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RESUMO

Kagohara LT. Avaliacdo do perfil de hipermetilacdo dos genes P16 e MGMT
em cancer de pénis. Sdo Paulo; 2011. [Tese de doutorado-Fundacdo Antonio

Prudente].

O carcinoma de pénis € um tumor pouco frequente. No entanto, em paises em
desenvolvimento o trata-se uma doenga comum e em algumas regides € o cancer
mais frequente em homens. O principal fator clinico para determinacdo do
prognostico é a presenca de metastases linfonodais, que esté associada a reducéo
significativa da sobrevida dos pacientes com cancer de pénis. Porém, até o presente
momento ndo foi possivel estabelecer marcadores clinicos ou moleculares de
prognoéstico. No presente estudo, foi avaliada a presenca de hipermetilac&o nos genes
CDKN2A e MGMT em amostras de carcinoma epidermdide (CE) de pénis. Além
disso, os niveis de expressdo das proteinas codificadas por esses genes (pl6 e
MGMT, respectivamente) foram quantificados e sua associacdo com o status de
metilacdo do gene avaliada. A frequéncia de hipermetilacdo, o padréo de expressdo e
os dados clinicos e anatomopatol 6gicos foram analisados na tentativa de identificar
possiveis marcadores de prognostico para os pacientes com CE de pénis. A
frequéncia de hipermetilacdo dos genes CDKN2A e MGMT foi avaliada em 128
amostras incluidas em parafina. Nenhum dos casos apresentou metilacdo do gene
CDKN2A e o gene MGMT apresentou-se metilado em 57,4% dos casos. A andlise
dos niveis de expressdo das proteinas p16 e MGMT, em 351 casos, indicou que em
33,2% e 12,6%, respectivamente, ocorreu reducdo na expressao proteica. Nao houve
associacdo entre a presenca de hipermetilacdo do gene MGMT e a expressao da
proteina. Niveis reduzidos de expressdo de MGMT foram mais frequentes em
pacientes com tumores com espessura maior do que 5 milimetros e em pacientes com
linfonodos positivos a0 exame clinico. Dentre os fatores clinicos e
anatomopatol 6gicos, o estadiamento N clinico, o grau de diferenciacdo do tumor e a
invasdo perineural se mostraram variaveis independentes de risco para a ocorréncia

de metéstases linfonodais e para reducéo da sobrevida.



SUMMARY

Kagohara LT. [Hypermethylation profile evaluation of the genes P16'<*? e

MGMT in penile cancer]. S0 Paulo; 2011. [Tese de doutorado-Fundacéo Antonio

Prudente].

Penile carcinoma is an infrequent tumor. However, in developing countries it is a
common disease and in specific regions it may represents the most frequent tumor
among men. The most important prognostic clinical factor is the presence of lymph
node metastasis, which is associated with significant reduced survival to the penile
carcinoma patients. Nevertheless, until the present date it was not possible to
establish clinical or molecular prognostic markers. In the current study, it was
evaluate the presence of hypermethylation in the genes CDKN2A and MGMT in
penile squamous cell carcinoma (SCC) samples. Moreover, expression levels from
the proteins coded by the two genes (p16 and MGMT, respectively) were quantified
and their association with methylation status verified. Hypermethylation frequency,
pattern of expression and the clinical and pathological data were analyzed to identify
associations that could identify possible prognostic markers for penile SCC. The
hypermethylation frequency analysis of the genes CDKN2A and MGMT were
performed in 128 paraffin embedded samples. None of the cases showed methylation
at CDKN2A and the MGMT gene was methylated in 57,4% of cases. Expression
level analysis of the proteins p16 and MGMT, in 351 cases, indicated decreased
protein expression in 33.2% and 12.6% of cases, respectively. There was no
association between MGMT gene hypermethylation and the protein expression.
Reduced MGMT expression levels were more frequent among patients with tumor
thickness higher than 5 millimeters and with positive lymph nodes at clinical
examination. The clinical and pathological factors associated to higher risk of lymph
node metastasis development and survival reduction were clinical N stage, tumor

differentiation grade and perineural invasion.
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1 INTRODUCAO

1.1 CANCER DE PENIS

O céancer de pénis € uma neoplasia rara em paises desenvolvidos, nos quais as
taxas de incidéncia sdo menores que 1/100.000 habitantes e esses tumores
representam apenas 0,5% de todas as neoplasias malignas diagnosticadas em homens
(RIPPENTROP et al. 2004; BARNHOLTZ-SLOAN et al. 2007; NOVARA et al.
2007; MINHAS et al. 2010). Nos Estados Unidos, o carcinoma de pénis corresponde
a 0,4% dos canceres em homens, sendo que em 2010 foram diagnosticados 1250
novos casos de cancer de pénis e foram registrados 310 6bitos devido a doenca
(Surveillance Research Program of the National Cancer Institute-SEER 2011). No
entanto, em paises em desenvolvimento, como Paraguai, india e Uganda, o
carcinoma de pénis é uma doenca comum, chegando mesmo a ser considerado um
problema de salde publica. Nessas regides esses tumores sao responsavels por até
20% dos casos de cancer em homens e as taxas de incidéncia podem chegar a
19/100.000 habitantes (HEGARTY et a. 2006; NOVARA et a. 2007; ORNELLAS
et al. 2008). As menores taxas de incidéncia sdo observadas em lIsrael, de
aproximadamente 0,1/100.000 (POW-SANG et a. 2010).

No Brasil, o cancer de pénis corresponde a aproximadamente 2% dos tumores
em homens e as taxas de incidéncia sdo de 2,9 a 6,8/100.000 habitantes, conferindo
grande importancia para o seu estudo. A incidéncia € maior nos estados das regides
Norte e Nordeste, onde sdo detectadas as piores condigdes socioecondmicas, e que

concentram mais da metade das neoplasias malignas do pénis (FAVORITO et al.
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2008; Ministério da Salde 2009). No ano de 2009, foram registrados no pais 4637
novos casos de cancer de pénis e os Ultimos dados referentes ao nimero de 6bitos em
conseguéncia da neoplasia indicam que, em 2007, morreram 295 homens (Ministério
da Saude 2009).

O carcinoma de pénis ocorre principalmente entre a quinta e a sétima décadas
de vida. Trata-se de um tumor infrequente em adultos na faixa etéria dos 30 anos e €
raramente descrito na infancia (POW-SANG et a. 2010). No Brasil, a incidéncia é
maior a partir dos 46 anos de idade (FAVORITO et al. 2008). Porém, a condicéo de
doenca que acomete homens em idade mais avancada esta ameacada, uma vez que
um quarto dos casos sdo de pacientes com menos de 50 anos (SALVIONI et al.
2009).

A etiologia dos tumores malignos do pénis € pouco conhecida, porém aguns
fatores j& foram associados com maior risco para desenvolvimento da neoplasia, tais
como afimose, ndo circuncisdo, més condi¢des de higiene , varios parceiros sexuais,
infeccdo pelo HPV, verrugas genitais ou outros antecedentes venéreos, lesbes e
inflamagdes cronicas, e o tabagismo (BLEEKER et al. 2009; SALVIONI et al. 2009;
MINHAS et al. 2010).

A fimose, bastante frequente em pacientes com cancer de pénis, leva ao
acumulo de esmegma (composto por produtos urinarios e células epidérmicas da
descamacdo natural) na regido peniana devido a ma higienizagdo. A retencdo do
esmegma pode acarretar irritagdo cronica e inflamagéo da glande, que por sua vez
criam uma condi¢do propicia a0 desenvolvimento de neoplasias. Por essa razdo a
circuncisdo pode estar associada a reducao do risco para desenvolvimento do cancer

de pénis, uma vez que permite melhor higienizacdo da glande e também reduz a
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incidéncia de lesbes e inflamagbes nessa area (DILLNER et al. 2000; BLEEKER et
al. 2009). A postectomia quando realizada ao nascimento € mais eficaz na protecéo
a0 desenvolvimento de carcinomas penianos, do que quando é realizada mais
tardiamente. Tal fato € corroborado pela incidéncia praticamente nula desses tumores
em populacdes que realizam esse procedimento em recém-nascidos, por motivos
religiosos ou culturais. A frequéncia de cancer de pénis € maior em homens nao
postectomizados na infancia, com risco relativo 1,5 vezes maior quando comparados
a individuos do grupo controle (DALING et al. 2005). No entanto, somente a
circuncisdo ndo explica a baixa taxa de incidéncia observada na Dinamarca, pais
onde ndo é comum a realizagdo desse procedimento. As taxas de incidéncia do
cancer de pénis variam ao redor do mundo de acordo com a associagdo entre a
realizacdo da circuncisdo e os hébitos de higiene, em Israel a incidéncia é de
0,1/100.000 habitantes; na Dinamarca € de 1/100.000 habitantes, e isso se deve aos
habitos de higiene adequados; e no Paraguai, onde ndo existe o habito da postectomia
e 0s habitos de higiene sdo precérios, a incidéncia é de 4,2/100.000 (SCHOEN et a.
2000).

A maior incidéncia de cancer de pénis em pacientes ndo postectomizados
também se deve ao fato de que esses individuos, além de desenvolverem fimose,
apresentam risco aumentado para aquisi¢cao de infeccdo pelo papiloma virus humano
(HPV — human papillomavirus) e persisténcia desta. O HPV é um virus oncogénico,
cujo papel na progressdo tumoral ja € bem estabelecido nos carcinomas de colo de
atero, no entanto pouco se sabe a respeito do seu papel na progressdo do tumores
penianos. Diversos estudos que avaliaram a presenca de infeccdo pelo HPV em

cancer de pénis chegaram a resultados bastante controversos, tanto a respeito da
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incidéncia dainfeccéo quanto do papel desta na tumorigénese e prognostico (RUBIN
et a. 2001; SCHEINER et al. 2008). A ocorréncia da infeccdo viral parece ser mais
frequente em pacientes ndo postectomizados devido a caracteristicas histoldgicas do
pénis. O corpo do pénis, assim como a superficie externa do preplcio, apresentam
ceratinizac8o. Ja a mucosa interna do prepucio, ndo ceratinizada, € mais vulneravel a
infeccio (CASTELLSAGUE et al. 2002).

A deteccdo do DNA do HPV jafoi descrita em 14,6% a 81,5% dos tumores
(BACKES et al. 2009). Os HPV's de alto risco, principamente os tipos 16 e 18, sdo
0s mais frequentemente encontrados nos tumores de pénis. O HPV 16 pode ser
encontrado em até 79% dos casos com infeccdo vira (BEZERRA et a. 2001b;
RUBIN et al. 2001; PROWSE et al. 2008; KRUSTRUP et al. 2009). Apesar da
prevaléncia da infeccdo pelo HPV ser consideravel, o valor prognostico da presenca
do virus nos tumores de pénis é controverso. Existem estudos relatando que a
presenca do virus nos tumores ndo acarreta qualquer alteracdo no prognostico dos
pacientes (BEZERRA et al. 2001a; RUBIN et al. 2001; SCHEINER et al. 2008). No
entanto, outro estudo sugere que a deteccdo do HPV parece estar associada a tumores
com crescimento mais agressivo e de ato grau histol6gico (GREGOIRE et al. 1995).
Resultados que contrariam o estudo anterior foram verificados por LONT et al.
(2006), que observaram que os pacientes com infeccdo pelos HPVs de alto risco
apresentaram maior sobrevida cancer especifica em 5 anos do que agueles do grupo
negativo. O mesmo fato foi observado por um estudo que avaliou a presenca do HPV
em amostras de pacientes brasileiros (SCHEINER et a. 2008). No estudo de
BEZERRA et a. (2001b), que investigaram a infeccdo pelo HPV em pacientes

brasileiros, a positividade para o HPV sO esteve associada com menor risco para
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embolizacdo linfatica, ndo sendo observadas associacfes com outras variaveis de
prognastico.

Apenas dois achados parecem ser consenso nos diversos estudos que
avaliaram a frequéncia de tumores com infeccdo pelo HPV, a prevaéncia dos
subtipos virais e a distribuicdo da infeccdo de acordo com o tipo histolégico. O HPV
16 é o mais frequentemente encontrado nos carcinomas penianos, podendo ser
encontrado em 25% a 87% das |esdes nas quais foi detectado DNA viral. Os subtipos
histol égicos basal dide e condilomatoso sdo 0s que apresentam as maiores taxas de
infeccdo pelo HPV e nos carcinomas verrucosos € rara a presenca do viru (CHAN et
al. 1994; RUBIN et al. 2001; BACKES et a. 2009; KRUSTRUP et a. 2009;
MIRALLES-GURI et a. 2009).

A maior parte das neoplasias malignas do pénis € constituida por carcinomas
epidermdides (CE) que representam aproximadamente 95% dos casos. Estes sdo
derivados do epitélio escamoso tanto da glande como do sulco corona e prepucio. O
carcinoma de pénis geralmente se inicia como uma lesdo em glande que, se ndo
tratada, pode se estender para o preplcio e o corpo, invadindo corpos cavernosos,
corpo esponjoso e uretra e chegando a autoamputagdo. O tamanho médio dos
tumores de pénis varia de 3 a 4 cm e macroscopicamente formam massas
esbranquicadas e irregulares. Existem 3 padrbes de crescimento: superficial
(crescimento horizontal), invasivo (crescimento vertical) e multicéntrico (LOPES et
al. 1996; GUIMARAES et al. 2006; POW-SANG et al. 2010).

Os CEs de pénis ainda sdo divididos em diversos subtipos histol égicos.
Dentre as variantes mais frequentes estdo o tipo usual, verrucoso, condilomatoso,

papilifero e basaldide. Outras variantes mais raras sdo o0 sarcomatdide,
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adenoescamoso e acantolitico. Em uma revisdo recente, CHAUX et al. (2010)
descreveram brevemente os todos os subtipos histol dgicos de carcinomas penianos.
Os CEs usuais sdo 0 subtipo histolégico mais comum, representam 48% a
65% das neoplasias penianas. Macroscopicamente, apresenta-se como uma lesdo
esbranquicada que pode ser exofitica, de crescimento horizontal ou ulcerada.
Recidivas sdo observadas em 28% dos pacientes e metastase linfonodais sdo
detectadas em 28% a 39% dos casos. Aproximadamente 20% a 38% dos pacientes
morrem em decorréncia da doenca e taxa de sobrevida em 10 anos é de 78%. O
carcinoma verrucoso responde por 3% a 8% dos casos. Seu crescimento € lento e
agressivo, porém local com raros relatos de metastases inguinais e mortalidade
praticamente nula. O grau de diferenciacdo € alto e raramente apresentainfeccéo pelo
HPV. Os carcinomas condilomatosos sdo geramente pouco diferenciados e de
crescimento lento. Frequentemente estdo associados a infecgdes pelo HPV (20% a
100% dos casos). Apresenta crescimento papilomatoso e geralmente invade corpos
cavernosos e esponjoso. O comprometimento linfonodal é observado em 18% dos
casos e recidivas locais acometem 10% dos pacientes. A mortalidade associada a
doenca varia de 0% a 9%. Os tumores papiliferos correspondem a 5% a 15% dos
carcinomas de pénis. Tratam-se de lesbes exofiticas extensas e, microscopicamente,
com fronte irregular e infiltrativo e baixo grau de diferenciaco. Lesdes pré-
neoplésicas, como a neoplasia intraepitelid e o liguen escleroso, estéo
frequentemente associadas a essa variante. As taxas de recidiva, metéstase linfonodal
e mortalidade sdo baixas, em torno de 10%. O tipo basal6ide € um tumor agressivo
associado a infeccdo pelo HPV em até 80% dos casos. Representa entre 4% a 10%

dos CEs de pénis. Assim como o subtipo condilomatoso, costuma invadir corpos
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cavernosos e esponjoso, porém apresentase como uma lesdo ulcerada e
preferencidlmente na glande. As taxas de recidiva e metastases linfonodais sdo
elevadas em torno de 30% e 50% a 100% dos casos, respectivamente.
Aproximadamente um ter¢o dos pacientes morrem devido a metéstases a distancia
(CHAUX et al. 2010).

O céancer de pénis apresenta uma tendéncia frequente para disseminagdo
linfética, acometendo inicialmente os linfonodos regionais da regido inguinal
superficia e profunda e, em seguida, atingindo os linfonodos pélvicos ou iliacos. Se
as metéstases ndo forem tratadas, pode ocorrer ulceracdo na pele ou invasdo dos
vasos femorais em decorréncia do seu crescimento. As metéstases a distancia séo
raras e sdo eventos tardios na histéria natural do cancer de pénis, sendo observadas
em apenas 1% a 10% dos casos (NOVARA et a. 2007; POW-SANG et a. 2010).

As abordagens empregadas no tratamento do tumor primério dependem da
extensdo da doenca e tem como objetivos a melhora da sobrevida, preservacéo do
0rgdo e reducdo da ocorréncia de morbidades (SYED et al. 2003). Tumores em
estdgio inicia e de crescimento superficial podem ser tratados através de
procedimentos mais conservadores que envolvem resseccdo cirdrgica da leséo,
radioterapia ou laser. Nos casos avangados, a penectomia parcial ou total ainda se
fazem necess&rias, acompanhadas de linfadenectomia (LONT et a. 2006;
SALVIONI et a. 2009).

O principal fator clinico para determinacéo do progndstico para os pacientes
com cancer de pénis é o comprometimento linfonodal. A presenca de metastases
linfonodais esta associada a pior progndstico para 0s pacientes com cancer de pénis,

levando a reducdo considerdvel da sobrevida cancer especifica em 5 anos. Pacientes
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com linfonodos palpaveis ao diagnostico apresentam taxas de sobrevida entre 38% a
52%, enquanto que pacientes negativos ao exame clinico apresentam taxas mais
elevadas de 70% a 93% (HORENBLAS et a. 1993; KAMAT et a. 1993;
KULKARNI et a. 1994; LOPES et a. 1996; VILLAVICENCIO et a. 1997,
BEZERRA et al. 2001a). Aproximadamente 28% a 64% dos pacientes apresentam
linfonodos palpaveis no momento do diagndstico do tumor primério. No entanto,
somente em 47% a 85% € diagnosticada presenca de metéstase linfonodal ao exame
patolégico, provavelmente no restante dos pacientes a linfonodomegalia é
consequéncia de processos inflamatérios decorrentes das infecgdes associadas ao
tumor. Pacientes sem linfonodos palpaveis no momento do diagndstico, podem
apresentar micrometastases que sO sdo detectadas ap0s linfadenectomia e exame
patol6gico. A taxa de ocorréncia de micrometastases € de 12% a 24%. A extensdo do
comprometimento linfonodal para a regido pélvica, ocorre em 22% a 56% dos
pacientes. (FICARRA et al. 2005).

Um dilema no tratamento do cancer de pénis é qual conduta adotar nos casos
sem linfonodos palpaveis. Até o momento o Unico método capaz de determinar com
precisio a presenca ou auséncia de células tumorais nos linfonodos é a
linfadenectomia inguinal (BHAGAT et a. 2010). A linfadenectomia profilatica
confere maiores taxas de cura, como demonstrado por ORNELLAS et al. (2008) que
avaliaram a sobrevida céancer especifica em 10 anos de pacientes submetidos ao
esvaziamento inguinal profildtico e tardio (realizado somente no momento do
diagnéstico de linfonodos palpaveis) e observaram que a medida profilética
aumentou a sobrevida de 30% para 70%. No entanto, € uma abordagem de

tratamento invasiva e associada a diversas e frequentes morbidades. Metade dos
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pacientes submetidos ao esvaziamento inguina desenvolve complicagdes, que
podem ser infeccdo da ferida (3% a 70%), necrose (2,5% a 64%), deiscéncia (38% a
61%), linfocele (2,7% a 87%), linfoedema (5% a 100%); trombose (6% a 9%).
Também ndo pode ser descartada a peguena taxa de mortaidade de
aproximadamente 3% associada as complicagbes do procedimento cirdrgico. Devido
a todas as morbidades associadas a linfadenectomia, essa ndo € a abordagem de
tratamento empregada para todos os pacientes clinicamente sem comprometimento
linfonodal, uma vez que 70% a 90% desses pacientes receberdo tratamento
desnecessario. (HORENBLAS et a. 2001; FICARRA et a. 2005; HEYNS et al.
2010).

Diversos estudos ja foram realizados na tentativa de identificar quais fatores
clinicos e anatomopatoldgicos podem ser empregados para predizer o risco de
acometimento linfonodal nos pacientes com CE de pénis, na tentativa de determinar
quais pacientes se beneficiariam da linfadenectomia profilatica. BHAGAT et a.
(2010) avaliaram dois grupos de pacientes com CE de pénis, aqueles que foram
submetidos a linfadectomia e os que ndo foram submetidos. Observaram que
pacientes com invasdo linfatica apresentam maior risco para 0 desenvolvimento de
metéstases linfonodais, corroborando os dados de LOPES et a. (1996), que também
descreveram a espessura do tumor maior que 5 milimetros como fator de risco para
metastase linfonodal. Além da invasdo linfética, fatores como estadio do tumor e
mais do que 50% das células tumorais pouco diferenciadas também conferem maior
risco para comprometimento linfonodal (FRALEY et a. 1989; SLATON et a 2001;
FICARRA et a. 2005). A invasdo perieneural também foi descrita por

VELAZQUEZ et a. (2008) como um importante fator preditivo de
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comprometimento linfonodal para as neoplasias malignas de pénis. Em 2006,
GUIMARAES et al. observaram que o padrdo de invasdo do tumor primario esta
associado com o risco de metastases linfonodais, sendo que pacientes com padréo
infiltrante apresentam risco 4,18 vezes maior de metastases do que pacientes com
tumores exofiticos.

Contudo, os fatores clinicos e anatomopatol 6gicos ainda sdo imprecisos na
determinacdo do progndstico dos pacientes com CE de pénis. Por essa razéo, varios
estudos tém sido realizados com o intuito de identificar marcadores moleculares de
prognéstico para esse tipo tumoral. No entanto, a maior parte dos estudos que
buscam elucidar os mecanismos moleculares envolvidos na tumorigénese dos
carcinomas penianos baseiam-se na avaliagdo dos nivels de expressdo proteicos
através da técnica de imunoistoquimica.

O primeiro estudo que buscou a identificagdo de marcadores moleculares para
o CE de pénis, demonstrou que a imunorreatividade da proteina p53, presente em
41,5% das amostras, estava associada com risco quase 5 vezes maior de
desenvolvimento de metéstases linfonodais e com reducdo significativa da
probabilidade de sobrevidaem 5 e em 10 anos (LOPES et a. 2002). MARTINS et al.
(2002) e ZHU et d. (2007) também observaram que o aumento de expressao de p53
estd associada com fatores de mau prognéstico, como invasdo linfética e recidiva, e
reducdo da sobrevida cancer especifica.

