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RESUMO

Barros FD. Avaliacio dos niveis de células CD44"g"/CD24° E TCD3+, e da
expressao dos fatores de transcricio SOX2 e STAT3 no carcinoma escamoso de
pénis. Sao Paulo; 2019. [Tese de Doutorado-Programa de Poés-Graduagdo em
Oncologia da Fundacdo Antonio Prudente, em Parceria com o Hospital de Cancer de

Pernambuco].

Introducio: O cancer de pénis (CaPe) tem uma alta incidéncia em alguns paises
subdesenvolvidos. O tratamento padrdo é a remoc¢do do tumor primario e a
linfadenectomia inguinal, em alguns pacientes. O fator progndstico mais importante ¢
a doenca linfonodal, porém os métodos de estadiamento, disponiveis na atualidade sdo
pouco precisos, € a alta taxa de morbidade da linfadenectomia tem estimulado o estudo
de biomarcadores preditivos de metastases em linfonodos, selecionando os pacientes
que necessitam da linfadenectomia. Os marcadores STAT3 e CD44, CD24, e SOX2+
sdo conhecidos por serem considerados marcadores de diagnostico e prognostico em
outros canceres, mas sem estudos no cancer de pénis. Objetivo: Avaliar os niveis das
células CD44Meh/CD24° E TCD3+, e a expressdo dos fatores de transcri¢io SOX2 e
STAT3 no carcinoma escamoso de pénis. Métodos: Estudo transversal realizado no
Hospital de Cancer de Pernambuco (HCP) e Laboratorio de Pesquisa Translacional do
Instituto de Medicina Integral Prof. Fernando Figueira (IMIP), no periodo de margo
de 2015 a dezembro de 2017 em uma populagdo de 38 pacientes com CaPe e controles.
Foram realizadas analises de SOX2, STAT3, CD24 ¢ CD44 no sangue e tecido tumoral
por citometria de fluxo. Resultados: A mediana da idade foi de 61 anos (37 - 80 anos).
A maioria dos pacientes apresentou tumor localizado na glande (76,3%), tipo
histologico usual (71,0%), de grau 1 (86,8%), sem invasdo vascular e perineural
(86,8% e 68,4%), sem presenca de metastases (86,8%). Com relagdo ao estadiamento,
55,3% dos pacientes apresentavam estagio pT2 e 34,2% pT1. Foram encontrados
niveis elevados de CD44"ehCD24" v, CD44"e"CD24"*pSTAT3" e
CD44""CD24°¥SOX2 nos pacientes, quando comparados aos controles (p<0,05).

Foram observados niveis percentuais reduzidos de leucdcitos SOX2+ e



TCD3"/SOX2", e elevados leucocitos pSTAT3 nos pacientes, quando comparados aos
dos controles saudaveis. Foram constatados niveis elevados de CD44""CD24"" ¢ de
leucocitos SOX2+ no grupo de pacientes com invasdo perineural, tamanho tumoral >
3 cm e em estadio pT2 (p<0,05). Foram encontradas: associagdo dos niveis de
célulasCD44"¢"/CD24'°% e no sangue periférico com o tamanho do tumor (p=0,04) e
status de sobrevida (p=0,01) e de CD44"#"/CD24°*SOX2+ no sangue e tumor com
status de sobrevida nos pacientes;expressdao reduzida de pSTAT3 no sangue de
pacientes com invasdo perineural e elevados no tecido tumoral no grupo em estadio
pTl;alta expressao de TCD3+ no sangue e tecido tumoral de pacientes com tumor
<3cm;aumento de TCD3+SOX2+ no sangue de pacientes sem invasdo perineural € em
estadio pT1.Observou-se correlagio de CD44"ehCD24°"pSTAT3+ (1=0,669;
p=0,024), de pSTAT3 (r=0,487; p=0,018) e de TCD3+SOX2+ (r=0,404; p=0,029)
entre o sangue ¢ o tecido tumoral. Conclusao: As moléculas CD44, CD24 ¢ SOX2
foram marcadores de doenca avangada, sendo associados ao pior prognostico no
cancer de pénis, porém, p-STAT3 e TCD3+ foram associados a um prognostico mais

favoravel neste estudo.

Descritores: Fatores de transcricdo, Neoplasias Penianas, Citometria de Fluxo,

Linfocitos T. Fator de Transcricdo STAT3, Antigenos CD44



SUMMARY

Barros FD. [Evaluation of CD44highCD24low and TCD3 + cell levels, and
expression of SOX2 and STAT3 transcription factors in penile squamous cell
carcinoma]. Sao Paulo; 2019. [Tese de Doutorado-Programa de Pds-Graduacdo em
Oncologia da Fundagdo Antonio Prudente, em Parceria com o Hospital de Cancer de

Pernambuco].

Introduction: Penile cancer (CaPe) has a high incidence in some underdeveloped
countries. The standard treatment is removal of the primary tumor and inguinal
lymphadenectomy in some patients. At the moment, the most important prognostic
factor is lymph node disease, but the staging methods currently available are not very
accurate and the high morbidity rate of lymphadenectomy has prompted the study of
biomarkers that may predict lymph node metastasis, and aid in the selection of patients
who need lymphadenectomy. The markers STAT3 and CD44, CD24, SOX2 + are
known to be markers of diagnosis and prognosis in other cancers, but there are no such
studies on penile cancer. Aim: To evaluate the levels of CD44high/ CD24low and
TCD3+ cells, and the expression of SOX2 and STAT3 transcription factors in
squamous cell carcinoma of the penis. Methods: A cross-sectional study was
conducted at the Hospital de Cancer de Pernambuco (HCP) and Translational Research
Laboratory at the Prof. Fernando Figueira Institute of Integral Medicine (IMIP), from
March 2015 to December 2017 of a population of 38 patients with CaPe and controls.
Analyses of SOX2, STAT3, CD24 and CD44 were performed on blood and tumor
tissue by flow cytometry. Results: The median age was 61 years (37-80 years). Most
of the patients presented tumor localized in the glans (76.3%), histological type
(71.0%), grade 1 (86.8%), without vascular and perineural invasion (86.8% and 68.4%
%), without metastases (86.8%). Regarding staging, 55.3% of the patients had pT2 and
342% pTl. High levels of CD44Me"CD24v, CD44"e"CD24"°*pSTAT3+and
CD44MehCD24°% SOX2+ were found in the patients compared to the controls (p
<0.05). Reduced percentage levels of SOX2+ and TCD3+/ SOX2+ leukocytes and
high pSTAT3 leukocytes were observed in the patients when compared to healthy



