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RESUMO

Cunha MPSS. Perfil clinico-patolégico e molecular do cancer de pénis
em pacientes atendidos em um centro de referéncia em oncologia no
nordeste brasileiro. S&do Paulo; 2017. [Tese de Doutorado-Programa de
Po6s-Graduagao Interinstitucional (DINTER) em Oncologia da Fundagéao
Antdnio Prudente em Parceria com o Instituto do Cancer do Cearal.

O carcinoma de pénis (CaPe) é um dos desafios para a saude publica no
Brasil, correspondendo a cerca de 2,1% dos tumores masculinos, com
incidéncia maior nas regides norte e nordeste. Principais fatores de risco séo
mas condicbes de higiene, baixo padrdo socio-econémico, fimose,
tabagismo, numero de parceiros sexuais e infecgdo pelo HPV.
Acometimento linfonodal € o que mais se relaciona a diminuicdo da
sobrevida. Genes que tém papel na proliferacdo e regulagdo celular podem
estar envolvidos no seu desenvolvimento e progressdo tumoral. Os genes
EGFR, KRAS E BRAF fazem parte da via de sinalizacdo das proteinas
quinases ativadoras de mitose (MAPK) que controlam a proliferacédo e a
diferenciacao celular. Este estudo avaliou 108 pacientes com carcinoma
peniano e pesquisou o status mutacional dos genes BRAF, KRAS e EGFR,
bem como expressao de c-erbB2 correlacionando-os com dados clinico-
patolégicos. Apenas um pacientes apresentou mutagao de KRAS e outro a
hiperexpressdo de c-erbB-2. Carcinomas bem diferenciados se
correlacionaram positivamente com a presenga de coildcitos, invasao de
lamina prépria e ao estagio pT1. IPE de alto risco, invasdo vascular,
perineural e margens positivas se correlacionaram positivamente com a
recorréncia. O IPE de alto risco se relacionou com menor sobrevida.
Sobrevida global e livre de doenga apds 2 anos de seguimento foram
respectivamente 93,8% e 81,0 %. Curvas de sobrevida livre de doencga
foram significativamente relacionada a recorréncia, envolvimento nodal e IPE
de alto risco.

Descritores: Neoplasias penianas. Fator de Crescimento Epidérmico.
Genes erbB-1.Servigos de Informacéao



SUMMARY

Cunha MPSS. [Molecular, clinical and pathology calfeatures of patients
with penile carcinoma in a cancer center from Brazilian Northeast. Sao
Paulo; 2017. [Tese de Doutorado-Programa de Pdés-Graduagéo
Interinstitucional (DINTER) em Oncologia da Fundagao Anténio Prudente em
Parceria com o Instituto do Cancer do Cearal.

The penile carcinoma (CAPe) nowdays is one of the major problems and
challenges for public health in Brazil, accounting for approximately 2.1% of all
tumors of the Brazilian men, showing a higher incidence in the North and
Northeast regions. The main risk factors include poor hygiene, low
socioeconomic status, and phimosis, tobacco exposure, number of sexual
partners and HPV infection. The presence of lymph node involvement is the
most important factor related to decreased survival. Genes EGFR, BRAF and
KRAS are part of the signaling pathway of mitogen-activated protein kinases
(MAPK) which that control cell proliferation and differentiation. This study
evaluated 108 patients with penile carcinoma and accessed the mutational
status of BRAF, KRAS and EGFR in these cases, considering their clinical
outcome. In our analyses, one mutation was founded in KRAS and one c-
erbB2 overexpression was observed. Well-differentiated carcinomas were
positively correlated to the presence of koilocytes, lamina propria invasion
and to stage pT1. Conversely, high risk score prognostic index, vascular
invasion, perineural invasion and positive margins were significantly
correlated to recurrence. Furthermore, high risk SPI was related to a shorter
survival. Overall survival and disease-free survival after 2 years of follow-up
were 93,8 % and 81,0% respectively. Curves of disease-free survival, in
addition, were significantly related to the recurrence status, nodal
involvement and high risk SPI.

Key-words: Penile Neoplasms. Epidermal Growth Factor. Genes, erbB-1.
Information Services
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1  INTRODUCAO

O cancer de pénis (CaPe) é pouco frequente em paises
desenvolvidos, onde responde por cerca de 0,6% de todas neoplasias
malignas. Representa um desafio nos paises em desenvolvimento, onde
constitui cerca de 10% dos tumores malignos do homem (MISRA et al.
2004). A india possui a maior incidéncia desta neoplasia (3,32/100000
habitantes), sendo o tumor mais comum entre homens de Uganda. Os
menores indices estdo entre os judeus nascidos em lIsrael e nos EUA
(0/100000 e 0,07/100000, respectivamente) (MISRA et al. 2004; MOSCONI
et al. 2005; GOODMAN et al. 2007; BARNHOLTZ-SLOAN et al. 2007).

No Brasil, corresponde a aproximadamente a 2,1% de todos os
tumores no sexo masculino, com maior incidéncia nas regides norte e
nordeste, relacionando-se as piores condigdes sOcio-econdmicas
(ORNELLAS et al. 1994). A despeito do impacto desta neoplasia, ha poucos
estudos que oferecam dados confidaveis em relagcdo aos aspectos
morfolégicos e as variagdes locorregionais existentes no Brasil. Aspectos
epidemioldgicos, levando em consideragbes habitos e comportamentos
sexuais locais, variantes histolégicas pouco conhecidas ou recentemente
contemplada na classificagéo vigente da OMS, que evoluem de forma nao
usual, podem embutir consideracbes novas que acrescentem informacoes

ao manejo desses pacientes (FAVORITO et al. 2008; ZEQUI et al. 2012).



A etiopatogenia do CaPe é pouco conhecida. A presenca de fimose,
mas condi¢oes de higiene e baixo padrao sdcio-econdmico sao 0s principais
fatores de risco para desenvolvimento do CaPe (MISRA et al. 2004). Outros
fatores incluem o numero de parceiros sexuais e a exposi¢cao ao tabaco
(BLEEKER et al. 2009). Evidéncias sugerem duas vias distintas relacionadas
a carcinogénese peniana: uma com envolvimento do HPV e outra
relacionada a fatores predisponentes e de natureza inflamatéria (CUBILLA et
al. 2012). A infecgao pelo papilomavirus humano (HPV, do inglés human
papillomavirus) esta presente em cerca de 40% dos casos, com predilecao
por certos tipos histolégicos, como o condilomatoso e o basaléide (BACKES
et al. 2009; MUNEER et al. 2009; CHAUX et al. 2012).

O CaPe é essencialmente uma doenga locorregional, sendo raro o
desenvolvimento de doenca metastatica. A sobrevida dos pacientes é
determinada pelo acometimento linfonodal (LOPES et al. 1996a). Ao
contrario do papel que representa em outros tipos de tumores, a pesquisa de
linfonodo sentinela no CaPe ndo apresenta a acuracia esperada para torna-
la um procedimento padrao (HORENBLAS 2001; HEYNS e THERON 2008;
CRAWSHAW et al. 2009; JENSEN et al. 2009) e torna-se imprescindivel o
conhecimento de aspectos biomoleculares que poderdo ampliar as
ferramentas disponiveis para uma melhor avaliacdo pré-operatéria dos
pacientes, permitindo um planejamento terapéutico mais criterioso e
evitando morbidade por eventuais procedimentos cirtrgicos (GUIMARAES et

al. 2011).



Cerca de 95% dos casos de CaPe sao constituidos por carcinomas
derivados do epitélio pluriestratificado, tanto da glande como do sulco
coronal e prepucio (CUBILLA et al. 1993; VELAZQUEZ e CUBILLA 2007).
Deste total, cerca de 70% séo carcinomas epidermoides usuais e 30% séo
constituidos por tipos especiais. De acordo com a recente padronizagao da
OMS acerca da classificacdo histolégica do CaPe, destacam-se uma
variedade de subtipos, tais como carcinoma basaldide, variantes verrucosas
(condilomatoso, papilifero, verrucoso) e carcinomas sarcomatodides
(CUBILLA et al. 2000, 2004; CUNHA et al. 2009; VELAZQUEZ et al. 2005).
Recentemente, novos tipos histolégicos foram reconhecidos na classificagéo
da OMS tais como carcinoma cuniculatum, carcinoma pseudo-hiperplasico,
carcinoma “wharty’-basaldide e carcinoma verrucoso hibrido e merecem
atencao particular pois pouco se conhece acerca de seu comportamento
(CUBILLA et al. 2012; MOCH et al. 2016).

A classificacdo correta do subtipo, pode dar informacdes bastante
uteis em relagdo ao comportamento biolégico do tumor. Dentre eles
podemos destacar o grau histolégico (VELAZQUEZ et al. 2008), a invasao
vascular (LOPES et al. 1996b), a invasao perineural (CHAUX et al. 2009) e o
padrao de invasao do tumor e interface tumoral, como aspectos importantes
quando avaliados sobrevida ou acometimento linfonodal (GUIMARAES et al.
2006; AITA et al. 2015; DA CUNHA et al. 2016).

No Brasil, ndo sabemos a real frequéncia e o impacto de uma
classificagdo adequada em relagao a varios e distintos subtipos histolégicos

do CaPe. A despeito de sermos um pais com quantidade significativa de



casos,patologistas ainda se mostram pouco familiarizados com as novas
variantes e suas facetas morfologicas. Frequentemente, tais tumores sao
subclassificados de forma equivocada e todos alocados como carcinomas de
células escamosas usuais. Tal conduta impede que clinicos e cirurgides
estabelegcam estratégias mais adequadas como prevengdo e rastreio,
opgdes de tratamento e selecdo de pacientes elegiveis a linfadenectomia
inguinal (GUIMARAES et al. 2009; ORNELLAS et al. 2008).

Estudo recente demonstrou um comportamento similar entre alguns
subtipos histolégicos, o que se levou a proposi¢cao de trés grandes grupos
prognésticos, |, Il e Il (SANCHEZ et al. 2015). O grupo dito de excelente
progndstico ou grau | abrangeria os carcinomas verrucosos, papilares NOS,
pseudohiperplasticos e cuniculatum; grau |l abrangeria os usuais, mistos e
condilomatosos e grau lll, de pior prognéstico, os subtipos com alto grau
nuclear, basaldéide, condilomatoso-basaldide, papilar-basaldide e
sarcomatoide.

