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RESUMO

Marques MR. Perfil de expressao dos fatores de transcricio STAT-1, STAT-4 e T-bet no
carcinoma escamoso de pénis. [Tese]. Sdo Paulo; Programa de P6s-Graduagao em Oncologia

da Fundagdo Antonio Prudente em Parceria com o Hospital de Cancer de Pernambuco; 2020.

Introdugdo: O cancer de pénis (CaPe) ¢ uma doenga rara em paises desenvolvidos, porém
representa um problema de satide ptiblica em paises em desenvolvimento. O Brasil tem a maior
incidéncia de CaPe do mundo, chegando a atingir até 6,8 casos por 100.000 homens,
principalmente na regido norte/nordeste, onde o indice de desenvolvimento humano ¢ o pior do
pais. Seu diagnostico ocorre geralmente de forma tardia, retardando o tratamento e piorando o
prognostico. As células Thl atuam na imunidade celular e expressam fatores de transcrigdo
como transdutor de sinal e ativador de transcri¢do 1 (STATI1) e 4 (STAT4). Os fatores STAT1
e STAT4 estdo relacionados a diversas fungdes do sistema imune € na oncogénese, além de
promover o inicio do processo de diferenciagdo das células T “naive” em T efetoras do tipo
Thl. A desregulacao da via JAK/STAT estd associada com a formacao de tumores primarios,
assim como com a supressdo da resposta imune, o que leva ao aumento da sobrevivéncia
tumoral e da angiogénese. Objetivo: O objetivo geral deste estudo foi avaliar a expressao de
STAT1, STAT4 e T-bet nos linfocitos T circulantes pacientes com carcinoma escamoso de
pénis. Métodos: Foi realizado um estudo de corte transversal, com 30 pacientes com CaPe
atendidos no ambulatorio de Urologia do Hospital de Cancer de Pernambuco e 15 controles
sauddveis do sexo masculino. As andlises laboratoriais foram realizadas no Laboratorio de
Pesquisa Translacional do IMIP. A andlise da expressao de STATI, STAT4 e T-bet foi
realizada por citometria de fluxo. Para andlise estatistica das varidveis numéricas foi aplicado
o teste de normalidade de Shapiro-Wilk. Foi utilizado teste ndo paramétricos de Mann-Whitney
e o de correlacao de Spearman. Foi adotado o nivel de significancia estatistica de p<0.05. Para
analise de correlacdo foi realizado o teste de Spearman. Toda a andlise estatistica foi realizada
através do GraphPadPrism v6.0 (GraphPad Software, San Diego, CA). Resultados: Foi
observado redu¢do dos niveis percentuais de linfocitos B no sangue periférico de pacientes com
CaPe quando comparados aos controles (p=0.0002). Os niveis percentuais de linfécitos T com
expressdo de STAT1 e STAT4 foram elevados (p=0,004 e p=0,008, respectivamente) em
comparagdo ao grupo controle. Os niveis de linfocitos T com expressdo de T-bet nos pacientes

foram inferiores quando comparados aos dos controles (p=0,02). Observou-se que pacientes



com tamanho tumoral <3,5cm apresentaram niveis percentuais elevados de células T CD8+
quando comparados aos com tamanho >3,5 cm (p= 0,04). Verificou-se que os pacientes com
IPN negativa obtiveram niveis percentuais elevados de linfocitos T CD8+ (p=0,04) e de
linfocitos T com expressdao de STAT1, STAT4 e T-bet quando comparados aos pacientes IPN
positiva (p=0,0004, p=0,02 e p=0,0001, respectivamente). Foi observada também a correlagdo
entre T-bet ¢ STAT4 nos pacientes com CaPe (r=0,58; p=0.002). Conclusao: Os fatores de
transcrigdo STATI1, STAT4 e T-bet estdo associados a doenca avangada, ¢ podem estar
diretamente relacionados as alteragdes dos niveis de linfocitos B e TCD8+ nos pacientes com

cancer de pénis.

Descritores: Fatores de transcri¢ao, Neoplasias Penianas, Citometria de Fluxo, Linfocitos T.

Fatores de transcricdo STATI, Fatores de transcricao STAT4



ABSTRACT

Marques MR. [Expression profile of STAT-1, STAT-4 and T-bet transcription factors in
squamous carcinoma of the penile]. [Tese]. Sdo Paulo; Programa de Po6s-Graduagdo em
Oncologia da Fundacdo Antonio Prudente em Parceria com o Hospital de Cancer de

Pernambuco; 2020.

Introduction: Penile cancer (CaPe) is a rare disease in developed countries, but it represents a
public health problem in developing countries. Brazil has the highest incidence of CaPe in the
world, reaching up to 6.8 cases per 100,000 men, mainly in the north / northeast region, where
the human development index is the worst in the country. Its diagnosis usually occurs late,
delaying treatment and worsening the prognosis. Th1 cells act on cellular immunity and express
transcription factors such as signal transducer and transcription activator 1 (STAT1) and 4
(STAT4). The factors STAT1 and STAT4 are related to several functions of the immune system
and oncogenesis, in addition to promoting the differentiation of “naive” T cells into effector T-
type Thl cells. Deregulation of the JAK / STAT pathway is associated with the formation of
primary tumors, as well as with the suppression of the immune response, which leads to
increased tumor survival and angiogenesis. Objective: The general objective of this study was
to evaluate the expression of STAT1, STAT4 and T-bet in circulating T lymphocytes in patients
with squamous carcinoma of the penis. Methods: A cross-sectional study was carried out with
30 CaPe patients seen at the Urology outpatient clinic of the Hospital de Cancer de Pernambuco
and 15 healthy male controls. Laboratory analyzes were performed at the Translational
Research Laboratory at IMIP. The analysis of the expression of STAT1, STAT4 and T-bet was
performed by flow cytometry. For statistical analysis of numerical variables, the Shapiro-Wilk
normality test was applied. Mann-Whitney non-parametric tests and Spearman's correlation
tests were used. The level of statistical significance was set at p <0.05. For correlation analysis,
the Spearman test was performed. All statistical analysis was performed using GraphPadPrism
v6.0 (GraphPad Software, San Diego, CA). Results: A reduction in the percentage levels of B
lymphocytes in the peripheral blood of patients with CaPe was observed when compared to
controls (p = 0.0002). The percentage levels of T lymphocytes with STAT1 and STAT4
expression were high (p = 0.004 and p = 0.008, respectively) compared to the control group.
The levels of T lymphocytes with T-bet expression in patients were lower when compared to

controls (p = 0.02). It was observed that patients with tumor size <3.5 cm had high percentage



levels of CD8 + T cells when compared to those with size >3.5 cm (p = 0.04). It was found that
patients with negative IPN obtained high percentage levels of CD8 + T lymphocytes (p = 0.04)
and T lymphocytes with expression of STAT1, STAT4 and T-bet when compared to patients
with positive IPN (p=0.0004, p = 0.02 and p = 0.0001, respectively). The correlation between
T-bet and STAT4 was also observed in patients with CaPe (r = 0.58; p = 0.002). Conclusion:
The transcription factors STAT1, STAT4 and T-bet are associated with advanced disease and
may be directly related to changes in the levels of B lymphocytes and TCD8 + in patients with

penile cancer.

Keywords: Transcription factors, Penile Neoplasms, Flow Cytometry, Lymphocytes T. STAT1

Transcription factors, STAT4 Transcription factors.
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Introducgdo 2

1 INTRODUCAO

1.1 CANCER DE PENIS

1.1.1 Epidemiologia e Histologia

O cancer de pénis (CaPe) ¢ uma doenga agressiva e mutilante, tendo incidéncia global
estimada em 26.000 casos por ano, a qual varia significativamente conforme sua localizagao
geografica (Bleeker et al. 2009). Trata-se de uma patologia rara em paises desenvolvidos, porém
representa um problema de saude publica em paises em desenvolvimento, como o Brasil. Nos
Estados Unidos (EUA) a incidéncia ¢ cerca de 0,5% de todas as malignidades que acometem o
sexo masculino, enquanto em paises da Africa, india e América do Sul, pode estar acima de 6%
(Bleeker et al. 2009; Bethune et al. 2012; Clark et al. 2013; Mentrikoski et al. 2014; Siegel et
al. 2016). Mesmo nos paises desenvolvidos a incidéncia varia geograficamente, estando mais
elevada na Inglaterra e Dinamarca, com taxas de 1,6% e 1,4% de todas as malignidades,
respectivamente (Sewell et al. 2015; Keeping et al. 2015).

O Brasil € responsavel por uma das maiores casuisticas de CaPe no mundo, variando
entre 2,1 a 6,8 casos por 100.000 habitantes. A incidéncia tem se mostrado inversamente
proporcional ao nivel sdcio-econdmico e educacional de uma populacdo (Mclntyre et al. 2011;
Hakenberg et al. 2015). As regides norte e nordeste, as quais concentram a maioria dos casos,
possuem o pior indice de desenvolvimento humano do pais e apresentam incidéncia de CaPe
acima de 10% de todas as malignidades do homem (Favorito et al. 2008; Pow-Sang et al. 2010).

A incidéncia do CaPe aumenta com a idade, atingindo o pico em torno da sexta década
de vida. Porém, em paises em desenvolvimento, onde se registra uma maior incidéncia da
doenga, observa-se um aumento do percentual de diagndsticos em homens jovens, abaixo dos
45 anos de idade (Barnholtz-Sloan et al. 2007; Favorito et al. 2008; Hakenberg et al. 2015). Até
0o momento, a idade ndo ¢ considerada fator prognodstico no CaPe, porém o diagnostico em
individuos jovens tem sido associado a maior agressividade da doenca (Paiva et al. 2015).

O carcinoma escamocelular (CEC) ¢ o principal tipo histologico do CaPe, presente em
cerca de 95% dos casos ¢ origina-se geralmente na glande ou no prepucio. Apesar disto, existe
uma variedade distinta de subtipos histologicos de CEC de pénis de acordo com as
caracteristicas clinico-patologicas. A OMS reclassificou as variantes do CEC em dois grupos,
de acordo com a infec¢do pelo HPV. Os subtipos basaloide, papilar basaloide, células claras,

linfoepitelioma-like e warty estdo relacionados ao HPV e os subtipos usual, verrucoso,

Mauro Ricardo Lima Marques



Introdugdo 3

pseudoglandular, circulatum, papilar, adenoescamoso, sarcomatoide e misto ndo possuem
relacdo (Cubilla et al. 1998 e 2001; Chaux et al. 2010; Guimaraes et al. 2011; Chaux e Cubilla
2012).

O subtipo usual esta presente em torno de 70% dos casos, sendo o mais frequente subtipo
de CEC de pénis e caracteriza-se por sua agressividade e tendéncia a disseminacdo metastatica
e apesar de ndo estar relacionado ao HPV, esta presente em cerca de um ter¢o dos casos

(Compérat 2018).

