dos eletroferogramas, foi construido um novo filtro de pico no software Fragment
Profiler com trés sondas marcadas com fluoresceina: FAM (6-carboxifluoresceina), HEX
(5'-hexaclorofluoresceina fosforamidita) e TAMRA (6-carboxietrametilrhodamina). Os
resultados foram classificados como positivos na presenca de amplificagdo para uma
(Gnica infec¢@o) ou mais tipos virais de HPV (infeccdes multiplas), gerando tamanhos de
fragmentos de 74 a 338 pb, com presenca ou auséncia de amplifica¢cdo de controle interno
(gene de B-globina - 366 pb). Os resultados negativos foram considerados apenas quando

o gene da B-globina foi amplificado.

4.6.3. Sequenciamento automatico

O sequenciamento automdtico para o HPV foi realizado utilizando o kit Big Dye
Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems) seguindo o protocolo sugerido
pelo fabricante. Apds a montagem dos reagentes a solugdo final foi submetida a uma
reacdo 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 precipitagdo do DNA amplificado se utilizou 750uL de Solugdo Sephadex
e Sul do DNA em um microtubo 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 solugdo resultante foi inserida na placa de sequenciamento.

A reacdo foi realizada no equipamento de sequenciamento automdtico ABI
PRISM 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) e a andlise foi realizada pelo
software MEGA 6.0. As sequéncias, ap0s andlise, foram comparadas com as do banco de

dados do GeneBank/NCBI, utilizando-se o Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

5. Anadlises de niimero de copias génicas
5.1. Desparafinizacio das amostras

A anélise de CNAs foi realizada em uma amostra de 34 tumores e todas as andlises
estatisticas concernentes a associacdo com varaveis clinico-histopatolégicas e presenca
de HPV foram realizadas nesse subgrupo amostral. Para isso, foram obtidas trés seccoes
(10 um) do bloco de parafina para cada amostra tumoral. Em seguida, transferiu-se as
secgoes para um microtubo de 2 pl. Adicionou-se 1mL de xilol e homogeneizou-se por

20 segundos. Posteriormente incubou-se a 50°C por 5 minutos. Decorrido o tempo, as
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amostras foram centrifugadas a 14000 rpm por 2 minutos. Apds isso, o sobrenadante foi
descartado e repetiu-se a lavagem com xilol trés vezes. Em seguida adicionou-se Iml de
etanol 100%. Homogeneizou-se por 20 segundos e centrifugou-se 14000 rpm por 2
minutos. Descartou-se o sobrenadante e repetiu-se a lavagem com xilol e etanol 100%.
Ap6s isso, deixou-se o pellet secando a temperatura ambiente por 1 hora. Por dltimo as

amostras foram armazenadas em freezer -20°C para a extracdo de DNA.

5.2. Extracao de DNA de tecido desparafinizado

A extracdao de DNA foi realizada do material desparafinado conforme o subitem
4.1. Adicionou-se ao microtubo 540 ul de TLN (Quiagen) e 60 ul proteinase K (PK) 20
mg/MI. Incubou-se a 55°C no shaking a 500 pm overnight. Em seguida, incubou-se os
microtubos a 95°C por 10 minutos. Adicionou-se 2,7 ul de RNAse e incubou-se os
microtubos a 37°C por 1h30 minutos. Apds isso, os microtubos ficaram a temperatura
ambiente para o resfriamento. Em seguida, adicionou-se 542,7 ul de fenol/cloroférmio,
homogeneizou-se e centrifugou-se a 14000 rpm por 5 minutos. Transferiu-se o
sobrenadante para um novo microtubo e adicionou-se 0,2 volume (volume da fase aquosa
x 0,2) de acetato de amo6nia SmM (ou 10mM). Em seguida, adcionou-se 0,8 volume
(volume da fase aquosa x 0,8) de glicogénio (total do volume resultante da etapa anterior
x 0,08). Apés isso, adicionou-se 2 volumes (volume da fase aquosa x 2) de Etanol 100%.
Refrigerou-se as amostras por 3 horas. Em seguida, centrifugou-se 14000 rpm por 5
minutos, descartou-se o sobrenadante e o pellet secou por 25 minutos. Adicionou-se 100
ul de Etanol 70% e centrifugou-se 14000 rpm por 5 minutos. Descartou-se o sobrenadante
e o pellet secou por 25 minutos. Ressuspendeu-se o pellet com 200 ul de dgua ultrapura.
A leitura da concentracio de DNA foi realizada utilizando-se espectofotometro

(NanoDrop® 2000).

5.3. PCR quantitativa em tempo real

A técnica de PCR quantitativa em tempo real foi realizada para a determinagdo de
alteracoes do numero de copias dos genes EGFR, HER3, HER4, AKT1, AKT2, PIK3CA e
PTEN.

As sondas utilizadas foram adquiridas da ThermoFisher™ e as reagdes de
amplificacdo foram realizadas na mdaquina ABI 7500 Fast. Foi utilizado o ensaio
TagMan® Copy Number Assays da empresa Life Technologies™. Essa metodologia foi

baseada em uma reacao dupla de PCR em tempo real que detecta a sequéncia do gene
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alvo do estudo e a sequéncia de um gene de referéncia (RNASE P) conhecido por
apresentar duas copias em um genoma diploide.

A PCR foi realizada em um volume total de 10 ul por poco em uma placa de 96
pocos. Cada pogo continha 5 ul TagMan Universal MasterMix, 2 pul de DNA (5ng/ul),
0,5 pl de cada primer e sonda (Tagman® Copy Number Assays) e 2ul de 4gua ultrapura.
Todas as reagdes de amplificacdo foram feitas em triplicata e, além das amostras tumorais,
foi incluido DNA controle com nimero diploide para todos os genes alvos. RNASE P foi
utilizado como gene de referéncia. As condi¢des da PCR incluiram 1 ciclo de 10 minutos
a 95°C, 40 ciclos de 15 segundos a 95°C e 60 segundos a 60°C. Somente foram
consideradas para andlise as amostras que apresentaram valor de CT > 33 ciclos e valor
de z-score > 2.65, conforme especificado pelo fabricante. O nimero de cépias foi

calculado pelo método da quantificacdo relativa: 2 ~2ACT

multiplicado por 2 (individuos
diploides). As andlises dos dados foram realizadas utilizando-se o software CopyCaller
(Life Technologies™). Os reagentes utilizados nestas reacdes e suas especificagdes do
ciclo de PCR encontram-se descritos na Tabela 3. Neste trabalho, aumento de 3 e 4 cOpias
foram considerados ganhos, aumentos de 5 ou mais cOpias, amplificacdes. Delecoes e

perdas sdo aquelas com zero e uma cOpia génica, respectivamente.