Nao obstante a dificuldade na classificagdo dos varios subtipos do
CaPe, a etiopatogenia molecular se torna um grande desafio. A casuistica
reduzida e polvilhada ao longo do Brasil, aliada a auséncia de boa
documentagcdo cientifica e correlagdo clinico-cirurgica, constituem
agravantes para que se evolua nos conceitos e propostas terapéuticas.
Pesquisas envolvendo o conhecimento da expressao de proteinas através
de imunoistoquimica vém se avolumando, despertando a necessidade de
aprofundar os conhecimentos em nivel molecular, com o conhecimento da

expressao e rastreio de mutagbes em genes sabidamente relacionados ao



cancer, bem como suas vias de ativacdo e sinalizagcdo (PROTZEL et al.
2013; MENTRIKOSKI et al. 2014).

O papel dos fatores de crescimento (FC) nos processos celulares é
bem estabelecido, participando de etapas fundamentais na célula normal, e
se relacionam a proliferagcdo, diferenciacdo, metabolismo, sobrevivéncia
celular, migracao e controle do ciclo. Em condi¢gbes neoplasicas, alteracdes
nos FC, receptores ou vias de sinalizacdo dao suporte a habilidade de uma
célula maligna se desenvolver e replicar, 0 que caracteriza as peculiaridades
elencadas por HANAHAN e WEINBERG (2011): autosuficiéncia,
insensibilidade aos supressores de crescimento celular, escape a apoptose,
indugao de angiogénes , invasao e metastases.

Os receptores para os fatores de crescimento sao proteinas
presentes em todas as células e se agrupam de acordo com a sua natureza
e mecanismos de transducgéo de sinais. Eles se dividem em tipo | (canais
ibnicos controlados por ligantes/ ionotropicos), tipo Il (acoplados a proteina
G/ metabotropicos), tipo lll (ligados a quinase e correlatos) e tipo IV
(receptores nucleares) que regulam a transcrigao génica.

Os receptores para os fatores de crescimento presentes em todas as
células, por sua vez, agrupam-se de acordo com a sua natureza e
mecanismos de transdugao de sinais: tipo | (canais ibnicos controlados por
ligantes/ ionotrdpicos); tipo Il (acoplados a proteina G/ metabotrépicos); tipo
Il ( ligados a quinase e correlatos); tipo IV (receptores nucleares) que

regulam a transcricdo génica.



Os receptores ligados a quinase (RTK) fazem parte do grupo Ill. No
organismo humano, sdo conhecidos cerca de 58 RTK, divididos em 20
subfamilias, com arquitetura molecular semelhante, respondendo
principalmente a mediadores protéicos. Possuem trés regides distintas: um
dominio extracelular que serve como ancora para um ligante especifico, um
dominio transmembranar e um dominio tirosina-quinase citoplasmatico, bem
como sequéncias enzimaticas envolvidas com a transdugdo do sinal
intracelular, que também podem apresentar atividade proteina quinase
(LEITE et al. 2012).

O contato entre o ligante (FC) e o seu receptor na forma
monomeérica, ativa o processo de dimerizagao, resultando na fosforilagao do
dominio intracelular, pela reagdo de ATP e residuos de tirosina, seguida da
fosforilagdo de proteinas-alvo que apresentem o dominio SH2, sitio de
reconhecimento para as fosfotirosinas. A fosforilagao intracelular da inicio a
uma série de eventos citoplasmaticos originando respostas celulares
diversas, constituindo as vias de sinalizagdo (CANTLEY et al. 2002;
VIVANCO et al 2002).

As principais vias de sinalizacdo dos fatores de crescimento
envolvem a via PI3K/Akt (fosfatidilinositol 3-quinase/ proteina quinase) e a
via Ras/Raf/MEK/MAPK, atuando na expressao génica e inibicdo da
apoptose. Estas vias interagem entre si, regulando o crescimento normal da
célula e a carcinogénese. Neoplasias podem exibir mutacédo ou
hiperexpressao de alguns de seus componentes, como por exemplo, Ras, B-

Raf, PI3K, PTEN e Akt (LEMMON et al. 2010).



Os receptores tirosina-quinase também podem ser estimulados por
outras vias de sinalizacao como estresse celular, ativacao de receptores de
citocinas/proteinas de adesao, receptores acoplados a proteina G, ou por
receptores ativados por canais de calcio voltagem—dependentes; esse
processo € conhecido como transativagcéo ou cross-talk (MORENO-BUENO
et al. 2005; LEMMON et al. 2010).

A familia do receptor de fator de crescimento epidérmico humano
(HER) possui quatro membros: EGFR/ErbB-1, HERZ2/ErbB-2/neu-2,
HER®S3/ErbB-3, e HER4/ErbB-48. Apresentam um sitio de ligagao extracelular
rico em cisteina, um segmento transmembranar e um dominio intracelular
com atividade tirosinaquinase catalitica. Alteragcbes na via constituida por
HER/PTEN/Akt podem ocorrer em varias neoplasias, constituindo-se uma
importante opc¢ao de alvo terapéutico (OLAYIOYE et al. 2000; IQBAL et al.

2014) (Figura 1).



Espaco Extracelular
HER2-HER2  HER2-EGFR HER2-HER3 HER2-HER4
Cytosol
/ Raf
PLC -
MAPKK

Transcrigao Nuclear
Nucleo

A .

Progressdo do Cico Celular Proliferagio Sobrevivéncia

Fonte: Adaptada de IQBAL et al. (2014).

Legenda: Esquematizacédo das vias de sinalizagdo dowstream PI3K/AKT e
Raf/MAPK que sao ativadas por receptores HER. HER, receptor de fator de
crescimento epidérmico humano; PLC, fosdolipase C; PKC, protein quiinase
C; PI3K, fosfatidilinositol 3-quiinase; PTEN,fosfatase e homologo de tensina;
NFkB factor nuclear kB; mTOR, alvo de rapamicina em mamifero; MAPK,
proteinoquinase ativada por mitdogeno; MAPKK, MAPK quinase.

Figura 1 — Vias de sinalizagdo PI3k/AKT e Raf/MAPK ativadas pelos

receptores HER.



Os receptores HER podem apresentar alteragbes tais como
superexpressao, superproducdo de ligantes, superexpressdao do receptor
mais superproducdo de ligantes, dando origem a uma alga autdcrina, e
mutagdes que levam a ativacido constitutiva do dominio tirosina-quinase ou
defeito na internalizagcdo com consequente nao desativacdo dos receptores,
mecanismo conhecido como downregulation. Alteragdes nesta via tém sido
obervadas em cancer da mama, ovario, pulmao e colon (ROSKOSKI et al.
2004).

Desde o advento de drogas alvo-especificas, como Cetuximab e
Herceptin, estudos sobre as mutagdes de EGFR e c-erbB2 tém se
avolumados, embora ainda sejam poucos os estudos envolvendo c-erbB-3/4.
A amplificacdo ou superexpressao de proteinas da familia ErbB é associada
a mau prognostico em diversas neoplasias, como mama, estdmago, eséfago
e colon, mas ainda é escasso o conhecimento sobre o comportamento
dessas moléculas no CaPe e a participacdo de outros fatores associados
que podem interferir nesta regulagdo, como a infecgdo pelo virus HPV.
Imunoexpressdo de EGFR, HER3 e HER4, ao contrario de Her-2, parece
estar associada a carcinogénese peniana, € as neoplasias associadas ao
HPV tendem a expressar mais significativamente EGFR, com implicancias
na via de regulacdo AKT (upstream) (BAIOCCHI et al. 2009; SATO-
KUWABARA et al. 2009; LAVENS et al. 2010; STANKIEWICZ et al. 2011; DI
LORENZO et al. 2015).

O gene KRAS é um membro da familia de proto-oncogene RAS, e

codifica uma proteina que €& um componente importante da via de
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sinalizacdo EGFR. Mutagdes neste gene também sao observadas em
diferentes tumores e esta relacionado a uma resposta pobre e resisténcia a
terapias anti-EGFR. BRAF também faz parte da via de sinalizacéo
EGFR/RAS/RAF, codificando uma proteina relacionada ao crescimento
celular, apoptose e transformagao maligna, sendo observadas mutagdes em
varios tumores como melanoma, cancer colorretal e outros. A
superexpressao ou ativacao destes genes sao observadas em varios tipos
de tumores (KIMURA et al. 2003; WEBER et al. 2003; FANG e
RICHARDSON 2005; BIDINOTTO et al. 2016). Tem-se demonstrado que
KRAS e BRAF representam uma promissora oportunidade de
desenvolvimento de novas drogas contra o cancer, que podem ser
designadas para atuar em alvos terapéuticos (STENZEL et al. 2001).

Desta forma, detectar o envolvimento da via de sinalizagdo
EGFR/RAS/RAF através da pesquisa de mutacdo em KRAS, BRAF e EGFR,
e expressao de cerbB2 no cancer de pénis pode acrescentar informacdes ao
entendimento do comportamento biolégico e caracteristicas regionais dessa
neoplasia.

O presente estudo é parte integrante de um projeto nacional -
Estudo Brasileiro de Carcinoma de Pénis, coordenado pelo A.C.Camargo
Cancer Center e visa conhecer as peculiaridades regionais das multiplas
variantes morfolégicas do CaPe, sua importancia no prognostico e

tratamento dos pacientes, e tracar um perfil molecular dessa condigao.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar a frequéncia de mutagdées dos genes KRAS, BRAF e EGFR

em cancer de pénis em uma populacdo do nordeste do Brasil, e

correlacionar com aspectos clinicos e epidemiologicos.

2.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Identificar os subtipos de carcinoma de pénis na populacdo do estado
do Ceara, relacionando-os com variaveis clinicopatolégicas e
alteragdes moleculares nos genes BRAF, KRAS e EGFR,;

Identificar os subtipos de carcinomas de pénis presentes no estado do
Ceara e estabelecer uma relagao dos subtipos de CaPe com aspectos
epidemioldgicos;

Identificar a associagao de metastases linfonodais, sobrevida livre de
doenca e sobrevida global com a validacéo do indice Prognédsticos de
Escores;

Contribuir para melhor compreensdo da etiopatogenia molecular e
vias de controle do CaPe, relacionados aos genes KRAS, BRAF e
EGFR;

Verificar a imunoexpressao da proteina c-erbB-2 no carcinoma de

células escamosas do pénis por imunohistoquimica.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 TIPO DE ESTUDO

Trata-se de um estudo experimental, de coorte retrospectivo, com

amostragem intencional.