1.1.2 Historia Natural, Diagnostico e Tratamento

O diagnoéstico do CaPe muitas vezes ¢ feito de forma tardia. O atraso pode ocorrer
devido ao medo, vergonha, ignorancia, negacao pessoal e dificuldade de acesso ao servigo de
saude. A presenca de fimose, ao encobrir a glande, pode dificultar a visualizagdo da lesdo, além
de prejudicar a higiene genital. O retardo no diagnéstico pode acontecer por mais de um ano
em até 50% dos casos, levando a morte precoce por auséncia de tratamento adequado (Misra et
al. 2004). Apo6s o diagndstico, os pacientes vao a obito em torno de 2 anos, caso nao seja
realizado o tratamento (Kroon et al. 2005). A lesdo tumoral, geralmente indolor, € a principal
queixa, localizando-se principalmente na glande e prepucio, seguido pelo corpo peniano. Pode
invadir corpos cavernosos e esponjoso. Outros sintomas sdo corrimento, dor, sangramento e

disuria.

Figura 1 - Lesdo tumoral peniana localizada em glande e prepucio

Mauro Ricardo Lima Marques



Introducgdo 4

A etiologia ¢ multifatorial, sendo os principais fatores de risco a fimose, inflamagdes
cronicas do prepucio, higiene genital inadequada, tabagismo, multiplos parceiros sexuais,
zoofilia, trauma peniano e a infec¢do pelo papilomavirus humano (HPV) (Dillner et al. 2000;
Bezerra et al. 2001; Kayes et al. 2007; Christodoulidou et al. 2015). Apesar de aumentar os
riscos de doengas sexualmente transmissiveis, como o HPV, o prepucio ndo é condi¢ao
independente para cancer de pénis, sendo observado baixa incidéncia tumoral em paises
desenvolvidos com baixas taxas de circuncisao.

O diagnostico do CaPe ¢ feito através da historia clinica, exame fisico e biopsia da lesdo
com amostra da camada profunda e centro da lesdo e obtendo fragmentos do tecido normal.
Pode ser incisional ou excepcional naqueles tumores pequenos. A disseminagdo primaria ocorre
através dos canais linfaticos. A glande e os corpos cavernosos drenam para os linfonodos
inguinais superficiais e profundos, enquanto o prepucio, apenas para os superficiais. A
metastase linfonodal (LNM) ¢ o principal fator progndstico e determinante de sobrevida no
CaPe (Lopes et al. 1996). Nestes casos, mesmo com a linfadenectomia, quimioterapia e
radioterapia, o progndstico ¢ sombrio, com sobrevida em torno de 6 meses em casos de LNM
pélvica (Di Lorenzo et al. 2013). O estadiamento tumoral e o grau histologico também sdo
considerados fatores de risco, além de serem fatores preditivos positivos para LNM (Kroon et
al. 2005). A invasdo perineural (IPN) foi incluida na 8 atualizagdo do guideline do American
Joint Committee on Cancer (AJCC) TNM, onde a classificagdo T1 do CaPe foi dividida em
T1la na auséncia de IPN, invasdo angio-linfatica ou grau tumoral 3, e T1b na presenca de pelo
menos um destes fatores (Paner et al. 2018). Outros fatores como volume tumoral, profundidade
da invasdo, subtipo histologico ¢ margem de ressec¢do positiva também sao descritos como
tendo valor progndstico, apesar dos estudos apresentarem resultados conflitantes (Novara et al.
2007; Velazquez et al. 2008; Mannweiler et al. 2013).

O grau histolégico tumoral ¢ classificado de acordo com a diferenciagdo celular em Grau
1 (baixo grau), Grau 2 (intermediario) e Grau 3 (alto grau). O tumor Grau 1 é considerado bem
diferenciado, semelhante as células escamosas normais. O Grau 2, moderadamente
diferenciado, ¢ quando o tumor exibe alteragdes celulares mais pronunciadas que o Grau 1,
porém sem a presenca de anaplasia. O Grau 3 apresenta anaplasia, sendo considerado um tumor
mal diferenciado.

No exame fisico, a avaliagdo da regido inguinal ¢ fundamental, uma vez que a
disseminag¢do ocorre primariamente para os linfonodos inguinais (Mosconi et al. 2005). Apesar
disso, cerca de 25% dos pacientes com exame fisico inguinal normal apresentam

micrometastases. Assim, a linfadenectomia inguinal ¢ indicada na presenga de linfonodos
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inguinais palpaveis ou, de forma profilatica, no estadio tumoral ] T1b. Este procedimento
cirargico esta associado a elevada morbidade, podendo apresentar complicagdes em 40 a 70%
dos casos, como linfedema, deiscéncia e infeccdo de ferida operatéria, impactando
negativamente na qualidade de vida do paciente. At¢ o momento, os exames de imagem
indicados, RNM, TC e o PET-CT, ndo apresentam bons resultados na deteccao de
micrometastases (<2mm). Além disso, ainda ndo dispomos de marcadores biomoleculares na
pratica clinica. O diagnostico do CaPe ¢ feito pela bidpsia da lesdo priméria e o tratamento pela
resseccao tumoral, a qual geralmente € realizada pela amputagdo parcial ou total do pénis. O
custo do tratamento ¢ elevado, sendo similar com o de qualquer outro cancer uroldgico e apesar
de sua baixa incidéncia, a morbi-mortalidade ainda permanecem elevadas (Screpanti et al.

2001).

1.1.3 Sistema Imune no Cancer de Pénis

O CaPe se apresenta caracteristicamente como lesdo solida ulcerada ou vegetante, que
¢ constituida por uma variedade de componentes celulares, como as células malignas,
endoteliais, estruturais e do sistema imune (Albini e Sporn 2007). O microambiente tumoral ¢
composto por células do sistema imune, como linfocitos efetores T CD8" (T citotoxico) e T
CD4" (T helper — Th), células Natural Killer (NK), células B, macréfagos, células dendriticas
(DCs) e invariant NKT, que demonstram a tentativa do sistema imune de promover uma
resposta antitumoral (Zitvogel et al. 2011; Motohashi et al. 2011; Emmanuel et al. 2019).

O linfocito T ¢ a principal célula envolvida no sistema imune adaptativo celular. A
expressdo de um receptor de célula T (TCR- T cell receptor) e das moléculas CD4 ¢ CD8
participam do processo de maturacao dos linfécitos T, a partir de células naive e a ativagao
destas células ocorre apds o contato do TCR com o antigeno proteico processado e apresentado
pelas células apresentadoras de antigenos (APC), através das moléculas de
histocompatibilidade principal (MCH). As APCs integram a imunidade inata e sdo capazes de
fagocitar o antigeno encontrado no hospedeiro, degrada-lo e expor seus peptideos na membrana,
acoplados as moléculas de MHC. As moléculas de MHC sdo divididas em classe I, presentes
em todas as células nucleadas, e classe II, presentes nas células APCs (macréofagos, células B,
e DCs), e sdo imprescindiveis no microambiente tumoral, pois geram a resposta imune eficaz
contra o tumor. O linfécito T CD4 reconhece apenas a molécula MHC II, enquanto o T CDS8
apenas a MHC 1.

As células T se diferenciam em células efetoras através de estimulos inflamatorios e/ou

infecciosos, produzindo e secretando citocinas que desempenham diferentes fungdes, € sdo
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classificadas de acordo com o perfil de citocinas produzidas. Os linfécitos T CD4 possuem
quatro populagdes: Thl, Th2, T reguladoras ¢ Th17. As células Thl atuam na imunidade
celular, produzindo interferon gama (IFN-y) e interleucina (IL)-2, IL-12, IL-16 e IL-18 (Szabo
et al. 2003). Por sua vez, as células Th2 produzem e secretam IL-4, IL-5, [L-6, IL-10 e [L-13 e
participam da resposta imune humoral e dos processos alérgicos por meio da produgdo de

anticorpos IgE (Kotenko e Pestka 2000) (Figura 2).

Repetitive chronic antigen IL-1¢
stimulation

Fonte: Sky et al. (2013)
Figura 2 - As citocinas IL-12 ou IL-4 promove a ativacao das células TCD4+ “naive” levando

a expansao clonal e diferenciagao de células efetoras Th1 e Th2, respectivamente.

A IL-12 é uma potente citocina pro-inflamatoria, produzida principalmente pelas APCs,
tendo acdo principal na resposta imune contra patdogenos ¢ importante acao anti-tumoral. Tem
papel fundamental na diferenciagao do linfocito T em Thl, através de estimulo da secre¢ao do
IFN-y e inibi¢do da IL-4, levando a inibi¢do da resposta Th2 (Gately et al. 1998; Sinigaglia et
al. 1999). E responsével por estabelecer uma conexao entre a imunidade inata e a adaptativa,
uma vez que seus receptores estdo localizados principalmente nas células NK e T, estimulando
seu crescimento. Devido ao seu papel na produ¢ao do IFN-y, tem sido estudada como opg¢ao de
imunoterapia contra o cancer (Lasek et al. 2014).

IFN-y ¢ um interferon tipo II, fundamental para a defesa do hospedeiro contra varios
patogenos devido ao seu papel na resposta Th1, sendo a principal citocina envolvida na ativagao
dos macréfagos e na imunidade anti-tumoral. Tem atuacao fundamental no reconhecimento e

eliminagdo tumoral por apoptose e citdlise de células malignas (Bach et al. 1997).
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No centro da resposta Thl esta o fator de transcri¢ao T-bet (do inglés T-box expressed
in T cells), um regulador critico da diferenciagdo Thl. T-bet ativa o programa Thl, além de
inibir simultaneamente a resposta Th2, Th17 e poder reprogramar as células de padrao Th2 para
o fendtipo Thl (Szabo et al. 2000). Também induz a producdo de IFN-y e regula a expressao
de quimiocinas, através do controle de seus receptores, orquestrando a migracdo das células
Thl. A regulacdo da resposta inflamatoria Thl ¢ fundamental para a prevenc¢do de disfungdes
do sistema imune e autoimunidade orgdo-especifico. Estudos t€ém demonstrado que a alta
expressdo de T-bet protege os linfocitos T CDS8 da exaustdo, diminui os receptores inibitorios
de resposta Th1 e inibe a morte celular, levando a geracdo ou a uma maior sobrevida das células
de memoéria (Darnell 1998; Lim et al. 2000; Linton ¢ Thoman 2001; Intlekofer et al. 2005;
Malaguarnera et al. 2012). Os linfécitos T CD4 da classe Thl expressam transdutores de sinal
e ativadores de transcricio (STAT) 1 e 4, os quais sdo ativados pelo IFN-y e IL-12,
respectivamente.

As STATs correspondem a uma familia de proteinas citoplasmaticas responsaveis por
transmitir sinais da superficie celular até o nucleo, através da transdugdo e translocagdo, onde
se ligam a promotores especificos de sequéncias de DNA, ativam o processo de transcrigdo e
regulam a expressao génica (Darnell et al. 1994; Schindler e Brutsaert 1999; Lu et al. 2008;
Xiong et al. 2008; Bowman 2010). Essas proteinas estdo envolvidas numa ampla rede de
processos necessarios para a homeostase e desenvolvimento dos mamiferos. Agem na funcao
imune, diferenciagdo e crescimento celular, apoptose, angiogénese e desempenham papel
fundamental na regulag@o do processo inflamatdrio, além de serem responsaveis pela maioria
das respostas imunologicas mediadas pelas citocinas (Thle 1995; Mui 1999; Smithgall et al.
2000).