Tabela 3: Sondas TAQMAN®, reagentes e ciclo de amplificacdo utilizados nos ensaios
de PCR em tempo real

SONDA TAQMAN®
Marcacao
EGFR
HER3
HER4
AKTI
AKT2
Genes Alvo PIK3CA
PTEN
5'= Repérter - VIC
Gene de Referéncia RNASE P 3'= Quentcher - TAMRA
Master Mix Taq Gold DNA polymerase (Hot start), dNTPs

Hold: 95°C - 10 minutos
Ciclos de PCR 40 Ciclos: 95°C - 15 segundos/ 60°C - 60 segundos
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6. RESULTADOS

6.1. Capitulo I- Artigo I: Copy number analyzes of the PI3K/AKT reveal
HER3/EGFR amplification and PTEN deletion in hrHPV penile carcinoma

Artigo submetido na revista: The Journal of Urology
Qualis Medicina I: Al
Fator de impacto: 5.157
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Copy number analyzes of the PI3K/AKT reveal HER3/EGFR amplification and
PTEN deletion in hrHPYV penile carcinoma.

Marta R. C. Belfort, Juliana M. Macedo, Antdnio 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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Oncologia Aldenora Belo (LRN, RWPC) Sao Luis, MA, Brazil and Department of Genetics and
Molecular Biology (JDP), Universidade Federal do Pard, Brazil and Department of Oncology,
Georgetown Lombardi Comprehensive Cancer Center Washington, DC.

* Correspondence: Department of Biology, Universidade Federal do Maranhdo, Av. dos
Portugueses, 1966 Bacanga, Sao Luis, Brazil, CEP:65080-540 (email: silma.pereira@ufma.br)

Purpose: Penile cancer is a rare neoplasm in developed countries; however, its incidence is high
in developing countries. The etiology for this disease is heterogeneous and environmental factors
such as phimosis, precarious sanitation and HPV infection, are considered risk factors. The
knowledge of genetic alterations that are involved in the onset and progression of penile cancer
is limited; Alterations on the PI3K/AKT cell signaling pathway are present in several types of
cancers, however, it is not well known the role of this pathway in penile cancer.

Material and Methods: Thirty four formalin-fixed paraffin embedded (FFPE) samples of
squamous cell carcinoma (SCC) from patients with penile cancer were analyzed for copy number
alterations in the EGFR, HER-3, HER-4, PTEN, AKT-1, AKT2 and PIK3CA genes. The analysis
was conducted by Tagman Copy Number Assays, and the data correlated with clinical-
histopathological parameters and HPV-infection status.

Results: A high frequency of the cases analyzed presented copy number increase for the HER3
(100%) and EGFR (90.6%) genes, followed by the HER4 (20.6%) and AKT1 (15.1%). Deletions
were observed for the PIK3CA HER4, PTEN and AKT2 in 56.2%, 52.9%, 39.4% and 36.4% of
the cases, respectively. No significant association was observed between copy number alterations
and any of the clinical-histopathological variables analyzed. However, most of the patients with
CNAs presented with HPV infection (91.2%), out of which 87% were of high oncogenic risk.

Conclusions: In this study, we observed copy number alterations in the PI3K/AKT pathway in a
high frequency of penile cancer patients, most of which presenting with hrHPV infection. This
data indicate the relevance of this pathway for penile carcinogenesis and warrants further studies
to determine their impact in gene and/or protein expression levels, most notably in hrHPV +
patients.

Keywords: mutation, tumorigenesis, squamous cell carcinoma, biomarker, EGFR
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INTRODUCTION

Penile cancer is a rare malign neoplasm in developed countries, however presents a major
social impact in developing countries, where its incidence can be as high as 10% in some countries
of Asia, Africa and South America (CALMO et al., 2011; CHRISTOULIDOU et al., 2015).
Among South American countries, Brazil stands out with one of the world’s highest occurrence
rates, 2.9-6.8/100.000 inhabitants, with rising incidences after the fourth decade of life
(FAVORITO et al., 2008; POW-SANGET al., 2010). Strong risk factors associated with the
disease include poor socioeconomic conditions, lack of hygiene, phimosis and infection by
Human Papilloma Virus (HPV) (KAYES et al., 2007; SOUSA et al, 2015).

Epidemiological and molecular studies on penile cancer are scarce and the biology of this
tumor is still poorly understood (DI LORENZO et al, 2013). Patients are usually diagnosed in
advanced stages of the disease, when therapeutic options are less efficient (BLAIS et al, 2014).
In fact, the treatment for PeCa, based mostly in the tumor stage and location, is limited to partial
or total penectomy. Although distant metastasis is rare in patients with PeCa, the presence on
lymph node metastasis is considered a significant poor prognostic factor, which can reduce the 5
year survival rate to below 40% (GUIMARAES et al, 2009; CUBILLA et al, 2009). High
histological grade and presence of vascular and perineural invasion are also associated to a
unfavorable prognosis. (AITA et al., 2015).

HPV’s role on the etiology of penile cancer is also unclear, but it is known that the
medium global prevalence is of 46.9% (AFONSO et al., 2012), mainly for viral subtypes HPV16
and HPV18 (BRADY et al., 2013). Genomic instability is a common characteristic for HPV-
induced cancers (AKAGI et al., 2014), in such a way that when interacting with the host’s
genome, different molecular pathways are disrupted. One of the most notorious mechanisms
related to HPV-mediated carcinogenesis is the ability of viral oncogenes to interfere with the
activity of TP53 and Rb proteins, mediating cell transformation and proliferation, as it has been
described already for cervix cancer (GIULIANO et al, 2011; BURT et al, 2014). However, other
possible molecular pathways involved in penile carcinogenesis are still poorly known, be them
associated or not to HPV infection.