O papel das metaloproteinases de matriz (MMPs), enzimas que degradam a
matriz celular e que facilitam a migracéo e motilidade das células tumorais, também
foi avaliado quanto ao seu papel na progressdo dos tumores de pénis. Tumores bem

diferenciados, com padréo exofiticos e que ndo invadem 0s corpos cavernosos
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raramente mostram niveis elevados de MMPs. Por outro lado, tumores pouco
diferenciados, com padrédo invasivo, podendo atingir 0S COrpos cavernosos,
expressam niveis maiores de MMPs. Ou sgja, a ativagdo das MMP-2 e MMP-9 pode
estar associada a tumores localmente mais agressivos. SOARES et al. (2006) também
observaram que 0 padrdo de expressdo da MMP-9 se altera de acordo com a
progressao tumoral. No epitélio normal e na hiperplasia sem atipia, a expressdo de
MMP-9 se restringe as células da camada basal. Com a evolucdo da malignidade da
lesdo a expressdo atinge células mais superficiais, sugerindo que a degradacdo da
membrana basal s6 ocorre quando o epitélio é totalmente substituido por células
neoplasicas e capazes de expressar MMPs. A expressdo da MMP-2 também tem seu
padrdo de expressdo de acordo com o0 aumento da malignidade. A MMP-2 é uma
protease secretada. Porém, foi observada na membrana celular de lesdes displasicas e
bem diferenciadas. Com a evolugdo da lesdo, associada a expressdo em membrana,
houve expresséo citoplasmatica. Esse fendbmeno pode indicar o processo através do
qual se d4daativagdo daenzima. A expressdo de MM P-9 também esté associada com
maior risco para ocorréncia de recidivas (CAMPOS et al. 2006).

Os marcadores de proliferacéo celular PCNA e Ki-67 foram avaliados por
GUIMARAES et al. (2007), que observaram que a expressio positiva das duas
proteinas é fator independente para risco de desenvolvimento de metéstases
linfonodais. No entanto, ZHU et a. (2007) n&o encontram associacdo significativa
entre a expressao de Ki-67 e o comprometimento de linfonodos.

Em um estudo mais recente, os autores buscaram estabelecer um perfil de
expressdo capaz de determinar o0 risco para desenvolvimento de metastases

linfonodais, através da técnica de microarranjos de RNA. No entanto, ndo foi
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possivel identificar classificadores para predicdo do prognostico em CE de pénis
(KROON et d. 2008).

Até o momento, a literatura a respeito dos aspectos moleculares do CE de
pénis € escassa. Inclusive marcadores frequentemente aterados e amplamente
estudados em CEs de outros sitios anatémicos foram pouco avaliados nas neoplasias
de pénis. Pouco se sabe a respeito dos mecanismos bioldgicos envolvidos na
tumorigénese desse tipo tumoral. Ainda se fazem necessérios mais estudos visando a
identificacdo de marcadores moleculares de prognéstico, uma vez que as variavels
clinicas e anatomopatoldgicas empregadas na determinacdo do prognostico séo
imprecisas e ndo permitem o delineamento adequado do tratamento dos pacientes,
que muitas vezes sdo submetidos a procedimentos desnecess&rios e associados a

muitas morbidades.

1.2 AMETILACAO DO DNA

O processo de tumorigénese é congtituido por multiplos passos, durante os
quais ocorrem ou se acumulam varias ateracdes genéticas (mutagdes pontuais, perda
de heterozigose, delecbes, insercdes, aneuploidia, amplificacdo génica, entre outras)
e alteracdes epigenéticas. Os eventos epigenéticos sdo eventos herdaveis durante a
divisdo celular e que acarretam alteracdo do fendtipo sem alteracdes na sequiéncia do
DNA, interferindo no perfil de expresséo génica (EGGER et al. 2004; FEINBERG e
TYCKO 2004).

A metilagdo é um processo bioldgico que ocorre apos a sintese de DNA e que

consiste na adicdo covalente de um radica metil (CHs), a partir do doador S
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adenosilmetionina, ao carbono 5 das bases nitrogenadas citosinas (C) localizadas a5’
das guaninas (G), formando uma nova base nitrogenada: a 5-metilcitosina (Figura 1)
(JONES e LAIRD 1999; PLASS 2002; LAIRD 2003). A reagdo é catalisada por uma
familia de enzimas chamadas DNA metil-transferases (DNMT): DNMT1, DNMT3a
e DNMT3b. A DNMT1 é responsavel pela manutencdo da metilacgo. Essa enzima €
transportada para a forquilha de replicacdo do DNA onde catalisa a reagéo de adi¢éo
de radicais metil aos sitios hemimetilados na fita de DNA recém-sintetizada. As
DNMT3a e DNMT3b sdo responsaveis pela adicdo de novos radicais metil ao DNA,
processo conhecido como metilagéo de novo (PLASS 2002; WORM e GULDBERG

2002; LAIRD 2003).

N 5 :
DNA Metiltransferases
(o)

(DNMT1, 3a e 3b)
o)

CITOSINA 5-METIL CITOSINA

Figura 1 - Reacdo de adicdo de radical metil (CH3) a base nitrogenada citosina. Essa
reacao € catalisada pelas DNA metiltransferases (DNMT1, 3ae 3b).

Os principais alvos da metilagdo em humanos sdo os dinucleotideos CpG.
Esse dinucleotideo apresenta uma baixa frequéncia no genoma talvez devido a alta

taxa de mutacéo da 5-metilcitosina para timina, o que, ao longo da evolucéo, teria
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ocasionado a reducéo dos dinucleotideos CpG do genoma (WORM e GULDBERG
2002; LAIRD 2003). No entanto, existem determinadas regibes do genoma que
apresentam uma alta concentracdo de dinucleotideos CpG, as chamadas ilhas de
CpG. Estas regides, que representam aproximadamente 1 a 2% do genoma, tém pelo
menos 500 pares de base de extensdo e um contelido de G+C de pelo menos 55%.
Aproximadamente 50 a 60% dos genes possuem ilhas de CpG em suas regides
promotoras (GARDINER-GARDEN e FROMMER 1987; TAKAI e JONES 2002).

A metilagdo tem um importante papel no desenvolvimento, no silenciamento
de elementos repetitivos, na protecdo contra sequéncias virais, na repressao
transcricional de determinados genes, no imprinting gendmico e na inativagéo de um
cromossomo X nas mulheres (LAIRD 2003; EGGER et a. 2004; ROBERTSON
2005). O imprinting gendmico € a modificagdo epigenética de um dos alelos
parentais Nnos gametas ou no zigoto e que acarreta expressdo diferencial do alelo
silenciado. Através do imprinting gendmico apenas um dos dois aelos parentais é
expresso, engquanto o outro gene é mantido silenciado. A funcdo desse mecanismo
ainda ndo foi completamente elucidada mas existe uma hip6tese segundo a qua o
imprinting ocorre para balancear as necessidades intra-uterinas do feto e a salde da
mée. A inativagdo de um cromossomo X nas mulheres ocorre durante a
embriogénese com a finalidade de garantir a sintese de proteinas em quantidades
equivalentes em homens e mulheres (COSTELLO e PLASS 2001; LAIRD 2003;
[SSA 2004; ROBERTSON 2005).

Em células tumorais as ilhas de CpG presentes nos promotores de genes
supressores de tumor sdo os principais alvos da chamada metilacdo aberrante ou

hipermetilacdo (JONES e LAIRD 1999; EGGER et al. 2004; ROBERTSON 2005).
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A presenca de metilagdo nessas regifes esta associada a supressdo da expressao
génica (BIRD 1984; SIDRANSKY 2002; BAYLIN e OHM 2006), uma vez que esse
evento inibe a transcricdo génica de maneira direta, pela inibicdo da ligacdo dos
fatores de transcricdo aos seus sitios (Figura 2A), ou indireta, através da ligacéo de
complexos de proteinas com dominios de ligagcdo ao DNA metilado, as metil CpG-
binding domain proteins (MBDs), que tém maior afinidade pelo DNA metilado e
competem com os fatores de transcricdo pelos sitios de ligagdo presentes no DNA
(Figura 2B). Além disso, o silenciamento pode ser conseqiiéncia da ocorréncia
concomitante da metilacdo do DNA e da deacetilagdo de histonas, resultando na
alteracdo da conformacdo da cromatina para um estado transcricionalmente menos
ativo (Figura 3). Acredita-se que complexos protéicos com afinidade pelas MBDs
também se liguem a0 DNA, dentre essas proteinas estdo as histonas deacetilases
(JONES e LAIRD 1999; ROBERTSON e JONES 2000; BAYLIN et a. 2001;
JONES e BAYLIN 2002; PLASS 2002; SIDRANSKY 2002; WORM e
GULDBERG 2002; ROBERTSON 2005). As enzimas histona deacetilases
deacetilam residuos de lisinanapor¢cdo N (amino)-terminal das histonas, aumentando
sua positividade e sua avidez por DNA ou por outras histonas, tornando a cromatina
mais condensada (TY CKO 2000; COSTELLO e PLASS 2001; PLASS 2002).
Devido ao seu papel no silenciamento de genes com atividade supressora de
tumor, a metilagcdo tem sido considerada como uma via aternativa de inativagéo
génica as mutagdes e perdas cromossdmicas (perda de heterozigose e delecdes) na
hipétese de Knudson, segundo a qual seriam necess&rios dois eventos para que
ocorresse a inativagdo de genes supressores tumorais. A metilagdo pode inativar

ambos os aelos, no caso dos canceres esporéadicos, ou um dos aelos no caso dos
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tumores hereditarios (JONES e LAIRD 1999; COSTELLO e PLASS 2001; JONES e
BAYLIN 2002; EGGER et a. 2004; BAYLIN e OHM 2006).

Nos tumores, os genes mais frequentemente metilados sdo agqueles com
atividade supressora tumoral, principalmente, aqueles envolvidos no controle do
ciclo celular; no reparo do DNA; na apoptose; na diferenciacéo celular; na invaséo,
metéstase e angiogénese; na resisténcia a drogas; e nas vias de metabolizacdo de

carcindgenos (COSTELLO e PLASS 2001; ROBERTSON 2005).

A

== e

transcricao

Methyl-binding
protein

Fator de
transcricao

Figura 2 - Silenciamento génico induzido pela metilaco. A figurailustra duas hipéteses

aceitas para a inativacdo da transcricdo via metilagdo. A inibicdo da transcricdo pode ocorrer de
maneira direta (A), na qual a propria presenca dos radicais metil no DNA impediria a ligagdo do
complexo de transcricdo; de maneira indireta (B), a ligagdo das methil-binding proteins ao DNA
metilado ndo permitiria que o complexo de transcrigdo tenha acesso aos seus sitios de ligagdo no
DNA.



Avaliacdo do perfil de hipermetilacdo dos genes Z16™*+ e MGMT em cancev de pénis 17

Tolo ol
T aua)

TRANSCRICAO

Ehx @@
il
u/u

Figura 3 — Hipdtese do silenciamento génico induzido através da alteracdo da

conformagdo da cromatina. Os processos de deacetilagio de histonas e a metilagdo do DNA
ocorrem concomitantemente, acarretando maior condensacdo da cromatina impedindo que os fatores
de transcricdo reconhegam seus sitios de ligagdo ao DNA. Em situagfes normais 0 DNA encontra-se
acetilado e desmetilado e, portanto, menos condensado de forma que os sitios de ligacdo dos fatores
de transcricdo estéo expostos, permitindo que a transcri¢do ocorra. FT — fatores de transcricdo; Ac —
radical acetil; Me —radical metil.

O padréo de hipermetilacdo de determinados promotores génicos tem sido
avaliado quanto a sua utilidade como marcador tumoral na tentativa de diferenciar os
tipos tumorais, determinar o risco para o desenvolvimento do cancer, diagnosticar

precocemente tumores, delinear 0 prognostico dos pacientes e predizer a resposta ao

tratamento (BAYLIN e OHM 2006). Nesse contexto a hipermetilacdo de promotores
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génicos pode ser empregada na prética clinica auxiliando na deteccdo e na
determinac&o do risco para o desenvolvimento de tumores malignos, uma vez que a
metilacdo ja foi descrita em neoplasias em estagios precoces; e na estratificacdo dos
diferentes tipos tumorais, através da determinacdo do perfil molecular das lesdes
(LAIRD 2003; BAYLIN e OHM 2006).

Estudos tém demonstrado que a utilizagcdo da hipermetilagdo como marcador
tumoral apresenta resultados mais satisfatorios quando avaliados diferentes grupos de
genes para cada tipo tumoral. Isso porque agumas ilhas de CpG sdo
preferencialmente metiladas em determinados tipos tumorais. A combinacdo de
diversos marcadores fornece resultados com maior acurécia quando avaliados o0s
parémetros clinicos uma vez que, de acordo com o perfil de genes hipermetilados, é
possivel determinar o comportamento biolégico do tumor e a evolugédo do paciente
(BAYLIN et a. 2001; COSTELLO e PLASS 2001; SIDRANSKY 2002; ISSA
2004). Com isso €é possivel criar marcadores para classificar os tumores, sendo que
para isso a metilagdo n&o precisa estar, obrigatoriamente, associada ao silenciamento
do gene (USHIJMA 2005).

As alteracOes epigenéticas estdo presentes nos estagios pré-malignos e
precoces dos tumores, induzindo a expansdo das células malignas. Nas fases mais
precoces dos tumores colorretais foi possivel detectar a presenca de hipermetilacao,
que poderia estar conferindo vantagens para a ocorréncia de alteragdes genéticas e
para a progressdo desses clones celulares. Dessa forma, a detecgdo da metilagéo
aberrante em células normais pode permitir a determinacdo do risco para o

desenvolvimento de neoplasias (USHIJIMA 2005; BAYLIN e OHM 2006).
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1.3 O CARCINOMA EPIDERMOIDE DE PENIS E A

HIPERMETILACAO DO DNA

Os estudos com o objetivo de analisar o valor do padréo de hipermetilagdo do
DNA em amostras de cancer de pénis e seu possivel papel para determinagéo do
prognostico dos pacientes sd0 escassos, apesar de diversos genes ja terem sido
avaliados (Quadro 1).

Em 2003, FERREUX et a. (2003) avaliaram os mecanismos moleculares
envolvidos na inativagéo da via CDKN2A/CCND/Rb em 53 amostras de carcinomas
penianos. A presenca de infeccdo pelo HPV, a hipermetilacdo do gene CDKN2A e o
aumento de expressdo da proteina BMI-1 parecem ser 0s trés mecanismos
responsaveis pelo desbalanco da via nos pacientes com neoplasias malignas do pénis.
A infeccéo pelo HPV foi detectada em 38% (20) das amostras, dentre as quais 65%
apresentaram aumento de expresséo de pl6, sugerindo que a inativagéo de pRb pela
proteina E7 do virus resulta na regulacéo positiva de p16. A hipermetilacdo do gene
CDKNZ2A foi observada em apenas 17% dos casos (9), com perda de expressao da
proteina em 8 casos. A auséncia de hipermetilacdo foi mais frequente nos casos com
aumento de expressao da proteina BMI-1, descrita em 10% (5) dos casos, que faz
parte do complexo polycomb e regula negativamente pl6. Segundo os autores, a
identificagdo de ateragOes associadas a trés diferentes mecanismos de controle de
uma mesma via sugerem que o CE de pénis é uma doenca heterogénea e sua
etiologia pode ou ndo estar associada ao HPV.

Outro estudo que avaliou a hipermetilacdo do gene CDKN2A também avaliou

a presenca de mutagdes no gene. Foram selecionadas para o estudo trés amostras de
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cancer de pénis e duas amostras de liquen escleroso (lesdo pré-maligna). Todas as
neoplasias malignas apresentaram mutagdes no gene CDKN2A e auséncia de
hipermetilacgo. Nas amostras de liquen escleroso, ndo foram detectadas mutactes e o
perfil de hipermetilagcéo ndo foi avaliado (SOUFIR et a 2007).

A hipermetilacdo de um painel amplo de genes foi avaliada por
YANAGAWA et al. (2008), em 25 amostras provenientes de pacientes com CE de
pénis. Foram avaliados pela reacdo em cadeia da polimerase (polymerase chain
reaction) especifica para metilagcdo (MSP — methylation specific PCR) os genes
DAPK, FHIT, MGMT, P14*"F CDKN2A, RARS, RASSF1A e RUNX3. Além do perfil
de hipermetilacdo, foi avaliada também a presenca de infeccdo pelo HPV. As
frequéncias de hipermetilacdo foram: 28% para DAPK, 92% para FHIT, 20% para
MGMT, 4% para P14""F, 24% para CDKN2A, 24% para RAR/, 12% para RASSF1A
e 44% para RUNX3. A deteccdo do HPV foi positiva em 25% das amostras,
sugerindo que a hipermetilacdo de FHIT pode ter um papel mais importante na
patogénese dos tumores de pénis. Os autores também observaram que a metilagéo
aberrante esteve associada com a perda de expresséo da proteina Fhit em 87% dos
casos. O estudo ndo relata qualquer avaliagcdo estatistica para verificar possiveis
associacdes entre os achados moleculares e varidvei s clinicas e anatomopatol 6gicas.

No mesmo ano de 2008, GUERRERO et al. avaliaram o padréo de metilagcdo
dos genes TSP-1 (Trombospondin-1), RASSF1A e CDKN2A e sua associacdo com
fatores clinicos e anatomopatol dgicos dos CE de pénis. As amostras mostraram-se
hipermetiladas para TSP-1 em 46% dos casos, RASSF1A em 42% e CDKN2A em
38%, de um total de 24 amostras avaliadas. A hipermetilagdo de TSP-1, com perda

de expressdo da proteina, foi associada com grau histoldgico desfavoravel, invasdo
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vascular e reducéo na sobrevida global. Tumores em estagio inicial (T1) foram
associados com hipermetilacdo em RASSF1A, sugerindo que esse € um evento
precoce na progressao dos CE de pénis. O unico fator associado a hipermetilacéo de
CDKN2A foi a perda de expressdio da proteina através de ensao de
imunoi stoquimica.

Em um estudo recente, POETSCH et a. (2011) avaliaram ateracdes no gene
CDKNZ2A associados com o comportamento dos CEs de pénis. A hipermetilacéo
desse gene foi detectada em 22 (42%) tumores. A presenca de metilagcdo aberrante
em CDKN2A foi mais frequente nos casos que apresentaram perda de expresséo da
proteina pl6, que foi avaliada por imunoistoquimica. Com relacdo as varidveis
clinicas e anatomopatol dgicas, a hipermetilacdo foi mais frequente nagueles tumores
com metdstases linfonodais. Outras alteracbes como mutagdes e perda de
heterozigose também foram pesquisadas nas mesmas amostras. A taxa de mutacfes
foi relativamente baixa, no entanto em 62% dos casos foi observada perda de
heterozigose que também se mostrou associada a ocorréncia de metastases em
linfonodos. Esses dados sugerem um importante papel de CDKN2A na progressao
dos CEs de pénis.

Devido a escassez de estudos e a0 pequeno nimero de casos de cancer de
pénis avaliados na maioria dos estudos, ainda ndo foi possivel estabelecer a
hipermetilacdo de promotores génicos como marcador molecular de progndstico para
0S pacientes que desenvolveram essa neoplasia. Novos estudos abrangendo um
nimero maior de pacientes so necessarios para determinar se a metilacéo aberrante
pode ser considerada uma alteracéo frequente nesses tumores e se tem algum papel

importante para o prognostico dos pacientes.
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Quadro 1 — Genes e frequéncias de hipermetilacéo descritos pelos estudo realizados
em amostras de pacientes com CE de pénis.

Frequéncia de hipermetilagdo de acordo com o gene avaliado

Estudo

CDKN2A
DAPK
FHIT
MGMT
P14ARF
RARS
RASF1A
RUNX3
TSP1

FERREUX et a. 2003

0
(n=53) 17% NA NA NA NA NA

=z
>

NA NA

SOUFIRetal. 2007 | 605 | NA | NA | NA | NA | NA | NA | NA | NA

(n=3)
YANAGAWA et d. . . . ; . . . .
2008 (n=25) 20% | 28% | 92% | 20% | 4% | 24% | 12% | 44% | NA
GUERRERO et al. . . ]
2008 (n=24) 3% | NA | NA | NA | NA | NA | 42% | NA | 46%

POETSCH et a. 2011

_ 42% NA NA NA NA NA NA NA NA
(n=52)

NA —néo avaliado

1.4  AVALIACAO DO PADRAO DE HIPERMETILACAO ATRAVES

DA TECNICA DE PIROSSEQUENCIAMENTO

O sequenciamento através da abordagem do pirossequenciamento baseia-se
no conhecimento que a cada nucleotideo incorporado pela DNA polimerase é
liberada uma molécula de pirofosfato (PPi). Apds a amplificagdo da sequéncia de
interesse, esta € submetida a uma reacdo catalisada por quatro enzimas. DNA
polimerase, ATP sulfurilase, luciferase e apirase. A DNA polimerase se liga ao
fragmento alvo, ja hibridado ao oligonucleotideo iniciador, e inicia a incorporacéo
dos nucleotideos que sdo adicionados um aum durante a progressao da reacdo. O PPi
liberado é convertido em ATP pela ATP sulfurilase, usando como substrato a

adenosina 5 -fosfosulfato. Essa reacdo produz a energia necessaria para que a
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luciferase oxide aluciferina, com emissdo de luminescéncia. A |uz gerada € capitada
pela camera CCD do equipamento de pirossequenciamento. Os nucleotideos em
excesso sdo degradados pela apirase, antes da adicdo do proximo nucleotideo da
sequéncia. A dispensdo dos nucleotideos segue uma ordem pré-determinada e ela
ocorre de maneira alternada entre os pogos da placa de reacdo, evitando que os sinais
luminescentes emitidos por uma amostra interfiram no momento da captagdo dos
sinais da amostra adjacente. O sequéncia final é fornecida na forma de um
pirograma, no qual cada pico tem atura proporcional a numero de vezes que o

nucleotideo se repete (Figura4) (DIGGLE e CLARKE 2004).