3.2 LOCAL E PERIODO DE ESTUDO

Pacientes portadores de cancer de pénis atendidos no Servico de

Urologia do Hospital Haroldo Juagaba/ICC do periodo de 2002 a 2016.

3.3 PACIENTES

3.3.1 Critérios de incluséo

° Pacientes atendidos no Hospital Haroldo Juagaba com diagndstico de
carcinoma de células escamosas do pénis, submetido a tratamento
cirargico do tumor primario.

o Presenca de material biolégico arquivado em bloco de parafina
suficiente para extracdo de DNA sem que haja prejuizo do material

restante ou esgotamento do bloco de parafina.
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3.3.2 Critérios de excluséo

o Pacientes com impossibilidade de coletar informagdes clinico-
patolégicas adequadas;

° Pacientes que apresentem mais de uma neoplasia maligna;

o Pacientes cuja amostra biolégica ndo contenha quantidade de DNA
suficiente apds a extracdo para realizagdo de estudo de biologia
molecular;

o Pacientes que apresentaram DNA extraido invalidado em pelo menos

dois testes moleculares.

3.3.3 Coleta de dados do protocolo de estudo de carcinoma de pénis
do A.C.Camargo Cancer Center (Anexo 1).

Foram revisados 108 prontuarios de pacientes do servigo de Urologia
do Hospital Haroldo Juagaba, no periodo compreendido entre 2004 e 2016.
Foram coletados dados referentes as variaveis independentes relacionadas
a aspectos epidemiolégicos, estadiamento patoldgico,estado linfonodal e
margens cirurgicas; tendo como desfecho (variavel dependente) as
sobrevidas global e livres de doenga.

As variaveis foram inseridas em planilha do EXCEL e SPSS versao

21.0.
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3.3.4 Revisdo anatomopatoldgica

As laminas histolégicas coradas por HE (hematoxilina-eosina)
provenientes de lesdes de pacientes com CEC de pénis acompanhados no
Hospital Haroldo Juagaba foram revisadas por dois patologistas com énfase
nas variaveis: localizagao anatdbmica, classificacdo adequada dos subtipos
histoldgicos, grau de diferenciagéo celular, presenca de invasao perineural e
vascular, profundidade da infiltracdo, estadiamento patolégico, estado
linfonodal e presenca de coildcitos, dentre outros presentes no Protocolo de
Estudo de Carcinoma de Pénis do Hospital A.C. Camargo (Anexo2). Os
casos foram adaptados ao estadiamento patoldgico mais recente (EDGE et

al. 2010).

3.4 IMUNOHISTOQUIMICA PARA DETECCAO DE c-erbB-2

Secgdes histologicas de carcinomas de pénis fixados em formol e
incluidos em parafina foram montadas em |aminas silanizadas para o estudo
imunoistoquimico. Todas as reagdes foram realizadas de forma
automatizada no Auto Stainer (DAKO™). Foi utilizado o anticorpo Polyclonal
Rabbit Anti-Human c-erbB-2 Oncoprotein (DAKO™). A etapa de reativagao
antigénica foi processada no sistema PT-Link (DAKO™) em pH 6,0 e
utilizado o sistema de amplificacdo FLEX Plus (DAKO™). Os tempos de
incubacdo seguiram indicagdes do fabricante. A andlise das laminas foi
realizada de forma visual utilizando o sistema de escore padronizado para

interpretacao, considerando os seguintes escores aplicaveis para carcinoma
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mamario, preconizados pelo Colégio Americano de Patologia (CAP),

conforme figura abaixo:

3 Padrdo de imunomarcacdo das célul
e Expressiao da adrdo de e las células
proteina neoplasicas
; Marcacdo ausente ou raramente perceptivel em
Megativa : i
9 g menos de 10% das células neoplasicas
. Marcacdo raramente perceptivel em mais de 10 %
1+ Megativa ¢ EEed
das células
: Marcacdo fraca ou moderada em mais de 10% das
2+ Indeterminada 3 : =
células ou intensa e completa em menos de 10%
< Marcacdo completa e forte da membrana em mais
3+ Positiva ¢ P

de 10% das células

Fonte: Adaptado de WOLFF et al. (2014)
Figura 2 - Padrao de imunomarcagao e escores utilizados para avaliagao de

expressao dec-erbB-2

3.5 EXTRACAO DE DNA PARA BIOLOGIA MOLECULAR

A extracdo de DNA oriundo de pacientes portadores de carcinoma de
pénis foi obtida a partir de cortes dos tecidos fixados em formalina e
conservados em parafina de acordo com instrugoes do kitCobas DNA
SamplePreparation (Roche Diagndéstica) e foi realizada nas dependéncias do
Laboratério de Biologia Molecular do Hospital Haroldo Juagaba.

As areas tumorais de carcinoma foram demarcadas porpatologista em

cortes histolégicos corados por hematoxilina e eosina. A quantidade de
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células neoplasicas recomendada nos tecidos selecionados deve ser maior
do que 70% das células totais. O DNA gendmico foi extraido utilizando o kit
DNA Sample preparationkit (Roche Diagnostica, USA) de acordo com
especificacbes do fabricante. Para a macrodisseccdo, foram realizados
cerca de 8 cortes de 5um de espessura. As laminas contendo os cortes
foram lavadas em xilol (5 min) e etanol a 100% (5 min) a fim de remover a
parafina presente na amostra. Posteriormente, foram realizadas as
raspagens da area tumoral e coletadas em tubos de polipropileno de 1,5 mi
contendo 180 uL de tampao TLB e 70 uL de proteinase K, com incubacgdes
sucessivas a 560C por 1 h e 900C por 1 h, nos termoblocos eppendorf
modelo thermo mixer compact em agitagdo constante a 300 rpm.

Em seguida, foram adicionados 200 uL de tampao PBB (DNA binding
buffer). A solugao foi homogeneizada por agitagdo vigorosa e incubada a
28°C por 10 min. Posteriormente, foi adicionado 100 uL de isopropanol.
Todo o conteudo foi entdo transferido para o Cobas 4800 testfiltertubecom
um tubo coletor acoplado, centrifugado a 8.000 RPM, com posterior descarte
do tubo coletor. A coluna foi acoplada a um novo tubo coletor e adicionado a
500 pL de WBI seguido de centrifugacdo a 8.000x g por 1min.
Adicionalmente, acrescentou-se 500 uL de WBII a coluna e centrifugado a
8.00xgx1min, bem como centrifugagdo a 20.000 RPM para secagem
completa da coluna e que foi transferida para novo tubo coletor com adicéo
de 100 uL de tampéao de eluicdo (DNA EB) com incubagao de 10min a 28°C.
O DNA extraido foi coletado apds centrifugagao a 8.000 RPM.

O gDNA extraido foi avaliado quanto a quantidade e qualidade pela
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leitura do DNA final por leitura em espectrofotometro Nanodrop (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) nos comprimentos de onda 260 e 280
nm. A solu¢cao DNA EB foi utilizada como o branco do equipamento. A leitura
da absorbancia 260 nm fornece a quantidade total de rendimento de acido
nucleico. A razao das leituras 260/280 nm (A260/A280) foi utilizada para
verificar a qualidade do DNA obtido de cada amostra. As amostras que
obtiveram razéo entre 1,8 e 2,0 sdo consideradas livres de contaminacgao.

Em média, sdo necessarias 2 leituras consistentes para determinacdo da
quantidade de DNA. As duas medi¢des devem estar a + 10% uma da outra
quando as leituras de concentracdo de DNA forem = 20,0 ng/ul. Para leituras
de concentragao de DNA< 20,0 ng/ul, as duas medi¢gbes devem estar dentro
de £ 2 ng/uyl. Se as duas medicbes nao estiverem dentro desses
parametros,devem serefetuadas outras 2 leituras até os requisitos serem
satisfeitos para proceder o calculo da média destas duas novas medi¢des.O
gDNA obtido de cada amostrafoi mantido a -20°C até a realizagao dos testes

moleculares.

3.5.1 Rastreamento de mutacdo no gene KRAS
Foram avaliadas 19 mutag¢des nos cdédons 12 13 e 61 do gene KRAS
pela técnica de TagMelt® por PCR em tempo real, de acordo com o kit

Cobas® KRAS Mutation Test (Roche Diagndstica) (QIAGEN 2013a).



18

3.5.2 Rastreamento de mutagdo no gene BRAF

Foi avaliada a mutagcdo V600E no éxon 15 (cédon 600) do gene
BRAF pela tecnologia de TagMan por PCR em tempo real, de acordo com
as instrugdes do kit Cobas®4800 BRAF V600 Mutation Test (Roche

Diagndstica).

3.5.3 Rastreamento de mutagdo no gene EGFR

Foram rastreadas 41 mutagdes nos éxons 18 19 20 e 21 do gene
EGFR humano pela tecnologia de PCR Alelo-Especifico (AS-gPCR) em
tempo real. Foi utilizado o kit diagnostico in vitro Cobas EGFR Mutation Test

(Roche Diagnoéstica) (QIAGEN 2013b).

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos através da frequéncia absoluta e relativa
de cada variavel. Utilizou-se o teste do qui-quadrado para analisar os fatores
que influenciaram a prevaléncia de recidiva de cancer de pénis. Para os
dados com associagao significante, tragaram-se as curvas de Kaplan Meier
para calculo do tempo médio livre de doenca, as quais foram analisadas por
meio do teste de Long Rank Mantel Cox.

Todas as analises foram realizadas no software Statistical Packcage
for the Social Sciences (SPSS) versado 21.0 para Windows adotando o nivel
de significancia de 5% (p<0.05).

Pacientes que nao compareceram as consultas ou sem informacdes

por um periodo superior a um ano para retorno serao considerados perdidos
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de seguimento na data da ultima informagao. Esses pacientes contribuirdo
para a curva de sobrevida até tal data, sendo entdo considerados sob

censura.