A principal via de ativagdo das STATs ¢ realizada pela classica via Janus Kinase
(JAK)/STAT, a qual possibilita a comunicacao extracelular com o nucleo, através de receptores
da membrana celular, levando ao processo de transcri¢cao (Schindler e Darnell 1995). Varios
estudos t€ém demonstrado a participagdo da via JAK/STAT na oncogénese humana, tanto na
atividade promotora, quanto na supressao tumoral (Turkson e Jove 2000; Kusaba et al. 2005;
Kupferman et al. 2009). Desde a descoberta da primeira STAT como mediadora chave da
sinalizacdo do IFN em 1994, um total de sete membros da familia STAT foram identificados
nos mamiferos, STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STATSa, STATSb e STAT6 (Darnell 1997
e 1998).

As citocinas, quimiocinas, hormdnios e fatores de crescimento se ligam aos receptores

transmembranicos da familia JAK (JAK1, JAK2, JAK3, tyrosine kinase 2), promovendo sua
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fosforilacdo e consequente ativacdo (Sansone ¢ Bromberg 2012). As moléculas STAT possuém
um residuo tirosina conservado préximo da terminacao C que ¢ fosforilado pelas JAKs ativadas,
levando a sua ativacdo e formagao de dimeros homo-STAT ou hetero-STAT, e subsequente
translocagdo através do nucleo, onde se ligam a regides especificas do DNA, promovendo
regulacdo através da supressdo ou ativacao da expressdo génica (Figura 3). Anormalidades da
via JAK/STAT contribuem diretamente para fatores envolvidos na oncogénese, incluindo
progressao do ciclo celular, apoptose, angiogénese, invasdo, metastase e evasao do sistema
imune (Ramana et al. 2000; Boudny e Kovarik 2002; Li et al. 2007; Adamkova et al. 2007; Lai
et al. 2010). A via JAK/ STAT ¢ responsavel por manter um delicado balango entre a
estimulacdo e a inibi¢do da expressao génica, e alteragdes deste equilibrio estdo relacionados
tanto com a promog¢ao, quanto com a progressao de doengas, como a oncogénese € 0s processos

auto-imunes (Catlett-Falcone et al. 1999; Bromberg e Darnell 2000; Gotthardt e Sex1 2017).

Tyrosine phosphorylation of

Receptor

Plasma
meambrang

s'm@sw = .
@

Nature Reviews | Molecular Cell Biology

Fonte: Thle (1995)
Figura 3 - Ativacdo da via JAK/STAT, dimerizacdo da molécula STAT, seguido de

translocagdo nuclear ¢ ativacdo da transcricao.

A proteina STATI funciona como mediadora de vérias citocinas, principalmente IFN-
v, sendo descrita como envolvida no processo de supressdo tumoral, e age através do sistema
imune inato e adaptativo, colaborando na elimina¢ao de virus, bactérias e de células anomalas
recém transformadas (Meraz et al. 1996). Além disso, aumenta a atividade das células
dendriticas e dos macrofagos citotoxicos, promovendo um incremento no processamento e

apresentacdo dos antigenos e na destruicdo das células oncogénicas (Shuai e Liu 2003).
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Também participa na diferenciacdo das células B e T (Quigley et al. 2008; Barbi et al. 2009).
A deficiéncia da STATI1 predispde a multiplas variedades de neoplasias intra-epiteliais em
modelo animal, sendo que a sua expressao no epitélio tumoral e no estroma contribuem para
seu efeito anti-tumoral (Schneckenleithner et al. 2011). Tem sido demonstrado uma tentativa
de evasdo tumoral dos efeitos da resposta imunologica através do bloqueio das atividades anti-
tumorais da STATI1, por meio da diminui¢do da sua expressao ou bloqueio da sua ativacao
(Dunn et al. 2006).

Por outro lado, apesar da atividade anti-tumoral da STAT1 nas neoplasias iniciais, tem
sido descrito sua participagdo na progressao de tumores ja estabelecidos, além de alterar a
resposta tumoral aos tratamentos preconizados. O aumento da expressdo da STAT1 nas células
tumorais foi associado ao aumento da incidéncia de metéstases no cancer de pulmao (Efimova
et al. 2009). Alguns autores demonstraram uma correlagdo da atividade da STATI e a
progressdo tumoral nos casos de carcinoma ductal invasivo e in situ de mama (Hix et al. 2013).
Em contrapartida, outros estudos demonstraram bom prognostico em tipos estabelecidos de
cancer de mama associados a sua ativacao (Legrier et al. 2016). STAT]I ¢ o principal fator de
transcri¢do associado a resisténcia de diversos tipos de cancer a radioterapia (Liu et al. 2020).

Em comparagdo com os outros membros da familia STAT, os estudos sobre STAT4 sdo
limitados. A STAT4 age como fator de transcri¢do para sintese de IL-12 especificamente e
participa da atividade de inimeras células do sistema imune, estando envolvida com a supressao
tumoral (Kaplan et al. 1998). A expressdo da STAT4 ¢ vista no timo, testiculos e células
mieloides. A diferenciagdo de linfocitos T naive em células Thl requer a agao da IL-12 e IFN-
v, 0s quais levam a ativagdo da STAT4 e STATI, respectivamente. Através da sinalizagdo via
TCR, IFN-y e STAT1 induzem a expressdo de T-bet em células T CD4". De forma subsequente,
a expressao de T-bet ¢ conduzida pela IL-12 e STAT4, sem a estimulagdo via TCR (Hix et al.
2013) (Figura 4).
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Fonte: Szabo et al. (2002)
Figura 4 - Sinalizacdo e transcri¢do na diferenciacdo Thl. Indugdo de T-bet e [IFN-y pelo TCR,
seguido pela ativagdo de STAT4 e STATI.

As células NK (do inglés Natural Killer cells) sdo grandes células granulares que fazem
parte de um subgrupo unico de linfocitos, pois caracterizam-se pela expressdo da molécula
CD56 e auséncia da CD3, ou seja, ndo expressam receptores de linfocitos T ou B.
Correspondem a cerca de 5 a 15% das células mononucleares do sangue periférico de individuos
sadios e participam do sistema imune inato, sendo importantes na resposta inicial contra as
c¢lulas malignas e os patégenos (Zhao et al. 2015). Destroem as células tumorais ou infectadas
liberando no citoplasma potentes granulos contendo perforina e granzima, ou ativando
receptores de morte celular na superficie da membrana (Screpanti et al. 2001). S3o ativadas em
resposta a citocinas, principalmente IL-12, produzidas pelos macréfagos e DCs. Também atuam
reconhecendo e destruindo células que ndo expressam ou nao possuem a molécula propria de
MHC I (Figura 5). As células NK também secretam citocinas, dentre elas o IFN-y, agindo
coordenadamente com outras células do sistema imunologico, como as DCs e os linfocitos T,

para exercer atividades anti-tumorais.
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Fonte: Gotthardt e Sexl (2017)

Figura 5 - Ativagdo das NK feita através da integracdo dos sinais de ativagdo e receptores

inibitorios. (a) receptor reconhecendo molécula MHC I e promovendo inibigdo. (b) auséncia da molécula MHC

1, levando a ativagdo da célula NK e liberagdo dos granulos citotoxicos, promovendo processo de apoptose.
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2 JUSTIFICATIVA

O cancer de pénis ¢ um problema de satude publica em paises em desenvolvimento. Em
diversas ocasides o diagnostico ¢ feito em fase tardia, prejudicando a terapéutica e aumentando
a morbi-mortalidade cancer especifica. Trata-se de doenca mutilante, onde o tratamento
realizado ¢ frequentemente através de amputagdo peniana parcial ou total, podendo causar
disfungdo urindria e sexual, além de comprometimento estético, psicologico e da qualidade de
vida. Em casos de metastases linfonodais, além de ser o principal fator de mal prognostico, a
linfadenectomia esta associada a elevado indice de complicag¢des, como linfedema, necrose de
pele e infeccdo de ferida operatoria.

Em paises em desenvolvimento como o Brasil, o 6nus social desta neoplasia ¢
expressivo, ndo somente pela alta incidéncia da doenga, como também pelo retardo no
diagnostico, levando a detec¢do dos casos em estagios avancados, causando maior tempo de
internacao hospitalar e aumento do custo de tratamento. Mesmo em paises desenvolvidos, o
CaPe nao tem demonstrado melhora da sobrevida cancer especifica nas ultimas trés décadas,
diferentemente de outros tipos de cancer.

O cancer de pénis ¢ patologia pouco pesquisada no meio cientifico, sendo que a maioria
das informagdes provém de estudos retrospectivos. Estudos em humanos tém demonstrado uma
significativa associag@o entre a resposta imunoldgica e a clinica no tratamento de pacientes com
diversos tumores sélidos. Nas ultimas décadas, houve um enorme avango da compreensao da
tentativa tumoral de escapar do sistema imune, assim como das formas de evitar essa evasao e
melhorar o tratamento contra o cancer. A avaliacdo do infiltrado linfocitario tumoral nos
pacientes oncologicos t€m sido cada vez mais estudado no meio cientifico. Entretanto, existem
poucos estudos até o momento que avaliem a resposta imune celular no sangue periférico com
énfase na expressao das STATs em pacientes com CaPe. Por isso, a investigagdo dos fatores de
transcricdo e transdugdo associados a resposta imune do tipo Th1, como STATI1, STAT4 e T-
bet, ainda configuram um grande desafio para ciéncia atual. Com o desenvolvimento da
imunoterapia contra o cancer, o conhecimento sobre a resposta imune no CaPe ¢ fundamental
para potencializar e fornecer opgoes terapéuticas, além de diminuir os efeitos adversos do seu

tratamento.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressao dos fatores de transcrigdo STAT1, STAT4 e T-bet em linfocitos T

de pacientes com carcinoma escamoso de pénis.

3.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

No sangue periférico de pacientes com carcinoma escamoso de pénis e controles:

. Avaliar os niveis de linfécitos T totais e subpopulagdes, células B e de Natural Killer
(NK) e dos fatores de transcricdo STAT1, STAT4 e T-bet;

. Associar os niveis de linfocitos T totais e subpopulagdes, células B e de NK e dos fatores
de transcri¢do STAT1, STAT4 e T-bet com as caracteristicas clinicas dos pacientes;

o Correlacionar os niveis de expressao entre STAT1 vs STAT4, STAT4 vs T-bete STAT]I
vs T-bet.
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4 MATERIAIS E METODOS

41 DETALHES E ASPECTOS ETICOS DO ESTUDO

Estudo transversal realizado no Hospital de Cancer de Pernambuco (HCP) e Laboratorio
de Pesquisa Translacional do Instituto de Medicina Integral Prof. Fernando Figueira (IMIP), no
periodo de margo de 2015 a dezembro de 2017.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Hospital
de Cancer de Pernambuco sob o nimero CAAE n° 52507115.9.0000.5205 (Anexo 1), seguindo
a Resolugdo 466/12 do Conselho Nacional de Satde do Ministério da Saude. Todos os
participantes foram incluidos no estudo apds assinatura do Termo de Consentimento Livre

Esclarecido (TCLE - Apéndice 1).