The tyrosine kinase receptor family ErbB or HER (Human epidermal growth factor
receptor) regulates a series of biological processes that control cell cycle. Members of that family
include HERI (EGFR), HER2, HER3 and HER4, which are frequently found overexpressed in
many types of cancers (EARP et al, 2003; HSIEH e MOASSER, 2007; FREDERICK et al, 2008).
Literature reports that overexpression of these receptors activates downstream genes from the
PI3K/ATK pathway involved in the control of cell growth, progression and survival, angiogenesis
and apoptosis (WEIGELT et al, 2012; PROTZEL e SPIESS, 2013). Some works have reported
the interaction of HPV with genes from the ErbB family on the development of cervix cancer,
where overexpression of EGFR and decrease of HER3 took place after viral integration
(PAOLINI et al., 2016).

On the other hand, genes from the PI3K/ATK pathway have been reported as altered in
many solid tumors (YADAV et al., 2016). Recently, KONGAR et al. (2017) described that
PI3KCA is the most frequently mutated gene in anal squamous cell cancers, cervix cancers, as
well as oropharyngeal and vulvar cancers, followed by the loss of PTEN. In the same way, genetic
signature has been a target for studies in squamous cell carcinoma in the head and in the neck,
with or without HPV infection. These studies have showed a different mutational profile
according to the HPV status, including genetic alterations in the receptor pathways linked to
growth factors and PI3K (SEIWERT et al., 2015).
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Among the genomic alterations found on cancers, copy number alterations (CNAs) have
a critical role in activating oncogenes and deactivating suppressor genes of tumors, taking part in
signaling cascades that control cell cycle. Taking into consideration that HPV is an induction
factor for squamous cell cancer, integrating itself in the human genome (CHU-YI LIU et al, 2015),
and knowing that the rise of copy numbers is one of the genetic mechanisms involved in epithelial
cell carcinoma (LIDA et al, 2011; JIAO et al, 2015), we have attempted to verify the role of the
virus in the disruption of the pathway mediated by epidermal growth factors and PI3K. We have
tried to shed a light on the role of HPV in the establishment and progression of penile cancer in a
sample characterized by advanced tumors and high frequency of high risk HPV.

MATERIAL AND METHODS
PATIENTS AND TUMOR SAMPLES

Fifty-five patients diagnosed with penile cancer (PeCa), not submitted to neoadjuvant
treatment, went under surgical procedures at the Instituto Maranhense de Oncologia Aldenora
Bello (IMOAB) and at the Hospital Universitario Presidente Dutra at the Universidade Federal
do Maranhdo (HU-UFMA), in S@o Luis, Maranhdo, Brazil. All patients signed a consent form
approved by the Research Ethics Committee from the Universidade Federal do Maranhao, Brazil,
under protocol number CAAE: 46371515.5.0000.5087, which authorizes sampling of tumors for
this study. These patients were characterized according to their socioeconomic conditions,
smoking habits, alcoholism and tumor clinical and histopathological parameters. All tumors were
classified as squamous cell carcinoma (SCC).

Analyses for copy number alterations (CNAs) were performed in a subset of 34 formalin-
fixed paraffin-embedded tissue (FFPE), containing more than 70% of tumor cells. Previously,
MACEDO et al. (2017) detected HPV DNA in these tumor samples, in which 91.2% (31/34) had
HPYV infection, and of these, 87.1% had high oncogenic risk.

COPY NUMBER ALTERATIONS (CNAS) ANALYSIS

Prior to DNA isolation, 10 pm FFPE tissue sections containing more than 70% of tumor
epithelial cell populations were selected by an expert pathologist at Presidente Dutra Hospital
from the Universidade Federal do Maranhao. Samples were dewaxed with 3 bath cycles of 1ml
xylene for 5 minutes at 50°c, followed by centrifugation for 2 minutes at 14,000 rpm. Then, the
material was dehydrated in 3 baths with absolute alcohol. For DNA extraction we added 540 pl
of ATL (Qiagen) and 60 ul of Proteinase K at 55°c (overnight). We then added 2.7 ul of RNAse
at 37°C for 1h 30min. DNA was extracted using phenol-chloroform and precipitated with
ammonia acetate 5 mM, glycogen and cold ethanol 100%; afterwards, it was washed using ethanol
70%. DNA pellet was diluted with 50 ul ultrapure water. DNA concentration level was read using
a spectrophotometer (NanoDrop® 2000).

TagMan® Copy Number Assays (Life Technologies™) was used to determine CNA for
genes EGFR, HER3, HER4, AKTI, AKT2, PIK3CA, PTEN. Probes were acquired from
ThermoFisher™ and amplification reactions were run in an ABI 7500 Fast machine. PCR was
performed in a total volume of 10 pul per well in a 96-well plate. Each well contained: 5 ul TagMan
Universal MasterMix, 2 ul DNA (5 ng/ul), 0.5 pl of each primer and probes (Tagman® Copy
Number Assays) and 2l ultrapure water. All amplification reactions were performed in triplicates
and, in addition to tumor samples, control DNA with diploid number was included for all target
genes. RNASE P was used as a reference gene. Conditions for PCR run included: 1 cycle of 10
minutes at 95°c, 40 cycles of 15 seconds at 95°c and 60 seconds at 60°c. Only samples with a CT



44

value > 33 cycles and z-score value > 2.65 were considered for analysis, as specified by the
manufacturer. The number of copies was calculated by the relative quantification method: 2 ~2A€T
multiplied by 2 (diploid individuals). Data analysis was carried out using CopyCaller software
(Life Technologies™). For this study, an increase of 3 and 4 copies was considered as gain; an
increase of 5 or more copies, amplifications. Deletions and losses are those with zero and one

copy, respectively.
STATISTICAL ANALYSIS

Statistical analysis was conducted on the STATA® ver. 14 program. Chi-square test, or
Fisher’s exact test, was used to compare clinic-histopathological, variables with copy number
alterations. We considered as statistically significant values with p < 0.05.