3.7 ASPECTOS ETICOS

O projeto possui as seguintes aprovagoes:

Protocolo CAAE: 18242113.0.0000.5528

Protocolo Interno ECO/ ICC: 017/2013

3.8 FINANCIAMENTO

FUNCAP/PPSUS: 5084342/2013



4 RESULTADOS

4.1 DADOS SOCIODEMOGRAFICOS
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De 108 pacientes incluidos no estudo, a idade média foi de 64,5 +

16,2 (18 - 103) anos e a mediana de 63 anos. A maior incidéncia foi de

pacientes com idade entre 50 e 80 anos (63,9%). Quanto a procedéncia,

houve equilibrio em relacdo aos pacientes provenientes do interior e da

capital. A etnia parda foi maioria (79,6%). Vinculo afetivo a época do

diagnostico esteve presente em 88 pacientes (81,5%) como observado na

Tabela 1.

Tabela 1 - Frequéncias absoluta e relativa de média de idade, procedéncia,
etnia e vinculo de pacientes com carcinoma de células escamosas do pénis

do ICC

Idade

Menos de 50 anos

Entre 50 e 80 anos

80 ou mais
Procedéncia

Interior

Capital/Zona metropolitana
Estado civil

Sem histoérico de vinculo

Com histdrico de vinculo
Etnia

Branco

Pardo
TOTAL

64,5 + 16,2 (18 - 103) anos
18 (16,7%)
69 (63,9%)
21 (19,4%)

53 (49,1%)
55 (50,9%)

20 (18,5%)
88 (81,5%)

22 (20,4%)
86 (79,6%)
108 (100%)

Legenda: CaPe: carcinoma peniano



4.2 DADOS CIRURGICOS

O procedimento cirurgico mais realizado foi a amputagdo peniana

parcial (75,9%), seguida por amputacdo peniana total (17,6%). Em 03

pacientes foi realizada a emasculagéo (Tabela 2).

Tabela 2 - Tipos de cirurgia realizada na primeira abordagem de pacientes

com carcinoma de células escamosas do pénis do ICC

Cirurgia
Amputagéao parcial
Amputacgao total

82 (75,9%)
19 (17,6%)

Emasculagéo 3 (2,8%)
Postectomia ampliada 3 (2,8%)
Exérese da lesao 1 (0,9%)
TOTAL 108 (100%)

Legenda: CaPe: carcinoma peniano

Em cerca de 50,9% dos pacientes houve abordagemlinfonodal.

Esvaziamento inguinal (24,0%) e inguinoiliaco (22,2%)

foram as

intervengdes cirurgicas mais frequentes. Pesquisa de linfonodo sentinela foi

realizada em 3 pacientes (2,7%) (Tabela 3).

Tabela 3 - Frequéncias absoluta e relativa do tipo de abordagem linfonodal
de pacientes com carcinoma de células escamosas do pénis do ICC

Esvaziamento linfonodal

Nao 53 (49,1 %)
Sim 55 (50,9%)

- Inguinal 26 (24,0%)

- Inguinoiliaco 24 (22,2%)

- Linfonodo sentinela 3 (2,7%)

- Pélvica 1 (0,9%)

- Pélvica estendida 1 (0,9%)

TOTAL 108 (100%)

Legenda: CaPe: carcinoma peniano
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4.3 DADOS ANATOMOPATOLOGICOS

De acordo com o estadiamento patolégico realizado 31 pacientes
(29,7%) se apresentaram como pT1; 43 (39,8%) como pT2; 30 (27,8%)
como pT3 e 3 (2,8%) como pT4 (Tabela 4) (SOBIN et al. 2012).

Quanto ao envolvimento linfonodal (pN), a maioria dos pacientes
(50,9%) néao foi avaliada pela auséncia de abordagem linfonodal. Porém,
dentre os 55 pacientes em que foi realizado estudo de linfonodo, 41,8%
deles ndo apresentaram neoplasia, estadio pNO (23) e 47,2% pN3. N1 e N2,
contaram respectivamente 4 e 2 pacientes, representando 7,2% e 3,6%
de55 pacientes (Tabela 4).

A avaliacdo do comprometimento de margem cirurgica mostrou que
87% das resseccgdes estavam livres de neoplasia (Tabela 4).

Com relagdo ao tamanho do tumor, predominaram, ainda nesta
amostra de 108 pacientes, tumores compreendidos entre 2,1 e 4,0 cm no
maior didmetro (47,2%), e tumores acima de 4 cm (40,7%). Em 13 pacientes
(12,1%) a medida do tumor era inferior a 2,0 centimetros. O tamanho médio
da lesao foi de 4,12 centimetros, com desvio padrao de 2,5 e variando entre
o minimo de 0,8 e o maximo de 20 centimetros, e mediana de 3,7. Em
relacdo ao padrao de crescimento, predominaram os padrdes vertical, com
47 pacientes (43,5%) e verruciforme com 33 (30,6%). Trés (2,8%) pacientes
apresentaram padrdo de crescimento superficial; O restante, que
corresponde a 25 pacientes (23,1%), nao teve seu padrdo de crescimento

determinado (Tabela 5).



23

Quanto a invasividade, predominaram tumores que nao invadiam
uretra (70,4%), ndo invadiam 6rgédos adjacentes (97,2%), e sem invasao
vascular (58,3%) ou neural (60,2%). Quando infiltravam, predominou
ainfiltracdo de no maximo dois centimetros (65,7%); ja as bordas invasao
geralmente se deram por grandes blocos (38,9%), pequenos blocos (39,8%)

ou ambos (20,4%) (Tabela 5 e Figura 3).

Tabela 4 - Estadio pT, pN e comprometimento de margem cirurgica de
pacientes com carcinoma de células escamosas do pénis do ICC

pT
T1 31 (28,7%)
T2 43 (39,8%)
T3 30 (27,8%)
T4 3 (2,8%)
Tx 1 (0,9%)
pN
NO 23 (21,3%)
N1 4 (3,7%)
N2 2 (1,9%)
N3 26 (24,0%)
Nx 53 (49,1%)
Comprometimento de margem
Nao 94 (87,0%)
Sim 14 (13,0%)
TOTAL 108 (100%)

Fonte: Adaptado de SOBIN et al. (2012)
Legenda: CaPe: carcinoma peniano
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Tabela 5 - Caracteristicas relacionadas ao tumor de pacientes com
carcinoma de células escamosas do pénis do ICC

Tamanho do tumor
Até 1,0 cm
1,1a2,0cm
21a4,0cm
Acima de 4,0 cm

Padréo de crescimento

Superficial
Vertical
Verruciforme
Nao classificado

Infiltracdo
Até 2 cm
Mais de 2 cm

Bordas dainvasao
Grandes blocos
Pequenos blocos
Células isoladas
Misto

Invaséo vascular
N&o
Sim

Invaséo neural
Nao
Sim

Invaséo uretra
N&o
Sim

Invasado 6rgéo adjacente
Nao
Sim

TOTAL

4,12 + 2,5 (0,2 - 20) centimetros
6 (5,6%)
7 (6,5%)
51 (47,2%)
44 (40,7%)

3 (2,8%)
47 (43,5%)
33 (30,6%)
25 (23,1%)

71 (65,7%)
37 (34,3%)

42 (38,9%)
43 (39,8%)
1 (0,9%)
22 (20,4%)

63 (58,3%)
45 (41,7%)

65 (60,2%)
43 (39,8%)

76 (70,4%)
32 (29,6%)

105 (97,2%)
3 (2,8%)

108 (100%)

Legenda: tamanho, padréo de crescimento, bordas de crescimento, invasdo vascular,

perineural, uretral ou de 6rgéo adjacente.
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Figura 3 - Reproducédo de laminas coradas por HE de CEC de pénis de

pacientes incluidos no estudo: (a) invas&o vascular (magnitude original de 200x)(b)
invasao perineural (magnitude original de 400x)(c) invasao de corpo esponjoso (magnitude
original de 200x) (d) metastase linfonodal com extensao extracapsular (magnitude original
de 200x).
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Figura 4 - Carcinoma de células escamosas de pénis de pacientes incluidos

no estudo: (a) bordas de invasdo em pequenos blocos(magnitude original de 100x) (b)

bordas de invasao em grandes blocos (magnitude original de 200x) (c) coilécitos (magnitude
original de 400x)(d) ceratinizag&o (magnitude original de 200x)

Todos os pacientes apresentavam carcinoma espinocelular de
acordo com os critérios de inclusdo previamente estabelecidos, sendo o
subtipo usual o mais frequente (69,4%), seguido pelo condilomatoso
(18,5%). No entanto, os subtipos, verrucoso e basaloide também foram
evidenciados respectivamente em 6,5%,e 2,8% dos pacientes. Os subtipos
papilifero, sarcomatoide, pseudohiperplasico e cuniculatum corresponderam,
cada um, a 0,9% da amostra. Quanto ao grau de diferenciagdo da neoplasia,
64,8% dos tumores mostrou grau histolégico moderadamente diferenciado,
enquanto apenas 6,5% dos tumores foram pouco diferenciado (Tabela 6 e

Figura 5).
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Tabela 6 - Distribuicdo de acordo com o subtipo e diferenciagao histolégica
de pacientes com carcinoma de células escamosas do pénis do ICC

Carcinoma Espinocelular subtipo

Usual 74 (69,4%)
Condilomatoso 20 (18,5%)
Verrucoso 7 (6,5%)
Basaloide 3 (2,8%)
Papilifero 1 (0,9%)
Sarcomatoide 1 (0,9%)
Pseudohiperplasico 1 (0,9%)
Cuniculatum 1 (0,9%)
Grau Histolégico

Bem diferenciado 31 (28,7)

Moderadamente diferenciado 70 (64,8%)
Pouco diferenciado 7 (6,5%)

TOTAL 108 (100%)
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células escamosas do pénis de pacientes incluidos no estudo (a) usual (b)

condilomatoso (c) cuniculatum (d)misto (e) sarcomatoide (f) basaloide (g) papilar (h)

pseudohiperplasico (i) verrucoso (j) pseudoglandular (magnitude original de 200x)
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Quanto ao indice Prognéstico de Escores, a maior parte dos
pacientes (50,9%) somaram escores entre 5 e 7, o que os classificou em alto
risco; 23 pacientes (21,3%) se classificaram no escore de risco

intermediario, e outros 29 (26,9%) no de baixo risco (Tabela 7).