4.2 POPULACAO DE ESTUDO

Foram pacientes com diagnostico histoldgico de carcinoma escamoso de pénis e idade
acima de 18 anos. O grupo-controle foi composto por voluntarios do sexo masculino com idade

acima de 18 anos.

43 CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE

4.3.1 Critérios de Inclusao

. Idade acima de 18 anos;

o Pacientes submetidos a estadiamento por exame clinico, radioldégico ou
anatomopatologico;

. Pacientes submetidos a tratamento cirurgico;

o Andlise histopatoldgica do tumor realizada por dois patologistas.

4.3.2 Critérios de Exclusio
o Pacientes com diagnoéstico de infec¢ao por HIV, hepatites virais e HTLV;

. Pacientes sem historia de outros tumores.
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44 PROCEDIMENTOS DE CAPTACAO DE PACIENTES E CONTROLES

Os pacientes foram incluidos no estudo apds o consentimento em participar do estudo e
a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE — Apéndice 1). Foram
identificados 68 pacientes com cancer de pénis com idade acima de 18 anos; destes, 38
pacientes foram excluidos do estudo por nao preencherem os critérios de inclusao (avaliagao
histologica da biopsia realizada por dois patologistas). A confirmagdo diagnostica de tumor de
pénis foi realizada pelo patologista Dr. Sérgio Ricardo Soares de Moura, do laboratério de
anatomopatologia do HCP por meio da biopsia do tecido. A revisdo da analise histologica da
biopsia tumoral foi realizada pelo patologista Prof. Dr. Fernando Augusto Soares. A coleta dos
dados clinicos foi realizada por meio da ficha clinica padronizada para o estudo (Apéndice 2).
Quando necessario, foi realizada busca dos prontuarios para obtengdo de informagdes clinicas
adicionais.

Foram avaliados um total de 30 pacientes com diagnodstico histologico de carcinoma
escamoso de pénis e idade acima de 18 anos. O grupo-controle foi composto por 15 voluntarios
do sexo masculino com idade acima de 18 anos, assintomaticos e sem histdrico pregresso ou
familiar de cancer, sendo eles acompanhantes dos pacientes os quais concordaram em participar

do estudo.

4.5 TESTES LABORATORIAIS

4.5.1 Imunofenotipagem por Citometria de Fluxo

O volume de 4 mL de amostra de sangue venoso dos pacientes antes do tratamento
cirargico foi coletado em tubos com 4&cido etilenodiamino tetra-acético - EDTA (BD
Vacutainer®) e mantido a temperatura ambiente (24 °C). O tempo entre a coleta ¢ o
processamento foi de até 60 minutos. Antes do processamento, o tubo com amostra de sangue
foi colocado no equipamento homogeneizador (BD Bioscience) e, em seguida, foi analisado
por citometria de fluxo.

As células foram fixadas com 100 uL. de BD Cytofix/Cytoperm™ pré-aquecido e
incubadas por 10 minutos a 37 °C. Em seguida, apos centrifugacao a 250 x g por 8 minutos,
foram adicionados 5 pL de anticorpos monoclonais anti-CD3 (marcador de linfocitos T), anti-
CD4, anti-CDS8, anti-CD20 (marcador de linfécitos B) e anti-CD16-56 (Marcadores de células

NK) (BD Biosciences, USA). Os anticorpos monoclonais sdo adquiridos comercialmente
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conjugados a fluéforos, como PE, FITC, PerCP e PECY-7, que diferem um do outro em relagao
a cor que emitem.

Os fatores de transcri¢ao STATI1, STAT4, e T-Bet sdo expressos no interior das células.
Para detec¢do dessas proteinas, foi realizada a permeabilizacdo das células, utilizando os
reagentes BD™ Phosflow (BD Biosciences, USA). Apds incubacdo de 20 minutos a
temperatura ambiente e protegido da luz, as células foram permeabilizadas com 750 pL de
Perm Buffer 11l (BD Biosciences, USA) a 4 °C e incubadas por 30 minutos submergidas no
gelo, protegidas da luz. Em seguida, as células foram lavadas com 3 mL de PBS, centrifugadas
a 250 x g por 8 minutos, e o sobrenadante foi descartado. Foram realizadas 3 lavagens com
PBS. Posteriormente, foi realizada a marcagao intracelular com os anticorpos monoclonais anti-
STATI, anti-STAT4, anti-T-bet, sendo incubado por 40 minutos protegido da luz. Em seguida,
uma nova etapa de lavagem foi realizada, o sobrenadante descartado e as células foram
ressuspendidas em 300 uL de Stain Buffer e realizada aquisi¢do no citometro de fluxo. Apoés as
lavagens, foi realizada aquisi¢ao de 50.000 eventos celulares no equipamento FACSVERSE]
(Becton Dickinson, Sunnyvale, CA), e as analises foram realizadas no programa FACSSUITE

(Becton Dickinson, Sunnyvale, CA) e expressas em valores percentuais.

4.6 ANALISES ESTATISTICAS

4.6.1 Analises Descritivas e de Associacao

A andlise descritiva das caracteristicas clinicas foi realizada por meio de medidas de
tendéncia central (média e mediana) e de dispersdo (desvio padrdo, valores minimo € maximo)
para as variaveis quantitativas e de frequéncias absoluta e relativa para as variaveis qualitativas.
Para a avalia¢do da distribui¢do das variaveis quantitativas, foi realizado o teste de Shapiro-
Wilk. As variaveis quantitativas com distribui¢do ndo normal foram apresentadas em valores de
mediana e intervalo interquartil (IQR: 25-75%). Teste ndo paramétrico de Mann-Whitney foi
utilizado para comparagao entre dois grupos. Foi adotado o nivel de significancia estatistica de
p<0.05. A analise estatistica foi realizada por meio do programa graphpadprism v6.0 (Graphpad

software, San Diego, CA)

4.6.2 Analise de Correlacao
Para as andlises de correlacdo, foi utilizado o teste ndo paramétrico de Spearman
(distribui¢ao ndo normal). Os niveis de correlagdo foram classificados segundo o valor do

coeficiente (r) em desprezivel (entre 0,00 e 0,3), baixo (entre 0,30 e 0,50), moderado (entre 0,50
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e 0,70), alto (entre 0,70 ¢ 0,90) e muito alto (entre 0,90 e 1,00) (Mukaka 2012). Foi considerado
significativo, quando se obteve um valor de p<0,05. A anélise estatistica foi realizada por meio

do programa graphpadprism v6.0 (Graphpad software, San Diego, CA).

Mauro Ricardo Lima Marques



e

RESULTADOS
&~




Resultados

5 RESULTADOS

51 DESCRICAO DAS CARACTERISTICAS CLINICAS

22

Foram avaliados os dados clinicos ¢ demograficos de 30 pacientes com diagndstico

cancer escamoso de pénis. A maioria dos pacientes tinha idade inferior a 65 anos (73,3%).

Quanto ao tamanho do tumor, 40% dos pacientes apresentaram tumores menores que 3,5 cm,

enquanto 60% foram maiores ou iguais a 3,5 cm. Houve a presenca de invasdo perineural em

36,7% dos tumores. Quanto ao grau histopatologico, G1, G2 e G3, observamos 10,5%, 73,7%

e 15,8%, respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1 - Descricdo da frequéncia absolutas e relativas das caracteristicas clinicas dos
pacientes com cancer escamoso de pénis

CARACTERISTICAS N=30

N (%)
IDADE
< 65 anos 22 (73,3%)
> 65 anos 8 (26,6%)
TAMANHO DO TUMOR
<3,5cm 12 (40,0%)
>3,5cm 18 (60,0%)
INVASAO PERINEURAL
Sim 11 (36,7%)
Nio 19 (63,3%)
GRAU
1 2 (10,5%)
2 14 (73,7%)
3 3 (15,8%)
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5.2 ANALISES DOS NiVEIS DE LINFOCITOS TCD3*, TCD4", TCD8*, B E
CELULAS NK

- Entre os pacientes com cancer de pénis (CaPe) e controles saudaveis (CTRL)

Foi observado reducdo dos niveis percentuais de linfocitos B no sangue periférico de
pacientes com CaPe quando comparado aos controles (p=0.0002). Para as demais populacdes

celulares, ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas (Figura 6).
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Figura 6 - Analises dos valores percentuais de T CD3", T CD4", T CD8", linfocitos B e células

NK no sangue periférico de pacientes com cancer de pénis (CaPe) e grupo controle (CTRL). Os

graficos foram representados em mediana e interquartil (25-75). Foi considerado significativo p < 0.05. Ns: ndo

significativo.
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5.3 ANALISES DOS NiVEIS DE STAT1, STAT4 e T-bet EM LINFOCITOS T

- Entre os pacientes com cincer de pénis (CaPe) e controles saudaveis (CTRL)

Verificou-se que o grupo dos pacientes apresentou niveis percentuais elevados de
linfécitos T com expressdao de STATI e STAT4 quando comparados ao grupo controle
(p=0,004 e p=0,008, respectivamente). Ja o percentual de linfocitos T com expressdo de T-bet

foi menor ao comparar com o grupo controle (p=0,02) (Figura 7).
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Figura 7 - Analises dos valores percentuais de linfocitos T com expressao de STATI1, STAT4

e T-bet no sangue periférico de pacientes com cancer de pénis (CaPe) e grupo controle (CTRL).
Os graficos foram representados em mediana e interquartil (25-75). Foi considerado significativo p < 0.05. Ns: ndo

significativo.
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54 ANALISE DOS PERCENTUAIS DE LINFOCITOS T CD3+, T CD4+, T
CD8+, BE NK DE ACORDO COM O TAMANHO DO TUMOR <3,5E >3,5cm

Foi realizada a analise dos percentuais de linfocitos T totais (T CD3"), T CD4", T CD8",
B e NK no sangue periférico de pacientes com tamanho tumoral < 3,5 cm e > 3,5 cm. Observou-
se que pacientes com tumores < 3,5 cm apresentavam niveis percentuais elevados de células T
CD8", quando comparados com aqueles com tamanho > 3,5 cm (p= 0,04). Para as demais

populagdes celulares estudadas, nao foram observadas diferenga estatisticamente significativas

(Figura 8).
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Figura 8 - Analises dos valores percentuais de T CD3", T CD4", T CD8", linfocitos B e células

NK no sangue periférico de pacientes com cancer de pénis com tumores < 3,5 cm e > 3,5 cm.