controls. There were elevated levels of CD44highCD24low and SOX2+ leukocytes in
the group of patients with perineural invasion, tumor size> 3 cm and at pT2 stage (p
<0.05). Peripheral blood CD44M¢"CD24!°" Jevels were found to be associated with the
tumor size(p = 0.04) and survival status (p = 0.01) and CD44"¢"CD24°YSOX2+ levels
in the blood and tumor with survival status in patients. Reduced levels of pSTAT3 in
the blood of patients with perineural invasion and elevated tumor tissue in the pT1
stage. There were elevated levels of TCD3 + in the blood and tumor tissue of patients
with tumors of <3cm. Increased TCD3 + SOX2 + was found in the blood of patients
without perineural and pT1 stage invasion. CD44"$"CD24"°¥pSTAT3 + (r = 0.669; p =
0.024), pSTAT3 (r = 0.487, p = 0.018) and TCD3 + SOX2 + (r = 0.404, p = 0.029)
correlations were observed between blood and tumor tissue. Conclusion: CD44,
CD24 and SOX2 molecules were markers of advanced disease, and were associated
with the worst prognosis in penile cancer. However, p-STAT3 and TCD3 + were

associated with a more favorable prognosis in this study.

Key-words: Transcription Factors, Penile Neoplasms, Flow Cytometry, T

Lymphocytes. STAT3 Transcription Factor, Antigen, CD44
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1 INTRODUCAO

1.1 CANCER DE PENIS

1.1.1 Epidemiologia

O cancer de pénis (CaPe) ¢ uma doenga rara em paises desenvolvidos, de
distribuicdo mundial irregular. Acomete as células escamosas do epitélio de estruturas
penianas como o prepucio, a glande e o suco coronal (POMPEO 2010). Apresenta
carater localmente agressivo e mutilante, exercendo forte influéncia negativa na
autoestima ¢ na vida sexual e afetiva do homem (BARROS e MELO 2009).

Em uma revisio sistematica realizada por MONTES CARDONA e GARCIA-
PERDOMO (2017) mostrou-se uma incidéncia de cancer de pénis no mundo de 0,84
cas0s/100.000 homens por ano. A maior incidéncia foi descrita na América Latina,
com 1,4 casos/100.000 homens, e, entre os paises da América Latina, o Brasil
apresentou a maior incidéncia de cancer de pénis, com 5,7/100.000 homens-ano,
seguido do Paraguai, com incidéncia de 4,44/100.000 homens, e do Chile (2002-2003),
com 2,52 casos/100.000 homens. No que se refere a incidéncia por pais, a Roménia,
entre os anos de 1983 e 1987, ocupou o primeiro lugar no mundo, com uma taxa de
7,26 casos de CaPe por 100.000 pessoas-ano (MONTES CARDONA e GARCIA-
PERDOMO 2017) (Figuras 1 e 2).

Nos continentes como Africa, Asia e América do Sul, o cancer de pénis pode
representar até 20% dos tumores do sexo masculino (GUIMARAES et al. 2009). Em

grande parte da Europa e da América do Norte, sua incidéncia foi menor que 1/100.000



habitantes (BAUMGARTEN et al. 2014; WALLEN et al. 2014; YAO et al. 2017;

Ministério da Satade 2018).

N —
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Fonte: MONTES CARDONA e GARCIA-PERDOMO (2017)

Figura 1 - Analise da incidéncia de cancer de pénis por regido geografica



Romania (1983-1987) 7.26 |
Uganda (1967-1971) 631
Brazil (1996-2006) 5]
Paraguay (1988-1989) 44
Puerto Rico (1992-1996) 35
Thailand (1990-1999) 346 |
Malawi (2003-2007) 33251
Malta (1992-1993) 26 |
Chile (2002-2003) 252 ]

Zimbabwe (1990-1992)
Vietnam (1991-1993) ) 234
Sweden (2000-2012) ; 21

Colombia (1990-1998) | ~ 1.86

Indiz (1980-1989) | _ 181
Peru (1998-2002) | 18]

Fonte: MONTES CARDONA ¢ GARCIA-PERDOMO (2017)
Figura 2 - Os paises com maior incidéncia de cancer de pénis (taxa padronizada por

idade, casos por 100 mil pessoas-ano)

No Brasil, a neoplasia peniana constitui um grave problema de saude publica,
atingindo 2,1% de todas as neoplasias masculinas. As regides Norte e Nordeste detém
53% dos casos de cancer do pais. No Estado do Maranhao, a incidéncia da doenca foi
de 6,1/100.000 homens, e, em Pernambuco, particularmente, a incidéncia do cancer de
pénis foi de 2,1/100.000 homens, semelhante aos indices nacionais (FONSECA et al.
2010; COUTO et al. 2014; COELHO et al. 2018). A maioria dos casos de cancer de
pénis no Brasil ocorre em homens com idade entre 40 e 70 anos, e aproximadamente
10% dos casos de CaPe ocorrem em individuos com faixa etdria abaixo de 35 anos

(FAVORITO et al. 2008).