RESULTS
CHARACTERIZATION OF PATIENTS AND TUMORS

The patients (N=55) were diagnosed with penile cancer with an average age of 62 + 17.9,
ranging from 23 to103 years old. Most of them (78%) were married; had low levels of studying,
with only 7.5% having a high school degree; 51% were smokers; 30% have declared to regularly
drink alcohol; 67% presented phimosis; and 94% were infected by HPV. The most common
occupations were farmer (39%), fisherman (8.9%) and security person (3.6%). As for the tumors,
100% were classified as SCC, 37.5% being restricted to the glans; most belonged to the usual
histological subtype (43.6%) and presented high type II histological grade (63%) (table 1).
Regarding surgical treatments, patients were submitted to partial (71%) or total (23%) penectomy.

We did not observe any association between HPV infection and the presence of phimosis,
alcoholism, smoking, staging or lymphatic invasion. However, we did notice higher infection
rates by HPV in condylomatous and usual tumor subtypes (p = 0.037), with 70% of tumors
belonging to the usual subtype being positive for HPV, out of which 50% were of high oncogenic
risk. We also observed an association between differentiation degree and tumor size (p = 0.026),
so that smaller tumors were presented as more differentiated (grade I), contrasting with larger
tumors, which were little or moderately differentiated (grade II and III).
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Table 1: Clinical and histopathological characteristics of 55 penile tumors.

Tumor parameters Total (%)
Topography

Glans 21 (37.5)

Glans + foreskin 11 (19.6)

Glans and other areas 24 (42.8)
Histological Type

Squamous Cell Carcinoma 55 (100)
Histological Subtype

Usual 24 (43.6)

Condylomatous 17 (31)

Mixed 9 (16)

Basaloid 4(7.2)

In situ 12
Differentiation Grade:

I 8 (15)

II 34 (63)

I 12 (22)
Primary tumor (T):

pT1 11 (21)

pT2 19 (37)

pT3 22 (42)

HER3 AND EGFR ARE HIGHLY AMPLIFIED IN hrHPV* PENILE CANCER

Tables 2 and 3 reveal the copy number alterations (CNAs) for genes related to the
signaling pathway PI3K/AKT (EGFR, HER-3, HER-4, AKT1, AKT2, PIK3CA, PTEN) detected
in penile tumors (n=34). We observe that 100% of the tumors presented an increase in HER3
copies number, with an increase rate average of 13.5+ 5.3. Out of those, 93.9% presented as
amplified, with 84.4% having 10 or more copies (Figure 1). EGFR also showed an increase in
copies for 87.8% of tumor samples, out of which 65.6% were amplifications, with 48.2% having
more than 10 copies. Besides, genes HER4 and AKT1 also presented an increase in the number of
copies of 20.6% and 15%, respectively, but with a smaller increase rate average (5.8+ 2.2 and 3.6
+ 0.9, respectively). AKTI had a higher percentage of tumors with a regular number of copies
(78.8%). On the other hand, genes PI3KCA, HER4, PTEN and AKT2 presented a higher
percentage of samples with deletions, with 56%, 52.9%, 39% and 36%, respectively. Loss of
copies was also frequent on tumors, so that genes AKT2, PTEN and PI3KCA appeared in
heterozygosis in 60.6%, 54.5% and 37.5%, respectively. Thus, these three genes displayed a loss
of at least one copy in more than 90% of penile tumors.

We could not find a significant association between copy number alterations and clinical-
histopathological variables. However, we highlight the fact that the sampling subgroup for which
CNAs were analyzed (N=34) presented a high HPV infection rate (91.2%), out of which 87%
were of high oncogenic risk.
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Case HPV Histological ~ Tumor  Tumor DNA Copy Number Alteration
number  Genotyping Subtype grade size

HER3 EGFR HER4 PTEN AKTI AKT2 PIK3CA
01 11,06 Usual II 2,1-5 Amp Amp Del Loss Loss Loss Del
02 11 Usual I 2,1-5 Amp Normal Del Loss Normal Loss Loss
03 negative Usual II 2,1-5 Gain Normal Del Del Loss - Del
04 16 Usual I 2,1-5 Amp Amp Del Loss Gain Normal Loss
05 16 Condy I 5,1-10 Amp Gain Del Del Normal Del -
06 negative Usual I 2,1-5 Amp Gain Normal Del Normal Del Del
07 18,53 Condy II 2,1-5 Amp Amp Del Loss Normal Del Del
08 30 Usual I 5,1-10 Amp Gain Del Del Normal Del Loss
09 30 Condy I 2,1-5 Amp Amp Normal Loss Normal Loss Loss
10 73,74 Mixed I 0,6-2 Amp Amp Amp Normal Normal Loss Loss
11 35,59 Usual II 2,1-5 Amp Amp Gain Loss Normal Loss Loss
12 59 Mixed 1I 2,1-5 Amp Amp Del Del Normal Del Del
13 16,74 Mixed I 0,6-2 Amp Normal Del Del Normal Del Del
14 16,06 Mixed I 2,1-5 Amp Amp Amp Loss Normal Loss Normal
15 58 Mixed I 2,1-5 - - Normal Del Normal Loss Del
16 51,58 Mixed 1I 2,1-5 Amp Amp Amp Loss Normal Loss Loss
17 16 Condy I 2,1-5 Amp Amp Gain Loss Normal Loss Loss
18 16 Usual I 2,1-5 Amp Amp Normal - Gain Del Del
19 59,66 Condy I 2,1-5 Amp Amp Normal Loss Normal Loss Del
20 16 Usual I 5,1-10 Amp Amp Normal Loss Normal Loss Loss
21 16,66 Condy I 5,1-10 Amp Amp Del Loss Normal Del Del
22 negative Usual 1I 2,1-5 Amp Amp Del Del Normal Del Del
23 52 Condy 1T 2,1-5 Amp Gain Del Del Normal Del Del
24 16 Usual I 5,1-10 Gain - Del Del - Loss Del
25 56 Basal 1I 5,1-10 Amp Amp Amp Loss Normal Loss Loss
26 11,35,59 Condy I 5,1-10 Amp Amp Normal Loss Normal Loss Del
027 16,74 Condy 1T 2,1-5 Amp Amp Loss Del Normal Del Del
28 16,35,59 Usual I 2,1-5 Amp Amp Del Normal Normal Loss Normal
29 16 Condy I 5,1-10 Amp Amp Del Del Normal Del Del
30 16,44,74 Mixed I 2,1-5 Amp Amp Normal Loss Normal Loss Loss
31 16 Basal i 2,1-5 Amp Amp Amp Del Normal Loss Del
32 16,3 Condy 1 2,1-5 Amp Normal Del Loss Gain Loss Del
33 16 Condy 1I 5,1-10 Amp Gain Del Loss Amp Loss Loss
34 16 Usual 111 2,1-5 Amp Gain Del Loss Gain Loss -

Abbreviations: Condy, condylomatous; Basal, basaloid; Amp, amplification; Del, deletion.
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Table 3: Summary of copy number alterations detected in penile tumors for seven genes of the
PI3K/AKT signaling pathway.