DNA
Polimer ase
AGGATICTGAGGAGAAGTTGCATCCTA
|
TCCTA

™~

T\Ti %ﬁfi)

T
T

T P

B

Figura 4 — Desenho esquemético da reacdo de pirossequenciamento. Na parte A, esta
esguematizada as reagBes enziméticas envolvidas nas etapas de incorporacdo dos nucleotideos,
conversdo do pirofosfato em luz e degradacdo de nucleotideos excedentes. A parte B, representa o
resultado final do sequenciamento fornecido na forma de um pirograma, no qual cada pico

corresponde aum nucleotideo e a altura é proporciona arepeticdo deste na sequéncia.
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Diversas abordagens podem ser empregadas para a deteccéo da metilacdo
aberrante dos genes supressores de tumor: reacdo em cadeia da polimerase especifica
para metilacdo (MSP — methylation specific PCR), sequenciamento pelo método de
Sanguer, restricdo enzimética, MSP quantitativa. No entanto, a técnica de
pirossequenciamento apresenta vantagens quando comparada as demais abordagens.
A MSP ¢ a técnica mais empregada para a andlise de hipermetilacio. E uma
metodologia f&cil, cujo resultado final é dado como a presenca ou auséncia de banda
de amplificagdo no gel de eletroforese, ndo se tratando sendo portanto quantitativa.
Além disso, 0 nimero e posicdo dos sitios CpG avaiados é limitado, pois os
oligonucleotideos empregados para a PCR sdo desenhados obrigatoriamente em ilhas
de CpG (PASQUALLI et a. 2007). O sequenciamento de DNA tratado com bissulfito
de sodio através da técnica de Sanger permite uma andlise bastante detalhada da
metilacdo em diversos dinucleotideos CpG, sem a limitagdo inerente a técnica
anteriormente descrita. No entanto, € uma abordagem bastante laboriosa, demorada e
dispendiosa, pois requer a clonagem das amostras a serem avaiadas e o
sequenciamento de diversos clones (entre 10 e 15 colonias). Tal fato, dificulta seu
emprego em estudos em larga escala que envolvam grande nimeros de amostras e de
genes a serem avaliados (TOST e GUT 2007). A andlise de hipermetilacdo através
do pirossequenciamento permite a avaliagcdo dos diversos sitios CpG presentes no
fragmento alvo sem se limitar agueles presentes na sequéncia dos oligonucl eotideos,
que nesse caso sdo0 desenhados em regides sem os dinucleotideos sujeitos a
metilacdo. Trata-se também de uma técnica menos laboriosa, j4 que ndo requer
clonagem e a amostra € sequenciada uma uUnica vez. Outro fator que confere

vantagem a técnica de pirossequenciamento é a possibilidade de inserir um controle
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interno da reacdo, que nada mais € do que um controle para verificar a eficiéncia da
conversdo das citosinas ndo metiladas durante o tratamento com bissulfito de sodio.
O controle interno consiste na avaliacdo de citosinas fora dos sitios CpG, que séo
inseridas na ordem de dispensacdo dos nucleotideos logo apés uma timina
(sabidamente uma citosina antes da conversao). No pirograma, apos o pico de timina
espera-se encontrar uma linha plana, indicando a ndo incorporagdo da citosina e
tratamento com bissulfito de sodio eficiente. O controle interno permite a exclusdo
de casos falso-positivo (PASQUALI et a. 2007; SHAW et al. 2008).

A técnica apresenta, no entanto, algumas desvantagens. A maior delas € o
tamanho dos fragmentos que podem ser sequenciados. Enquanto que a técnica de
Sanger permite a andlise de CpGs em sequéncias de até 600 nucleotideos, o
pirossequenciamento se limita a fragmentos de no méximo 150 pares de base (TOST

e GUT 2007).

1.5 O GENE CDKNZ2A E O CICLO CELULAR

O gene CDKN2A é um supressor tumoral, que apresenta-se mutado, deletado
ou hipermetilado em uma grande variedade de neoplasias malignas. Codifica uma
proteina (pl16) cuja funcdo € a regulagdo do ciclo celular através da inibicdo da
hiperfosforilacdo de pRb, durante a fase G1 do ciclo celular (MEDEMA et al. 1995;
MATSUDA 2008).

O ciclo celular é divido em quatro fases: G1, S, G2 e M. AsfasesSe M sdo
as etapas béasicas da divisdo celular, durante as quais ocorre areplicacdo do DNA e a

formacdo das duas células-filhas (mitose), respectivamente. As fases G1 e G2 séo
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etapas conhecidas como os “pontos de checagem” (checkpoint) do ciclo celular.
Nessas etapas sdo identificados e corrigidos possiveis erros ou danos ao DNA
(CANEPA et a. 2007).

Durante a progresséo do ciclo celular, as ciclinas do tipo D formam
heterodimeros com as chamadas quinases dependentes de ciclinas (Cdks — cyclin
dependente kinases), mais especificamente com as Cdk4 e Cdk6. Esse complexo é
responsavel pela hiperfosforilacdo da pRB e liberagdo dos fatores de transcricdo da
familia E2F, levando a sintese de mRNA essenciais para o inicio da replicacéo do
DNA celular, durante a fase S. Os fatores E2F garantem a manutencdo de pRB em
seu estado hiperfosforilado, através da inducéo da expressdo da ciclina E que, ligada
a Cdk2, mantém a pRb inativa e que por sua vez controla o ciclo celular inibindo a
atividade das RNA polimerases| elll (FAHRAEUS et a. 1998).

Os complexos ciclina/lcdk também sdo inativados por fosforilagdo pelas
proteinas inibidoras de Cdks (CKIs). Essas proteinas sdo divididas em duas familias:
a familia INK4, que se liga especificamente as Cdks 4 e 6; e a familia Cip/Kip que
inibem os complexos ciclina E/Cdk2, ciclina A/Cdk2 e ciclina B/Cdk1. A proteina
codificada pelo gene CDKN2A é um membro da primeira familia e se liga a Cdk4 ou
Cdk6 competindo com as ciclinas D. A ligacdo de pl6é as Cdks impede a
hiperfosforilagdo de pRB e sem a liberagdo dos fatores E2F ndo ha progressdo do

ciclo celular (Figura5) (CANEPA et a. 2007).
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Figura 5 - Figura representativa do ciclo celular e o papel da proteina p16 durante a

fase G1. A proteina p16 impede aformag&o do complexo ciclina D/CDK4 ou CDK6, inibindo dessa
maneira a hiperfosforilaco da proteina Rb e a liberagéo dos fatores de transcricdo da familia E2F.
Sem a liberaco dos fatores E2F ndo ha transcricdo de genes essenciais para a entrada da célula na

fase S, ocorrendo a parada do ciclo celular.

O gene CDKN2A esta localizado na regido cromossomica 9p21. Esse locus
apresenta-se deletado em diversos tipos tumorais. Além disso, a perda de p16 devido
a mutacOes e del eces também é frequentemente relatada. Esse foi um dos primeiros
genes cujo silenciamento foi associado a presenca de metilacéo na regido promotora
(MERLO et al. 1995).

O silenciamento do gene CDKN2A devido a hipermetilacdo em seu promotor
também esta associado a alteragbes na conformacdo da cromatina. 1sso se deve ao
fato que a presenca de citosinas metiladas na sequéncia do DNA ocorre em

associacado com a deacelilagdo das histonas, acarretando a condensacdo da cromatina
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e impedindo a ligacéo dos fatores de transcricéo aos seus sitios. Esse fendmeno foi
descrito pela primeiravez em gliomas, quando COSTELLO et al. (1996) verificaram
gue mesmo na presenca da hipermetilacdo parcial do gene CDKN2A ocorria reducéo
nos niveis de MRNA e suspeitaram que outro mecanismo poderia estar envolvido na
supressdo da expressdo. Abordagens para avaliar a estrutura da cromatina indicaram
gue na presenca de hipermetilagdo, mesmo que parcial, a cromatina apresentava-se
mais condensada

A perda de expressdo de CDKN2A, associada a hipermetilagdo, parece estar
presente em praticamente todos os tipos tumorais, mas parece ser mais fregtiente nos
subtipos epiderméides (NUOVO et al. 1999). Além disso, € descrita como um evento
precoce nos CEs das vias aerodigestivas superiores (Al et al. 2003). A avaliacdo da
expressdéo do gene CDKN2A em amostras de CE de cabega e pescoco mostra
elevadas frequéncias de perda de expressdo desse gene, em aproximadamente 59% a

83% dos casos (REED et al. 1996; MIRACCA et al. 1999).

16 O GENE MGMT E O REPARO A DANOS AO DNA

O gene MGMT (O°-metilguanina DNA metiltransferase) esta localizado na
regido cromossdmica 10926 e codifica uma proteina de 207 aminoacidos, que atua
no reparo a danos ao DNA (PEGG et a. 2007).

A proteina MGMT atua no processo de reparo a danos ao DNA removendo
radicais alquila ou metil do oxigénio da posicdo 6 (O°) de guaninas, restaurando a
molécula de guanina sem causar quebra a fita de DNA, como observado no caso de

outras vias de reparo, resultanto na inducéo do processo de apoptose. A MGMT
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participa do reparo a0 DNA de uma maneira Unica, se comparada as demais
proteinas de reparo. Ela atua sozinha, nd em complexos ou com o auxilio de
cofatores, como ocorre em outras vias de reparo. Apos a remogao, os grupos aquila
ou metil sdo transferidos para um residuo de cisteina na sua propria estrutura, ou
sgja, a MGMT atua simultaneamente como transferase e aceptor de grupos alquila
Assim que a molécula de proteina se liga ao radical excisado, €la é uniquitinada e
degradada pelo proteasoma, sendo por essa razdo considerada uma proteina suicida
(ESTELLER 2000; ZUO et al. 2004; LIU e GERSON 2006). Outra caracteristica do
reparo mediado pela MGMT é que se trata de um processo estequiométrico, para
cadaradical alquila presente no DNA é necessaria umamoléculade MGMT para sua
remocao (Figura 6) (L1IU e GERSON 2006).

A adicgo de radicais alquila ao O° de guanina é uma importante fonte de
mutagdes pois a O°-metil-guanina induz a DNA polimerase a cometer um erro no
pareamento, pois a presenca do radical metil altera as propriedades das pontes de
hidrogénio e durante a replicacdo do DNA a O°-metilguanina pareia com timina e
ndo com citosing, acarretando a troca de pares guanina-citosina por adenina-timina
(Figura 6). Além disso, a O°-metil-guanina pode formar ligagBes cruzadas com
citosinas da fita de DNA complementar, impedindo a replicagdo do DNA e
acarretando a morte celular. Evitando a formagdo das ligagfes cruzadas entra as duas
fitas, a proteina MGMT induz resisténcia as drogas alquilantes (TANO et al. 1990;

ESTELLER e HERMAN 2004; LIU e GERSON 2006).
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Figura 6 - Figura representativa do papel de proteina MGMT no reparo a danos ao

DNA. A proteina MGMT remove radicais alquila/metil das guaninas na sequéncia do DNA. Na

auséncia da proteina MGMT ativa existem duas possibilidades: a guanina ligada a radicais
alquila/metil tem preferéncia em parear-se com atimina, resultanto nainsercdo de uma mutacéo. Caso
aausénciade MGMT ative outra via de reparo, ocorrera remogao da guanina alterada o que resulta em

guebra da dupla-fitado DNA, levando a célula a apoptose.

Até 0 momento, 0 Unico mecanismo de inativacdo do gene MGMT em
tumores é a hipermetilacdo (ZUO et a. 2004). Ndo existem relatos de delecbes ou
rearranjos que acarretem a perda de expressdo desse gene (DANAM et a. 2005).
ESTELLER et a. (1999) avaiaram o perfil de hipermetilacdo de diversos tipos
tumorais. Nesse estudo foi possivel verificar que o gene MGMT € mais
frequentemente metilado em gliomas, linfomas, carcinomas de célon, cabega e
pescoco e pulmdo ndo-pequenas células. A hipermetilagdo, que estd associada a

reducdo nos niveis de mRNA, proteina e da atividade enziméatica, pode acarretar
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alteracdo no posicionamento dos nucleossomos em associacdo a hipoacetilacdo das
histonas, impedindo a ligagdo dos fatores de transcricdo (WATTS et a. 1997). Além
disso, em linhagens celulares que expressam a proteina MGMT observou-se atos
niveis das histonas H3 e H4 acetiladas, quando comparadas a linhagens que néo
expressam a proteina (DANAM at al. 2005).

A hipermetilagdo do gene MGMT j& foi descrita em 23% a 52% dos CEs de
cabeca e pescoco e a presenca de metilagdo no promotor desse gene pbde ser
correlacionada a sobrevida global e livre de doenca (SANCHEZ-CESPEDES et a.
2000; ROSAS et a. 2001; MARUYA et a. 2004; ZUO et a. 2004; HA e
CALIFANO 2006).

A hipermetilagdo na regid promotora do gene MGMT, como dito
anteriormente, pode ser uma importante ferramenta para delineamento do tratamento
em diversos tumores. No entanto a quimiossensibilidade aos agentes alquilantes pode
também estar associada a um pior prognéstico para 0s pacientes que ndo Ssao
submetidos ao tratamento, uma vez gque a auséncia da atividade da proteina MGMT
no reparo a danos e consequente controle de mutagdes pode ter como resultado o
acumulo de mutagdes pontuais, que por sua vez podem levar a instabilidade
gendmica (DANAM et al. 2005). Uma mutacéo bastante frequente no gene K-RAS
ocorre no codon 12 (GGT), levando a ativacéo da proteina codificada. Tumores de
mama, gque raramente apresentam mutagdes nesse gene, mostram baixo niveis de
hipermetilacdo no promotor de MGMT. O quadro oposto € observado nas neoplasias
colorretais. A hipermetilacdo é frequente assim como a mutagdo em K-RAS, que
acarreta a troca de uma guanina por uma adenina no codon 12 (ESTELLER et al.

1999). Outro gene que parece apresentar frequéncias mais elevadas de mutacdes € o
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gene TP53. A transicdo G:C para A:T é uma ateracéo que corresponde a metade das
mutacOes missense nesse gene. A hipermetilagdo em MGMT, com consequente perda
de sua expressdo, reduz a remocgdo dos adutos que se ligam ao DNA e permite a
manutencdo da O°-metilguanina na sequéncia. Esta, por sua vez, seré substituida por
uma adenina no momento da replicagdo e uma mutacdo sera inserida no gene TP53.
A metilacéo aberrante em MGMT e a associagdo com maior frequéncia de mutaces
no gene TP53 foi obsevada em gliomas e tumores de colon, figado e pulméo néo-

pequenas células (ESTELLER e HERMAN 2004).
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2 OBJETIVOS

21 OBJETIVO GERAL

Avdiar o padrdo de hipermetilacdo dos genes CDKN2A e MGMT em
amostras de carcinoma epidermdide de pénis, visando verificar a utilidade do padréo
de metilagdo dos promotores desses genes como marcadores moleculares de

prognadstico para o carcinoma peniano.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Determinar a frequéncia de hipermetilacdo dos genes CDKN2A, MGMT em
tumores primarios de carcinoma epidermdide de pénis, provenientes de
pacientes tratados no Hospital do Cancer A.C. Camargo;

o Determinar os niveis de expresséo das proteinas p16 e MGMT nas amostras
de carcinoma epidermoides de pénis e verificar sua associacdo com a
presenca de hipermetilacdo nos respectivos genes;

o Correlacionar os dados moleculares com dados anatomopatologicos e
epidemioldgicos coletados dos pacientes, visando estabelecer marcadores

moleculares para as diferentes condicdes clinicas.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 SELECAO DOSPACIENTES

Para a selecdo dos paciente, foram avaliados retrospectivamente os
prontudrios dos pacientes com carcinoma de pénis tratados no Centro de Tratamento
e Pesquisa — Hospital A.C. Camargo, pelo Departamento de Cirurgia Pélvica, no
periodo de 1953 a 2004. Estes casos fazem parte do banco de dados do grupo de
estudos em tumores de pénis desta mesma institui¢do. Os principais dados clinicos e
anatomopatol 6gicos j& se encontram publicados (GUIMARAES et al. 2009).

Durante a revisdo dos prontuérios no Servico de Arquivo Médico e Estatistica
(SAME), foram colhidas informacfes pessoais, clinicas e anatomopatol dgicas
relevantes dos pacientes (Anexo 1).

Apbs a coleta dos dados dos prontuarios, foram incluidos no estudo pacientes
portadores de carcinoma epidermdide de pénis; submetidos a tratamento cirdrgico do
tumor primério; submetidos ou ndo a linfadenectomia regional, uni ou bilateral, a
gualquer momento do seguimento; e pacientes com seguimento adequado por pelo
menos 5 anos. Foram excluidos aqueles que apresentavam ou desenvolveram
segundo tumor primério; os submetidos a tratamento neo-adjuvante ou adjuvante; e
pacientes com amostra incluida em parafina insuficiente para a confecg@o de cortes
histol égicos para confirmagao diagnostica e para utilizagcdo nas demais etapas deste

estudo.
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3.2 EXTRACAO DO DNA DAS AMOSTRAS INCLUIDAS EM

PARAFINA

O DNA de 128 amostras de carcinoma epidermoide de pénis incluidas em
parafina foi extraido através das etapas de digestdo com proteinase K, purificacéo
com fenol-cloroférmio e precipitacdo com etanol.

Inicialmente, foi realizada a microdisseccdo manual das amostras incluidas
em parafina. As regides tumorais foram delimitadas em |aminas coradas com
hematoxilina-eosina e microdisseccdo foi realizada em 10 cortes de Sum sem
coloragdo através da raspagem dos cortes com |amina de bisturi. O tecido raspado foi
colocado em microtubos de 1,5mL.

As amostras foram desparafinizadas por incubagdo com xilol por duas horas
48°C. A reidratacdo do tecido foi realizada através de lavagens sucessivas em etanol
100%, 70% e 50% seguidas de centrifugacdo. Para lise das membranas celulares e
nucleares e degradacdo de proteinas, as amostras foram incubadas por 48 horas a
48°C em solucdo de SDS-proteinase K 1% (SDS 1%; 100mg de proteinase K; 10mM
TrisHCl pH9,0; 25mM EDTA pH8,0; 62,5mM NaCl). A cada 8 horas foram
adicionados 20uL de proteinase K 20%. Em seguida, foi realizada extragdo do DNA
através da adicéo de 1 volume de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1) e
centrifugacdo para separacdo das porcdes agquosa e organica. A por¢cdo aquosa foi
separada e submetida a precipitacdo com etanol. As amostras foram precipitadas em
2,5 volumes de etanol 100%, 650mM de acetato de amoénio e 0,040mg de glicogénio
por 12 horas a -20°C. Ap6s centrifugagdo e descarte do sobrenadante, as amostras

foram lavadas com etanol 70% e seguiu-se nova centrifugagdo. O etanol 70% foi



Avaliacdo do perfil de hipermetilacdo dos genes Z16™*+ e MGMT em cancev de pénis 36

descartado e ap0ds secagem dos pellets, os mesmos foram ressuspendidos em 50uL de
&gua e as amostras armazenadas a -20°C.

O DNA obtido foi submetido a quantificagdo por espectrofotometria no
aparelho Nanodrop 1000 (Thermo Scientific). Em cada quantificagdo foram
considerados os valores da concentracdo da amostra em ng/uL ; arazéo 260/280, que
indica a quantidade de proteina presente na amostra, cujo valor idea é de
aproximadamente 1,8 a 2,0; e a razdo 230/260, que aponta a presenca de reagentes
empregados durante a extracdo do DNA, cujo valo esperado deve ser igual ou maior

que 2,0.

33 TRATAMENTO COM BISSULFITO DE SODIO

A andlise da presenca de hipermetilacdo através do seguenciamento,
empregando a técnica de pirossequenciamento, exige uma etapa prévia, na qual as
amostras sdo submetidas a um tratamento com bissulfito de sodio. Durante esse
tratamento, as citosinas ndo metiladas sdo convertidas em uracilas por uma reacéo de
deaminacdo e as 5-metil-citosinas (citosinas metiladas) sdo protegidas desse
tratamento.

No tratamento com bissulfito de sddio, foi empregado o kit EZ DNA
Methylation Kit™ (Zymo). Foram tratados 2ug de DNA, que inicialmente foram
denaturados na presenca do tampdo M-Diluiton Buffer, por 15 minutos a 37°C. O
DNA denaturado foi incubado com solucdo contendo bissulfito de sédio (CT
Conversion Reagent) por 12 a 16 horas a 50°C. Em seguida, as amostras foram

homogenizadas com tamp&o M-Binding Buffer, para sua ligagdo ao filtro das colunas
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de lavagem, e submetidas a centrifugacdo. As amostras foram lavadas com M-Wash
Buffer e desulfonadas (M-Desulphonation Buffer) por incubagdo de 15 minutos a
temperatura ambiente por 15 minutos. Foram realizadas duas lavagens sucessivas
com M-Wash Buffer e ap6s a tltima centrifugacdo, as colunas foram transferidas para
novos tubos de coleta de 1,5mL. Para eluicdo do DNA, foram adicionados 50uL de
agua ao filtro da coluna e as amostras foram centrifugadas. O DNA tratado com
bissulfito de sodio foi armazenado a -80°C.

Apbés o tratamento com bissulfito de sodio, as amostras tiveram sua
viabilidade verificada através da amplificacdo de um fragmento de 133 pares de base
do gene SACTINA. Para esta reagdo, foram desenhados oligonucleotideos
considerando a sequéncia do DNA submetida ao tratamento com bissulfito de sodio.
Dessa forma, a sequéncia do  oligonucleotideo senso é 5'-
TGGTGATGGAGGAGGTTTAGTAAGT — 3 e a sequéncia do antisenso é 5'-
AACCAATAAAACCTACTCCTCCCTTAA — 3. As reagOes foram realizadas em
um volume final de 25uL, contendo 1X tampéo de reacéo; 1,5mM de MgCly; 0,2mM
de cada dNTP; 200mM de cada oligonucleotideo; 1 unidade de Platinum Taq
Polymerase (Invitrogen); e 5uL de DNA. As amostras foram incubadas em
termociclador com as seguintes temperaturas. 95°C por 5 minutos, 95°C por 1
minuto, 66°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto, durante 35 ciclos; e 72°C por 5

minutos. O resultado da amplificacdo foi verificado em gel de agarose 1%.
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34 AMPLIFICACAO DAS REGIOES PROMOTORAS DOS GENES

CDKNZ2A E MGMT

Todas as reagdes de PCR (Polymerase Chain Reaction — reacdo em cadeia da
polimerase), foram realizadas para um volume final de 50uL, utilizando-se 10uL do
DNA tratado com bissulfito de sdédio em solugdo contendo 1X tampéo de reacéo;
2mM de cloreto de magnésio; 200uM de cada dNTP, 200mM de cada
oligonucleotideo iniciador e 2.5 unidades da DNA polimerase HotStarTaqg (QIAgen).
As reagoes foram incubadas em termociclador por 15 minutos a 95°C, 45 segundos a
95°C e 45 segundos a 55°C (CDKN2A) ou 53°C (MGMT) por 38 vezes. A
amplificacdo do fragmento de interesse foi verificada através de eletroforese em gel
de agarose 1%.

As condicOes ideais para a amplificacdo das regides alvo foram alcancadas
apos a otimizacdo de diversos parametros da PCR para amplificacdo das regides
promotoras dos genes CDKN2A e MGMT foi realizada através de alteracbes nas
condi¢des da reacdo (concentracdo de cloreto de magnésio, dos oligonucleotideos e
da Tag DNA polimerase; quantidade de DNA tratado com bissulfito de sodio;
temperaturas e tempos de incubacdo). As reagdes foram consideradas 6timas quando
a reagdo de pirossequenciamento resultou em sequéncias de boa qualidade. Para
todas as etapas de otimizacdo foi empregado DNA de linfécitos de sangue periférico,
metilado in vitro e tratado com bissulfito de sodio.

Os oligonucl ectideos iniciadores empregados nas reacdes de amplificacdo séo
ensaios comerciamente disponiveis. Cada ensaio contem 1 oligonucleotideo

iniciador senso e um antissenso e 1 oligonucleotideo iniciador para a reacdo de
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pirossequenciamento. Tanto para 0 gene CDKN2A e para o gene MGMT, os
iniciadores antissenso foram marcados com biotina. No caso do gene CDKN2A, o
ensaio foi desenhado para a deteccdo dos niveis de metilagdo presentes e 7
dinucleotideos CpG localizados no exon 1 entre os nucleotideos 148 e 174 (Ensembl
gene: ENSG00000147889) (Anexo 3). Para 0 gene MGMT, foram empregados
oligonucleotideos que permitem a avaliacdo de 5 dinucleotidos CpG compreendidos
entre os nucleotideos 17 e 39 do exon 1 (Ensembl gene: OTTHUMTO00000051009)
(Anexo 4). Em ambos os ensaios o oligonucleotideo antisensso é marcado com
biotina, essencial para a etapa de seqiienciamento.