1.1.2 Fatores de risco e tipo histologico

A presenga de fimose, mds condigdes de higiene e baixo padrao
socioecondmico constituem os principais fatores de risco para o desenvolvimento do
cancer de pénis. O tempo prolongado de exposi¢ao a fatores de risco - como tabagismo,
presencga de fimose, infecgdes sexualmente transmissiveis recorrentes, falta de higiene
e procura tardia da assisténcia médica especializada esta associado a prevaléncia da
doenga na sexta década de vida (BRINTON et al. 1991).

A circuncisdo ou postectomia logo ap6és o nascimento procedimento cirirgico
que consiste na retirada do prepucio mostrou estar associada a ndo existéncia de casos
de cancer de pénis entre os judeus, sendo a circuncisdo, na comunidade judaica, parte
da tradi¢do religiosa. Na comunidade Hindus, a circuncisdo somente acontece nos
casos de fimose, sendo a incidéncia de cancer de pénis de 3,1% (TSEN et al. 2001;
MONTES CARDONA e GARCIA-PERDOMO 2017; GARCIA-PERDOMO 2017).

A infec¢do por papiloma virus humano (HPV), particularmente, ¢ um
importante fator de risco, sendo descrito inicialmente em lesdes penianas primarias
(MIRALLES-GURI et al. 2009). Um estudo conduzido por STANKIEWICZ et al.
(2009) demonstrou que a presenca do HPV nio estaria associada aos tipos histologicos
verrucoso e papilifero, e sim aos tipos histoldgicos basaloide, warty-basaloide e warty.
A neoplasia intraepitelial de alto grau (grau III), o condiloma gigante ou Buschke-
Lowenstein, a eritroplasia de Queyrat, doenga de Bowen e de Paget (Adenocarcinoma
intradérmico) sdo lesdes pré-malignas, e até 1/3 delas se transformou em carcinoma
escamocelular de pénis (CEC) (HAKENBERG et al. 2015).

Sabe-se que 95% desses tumores malignos correspondem a carcinoma de

células escamosas, e aproximadamente 80% deles se desenvolvem no prepucio e na



glande, podendo invadir corpos esponjosos e cavernosos, ¢ na uretra (GUIMARAES
et al. 2006, 2009; COUTO et al. 2014). Os demais tipos histologicos de carcinoma
peniano, a exemplo do carcinoma basocelular, adenocarcinoma, melanoma e sarcoma,
sdo extremamente raros (HERNANDEZ et al. 2008). Uma nova classificacio
histologica para os tumores malignos epiteliais do pénis foi instituida pela Organizagao
Mundial da Satde (OMS) e incluiu os tipos histoldgicos carcinoma acantolitico,
epidermoide papilifero e Warty-basaloide (CHAUX et al. 2010).

O tipo histoldégico mais comum € o carcinoma escamoso de pénis (95%), sendo
também o mais frequente no Brasil (COELHO et al. 2018). Os carcinomas escamosos
de pénis apresentam diferentes subtipos histologicos de acordo com as caracteristicas
clinico-patologicas, sendo distribuidos em dois grupos: tumores associados a infec¢ao
por HPV ou ndo (MOCH et al. 2016). Sao oito subtipos de carcinomas escamosos de
pénis conhecidos ndo relacionados ao HPV: usual, verrucoso, pseudoglandular,
circulatum, papilar, adenoescamoso, sarcomatoide e misto. Os relacionados ao HPV
sdo o basaloide, o papilar basaloide, o de células claras, o linfoepitelioma-like e o warty

(GUIMARAES et al. 2009).

1.1.3 Diagndstico e fatores de prognostico

A avaliacdo adequada da lesdao primaria e dos ganglios linfaticos € critica, uma
vez que o envolvimento nodal constitui o fator de sobrevivéncia mais importante. As
Diretrizes de Pratica Clinica em Oncologia da National Comprehensive Cancer
Network (NCCN) para cancer de pénis fornecem recomendagdes sobre o diagnostico
e o gerenciamento dessa doenga, baseadas em evidéncias e no consenso de

especialistas (SPIESS e POCH 2017).



O diagnostico definitivo € realizado por meio de biopsia da lesdo peniana, com
a coleta da amostra realizada de forma profunda e no centro da lesdo, evitando areas
necro-hemorragicas e, quando possivel, obtendo fragmentos do tecido normal. Pode
ser incisional ou excepcional naqueles tumores pequenos (LOPES et al. 1994).

O exame fisico e os exames de imagem ndo s3o adequados para avaliar os
linfonodos inguinais, e muitos pacientes sdo submetidos a linfadenectomias ndo
terapéuticas. Sabe-se, no entanto, que nem todos os pacientes com linfonodos inguinais
clinica ou histologicamente negativos evoluem favoravelmente. A ultrassonografia
pode detectar alteragcdes na arquitetura associadas a metastase, mas tem baixa
sensibilidade (74%) e especificidade (77%), quando usada sozinha (CRAWSHAW et
al. 2009). Mesmo quando combinada com a pun¢ao e com a aspiragdo com agulha fina
(PAAF), a ultrassonografia ainda demonstra resultados variaveis (SAISORN et al.
2006).