Copy Number alterations

Genes Normal Loss Deletion Gain Amplification
HER3 (n=33) 0(0,0) 0 (0,0) 0(0,0) 2(6,1) 31 (93,9)
EGFR(n=32) 4(125) 0 (0,0) 0 (0,0) 7(21,9) 21 (65,6)
HER4 (n=34) 8 (23,5) 12,9 18 (52,9) 2(5,9) 54,7)
AKTI (n=33) 26 (78.8) 2 (6,06) 0(0,0) 4(12,1) 1(3,03)
AKT2 (n=33) 1(3,03) 20 (60,6) 12 (36,4) 0 (0,0 0 (0,0)
PIK3CA (n=32) 2 (6,25) 12 (37.5) 18 (56,25) 0(0,0) 0 (0,0)
PTEN (n=33) 2 (6,06) 18 (54,5) 13 (39.4) 0 (0,0) 0 (0,0)

Figure 1: Gene HER3. Increase in copy number for 33 PeCa. CN: Normal penile tissue.
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Figure 2: Gene EGFR. Increase in copy number for 32 penile tumor samples. CN: Normal penile
tissue. Source: author.
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DISCUSSION

In this study we investigated copy number alterations in the EGFR/PI3K/AKT signaling
pathway in penile tumors of an economically disadvantaged population, poorly schooled and
socially vulnerable. Individuals had an average age of 62 years when diagnosed, corroborating
with studies that mention that the high incidence of the disease occurs from the sixth decade of
life (FAVORITO et al, 2008; COUTO et al, 2014; TORBRAND et al, 2016). However, we
emphasize that 12.7% of the patients were diagnosed when younger than 40 years old, showing
that several risk factors may impact this population and that lack of information on prevention
methods for this illness is still a reality.

All tumors were classified as squamous cell carcinoma (SCC), agreeing with previous
studies conducted by CALMON et al. (2011) and CHAUX et al. (2012). Most tumors were in an
advanced stage and patients were surgically submitted to partial or total penectomy. This
treatment compromises sexual function, what is considered an aggravation of this tumor, since
studies show that 50% of the patients suffer from psychiatric disorders post-surgery,
compromising significantly patient social life (MADDINENI et al, 2008; NAM et al, 2017).

Presence of phimosis and infection by HPV were the main risk factors observed for the
studied population. The high percentage of men with phimosis in this study contrasts with the low
incidence of penile cancer where neonatal circumcision is frequent, what reinforces that phimosis
is one of the development factors of PeCa (BUSSO-LOPES et al, 2015). Even though recent
studies have not found a specific carcinogen for smegma, it has been suggested that absence of
circumcision makes proper hygiene of the glans difficult, what associated to the presence of
Mycobacterium smegmatis could cause chronic inflammation in the tissue, ultimately
contributing to the etiology of the disease (CHRISTOULIDOU et al, 2015).

The majority of patients were infected by hrHPV, presenting an association between
condylomatous and usual subtypes. Besides, we highlight that 50% of tumors belonging to the
usual subtype presented high risk HPV, contrasting with other studies that established that the
highest incidence of infection happens on basaloid and condylomatous subtypes (FERRANDIZ-
PULIDO et al, 2012; ALEMANY et al, 2016). Genotyping of the virus in the investigated
sampling subgroup for CNAs (n=34) revealed that 91.2% were positive for high risk virus. This
high frequency of hrHPV reinforces the importance of the role of the virus in penile
tumorigenesis. In anogenital carcinomas, especially in cervix carcinoma, degradation of P53 and
RbD proteins is mediated by the viral oncogenes E6 and E7, respectively, due virus integration into
genome host (AKAGI et al, 2014). However, these mechanisms are still unclear in penile cancer.

Concerning CNAs, we detected gains, amplifications, losses and deletions in all tumor
samples. Genomic gains constitute one of the mechanisms through which proto-oncogenes can
be activated (BUSSO et al., 2014). Furthermore, genomic losses can induce deletion of tumor
suppressor genes (SAAL et al., 2007). Among the CNAs detected in this study, we highlight
HER3 and EGFR alterations, observed in 93.9% and 87.8% of tumors, respectively.

Our data corroborate STANKIEWICZ et al. (2011), who reported increased HER3
protein expression in 86% penis HPV+ squamous cell carcinoma. Furthermore, POLLOCK et al.
(2015) also reported increased protein expression of HER2 and HER3 in head and neck HPV +
squamous cell carcinoma. Other studies have been demonstrating changes in the expression of
these receptors in breast, ovarian and prostate tumors. HER3 and HER4 expression, as well as
phosphorylation of these receptors, has been associated to the worst prognostic and to resistance
to treatment with EGFR inhibitors (MOTA et al., 2017). We emphasize that amongst members of
the epidermal receptors family, HER3 has been identified as the most critical activator of the
PI3K/AKT pathway, so that a monoclonal antibody, seribantumab (MM-121), was designed to
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bind itself to this receptor and block the signaling pathway induced by extracellular growth factors
heregulin and betacellulin (SHOEBERL et al, 2017).

In the present study, EGFR presented high frequency of tumors with an increase in copy
number (90.7%) and increased mRNA expression in the same tumor samples (MACEDO et al,
2017). EGFR amplification and its overexpression have been associated to the worst prognostic
for squamous cell carcinoma of head and neck, breast and lung cancer (CHUNG et al, 2006;
REIS-FILHO et al, 2005; LEE et al, 2013; Li et al, 2015). Our data has shown too that all tumor
specimens for which EGFR amplified also amplified HER3, all being positive for HPV (two in
regular tissue adjacent to the tumor), reinforcing the role of the PI3K/AKT pathway in penile
tumorigenesis. These findings contrast with STANKIEWICZ et al. (2011), who correlated
increased expression of HER3 to viral infection, while increased EGFR expression was related to
virus absence. Despite these immunohistochemical studies suggest that EGFR expression is a
common event in penile carcinoma (STANKIEWICZ et al, 2011; CHAUX et al, 2013), studies
did not demonstrate the genetic mechanism that would lead to this increased protein expression.