Os graficos foram representados em mediana e interquartil (25-75). Foi considerado significativo p < 0.05. Ns: ndo

significativo.
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5.5 ANALISES DOS NiVEIS DE STAT1, STAT4 e T-bet EM LINFOCITOS T
DE ACORDO COM O TAMANHO DO TUMOR <3,5E >3,5 cm

Nao foram observadas diferengas estatisticamente significativas entre os grupos de

pacientes com CaPe relacionando-os com o tamanho tumoral < 3,5 ¢ > 3,5 cm (Figura 9).
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Figura 9 - Analise dos percentuais de linfocitos T com expressao de STAT1, STAT4 e T-bet

no sangue periférico dos pacientes com CaPe com tamanho do tumor <3,5 e > 3,5 cm. Os graficos

foram representados em mediana e interquartil (25-75). Foi considerado significativo p < 0.05. NS: ndo

significativo.
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5.6 ANALISE DOS PERCENTUAIS DE LINFOCITOS T TOTAIS, T CD4%, T

CDS", BE NK

- Entre pacientes com e sem invasio perineural

Verificou-se que os pacientes com auséncia de IPN (IPN-) obtiveram niveis percentuais
elevados de linfécitos T CD8" quando comparados aos pacientes IPN+, (p=0,04). Nio houve

diferencga estatisticamente significativa para as demais populacdes de células entre os grupos

analisados (Figura 10).
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Figura 10 - Analises dos valores percentuais de T CD3, T CD4, T CD8, linfocitos B e células
NK no sangue periférico de pacientes com cancer de pénis com presenca de invasdo perineural

(IPN+) e auséncia de IPN (IPN-). Os gréificos foram representados em mediana e interquartil (25-75). Foi

considerado significativo p < 0.05. NS: ndo significativo.
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5.7 ANALISES DOS NiVEIS DE STAT1, STAT4 e T-bet EM LINFOCITOS T

- Entre pacientes com e sem invasio perineural

Verificou-se que os pacientes com I[PN-obtiveram niveis percentuais elevados de
linfécitos T com expressao de STATI1, STAT4 e T-bet quando comparados ao grupo de
pacientes com IPN+ (p=0,0004, p=0,02 e p=0,0001, respectivamente) (Figura 11).
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Figura 11 - Analise da expressdao de STAT1, STAT4 e T-bet no sangue periférico dos pacientes

com CaPe com (IPN+) e sem Invasao Perineural (IPN-). Os gréficos foram representados em mediana

e interquartil (25-75). Foi considerado significativo p <0.05. NS: ndo significativo.
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5.8 ANALISE DA CORRELACAO ENTRE STAT4/STAT1, T-BET/ STAT1 E
T-BET/ STAT4 NOS PACIENTES E CONTROLES

Nas analises de correlacdo entre STAT4 ¢ STATI1, T-bet ¢ STAT1 ¢ T-bet ¢ STAT4,
foram observadas correlagdes entre T-bet e STAT4 nos pacientes com CaPe (r=0,58; p=0.02).

Nas demais anélises, ndo houve diferenca significativa na correlacdo entre STAT4 e STATI,

T-bet e STATI e T-bet e STAT4 no grupo controle (Figura 12).
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Figura 12 - Correlagdo entre STAT4 e STATI, T-bet e STATI, e T-bet e STAT4 no grupo

cancer de pénis e no grupo controle. Teste de correlagio de Spearman. Foi considerado significativo p <

0.05.
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6 DISCUSSAO

O CaPe pode ocorrer em qualquer idade, porém o pico de incidéncia ocorre em torno da
sexta década de vida (Calmon et al. 2011). Estudo com 283 pacientes no Brasil, demonstrou
incidéncia de 59,33% em individuos com menos de 65 anos de idade, sendo 19,41% com menos
de 46 anos e 3,53% com menos de 26 anos (Favorito et al. 2008). Os estados do Maranhdo e da
Bahia, ambos no nordeste brasileiro, apresentaram incidéncia em individuos com menos de 40
anos de idade em 19,7% e 17% dos casos, respectivamente (Paiva et al. 2015; Coelho et al.
2018). No nosso estudo, 22 pacientes dos 30 avaliados (73,3%) tinham menos de 65 anos de
idade, enquanto 8 (26,6%) tinham 65 anos ou mais. Estes dados estdo de acordo com a literatura
médica internacional.

Ao avaliarmos o grau histologico tumoral, observamos tumores G1 (baixo grau) em
10,5%, G2 (grau moderado) em 73,5% e G3 (alto grau) em 15,8%. O alto grau tumoral tem sido
descrito na literatura como fator preditivo de metastase linfonodal e pior progndstico no CaPe.
Estudo brasileiro publicado pela Universidade Federal do Piaui em parceria com o
A.C.Camargo Cancer Center em 2016, acompanhando 163 pacientes por trés ou mais anos,
demonstrou que o Grau 3 foi o principal fator prognostico independente de sobrevida cancer
especifica no CaPe (Aita et al. 2016). Outro estudo brasileiro envolvendo 648 pacientes,
demonstrou alta sobrevida cancer especifica ao longo de 10 anos em tumores Grau 1, quando
comparados aos Grau 2 e 3 (Ornellas et al. 2008). Em Meta-andlise realizada em 2019,
abrangendo 25 estudos e totalizando 2.680 pacientes com CaPe, 1.028 individuos (38%)
apresentaram tumores Grau 1 e 1.652 (62%) tumores Grau 2 e 3 e demonstrou que os dois
ultimos foram preditores significantes de metastase linfonodal, tanto em analise univariavel,
quanto multivariavel (Hu et al. 2019).

Esta mesma Meta-analise também demonstrou que o tamanho tumoral (>3,0 cm) foi
reportado como fator preditor significativo de metéastase linfonodal em 4 estudos. Foi concluido
que a presenga de fatores patoldgicos invasivos como IPN, volume tumoral, invasao angio-
linfatica, profundidade da invasdo tumoral, invasdo de uretra e/ou corpo cavernoso, aumenta
significativamente o risco de metéstase linfonodal (Hu et al. 2019). No nosso estudo, 18
individuos (60%) apresentaram tumores [] 3,5 cm, enquanto 12 (40%) apresentaram tumores

[ 3,5 cm.
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Kalinsk et al. em 2005 e Kalos e June et al. em 2013, demonstraram que a resposta
imunolégica, através do maior ntimero e atividade de linfocitos T citotoxicos e células NK no
sangue periférico e no infiltrado tumoral, esta fortemente correlacionada com melhora do
prognostico, diminuicao do volume tumoral e aumento da sobrevida dos pacientes com cancer.
Segundo Dudley e Rosenberg em 2003 e Mellman et al. em 2011, a imunoterapia aumenta a
resposta imunoldgica contra células malignas, através da estimulagdo de componentes
especificos do sistema imune. Nhung et al. em 2018, demonstrou que a imunoterapia, atraveés
da expansio clonal autdloga Ex vivo de células NK e linfocitos T CD8" provenientes do sangue
periférico de pacientes com cancer de pulmao, melhorou a qualidade de vida. Quando associada
aos tratamentos oncoldgicos preconizados (cirurgia, quimioterapia e radioterapia), a
imunoterapia aumenta a eficacia em cerca de 30%, demonstrando a importancia do sistema
imunoldgico no combate contra o cancer (Terunuma et al. 2013). Porém, nem todos os tipos de
cancer respondem da mesma forma & imunoterapia e compreender sua resposta imune anti-
tumoral é fundamental para a melhoria do tratamento.

As células NK tém participacdo importante na imunidade inata e conhecida atividade
citotoxica contra células tumorais, sem sensibilizagdo prévia (Cheng et al. 2013; Zhao et al.
2015). E comum as alterages na expressio de proteinas na superficie de células malignas. As
células NK reconhecem estas alteracdes e promovem a eliminacao de células anomalas, porém
a tentativa tumoral de evasao do sistema imune € reconhecida como uma das caracteristicas do
processo oncogénico. Segundo Ames e Murphy (2014), as células NK sdo encontradas
principalmente no sangue e raramente no infiltrado tumoral. A quantidade de células NK, assim
como sua produgdo de citocinas ¢ a expressdo de receptores ativos, estdo diminuidos em
pacientes oncoldgicos (Sutlu e Alici 2009). Elas agem através de receptores naturais de
citotoxidade, que pertencem a superfamilia das imunoglobulinas, e reconhecem antigenos
tumorais expressos na leucemia, linfoma, melanoma e no carcinoma, segundo Brandt et al.
(2009). O microambiente tumoral constitui um desafio para a acdo das células NK devido a
supressao cronica do sistema imune, dificultando a infiltracdo e ativagdo dentro dos ninhos
tumorais (Vitale et al. 2014).

Devido a capacidade de producado de citocinas pro-inflamatdrias, as células NK podem
reverter o efeito anti-inflamatdrio do microambiente tumoral e potencializar a resposta imune
adaptativa, promovendo diferenciacao, ativagao e o recrutamento de células imune para a area
tumoral. A Imunoterapia com transferéncia de células NK tem se mostrado promissora no
tratamento de varios tipos de cancer e ja vem sendo estudada como opgao no tratamento do

cancer de pénis (Pan et al. 2013; 2014). Estudo brasileiro avaliou as células mononucleares do
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sangue periférico de 39 pacientes com CaPe e demonstrou diminui¢ao significativa da atividade
das células NK neste grupo em comparagdo com o grupo controle, embora a presenca de
metéstase nao tenha demonstrado diferenca estatisticamente significativa (Campos et al. 1998).
Apesar disso, ndo observamos achados estatisticamente significativos ao analisarmos os niveis
de células NK circulantes no grupo CaPe comparando-os com o tamanho tumoral, IPN e com
o grupo controle.

Ao compararmos o percentual de linfocitos T CD3", T CD4", T CD8" no sangue
periférico do grupo CaPe com o grupo CTRL, ndo observamos diferengas estatisticamente
significantes. Porém, ao analisarmos o grupo CaPe estratificando pelo tamanho tumoral
(<3,5cm e >3,5cm), observamos uma diferencga estatisticamente significativa no percentual de
linfocitos T CD8". Os pacientes com tumores <3,5 cm apresentaram percentual de linfocitos T
CD8" maior quando comparados com os tumores >3,5 cm (p=0,01). Além disso, observamos
maior percentual de linfocitos T CD8" no sangue periférico de pacientes com auséncia de
invasao perineural (IPN), quando comparados com IPN positiva, sendo achado estatisticamente
significativo (p=0,04). Quatro estudos analisados através de Meta-analise publicada em 2019
demonstram que tanto o volume tumoral, quanto a IPN sdo fatores preditivos positivos para
metastase linfonodal (Hu et al. 2019). Estes achados sugerem que a presenca de fatores de pior
prognoéstico oncoldgico no CaPe, como maior volume tumoral e IPN, estd associada com
alteragdes da resposta imune celular, caracterizada pelo menor percentual de linfocitos T
citotoxicos circulantes, e consequentemente, comprometimento da resposta anti-tumoral.
Estudo realizado em 2018 pelo grupo de Amsterdam, analisando o valor prognoéstico de fatores
imunolégicos no microambiente tumoral em 213 individuos com CaPe, demonstrou valores
mais elevados de linfocitos T CD8" e de linfocitos T-Reg no estroma do que na area tumoral,
ndo havendo diferencas quanto ao status de HPV. Demonstrou ainda que a baixa infiltracdo de
linfocitos T CD8" no estroma esta associado com metastase linfonodal (Ottenhof et al. 2018).