O DNA de linfocitos metilado in vitro e tratado com bissulfito de sodio foi
empregado como controle positivo em todas as PCRs para os genes CDKN2A e
MGMT. Aliguotas de 20mL de sangue periférico foram submetidas a centrifugacéo
para separacio do soro e da porcdo celular. A porgéo celular foi adicionada solugéo
de TrissEDTA pH8,0 1X (TE 1X — 10mM Tris-HCI pH8,0 e ImM EDTA pH8,0),
para lise das hemécias. ApOs sucessivas etapas de lavagem com TE 1X e
centrifugacdo, foi obtido o pellet de linfécitos, a partir do qual foram obtidas as
amostras de DNA. Para a extragdo do DNA foi empregado o protocolo de digestéo
com proteinase K, purificagdo com fenol-cloroférmio e precipitagdo com etanol,
seguindo as mesmas etapas descritas anteriormente para as amostras incluidas em
parafina excluindo-se a etapa de desparafinizacdo com xilol. Em seguida, as amostras
foram quantificadas por espectrofotometria no aparelho Nanodrop 1000 e a
viabilidade do DNA verificada através de PCR para o fragmento de 133 pares de
base do gene S-ACTINA. A metilacdo in vitro do DNA de linfdcitos foi realizada

com o kit CpG Methylase-Sssl (New England Biolabs), seguindo instructes do
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fabricante. Um volume total de reacéo de 250uL, contendo 20ug de DNA; 0,032mM
de S-adenosiimetionina (SAM — doador de radicais metil) e 25 unidades de metilase
Sssl, foi submetido aincubag&o por 4 horas a 37°C. Apds esse periodo, adicionou-se
0,064mM de SAM e 12,5 unidades de metilase Sssl e a reacdo foi incubada
novamente por 4 horas a 37°C. Em seguida, as amostras foram submetidas a
purificacdo com fenol-cloroférmio e precipitagdo com etanol. O DNA obtido foi
estocado a -20°C. O DNA metilado in vitro foi tratado com o kit EZ DNA

Methylation Kit (Zymo), como descrito anteriormente.

3.5 PIROSSEQUENCIAMENTO

Para a avaliagdo da frequéncia de metilagdo nas amostras de cancer de pénis,
paa o0s genes CDKN2A e MGMT, foi empregada a abordagem de
pirossequenciamento no equipamento PyroMark ID (QIAgen) e as quantificagcOes
nos niveis de metilacdo de cada dinucleotideo foram realizadas pelo software Pyro
Q-CpG (QlAgen).

O pirossequenciamento € uma abordagem quantitativa que se baseia no
monitoramento em tempo real da sintese do DNA. A sequéncia amplificada é
submetida a0 sequenciamento catalisado por 4 enzimas, cujo resultado final da
reacdo € a emissdo de luz caso ocorra a incorporacdo do nucleotideo adicionado. A
intensidade de luz é captada pelo equipamento, através de uma camera CCD.

O software Pyro Q-CpG (QIAgen), a partir da atura dos picos de citosina
(casos metilados) e de timina (casos ndo metilados) determina os niveis de metilacéo

presentes no tumor para cada CpG avaliado. Além da quantificacdo o software
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também insere na sequencia a ser avaliada um controle interno. Trata-se de uma
citosina localizada fora de sitio CpG que permite avaliar se o tratamento com
bissulfito de sddio foi eficiente. No caso de conversdo eficiente das citosinas néo
metiladas em uracilas, na sequéncia alvo o pico esperado € de uma timina. Caso o
pico de citosina sgja observado isso indica que o tratamento com bissulfito de sddio
ndo foi eficiente e que a quantificacdo dos niveis de metilacdo pode sofrer
interferéncia das citosinas ndo convertidas adequadamente, levando até mesmo a
resultados fal so-positivos

Para 0 sequenciamento das amostras € necessaria uma etapa prévia para
denaturacdo das fitas de DNA. A amostra amplificada € homogenizada a beads de
sefarose (particul as esféricas de sefarose) para ligagéo aos fragmentos marcados com
biotina Em seguida, com o auxilio do equipamento Vacuum Prep Workstation
(QlAgen), as amostras que se ligaram as beads de sefarose sdo submetidas a lavagem
em etanol 70%, tamp&o de denaturacdo (Denaturation solution — QIAgen) e lavagem
das amostras (Wash Buffer — QIAgen). Em seguida, as amostras séo incubadas com
0,5uM de oligonucleotideos para sequenciamento, por 2 minutos a 80°C, para que
ocorra o anelamento.

As enzimas da reacdo e o0s nucleotideos livres para 0 sequienciamento sao
fornecidos pelo kit Pyro Gold Reagents (QIAgen). Os reagentes sao adicionados em
um cartucho, com compartimentos especificos para cada reagente (mistura de
enzimas, substrato, adenina, citosina, guanina e timina), que em seguida é colocado
no equipamento Pyro Mark ID (QIAgen) e que dispensa cada reagente no momento

adeguado da reacdo. Os volumes de cada reagente séo calculados pelo software Pyro

Q-CpG (QIAgen).
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A metilacéo foi considerada aberrante quando o nivel de metilacdo foi maior
do que o nivel de corte, estabelecido aleatoriamente, de 15%. Abaixo desse valor 0s
niveis detectados foram considerados artefatos da reagdo ou nivel de metilagdo nédo
significante. O nivel (porcentagem) de hipermetilacdo de uma amostra foi

determinada através da média dos sitios CpG avaliados.

3.6 CONFECCAO DO TISSUE MICROARRAY (TMA)

Os casos selecionados apds revisdo diagnostica, foram utilizados na
confeccdo de quatro blocos de TMA Os blocos de TMA foram montados utilizando-
se o dispositivo técnico Tissue Microarrayer (Beecher Instruments, Silver Springs —
EUA).

Dois patologistas analisaram laminas coradas com hematoxilina-eosina para
selecdo da area representativa do tumor. Em seguida, a area tumoral foi identificada
no bloco de parafina doador, foi puncionada com agulha de 1mm e os cilindros
foram transferidos para o bloco receptor. As amostras foram inseridas em duplicatas
nos seus respectivos blocos. Em seguida, foi construido um mapa com a
identificacdo detalhada de cada caso para posterior localizacdo destes. Foram
realizados cortes sequenciais de 4um de espessura e colhidos em |&minas adesivas
(Instrumedics, Hackensack NJ - EUA). Todos os cortes foram colhidos em uma

Uni ca sessao e armazenados para uso posterior.
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3.7 IMUNOISTOQUIMICA

As reagOes de imunoistoquimica para cada anticorpo foram realizadas em
duas laminas de cada bloco de TMA, sendo que cada |amina representava cortes com
distancia aproximada de 150um (30 cortes), visando avaliar a expressdo das
proteinas p16 e MGMT em diferentes regides do mesmo tumor. Como descrito
anteriormente, em cada lamina 0 mesmo tumor esta representado em duplicata.
Dessa forma, a andlise de duas Iaminas implicou a avaliacdo de cada tumor em
quadruplicata.

Os cortes histol6gicos foram desparafinizados através de lavagens sucessivas
em xilol, reidratados em etanol e lavados em agua corrente. A recuperacao antigénica
em calor umido foi realizada em panela de pressdo com os cortes imersos em solucéo
tampéo de citrato de sddio 10mM pH6,0. Seguiu-se bloqueio da peroxidase enddgena
com &gua oxigenada 30 volumes e bloqueio de proteinas inespecificas com Protein
Block Serum Free (Dako).

Os anticorpos primérios foram diluidos de acordo com otimizac&o prévia. O
anticorpo contra a proteina p16 (Santa Cruz) foi empregado na propor¢do 1:800 e 0
anticorpo anti-MGMT (Neomarkers) foi utilizado na proporcéo 1:200. A incubacdo
com 0s anticorpos primarios ocorreu por um periodo de duas horas em temperatura
ambiente em cAdmara Umida.

A amplificacdo do sina foi realizada através do sistema de polimero. As
l&minas, apos 3 lavagens em solugdo de PBS, foram incubadas por 30 minutos com
Post Primary Block (Novocastra) e em seguida com polimero (Polymer —

Novocastra) por mais 30 minutos. Os cortes foram corados com 3,3
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diaminobenzidina (DAB) e contracoradas com hematoxilina de Harris. Os cortes
foram desidratados através de lavagens sucessivas em etanol e xilol, e a montagem
das laminasfoi realizada no aparelho Tissue-Tek (Sakura).

A andlise dos ensaios imunoistoquimicos para determinacdo dos niveis de
expressdo das duas proteinas foi realizada no equipamento ScanScope XT (Aperio).
Nesse equipamento, as |aminas de imunoistoquimica dos TMAs foram digitalizadas.
A quantificacdo dos niveis de expressdo, baseadas na intensidade da marcacéo e na
quantidade de células marcadas, foi realizada através do software Spectrum™ Plus
(Aperio). O software permite a selecdo da area tumoral de interesse e algoritmos
padréo do proprio software fazem a quantificagdo da intensidade e da porcentagem
de células, baseando-se no nimero de pixels e na densidade Optica da marcagéo. O
software € capaz de diferenciar entre a marcagdo marrom (positiva) e a azul
(negativa) dareacdo de imunoistoquimica.

A porcentagem (frequéncia) de células marcadas foi categorizada de acordo
com 0 seguinte sistema de gradacéo:

o 0 - <1% de células positivas,

o 1 -1% a 10% de células positivas;
o 2 —11% a 50% de células positivas;
o 3 —51% a 90% de células positivas;
o 4 - >90% de células positivas.

A intensidade da marcacdo é determinada pelo software e varia de 0 a 3,
sendo que 0 corresponde a auséncia de células positivas; 1 a marcagdo fraca; 2 a

marcagdo moderada; e 3 a marcagao forte.
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Para as andlises estatisticas, foi considerada a soma dos escores de
porcentagem de células positivas e a intensidade da marcacéo. Foram considerados
negativos aqueles casos com escore entre O e 1; positivos fraco casos com escore

entre 2 e 4; e positivos agueles cuja somatéria foi maior que 4.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

A andlise edtatistica foi redlizada através do programa SPSS for Windows
15.0, SPSS Inc. A distribuicdo das variaveis clinicas, anatomopatologicas e
referentes ao tratamento foram apresentadas na forma de tabel as de contingéncias.

As associacies entre variaveis qualitativas, expressdo das proteinas pl6 e
MGMT, status de hipermetilacdo dos genes CDKN2A e MGMT, e presenca de
metastase linfonodal foram feitas com o teste do chi-quadrado bicaudal. De acordo
com os valores obtidos na tabelas 2x2, utilizou-se o valor do chi-quadrado bicaudal
corrigido (Teste de Fisher).

A identificacdo dos fatores independentes relacionados com metastase
linfonodal foi realizada pela regressdo logistica multipla. As variaveis para o estudo
multiplo foram as que atingiram significancia estatistica na andlise univariada
(p<0,050), bem como aguelas que atingiram valores de p até 0,20. O resultado fina
para os model os multivariados, regressdo logistica e de Cox foi obtido pela estratégia
stepwise forward selection, na qual, a partir da varidvel de maior significancia na
andlise univariada, foram acrescentadas as outras variaveis, uma a uma, em ordem

crescente.
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A sobrevida global e cancer especifica foram analisadas pelo estimador
produto de limite de Kaplan e Meier, e a comparagdo entre as curvas através do teste
de Log-rank. Na analise multivariada para sobrevida, usou-se o0 modelo de riscos
proporcionais de Cox, calculando-se as razdes de risco proporcional para 6bito. As
varidveis que atingiram significancia estatistica na andlise univariada para sobrevida
global e cancer especifica foram selecionadas para andlise multivariada, bem como
aquelas que atingiram valores de p até 0,20.

A significancia estatisticafoi determinada para um valor de p<0,05.
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4 RESULTADOS

41 CARACTERIZACAO DA AMOSTRA

4.1.1 Aspectos Epidemioldgicos, Clinicos e Anatomopatoldgicos

Todos os dados referentes aos aspectos epidemiol gicos e clinicos da amostra
estdo resumidos na Tabela 1.

A idade dos 351 pacientes variou de 21 a 87 anos, com média e mediana de
55 anos. Pacientes com idade superior a 60 anos representaram 61,0% (214
pacientes) da amostra. Apenas 14 (4%) pacientes tinham até 30 anos no momento do
diagndstico. Quanto a raga os pacientes se dividiram da seguinte maneira: 70,9%
(270 pacientes) eram brancos e 23,1% (81 pacientes) eram ndo brancos (ragas negra
e amarela). Dentre os 216 pacientes que puderam relatar seus antecedentes venéreos,
97 (44,9%) pecientes referiram ter tido alguma doenca venérea e 119 (55,1%)
afirmaram nunca ter tido qualquer doencga venérea. Apenas 18,0% (59) dos pacientes
foram submetidos a postectomia e 82,0% (269) ndo a redlizaram. A informacéo a
respeito da redizacdo de postectomia ndo foi transcrita para o prontuario em 23
(6,6%) dos casos.

Ao diagnéstico, 242 (68,9%) pacientes apresentaram 0 tumor de pénis
intacto, 96 (27,4%) haviam sido submetidos a bidpsia do tumor, 9 (2,6%) dos
pacientes haviam sido amputados em outros servigos e um caso (0,3%) havia sido
submetido ao tratamento completo (amputagdo e esvaziamento) em outro servico,

vindo somente para acompanhamento neste hospital. O sintoma mais frequente
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relatado foi ferida ou lesdo peniana (92,8%). Como sintoma isolado ocorreu em 173
(49,3%) pacientes. O tempo de evolugdo da doenca, desde 0 seu aparecimento até o
diagnostico foi de no minimo um més e de no maximo 240 meses, com média de
17,76 meses e mediana de 8 meses. De acordo com o estadiamento clinico TNM
(2002), 34 (9,7%) pacientes apresentavam tumores T1; 171 (48,7%) apresentavam
tumores T2; 130 (37,0%) apresentavam tumores T3; e 16 (4,6%) apresentavam
tumores T4. Em relagé@o ao estadio N, foram observados 173 (49,3%) casos NO; 57
(16,2%) casos N1; 105 (29,9%) casos N2; 10 (2,8%) casos N3; e 6 (1,7%) casos NX.

Os dados referentes aos aspectos anatomopatolégicos foram resumidos e
estao apresentados na Tabela 2.

No caso davaridvel grau histoldgico, ndo foi obtida informacéo para apenas 3
pacientes. Os pacientes se dividiram da seguinte maneira quanto ao grau de
diferenciacdo: 91 (26,1%) pacientes apresentaram tumores grau |; 115 (33,1%)
pacientes grau |1; e 142 (40,8%) pacientes grau Il1. Invasdo vascular foi observada
em 84 (25,8%) casos e estava ausente em 241 (74,2%) dos casos. Houve invasdo dos
corpos cavernosos em 172 (63,9%) casos e ndo ocorreu invasao em 97 (36,1%) dos
casos. A invasdo do corpo esponjoso ocorreu em 253 (90,4%) casos. Em 27 (9,6%)
casos ndo ocorreu invasdo. Em 94 (39,3%) casos ocorreu invasdo uretral, ndo

observada em 145 (60,7%) casos.
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Tabela 1 — Freguéncia das variaveis clinicas e demograficas dos 351 pacientes
portadores de carcinoma peniano.

Variavel NUmero de pacientes Porcentagem

Idade

Até 60 anos 137 39,0

> 60 anos 214 61,0
Raca

Branca 270 70,9

N&o branca 81 23,1
Tempo de evolugdo

Até 6 meses 155 45,5

> 6 meses 186 54,5
Antecedentes venéreos

N&o 119 55,1

Sim 97 44,9
Postectomia

N&o 269 82,0

Sim 59 18,0
Infeccéo pelo HPV

negativa 61 439

positiva 78 56,1
Estadiamento cT*

Tl 34 9,7

T2 171 48,7

T3 130 37,0

T4 16 4,6
Estadiamento cN*

NO 173 49,3

N1 57 16,2

N2 105 29,9

N3 10 2,8

NXx 6 1,7
Intencdo da linfadenectomia

profilética 40 25,3

necessidade 118 74,7

* Estadiamento TNM (UICC-2002 — CID-10 C60)
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Tabela 2 - Freguéncia das varidveis anatomopatoldgicas nos 351 pacientes
portadores de carcinoma peniano.

Variavel Numero de pacientes Porcentagem

Mestéstase linfonodal *

ausente 76 48,1

presente 82 51,9
Estadiamento pN

NO 269 76,6

N+ 82 234
Espessura do tumor

<5,0mm 91 28,6

> 5,0mm 228 71,4
Grau de diferenciacdo

I 91 26,1

I 115 331

Il 142 40,8
Invasdo vascular

Presente 84 25,8

Ausente 241 74,2
Infiltrac8o de corpos cavernosos

Presente 172 63,9

Ausente 97 36,1
Invasdo do corpo esponjoso

Presente 253 90,4

Ausente 27 9,6
Infiltracdo da uretra

Presente 94 39,3

Ausente 145 60,7

* Somente pacientes que realizaram linfadenectomia.

4.1.2 Aspectos Cirurgicos e Seguimento Clinico

O tipo de cirurgia predominante foi a amputacéo parcial, realizada em 202
(57,5%) pacientes. A amputagdo total ocorreu em 126 (35,9%) casos e a resseccao
local em apenas 23 casos (6,6%).

As complicagbes mais frequentes decorrentes da amputacdo foram estenose,
em 50 (14,2%) casos; deiscéncia, em 9 (2,6%) casos; infecgao, em 3 (0,9%) casos; e
hemorragia, em 2 (0,6%) casos.

Dos 351 pacientes, 158 (45%) foram submetidos a linfadenectomia, sendo 55

(15,7%) casos de linfadenectomia inguinal e 103 (29,3%) casos de linfadenectomia
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ilio-inguinal. Os 193 (55%) pacientes que ndo submetidos a linfadenectomia foram
acompanhados por um periodo igual ou superior a5 anos. Foram dissecados no total
4.577 linfonodos, com uma média de 28,9 linfonodos por pacientes, variando de 2 a
87 linfonodos. Dos 158 pacientes linfadenectomizados, 82 (51,9%) apresentaram
linfonodos com acometimento neoplésico. Houve um total de 314 linfonodos
acometidos pelo tumor, com variagdo de 1 a 25, representando 6,9% do total de
linfonodos avaliados. Em relacdo alateralidade dos linfonodos acometidos, 42 (12%)
pacientes apresentaram comprometimento unilateral, enquanto que 38 (10,8%) dos
paci entes apresentaram comprometimento bilateral.

O tempo de seguimento dos pacientes variou de 0,1 a 452,8 meses, com
média de 100 meses e mediana de 71,4 meses.

Em 79 (22,5%) pacientes houve recorréncia tumoral. Destes, 59 (16,8%)
apresentaram recorréncia locorregiona; 12 (3,4%), a distancia; e 8 (2,3%),
locorregional e a distancia. Houve 16 (4,6%) casos sem informacao.

Ao final do seguimento, 130 (37%) pacientes estavam vivos sem doenca, 22
(6,3%) pacientes estavam vivos com doenca, 59 (16,8%) pacientes faleceram em
decorréncia do cancer ou de complicagcdes do tratamento (incluindo ébitos até 30
dias apbs a cirurgia), 113 (32,2%) pacientes faleceram por outras causas e 27 (7,7%)

pacientes foram perdidos de vista

4.1.3 Variaveis Clinicas e Anatomopatoldgicas Associadas a Metastase
Linfonodal
Na amostra selecionada para o presente estudo a ocorréncia de metéstase

linfonodal esta associada a tumores com baixo grau de diferenciacdo (p<0,001); o
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estadio N clinico positivo (p<0,001), tumores em estadio T avancado (T>1)
(p=0,010); com invasdo de corpos cavernosos (p<0,001); presenca de infiltracdo de
uretra (p<0,001); com invasdo vascular (p<0,001); com invasdo perineural
(p<0,001). A presenca de invasdo do corpo esponjoso Nao apresentou associacdo
significativamente estatistica (p=0,053) com a presenca de comprometimento
linfonodal, no entanto houve uma maior frequéncia de metastase linfonodal em
pacientes com invasdo dessa estrutura peniana. Todas as varidveis clinicas e
anatomopatoldgicas avaliadas quanto a sua associagdo com O comprometimento
linfonodal nos pacientes com cancer de pénis estdo representadas na Tabela 3.

As varidvels que atingiram significancia estatistica na andlise univariada e
aquelas que atingiram valores de p até 0,20 foram submetidas a andlise multivariada
para determinacao dos fatores de risco independentes para a ocorréncia de metastases
linfonodais.

No modelo multivariado, as variaveis independentes associadas com maior
risco de ocorréncia de comprometimento linfonodal foram o baixo grau histol6gico
(RR=2,913; IC 95% [4,116-82,443]), o estadio N clinico positivo (RR=2,167; IC
95% [4,082-18,660]) e a presenca de invasdo perineural (RR=1,926; IC 95% [3,553-

13,250)).
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Tabela 3 — Andlise univariada para determinar a associacdo entre as variavels

clinicas e anatomopatologicas dos pacientes com cancer de pénis e o
comprometimento linfonodal.
Variaveis Com!orometimento IinfongQaI Valor de p
negativo positivo

Tempo de evolucéo 0,701
< 6 meses 117 (75,5%) 38 (24,5%)
> 6 meses 144 (77,4%) 42 (22,6%)

Grau de diferenciagcdo <0,001
bem diferenciado 89 (97,8%) 2 (2,2%)
pouco diferenciado 177 (66,5%) 80 (33,5%)

Postectomia 0,613
nao 204 (75,8%) 65 (24,2%)
sm 47 (79,7%) 12 (20,3%)

Estadiamento cT* 0,010
Tl 32 (94,1%) 65 (24,2%)
T2-T4 237 (74,8%) 80 (25,2%)

Estadiamento cN* <0,001
NO 162 (93,6%) 11 (6,4%)
N+ 102 (59,3%) 70 (40,7%)

Antecedentes venéreos 0,523
sem antecedentes 88 (73,9%) 31 (26,1%)
com antecedentes 76 (78,4%) 21 (21,6%)

Intenc&o do esvaziamento <0,001
principio 33 (82,5%) 7 (17,5%)
necessidade 43 (36,4%) 75 (63,6%)

Espessura do tumor 0,110
<5mm 75 (82,4%) 16 (17,6%)
> 5mm 167 (73,2%) 61(26,8%)

Invasdo de corpo esponjoso 0,053
ausente 25 (92,6%) 2 (7,4%)
presente 189 (74,7%) 64 (25,3%)

Invasdo de corpos cavernosos <0,001
ausente 83 (85,6%) 14 (14,4%)
presente 113 (65,7%) 59 (34,3%)

Infiltracdo de uretra <0,001
ausente 121 (83,4%) 24 (16,6%)
presente 59 (62,8%) 35 (37,2%)

Invasdo vascular <0,001
ausente 197 (81,7%) 44 (18,3%)
presente 48 (57,1%) 36 (42,9%)

Invasdo perineural <0,001
ausente 202 (88,6%) 26 (11,4%)
presente 44 (44,9%) 54 (55,1%)

* Estadiamento TNM (UICC-2002 — CID10 C60)
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4.1.4 Variaveis Clinicas e Anatomopatoldgicas Associadas a Sobrevida dos

Pacientes com Cancer de Pénis

A taxa de sobrevida cancer especifica da populacéo foi de 82,4% e 81,4%, em

5 e 10 anos respectivamente (Figura 7).