Tabela 7 - Distribuicdo de carcinoma de células escamosas do pénis de
pacientes do ICC em relagéo ao Indice Progndéstico de Escores

indice Progndstico de Escores

2 - 3 (baixo risco) 29 (26,9%)
4 (risco intermediario) 23 (21,3%)
5 -7 (alto risco) 55 (50,9%)
Indeterminado 1 (0,9%)
TOTAL 108 (100%)

Fonte: Adaptado de CHAUX et al. (2009).

Legenda: indice Progndstico de Escores, é a soma da pontuagdo relacionadas ao grau
histologico (grau 1:1; grau 2:2 e grau 3:3) invasao tumoral maxima (lamina prépria :1; corpo
esponjoso/dartos :2; corpo cavernoso/prepucio :3) e invasao prineural (presente:1; ausente
:0); baixo risco: escore 2-3; risco intermediario :4; alto risco: 5-7;

Alteracbes celulares interpretadas como coilocitose foram
observadas em 63,9% dos pacientes; em 16,7% nao foi possivel demonstrar

tais alteracdes a histologia (Tabela 8)

Tabela 8 - Frequéncia de coilocitose em |aminas de HE em carcinoma de
células escamosas do pénis de pacientes do ICC

Coilocitos
Ausente 21 (19,4%)
Presente 69 (63,9%)
Indeterminado 18 (16,7%)
TOTAL 108 (100%)

Legenda: CaPe: carcinoma peniano; HE:coloragdo de hematoxilina-eosina
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A imunodeteccado de c-erbB-2 nas células neoplasicas foi negativa
(escores 0/1) em 97,2% dos pacientes (105). Apenas um paciente
apresentou positividade (escore 3+) e dois foram classificados como

indeterminado/duvidoso(escore 2+) (Tabela 9 e Figura 6).

Tabela 9 - Frequéncia da expressao de c-erbB-2 por imunohistoquimica em
carcinoma de células escamosas do pénis de pacientes do ICC

c-erbB-2
Negativo (0/1+) 105 (97,2%)
Indeterminado/ duvidoso (2+) 2 (1,9%)
Positivo (3+) 1 (0,9%)
TOTAL 108 (100%)

Fonte: Adaptado de WOLFF et al. (2014)
Legenda: CaPe: carcinoma peniano;

200x 200x

Figura 6 - Reagao de imunohistoquimica com anticorpo policlonal c-erbB-2

DAKO®, magnitude de 200: (a) negativo, escore (0). (b) positivo escore (3+) nas

amostras de CEC de pénis de pacientes incluidos no estudo.



31

4.4 DADOS DE BIOLOGIA MOLECULAR

A analise mutacional mostrou que somente um paciente apresentou
mutacéo detectada no gene KRAS (cdédons 12 e 13) enquanto os outros 92
pacientes com DNA valido para o teste se mostraram negativos para as
mutagdes pesquisadas .Nao foram detectadas mutagdes no gene BRAF em
amostras de DNA valido de 98 pacientes. Também nao foram detectadas
mutagdes para o gene EGFR em amostras de DNA valido de 100 pacientes.

(Tabela 10).

Tabela 10 - Frequéncia de mutagdes nos genes BRAF, EGFR e KRAS
avaliadas por RT-PCR em carcinoma de células escamosas do pénis de
pacientes do ICC

BRAF
Mutagado nao detectada 98 (90,7%)
DNA invalido 10 (9,3%)
EGFR
Mutacgéo n&o detectada 100 (92,6%)
DNA invalido 8 (7,4%%)
KRAS
Mutagao detectada 1 (0,9%)
Mutagado nao detectada 92 (85,2%)
DNA invalido 15 (13,9%)
TOTAL 108 (100%)

Legenda: BRAF: proto-oncogene B-raf; EGFR: gene do fator de receptor de crescimento
epidérmico; KRAS: proto-oncogene KRAS; CaPe: carcinoma peniano;RT-PCR: reacédo de
polimerase em cadeia em tempo real.
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45 DADOS DE SEGUIMENTO

A maioria (82,4%) dos pacientes né&o recidivou (Tabela 11). Todavia,
importante parcela de pacientes ndao compareceu a consulta ha pelo menos
um ano (58,3%), sendo portanto considerada como perda de seguimento

(Tabela 12).

Tabela 11 - Frequéncia de recidiva de carcinoma de células escamosas do
pénis de pacientes do ICC

Recidiva da neoplasia

N&o 89 (82,4%)
Sim 19 (17,6%)
TOTAL 108 (100%)

Legenda: CaPe: carcinoma peniano

Tabela 12 - Frequéncia da perda de seguimento de pacientes do ICC com
carcinoma de células escamosas do pénis

Perdeu seguimento

N&o 45  (41,7%)
Sim 63 (58,3%)
TOTAL 108 (100%)

Legenda: CaPe: carcinoma peniano

4.6 DADOS E ANALISES INFERENCIAIS

A Tabela 13 mostra a associagao entre variaveis clinico-cirurgicas e o
carcinoma de células escamosas de subtipo usual cujo cruzamento mostrou

p estatisticamente significativo (inferior a 0,05). As variaveis que
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apresentaram associacao negativa (odds ratio< 1) foram, em ordem
decrescente de protecdo, estadiamento patolégico (pT1), invasado até a
lamina propria, grau histolégico (bem diferenciado) e idade maior que 70
anos. Ja as \variaveis bordas de invasdao (pequenos blocos),
comprometimento de margens, invasao até corpo esponjoso, IPE (alto risco)
e infiltracdo apresentaram associagao positiva (OR > 1) com o subtipo

histolégico usual do CEC de pénis.

Tabela 13 - Associacao entre carcinoma de células escamosas do pénis de
subtipo usual e variaveis clinicopatolégicas (idade, estadiamento patolégico,
IPE, margens cirurgicas, invasividade, grau histolégico e bordas de invasao
microscopica) de pacientes do ICC

p OR
Estadiamentopatolégico pT1 0,005 0,266 (0,109 - 0,962)
Invasao até lamina propria 0,006 0,293 (0,122 - 0,706)
Grau histolégico bem diferenciado 0,026 0,325 (0,135 - 0,785)
Idade maior que 70 anos 0,032 0,417 (0,180 - 0,962)
Infiltraggo (cm)* 0045 2,476 (0954-6428)
indice prognéstico de escores de alto risco 0,012 2,933 (1,242 - 6,930)
Invasao de corpo esponjoso 0,002 5,524 (1,763 - 17,30)
Margens comprometidas 0,023 6,710 (0,804 - 50,61)
Bordas de invasao em pequenos blocos 0,001 7,092 (2,481 - 20,27)

Legenda: CaPe: carcinoma peniano
IPE: Indice Prognéstico de Escores

Na Tabela 14, sao descritas as variaveis que demostraram correlagao
estatisticamente significativa com metastase linfonodal. S&o elas
estadiamento patoldgico (pT1) em associagédo negativa, e invasao perineural
(presente), IPE (alto risco) e invasdo vascular (presente) em associagéo

positiva (OR > 1).
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Tabela 14 - Associagcdo entre metastase linfonodal e variaveis clinico
patoldgicas (estadiamento patoldgico, IPE, invasado perineural e vascular) de
pacientes do ICC portadores de carcinoma de células escamosas do pénis

p OR
Estadiamento patologico pT1 0,011 0,172 (0,038 - 0,785)
CInvasdo perineural presente 0017 3,333 (1299-8557)
indice prognéstico de escores de alto risco 0,007 3,730 (1,345 -10,34)
Invasao vascular presente 0,002 4,857 (1,804 - 13,07)

Legenda: CaPe: carcinoma peniano
IPE: Indice Prognéstico de Escores

A Tabela 15 mostra a associacdo entre grau histoldgico (G1, baixo
grau)com variaveis clinico-cirurgicas significativas (p< 0,05). As variaveis
que apresentaram associacao negativa (odds ratio< 1) foram, em ordem
decrescente de protecdo, invasdo vascular (presente), invasdo perineural
(presente), metastase linfonodal (pN+), realizacdo de esvaziamento
linfonodal, invasao até corpo cavernoso, invasdao até corpo esponjoso e
tamanho do tumor maior ou igual a 4cm. Ja presenga de coildcitos, invasao
até lamina proépria, estadiamento patolégico (pT1) apresentaram associagao

positiva (OR > 1).
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Tabela 15 - Associagédo do grau histolégico G1 (baixo grau) e das variaveis
clinico cirurgicas: estadiamento patolégico, abordagem linfonodal, metastase
linfonodal, tamanho do tumor, invaséo de Iamina prépria, corpo esponjoso ou
corpo cavernoso, coilocitose, invasao perineural e vascular) de pacientes do
ICC portadores de carcinoma de células escamosas do pénis

p OR
Invasao vascular presente 0,001 0,025 (0,003 - 0,193)
Invasao perineural presente 0,001 0,028 (0,004 - 0,124)
Metastase linfonodal (pN+) 0,034 0,099 (0,011 - 0,896)
Realizou esvaziamento linfonodal 0,001 0,176 (0,067 - 0,460)
Invasdo de corpo cavernoso 0,009 0,267 (0,092 - 0,770)
Invasdo de corpo esponjoso 0,023 0,297 (0,103 - 0,859)
Tamanho do tumormaior ou igual a 4cm 0,045 0,396 (0,158 - 0,995)
indice prognéstico de escores (alto risco) 0,001 0,423 (0,308 - 0,581)
Coilocitos presentes 0016 5744 (1236-2669)
Invasao até lamina prépria 0,001 10,83 (4,076 - 28,79)
Estadiamento pT1 0,001 10,90 (4,119 - 28,89)

Legenda: CaPe: carcinoma peniano G1, pT1, N(+)