O resultado positivo com a PAAF indica a necessidade de linfadenectomia
inguinal, e o negativo ndo pode excluir o envolvimento nodal. A tomografia
computadorizada (TC) e a ressonancia nuclear magnética (RNM) também apresentam
uma baixa sensibilidade para os linfonodos positivos (36%) ¢ altas taxas de falso-
positivos (GUIMARAES et al. 2007). A TC e a RNM, no entanto, permitem a
avalia¢do nao apenas dos linfonodos inguinais, mas também dos linfonodos pélvicos.
A PET-CT demonstrou excelentes taxas de detec¢do, mas ndo permitiu a detec¢io de
micrometastases (<2 mm) (GRAAFLAND et al. 2009). A ressonancia magnofotropica
realgada por nanoparticulas usando ferumoxtrana-10 mostra resultados iniciais

promissores, com excelente sensibilidade e especificidade (100 e 97%,



respectivamente), embora com numero limitado de pacientes (TABATABAETI et al.
2005).

A primeira manifestacao clinica do cancer de pénis pode ser uma ferida isolada,
de dificil cicatrizag¢do, ou associada a outros sintomas, como: dor, inflamacao, disuria,
prurido e hemorragia. De uma maneira geral, esse tipo de cancer é caracterizado por
iniciar-se de forma insidiosa, como uma doenga loco regional antes da progressao e
desenvolvimento de uma disseminacdo metastatica (GUIMARAES et al. 2009;
COUTO et al. 2014).

Os tumores de pénis tém uma manifestagdo heterogénea, sua localizagdo mais
frequente € na glande, sendo o prepucio e o suco coronal locais de inicio da neoplasia.
A detecgdo de linfonodos palpaveis nao significa que estes estejam infiltrados por
células neoplasicas, sendo a hipertrofia relacionada a processo infecioso/inflamatério
que frequentemente estd presente na lesdo primaria. O linfonodo acometido por
neoplasia foi encontrado em 54%dos pacientes (HEYNS et al. 2010; COELHO et al.
2018) (Figura 3).

A demora na procura de assisténcia parece estar relacionada ao grupo de
homens de baixo nivel socioecondmico, solteiro e alcoodlatra, além da dificuldade do
acesso ao servico médico em cidades pobres e pequenas do interior do Brasil ou nos
paises subdesenvolvidos da Asia e Africa, lugares onde essa doenga é mais prevalente.
Todos esses fatores prejudicam o prognoéstico, porém a demora na realizagdo do
tratamento cirargico ¢ a causa da disseminagao das células tumorais para a via linfatica

e hematogénica (GUIMARAES et al. 2009; POMPEO 2010).



Tumor no sulco coronal

Tumeor na glande ‘Metastases pubiana

Fonte: Arquivo do autor; fotos autorizadas

Figura 3 - Sitios anatomicos dos tumores no pénis

O surgimento de ganglios inguinais pode significar a existéncia de metastases,
sendo a invasdo e a disseminacao metastatica grandes obstaculos para a cura do cancer
de pénis. Acredita-se que o processo de metastase tenha inicio em uma fase precoce
do desenvolvimento do tumor primario. Essa hipdtese ¢ refor¢ada pela constatacio de
que, para um tumor exceder o diametro de 1 ou 2 milimetros, é necessario que ocorra
o processo de neovascularizagdo ou angiogénese, um importante fator para o
desenvolvimento das metastases. No processo de angiogénese tumoral, ocorrem a
sintese e a secrecdo de varios mediadores da angiogénese, além da supressdo de
moléculas de inibicao desse processo (FOLKMAN 1971).

A aquisicdo de um fendtipo metastatico requer, provavelmente, alteragdes
genéticas adicionais aquelas envolvidas no proprio processo de tumorigénese,

incluindo o aumento da expressao de oncogenes e/ou alteragdes nos genes de supressao



tumoral, promovendo invasao e metastases. Uma vez ultrapassada a membrana basal,
as células deverao ter acesso ao compartimento vascular/linfatico da microcirculagio
através da membrana basal subendotelial. Essa etapa do processo invasivo ¢
particularmente facilitada ndo s6 pelo rico suprimento vascular tumoral incentivado
pela angiogénese induzida pelo tumor como também pela presenca de varios defeitos
nas membranas basais dos vasos neoformados (FOLKMAN ¢ KLAGSBRUN 1987).
A disseminag¢do metastatica ¢ um processo complexo que se caracteriza pela
invasdo das células tumorais capazes de se deslocarem para os sitios distantes e de
percorrer todas as etapas da formagdo das metastases. Para que esse processo seja
efetivo, as células do tumor precisam deixar a sua localizagdo primdria, invadir vasos
sanguineos ou linfaticos adjacentes e estabelecer uma nova colonia que se prolifera em
um sitio distante. A interacdo entre as células tumorais e os tecidos do hospedeiro
promove liberagdo de mediadores responsaveis pela estimulagdo ou inibigdo da

proliferacao celular (LIOTTA et al. 1974).

1.1.4 Tratamento

A cirurgia ainda ¢ a modalidade terapéutica mais executada em casos de cancer
peniano, por eliminar a doenga e, sempre que possivel, preservar a fung¢do urindria e
sexual. De uma maneira geral, dependendo do tipo ¢ do tamanho da lesdo, sdo
realizadas a ressec¢do do tumor primario e a linfadenectomia inguinal ou inguino-
iliaca bilateral (CATALONA 1980; 1988; HORENBLAS et al. 1991; LOPES et al.
1996). Com efeito, ¢ um tratamento localmente mutilante, que pode levar a sequelas

fisicas e psicologicas, sendo necessarios, portanto, um olhar holistico e um
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acompanhamento multidisciplinar durante todo o periodo transoperatorio (WANICK
etal. 2011).