As células B tém um importante papel na modulagao da resposta imune contra o cancer,
inibindo o desenvolvimento tumoral através da produgdo de anticorpos, identificando e
reconhecendo antigenos tumorais, ativando a cascata de complementos, promovendo a acao
citotoxica das células NK, fagocitose pelos macrdofagos e participando da ativagao dos linfocitos
T. E o segundo tipo de linfocito mais abundante no microambiente tumoral.

Em contrapartida, as células B também podem inibir a resposta imune anti-tumoral.
Células B regulatorias podem suprimir a resposta Thl e a a¢do dos linfocitos T CD8". Ratos
com deplecdo de células B apresentaram maior resisténcia ao desenvolvimento de

fibrosarcoma, crescimento tumoral lento e diminui¢do da incidéncia de metastase pulmonar
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(Brodt e Gordon 1978). Alguns anticorpos anti-tumorais, produzidos pelas células B, podem
gerar imuno complexos circulantes (ICC). Esses ICC estao associados a mal progndstico, pois
nao se correlaciona com atividade anti-tumoral (Tan e Coussens 2007; Kumar et al. 2009). Esta
relagdo pro-tumorigénica e ICC também foi demonstrada por de Visser et al. em 2005,
utilizando um modelo de camundongo geneticamente modificado para CEC. As células B
também podem promover um aumento da angiogé€nese ¢ da linfangiogénese, provocando
aumento tumoral e do risco de metastases. Estudos tém demonstrado aumento na populagdo de
c¢lulas B circulantes e no microambiente tumoral. Nosso estudo ndo demonstrou resultados
estatisticamente significativos ao analisarmos os linfocitos B relacionando-os com o tamanho
tumoral e IPN nos pacientes com CaPe. Porém, observamos um maior percentual de linfocitos
B no sangue periférico do grupo controle quando comparado ao grupo CaPe, sendo achado
estatisticamente significativo (p=0,0002). Estes dados sugerem que a resposta imunologica,
através dos linfocitos B, esteja alterada em pacientes com CaPe, contribuindo para o
desenvolvimento tumoral.

STATI ¢ um mediador de imunidade essencial contra microorganismos € tumores. As
principais citocinas envolvidas nas atividades da STATI, IL-12 e IFN, tém participacdo
fundamental na regulacdo das células NK. Auséncia de atividade da STAT]1 estéd associada a
prejuizo da citotoxidade das células NK, contribuindo para maior sobrevida tumoral (Lee et al.
2000; Putz et al. 2016). Dalton et al. em 1993, corroborou estes achados, demonstrando redugao
das atividades das células NK em ratos com deficiéncia de IFN-y e enfatizando a importancia
do papel do IFN, ndo apenas como efetor das agdes das NK, como também modulador da
atividade in vivo.

A participagao da STATI1 tem sido demonstrada na supressdo tumoral em varias
malignidades através do sistema imune efetor. Crncec et al. em 2018, demonstrou a supressao
tumoral promovida pela STAT1 no cancer colo-retal associado a colite nos homens e ratos do
sexo masculino. Holthof et al. em 2017, por sua vez, demonstrou que a diminui¢ao na expressao
de STATI no CEC de vulva esta associado a variantes de maior agressividade, aumento da
incidéncia de metéstases e da recorréncia tumoral.

Em contrapartida, outros estudos tém demonstrado uma relacdo positiva entre a
expressdo de STATI e a oncogénese. Kharma et al. (2014) definiu STATI como promotor
oncogénico no carcinoma endometrial papilar seroso, modulando a progressao tumoral com
pior prognoéstico e sugerindo a STATI como novo alvo na terapia molecular. A literatura
médica tem demonstrado resultados conflitantes na participacdo das STATs na oncogénese,

quando avaliado o tipo tumoral ¢ o estadiamento, além de alteragdes na resposta ao tratamento.
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Segundo estudos de Wang et al. (2015) e Li et al. (2016) os niveis de STAT4 estao
diminuidos nos pacientes com carcinoma hepatocelular e foi negativamente correlacionado com
estadio TNM, embolo tumoral de veia porta, nimero de linfonodos comprometidos e cirrose,
demonstrando sua a¢do na supressdo tumoral, podendo ser um potencial alvo para terapia
molecular. Até o momento, pouco se sabe sobre a expressdao das STATs no CaPe.

Nosso estudo demonstrou niveis percentuais elevados de linfocitos T circulantes com
expressao de STAT1 e STAT4 no grupo CaPe quando comparados ao grupo controle, sendo
achado estatisticamente significativo (p=0,004 e p=0,008, respectivamente). Apesar disto,
observamos diminui¢ao da expressdo de T-bet em comparacdo ao grupo controle. Estes dados
sugerem a ativacao da via de sinalizagdo STATI e STAT4 pelo sistema imune dos pacientes
com CaPe, porém comprometimento da resposta Thl demonstrado pela diminui¢do da
expressao de T-bet.

Quando comparado ao tamanho tumoral, ndo houve diferenca estatisticamente
significativa em relagdo a expressdo de STATI, STAT4 e T-bet nos pacientes com CaPe.
Porém, observamos elevacao da expressdo destes trés fatores em pacientes com IPN- em
comparagao com IPN+, sendo achado estatisticamente significativo. Como a presenca da IPN
nos tumores tem sido demonstrada como fator de pior prognostico, ao demonstrarmos
diminui¢ao da expressao da STATI1, STAT4 e T-bet em individuos com CaPe e presenga de
IPN, sugerimos que a expressao destes fatores estd associada com a atividade imune anti-
tumoral.

Em relagdo as analises de correlagdo entre STAT4 e STATI1, T-bet e STAT1 e T-bet e
STAT4, no grupo CaPe e no grupo controle, observamos correlagdo positiva apenas na relagao
T-bet/ STAT4 no grupo CaPe (1=0,58) (p=0,002). Desta forma, demonstramos uma relagao
proporcional entre T-bet e STAT4 nos pacientes com CaPe. A expressdo de T-bet ¢ induzida
via TCR e IFN-y — STATI1 a produzir precursores de células Th e ¢ conduzida de forma
subsequente, pela IL-12 — STAT4, sem a estimulacdo TCR. Esta interrup¢do da sinalizagao
TCR ¢ necessaria para T-bet induzir a expressao de receptores para IL-12, o que leva a uma
amplificagdo da expressdo de T-bet. Ou seja, a correlacdo positiva entre STAT4 e T-bet
observada nos pacientes com CaPe ¢ importante para a amplificagdo da resposta Thl. Como
observamos um déficit de resposta via STAT4, sugerimos comprometimento da resposta imune
anti-tumoral nos pacientes com CaPe.

Apesar dos dados conflitantes observados na literatura a respeito da atuagao da familia
STAT nos diferentes tipos de cancer, nosso estudo demonstra participacao das STAT1 e STAT4

na resposta imune anti-tumoral no CaPe. A nossa casuistica foi fator limitante para algumas
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analises, como inclusdo do estudo da presenga do HPV, invasdo angio-linfatica, presencga de
metastase linfonodal. Desta forma, esperamos que novos estudos possam contribuir para um
maior conhecimento nesta area e propiciar a abertura de novos caminhos na propedéutica do
CaPe, visando a diminuicao da morbi-mortalidade presente na doenga, assim como melhorar a
qualidade de vida destes pacientes.

O atual estudo demonstra o envolvimento e a importancia do sistema imune no processo
tumoral do cancer de pénis. Este foi o primeiro estudo analisando a expressdo das STATs 1 e 4
e do fator T-bet no sangue periférico de individuos com CaPe. As analises demonstraram
alteragdes na expressdo de STAT4 e do percentual de linfocitos T CD8" e células B no CaPe.
A compreensdo da imunologia tumoral ¢ fundamental para o desenvolvimento de novas terapias
contra o cancer, visando ndo apenas o tratamento, como também a diminuicao de seus efeitos

adversos.
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7

CONCLUSAO

Os resultados obtidos permitiram concluir que:

e Existem alteracdes no perfil de expressdo STAT1/STAT4 e T-bet no carcinoma
escamoso de pénis, o que podem estar associadas a comprometimento funcional dos
linfocitos T efetores do tipo Thl;

e Asalteracdes dos niveis STAT1/STAT4 e T-bet ocorreu no grupo de pacientes com
doenga avangada (IPN+);

e A redugdo dos niveis de células B e TCD8+ encontrado nos pacientes pode estar a
deficiéncia funcional de linfécitos TCD4+ do tipo Thl;

e Existem correlagdo na expressdo de T-bet/STAT4 nos pacientes com carcinoma de

pénis
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Apéndices e Anexos

Apéndice 1 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido do paciente e do controle

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto de Pesquisa: PERFIL DE EXPRESSAO DOS FATORES DE TRANSCRICAO
STAT-1, STAT-4 E T-BET NO CARCINOMA ESCAMOSO DE PENIS

Nome do Voluntario:

Vocé ¢ um paciente matriculado no HCP com diagnoéstico confirmado de cancer de pénis, em
breve, sera submetido a tratamento com cirurgia e/ou tratamento clinico. Por isso esta sendo
convidado a participar de um projeto que envolve a coleta de sangue e de um fragmento
do seu tecido tumoral. Para que vocé possa decidir se quer participar ou ndo deste projeto,
precisa conhecer seus beneficios, riscos e consequéncias. Apos receber todas as informacgdes

abaixo, vocé podera fornecer seu consentimento por escrito, caso queira participar.

PROPOSITO E OBJETIVO DO PROJETO
Este projeto ¢ um esfor¢o conjunto entre pesquisadores para utilizar os recentes avancos na
medicina na tentativa de diagnosticar precocemente casos de cancer de pénis, como também

buscar solugdes que facilitem o tratamento dos pacientes com cancer de pénis.

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

Voltamos a afirmar que vocé esta sendo convidado para participar deste estudo e, se
concordar em participar, sera necessaria a realiza¢ao de coleta de sangue bem como da coleta
de amostras do tumor (fazer biopsias). Vocé ndo precisard ser submetido a nem um
procedimento a mais, para participar desta pesquisa, j4 que poderemos aproveitar a mesma
biopsia que sera realizada para fazer o seu diagnostico.

Portanto, nada sera retirado (nenhuma biopsia sera realizada além da biopsia necessaria para
fazer seu diagnostico e tratamento). Este material serd armazenado em “congeladores” no
Laboratorio de pesquisa translacional-IMIP até o momento de ser utilizado na nossa pesquisa.
Além disso, serdo pesquisadas informagdes no seu prontudrio, como por exemplo: idade, tipo

do tumor e estadiamento do tumor ap0s a cirurgia.