Our data also show a loss of PTEN in 54.5% of tumor tissue, and deletion in homozygosis
in 39.4%. These data corroborate with CHAUX et al. (2014) when they related that for 75% of
penile tumors there has been a reduction of PTEN protein expression, besides loss of expression
in 13% cases. Similar immunohistochemical data were obtained by STANKIEWICZ et al. (2011)
who found a reduction of PTEN expression in 62% of the tumors; however, these authors did not
find alterations in copy numbers through fluorescent in situ hybridization (FISH) that could justify
low protein expression. Thus, our study reports the genetic mechanism involved in the
deregulation of the EGFR/HER/PTEN pathway in penile cancer, reinforcing the usefulness of
these markers to select candidate patients for specific therapies.

Most tumors require PI3K/Akt signaling for their survival, and this is often achieved by
upstream receptor tyrosine over activity, by mutational activation of PI3K, or inactivation of
PTEN (CAMPBELL et al, 2010). Our results reveal that most tumors presented regular or
heterozygous copy numbers for AKT1 and AKT2. In these cases, we believe that amplification of
epidermal factors receptors activate constitutive signaling of the PI3K/AKT pathway. However,
the occurrence of deletions in genes PISKCA and AKT2 by 56.2% and 37.5% of tumors,
respectively, suggests that for penile tumors with such molecular profile constitutive signaling of
the HER receptor family may lead to tumorigenesis through other signaling pathways. MOTA et
al. (2017) emphasizes that heregullin activates several intracellular pathways when linked to
HER3 or HER4. Pathways activated by HER3 include: MAPK/ERK, JAK/STAT and PKC,
besides PI3K/AKT/MTOR, while HER4 activates pathways JAK/STAT and PI3K/AKT.
Furthermore, SHOEBERL et al (2017) defined ErbB3 as the most sensitive node with respect to
AKT inhibition, opening up the possibility to use anti-HER therapy to treat penile cancer.

Viral integration seems to be favored in fragile sites of the host genome. The regions have
great genomic instability, generated by the formation of secondary structures stable in DNA and
by the presence of AT and CGG repetitions, which interfere on molecule replication (GAO and
SMITH, 2016), what could lead to variation in copy number of genes located in these same
regions or next to them (AKAGI et al., 2014). Therefore, we propose that there is a relationship
between hrHPV integration and the occurrence of CNAs in penile carcinoma. This hypothesis is
sustained by some studies that have already identified genes located in sites of viral integration
(WENTENSEN et al., 2004). Although these sites seem to be distributed randomly in all
chromosomes, GAO and SMITH (2016) cited that 50% of HPV16 and 60% of HPV 18 have been
integrated to fragile sites, such as FRAI0A, in which gene PTEN is located.

Finally, considering the high frequency of HPV in evaluated tumors, we believe that copy
number alterations in penile cancer are related to virus integration. The EGFR/PI3K/AKT/PTEN
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pathway has been displayed highly altered in penile tumors infected by hrHPV. Herein, we
describe the genetic mechanisms that lead to differential expression of epidermal receptors and
their downstream targets. Genes EGFR, HER3 and HER4 are being upregulated while PTEN is
downregulated in penile carcinoma. Our data point out to genes HER3 e EGFR as relevant
biomarkers in penile carcinogenesis, and potential targets for future studies on specific therapies.

Finally, considering the high frequency of HPV in evaluated tumors, we believe that copy
number alterations in penile cancer are related to virus integration. The EGFR/PI3K/AKT/PTEN
pathway has been displayed highly altered in penile tumors infected by hrHPV. Herein, we
describe the genetic mechanisms that lead to differential expression of epidermal receptors and
their downstream targets. Genes EGFR, HER3 and HER4 are being upregulated while PTEN is
downregulated in penile carcinoma. Our data point out to genes HER3 e EGFR as relevant
biomarkers in penile carcinogenesis, and potential targets for future studies on specific therapies.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Os dados obtidos neste trabalho mostraram alta frequéncia alteracdes no nimero
de copias dos genes da via de sinalizagdo EGFR/PI3K/AKT/PTEN associados a alta
prevaléncia de HPV em tumores de pénis. Assim, sugerimos que estas alteracdes estdo
relacionadas com a integra¢do viral. Foi descrito pela primeira vez os mecanismos
genéticos que levam a alteracdo na expressdao dos membros da familia ErBb e de seus
alvos downstream em carcinoma peniano. Além disso, nossos resultados apontam o0s
genes EGFR e HER3 como candidatos importantes para terapias alvo-especificas no
CaPe.

Nesse sentindo, ressaltamos também a necessidade de avaliar a expressdao génica
e proteica desses genes no tecido tumoral para avaliar seu comportamento, uma vez que,
a etiologia do CaPe € heterogénea e estudos sobre sua base genética é pouco conhecida.
Nessa perspectiva, seria importante estabelecer linhagens tumorais a partir das amostras
alterados, afim de, estudar melhor as consequéncias dessas alteracdes para a tumorigénese
peniana. Além disso, reforcamos a necessidade de testar drogas anti-EGFR e HER3
nessas linhagens celulares para avaliar sua influéncia na modulagdo da atividade desses

receptores e seus alvos em tumores de pénis.
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Anexo A: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAQ
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA
LABORATORIO DE GENETICA E BIOLOGIA MOLECULAR

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVREE E ESCLARECIDO

INFORMACOES PARA O5 PACIENTES, RESPONSAVEIS E FAMILIARES

Voce esta sendo convidado a participar voluntariamente do projeto de pesquisa “ANALISE DE
ATTERACOES GENOMICAS E NAEXPRESSAO GENICA EM CANCER PENIANO NO
ESTADO MARANHAO"

Leia atentamente as informages a seguir antes de dar o seu consentimento. No caso de ndo entender
bem peca mais esclarecimento e $0 assine apds ter certeza de ter esclarecido todas as suas duvidas.