Efetivamente, na grande maioria dos casos, o diagnostico ¢ feito em uma fase
avancada, e as amputagdes parciais ou totais do pénis sdo, na pratica clinica, as
cirurgias mais realizadas no tratamento do carcinoma peniano. Visando minimizar
taxas de recidivas locais, especial atengdo deve ser dada a margem da ressec¢do
cirargica, devendo-se considerar, nas amputagdes parciais, uma margem de seguranca
entre 1,5 ¢ 2,0 cm do tumor. Por outro lado, nos casos de tumores extensos ou lesoes
que infiltrem a base do pénis, as amputacdes totais com uretrostomia perineal sdo mais
adequadas (LAWINDY et al. 2011).

Nos casos de lesdes pequenas, em estadios iniciais, o tratamento pode ser
realizado por radioterapia, laser terapia e até ressec¢des regradas, com excisao local
da lesdo, respeitando, com rigor, as margens de seguranga (MOHS et al. 1992; LONT
et al. 2006; MEIJER et al. 2007; TEWARI et al. 2007). Particularmente, para esse tipo
de procedimento, ha algumas restricdes, como pacientes obesos, diabéticos,
imunossuprimidos e em terapia anticoagulante, que tém tido piores resultados por
dificuldade na realizagdo do procedimento e/ou na cicatrizagdo adequada do
tratamento da lesdo (YUVARAIJA et al. 2017). Os principais fatores associados ao
risco de metéstases linfonodais sdo o estadiamento tumoral, o grau histologico ¢ a
presenga ou auséncia de invasdo perineural e/ou linfovascular. O conhecimento da
estimativa de risco de linfonodos positivos para metastase ajuda a direcionar o
tratamento bem como estimar os riscos de recorréncia local ou a distancia

(PETTAWAY et al. 2017).
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A abordagem dos linfonodos da cadeia inguinal no tratamento do cancer de
pénis ¢ extremamente importante, pois sdo os primeiros a serem acometidos, e o seu
envolvimento é o fator progndstico mais importante para esse tipo de cancer
(FAVORITO et al. 2008; SHAH et al. 2017). Por um lado, a ndo realizagdo da
linfadenectomia inguinal pode deixar de tratar 20 a 25% dos pacientes, devido a
metastases ocultas; por outro lado, a linfadenectomia eletiva nos pacientes de risco
pode estar associada a indices de complicagdes e morbidades, a curto e longo prazo,
de 35 a 70% dos pacientes (FICARRA et al. 2006; HAKENBERG et al. 2015).

MCDOUGAL et al. (1986) evidenciaram que a realizagdo de linfadenectomia
preventiva em pacientes com doencga local e risco de doenga regional (doenga
linfonodal inguinal microscdpica), com ganglios inguinais clinicamente ainda nao
palpaveis, levou ao aumento da sobrevida livre de doenca, quando comparado aos
pacientes que realizaram linfadenectomia apenas quando os linfonodos se tornaram
palpéaveis. Atualmente, as modalidades disponiveis para deteccdo de metastases
ocultas sdo insatisfatorias, entretanto a resseccao precoce de linfonodos inguinais esta
associada a beneficio terapéutico. A presenga ¢ a extensdo das metastases de
linfonodos inguinais regionais foram identificadas como o indicador de progndstico
mais importante na determinag¢ao do seguimento de longo prazo em homens com CEC
invasivo do pénis (SPIESS e POCH 2017).

Sem tratamento adequado, os pacientes morrem aproximadamente em dois
anos apos o diagnostico, devido a complicagdes relacionadas ao crescimento local ou
metastase (FAVORITO et al. 2008; SHAH et al. 2017). Os altos indices de morbidade

relacionados a linfadenectomia inguinal associados a um percentual elevado de
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linfonodos retirados ndo contaminados fazem surgir davidas entre os cirurgidoes na

tomada de decisao em alguns casos (WEN et al. 2018).

1.1  MECANISMOS MOLECULARES NO CANCER

1.2.1 Sex determining region Y-box 2(SOX2)

Nos ultimos anos, as pesquisas tém evidenciado que a tumorigénese ¢
dependente de um pequeno subconjunto de células dentro do tumor, chamadas de
Cancer stem cells (CSCs), oriundas de muta¢des em genes associados com o controle
da proliferacdo celular e importantes na diferenciagdo das células-tronco. Essas células
seriam uma subpopulacdo de células com potencial ilimitado de replicagdo e
capacidade de se auto renovar, caracteristicas que as diferenciam das demais células
ndo tumorigénicas, além de exclusiva capacidade de iniciar e manter o crescimento
tumoral (DALERBA et al. 2007; SHACKLETON 2010).

O gene Sex determining region Y-box 2(SOX2) da regido determinante do sexo,
membro da familia de genes da caixa de grupo de alta mobilidade (SOX) do tipo Sry,
codifica o fator de transcri¢ao SOX2, que contribui significativamente para a regulagao
da pluripotencialidade celular. O SOX2 estd intimamente associado ao
desenvolvimento embriondrio inicial, diferenciagdo neural e outros processos
biologicos. Um niimero crescente de estudos mostra que o SOX2 exerce um efeito
positivo sobre os tumores malignos. De acordo com esses resultados, espera-se que o
SOX2 se torne um novo alvo para a terapia do cincer com a descoberta dos

mecanismos que afetem o comportamento bioldgico dos tumores (WANG et al. 2015).
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Nas células-troncos embriondrias, a redu¢do da expressao de SOX2 esta
associada com a perda do estado pluripotente ¢ uma propensao para a diferenciagao.
Parece haver comportamentos distintos no envolvimento do SOX2 entre varios tipos
de tumores malignos, sendo abundante em 41% dos tumores de pequenas células do
pulmao e em 43% dos carcinomas basocelulares de mama (células-like), enquanto, no
carcinoma gastrico e no coriocarcinoma, observa-se uma reduzida expressao deste
fator de transcricdo (BASS et al. 2009). Em carcinoma de células escamosas, as
amplificacdes desses genes tém frequentemente como alvo a regido do gene SOX2,
assim ele ¢ considerado um oncogene (STEVANOVIC et al. 1994). Estudos
envolvendo populacdes de células tumorigénicas tém demonstrado a expressao
andmala de fatores de transcricdo relacionados a autorenovacdo de células
embrionarias, como Octamer-bindingtranscriptionfactor4 (OCT4), SOX2 e Nanog, ¢
seu envolvimento na carcinogénese de varios tipos de cancer (JI e ZHENG 2010;

SILVA 2017) (Figura 4).