Sobrevida cancer especifica

=] [=] (=]
= m =]
| ] 1

Probabilidade acumulada de sobrevida
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(=]
1

00 T T T T T
0,00 30,00 50,00 90,00 120,00

Seguimento em meses

Figura 7 — Curva da probabilidade acumulada de sobrevida céncer especifica dos

pacientes com carcinoma epidermdide de pénis.
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Dentre as variaveis clinicas e anatomopatolOgicas avaliadas, aquelas que
influenciaram significativamente a sobrevida cancer especifica, em 5 anos, foram o
estadiamento N (p<0,001); comprometimento linfonodal (p<0,001); grau de
diferenciacéo (p<0,001); invasdo de corpos cavernosos (0,039); invasdo vascular
(p=0,003); invasdo perineural (p<0,001) e recidiva (p<0,001) (Figuras 8 a 14)
(Tabela 4). Na andlise multivariada, o estadiamento N clinico positivo (RR=2,335;
IC 95% [1,240-4,393]), 0 baixo grau de diferenciacéo (RR=2,912; IC 95% [1,140-
7,442]) e a presenca de invasdo perineural (RR=2,908; 1C 95% [1,626-5,199]) se
mostraram fatores independentes de maior risco para morte em decorréncia da

doenca.

Sobrevida cancer especifica de acordo com o estadi ito N
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Figura 8 — Curva da probabilidade acumulada de sobrevida cancer especifica dos
pacientes com carcinoma epidermdide de pénis, de acordo com o estadiamento N

clinico.



Avaliacdo do perfil de hipermetilacdo dos genes Z16™*+ e MGMT em cancev de pénis 56

Sobrevida cincer especifica de acordo com o comprometimento linfonodal
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Figura 9 — Curva da probabilidade acumulada de sobrevida céncer especifica dos
pacientes com carcinoma epidermdide de pénis, de acordo com o comprometimento

linfonodal ao exame patol 6gico.
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Figura 10 — Curva da probabilidade acumulada de sobrevida cancer especifica dos
pacientes com carcinoma epidermdide de pénis, de acordo com o grau de

diferenciacéo do tumor.



Avaliacdo do perfil de hipermetilacdo dos genes Z16™*+ e MGMT em cancev de pénis 57

Sobrevida cancer especifica de acordo com a presenca de invasio perineural

101 Invasdo perineural
Mﬂ 7 Sem invasdo
;A — 7 Com invaséo

0,8 v

0,67

0,47

0,21

Probabilidade acumulada de sobrevida

0,01

T T T T T
0,00 20,00 4000 50,00 80,00 100,00 120,00

Seguimento em meses p<0,001

Figura 11 — Curva da probabilidade acumulada de sobrevida céancer especifica dos
pacientes com carcinoma epidermdide de pénis, de acordo com a presenca de invasio

perineural.
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Figura 12 — Curva da probabilidade acumulada de sobrevida céancer especifica dos
pacientes com carcinoma epidermdide de pénis, de acordo com ainvasdo dos corpos

Cavernosos.
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Sobrevida cancer especifica de acordo com a presenca de invasao vascular
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Figura 13 — Curva da probabilidade acumulada de sobrevida cancer especifica dos
pacientes com carcinoma epidermdide de pénis, de acordo com a presenca de invasio

vascular.
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Figura 14 — Curva da probabilidade acumulada de sobrevida céncer especifica dos
pacientes com carcinoma epidermdide de pénis, de acordo com a ocorréncia de

recidiva tumoral.
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Tabela 4 — Probabilidade acumulada de sobrevida cancer especifica em 5 anos dos
pacientes com carcinoma epidermbide de pénis de acordo com as variaves
epidemiol bgicas, clinicas e anatomopatol égicas.

Sobrevida em 5 anos

Variavel —— Valor de p
Frequéncia Porcentagem

|dade 0,562
< 60 anos 186 82,7
> 60 anos 106 84,8

Raca 0,236
branco 228 84,4
nado branco 64 79,0

Antecedentes venéreos 0,647
sem antecedentes 102 85,7
com antecedentes 85 87,6

Infeccéo pelo HPV 0,234
negativa 46 75,4
positiva 67 91,5

Postectomia 0,092
nao 220 81,8
sim 54 91,5

Evolucdo da doenca 0,641
< 6 meses 128 82,6
> 6 meses 157 84,4

Estadiamento cT* 0,085
T1 32 94,1
T2-T4 260 82,0

Estadiamento cN* <0,001
NO 156 90,2
N+ 132 76,7

Metastase linfonodal * * <0,001
ausente 69 90,8
presente 50 61,0

Grau de diferenciacdo <0,001
bem diferenciado 86 94,5
pouco diferenciado 203 79,0

Invasdo do corpo esponjoso 0,529
ausente 24 88,9
presente 212 83,8

Invasdo de corpos cavernosos 0,039
ausente 86 88,7

presente 137 79,7
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Cont/ Tabela 4

Sobrevida em 5 anos

Variavel — Valor de p
Frequéncia Porcentagem

Infiltracdo de uretra 0,135
ausente 125 86,2
presente 75 79,8

Invasdo vascular 0,003
ausente 209 86,7
presente 75 79,8

Invasio perineural <0,001
ausente 209 89,9
presente 63 75,0

Invasdo de 6rgaos adjacentes 0,646
ausente 270 82,8
presente 4 80,0

Recidiva <0,001
semrecidiva 256 94,1
com recidiva 36 45,6

* Estadiamento TNM (UICC-2002 — CID10 C60)
** Somente paci entes submetidos a linfadenectomia.

42 AVALIACAO DA HIPERMETILACAO NAS REGIOES

PROMOTORAS DOS GENES CDKN2A E MGMT

A extracdo do DNA das amostras de cancer de pénis incluidas em parafinafoi
realizada com sucesso em todas as 128 amostras. A quantificacdo por
espectrofotometria indicou quantidades totais do acido nucléico variando entre 2ug e
80ug. Os parédmetros indicadores de contaminagdo por proteinas ou por resquicios
dos reagentes empregados durante a extracdo do DNA (razdes 260/280 e 230/260,
respectivamente) apresentaram resultados satisfatorios (Anexo 2).

Em seguida, todas as amostras foram submetidas ao tratamento com bissulfito
de sodio e a viabilidade das amostras para utilizacdo nas etapas de amplificacéo,

através de PCR, e pirossequenciamento foram verificadas por PCR para o gene
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constitutivo S~ACTINA, cujos oligonucleotideos foram desenhados considerando a
sequéncia do DNA convertida pelo tratamento. Todas as amostras apresentaram
viabilidade para as subsequentes etapas da analise da hipermetilacdo nos genes avo
do estudo (Figura 15).

O DNA tratado com bissulfito de sodio foi empregado em PCRs para a
amplificacdo das regifes promotoras de interesse para avaliacdo do perfil de
hipermetilacdo. Foi possivel amplificar a sequéncia alvo do gene CDKN2A em todas
as 128 amostras. As PCRs para o gene MGMT ndo amplificaram as regides alvo de 6
amostras e, dessa forma, os niveis de metilagdo foram avaliados em 122 amostras.
Todas as reagdes de amplificagdo foram verificadas, quanto a presenca do fragmento

alvo, em gel de agarose 1% (Figuras 16 e 17).

M Amaosiras de cincer de pénis tratadas com bissulfito de sddio C+ C-
m/r 1M

133 Pb e
100 pb =—

Figura 15 — Foto representativa de gel eletroforese da PCR do gene SACTINA,

realizada com amostras submetidas ao tratamento com bissulfito de sddio. A presenca
da banda de 133 pares de base indica que a amostra € viavel para ser utilizada nas abordagens para
analise de hipermetilacgo. M: marcador de peso molecular 100 pares de base; C+: controle positivo

(DNA de linfécitos metilado in vitro); C-: controle negativo.
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M Amostras de cincer de pénis tratadas com bissulfito de sodio C+ C-

—/r 1/

100 pb —

Figura 16 — Foto representativa de gel de eletroforese da PCR para amplificacéo da

regido promotora do gene CDKN2A. A presenca de banda intensa de aproximadamente 100
pares de base indica a amplificacéo do produto alvo e amostra adequada para seqlienciamento, através
da abordagem de pirossequenciamento. M: marcador de peso molecular 100 pares de base; C+:

controle positivo (DNA linfdcitos metilado in vitro); C-: controle negativo.

M Amostras de cancer de pénis tratadas com bissulfito de sodio C+ C-

r 1

100 pb —

Figura 17 — Foto representativa de gel de eletroforese da PCR para amplificacéo da

regido promotora do gene MGMT. A presenca de banda intensa de aproximadamente 100 pares
de base indica a amplificacdo do produto alvo e amostra adequada para seqiienciamento, através da
abordagem de pirossequenciamento. M: marcador de peso molecular 100 pares de base; C+: controle

positivo (DNA linfécitos metilado in vitro); C-: controle negativo.
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O pirossequenciamento das amostras permitiu a avaliacéo de 7 sitios CpG no
promotor do gene CDKN2A e de 5 sitios do promotor génico de MGMT (Figuras 18 e
19). A hipermetilacdo no promotor do gene CDKN2A foi avaliada em todas as 128
amostras. Ndo foi observada presenca de metilagdo aberrante em nenhuma das
amostras selecionadas. Os niveis de metilacdo entre as amostras variaram de 0% a
15% (Anexo 3), valores abaixo do nivel minimo de metilacéo estabelecido para que
uma amostra fosse considerada hipermetilada. Considerando esse valor de corte, o
gene MGMT apresentou hipermetilacdo em 57,4% (70/122) dos casos de cancer
pénis, com niveis de metilacdo variando de 16% a 86% (Anexo 4).

A andlise estatistica univariada para verificar possiveis associagdes entre a
hipermetilacdo em promotores génicos e as variavels clinicas e anatomopatol 6gicas
foi realizada somente para o gene MGMT, uma vez que nenhuma amostra
apresentou-se hipermetilada no caso do gene CDKN2A. O teste do Qui-quadrado, ou
teste exato de Fisher quando foi necess&rio, ndo indicou qualquer associacdo da
metilacdo aberrante no promotor do gene MGMT com variaveis relevantes para o
prognéstico dos pacientes. A Unica associacdo obsevada foi entre a presenca de
hipermetilacdo e o relato de antecedentes venéreos (p=0,012) (Tabela 5). N&o houve
associacdo significativa entre o status de hipermetilacdo do gene MGMT e a

sobrevida cancer especifica dos pacientes com cancer de pénis (p=0,115) (Tabela 6).
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Figura 18 — Pirogramas representativos do sequencimento da regido promotora alvo do gene CDKN2A. Nos pirogramos fornecidos
pelo software Pyro Q-CpG (QIAgen), cada dinucleotideo CpG avaliado (marcados em cinza) sdo avaliados considerando a situagdo ndo-metilada (T) e

metilada (C), permitindo a determinacdo dos niveis de metilagéo (quadrados acima da marcacdo cinza) de cada sitio. A- pirogramade baixa qualidade que

ndo permite aavaliagdo confidvel dos niveis de metilacdo. B — pirograma de boa qualidade, cujas quantificagdes sdo confidvels.
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Figura 19 — Pirogramas representativos do sequencimento da regido promotora alvo do gene MGMT. A- pirograma de baixa
gualidade que ndo permite a avaliagéo confiavel dos nivels de metilagdo. B — pirograma de boa qualidade, cujas quantificacdes
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Tabela 5 — Fatores clinicos e anatomopatol 6gicos de acordo com o status de metilacdo
do gene MGMT.

Metilacdo de MGMT

variaveis ndo metilado metilado Valor dep
Grau histol6gico 0,638
baixo 10 (47,6%) 11 (52,4%)
ato 42 (43,0%) 58 (58,0%)
Estadiamento cT* 1,000
T1 6 (40,0%) 9 (60,0%)
T2-T4 46 (43,0%) 61 (57,0%)
Estadiamento cN* 0,906
NO 29 (45,3%) 35 (54,7%)
N1 9 (37,5%) 15 (62,5%)
N2 13 (41,9%) 18 (58,1%)
desconhecido 1(33,3%) 2 (66,7%)
Metéstase linfonodal* * 0,582
NO 29 (45,3%) 35 (54,7%)
N+ 22 (40,0%) 33 (60,0%)
Antecedentes venéreos 0,012
sem antecedentes 23 (50,0%) 23 (50,0%)
com antecedentes 8 (22,2%) 28 (77,8%)
Espessura do tumor 0,339
<5mm 12 (54,5%) 10 (45,5%)
>5mm 38 (40,9%) 55 (59,1%)
Invasdo de corpo esponjoso 0,720
ausente 4 (50,0%) 4 (50,0%)
presente 41 (41,8%) 57 (58,2%)
Invasio de corpo cavernoso 0,668
ausente 16 (50,0%) 16 (50,0%)
presente 30 (43,5%) 39 (56,5%)
Infiltragdo de uretra 0,514
ausente 24 (44,4%) 30 (55,6%)
presente 13 (36,1%) 23 (63,9%)
Invasdo vascular 0,557
ausente 36 (45,6%) 43 (54,4%)
presente 15 (39,5%) 23 (63,9%)
Invasdo perineural 0,539
ausente 35 (41,7%) 49 (58,3%)
presente 16 (48,5%) 17 (51,5%)
Comprometimento linfonodal 1,000
negativo 41 (42,7%) 55 (57,3%)
positivo 11 (42,3%) 15 (57,7%)

* Estadiamento TNM (UICC-2002 — CID10 C60)
** Somente pacientes submetidos a linfadenectomia.
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Tabela 6 — Probabilidade acumulada de sobrevida céncer especifica em 5 anos dos
pacientes com carcinoma epidermoide de pénis de acordo com o status de metilacdo do
gene MGMT.

Sobrevida em 5 anos

Variavel Valor de p
Frequéncia Porcentagem
Hipermetilagdo do gene MGMT 0,115
ndo metilado 42 80,8
metilado 64 91,4

4.3 EXPRESSAO DAS PROTEINAS p16 E MGMT

A expressdo da proteina pl16 foi avaliada em 322 das 351 amostras de cancer de
pénis e a expressdo de MGMT em 285 amostras. A exclusdo de amostras das andlises
ocorreu devido a auséncia de células tumorais nas amostras incluidas no TMA ou a
perda da amostra durante a confecgao do corte histol ogico.

Apos o estabelecimento dos escores de marcacdo os casos foram classificados
em dois grupos. Tanto a proteina p16 quanto a MGMT apresentam localizagdo nuclear
(Figuras 20 e 21). Dessa forma, as andlises para quantificagdo dos ensaios
imunoistoquimicos foram sempre realizadas utilizando o algoritmo do software
Spectrum™ Plus (Aperio) especifico para marcacgo nuclear. Utilizando esse algoritmo,
mesmo na presenca de marcacdo citoplasmatica inespecifica, foram determinados
somente os niveis de expressao nucleares das duas proteinas. O primeiro grupo englobou
amostras com expressao proteica negativa ou fraca e foram consideradas como amostras

com redugdo nos niveis de expressdo. No segundo grupo, considerado com expressao
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normal ou aumentada das proteinas, foram incluidas as amostras com nivel de expresséo
moderado ou forte. A perda de expressdo da proteina pl6 foi observada em apenas
33,2% das amostras de carcinoma epidermoide de pénis. A reducdo da expressdo da

proteinaMGMT ocorreu em 87,4% dos casos (Tabela 7).

Tabela 7 - Distribuicdo das amostras de carcinoma epidermdide de pénis de acordo com
o nivel de expressdo das proteinas p16 e MGMT.

Expressdo proteica

Proteina
Negativa / Fraca Moderada / Forte
p16 107 (33,2%) 215 (66,8%)
MGMT 249 (87,4%) 36 (10,9%)
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Figura 20 — Figura representativa da reacdo de imunoistoquimica contra a proteina p16.
A, células de carcinoma epidermdide de pénis com expressdo positiva para a proteina pl6 (marcacéo

nuclear). B, carcinoma epiderméide de pénis sem expressao de p16.
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Figura 21 — Figura representativa da reacdo de imunoistoquimica contra a proteina
MGMT. A, células de carcinoma epidermbide de pénis com expressdo positiva para a
proteina MGMT (marcagdo nuclear). B, carcinoma epidermoide de pénis sem expressao
de MGMT.

Na andlise estatistica univariada, o padrdo de expressdo da proteina pl6 ndo
apresentou associacdo com nenhuma das varidveis clinicas e anatomopatol 6gicas
avaliadas (Tabela 8). Foi observada associagado entre a reducdo dos niveis de expressao
da proteina MGMT e a presenca de comprometimento linfonodal, ao exame clinico
(p=0,010), e a espessura do tumor maior do que 5mm (p=0,036) (Tabela9). A andise da
sobrevida cancer especifica em cinco anos também ndo apresentou associagdo com o
padréo de expressdo das proteinas pl6 e MGMT (p=0,582 e p=0,298; respectivamente)

(Tabela 10).
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Tabela 8 — Fatores clinicos e anatomopatoldgicos de acordo com a expressdo da
proteina p16 nos pacientes com cancer de pénis.

Expressao de p16

variaveis negativa/fraca moderada/forte Valor dep
Grau de diferenciacao 0,175
bem diferenciado 22 (26,5%) 61 (73,5%)
pouco diferenciado 83 (35,2%) 153 (64,8%)
Estadiamento cT* 1,000
T1 11 (33,3%) 22 (66,7%)
T2-T4 96 (33,2%) 193 (66,8%)
Estadiamento cN* 0,552
NO 52 (31,9%) 111 (68,1%)
N+ 54 (35,3%) 99 (64,7%)
Antecedentes venéreos 0,533
sem antecedentes 36 (32,7%) 74 (67,3%)
com antecedentes 24 (27,9%) 62 (72,1%)
Espessura do tumor 0,782
<5mm 28 (33,7%) 55 (66,3%)
>5mm 67 (31,8) 144 (68,2)
Invasdo de corpo esponj0so 0,386
ausente 11 (42,3%) 15 (57,7%)
presente 77 (33,2%) 155 (66,8%)
Invasdo de corpo cavernoso 0,888
ausente 30 (33,3%) 60 (66,7%)
presente 50 (32,3%) 105 (67,7%)
Infiltracdo de uretra 0,776
ausente 47 (34,8%) 88 (65,2%)
presente 32 (36,8%) 55 (63,2%)
Invasdo vascular 0,204
ausente 66 (29,9%) 155 (70,1%)
presente 30 (38,5%) 48 (61,5%)
Invasdo perineural 0,589
ausente 65 (30,8%) 146 (69,2%)
presente 31 (34,4%) 59 (65,6%)
Comprometimento linfonodal 0,481
negativo 80 (32,1%) 169 (67,9%)
positivo 27 (37,0%) 46 (63,0%)

* Estadiamento TNM (UICC-2002 — CID10 C60)
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Tabela 9 — Fatores clincos e anatomopatol 6gicos de acordo com a expressao da proteina
MGMT em pacientes com cancer de pénis.

Expressao de MGMT

Variaveis negativa/fraca moderada/forte Valor de p
Grau de diferenciacao 0,538
bem diferenciado 62 (89,9%) 7 (10,1%)
pouco diferenciado 185 (86,4%) 29 (13,6%)
Estadiamento cT* 0,358
T1 22 (81,5%) 5 (18,5%)
T2-T4 227 (88,0%) 31 (12,0%)
Estadiamento cN* 0,010
NO 113 (82,5%) 24 (17,5%)
N+ 132 (93,0%) 10 (7,0%)
Antecedentes venéreos 0,337
sem antecedentes 93 (91,2%) 9 (8,8%)
com antecedentes 65 (85,5%) 11 (14,5%)
Espessura do tumor 0,036
<5mm 61 (81,3%) 14 (18,7%)
>5mm 169 (90,9%) 17 (9,1%)
Invasdo de corpo esponjoso 0,206
ausente 18 (78,3%) 5 (21,7%)
presente 183 (87,6%) 26 (12,4%)
Invasdo de corpo cavernoso 0,141
ausente 62 (81,6%) 14 (18,4%)
presente 128 (89,5%) 15 (10,5%)
Infiltracdo de uretra 0,655
ausente 102 (87,2%) 15 (12,8%)
presente 71 (89,9%) 8 (10,1%)
Invasdo vascular 1,000
ausente 177 (88,1%) 24 (11,9%)
presente 62 (88,6%) 8 (11,4%)
Invasdo perineurd 0,840
ausente 164 (87,7%) 23 (12,3%)
presente 74 (89,2%) 9 (10,8%)
Comprometimento linfonodal 0,838
negativo 187 (87,0%) 28 (13,0%)
positivo 62 (88,6%) 8 (11,4%)
Metilagdo de MGMT 1,000
ndo metilado 43 (87,8%) 6 (12,2%)
metilado 54 (88,5%) 7 (11,5%)

* Estadiamento TNM (UICC-2002 — CID10 C60)
** Somente pacientes submetidos a linfadenectomia.
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Tabela 10 — Probabilidade acumulada de sobrevida cancer especifica em 5 anos dos
pacientes com carcinoma epidermoide de pénis de acordo com o padréo de expressao
das proteinas p16 e MGMT.

Sobrevida em 5 anos

Variavel Valor de p
Frequéncia Porcentagem
Expresséo da proteina pl6 0,582
negativalfraca 87 81,3
moderadalforte 181 84,2
Expressdo daproteinaMGMT 0,298
negativalfraca 206 82,7
moderada/forte 32 88,9

Uma vez que a presenca de hipermetilacdo nas regides promotoras de genes
supressores de tumor acarreta o silenciamento génico através da repressdo da
transcricdo, foi avaliado efeito da presenca de metilacdo aberrante no gene MGMT na
expressdo da proteina por ele codificada. No entanto, ndo foi observada diferenca
estati sticamente significativa entre a presenca da hipermetilacéo e a perda de expresséo

daproteina (p=1,000) (Tabela 11).

Tabela 11 — Expressdo da proteina MGMT de acordo com a hipermetilacdo do gene
MGMT.