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS DO ESTUDO

O aparecimento de tumor no pénis € um fato ndo nmito raro no Estado do Maranhdo. Isso pode
acontecer por diferentes motivos. Esta pesquisa tem como principal objetivo esmdar as possiveds
cansas para o surgimento dessa doenca, principalmente os aspectos relacicnados com a presenga do
vims HFV e alterages no DNA (material responsavel por toda informacio necessaria para o bom
foncionamente do corpa).

De gue forma posso anxiliar neste esmdo?

Vocé pode auxiliar autorizando que o material resultante da cimugia para remogdo do fumer e os
resultados dos exames possam ser viilizados nesta pesquisa.

Quais os ricos e limites que podem ser encontrados nos exames?

O paciente ndo terd nenhum risco a mais, pois todo o procedimennto cinirgico serd realizado conforme
a prescrigio médica.

O3 resultados obfidos para essa pesquisa sdo absolutamente confidenciats, portanto, serfio
conmnicados somente  pessoa o tesponsavel e ao profissional médico que acompanha o pacients. A
conmnicagio dos resultados a terceiros 56 poderd ser realizada mediante avtorizacio do mteressado.
E raro, mas & possivel, que por problemas técnicos, o exame fomega resultados inconclusivos.

Como sera feita esta pesquisa”

As pessoas serdo convidadas a participar da pesquisa. Receberfio uma copia deste documento que
devera ser lido, enfendido e assmade. Os participantes serdo atendidos pelo medico que fara algnmas
perguntas, eXaminar o paciente &, e necessatio, poderd solicitar alguns exames complementares.

Quais os beneficios ¢ maleficios deste esmdo?
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Nio havera nenhuma vantagem direta, tal como renmineracdo de qualquer ordem com a participagio
neste estudo, porém. os resultados poderdo ajudar a entender o porque e de que forma a doenca
aparecen e contribuira fuofuwramente para a melhoria 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 anmazenados no
Laboratono de Genética e Biologia Molecular - Universidade Federal do Maranhao (UFMA). As
amostras serdo regisiradas por mumeros, para evitar identificagio dos pacientes. A identificacdo dos
pactentes sera mantida em sigilo absoluto e estara sob a guarda dos pesquisadores responsavets.

A pessoa ou responsavel legal podera escolher entre ser informado ou ndo dos resultados do estude;
arueles que se interessarem em saber sobre o5 resultados obtides com o presente estudo serdio
otientados pela coordenadora geral do Projeto, Dra. Silma Regina Ferreira Peretra (professora do
Departamento de Biologia da Universidade Federal do Maranhéo), podendo ser contactada no
Laboratonio de Genética e Biologia Molecular, no enderego: Av. dos Portugueses |, 1966, cidade
umiversitaria do Camypus do Bacanga, Sdo Luis, Maranhdo, telefone 32728543.

Os pacientes que nio concordarem em participar da pesquisa ndo terdo nenhum prejuizo sobre sen
tratamento.

Declaro que fin devidamente esclarecido sobre a pesquisa da qual estou sendo convidado a participar,
e que CONCORDO, voluntariamente, em participar do referido trabalho.

Sao Luis, de de 20

NOME POF. EXTENSORG Assinatura
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Anexo B: PARECER CONSUBSTANCIADO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO % Plaboforma
MARANHAQ/MA %m

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ANALISE DE ALTERACOES GENGMICAS E NA EXPRESSAO GENICA E PROTEICA
EM CANCER PENIANO

Pesquisador: SILMA REGINA FERREIRA PEREIRA

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 46371515.5.0000.5087

Instituigio Proponente: FUNDACAQ UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAQ

Patrocinador Principal: FUMD DE AMPARO A PESQUISA AQ DESEN CIENTIFICO E TECNOLOGICO
DO MARANHAD - FAPEMA

DADOS DO PARECER

Mumero do Parecer: 1.308.275

Apresentagdo do Projeto:

O cancer de pénis (CP) & uma neoplasia rara em paises desenvolvidos. Mo entanto, sua incidéncia & mais
elevada em paizes em desenvolvimento, como o Brasil, sendo mais prevalente nas regides Morie e
Mordeste. Sequndo o Instituto Macional de Céncer (INCA) ease tipo de tumor representa 2% de todos os
tipos de céncer que atingem o homem, tendo sido registrados 363 mortes no ano de 2010. De acordo com a
SBU, em 2007, o Maranhéo teve 10,7% dos casos de cdncer de pénis notificados no Brasil, estando entre
03 cinco estados onde ha maior prevaléncia, sendo superior até mesmo gue o cdncer de prostata. Mo
entanto, faz-s& necessario a realizagdo de um estudo epidemiclégico mais robusto e atualizado para gue
seja conhecida a realidade sobre a ocoméncia dessa patologia no Estado. A etiologia & heterogénea, mas
estudos mostram uma relagdo com baixas

condigdes socioecondmicas e de instrugo, & ma higiene intima e a homens que ndo se submeteram &
circuncisdo. Apesar da alta prevaléncia de cancer peniano no Brasil, dades epidemioclogicos, analise do
background genético, pardmetros clinicos, evolugio da doenga e resposta aos tratamentos, ainda sdo
incipientes, o gue dificulta o diagndstico, prognéstico e tratamento da doenga e, consequentemente, resulta
nos altos indices

de diagnéstico em estagics avangados e mortalidade. & caracterizago de alteragdes gendmicas e

Enderego: Awvenida dos Porfugueses, 1988 CEB Velho

Bairro: Bloce C.5ala 7, Comité de Etica CEP: &5.080-040
UF: MA Municipio: SACQ LUIS
Telefone: [(28)3272-5708 Fax: (93)2272-8704 E-mail: cepufma@ufmabr

Pagina 0 g 05



69

UNIVERSIDADE FEDERAL DO % Plaboformo
MARANHAO/MA %ﬂi

Coninuagdo do Parecer: 1.308 275

de expressdo génica apresenta grande potencial para a identificagio 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 amay-CGH, alteragdo no nimero de copias (CMA), miRNAs, e andlize de
EXpressiao génica e

protéica, a identificagdo de marcadores moleculares em tumores penianos de pacientes provenientes do
Estado do Maranh&o, normalmente diagnosticados em estagios clinicos avangados, onde o risco de
recorréncia tumaoral & elevado. Oz perfis gendmicos observados serdo validados através de andlises génicas
especificas e funcionais, incluinde as principais vias de sinalizagdo celular identificadas. Estas anélises
podem, futuramente, contribuir para a redugio da taxa de mortalidade por estes tumores, pela predigio do
progndstico em uma fase inicial do atendimento clinico, bem como pela escolha adequada do tratamento,

propiciando uma resposta terapéutica satisfatoria.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Identificar alteragoes gendmicas e na expressdo génica e proteica em cdncer de pénis, buscando a
identificago de marcadores moleculares para este tipo de tumor.