A Tabela 16 mostra a associagdo entre estadiamento patoldgico T
(pT1) com as variaveis significativas (p< 0,05). Aquelas cuja correlagéo
estatistica foi negativa (odds ratio< 1) foram, em ordem decrescente de
protecdo, realizacdo de esvaziamento linfonodal, invasao perineural
(presente), invaséo vascular (presente), tamanho do tumor (maior que 4cm),
Localizagdo do tumor, (base do pénis), invasao até corpo cavernoso,
invasdo até corpo esponjoso e tamanho do tumor maior ou igual a 4cm. Ja
as bordas de invasdo (pequenos blocos) e o indice Prognéstico de Escores
(baixo risco) apresentaram em ordem decrescente associagao positiva (OR

> 1).
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Tabela 16 - Associagdes significantes do estadio pT1 em pacientes do ICC
portadores de carcinoma de células escamosas do pénis

p OR
indice prognéstico de escores (alto risco) 0,001 0,030 (0,007 - 0,136)
Realizou esvaziamento linfonodal 0,001 0,076 (0,024 - 0,239)
Invasao perineural presente 0,001 0,099 (0,028 - 0,354)
Invasao vascular presente 0,001 0,178 (0,062 - 0,512)
Tamanho do tumor maior que 4,0 cm 0,012 0,315 (0,122 - 0,818)
Tumor localizado na base do pénis 0,041 0,333 (0,112 - 0,989)
" Bordas de invaséo por grandes blocos 0,002 5,232 (1,824 -15,00)
indice prognéstico de escores de baixo risco 0,001 75,00 (19,55 - 287,7)

Legenda:CaPe,pT1

A Tabela 17 descreve a associagao entre a Recidiva com as variaveis
significativas (p< 0,05). Todas as correlagbes estatisticas foram de
associagao positiva (odds ratio> 1). Sao elas, em ordem decrescente de
protecdo, invasdo vascular (presente), invasdo perineural (presente), indice

Progndstico de Escores (alto risco) e comprometimento de margens.

Tabela 17 - Associagdes significantes entre a recidiva e as variaveis
anatomopatologicas em pacientes do ICC com carcinoma de células
escamosas do pénis

p OR
Invasao vascular presente 0,036 2,909 (1,042 -8,121)
Invasao perineural presente 0,005 4,261 (1,473 -12,33)
indice prognéstico de escores de alto risco 0,011 4,500 (1,383 -14,64)

Margens comprometidas 0,017 4,673 (1,394 - 15,66)
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Tabela 18 - Associacao entre IPE alto risco e variaveis clinico-cirargicas de
pacientes do ICC portadores de carcinoma de células escamosas do pénis

p OR
Invasao até lamina prépria 0,001 0,028 (0,006 - 0,126)
Estadiamento patologico T (pT1) 0,001 0,030 (0,007 - 0,136)
Bordas de invasédo (grandes blocos) 0,001 0,132 (0,050 - 0,345)
Grau histolégico (baixo) 0,001 0,423 (0,308 - 0,581)
“Tamanho do tumor (superior a 4cm) 0,020 2,558 (1,150-5,691)
CEC subtipo usual 0,012 2,933 (1,242 - 6,930)
Metastase linfonodal (pN+) 0,009 3,730 (1,345 10,35)
Comprometimento de margens 0,029 4,083 (1,069 - 15,59)
Recidiva 0,008 4,500 (1,383 - 14,64)
Invasao até uretra 0,001 5,357 (2,057 - 13,94)
Realizacdo de esvaziamento linfonodal 0,001 5,532 (2,404 - 12,72)
Padrao de crescimento (vertical) 0,001 7,583 (2,844 - 20,22)
Invasao vascular (presente) 0,001 11,31 (4,414 - 28,96)
Invasao até corpo cavernoso 0,001 14,10 (8,845 - 41,03)
Invaséao perineural (presente) 0,001 21,01 (7,100 - 62,18)

A Tabela 18 mostra a associacdo entre o indice Prognéstico de
Escores (alto risco) com as variaveis cuja correlagado foi estatisticamente
significativa (p< 0,05). Aquelas cuja associacéo foi negativa (odds ratio< 1)
foram, em ordem decrescente de protecao, invasao até a lamina propria,
estadiamento patolégico pT1, bordas de invasao por grandes blocos e baixo
grau histolégico. Ja em relagao aos que apresentaram correlagao positiva
(OR > 1), foram em ordem crescente de associacdo tamanho do tumor
superior a 4 centimetros, tipo histolégico CEC subtipo usual, presenga de
metastase linfonodal, comprometimento de margem cirurgica, recidiva,

invasao até a uretra, realizagcdo de esvaziamento linfonodal, padrdao de
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crescimento vertical, presenga de invasdo vascular, invasdo até corpo

cavernoso e presenca de invasao perineural.

Funcio de sobrevivéncia
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Figura 7 - Curva de sobrevida global (Kaplan-Meier) em pacientes

portadores de carcinoma de pénis no ICC no periodo de 2002 a 2016

A sobrevida global dos pacientes foi de 70,4% ap6s um seguimento
médio de 122,7 £13,2 (96,9 - 148,5) meses. Apds dois anos do diagndstico a
propor¢ao cumulativa sobrevivendo ao tempo era de 96,2%, e 93,7% apds 5

anos, como pode ser observado na Figura 8.
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Figura 8 - Curva de sobrevida livre de doenca (Kaplan Meier) em pacientes

portadores de carcinoma de pénis no ICC no periodo de 2002 a 2016.

A sobrevida livre de doenca dos pacientes foi de 51,0% apds um
seguimento médio de 96,4 + 11,9 (73,2 - 119,7) meses. Apds dois anos do
diagndstico a propor¢gdo cumulativa sobrevivendo ao tempo era de 89,2% e
de 68,0% apds 5 anos (Figura 8)

As curvas de sobrevida livre de doenga de acordo com o
envolvimento linfonodal se mostraram com diferengca estatisticamente
significativa (p = 0,009) segundo o teste Log-rank de Mantel-Cox. Pacientes
com linfonodo positivo acumulavam uma sobrevida livre de doenga média de
50,6 £ 8,8 (33,4 - 67,8) meses, e 86,6% deles estavam vivos apos dois anos,

43,0% deles apos dois anos de seguimento e nenhum com dez anos. Ja os
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com linfonodo negativo 105,9 + 15,8 (75,0 - 136,8) meses foi a média da
sobrevivéncia, quando 96,0% estavam vivos apds dois anos e 49,8% apos

10 anos (Figura 9).
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Curva de Sobrevida de Kaplan Meier: sobrevida de pN- de 49,8% em um seguimento
médio de 105,9 + 15,8 (75,0 — 136,8) meses. sobrevida de pN+ de 43,0% em um
seguimento médio de 50,6 + 8,8 (33,4 — 67,8) meses.

*Teste Log-rank de Mantel-Cox
Figura 9 - Curva de sobrevida cancer especifica (Kaplan Meier) de acordo
com o status linfonodal (pN) em pacientes portadores de carcinoma de pénis
no ICC no periodo de 2002 a 2016.
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Curva de Sobrevida de Kaplan Meier: sobrevida de sem recidiva de 73,5% em um
seguimento médio de 127,2 + 13,3 (101,0 — 153,4) meses. Sobrevida de com recidiva de
24,0% em um seguimento médio de 17,9 + 4,6 (8,8 — 27,0) meses.

*Teste Log-rank de Mantel-Cox

Figura 10 - Curva de sobrevida cancer especifica em fungado do IPE de alto
e nao alto risco em pacientes portadores de carcinoma de pénis no ICC no
periodo de 2002 a 2016.

As curvas de sobrevida cancer especifica livre de doenga de acordo
com o IPE ndo mostraram significancia estatistica quando seus trés
subgrupos eram avaliados isoladamente. No entanto, houve diferenga
estatisticamente significativa (p = 0,004), segundo o teste Log-rank de
Mantel-Cox, quando se agrupavam baixo risco com risco intermediario
comparados ao alto risco. Pacientes com IPE de alto risco acumulavam uma
sobrevida livre de doenga média de 80,5 + 14,0 (53,01-108,09) meses e o0s
de ndo alto risco (baixo e médio) acumulavam 100,0 + 10,5 (79,38 - 120,63)

meses (Figura 10).
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5 DISCUSSAO

Os resultados desta pesquisa foram incluidos em artigo publicado em
conforme Anexo 3.

Observou-se perda de seguimento em cerca de 58% dos pacientes.
Alguns fatos podem justificar esses achados como a dificuldade de
locomogao dos pacientes por domicilios distantes ou em outras cidades.
Informacgdes de conduta relacionadas ao manejo clinico dos pacientes como
radioterapia ou quimioterapia nao foram consideradas no presente estudo.

Na casuistica encontrada, a média da idade dos pacientes (64 anos)
foi dentro do esperado para paises em desenvolvimento e para a populagao
de nordeste do Brasil (COUTO et al. 2014; PAIVA et al. 2015). Chama a
atencédo a ocorréncia em pacientes com mais de 80 anos (cerca de 19%)
bem como os limitrofes de idade (18 anos e 103 anos), o que provavelmente
sejam casos de ocorréncia unica no Brasil.

Embora tenha observado equilibrio entre a procedéncia dos pacientes
quando comparados capital e interior, € sabido que muitos pacientes do
interior informam para fins de registro de domicilio, enderego valido na
capital, o que pode representar um viés do estudo.

Mais de 80% dos pacientes relataram vinculo afetivo a época do
diagndstico. TORBRAND et al. (2017) relatou um aumento de risco de

cancer de pénis em pacientes solteiros ou divorciados em uma populagao de
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primeiro mundo, e que aspectos socioecondmicos podem influenciar o risco
e o estadiamento da neoplasia.

Embora o carcinoma de pénis tenha uma distribuicdo racial bem
descrita ao redor do mundo, a etnia parda representou quase 80% dos
casos, sendo o restante referido como branco e ndo houve representacao
das demais etnias.

A presenga ou histérico de fimose ao diagnédstico ndo pbéde ser
avaliado adequadamente, pois metade dos pacientes foram alocados no
estudo como indeterminados.

A abordagem cirurgica de tipo amputacédo peniana parcial foi a que
preponderou, € em cerca de metade dos pacientes procedeu-se a
abordagem linfonodal. Desses, cerca de metade apresentaram metastases
linfonodais. Assim como descrito na literatura, tumores em estadio pT2 em
padrdao vertical de crescimento de subtipo usual e grau histolégico
moderadamente diferenciado preponderou na amostra. Diferenca entre o
grau histolégico foi observada com achados de COUTO et al. (2014) em
pacientes de Pernambuco.