Fonte: REN et al. (2016).

Figura 4 - A proteina SOX2 afeta numerosos processos de células cancerigenas.
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A expressdo de SOX2 no carcinoma de células escamosas do eséfago e do
pulmdo levou ao aumento da proliferagdo e da diferenciacdo de células basais e
inducdo de células-tronco tumorais pluripotenciais. Por sua vez, JI e ZHENG (2010)
evidenciaram a expressao de SOX2 no cancer do colo do utero e observaram um
aumento da proliferagdo, da clonogenicidade e da tumorigénese in vivo e in vitro. GEN
et al. (2013) demonstraram que o SOX2 promove o crescimento de tumores in Vivo no
CEC por meio da ativacdo da AKT e da sinalizagdo via mTORCI1, que promove a
proliferacdo celular, essencial para regulacdo e auto renovacgdo de varios tipos de
células-troncos. O SOX2, por sua vez, também desempenha papel oncogénico na
formagao de carcinoma escamoso de diversos 6rgdos, incluindo o eso6fago, sendo o
SOX2 predominantemente expresso em células progenitoras basais do epitélio
estratificado (WATANABE et al. 2014).

A elevada expressao de SOX2 nas células basais expande a populagdo
progenitora de células tumorais do es6fago e do estdmago. Esses achados indicam que
células-tronco/progenitoras basais sdo de origem do carcinoma de células escamosas,
sendo necessaria a coopera¢do entre SOX2 e Signal transducer and activator of
transcription 3 (STAT3) no microambiente tumoral para o inicio do processo de

carcinogénese associada a SOX2 (GEN et al. 2013).

1.2.2 Fatores de transcri¢ido Signal transducer and activator of transcription
(STAT)

Os fatores de transcricdo STATs s3o frequentemente ativados por meio da
fosforilacdo da tirosina e, em seguida, sdo convertidos, na sua forma ativa, como

fosforilada (pSTATs) (DARNELL 1997). As proteinas da familia STAT sao fatores de
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transcrigdo citoplasmatica e pertencem a uma familia altamente conservada de
proteinas, compreendendo sete membros: STAT1 a STAT4, STAT5a, STATSb e STAT6
(DARNELL et. al. 1994; DARNELL 1997). Nas células em repouso, STATs
geralmente estdo localizados no citoplasma em seu estado inativo. A fosforilacao de
residuos especificos de tirosina ¢ um passo para a ativagdo do STAT.

Uma vez ativado, o STAT dimeriza para outros STATs por interagdo de
fosfotirosina Srchomology 2 (SH2), levando a sua translocagdo para o nucleo seguido
por sua ligagdo aos elementos intensificadores especificos para iniciagdo de
transcri¢do. A ativagdo do STATs ocorre pela interagdo de citocinas ou fatores de
crescimento juntoaos receptores de membranas, permitindo que os fatores Janus
kinase (JAKs), associados ao receptor, ativem-se mutuamente por meio da
transfosforilagdo, fosforilando residuos de tirosina localizados nas regides
citoplasmaticas dos receptores de citocinas. As proteinas STAT estdo localizadas
nessas regioes fosforiladas, permitindo que dimerizem através da fosforilacdo mediada
por JAK. Os pSTATS dimerizados translocam-se para o nucleo, onde se ligam a
regides génicas especificas, resultando na ativagdo ou repressdo de genes alvo
(PALMER e RESTIFO 2009). Essas proteinas sdo fundamentais nas funcdes
fisiologicas desde a fase embriondria e estdo envolvidas no desenvolvimento e na
diferenciagdo celulares, na resposta imune e na organogénese (LEVY 1999) (Figura
5).

Entre os membros da familia STAT, o STAT3 se liga as varias vias moleculares
vitais envolvidas na progressao do cancer. Em circunstiancias normais, a sinalizagao
de STAT3 ¢ baixa, devido a inibi¢ao intrinseca pela ativagdo dos inibidores Protein

inhibitor o factivated STAT (PIAS) e Suppressors of cytokine signaling (SOCS). Uma
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vez que o JAK ¢ ativado, o STAT3 ¢ recrutado e fosforilado. Subsequentemente, o
STATS3 sofre fosforilagdo, dimerizagao, translocagdo nuclear e ligacdo ao DNA, o que

eventualmente leva a transcricao de genes alvo (Figura 6) (WANG et. al. 2018).

Fonte: PALMER e RESTIFO (2009)
Figura 5 - Ativa¢do de via JAK-STAT e indugdo da transcrigdo génica apos

estimulagdo por citocinas.
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Figura 6 - Ativacao constitutiva de STAT3 em tumores humanos.