Mauro Ricardo Lima Marques



Apéndices e Anexos

PARTICIPACAO VOLUNTARIA - Isto é apenas um convite.

Caso vocé nao aceite o convite para participar deste projeto de pesquisa, basta que vocé
nao assine este termo de Consentimento, e nenhuma amostra sera utilizada nem os seus registros
médicos serdo consultados.

O seu tratamento serd exatamente o mesmo, caso vocé participe ou ndo deste estudo. Nao
havera risco adicional para a obtencdo de amostras para o presente estudo. Durante o projeto,
vocé tera o acompanhamento normal junto ao seu médico do HCP, que ¢ responsavel pela sua

assisténcia.

BENEFICIOS

Possivelmente nao havera beneficio para vocé diretamente durante o seu tratamento. Pode haver
um beneficio para seus familiares no caso de uma doenga familiar ser diagnosticada.

Este estudo podera, no entanto, resultar em beneficios para outros pacientes que terdo o
diagnéstico de cancer de pénis e que irdo fazer o tratamento.

Mapeamento genético da neoplasia maligna do pénis com a possibilidade de individualizar o

tratamento para tumores mais agressivos € menos invasivo e para tumores nao agressivos.

CARATER CONFIDENCIAL DOS REGISTROS

Além da equipe de saude que cuidaré de vocé, seus registros médicos poderao ser consultados
pelo Comité de Etica do Hospital de Cancer de Pernambuco e pela equipe de pesquisadores
envolvidos. As amostras de tecido serdo processadas de tal forma, que sua privacidade e
identidade sejam preservadas. Seu nome ndo sera revelado, ainda que as informagdes de seu
registro médico sejam utilizadas para propositos educativos ou de publicagdo, que ocorrerao

independentemente dos resultados obtidos.

TRATAMENTO MEDICO EM CASO DE DANOS
Caso vocé aceite este convite e se vocé tiver a necessidade de atendimento médico, durante
ou apds este estudo, este ficara a cargo da institui¢do. Seu tratamento e acompanhamento

médico independem de sua participacao neste estudo.

CUSTOS
Caso vocé aceite este convite e se vocé tiver a necessidade de atendimento médico, vocé
ndo terd qualquer custo ou forma de pagamento pela participacdo no projeto de pesquisa. A

participagdo no projeto ¢ voluntaria, e vocé€ ndo sofrerd nem uma penalidade, caso ndo autorize
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a sua participagdo. Todo o seu tratamento e acompanhamento médico serdo os mesmos,

independente de sua decisdo de autorizar ou ndo a participagdo no projeto.

BASES DA PARTICIPACAO

Caso vocé aceite este convite, ¢ importante que vocé saiba que a sua participagao neste estudo
¢ completamente voluntaria e que vocé pode recusar-se a participar ou interromper sua
participagcdo a qualquer momento, sem penalidades ou perda de beneficios a que vocé tem
direito. Em caso de desisténcia, a equipe assistente deve ser comunicada, e a coleta de amostras
para os exames relativos ao estudo serd imediatamente interrompida.

O médico responsavel por sua internagdo pode interromper sua participacdo no estudo a
qualquer momento, mesmo sem a sua autorizagao.

Nos estimulamos voc€ ou seus familiares a fazer perguntas a qualquer momento do estudo.
Neste caso, por favor, ligue para o Dr. Mauro Ricardo Marques, no telefone (81) 99491-5901.
Se vocé tiver perguntas com relagdo a seus direitos como participante do estudo clinico, também
pode contar com uma segunda pessoa imparcial, o Comité de Etica em Pesquisa do Hospital de
Cancer de Pernambuco, Avenida Cruz Cabuga 1597, Santo Amaro, telefones (81) 3217-8197.
E-mail: cep@hcp.org.br.

Se vocé tiver alguma consideragdo ou duvida sobre esta pesquisa, entre em contato com o
Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Hospital de Cancer de Pernambuco (CEP-
HCP) que objetiva defender os interesses dos participantes, respeitando seus direitos e
contribuir para o desenvolvimento da pesquisa desde que atenda as condutas éticas.

O CEP-HCP esta situado a Avenida Cruz Cabuga 1597 - Santo Amaro. Diretoria de Pesquisa
do HCP, tel.: 3217-8197 — e-mail: cep@hcp.org.br O CEP/HCP funciona de segunda a sexta-
feira, nos seguintes hordrios: 07:00 as 11:30 (manha) e 13:30 as 16:00 (tarde).

CONSENTIMENTO

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li ou que foram
lidas para mim, descrevendo o objetivo e os testes laboratoriais que serdo realizados neste
trabalho.

Ficaram claros para mim quais sdo os objetivos do estudo, os testes laboratoriais que serdo
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes. Ficou claro também que estou isento de despesas e que terei a garantia do acesso
a tratamento hospitalar, quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste

estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante 0 mesmo,
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sem penalidades ou prejuizos ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido ou no
meu atendimento neste servigo.

Declaro estarem claros para mim quais sdo os objetivos desta atividade, como participarei, que
terei garantia de confidencialidade e a certeza de que obterei esclarecimentos a qualquer
momento bem como a retirada deste consentimento a qualquer momento. Estou ciente de que
minha participagdo ¢ isenta de despesas ou ganhos financeiros e que isso nao ird interferir no
meu tratamento.

Se os meus materiais bioldgicos guardados no Biorrepositorio do Hospital de Cancer de
Pernambuco forem utilizados em pesquisas aprovadas pelo Comité de Etica em Pesquisa,
escolho livremente a opgao abaixo assinalada:

[l Autorizo a utilizacao dos meus materiais biologicos sem necessidade de novo consentimento
a cada pesquisa.

'] Desejo ser contatado para autorizar o uso dos meus materiais bioldgicos a cada pesquisa e,
em caso de impossibilidade de contato comigo, indico que a nova autorizagdo seja fornecida

pelo senhor (a):

(nome e contato do familiar ou representante legal)

assinatura do participante

Assinatura do Responsavel Legal/Testemunha Imparcial

Recife, de 20

Dr. Mauro Ricardo Marques
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (Controle saudavel)

1. Nome Do Convidado..........oooiiiiiiiiiieccie et
Documento de Identidade N°: .......cccoeeiiriiniininiiene. Sexo: M. F.

Data Nascimento: ........ I [

ENdETrego ..ooovevieeiiieeeeeeeee e ) Apto: ............
BailTo: ceveieiieeee e Cidade
............................................................. (075 o TSRS

Telefone: Ddd (............ ) ettt et et e b e e ntbeebeeenreenns

2. ResponsSavel Legal ..........oooviiiiiiiiiecee et
Natureza (Grau De Parentesco, Tutor, Curador EtC.) .......cccccooiiiiiiiiiiniiiiececceeeee
Documento de Identidade:..........ccccooeeviinieniennnene. Sexo: M . F

Data Nascimento.: ....../......./......

ENderego: ....cocuvveeiiiiiie et N e Apto: ..eeeenee
Ballmo:. .. Cidade:.......ccovveeevveeereenne,
COP it Telefone:(............ )ttt eareas

1. Titulo do Projeto: PERFIL DE EXPRESSAO DOS FATORES DE TRANSCRICAO STAT-
1, STAT-4 E T-BET NO CARCINOMA ESCAMOSO DE PENIS

2. Pesquisadores Responsaveis: Cargo/Fungao:

Dr. Gustavo Guimaraes — Urologista do Hospital A.C.Camargo -SP

Dra. Leuridan Cavalcante Torres - Pesquisadora do Laboratério de Pesquisa Translacional do
Imip

Dr. Mauro Ricardo Marques - Urologista do HCPE

3. Unidade: Hospital do Cancer de Pernambuco, Laboratorio de Pesquisa Translacional do Imip
4. Avaliagdo do Risco da Pesquisa:

Sem Risco Risco Minimo X Risco Médio

Risco Baixo Risco Maior

5. Duragdo da Pesquisa: 48 Meses
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6. O objetivo deste trabalho ¢ estudar a imunidade dos pacientes comcancer de pénis.Portanto,

convidamos o senhor (a) para participar deste trabalho como individuo controle.

7. Os testes laboratoriais serdo relacionados com a imunidade.

8. Serdo feitas coletas de 10 mL de sangue periférico para realizacio dos testes laboratoriais.

9. Existe um risco minimo para o participante. A coleta podera provocar uma mancha vermelha
ou roxa no local da picada da agulha. Os pais dos pacientes serdo orientados de como tratar,
caso ocorra mancha vermelha ou roxa no local.

10. Nao existe beneficio direto para a pessoa convidada.

11. Os pesquisadores envolvidos com este projeto estardo disponiveis para esclarecer as duvidas
que surgirdo durante o desenvolvimento do estudo. Os principais investigadores sdo Dra.
Leuridan Cavalcante Torres e Dr. Felipe da Silva Marinho, que sao encontrados no
Departamento de Oncologia Clinica do Hospital do Cancer de Pernambuco, na Avenida Cruz
Cabuga 1597, Santo Amaro, Recife - PE (Telefone: 81 32178000). Se vocé tiver alguma
consideragdo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa do HCP, na Avenida Cruz Cabuga 1597, Santo Amaro, Recife - PE (Telefone: 81
32178000). Horario: segunda a sexta, das 8h as 12h e das 14h as 16h.

12. Os convidados poderao desistir de fazer parte da pesquisa.

13. Nao serdo divulgados os nomes dos convidados.

14. Os convidados poderao ser informados dos resultados obtidos nos testes laboratoriais.

15. Os convidados ndo terdo nem um custo pessoal durante a realizagao do trabalho, incluindo

exames e consultas. Nao havera compensacao financeira para os participantes.

16. Em caso de dano fisico, diretamente causado pela coleta de sangue, o convidado tem o

direito a tratamento médico no Hospital do Cancer de Pernambuco.

Mauro Ricardo Lima Marques



Apéndices e Anexos

17. Os pesquisadores deste trabalho se comprometem a utilizar os dados e o material coletado
somente para esta pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li ou que foram
lidas para mim, descrevendo o objetivo e os testes laboratoriais que serdo realizados neste
trabalho. Ficaram claros para mim quais sdo os objetivos do estudo, os testes laboratoriais que
serdo realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que meu filho (a) ou convidado esta isento
de despesas e que tem a garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo
voluntariamente que meu filho (a) participe (ou em participar) deste estudo e poderei retirar o
meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou
prejuizos ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido ou no atendimento neste

Servico.

1.1.1 CONSENTIMENTO

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li ou que foram
lidas para mim, descrevendo o objetivo e os testes laboratoriais que serdo realizados neste
trabalho.

Ficaram claros para mim quais sdo os objetivos do estudo, os testes laboratoriais que serdo
realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de esclarecimentos
permanentes. Ficou claro também que estou isento de despesas e que terei a garantia do acesso
a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente em participar deste
estudo e poderei retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o0 mesmo,
sem penalidades ou prejuizos ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido ou no
meu atendimento neste servigo.