Expressdo da proteina Metilagdo de MGMT

MGMT

Valor de p
nao metilado metilado

negativalfraca 43 (44,3%) 54 (55,7%) 1,000

moderada/forte 6 (46,2%) 7 (53,8%)




Avaliagdo do perfil de hipermetilagdo dos genes 716"+ e MGMT em cancer de pénis 72

5 DISCUSSAO

O CE de pénis € uma neoplasia rara nos Estados Unidos e nos paises europeus.
Em determinados paises da América do Sul, Africa e Asia as taxas de incidéncia s3o
maiores e provavelmente isso se deve a baixa condicdo sdcio-econdmica da popul acéo,
gue resulta em habitos de higiene inadequados, um dos principais fatores de risco
associado ao desenvolvimento dos tumores de pénis. Além disso, fatores como o nimero
elevado de parceiros sexuais, que aumenta a exposi¢ao a infecces pelo HPV (presente
em aproximadamente 50% dos casos), a ocorréncia de fimose e a consumo de tabaco
também conferem maior risco para os carcinomas de pénis. A protecdo dessa neoplasia
maligna pode ser alcancada, aém de bons hébitos de higiene, com a circuncisdo ao
nascimento. Em lIsragl, cuja populacdo judia masculina é submetida a esse
procedimento, as taxas de tumores malignos em pénis € praticamente nula (MINHAS et
al. 2010; POW-SANG et a. 2010). Estudos indicam que o fator protetor da postectomia
reduz de acordo com o aumento da idade em que foi realizada. A determinagdo do
prognostico de pacientes com CE de pénis, atuamente, baseiase na avaliacdo de
variaveis clinicas e anatomopatol dgicas dos pacientes no momento do diagndstico e apos
a resseccdo da lesdo maligna. Um dos principais fatores prognésticos no momento do
diagnostico é a presenca de linfonodomegalia ao exame clinico (FICARRA et a. 2010).

A presenca de comprometimento linfonodal esta associada com a reducéo da

sobrevida. Pacientes com linfonodos pal paveis no momento do diagnéstico apresentam
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probabilidade acumulada de sobrevida livre de doenca em torno de 38% a 52%, bem
menor do que a observada em pacientes negativos (70% a 93%). Apesar da importancia
dessa variavel clinica para o estabelecimento do prognostico, a avaliacdo clinica da
linfonodomegalia apresenta baixa acurécia. Apenas metade dos pacientes com
linfonodos positivos a0 exame clinico apresentam metastases ao exame patoldgico
(falsos-positivo). A taxa de falsos-negativo também é considerével, em média 20% dos
pacientes clinicamente negativos apresentam micrometéstases se submetidos a
linfadenectomia. Esse processo é considerado até o momento 0 mais preciso na
determinacdo da presenca de metastases linfonodais. Porém, devido as frequentes
morbidades associadas ao procedimento, diversos pacientes ndo se beneficiariam desse
tratamento. A busca de marcadores moleculares que pudessem predizer quais pacientes
apresentam maior risco para o de disseminagdo linfética do CE de pénis poderia auxiliar
no delineamento da conduta terapéutica mais adequada para cada caso (LOPES et al.
1996; FICARRA et a. 2002).

No presente estudo, foram avaliadas variaveis clinicas e anatomopatol égicas que
poderiam estar associadas com a ocorréncia de metastases linfonodais e com o
prognostico de 351 pacientes com diagndsticos de CE de pénis. Todos os pacientes
sel ecionados tinham seguimento de pelo menos 5 anos.

O comprometimento linfonodal foi observado com maior frequéncia em
pacientes com tumores pouco diferenciados (p<0,001) e em estégio avangado (T2, T3 ou
T4) (p=0,010); que apresentavam linfonodos palpaveis (p<0,001); com invasdo de
corpos cavernosos (p<0,001), de uretra (p<0,001), vascular (p<0,001) e perineural

(p<0,001). Pecientes que apresentavam invasdo do corpo esponjoso também
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desenvolveram com maior frequéncia metastases em linfonodos, no entanto a diferenca
ndo foi estatisticamente significativa (p=0,053). Porém, somente o grau de diferenciacéo
do tumor, o estadio N clinico e ainvasdo perineural se mostraram fatores independentes
de risco para o desenvolvimento de metéstases linfonodais.

A probabilidade acumulada de sobrevida cancer especifica em cinco anos
(82,4%) foi influenciada negativamente pelo estadio N clinico e patoldgico positivos
(p<0.001), pelo baixo grau de diferenciacdo do tumor (p<0,001), pela invasdo dos
corpos cavernosos (p-0,039), pela presenca de invasdo vascular (p=0,003) e perineural
(p<0,001) e pela ocorréncia de recidivas tumorais (p<0,001). No entanto, somente o
estadio N clinico, o grau de diferenciacéo e a invasdo perineural se mostraram fatores
independentes de risco aumentado para morte devido ao cancer.

Diversos estudos com o objetivo de determinar fatores prognosticos para os CEs
de pénis observaram que as mesmas varidveis podem influenciar a ocorréncia e
metéstases linfonodais e a sobrevida dos pacientes. GUIMARAES et a. (2007),
verificaram que fatores como o estadio N clinico, a presenca de invasdo vascular e a
invasdo de corpos cavernosos estdo associados significativamente com o
comprometimento linfonodal. Na analise multivariada, a invasdo vascular e o estadio N
clinico se mostraram variaveis independentes de risco para 0 comprometimento
linfonodal. A sobrevida cancer especifica dos pacientes em cinco anos foi de 74,2%,
sendo que pacientes com estadio N clinico e patolégico positivos, invasdo vascular,
infiltracdo de uretra e de corpos cavernosos tiveram reducéo na sobrevida. No entanto,
somente ainfiltragdo de uretra e a presenca de metastase linfonodal se mostraram fatores

de risco independentes para morte devido a doenca.
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Em um estudo que avaliou os niveis de expressdo da p53 em cancer de pénis e
gue indicou a sua imunorreatividade como fator de risco independente para o
desenvolvimento de metastase em linfonodos, os autores ainda verificaram a influéncia
de variaveis clinicas e anatomopatol 6gicas. Assim como no atual estudo, pacientes com
estadio N clinico positivo, tumor com espessura maior gue 5mm e com invasao vascular
apresentaram comprometimento linfonodal com maior frequéncia, sendo que a Ultima
mostrou-se fator de risco independente (LOPES et al. 2002). O mesmo autor havia
identificado que os mesmos fatores estavam associados com o desenvolvimento de
metéastase linfonodal em um estudo anterior (LOPES et al. 1996).

O estadio avancado, o baixo grau de diferenciagdo, a presenca de invaséo
vascular, perineural e de corpos cavernosos, também foram observados por ORNELLAS
et al. (2008) como fatores associados ao comprometimento linfonodal em 196 pacientes
com CE de pénis. No entanto, somente a invasao vascular se mostrou um fator
independente associado a maior risco para acometimento dos linfonodos por células
tumorais. A probabilidade acumulada de sobrevida foi menor para os pacientes sem
invasdo vascular.

No estudo de VELAZQUEZ et d. (2008), além do baixo grau de diferenciacéo
do tumor, ainvasdo perineural foi importante quando foram avaliados os fatores de risco
para metastases linfonodais.

FICARRA et al. (2005) descreveram resultados bastante semelhantes aos
encontrados pelo presente estudo. Apds avaiar dados epidemioldgicos, clinicos e
anatomopatol 6gicos de 175 pacientes, foi verificada associacdo entre o status linfonodal

e aespessura do tumor; o grau de diferenciacéo da lesdo; a presenca de invasdo vascular,
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de corpos cavernosos, do corpo esponjoso e da uretra; e o estadiamento T. Dentre estes
fatores, 0 estadiamento T, a invasdo vascular e o grau de diferenciacdo se mostraram
fatores independentes para maior risco de desenvolver metéstases linfonodais.

Parece consenso que fatores como estadiamento do tumor, baixo grau de
diferenciacdo e invasdo de estruturas penianas e da rede vascular estéo associadas com o
comprometimento dos linfonodos em pacientes com CE de pénis. No entanto, o0s
diversos estudos que buscam fatores para predicdo do prognostico em pacientes com
esse tipo de neoplasia ndo foram capazes de fornecer um ou um conjunto de fatores
clinicos e das caracteristicas tumorais que possam predizer com acuracia qual sera a
evolugdo da doencga. Durante as andlises estatisticas univariadas, vérios fatores aparecem
associados a pacientes com linfonodos positivos. Porém, poucos deles se mostram
independentes para predi¢do de risco nas andises multivariadas. Provavelmente, uma
Unica variavel ndo é suficiente para a determinagdo do prognostico de pacientes com
cancer de pénis e sim um conjunto de caracteristicas clinicas e patol égicas que permita
separar tumores sem capacidade de metastase dagueles mais agressivos. Foi com esse
intuito que FICARRA et a. (2006) criaram um nomograma para determinar a
probabilidade de cada paciente apresentar comprometimento de linfonodos. O
nomograma leva em consideracdo fatores como espessura do tumor, padrdo de
crescimento e invasdo vascular e de estruturas adjacentes. Os mesmos fatores foram
levados em consideracdo para o desenho de um nomograma para predicéo da sobrevida
cancer especifica em 5 anos (KATTAN et a. 2006). Os nomogramas fornecem
predicdes bastante redlistas, porém ainda ndo precisas o suficiente para serem aplicados

no delineamento do tratamento dos pacientes. Pacientes com linfonodos palpaveis ao
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exame clinico sdo submetidos a linfadenectomia e agueles negativos sdo apenas
acompanhados até que o procedimento se faca necessario.

Dessa forma, ainda € necessé&ria a identificagdo de marcadores moleculares de
prognostico para evitar que pacientes falso-positivos sofram com as morbidades
decorrentes da retirada das cadeias linfonodais e para que pacientes clinicamente
negativos, mas que apresentem micrometastases, possam receber tratamento adequado e
acompanhado de melhora na sobrevida. Dentre os 351 pacientes deste estudo, 158 foram
submetidos a linfadenectomia como medida profil&ica ou devido a deteccdo de
linfonodos palpaveis. No primeiro grupo, o procedimento se mostrou desnecessario em
82,5% dos casos, ja que nenhum linfonodo foi positivo ao exame patolégico. No
segundo grupo, praticamente um terco dos pacientes ndo apresentou comprometimento
linfonodal e a linfonodomegalia provavelmente foi causada por outros motivos. Fica
claro, assim a necessidade de estudos para a elucidagdo dos mecanismos moleculares
que estéo desregulados no CE de pénis e que possam influenciar diretamente na
determinacdo do progndstico e delineamento do tratamento.

Pouco se sabe a respeito dos fatores mol eculares envolvidos na tumorigénese das
neoplasias penianas. Trata-se de um tumor raro em paises desenvolvidos e por isso €
negligenciada quanto aos estudos a respeito de sua biologia molecular. Dentre os poucos
estudos envolvendo a identificagdo de marcadores moleculares, a maioria avaia
alteracfes nos niveis de expressdo de proteinas atraves de ensaios imunoistoquimicos.
Poucos estudos empregam abordagens de biologia molecular na busca de mutacdes,
delecdes, padréo de expressdo e hipermetilacdo e RNAs ndo codificantes que possam

estar associadas com 0 prognéstico dos pacientes. Nesse contexto, 0 presente estudo
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visou avaliar o padrdo de hipermetilagdo nos promotores de dois genes, sabidamente
envolvidos na progressdo tumoral de diversos tipos de cancer, na tentativa de contribuir
para o maior conhecimento da biologia dos CEs de pénis.

A hipermetilacdo ou metilacdo aberrante do DNA € 0 evento epigenético mais
amplamente estudado nas neoplasias malignas. Possui um papel importante na
tumorigénese pois esta associado com o silenciamento de diversos genes supressores de
tumor e de genes inibidores da expressdo de oncogenes, levando a alteracbes no controle
da proliferacdo celular, do reparo a danos ao DNA e da apoptose. A hipermetilacdo
também esta associada a instabilidade gendmica e maior frequéncia de mutacdes, uma
vez que pode levar ao silenciamento de genes que atuam nas vias de reparo ao DNA.
Outros eventos epigenéticos também sdo observados com bastante frequéncia nas
neoplasias malignas. Pode-se observar em diversos tumores uma hipometilacéo global
do genoma, acarretando instabilidade gendmica principamente devido a ativacdo de
elementos repetitivos e méveis (transposons), além da expressdo de genes normal mente
silenciados e que conferem a células maior capacidade de proliferacdo e protecdo contra
mecani smos apoptoticos (BERDASCO e ESTELLER 2010; TABY e ISSA 2010).

Inicialmente, acreditava-se que a transformacdo de céulas normais em células
neoplasicas dependia exclusivamente do acimulo de alteragdes genéticas adquiridas e
gue conferiam as células vantagens proliferativas e de sobrevivéncia. No entanto, ja se
sabe que as ateraces epigenéticas tém a mesma importancia que mutacoes e delecdes
durante a progressdo tumoral. A hipermetilacdo de promotores génicos € a ateracdo
inicial que silencia um dos aelos de genes supressores de tumor em canceres

esporédicos. Nesses casos, a inativacdo do segundo aelo também pode ocorrer devido a
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metilagcdo aberrante de seu promotor. Tumores hereditarios podem ter sua origem devido
a mutacOes ou delegbes como a primeira alteracdo, seguida de inativagdo da segunda
copia do gene por hipermetilacéo. Por razéo, a metilacdo de promotores génicos €
considerada um dos eventos da hipotese de Knudson (BAYLIN 2005; BERDASCO e
ESTELLER 2010). Por essa razdo, o estudo do perfil de hipermetilacdo de diferentes
tipos tumorais tem sido foco de inimeros estudos nas Ultimas duas décadas, na tentativa
de estabelecer quais genes estdo envolvidos no processo de tumorigénese.

A identificacdo do padrdo de hipermetilacdo tem algumas vantagens quando
comparada a busca de ateracOes genéticas nos tumores. A metilagdo é um processo
estavel, tanto quimicamente quanto biologicamente, permitindo a utilizacdo de amostras
incluidas em parafina (material abundante nos diversos centros oncol 0gicos), amostras
de plasma e outros fluidos corporais. Além disso, trata-se da busca de um sinal positivo,
oposto ao esperado em um estudo paraidentificar a perda de heterozigose, por exemplo.
Neste Ultimo caso o resultado final esperado pode ser mal interpretado devido a
contaminagdo com células normais do tecido adjacente. Outra vantagem diz respeito ao
imenso nimero de alteracBes genéticas que podem ocorrer na sequéncia de um dnico
gene e que devem ser avaliadas para a determinacdo do perfil de determinado tipo
tumoral. A hipermetilacéo apresenta um Unico padrdo para cada gene avaliado, tornando
menos laborioso o estudo de diversos genes, uma vez que uma Unica reacdo é suficiente
paraidentificar os sitios CpG metilados. Mutagdes ou deleces ndo sdo especificas num
mesmo tipo tumoral e demandam a busca desses eventos ao longo de toda a sequéncia.
A busca de marcadores epigenéticos também apresenta uma vantagem com relacdo aos

estudos que visam estabelecer perfis de expressdo tumoral, pois nesses casos o0 material
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empregado € o RNA, molécula bastante instéavel quimicamente para obtencéo a partir de
fluidos corporais ou de amostras incluidas em parafina (ZHU e YAO 2007; TABY e
ISSA 2010).

Outro fator que tem tornado as alteragcdes epigenéticas alvo crescente de estudos
€ a sua reversibilidade. Tanto a hipermetilagdo quanto os eventos que ateram a
conformacdo da cromatina (ex.: deacetilacdo de histonas) podem ser revertidos com o
uso de agentes desmetilantes e inibidores das histonas deacetilases (HDAC),
respectivamente. A utilizacdo de “terapias epigenéticas’ busca reverter o quadro
aberrante e restituir um quadro epigenético normal. Resultados bastante promissores ja
foram descritos com relagdo ao tratamento da sindrome mielodisplasica com os agentes
desmetilantes 5-aza-citidina e 5-aza-deoxicitidina. Outras neoplasias hematol 6gicas
também apresentaram boa resposta quando tratadas com as mesmas drogas. No entanto,
ainda € necessaria a especificagdo da dose correta, uma vez que diversos efeitos
citotoxicos estdo associados a administracdo desses agentes (SHARMA et al. 2010;
TABY elISSA 2010).

Diversas abordagens podem ser empregadas na avaliacdo do padréo de
hipermetilacdo. Nesse estudo a presenca de metilagdo aberrante foi determinada através
do sequenciamento de regides especificas nos promotores génicos através da técnica de
pirossequenciamento. Trata-se de uma técnica quantitativa e bastante sensivel para
determinagdo dos niveis de hipermetilagdo. Quando comparada a outras abordagens
cléssicas empregadas na avaiacdo da metilagdo de promotores génicos o
pirossequenciamento apresenta algumas vantagens, sendo que dentre elas as principais

s80 a possibilidade de inserir um controle interno para verificagdo da eficiéncia do
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tratamento com bissulfito de sddio, oligonucleotideos desenhados para anelamento em
regides livres de dinucleotideos CpG e por se tratar de uma técnica que permite a andise
de amostras em larga escala. A possibilidade de inserir um controle interno durante o
sequenciamento permite identificar as amostras cuja conversdo das citosinas néo
metiladas ndo foi eficiente, ta passo sO se faz possivel na técnica de
pirossequenciamento. O controle interno reduz o nimero de falso-positivos entre os
casos avaliados, aumentado a especificidade do teste. A sensibilidade, por sua vez, é
maior do que em outras abordagens pois os oligonucleotideos sdo desenhados em
regides livres de dinucleotideos CpG. Dessa maneira, todos os fragmentos de DNA
eficientemente convertidos durante o tratamento com bissulfito de sodio sdo
amplificados e sequenciados, permitindo melhor avaliacdo dos sitios CpG escolhidos.
Finalmente, a andlise em larga escala € possivel através dessa abordagem, uma vez que
ndo requer clonagem e sequenciamento de dezenas de clones para estimativa
aproximada dos niveis de hipermetilacdo, etapas necessarias quando empregado o
sequenciamento através do método de Sanger (PASQUALI et a. 2007; TOST e GUT
2007).

Nesse estudo, as amostras foram sequenciadas uma Unica vez, ou sgja, ndo foram
realizadas replicatas. A opcdo pela realizagdo de uma Unica reagdo de sequenciamento
foi acompanhada da determinacéo de uma linha de corte de 15% para que a metilacéo
fosse considerada relevante. A determinacdo do nivel de corte foi aleatéria e visou
eliminar os casos cuja luminescéncia basal e artefatos da técnica pudessem interferir na
interpretacdo dos resultados. Além disso, COLELLA et a. (2003) demonstraram que

existe alta concordancia entre as replicatas.
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Outro fator que levou a realizagdo de uma Unica reacdo de sequenciamento para
cada caso foi a utilizacdo de amostras de DNA extraidas de tecido fixado e incluido em
parafina. Por se tratar de material escasso, bastante degradado pelo processo de fixagédo
em formalina e contaminado com diversas substancias que inibem a PCR (ZSIKLA et
al. 2004), o sucesso das reagdes de amplificagcdo e sequenciamento sO é atingido com a
utilizacdo de grandes quantidades de amostra. A extracdo de DNA de qualidade a partir
de materiad embebido em parafina € bastante laboriosa, envolvendo etapas de
desparafinizacéo, digestdo de membranas e proteinas com proteinase K e purificagdo do
material com fenol-cloroférmio e precipitagdo com etanol.

Devido a fixac8o do tecido em formalina, antes da inclusdo na parafina, ocorre
degradacdo de &cidos nucleicos pois o formaldeido presente no fixador é convertido em
acido férmico, levando a hidrdlise das moléculas de DNA e RNA (SATO et al. 2001;
ZSIKLA et a. 2004). Outro efeito negativo da fixacdo é a inducdo da formagdo de
ligacdes cruzadas entre o DNA e proteinas presentes na amostra, impedindo a
degradacdo proteica eficientes pela proteinase K empregada durante o processo de
obtencdo do DNA (GILLESPIE et a. 2002; WU et a. 2002). No entanto, a formalina é
um dos fixadores mais empregados nos laboratorios de patologia para fixacdo dos
tecidos, principalmente devido ao fécil manuseio, baixa toxicidade, baixo custo,
manutencéo da morfologia celular e estrutura tecidual e por possibilitar o emprego de
ensaios imunoistoquimicos (ZSIKLA et a. 2004). Alguns fatores podem diminuir os
danos causados aos acidos nucleicos durante o processo de fixagdo. A utilizagdo de
formalina tamponada a 10% e a reducéo no tempo de fixagdo permitem a obtencéo de

DNA de melhor qualidade e viavel para a amplificacdo de fragmentos mais longos.
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Quanto maior o tempo gque a amostra permanece no fixador menor € o tamanho dos
fragmentos que podem ser amplificados por PCR (GREER et al. 1991; LEGRAND et al.
2002). Geralmente, a amplificacdo de fragmentos menores, em torno de 200 a 250 pares
de base, apresenta maiores taxas de sucesso quando comparada a amplificacdo de
fragmentos com mais de 500 pares de base (GREER et al. 1991).

O tempo de conservagdo das amostras € bastante controverso quanto ao seu
efeito sobre a degradacio do DNA. E consenso que mesmo apds a fixago e inclusio em
parafina 0 RNA sofre degradacdo, que é proporcional ao tempo em gue a amostra
encontra-se fixada. No entanto, estudos relatam resultados discrepantes quanto a
degradacdo do DNA. Alguns grupos descrevem a impossibilidade de amplificar
amostras com mais de 15 anos de conservacao, enquanto outros conseguem com SUcesso
a amplificagdo de amostras embebidas em parafina pelo mesmo periodo (LEGRAND et
al. 2002; WU et d. 2002).

Neste estudo, a extragdo do DNA de tumores fixados e incluidos em parafina foi
realizada através das etapas de desparafinizacdo com xilol, digestdo com proteinase K e
purificacdo com fenol-cloroformio. As amostras selecionadas para a avaliagdo do padréo
de hipermetilagdo incluiram amostras de pacientes tratados entre os anos de 1953 e
2004. Além disso, amostras fixadas em formalina ndo tamponada e outras fixadas em
formalina tamponada a 10% faziam parte da casuistica. Das 128 amostras sel ecionadas,
foi possivel obter amostras de DNA de todas, as quais foram submetidas a amplificacéo
e sequenciamento com sucesso. Todas as PCRs para amplificagdo dos fragmentos avo
foram realizadas com quantidades previamente otimizadas para obtencéo de sequéncias

de qualidade para quantificacéo dos niveis de hipermetilacdo. O sucesso na utilizagdo de
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amostras téo antigas e fixadas em formalina ndo tamponada posse ser explicada pelo
tamanho dos fragmentos amplificados e sequenciados. Todos os fragmentos alvo para as
PCRs apresentavam aproximadamente 100 pares de base. Sabe-se que 0 sucesso da
amplificacdo do DNA de tecidos incluidos em parafina depende do tamanho do
fragmento alvo. AN e FLEMING (1991) verificaram que a amplificacdo € possivel em
100% dos casos quando o tamanho do fragmento € de até 200 pares de base. Além disso,
o tempo de digestdo com proteinase K também pode ter contribuido para a obtencéo de
DNA de melhor qualidade. Possivelmente, a exposicdo do tecido por tempo prolongado
a enzima permitiu a degradacéo das proteinas bem como a desestruturacéo das ligactes
cruzadas destas com o DNA. Com isso foi possivel prosseguir com as analises
mol ecul ares para determinagéo do perfil de hipermetilaco dos CEs de pénis.