Dificuldades relacionadas ao preenchimento de variaveis patoldgicas
foram observadas, principalmente em laudos anatomopatolégicos antigos,
com informag¢des macroscopicas incompletas como distancia das margens,
presenca de prepucio ou mesmo tamanho da lesdo. Em geral, laudos
recentes e que seguiam recomendagdes e protocolos macroscopicos foram

mais exitosos no preenchimento adequado de informacgdes.
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As seguintes caracteristicas tiveram correlagdo positiva significativa
com a recidiva: invasao vascular, invasao perineural, comprometimento de
margens e IPE de alto risco (T18). Carcinomas bem diferenciados tiveram
correlacao positiva com a presencga de coildcitos, invasao de lamina propria
e pT1, enquanto que invasao vascular, perineural, envolvimento linfonodal,
COrpo esponjoso e cavernoso, tamanho do tumor maior ou igual a 4,0 cm se
correlacionaram negativamente.

Apenas as bordas de invasao por grandes blocos e IPE de baixo risco
se correlacionaram positivamente com tumores em estadio pT1; o
esvaziamento linfonodal, presenca de invasdo perineural e vascular,
tamanho maior que 4,0 cm e tumor localizado na base do pénis mostraram
correlagao negativa.

A hiperexpressado protéica de c-erbB2 ndo tem sido relatada na
literatura, sendo observada em apenas 01 paciente.

Testes moleculares foram realizados dentro de parametros técnicos,
no que tange a quantidade e qualidade de DNA. Foram realizados ensaios
prévios em projeto piloto com amostras em parafina de material arquivado a
mais de 20 anos em que se observou dificuldade na obtencido de DNA
valido, motivo pelo qual se passou a inclui-los de forma retroativa no banco
de dados. Provavelmente isso se deva ao fato de que as amostras
bioldgicas anteriores a 2009 nao utilizavam formol tamponado em sua etapa
de fixacao.

Nenhum dos pacientes estudados apresentaram mutagdes ativadoras

nos quatro exons codificadores dos dominios tirosinaquinase de EGFR
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(exons 18 19 20 e 21), nem a mutacdo V600E no exon 15 do BRAF. Um
paciente apresentou mutacdo nos exons12/13 de KRAS.

A auséncia de mutagbes significativas para os trés genes
pesquisados tem sido demonstrada em varios estudos (ANDERSSON et al.
2008; STANKIEWICZ et al. 2011). Embora ocorra a hiperexpressao protéica
de EGFR nos carcinomas de pénis, ainda ndao se demonstrou relagcao dessa
expressao com mutagdbes nos exons que codificam o dominio
tirosinaquinase ou com o aumento de numero de copias do gene, em
metodologias similares ou por sequenciamento direto (SILVA AMANCIO et
al. 2017). Embora mutagdes no gene BRAF sao encontradas em varias
neoplasias e frequentemente referidas em tumores como o melanoma e
carcinoma papilar da tiredide, ndao houve, nos pacientes estudados,
deteccido da mutagcao V60O0E.

Foi detectada no presente estudo, mutacdo de KRAS em apenas um
paciente, a semelhanga de GOU et al. (2013), utilizando a técnica de
sequenciamento direto e analise conformacional, embora haja na literatura,
estudo mostrando mutagdes somaticas em KRAS e BRAF em cancer de
pénis (PULIDO 2015).

O fato de nao termos evidenciado um numero significativo de
mutagdes impossibilitou o cruzamento de informacdées como previamente
proposto nos objetivos desse estudo, embora o resultado da auséncia de
mutacdo represente informacédo cientifica relevante para estratégias
terapéuticas. A auséncia de mutagdo nos genes KRAS e BRAF, que

funcionariam como preditores negativos de respostas, pois sabidamente
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impedem a resposta a terapia anti-EGFR, e o achado de hiperexpressao
proteica de EGFR amplamente demonstrada na literatura, mesmo na
auséncia de mutagcao detectada, podem acenar com um futuro promissor
para o desenvolvimento de ensaios clinicos e propostas terapéuticas
exitosas (CALMON et al. 2011; DI LORENZO et al. 2013; MCDANIEL et al.

2015).
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CONCLUSAO

O subtipo usual de CEC predominou na populagdo estudada, e
subtipos ndo usuais também estiveram presentes, em acordo com a
literatura;

A invasdo vascular, invasao perineural, comprometimento de
margense IPE de alto risco tiveram correlagdo positiva significativa
com recidiva;

A hiperexpressdo protéica de c-erbB-2 € um evento raramente
observado em pacientes com CaPe;

Mutacdes nos genes EGFR,BRAF e KRAS néao sao significantes em

pacientes com CaPe.
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Apéndice 2 - Lista de variaveis

Tabela 1 - Variaveis a serem avaliadas nas analises estatisticas

Tempo de seguimento (meses)
Recidiva

Idade

Procedéncia

Estado civil

Etnia

Fimose

Tipo de cirurgia

Tipo de esvaziamento linfonodal realizado
Numero de linfonodos comprometidos
Numero de linfonodos ressecados

pT (TNM 7a ed.)

pN (TNM 7a ed.)

pM (TNM 7a ed.)

Localizagcao do tumor

Tamanho do tumor (cm)

Padrao de crescimento

Presenca de lesdo macroscopica
associada

Tipo de les&o associada

Tipo histolégico

Grau histologico

Invasao de lamina propria

Invasdo de corpo esponjoso

Invasao de corpo cavernoso

Invasdo de uretra

Invasao de glande

Casos Ind/eterminado Total
ausente

N (%) N (%) N
108 (100,0) - (0) 108
108 (100,0) - (0) 108
108 (100,0) - (0) 108
108 (100,0) - (0) 108
104 (96,3) 4 (3,7) 108
98 (90,7) 10 (9,3) 108
52 (48,1) 56 (51,9) 108
108 (100,0) - (0) 108
108 (100,0) - (0) 108
108 (100,0) - (0) 108
108 (100,0) - (0) 108
107 (99,1) 1 (0,9) 108
108 (100,0) - (0) 108
108 (100,0) - (0) 108
108 (100,0) - (0) 108
107 (99,1) 1 (0,9) 108
83 (76,8) 25 (23,2) 108
108 (100,0) - (0) 108

7 (6,5) 101 (93,5) 108
108 (100,0) - (0) 108
108 (100,0) - (0) 108
107 (99,1) 1 (0,9) 108
107 (99,1) 1 (0,9) 108
107 (99,1) 1 (0,9) 108
108 (100,0) - (0) 108
107 (99,1) 1 (0,9) 108




Cont/ Tabela 1l

Invasao de prepucio

Invasao de sulco balanoprepucial
Invasao de érgao adjacente
Infiltragdo (cm)

Presencga de invasao vascular

Tipo de invasao vascular

Extensdo da invasao vascular
Presencga de invasao neural

Bordas de invasao

indice prognéstico de escores
Infecgao por HPV

Presenca de lesdo  microscopica
associada

Presenca de hiperplasia epitelial
Presenca de lesdo intraepitelial
Tamanho das metastase

Presencga de extravasamento capsular
Presenca de coalescéncia linfonodal
Local de origem dos linfonodos
Lateralidade da linfadenectomia
Comprometimento de margem
Menor distancia da ressecgao (cm)
Follow-up status

Mutacdo em KRAS

Mutacdo em BRAF

Mutacdo em EGFR

Imunodeteccaode cerbB2

Casos Ind/eterminado Total
ausente

N (%) N (%) N
107 (99,1) 1 (0,9) 108
107 (99,1) 1 (0,9) 108
108 (100) - (0) 108
107 (99,1) 1 (0,9) 108
108 (100) - (0) 108
29 (26,8) 79 (73,2) 108
10 (9,3) 98 (90,7) 108
108 (100) - (0) 108
86 (79,6) 22 (20,4) 108
107 (99,1) 1 (0,9) 108
90 (83,3) 18 (16,7) 108
108 (100) - (0) 108

5 (4,6) 103 (95,4) 108
4 (3,7) 104 (96,3) 108
24 (22,2) 84 (77,8) 108
24 (22,2) 84 (77,8) 108
24 (22,2) 84 (77,8) 108
24 (22,2) 84 (77,8) 108
24 (22,2) 84 (77,8) 108
108 (100) - (0) 108
102 (94,4) 6 (5,6) 108
98 (90,7) 10 (9,3) 108
108 (100) - (0) 108
98 (90,7) 10 (9,3) 108
100 (92,6) 8 (7,4) 108
108 (100) - (0) 108
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Carcinoma de Pénis

Guimaraes, G.; Lopes A.;
Cubilla, A.; Soares, E

Hospital
A.C.Camargo

Centro de Tratamento, Ensino e Pesguisa em Cancer




Anexo 3 — Classificagado TMN

Primary Tumor (T)

TX  Primary tumor cannot be assessed

T0  No evidence of primary tumor

Tis  Carcinoma in situ

Ta Noninvasive verrucous carcinoma*

Tla Tumor invades subepithelial connective tissue
without lymph vascular invasion and is not poorly
differentiated (i.e., grade 3—4)

Tlb  Tumor invades subepithelial connective tissue with
lymph vascular invasion or is poorly differentiated

T2  Tumor invades corpus spongiosum or cavernosum

T3  Tumor invades urethra

T4  Tumor invades other adjacent structures

Regional Lymph Nodes (N)

Clinical Stage Definition*

c¢NX Regional lymph nodes cannot be assessed

c¢NO No palpable or visibly enlarged inguinal lymph
nodes

c¢N1 Palpable mobile unilateral inguinal lymph node

c¢N2 Palpable mobile multiple or bilateral inguinal
lymph nodes

c¢N3 Palpable fixed inguinal nodal mass or pelvic

lymphadenopathy unilateral or bilateral

* Note: Clinical stage definition based on palpation, imaging.
Pathologic Stage Definition™*

pNX
pNO
pN1
pN2

pN3

Regional lymph nodes cannot be assessed

No regional lymph node metastasis

Metastasis in a single inguinal lymph node
Metastasis in multiple or bilateral inguinal lymph
nodes

Extranodal extension of lymph node metastasis
or pelvic lymph node(s) unilateral or bilateral

*Note: Pathologic stage definition based on biopsy or surgical
€XCISI0M.