Declaro estarem claros para mim quais sao os objetivos desta atividade, como participarei, que
terei garantia de confidencialidade e a certeza de que obterei esclarecimentos a qualquer
momento, bem como retirada deste consentimento a qualquer momento. Estou ciente de que
minha participagdo ¢ isenta de despesas ou ganhos financeiros e que isso ndo ird interferir no
meu tratamento.

Se os meus materiais bioldgicos guardados no Biorrepositério do IMIP/HCP/GENOMIKA
forem utilizados em pesquisas aprovadas pelo Comité de Etica em Pesquisa, escolho livremente
a opcao abaixo assinalada:

] Autorizo a utilizagdo dos meus materiais bioldgicos sem necessidade de novo consentimento

a cada pesquisa.
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] Desejo ser contatado para autorizar o uso dos meus materiais bioldgicos a cada pesquisa e,
em caso de impossibilidade de contato comigo, indico que a nova autorizagdo seja fornecida

pelo senhor (a):

(nome e contato do familiar ou representante legal)

Assinatura do participante:

Assinatura do Responsavel Legal/Testemunha Imparcial

Recife, de 20

Pesquisadores responsaveis
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Apéndice 2 - Ficha Clinica

FICHA CLINICA

Nome

Idade:

Rg:

Data

Matricula:

Localizagao da lesdo
Glande ( ) corpo( ) base( )
Linfonodos palpaveis

Sim( ) ndo( )

LHP

CEC ( ) outros( )

IHQ - pl6

Positivo ()  negativo ()
Estadiamento clinico

T n m

Cirurgia

Sim( ) ndo( ) quando
Tipo de cirurgia

Falectomia ( ) cirurgia conservadora ( )
LHP cirargico

Pt pn

Grau de diferenciagao
GL()g2()eg3()egt()
IPN

Sim( ) ndo( )

IAL

Sim () ndo( )

Margens comprometidas

Sim () ndo( )

10. Metastases linfonodais
Sim ( ) ndo( )

Linfonodo acometido
Inguinal ( ) iliaco( )
obito

Sim () ndo ( ) quando
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Anexo 1 - Parecer Consubstanciado do CEP/HCP

SOCIEDADE PERNAMBUCANA
DE COMBATE AO CANCER- %""“"“’
SPCC

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: AVAL!ACKO DA EXPRESSAO DE STAT1 E STAT4 E RESPOSTA TH1 NO CANCER
DE PENIS
Pesquisador: mauro ricardo lima marques
Area Tematica:
Versdo: 1
CAAE: 52507115.9.0000.5205
Instituigio Proponente: SOCIEDADE PERNAMBUCANA DE COMBATE AQ CANCER -SPCC
Patrocinador Principal: Fundacdo Antdnio Prudente-Hospital do Cancer-A C Camargo

DADOS DO PARECER

Numere do Parecer: 1.426.818

Apresentagio do Projeto:

Introducdo: o cancer de pénis (CaPe) € uma doenca rara em paises desenvolvidos, porém, representa um
problema de salde publica em paises em desenvolvimento. O Brasil apresenta a maior incidéncia mundial
de CaPe, chegando a atingir até 6,8 casos por 100.000 homens, principalmente na regido norte/nordeste,
onde o indice de desenvolvimento humano & o pior do pais. Seu diagnéstico ocorre geralmente de forma
tardia, retardando o tratamento e pilorando o prognéstico. O principal tipo histolégico do CaPe & carcinoma
de células escamosas (CEC), que por sua vez subdivide-se em: usual, basaldide, verrucoso, condilomatoso,
papilifero, sarcomatdide, adenoescamoso e misto. O subtipo usual € o mais comum, incidindo em cerca de
65% dos casos. O microambiente tumoral & composto por células do sistema imune, demonstrando a
tentativa de promover uma resposta antitumoral. As células Th1 atuam na imunidade celular e expressam
fatores de transcricdo como transdutor de sinal e ativador de transcricdo 1 e 4 (STAT1 e STAT4). Tanto a
STAT1, quanto a STAT4 promovem o inicio do processo de diferenciacio das células T “naive” em Th1. A
desregulacdo da via JAK/STAT leva a formacdo de tumores primarias, assim como a supressdo da resposta
imune, o que leva ao aumento da sobrevivéncia tumoral e da angiogénese. Na tentativa de elucidar os
mecanismos da resposta celular envolvidos no CaPe, o estudo inclui a avaliagédo da expressao de STAT1,
STAT4 e T-bet no infiltrado e microamabiente

Endereco: Av. Cruz Cabuga, 1597

Bairro: Santo Amaro CEP: 50.040-000
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (31)3217-8005 Fax: (81)3217-8005 E-mail: cep@hcp.org.br

Pagina 01 ée 03
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SOCIEDADE PERNAMBUCANA
DE COMBATE AO CANCER- Wﬂp
SPCC

Confinuagdo do Parecer: 1.426.815

tumoral e sangue periférico, bem como as concentragdes de citocinas produzida na resposta do tipo Th1.
Objetivo: Avaliar a expressao protéica de STAT1, STAT4 e T-bet no carcinoma escamoso de pénis.
Método: Sera realizado um estudo corte tranversal, prospectivo e translacional com dois grupos, sendo o
primeiro formado por 60 homens entre 18 e 80 anos de idade, com diagnostico de CaPe do tipo CEC usual
e 0 segundo grupo, formado por 15 homens saudaveis que ndo apresentam suspeita clinica de CaPe. O
estudo sera realizado com os pacientes no ambulatorio de Urologia do Hospital de Cancer de Pernambuco e
analises laboratoriais serdo realizadas no laboratorio de pesquisa do IMIP. O periodo de estudo sera de
Fevereiro de 2016 a Julho de 2019. Neste periodo serdo realizados: coleta de sangue periférico e tecido
tumoral, testes laboratoriais com analises dos dados, analise estatistica e elaboracio dos manuscritos para
publicacdo cientifica. A concentragdo das citocinas TH1/TH2TH17 (IL-2, IL-4 e IFN-) sera determinada nas
amostras de sobrenadante de cultura celular estimuladas com mitégenos e antigenos. A determinacdo sera
realizada por citometria de fluxo, utilizando BD TM CBA — Human TH1/TH2 Cytokines Kit. A estatistica
descritiva sera representada por tabelas de distribuicdo de fregiiéncia com medidas de tendéncia central e
de dispersao (mediana e intervalo interquartil). As comparagdes estatisticas entre os grupos serao
realizadas pelo teste T ndo paramétrico (Mann-Whitney e Kruskalls-Wallis). Serdo considerados
significatives valores de P< 0,05.

Objetivo da Pesquisa:
Avaliar a expressio protéica de STAT1, STAT4 e T-bet no carcinoma escamoso de pénis

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

PENDENCIA - PRECISAR COLOCAR OS RISCOS E BENEFICIOS DO TRABALHO
Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

PENDENCIA - PRECISAR COLOCAR OS RISCQS E BENEFICIOS DO TRABALHO
Consideragdes sobre os Termos de apresenta¢io obrigatéria:

TERMOS DE APRESENTACAO OBRIGATORIO SEM PENDENCIAS

Recomendagdes:

PRECISA ESCREVER NO PROJETO DETALHADO OS RISCOS E BENEFICIOS DO PACIENTE
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagodes:

PRECISA ESCREVER NO PROJETO DETALHADO OS RISCOS E BENEFICIOS DO PACIENTE

Consideragdes Finais a critério do CEP:
Aprovado com recomendacdes, no projeto lancado na plataforma foi explicado os riscos e beneficios do

projeto, contudo ndo fol adicionado no projeto detalhado.

Enderego: Awv. Cruz Cabuga, 1597

Bairro: Santo Amaro CEP: 50.040-000
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)3217-8005 Fax: (81)3217-8005 E-mail: cep@hcp.org.br
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SOCIEDADE PERNAMBUCANA
DE COMBATE AO CANCER- g
SPCC

Y

Confinuagdo do Parecer: 1.426.818

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arguivo Postagem Autor Situacao
Informacdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS DO_P | 14/01/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 635381.pdf 22:33:31
Outros anuencia_pdf 14/01/2016 |mauro ricardo lima Aceito
22-:32:09 Imargues

Outros anuencialab docx 13/01/2016 | mauro ricardo lima Aceito
16:43:04 | margues

Outros ficha_clinica.docx 07/01/2016 | mauro ricardo lima Aceito
17:04:23 | margues

Outros termo_de_consentimento.docx 07/01/2016 |mauro ricardo lima Aceito
16:45:36 | margues

Outros Carta_de_anuencia.docx 07/01/2016 | mauro ricardo lima Aceito
16:03:41 | margues

Projeto Detalhado / |Projeto_doutorado.docx 09/12/2015 | mauro ricardo lima Aceito

Brochura 22:08:45 |margues

Investigador

TCLE / Termos de |TCLE_CONTROLE.docx 09/12/2015 | mauro ricardo lima Aceito

Assentimento / 22:02:56 |marques

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de |TCLE.docx 09/12/2015 | mauro ricardo lima Aceito

Assentimento / 22:00:40 |margues

Justificativa de

Auséncia

Folha de Rosto folhaderosto.pdf 09/12/2015 | mauro ricardo lima Aceito
21:55:566 | margues

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagiao da CONEP:

Nao
RECIFE, 26 de Fevereiro de 2016
Assinado por:
ISABEL CRISTINA LEAL
(Coordenador)
Enderego: Av. Cruz Cabuga, 1597
Bairro: Santo Amaro CEP: 50.040-000
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Anexo 2 - Sistema de Estadiamento TNM AJCC 7¢ EDICAO

TUMOR PRIMARIO (T)

Tx Tumor primario ndo pode ser identificado

TO Sem evidéncia de tumor primario

Tis Carcinoma in situ

Ta Carcinoma verrucoso nao invasivo

Tla O tumor invade tecido conjuntivo subepitelial, sem invasio linfovascular
ou de alto grau

T1b O tumor invade tecido conjuntivo subepitelial, com invasgo linfovascular
ou de alto grau

T2 Tumor invade o0 corpo esponjoso ou cavernoso

T3 Tumor invade invasdo de uretra

T4 Tumor invade estruturas adjacentes

LINFONODOS REGIONAIS (N)

linfadenomegalia pélvica uni ou

bilateral

Clinico Patologico

Nx Nao acessiveis Nao acessiveis

NO Nao palpaveis ou aumentados Sem metastases linfonodais

N1 Linfonodo inguinal palpavel e Metastase em um unico linfonodo
movel unilateral inguinal

N2 Linfonodos inguinais multiplos | Metéastases multiplas ou bilaterais em
ou bilaterias linfonodos regionais

N3 Massa inguinal palpavel fixa ou | metasteses com extensdo extranodal

ou metastases em linfonodos pélvicos

METASTASES A DISTANCIA (M)

MO

Sem metéastases a distancia

M1

Com metastases a distancia

Fonte: Adaptado de SOBIN et al. (2009)
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