Apesar dos inimeros estudos para identificagdo de genes alvo da hipermetilacéo
e de seu claro papel nainativacdo de genes que regulam mecanismos importantes para a
manutencdo da normalidade celular, até o momento ndo esta esclarecido qua a razéo
pela qual alguns genes sdo alvos de metilacdo aberrante em certos tipos tumorais,
enquanto outros, algumas vezes envolvidos NOsS Mesmos mecanismos, permanecem
livres de eventos epigenéticos. Sabe-se que cada tipo tumoral apresenta um perfil de
hipermetilacdo especifico, como uma assinatura epigenética, possibilitando sua
identificacdo através da andlise do status de metilagdo de grupos de genes previamente
determinados. Porém o que determina qual gene € avo das enzimas DNA metil-
transferases ainda ndo foi estabelecido (ESTELLER et al. 2001; FEINBERG et a. 2006;

BERDASCO e ESTELLER 2010).
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Ainda ndo existe nenhum perfil de hipermetilagdo estabelecido para os CEs de
pénis. Pouquissimos estudos avaliaram o perfil de metilacdo para neoplasia, e na
maioria dos casos 0 numero de amostras avaliadas era bastante reduzido, variando de 3 a
53 amostras. Até o momento foram avaliados 9 genes quanto ao seu status de metilagéo:
CDKN2A, DAPK, FHIT, MGMT, P14""" RARp, RASSF1A, RUNX3 e TSP-1
(FERREUX et al. 2003; SOUFIR et a. 2007; GUERRERO et al. 2008; YANAGAWA
et al. 2008; POETSCH et a. 2011). A associacado da hipermetilacdo com fatores clinicos
e anatomopatol dgicos de prognéstico foi observada somente para os genes, CDKN2A,
TSP-1 e RASSF1A.

No presente estudo foram avaliados os perfis de hipermetilacdo dos promotores
dos genes CDKN2A e MGMT. Esses dois genes foram selecionados pois ja foram
amplamente avaliados em diversos tipos tumorais e a presenca de radicais metil nos
sitios CpG de seus promotores esta associada ao silenciamento de ambos os genes. Além
disso, diversos estudos correlacionaram a hipermetilacdo desses genes com fatores de
mal prognostico para os pacientes.

A hipermetilacdo dos genes CDKN2A e MGMT ja foi descrita nos tumores
colorretais, gliomas, cancer de pulmédo, CE de cabeca e pescoco, mieloma multiplo,
hepatocarcinomas, dentre outros tipos tumorais. A frequéncia de deteccdo de metilacéo
aberrante no promotor dos dois genes é bastante variavel, em torno de 5% a 60% para
ambos os genes. O papel da sua perda de expressdo através desse processo epigenético
também é bastante controverso, sendo que alguns estudos indicam que a metilagdo esta

associada a pior prognostico podendo acarretar até reducdo da sobrevida e outros ndo
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verificaram qualquer influéncia no progndstico dos pacientes (SAFAR et a. 2005; CAO
et a. 2009; TETIKKURT et a. 2010; SHIMA et a. 2011).

No presente estudo, 128 amostras foram avaliadas quanto ao seu padrdo de
hipermetilacdo para os genes CDKN2A e MGMT. Néo foi observada hipermetilacéo do
gene CDKN2A em nenhuma das amostras, e o gene MGMT apresentou hipermetilacéo
em 52,4% das amostras.

O papdl progndstico da hipermetilagdo do gene CDKN2A no cancer de pénis ja
foi avaliado e sua frequéncia variou de 0% a 38%, sem qualquer associacdo com a
evolucdo da doenca ou com a sobrevida dos pacientes (FERREUX et al. 2003; SOUFIR
et a. 2007; GUERRERO et al. 2008; YANAGAWA et al. 2008). Em um estudo recente,
POETSCH et a. (2011) avaliaram o padrdo de hipermetilacéo desse mesmo gene em 52
amostras de CEs de pénis, das quais 22 (42%) apresentaram-se hipermetiladas. Nesses
pacientes a ocorréncia de metéstases linfonodais foi mais frequente quando comparados
aos pacientes sem alteracOes epigenéticas no promotor do gene CDKN2A. Os autores
observaram que a presenca de radicais metil no promotor génico estava associada com a
reducdo da expressdo da proteina p16 nos ensai 0s imunoi stogquimicos.

A auséncia de hipermetilagdo no gene CDKN2A, nas amostras deste estudo,
levanta duas hipoteses. A primeira € a de que a metilagdo aberrante desse gene néo €
essencial durante a tumorigénese dos carcinomas de pénis. No entanto, os estudos
citados anteriormente detectaram a presenca da metilacdo aberrante e em um deles o
silenciamento através da hipermetilacdo esteve associada a um fator de mau prognastico.
A segunda hipétese, mais provavel, baseia-se no fato que a hipermetilacdo ocorre em

sitios CpG especificos. No presente estudo, foram avaliados somente 7 sitios CpG e que
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podem ndo estar metilados nos tumores de pénis. Caso a metilacdo aberrante ndo ocorra
nos sitios considerados criticos, a presenca de radicais metil em dinucleotideos CpG néo
€ capaz de inibir atranscricdo. A avaliacdo de outros dinucleotideos da regido promotora
poderia esclarecer 0 papel da hipermetilacdo do gene CDKN2A na progressdo dessas
neoplasias malignas, bem como a regido alvo desse evento nos carcinomas de pénis
(IVANOVA et a. 2007).

A frequéncia de metilagdo observada para o gene MGMT est4 de acordo com
aquelas descritas em varios estudos com outros tipos tumorais. Até o momento, um
unico estudo avaliou a hipermetilacdo desse gene em CE de pénis. Os autores
encontraram hipermetilacdo em 20% das amostras (n=25) sem associacdo com fatores
clinicos ou anatomopatol 6gicos dos tumores (YANAGAWA et a. 2008). Da mesma
maneira, a hipermetilagdo de MGMT também ndo esteve associada com o progndstico
dos pacientes deste estudo. A sobrevida cancer especifica também néo foi influenciada
pela ateracéo epigenética.

N&o foi verificada associacdo entre a hipermetilacdo do gene MGMT e a perda de
expressdo da proteina. A hipermetilacdo e a perda de expressdo foram observadas em
49,1% das amostras avaliadas. A maioria das amostras deste estudo apresentaram perda
de expressdo da proteina MGMT. Dentre estes casos apenas 55,7% encontravam-se
metiladas, sugerindo que outros mecanismos, aém da metilagdo aberrante, levam a
inativacdo dessa via de reparo. Além disso, a presenca da metilacdo nas amostras com
expressdo proteica positiva, indica que a hipermetilagdo por si sO néo é suficiente para
levar a0 silenciamento génico. Outros mecanismos epigenéticos, principamente

associados a dteracdo da conformagcdo da cromatina, também devam ocorrer
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concomitantemente para que haja supressao da expressdo génica. Nos casos em que se
observa a hipermetilacdo com niveis normais de expressdo, seriainteressante verificar os
nivels de expressdo das histonas deacetilases, ja que seu aumento de expressdo inibe a
acetilacdo das histonas impedindo a condensagéo da cromatina.

A avaliagdo imunoistoquimica dos niveis da proteina p16 indicou que apenas um
terco dos casos deste estudo apresentam perda de expressdo. A proteina pl6, em células
normais, atua no controle do ciclo celular impedindo a formag&o do complexo ciclina
D/Cdk4 e Cdke6, inibindo dessa maneira a hiperfosforilacdo de pRB e a progressao do
ciclo celular. A inativacdo do gene CDKN2A, por eventos genéticos ou epigenéticos,
leva a proliferagdo celular descontrolada (MOHSENY et a. 2010). Nesse estudo, a
perda da proteina p16 em 33,2% dos casos, sugere que na maior parte dos CEs de pénis
avaliados outro mecanismo é responsavel pela perda do controle da proliferagdo celular
Ou que outros componentes da mesma via estdo alterados.

Diversos estudos ja descreveram o aumento de expresséo da proteina pl6 em
diferentes tipos tumorais. Nos tumores cervicais, cujaincidéncia dainfeccéo pelo HPV é
de quase 100%, observa-se aumento de expressdo da proteina pl6. Esse fato se explica
pelo papel da oncoproteina vira E7 que induz a degradacdo de pRb pelo proteasoma. O
aumento de p16 nesses casos ocorre devido a auséncia da proteina pRb que regula sua
transcricdo através de um mecanismo de feedback. No entanto, devido a auséncia de pRb
funcional a proteina pl6 ndo € capaz de induzir a parada do ciclo celular em G1
(IVANOVA et a. 2007). Sabe-se que em aproximadamente 30% das amostras de CE de
pénis ocorre infeccdo por HPV's de alto risco, principalmente do tipo 16. Nesses casos,

espera-se que a expressao da proteina p16 esteja aumentada.



Avaliagdo do perfil de hipermetilagdo dos genes 716"+ e MGMT em cancer de pénis 89

POETSCH et a. (2011), avaliaram o papel da hipermetilacdo e da perda de
heterozigose (LOH — loss of heterozigosity) no silenciamento do gene CDKN2A nos
tumores de pénis e a expressdo da proteina pl6 e sua associacdo com a infeccdo pelo
HPV e a expressdo da proteina p53. Os autores observaram hipermetilagdo do gene
CDKN2A em 42% dos casos e LOH em 62%. Houve associacdo significativa entre a
ocorréncia desses dois eventos e a perda de expressdo da proteina, sendo que todos os
casos negativos para pl6 apresentaram metilacdo no promotor ou LOH. A perda de
expressdo da proteina pl6 ocorreu em 75% dos casos hipermetilados. Em 35,8% das
amostrafoi detectadainfeccdo pelo HPV. Dentre as 17 amostras infectadas pelo HPV 16,
dez apresentaram aumento de expressdo da proteina pl6. Em 56% dos casos com
expressdo positiva ou aumentada da proteina ndo foi detectado DNA do virus. Dessa
forma os autores sugerem que a hipermetilagdo é um evento importante no
silenciamento génico de CDKN2A e que o aumento de expressdo de pl6é ndo esta
obrigatoriamente associado a infeccdo pelo HPV, sendo que nos casos com ganho de
expressao outro mecanismo deve estar envolvido.

Em outro estudo recente, CUBILLA et a. (2011) investigaram a associacao entre
ainfeccdo pelo HPV e a expresséo da proteina p16. Foram avaliadas 202 amostras de
cancer de pénis, das quais 31% apresentaram infeccdo pelo HPV e 26% tinham
expressdo positiva de pl6, sendo que houve associacdo significativa entre os dois
achados. Os autores também observaram que os niveis de expressdo de pl6 estavam
associados com os subtipos histol égicos de CE de pénis, cuja expressdo positivafoi mais
frequente nos subtipos basaldide e condilomatoso. A expressdo de pl6 foi considerada

um marcador para a infeccdo pelo HPV, uma vez que em 80% das casos observou-se
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concordancia entre a perda ou ganho de expressdo proteica e a auséncia ou presenca da
infeccdo, respectivamente. Nos casos discordantes, foram levantadas duas hipéteses. A
presenca do HPV em amostras com perda de expressdo de pl6, sugere a ocorréncia de
infeccdo transiente nas quais 0 mecanismo de silenciamento do gene CDKN2A é
consequéncia de eventos epigenéticos ou LOH. J& nos casos negativos para infeccdo
pelo HPV e positivos para a proteina pl6, a tumorigénese seria independente da via
induzida pelo virus e alteracbes em outros componentes da via de pRb estariam
envolvidas.

STANKIEWICZ et a. (2011) também avaliaram a infeccdo pelo HPV e a
expressdo de p16, bem como de p53, pRb e p21 (inibidor de Cdks da familia Cip), em
CE de pénis. A presenca do virus foi detectada em 56% dos casos, com prevaléncia do
subtipo 16. Os niveis de expressao de pRb estavam elevados em 58% dos casos. As
proteinas p16 e p21 foram detectadas em 47% e 62% dos tumores, respectivamente, com
associagdo positiva entre os niveis de expressdo. A perda de expressdo dessas duas
proteinas foi associada com o ganho de pRb. A proteina p53 foi detectada em 79% dos
casos, sem nenhuma associagdo com a expressdo das demais proteinas ou com
caracteristicas patoldgicas dos tumores. Devido a associagdo inversa entre a expressao
de pRb e p16, os autores sugerem gue nos casos HPV positivos ha regulacdo negativa da
via pRb/pl16, levando ao acimulo de p16 que é incapaz de bloguear a progressdo do
ciclo celular, devido a auséncia de pRb.

No nosso estudo, 66,8% dos casos de CE de pénis apresentaram expressao
positiva da proteina p16. O aumento de expressdo de p16 ja foi verificado também em

outros tipos tumorais: cavidade oral, carcinomas uroteliais, neuroblastomas, cancer de
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prostata, tumores gastrointestinais e osteosarcomas. Diversos fatores podem estar
envolvidos na positividade ou ganho de expressdo dessa proteina. A perda de expressdo
de pRb é uma delas, ja& que, como dito anteriormente, esta Ultima participa do controle
da transcricdo do gene CDKN2A. Além disso, poliploidia do cromossomo 9 ou
amplificagdo da regido 9p21 também podem ocorrer e elevar os niveis da proteina
Também ndo pode ser descartada o aumento de pl6 como resposta a proliferacéo
acelerada, 0 que poderia resultar em sintese da proteina com meia-vida mais longa
(NAKAZAWA et a. 2009). No entanto, niveis elevados de pl6 ndo implica
obrigatoriamente que a via Rb estgja induzindo a parada do ciclo celular. Mutagfes no
gene CDKN2A podem levar a sintese de uma proteina ndo funcional, incapaz de impedir
aformacgdo dos complexos ciclina D/Cdk e consequente hiperfosforilacdo de pRb (CHIN
et a. 1998, OMURA-MINAMISAWA et al. 2001). Dessa forma, a deteccdo de niveis
aumentados da proteina p16 deve ser avaliada em conjunto com possiveis alteracdes
genéticas e citogenéticas do gene e daregido cromossdmica em gue este se localiza.

Além disso, a presenca da proteina p16 dentro de um contexto que sugere a perda
do controle da via pRb sugere que outros componentes da via podem estar alterados. O
aumento de expressdo de ciclinas D e das Cdk4 e 6 podem levar a hiperfosforilaco de
pRb mesmo na presenca de niveis normais da proteina inibitoria de Cdks. Diversos
estudos ja relataram a amplificagdo da CICLINA D1 e da CDK4 e mutagdes no gene
codificador de CDK4 (CHIN et al. 1998).

O aumento de expressdo da proteina p16, portanto, deve ser seguida da avaliacdo
de outros componentes da via de pRb. Mas outros componentes das vias de controle do

ciclo celular que regulam a atividade dos complexos ciclina D/Cdk também devem ser
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avaiados. A via de pRb esta intimamente associada a expressao de p53. Um dos alvos
transcricionais dos fatores da familia E2F é o gene P14""F. Esse gene também esta
localizado em 9p21, assim como CDKN2A. Trata-se de um locus com uma caracteristica
peculiar, a de codificar dois genes formados por trés exons, cujo primeiro é Unico para
cada gene e gque compartilham o segundo e o terceiro exon. As sequéncias dos dois
produtos génicos sdo distintos, apesar dos dois exons comuns, pois devido ao primerio
exon ser particular de cada gene isso gera janelas de leituras distintas dos exons
subsequentes, levando a codificacdo de proteinas diferentes e com funcdes especificas
distintas (ROBERTSON e JONES 1999). A func&o da proteina p14 € inibir a atividade
MDM?2 que induz a degradacdo de p53 pelo proteasoma. O gene p53, por sua vez,
estimula a atividade de p21 que, assim como pl6, atua inibindo a atividade dos
complexos ciclina D/Cdk (JAYASURYA et al. 2005). Dessa maneira, a expressao de
pl6 resultaria em reducdo da expressdo de pl4 e de p53, culminando na reducéo dos
niveis de p21. Possivelmente, em diversos tipos tumorais somente a atividade inibitoria
de p16 sobre os complexos ciclina D/Cdk sgja insuficiente para bloquear o ciclo celular
eimpedir o crescimento do tumor.

Para que se possa estabelecer o0 significado do padréo de expressdo da proteina
pl6 nos CEs de pénis deste estudo ainda se faz necessaria a avaliacdo de outros
componentes do controle do ciclo celular, visando determinar o padrdo de ateracoes
nesses tumores e a via mais importante na progressao dessas neoplasias.

O presente estudo corroborou estudos anteriores, demonstrando que fatores
clinicos e anatomopatol 6gicos sdo importantes para o estabelecimento do progndstico

dos pacientes com CE de pénis. Também foi demonstrado que a hipermetilacdo é um
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evento presente nos tumores de pénis, apesar de ndo ter sido associada com fatores
clinicos de prognéstico. Possivelmente, a avaliacdo da hipermetilacdo em um ndmero
maior de genes leve a determinacdo de um painel de genes alvo desse evento nos
carcinomas de pénis e que possa ser empregado como marcador molecular nessas
neoplasias. Além disso, esse estudo sugere que a via pRb apresentar alteracdes em
componentes downstream a p16.

No entanto, devido a escassez de estudos a respeito das caracteristicas
moleculares desse tipo de neoplasia, poucas conclusdes podem ser feitas a partir dos
atuais resultados. A maior parte das informacdes € obtida a partir de resultados e
associagdes observadas em outros tipos tumorais. Por essa razéo, faz-se necessario o
aumento de esforgo em busca das alteragdes moleculares envolvidas na progressdo dos
CEs de pénis, visando o melhor entendimento da doenca e o estabelecimento de

abordagens terapéuti cas adequadas.
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6

CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos com as andlises dos fatores clinicos e

anatomopatol gicos, de hipermetilacéo e de expressdo protéica podemos concluir que:

1.

As variaveis clinicas e anatomopatoldgicas associadas a0 comprometimento
linfonodal foram: baixo grau de diferenciacéo, estadio T avancado, linfonodos
palpaveis ao diagndstico, invasdo de corpos cavernosos, infiltracdo de uretra,
invasdo vascular e invasdo perineural. No entanto, somente o grau de
diferenciacdo, o estadiamento N clinico e a invasdo perineural permaneceram
como fatores independentes de risco apds as andlises multivariadas. Os fatores
associados a reducéo da probabilidade acumulada de sobrevida foram: estadio N
clinico e patol 6gico positivos, baixo grau de diferenciacdo do tumor, invasdo de
Corpos cavernosos, de invasdo vascular, invasdo perineural e recidiva. Na andlise
multivariada, o estadio N clinico positivo, o baixo grau de diferenciacéo e a
presenca de invasdo perineural se mostraram fatores independentes de maior

risco para morte em decorréncia da doenca.

A hipermetilacéo do gene CDKN2A néo foi observada em nenhum dos casos e a
hipermetilacdo no promotor do gene MGMT foi observada em 57,4%, sem

qualquer associacdo com os fatores clinicos e anatomopatol dgicos. Nao houve
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correlagdo entre a hipermetilacdo do promotor do gene MGMT e a perda de

expresséo da proteina

3. A avaliagdo dos niveis de expressdo protéicos de pl16 indicou expressdo positiva
(moderada ou forte) em 66,8% dos casos. Ocorreu perda de expressdo da
proteina MGMT em 87,4% dos CECs de pénis houve perda de expressdo. Essa
perda de expressdo da proteina MGMT foi observada com maior frequéncia em

paci entes cujos tumores apresentaram espessura maior do que 5mm.
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Anexo 2 — Tabela com os dados da quantificacgo por espectrofotometria das amostras de
DNA de carcinoma epidermaéides de pénis incluidas em parafina.