Distant Metastasis (M)

MO
M1

Mo distant metastasis
Distant metastasis*

Fonte: EDGE et al. (2010).



Anexo 4 - Classificagao de carcinoma de pénis WHO 2016

WHO classification of tumours of the penis

Malignant epithelial tumours
Squamous cell carcinoma
Non-HpV.-related squamous cell carcinoma
Squamous cell carcinoma, usual type
Pseudchyperplastic carcinoma
Pseudoglandular carcinoma
Verrucous carcinoma
Carcinoma cuniculatum
Papilary squamous cell carcinoma, NOS
Adenosguamous carcinoma
Sarcomatoid squamous cell carcinoma
Mixed squamous cell carcinoma
HPV-related squamous cell carcinoma
Basaloid squamous cell carcinoma
Papillary-basaloid carcinoma
Warly carcinoma
Warly-basaloid carcnema
Clear cell squamous cell carcinoma
Lymphoepithelioma-like carcinoma
Other rare carcinomas

Precursor lesions

Penile intraepithelial neoplasia
Warty/basaloid/warty-basaloid

Differentiated penile intraepithelal neoplasia

Pagel disease

Melanocytic lesions
Mesenchymal tumours

Benign tumours

Benign fibrous histiocytoma
Glomus tumour

Granular cell tumaour
Haemangiomia

Juvenile xanthogranuloma

80703

8075/3
8051/3

805213
856013
8074/3
8070/3

8083/3
8054/3"

8084/3
8082/3

8077/2

8071/2"
854213

883000
87110
958000
912000

Leiomyoma
Lymphangioma
Myointimoma
Neurofibroma
Schwannoma

Malignant tumours (including tumaurs of uncertain

malignant potential, marked with*)
Angiosarcoma
Clear cell sarcoma
Dermatofibrosarcoma protuberans®
Epithelicid haemangioendothelioma
Epithelioid sarcoma
Ewing sarcoma
Giant cell fibroblastoma
Kaposi sarcoma
Leiomyosarcoma
Malignant peripheral nerve sheath tumour
Myxofibrosarcoma
Undifferentiated pleomomphic sarcoma
Ostensarcoma, extraskeletal
Rhabdomyosarcoma

Synovial sarcoma
Lymphomas

Metastatic tumours

88900
9170/0
9137/0*
9540/0
9560/0

912013
9044/3
883213
9133/3
8804/3
9364/3
88341
914013
8890/3
9540/3
86113
8802/3
91803
8900/3
904013

Themorphology codes are from the Interna tional Classification of Diseases
for Oncology (ICD-0) (917A). Behaviour is coded /0 for benign fumours;

 for unspecified, bordeding, or uncertain behaviour; /2 for carcinoma in
situ and grade 1l intraepithelial neopla sia; and /3 for malignant tumours.
The classfication ismodifiedfrom the previous WHO classification {7564),
taking into accountchanges in our understanding of these lesions.

*MNew code approved by the IARGWHO Commitea for 1000,
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INSTITUTO DO CANCER DO £~ Plataforma
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: PERFIL CLINICO-PATOLOGICO. MOLECULAR E VIRAL DO CANCER DE PENIS EM
PACIENTES ATENDIDOS EM UM CENTRO DE REFERENCIA EM ONCOLOGIA NO
NORDESTE BRASILEIRD.

Pesquisador: Marcos Venicio Alves Lima

Area Temifica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de analise
etica por parte da COMNEP:);

Versdo: 3

CAAE:- 18242113.0.0000.5528

Instituig3o Proponente: Instituio do Cancer do Ceara
Patrocinador Principal: Instituto do Cancer do Ceara

DADOS DO PARECER

MNimero do Parecer: 811603
Data da Relatoria: 28/10/2014

Apresentagio do Projeto:

O carcinoma de pénis (CaPe) representa hoje, um dos grandes problemas e desafios para a
salde plblica no Brasil, comespondendo a aproximadamente 2,1% de todos os tumores do homem
brasileiro, com incidéncia maior nas regides norte e nordeste. Os principais fatores de risco s50 mas
condigdes de higiene, baixo padrio sdcio-econdmico e fimose, bem como exposicio ao tabaco, nimero de
parceinos sexuais e infecgio pelo papilomavirus humano (HPV). A presenga de acometimento linfonodal & o
fator que mais se relaciona & diminuigio da sobrevida. Embora de facil diagndstico, a maioria dos pacientes
procuram o servigo médice em estagios avangados, o que reduz suas chances de cura. Com o advento dos
ahvos terapéuticos, faz-se necessario um conhecimento maior do CaPe. principalmente no que tange aos
aspectos moleculares, ainda pouco conhecidos. O conhecimenio sobre a mutagio em genes relacionados &
via de sinalizagio celular EGFR/RAS/RAF pode representar um acréscimo na abordagem terapéutica
desses pacientes. Foi acrescido estudo imunoistoquimico para cERBB2 e estendida a data para a selegio
retrospectiva dos casos (2002 a 2014) para que as analises moleculares sejam possiveis, visto que blocos
muito antigos tem apresentado pior performance, gerando muitos resultados invalidos

Enderego.  PAP JUNIOR

Balrmo: RODOLFO TEOALD CEP: 50.441-700
UF: CE Municiplo: FORTALEZR
Telefone: (E5)3285-4653 Fax- (8532254553 E-mall: ecoNospeancer-ice. org.br
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Objetivo da Pesquisa:

Determinar o perfil clinicopatelogico, imunoistoguimico, molecular e viral do cancer de penis no Estado do
Ceara em pacientes atendidos no Hospital Haroldo Juagaba via SUS, com vistas &

futuras comelagdes com prognastico. OBJETIVOS ESPECIFICOS 1. Validar a nova classificacio da OMS,
bem como o indice progndstico de escores com melhor caracterizagdo clinicopatoldgica das entidades
menas freqiientes de carcinomas de pénis. 2. Conhecer os subtipos de carcinomas de pénis presentes em
nosso estado e estabelecer uma relagdo com metastases linfonodais, sobrevida livre de doenga  sobrevida
global, com a validagdo de indices prognésticos. 3. Contribuir para melhor compreens3o da etiopatogenia
malecular, mecanismos de estabelecimento e progressao tumoral e vias de controle do carcinoma de pénis
pelo rastreamento de éxons mutados nos genes EGFR, KRAS = BRAF. 4. Determinar as taxas de
prevaléncia e os subtipos de HPW presentes nos carcinomas de pénis de pacientes do SUS tratados no

HHJICC, de modo a elucidar as interagdes virais que podem contribuir para o desenvolvimento de CaPe.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscos: como vai utilizar tecide ja obtido dos pacientes em seuw tratamenio padrio e come havera o cuidado
de deixar material nos bloces para o caso de haver necessidade de revisdes e complementagies de
exames posteroments & como esta assegurada a confidencialidade dos dados nic ha maiores riscos. A

descoberta de terapéuticas mais efetivas trara beneficios para os portadores da necplasia.

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesquisa:

Pesquisa com possibilidade de confribuir para a melhor qualidade do tratamento dos pacientes com cancer
de pénis.

Consideragbes sobre os Termos de apresentagio obrigataria:

Est3c de acordo com as normas

Recomendagoes:

Aprovado

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

As modificagies feitas no projeto estdo de acordo com os principios éticos da Pesquisa em seres humanos.

Situagio do Parecer:
Aprovado

Enderego. PAPI JUNIOR

Balmo: RODOLFO TEOQFILD CEP: 50.441-700
UF: CE Municiplo: FORTALEZA
Telefonse: (3532684653 Fam: (B5]3228-4553 E-mall: ecof@hospeancar-ios.org.br
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CEARA - ICC
Corsnuagho do Farscer £11.602
Mecessita Apreciagao da CONEP:
N&o

Consideragdes Finais a critério do CEP:
o Colegiado do CEP acompanha o parecer do relator e aprova o projeto.

FORTALEZA, 20 de Setembro de 2014

Assinado por:
Marcelo Gurgel Carlos da Silva
{Coordenador)
Endersgo:  PARI JUNIOR
Bairre: RODOLFO TEQFILO CEP: 50.441-700
UF: CE Municiplo: FORTALEZA
Taelafonse: (35)3268-4653 Fax: (B5)3228-4853 E-mall: ecohospeancer-ics.ong.br
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Anexo 6 - Vinculo de instituicao participante

Q Hospital
A.C.Camargo

VINCULO DE INSTITUICAO PARTICIPANTE
Sao Paulo, 14 de julho de 2014,

Declaro para os devidos fins, que eu, Dr. Fernando Augusto Soares. participarei
como pesquisador colaborador do projeto de pesquisa: “PERFIL CLINICO-PATOLOGICO,
MOLECULAR E VIRAL DO CANCER DE PENIS EM PACIENTES ATENDIDOS EM
UM CENTRO DE REFERENCIA EM ONCOLOGIA NO NORDESTE BRASILEIRO”,
que estd sob coordenagdo do Dr. Marcos Venicio. Alves Lima — pesquisador do Instituto do
Céncer do Ceara (1CC). :

i O objetivo de tal projeto ¢ investigar o cincer de pénis na populagio do Nordeste
brasileiro de forma a abranger dados morfologicos, classificagdo de subtipos, grau histologico,
grau de invasdo vascular, grau de invasdo perineural e o padrio de invasdo do tumor, além do
rastreamento de éxons mutados em genes cruciais para a via de sinalizagio celular EGFR-RAS-
RAF, e ainda a participagio das infecgdes por subtipos de HPV em um ntimero considerdvel de
amostras ICC. Os passos de detecgdo de HPV e genotipagem serio realizados no A.C. Camargo
Cancer Center.

A aprovagio pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)-ICC ocorreu em 26 de
Setembro de 2013, conforme parecer 407.315, ¢, portanto, aguardamos aprovagiao do CEP do
A.C. Camargo Cancer Center para inicio dos trabalhos,

Conforme requisitos da Resolugiio 196/96 e suas complementares, os dados e
materiais coletados serdo utilizados exclusivamente para os fins da pesquisa.

//].f4

Dr. Fernando Augusfo Soares