Atualmente, estd bem estabelecido que STAT3 ¢ constitutivamente ativada em
muitos tumores humanos (DARNELL 2005), sendo uma importante via intrinseca que
interfere em muitos processos celulares, incluindo proliferacao, invasao, angiogénese
e metastase no cancer (YU et al. 1995, 2009). Como um oncogene, STAT3 ¢ o ponto
de convergéncia para muitas vias de sinalizagdo desencadeadas por citocinas, fatores
de crescimento ou vdrias oncoproteinas. O STAT3 ativado previne a apoptose de
células tumorais no mieloma multiplo, aumentando a expressdo das proteinasB-cell
lymphoma-2-like 1 (BCL-XL) (BROMBERG e DARNELL 2000).

O pSTAT3 pode desencadear a expressdo génica que modula adicionalmente

os comportamentos bioldgicos celulares, incluindo o ciclo celular, a transi¢ao epitelial-
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mesenquimal, a resposta inflamatoria e a angiogénese (CHEN et al. 2008). Alguns
estudos indicam que a alternancia de expressao de p-STAT3 em amostras de tumores
foi associada ao prognostico de varias doengas malignas humanas, como cancer de
mama, cancer de pulmao e linfoma (TYE et al. 2012).

Foi demonstrado que o aumento de expressdo de p-STAT3 poderia prever
significativamente um resultado desfavoravel em pacientes com céancer colorretal,
cancer gastrico, carcinoma hepatocelular, cancer de es6fago e cancer pancreatico
(CHEN et al. 2008; BOLLRATH et al. 2009; STARK ¢ DARNELL 2012; TYE et al.
2012; DODD et al. 2014). Além disso, durante estudo conduzido por SIVEEN et al.
(2015), observou-se que a presenca do STAT3 na célula tumoral, quando ativado pelas
vias de sinalizacdo autdcrinas e paracrinas, eleva o nivel de genes antiapoptdticos e

proteinas do ciclo celular, tornando o tumor resistente a tratamentos quimioterapicos.

1.2.3 Marcadores de superficie celular CD44 e CD24

As células-tronco tumorais (do inglés Cancer stem cells-CSCs) podem ser
definidas como uma populagdo de células presentes nos tumores, que podem sofrer
autorenovagdo e diferenciacdo. Semelhante as células-tronco normais, as CSCs
também podem dar origem a todas as células tumorais e participam na iniciagdo e
manuten¢ao do tumor, além de sua capacidade de invasdo, metéstase, heterogeneidade
e resisténcia terapéutica. A identificacdo e o isolamento dessas CSCs usando
marcadores de superficie tém sido uma prioridade nas pesquisas de cancer
(JAGGUPILLI e ELKORD 2012).

A defini¢cdo de marcadores de superficie especificos para CSC em todos os

tipos de cancer, no entanto, requer mais investigagdes. As neoplasias malignas ndo
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apresentam o mesmo tipo de formagao e progressao, entretanto os cientistas tém
demonstrado que uma grande parte de tumores segue a hipétese das CCS. Com o
avanco do conhecimento neste conceito, os marcadores de superficie de células-tronco
tumorais conhecidos sdo CD44, CD24, CDI133, CD166, EpCAM em tumores
diferentes, incluindo cancer de mama, pulmao, pancreas, prostata, colorretal, renal e
ovario (JAGGUPILLI e ELKORD 2012).

O CD44 ¢ uma glicoproteina transmembranar de classe I multifuncional que
geralmente atua como um receptor especifico para o acido hialurdnico, promovendo a
migracdo em células normais e altamente expresso em quase todas as células
cancerigenas no seu padrao ou forma variante (PONTA et al 2003; NAOR et al. 2008).
Esta principalmente associada a proteinas que monitoram as mudangas extracelulares
e criticas na regulagdo da adesdo celular, proliferacao, crescimento, sobrevivéncia,
motilidade, migracdo, angiogénese e diferenciagdo (NAOR et al. 2008). Além disso, o
CD44 apresenta citocinas e quimiocinas como cortesia, receptores na membrana
celular (NAOR et al. 2008). O CD44 ¢ expresso na superficie da célula tumoral e
auxilia na disseminagdo hematogénica, ao interagir com as moléculas de adesdo P-
selectinas e L-selectinas (NAPIER et al. 2007).

A glicoproteina de superficie celular CD44 constitui uma das proteinas
presentes no microambiente tumoral a qual participa do processo de metastase, e sua
funcdo é promover interacdo célula-célula, adesdo e migragdo celular na forma de
receptor de membrana e livre no plasma, estando presente nos leucocitos e nas células-
tronco tumorais, o que sugere que a CD44 seja um marcador fen6tipo de células-tronco
tumorais (HONETH et al. 2008).

CHUNG et al. (2013) mostraram que CD44 ¢ um marcador para carcinoma de
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células escamosas de tumor de cabeca e pescogo e que células-tronco tumorais que
expressam CD44 tém a capacidade de iniciar o processo de carcinogénese. Ja foi
descrita a associacdo da elevada expressdo de CD44 com a agressividade do tumor,
sendo um fator prognostico de carcinoma epidermoide na faringe e laringe.

A expressdo eclevada de CD44 foi observada em células tumorais
molecularmente heterogéneas, com varios subconjuntos de células indiferenciadas que
apresentam caracteristicas de células-tronco, oriundas do resultado da transi¢do
epitelial mesenquimal (KOKKO et al. 2011).

A transi¢do epitelial mesenquimal ¢ necessaria para a morfogénese do tecido
durante o desenvolvimento embrionario e, durante esse processo, sofre regulagao por
uma diversidade de citocinas e fatores de crescimento. E possivel identificar que, na
ocorréncia da progressdo tumoral, as atividades destas citocinas e fatores de
crescimento tornam-se desregradas, resultando na aquisi¢ao de propriedades invasivas
e metastaticas. Evidéncias recentes indicam que a transicao epitelial mesenquimal de
células tumorais nao s6 provoca aumento de metastase, mas também contribui para a
resisténcia de farmacos. O mecanismo da associagdo entre a induc¢do da transi¢ao
celular epitelial e o surgimento das células-tronco tumorais, contudo, necessita ser
mais bem compreendido e elucidado (SINGH e SETTLEMAN 2010).