Objetivo Secundario:

*Caracterizar os portadores de carcinomas penianos do Estado do Maranhdo 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 agbes preventivas.

*ldentificar a presenga de papilomavirus humano (HPV) e genctipar os subtipos virais.

*ldentificar o perfil de alteragGes gendmicas através do metodo de amay-CGH.

+Identificar o perfil de expressdo de miRNAs.

sldentificar alteragdes no ndmero de copias génicas (CNA) por meio de gPCR.

*Integrar os dados de alteragoes de nimero de copias de DNA com os de expressao de miRNA nas
mesmas amostras tumorais.

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

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

* Cormelacionar as alteragbes ocbservadas com parémetros clinico-patoldgicos dos pacientes (tipo histologico,
grau de estadiamento, tamanho do tumer), incluindo dados de seguimento clinico (tempo livre da doenga,

recorréncia tumoral, sobrevida, entre outros).

Enderego: Awvenida dos Portugueses, 1988 CEB Velho

Bairro: Bloco C,5ala 7, Comité de Etica CEP: E5.080-040
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Telefone: (DB)3272-5708 Fax: (88)3272-8708 E-mail: cepufma@ufmabr

Pagina 0 de O£



70

UNIVERSIDADE FEDERAL DO £ Plaboforma
MARANHAO/MA Wﬂﬂ

Contnuagdo oo Parecer: 1.308.275

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Este projeto confere riscos minimos acs pacientes uma vez ndo serd realizada nenhuma intervengio dirsta
ou indireta para fins exclusivos desta pesguiza, mas somente aguelas previstas para o diagnostico e
tratamento dos sujeitos da pesguiza. As amostras biologicas a serem utilizadas serdo provenientes de
procedimentos cirdrgicos prescritos para og casos com diagnostico clinico & anatomopatoldgico de cancer
de pénis. A coleta dos fragmentos de tumor ndo implicard em riscos adicionais no tratamento ou na cirurgia,
e nem tampouco, em aumento no tempo de operagdo ou extensdo da mesma. Sob o aspecto emocional, os
pacientes serfo informados pela equipe médica, que sua participag8o na pesquisa ndo tera nenhuma
influgncia sobre seu tratamento, de modo que eles devem se sentir livres para escolher entre participar ou
ndo da pesquisa. Assim, & garantida a continuidade do acompanhamento, tratamento, assisténcia integral e
orentag&o dos pacientes independentemente destes concordarem ou ndc em participar da pesquisa.

E garantida a manutengdo do sigilo & da privacidade dos participantes da pesguisa durante todas as fases
da pesquisa. Todos os dados da paciente sdo absolutamente confidenciais e, portanto, serdo comunicados
somente & paciente ou ao meédico gue a acompanha. As amostras biologicas, bem come as informagdes
clinico-laboratoriais serdo codificadas para registro em programa computacional especifico, cuja aceso
somente & possivel através de senha de identificagdo Onica. Os resultados das andlises genéticas para fins
de divulgagdo cientifica sempre serdo feitos considerando-se o grupo amostral, e nao individualmente.
Esses procedimentos garantem a confidencialidade e a privacidade, a protegdo da imagem e a nao
estigmatizagic dos participantes da pesquisa, garantinde a nao ufilizagéo das informagdes em prejuizo das
pessoas efou das comunidades, inclusive em termos de auto estima, de prestigio efou de aspectos
econdmico-financeiros, conforme previsto na resolugdo n°466, de 12 de dezembro de 2012,
Beneficios:

O material biologico serd processado para andlise de alteragtes moleculares e este trabalho devera produzir
resultados que néo beneficiario diretamente o sujeito da pesquisa, mas contribuira para produgdo de
conhecimento sobre a patologia para futuras investigagbes sobre possiveis marcadores genéticos
moleculares diagndsticos & prognosticos. Os resultados obtidos nesta pesquisa serfo comparados aos ja
existentes na

literatura cientifica e serio tonados plblicos, sejam eles favordveis ou ndo.
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Coninuagdo do Parecer: 1.308.275

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

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

Consideragies sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:

Todos o3 termos foram apresentados e estdo de acordo com a resolugdo 466/12 do CNS.
Recomendagdes:

Todas as recomendagdes foram acatadas e comigidas.

Conclusdes ou Pendéncias & Lista de Inadequagdes:

Todas as pendéncias foram acatadas ou esclarecidas e corrigidas pela pesquisadora e estido de acordo

com a resolugio 466/12 do CNS.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagoes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 2901052015 Aceity
do Projeto ROJETO 246615 pdf 15:48:44
Declaragéo de CARTALIME pdf 25102015 |SILMA REGINA Aceito
Instituigdo e 15:46:25 |FERREIRA
Infrasstrutura PEREIRA
Declaragio de CARTAGYLEAMNES pdf 25102015 |SILMA REGINA Aceity
Pesquisadores 15:46:04 |FERREIRA
Declarago de CARTALABGEM pdf 25102015 |SILMA REGINA Aceity
Instituigdo e 12:37:35 |FERREIRA
Infraestrutura PEREIRA
Declaragéo de CARTALabimunofisiologia. pdf 291102015 (SILMA REGIMNA Aceitn
Instituigdo & 12:31:36  |FERREIRA
Infraestrutura PEREIRA
Declaragdo de CARTAAnaPaula. pdf 281102013 | SILMA REGINA Aceito
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Thank you for submitting your manuscript to The Journal of Urology.
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