Concentracao da

Quantidade final de

Amostra amostra (ng/uL) DNA (ug) Razdo A260/280 | Razdo A260/230
1 456,0 22,8 1,99 2,17
2 673,0 33,65 1,96 2,15
3 527,0 26,35 1,87 2,11
4 1046,0 52,3 1,97 2,23
5 1663,0 83,15 1,99 2,20
6 615,0 30,75 1,97 2,25
7 448,0 22,4 2,02 2,18
8 249,0 12,45 1,99 2,18
9 705,0 35,25 1,95 2,17
10 310,0 15,5 1,99 2,08
11 238,0 11,9 1,98 2,10
12 192,0 9,6 1,97 2,21
13 259,0 12,95 1,98 2,18
14 203,0 10,15 1,73 1,59
15 861,0 43,05 1,84 2,06
16 1131,0 56,55 1,83 2,02
17 255,0 12,75 1,82 2,17
18 143,0 7,15 1,81 2,13
19 368,0 18,4 2,02 2,19
20 94,0 4,7 1,96 2,17
21 283,0 14,15 1,87 2,20
22 279,0 13,95 1,81 2,14
23 574,0 28,7 1,84 2,17
24 165,0 8,25 1,88 2,18
25 1090,0 54,5 1,81 2,08
26 344,0 17,2 1,82 2,12
27 1088,0 54,4 2,71 4,41
28 357,0 17,85 1,96 2,26
29 160,0 8 1,67 1,76
30 426,0 21,3 1,72 2,16
31 483,0 24,15 1,87 2,19
32 999,0 49,95 1,86 2,03
33 279,0 13,95 1,73 2,05
34 706,0 353 1,61 2,02
35 348,0 17,4 1,81 2,12
36 261,0 13,05 1,78 2,08
37 4440 22,2 1,81 2,12
38 295,0 14,75 1,87 2,03
39 124,0 6,2 1,71 2,05




Concentracao da

Quantidade final de

Amostra amostra (ng/uL) DNA (ug) Razéo A260/280 | Razao A260/230
40 327,0 16,35 1,90 2,16
41 334,0 16,7 1,85 2,09
42 275,0 13,75 1,88 2,23
43 138,0 6,9 1,80 2,17
44 535,0 26,75 1,86 2,14
45 168,0 84 1,76 2,02
46 362,0 18,1 1,89 2,06
47 500,0 25 1,77 2,11
48 327,0 16,35 1,76 2,04
49 657,0 32,85 1,74 2,14
50 256,0 12,8 1,83 2,16
51 166,0 8,3 1,80 2,15
52 491,0 24,55 1,77 2,16
53 376,0 18,8 1,86 2,18
54 438,0 219 1,96 2,12
55 447,0 22,35 1,98 2,15
56 46,0 2,3 151 2,03
57 500,0 25 2,00 2,16
58 322,0 16,1 1,95 2,17
59 2410 12,05 1,74 2,17
60 62,0 31 1,59 2,21
61 243,0 12,15 1,79 2,20
62 148,0 74 1,80 2,14
63 426,0 21,3 1,82 2,12
64 2710 13,55 1,84 2,17
65 279,0 13,95 1,85 2,15
66 436,0 21,8 1,83 2,08
67 563,0 28,15 1,84 2,15
68 562,0 28,1 1,83 2,02
69 838,0 419 1,97 2,03
70 143,0 7,15 1,83 2,01
71 57,0 2,85 1,74 2,00
72 481,0 24,05 1,87 2,13
73 208,0 104 1,82 2,12
74 436,0 21,8 1,97 2,18
75 325,0 16,25 1,91 2,09
76 104,0 52 1,61 2,03
77 377,0 18,85 1,83 2,11
78 20,0 1 1,28 1,10
79 141,0 7,05 1,68 1,83
80 153,0 7,65 1,71 1,89




Concentracao da

Quantidade final de

Amostra amostra (ng/uL) DNA (ug) Razéo A260/280 | Razao A260/230
81 136,0 6,8 1,65 1,80
82 321,0 16,05 1,81 2,07
83 306,0 15,3 1,76 1,92
84 127,0 6,35 1,56 1,70
85 505,0 25,25 1,79 2,05
86 204,0 10,2 1,64 1,83
87 618,0 30,9 1,71 1,90
88 387,0 19,35 1,81 1,97
89 163,0 8,15 1,80 2,07
20 126,0 6,3 1,65 2,06
91 492,0 24,6 1,76 2,08
92 453,0 22,65 1,75 2,03
93 699,0 34,95 1,69 1,96
94 795,0 39,75 1,76 1,90
95 11,0 0,55 1,50 1,75
96 180,0 9 1,71 2,08
97 292,0 14,6 1,64 2,00
98 127,0 6,35 1,75 191
99 81,0 4,05 1,70 2,00
100 448,0 22,4 1,69 2,03
101 407,0 20,35 1,83 1,89
102 778,0 38,9 1,79 1,98
103 316,0 15,8 1,79 2,05
104 633,0 31,65 191 2,09
105 495,0 24,75 1,77 2,05
106 612,0 30,6 1,75 2,12
107 401,0 20,05 1,74 1,96
108 493,0 24,65 1,82 2,05
109 1747,0 87,35 1,76 2,06
110 967,0 48,35 1,81 1,99
111 749,0 37,45 1,80 2,00
112 1437,0 71,85 1,70 2,10
113 333,0 16,65 1,90 2,04
114 631,0 31,55 1,80 2,05
115 1278,0 63,9 1,70 2,04
116 393,0 19,65 1,90 2,10
117 302,0 15,1 1,89 2,05
118 329,0 16,45 1,68 2,02
119 800,0 40 1,73 1,96
120 280,0 14 1,85 1,98
121 836,0 41,8 1,85 1,96




Concentracao da

Quantidade final de

Amostra amostra (ng/uL) DNA (ug) Razéo A260/280 | Razao A260/230
122 793,0 39,65 1,88 1,90
123 438,0 219 1,77 2,05
124 852,0 42,6 1,76 2,14
125 572,0 28,6 1,73 2,15
126 425,0 21,25 1,77 2,10
127 629,0 31,45 1,66 2,15
128 520,0 26 1,78 2,18




Anexo 3 - Figura representativa da localizagdo do fragmento sequenciado para a
determinacdo do padréo de hipermetilacdo do gene CDKN2A.
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Representacdo da regido promotora do gene CDKN2A. A regido representada
corresponde as regifes 5 ndo traduzida, exon 1 e inicio do intron 1. As regides
marcadas em azul correspondem as ilhas CpGs presentes no promotor do gene. O
fragmento sequenciado para determinacdo do padréo de hipermetilacéo localiza-se entre
os nucleotideos 1147 e 1174 dafigura (barralaranja). Os nimeros representados abaixo
dalinha vermelha correspondem ao nimero de nucleotideos presentes naregido avaliada

€ ndo a sua posi¢ao na sequéncia do gene.



Anexo 4 - Figura representativa da localizagdo do fragmento sequenciado para a
determinacdo do padréo de hipermetilacdo do gene MGMT.
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Representacéo da regido promotora do gene MGMT. A regido representada corresponde
asregides 5’ ndo traduzida, exon 1 einicio do intron 1. As regi®es marcadas em azul
correspondem as ilhas CpGs presentes no promotor do gene. O fragmento sequenciado
para determinacdo do padréo de hipermetilacéo localiza-se entre os nucleotideos 1017 e
1039 da figura (barralaranja). Os numeros representados abaixo da linha vermelha
correspondem ao numero de nucleotideos presentes na regido avaliada e ndo a sua
posi¢ao na sequéncia do gene.



Anexo 5 — Niveis de hipermetilagdo de cada sitio CpG avaliado para o gene CDKN2A, nivel de hipermetilacdo da amostra e
classificagdo de cada caso de acordo com o status de metilagdo. U — amostra ndo metilada; M — amostra metilada.

Nivel de hipermetilacédo
Amostra CpGl (%) | CpG2 (%) | CpG3 (%) | CpG4 (%) | CpG5 (%) | CpG6 (%) | CpG7 (%) | CpG final (%) Status
PN12 5 6 6 6 8 4 7 6,00 U
PN13 6 10 5 6 9 7 8 7,29 U
PN14 4 0 0 0 5 4 0 1,86 U
PN15 5 0 0 0 6 4 0 2,14 U
PN16 0 0 0 0 5 0 0 0,71 U
PN17 5 0 0 0 0 0 5 1,43 U
PN18 0 0 0 5 5 0 0 1,43 U
PN19 6 10 6 8 10 6 8 7,71 U
PN20 11 14 10 10 13 10 10 11,14 U
PN21 4 5 4 4 6 4 6 4,71 U
PN22 4 0 4 4 0 0 0 1,71 U
PN23 0 0 5 4 6 0 0 2,14 U
PN24 0 4 0 3 6 4 3 2,86 U
PN25 0 5 0 0 0 0 0 0,71 U
PN26 0 0 0 0 4 0 4 1,14 U
PN27 9 11 7 8 8 6 7 8,00 U
PN28 5 10 7 8 11 7 8 8,00 U
PN29 4 0 0 0 6 0 0 1,43 U
PN30 0 0 0 0 0 0 4 0,57 U
PN31 0 0 0 0 0 0 0 0,00 U
PN32 0 0 0 0 7 4 0 1,57 U
PN35 0 0 0 3 0 0 0 0,43 U
PN36 4 0 0 0 0 0 0 0,57 U
PN37 0 6 0 6 7 3 7 4,14 U
PN38 0 4 0 3 4 0 5 2,29 U
PN39 0 0 0 0 0 0 0 0,00 U




Nivel de hipermetilacédo

Amostra CpGl (%) | CpG2 (%) | CpG3 (%) | CpG4 (%) | CpG5(%) | CpGhe (%) | CpG7 (%) | CpG final (%) Status
PN40 11 11 9 8 7 7 8 8,71 U
PN41 4 0 3 0 4 4 4 2,71 U
PN42 0 3 3 4 4 4 0 2,57 U
PN43 4 4 3 4 4 0 6 3,57 U
PN44 0 5 3 5 6 0 0 2,71 U
PN45 0 5 0 4 0 0 6 2,14 U
PN46 0 6 0 0 7 0 0 1,86 U
PN47 5 0 0 0 0 0 0 0,71 U
PN48 5 5 0 0 0 0 0 1,43 U
PN49 0 4 0 0 0 0 0 0,57 U
PN50 0 4 0 0 0 0 4 1,14 U
PN51 4 3 0 3 0 3 4 2,43 U
PN52 4 0 0 0 4 4 0 1,71 U
PN53 4 4 0 3 0 0 0 1,57 U
PN54 0 0 0 0 0 0 0 0,00 U
PN55 6 0 0 4 0 0 0 1,43 U
PN56 16 18 15 14 15 13 14 15,00 M
PN57 4 4 0 0 0 5 0 1,86 U
PN59 0 0 4 4 6 4 0 2,57 U
PN60 0 6 0 4 4 5 4 3,29 U
PN61 0 0 0 0 0 0 0 0,00 U
PN63 5 6 0 4 0 0 0 2,14 U
PN64 4 5 4 0 6 4 4 3,86 U
PN66 5 4 0 4 4 0 0 2,43 U
PN67 0 0 0 4 4 0 0 1,14 U
PN68 4 5 0 4 5 0 0 2,57 U
PN69 4 0 0 4 6 0 3 2,43 U
PN70 0 4 0 0 0 0 0 0,57 U




Nivel de hipermetilacéo

Amostra CpGl (%) | CpG2 (%) | CpG3 (%) | CpG4 (%) | CpG5 (%) | CpGbt (%) | CpG7 (%) | CpG final (%) Status
PN71 0 0 0 0 4 4 4 1,71 U
PN72 3 4 0 4 5 4 0 2,86 U
PN75 4 0 0 4 6 4 0 2,57 U
PN76 0 0 0 0 0 0 0 0,00 U
PN77 0 4 4 4 6 3 4 3,57 U
PN78 14 11 7 11 9 13 12 11,00 U
PN82 0 0 0 0 0 0 3 0,43 U
PN83 5 0 0 0 0 3 0 1,14 U
PN84 0 0 0 0 0 3 0 0,43 U
PN85 5 4 0 4 0 3 0 2,29 U
PN86 0 0 0 0 4 0 3 1,00 U
PN87 0 4 0 4 0 0 0 1,14 U
PN88 0 4 4 0 4 0 0 1,71 U
PN89 4 0 0 0 0 0 0 0,57 U
PN90 0 0 0 0 0 0 0 0,00 U
PNO1 6 5 0 6 5 4 0 3,71 U
PN92 0 0 0 0 6 0 5 1,57 U
PN93 4 5 0 0 6 4 0 2,71 U
PN94 0 5 0 0 0 0 0 0,71 U
PN95 5 0 0 5 5 0 4 2,71 U
PN96 0 0 0 3 0 0 0 0,43 U
PN97 4 4 0 0 5 0 0 1,86 U
PN99 4 4 0 4 6 4 0 3,14 U

PN100 4 5 0 0 0 0 0 1,29 U
PN101 4 4 0 4 0 0 0 1,71 U
PN103 0 5 4 3 4 4 4 3,43 U
PN104 3 4 0 0 6 3 0 2,29 U
PN105 6 4 5 5 6 4 0 4,29 U




Nivel de hipermetilacédo

Amostra CpGl (%) | CpG2 (%) | CpG3 (%) | CpG4 (%) | CpG5(%) | CpGhe (%) | CpG7 (%) | CpG final (%) Status
PN106 5 6 5 4 0 4 6 4,29 U
PN107 3 4 0 0 5 0 0 1,71 U
PN108 6 0 5 4 5 0 0 2,86 U
PN109 5 5 0 5 5 0 0 2,86 U
PN110 0 7 0 0 0 4 6 2,43 U
PN111 6 0 0 0 0 0 0 0,86 U
PN112 0 0 5 0 0 0 5 1,43 U
PN113 0 6 0 0 4 0 0 1,43 U
PN114 0 8 0 0 6 5 6 3,57 U
PN115 5 7 4 6 0 5 5 4,57 U
PN116 6 7 4 7 5 5 5 5,57 U
PN117 7 0 0 6 6 0 0 2,71 U
PN118 0 5 0 0 4 0 0 1,29 U
PN119 5 5 0 0 5 0 7 3,14 U
PN120 0 7 0 5 6 0 7 3,57 U
PN121 5 5 0 0 0 5 0 2,14 U
PN128 0 4 0 0 6 0 0 1,43 U
PN129 6 5 0 0 5 4 4 3,43 U
PN130 0 7 0 4 6 0 0 2,43 U
PN131 6 5 5 0 5 5 6 4,57 U
PN133 0 5 0 0 0 0 5 1,43 U
PN134 0 6 0 0 0 6 7 2,71 U
PN135 5 5 0 4 4 0 0 2,57 U
PN136 0 4 0 6 4 4 0 2,57 U
PN137 7 6 4 5 4 0 0 3,71 U
PN138 0 0 0 4 4 0 1,33 U
PN139 0 5 0 4 0 0 5 2,00 U
PN140 0 5 0 5 5 0 5 2,86 U




Nivel de hipermetilacédo

Amostra CpGl (%) | CpG2 (%) | CpG3 (%) | CpG4 (%) | CpG5(%) | CpGhe (%) | CpG7 (%) | CpG final (%) Status
PN142 0 0 0 4 0 0 5 1,29 U
PN143 0 7 0 0 6 0 0 1,86 U
PN144 0 0 0 4 0 5 4 1,86 U
PN145 0 0 0 5 0 0 0 0,71 U
PN146 5 0 0 4 0 4 0 1,86 U
PN147 0 0 0 0 0 0 0 0,00 U
PN148 6 6 0 4 6 3 5 4,29 U
PN149 5 7 0 5 6 0 0 3,29 U
PN150 0 0 0 0 0 4 0 0,57 U
PN153 4 0 0 0 5 0 0 1,29 U
PN154 0 6 0 0 5 0 0 1,57 U
PN155 5 6 0 5 0 5 4 3,57 U
PN156 0 5 0 0 0 0 0 0,71 U
PN157 6 5 6 0 5 4 0 3,71 U
PN158 0 5 0 0 0 0 0 0,71 U
PN161 0 4 4 0 0 4 0 1,71 U
PN163 5 0 5 0 0 6 0 2,29 U
PN165 4 6 0 0 6 4 0 2,86 U




Anexo 6 — Niveis de hipermetilacéo de cada sitio CpG avaliado para o gene MGMT, nivel de hipermetilacdo daamostrae
classificagdo de cada caso de acordo com o status de metilagdo. U — amostra ndo metilada; M — amostra metilada.

Nivel de hipermetilacédo
Amostra CpGl (%) | CpG2 (%) | CpG3 (%) | CpG4 (%) | CpG5 (%) | CpG final (%) Status
PN12 19,00 24,00 28,00 26,00 32,00 25,80 M
PN13 13,00 17,00 19,00 20,00 23,00 18,40 M
PN14 17,00 20,00 32,00 23,00 26,00 23,60 M
PN15 23,00 22,00 22,00 25,00 26,00 23,60 M
PN16 16,00 16,00 19,00 17,00 19,00 17,40 M
PN17 35,00 37,00 38,00 35,00 34,00 35,80 M
PN18 34,00 38,00 37,00 34,00 37,00 36,00 M
PN19 15,00 16,00 16,00 16,00 21,00 16,80 M
PN20 20,00 26,00 26,00 27,00 38,00 27,40 M
PN21 19,00 19,00 26,00 23,00 32,00 23,80 M
PN22 10,00 11,00 17,00 12,00 15,00 13,00 U
PN23 29,00 32,00 35,00 33,00 36,00 33,00 M
PN24 15,00 19,00 22,00 17,00 26,00 19,80 M
PN25 18,00 24,00 25,00 23,00 17,00 21,40 M
PN26 14,00 17,00 18,00 17,00 16,00 16,40 M
PN27 6,00 9,00 8,00 10,00 14,00 9,40 U
PN28 5,00 12,00 14,00 12,00 26,00 13,80 U
PN29 20,00 23,00 22,00 23,00 20,00 21,60 M
PN30 20,00 18,00 22,00 18,00 16,00 18,80 M
PN31 21,00 24,00 23,00 22,00 20,00 22,00 M
PN32 9,00 12,00 16,00 11,00 15,00 12,60 U
PN35 23,00 21,00 21,00 22,00 20,00 21,40 M
PN36 12,00 15,00 14,00 11,00 14,00 13,20 U
PN37 17,00 22,00 21,00 21,00 33,00 22,80 M
PN38 28,00 33,00 32,00 29,00 27,00 29,80 M




Nivel de hipermetilacédo

Amostra CpG1 (%) | CpG2 (%) | CpG3 (%) | CpG4 (%) | CpG5 (%) | CpG final (%) Status
PN39 24,00 30,00 29,00 29,00 32,00 28,80 M
PN40 6,00 9,00 8,00 9,00 21,00 10,60 U
PN41 10,00 12,00 12,00 14,00 9,00 11,40 U
PN42 5,00 8,00 9,00 7,00 9,00 7,60 U
PN43 11,00 13,00 15,00 13,00 14,00 13,20 U
PN44 10,00 14,00 17,00 13,00 17,00 14,20 U
PN45 20,00 21,00 24,00 20,00 17,00 20,40 M
PN47 28,00 31,00 30,00 30,00 30,00 29,80 M
PN48 24,00 22,00 23,00 21,00 23,00 22,60 M
PN49 17,00 21,00 24,00 26,00 21,00 21,80 M
PN50 25,00 25,00 25,00 26,00 24,00 25,00 M
PN51 36,00 34,00 37,00 34,00 34,00 35,00 M
PN52 14,00 15,00 20,00 15,00 11,00 15,00 U
PN53 29,00 30,00 26,00 27,00 31,00 28,60 M
PN54 21,00 21,00 22,00 25,00 22,00 22,20 M
PN56 6,00 14,00 20,00 16,00 26,00 16,40 M
PN57 11,00 11,00 12,00 11,00 22,00 13,40 U
PN59 20,00 30,00 32,00 26,00 37,00 29,00 M
PN60 12,00 15,00 17,00 14,00 22,00 16,00 M
PN61 19,00 21,00 22,00 21,00 19,00 20,40 M
PN62 14,00 11,00 12,00 14,00 13,00 12,80 U
PN63 14,00 11,00 12,00 14,00 13,00 12,80 U
PN64 14,00 17,00 19,00 17,00 16,00 16,60 M
PN65 7,00 7,00 12,00 13,00 10,00 9,80 U
PN66 76,00 76,00 75,00 75,00 80,00 76,40 M
PN67 22,00 27,00 27,00 26,00 31,00 26,60 M
PN68 21,00 20,00 19,00 22,00 19,00 20,20 M
PN69 18,00 21,00 24,00 21,00 17,00 20,20 M




Nivel de hipermetilacédo

Amostra CpG1 (%) | CpG2 (%) | CpG3 (%) | CpG4 (%) | CpG5 (%) | CpG final (%) Status
PN70 24,00 28,00 28,00 27,00 26,00 26,60 M
PN71 3,00 6,00 9,00 6,00 11,00 7,00 U
PN72 10,00 11,00 13,00 13,00 17,00 12,80 U
PN75 26,00 29,00 35,00 29,00 32,00 30,20 M
PN76 23,00 22,00 26,00 23,00 30,00 24,80 M
PN77 6,00 7,00 14,00 9,00 14,00 10,00 U
PN78 15,00 22,00 15,00 17,00 23,00 18,40 M
PN80 12,00 11,00 10,00 9,00 16,00 11,60 U
PN82 16,00 17,00 19,00 18,00 16,00 17,20 M
PN83 21,00 24,00 20,00 21,00 20,00 21,20 M
PN84 27,00 28,00 34,00 32,00 30,00 30,20 M
PN85 13,00 13,00 12,00 12,00 14,00 12,80 U
PN86 25,00 27,00 29,00 26,00 24,00 26,20 M
PN87 21,00 22,00 21,00 22,00 17,00 20,60 M
PN88 15,00 10,00 15,00 9,00 13,00 12,40 U
PN89 12,00 14,00 10,00 0,00 14,00 10,00 U
PN90 10,00 8,00 10,00 10,00 9,00 9,40 U
PN91 11,00 11,00 7,00 9,00 11,00 9,80 U
PN92 10,00 14,00 15,00 16,00 15,00 14,00 U
PN93 9,00 11,00 14,00 12,00 12,00 11,60 U
PN94 25,00 27,00 27,00 22,00 25,00 25,20 M
PN95 16,00 22,00 23,00 24,00 24,00 21,80 M
PN96 17,00 19,00 18,00 13,00 16,00 16,60 M
PN97 21,00 24,00 24,00 26,00 25,00 24,00 M
PN99 15,00 16,00 13,00 13,00 13,00 14,00 U

PN100 8,00 13,00 13,00 17,00 11,00 12,40 U
PN101 15,00 18,00 14,00 14,00 16,00 15,40 M
PN103 23,00 26,00 26,00 23,00 25,00 24,60 M




Nivel de hipermetilacédo

Amostra CpG1 (%) | CpG2 (%) | CpG3 (%) | CpG4 (%) | CpG5 (%) | CpG final (%) Status
PN104 12,00 14,00 9,00 9,00 13,00 11,40 U
PN105 27,00 27,00 24,00 24,00 27,00 25,80 M
PN106 14,00 14,00 13,00 12,00 13,00 13,20 U
PN107 13,00 13,00 11,00 9,00 11,00 11,40 U
PN108 6,00 6,00 8,00 8,00 7,00 7,00 U
PN109 4,00 6,00 5,00 3,00 5,00 4,60 U
PN111 10,00 14,00 15,00 11,00 10,00 12,00 U
PN112 14,00 15,00 15,00 13,00 15,00 14,40 U
PN113 17,00 24,00 21,00 16,00 16,00 18,80 M
PN114 18,00 20,00 19,00 21,00 18,00 19,20 M
PN115 16,00 17,00 26,00 17,00 17,00 18,60 M
PN116 5,00 7,00 8,00 5,00 12,00 7,40 U
PN118 15,00 17,00 18,00 16,00 18,00 16,80 M
PN119 16,00 18,00 16,00 20,00 16,00 17,20 M
PN120 4,00 7,00 5,00 4,00 7,00 5,40 U
PN121 15,00 15,00 19,00 13,00 21,00 16,60 M
PN133 15,00 18,00 16,00 16,00 15,00 16,00 M
PN134 11,00 15,00 16,00 16,00 12,00 14,00 U
PN135 17,00 18,00 17,00 16,00 16,00 16,80 M
PN136 12,00 11,00 11,00 8,00 11,00 10,60 U
PN137 12,00 14,00 14,00 11,00 12,00 12,60 U
PN138 12,00 15,00 13,00 12,00 12,00 12,80 U
PN139 18,00 12,00 13,00 13,00 15,00 14,20 U
PN140 7,00 8,00 0,00 6,00 0,00 4,20 U
PN142 19,00 19,00 20,00 17,00 23,00 19,60 M
PN143 15,00 17,00 23,00 12,00 14,00 16,20 M
PN144 22,00 23,00 24,00 19,00 30,00 23,60 M
PN145 11,00 11,00 11,00 10,00 1,00 8,80 U




Nivel de hipermetilacédo

Amostra CpG1 (%) | CpG2 (%) | CpG3 (%) | CpG4 (%) | CpG5 (%) | CpG final (%) Status
PN146 14,00 15,00 11,00 10,00 11,00 12,20 U
PN148 24,00 22,00 25,00 23,00 22,00 23,20 M
PN150 15,00 12,00 18,00 11,00 14,00 23,20 M
PN153 17,00 17,00 14,00 13,00 14,00 15,00 U
PN154 16,00 19,00 24,00 19,00 23,00 20,20 M
PN155 12,00 11,00 13,00 12,00 12,00 12,00 U
PN156 12,00 17,00 15,00 12,00 16,00 14,40 U
PN157 12,00 10,00 9,00 9,00 11,00 10,20 U
PN158 6,00 10,00 7,00 6,00 9,00 7,60 U
PN161 12,00 13,00 15,00 12,00 12,00 12,80 U
PN163 5,00 8,00 6,00 6,00 8,00 6,60 U
PN165 22,00 24,00 27,00 22,00 25,00 24,00 M
PN167 84,00 86,00 84,00 83,00 93,00 86,00 M
PN168 14,00 11,00 11,00 8,00 15,00 11,80 U