MOURA et al. (2015) observaram a associagdao da expressdao de isoformas de
CD44 no cancer de prostata com recidiva, sendo considerada como fatores
prognosticos, quando comparada a baixa expressao dessa molécula na hiperplasia
benigna de prostata. Esses autores mostraram que, no cancer de prostata, havia uma
elevada expressao da maioria das isoformas do CD44. Esses autores demonstraram

uma perda de expressdo de todas as isoformas do CD44 na progressdo do cancer de
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prostata. A compreensao dos padroes de expressao do CD44 no cancer de pénis
poderia contribuir para seu uso como um novo marcador prognostico.

Alguns autores mostraram no cancer de mama que o implante de cerca de 100
células com fenotipo CD44" ¢ CD24" foi capaz de formar tumores primarios e
secundarios, enquanto o mesmo efeito ndo foi obtido com o implante de dezenas de
milhares de células tumorais sem a presenca desse fenotipo (AL-HAIJJ et al. 2003;
PINHO 2009).

Os tumores epiteliais contém células estamonais cancerigenas, que possuem
uma propriedade Unica de auto renovagao e diferenciacdo. No cancer de cavidade oral,
o biomarcador de moléculas de superficie celular foi estudado para identificagio desta
populacdo altamente tumorigénica. Implicito é o papel do CD44 na defini¢ao de CSCs,
mas o do CD24 nao ¢ bem explorado. GHUWALEWALA et al. (2016) analisaram em
células de CEC, as quais ndo expressam genes relacionados as células-tronco, mas
também exibem caracteristicas de transcri¢do epitelial para mesenquimal (EMT). Essa
populacdo de CD44MeMCD240°%) d4 origem a todos os outros tipos celulares apds a
diferenciagdo. Fenotipos tipicos de células-tronco do cancer (CSC)com aumento da
formacao de esferas, migragdo e invasdo também foram confirmados em células
CD44thighCp24Uow),

Também foram encontrados transportadores de drogas super expressos em
CD44 CD44%eNCD240°%) " contribuindo, assim, para a elevagdo da resisténcia a
quimioterapia. Para validar os achados in vivo, determinou-seque a expressdo do CD44
foi consistentemente alta, enquanto o CD24 apresentou expressao significativamente
menor nos tecidos tumorais. Além disso, o perfil de expressao génica da populagdo de

CSC e ndo CSC desvenda as vias moleculares que podem contribuir para a formagao
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de células-tronco tumorais. Conclui-se, entdo, que o CD44MeWCD240°") representa
células-tronco tumorais no CEC de cavidade oral (GHUWALEWALA et al. 2016).

O marcador CD24 ¢ uma pequena molécula expressa na superficie celular
glicosilada e promove as interagdes entre as células e a célula-matriz. O marcador
CD24 foi descrito como muito expresso em canceres de ovario, mama, prostata,
bexiga, rins, entre outros, estando envolvido na adesao celular e metastase (LEE et al.
2010; KRISTIANSEN et al. 2003). Isso indica que o CD24 pode ser um marcador
significativo no diagnostico e no prognostico no cancer. Funcionalmente, ¢
identificado como um ligante alternativo para P-selectina um receptor de adesdo
presente em plaquetas e células endoteliais (AIGNER et al. 1998) e sua interagao
facilita a passagem de células tumorais para o sangue periférico durante a metastase.

As associacdes metastaticas do CD24 aumentam sua importancia como fator
prognostico e marcador de CSC (LEE et al. 2010). Em linhagens de cancer colorretal,
0,5% a 1% das células CD44+/ CD24+originaram a maior propor¢ao de megacolonias
formadoras de criptas e diferenciadas para todas as combina¢des de CD447/CD24"-
(SAHLBERG et al. 2014).

A associacao da expressao de células SOX2+ e CD44+ na formacgao de tumores
indiferenciados e metastaticos foi demonstrada em estudo in vitro realizado com
linhagens celulares que apresentam caracteristicas clinico-patologicas desfavoraveis
(HUANG et al. 2014). RIZZINO (2013) evidenciaram a interacdo de SOX2, OCT4,
Kruppel-likefamily (KLF4) e ¢-MYC com desenvolvimento de células somaticas
potencialmente capazes de se tornarem tumores indiferenciados.

CHOU et al. (2013) mostraram uma relagdo entre receptores de membrana,

como o CD44, ativando fatores de transcri¢do, os quais sdo proteinas intracelulares



23

que participam da sinalizagdo, ativacdo e produgdo de fatores de crescimento
fundamentais para diferencia¢do e proliferacdo celular. Esses fatores de transcrigdo
estdo envolvidos nos mecanismos de carcinogénese e das metastases, sdo eles os
responsaveis pelos processos de divisao celular desordenada nos tumores malignos,
apos sua ativagdo pelo mecanismo de fosforilagdo com o STAT3, direcionando-se para
o nucleo, e promovem a transcricdo de proteinas capazes de aumentara capacidade
tumoral de invasdo e metastase como SOX2 (CHOU et al. 2013; CHUNG et al. 2013).

LIU et al. (2014) observaram um percentual mais elevado de células-tronco
tumorais no carcinoma hepatocelular, CD24+ traduzidas como TWIST2. Essas células
exibiram uma expressao aumentada de marcadores de células-tronco tumorais, dentre
eles, SOX2 e CD24, com uma capacidade maior de renovacao. J& a redugao de CD24
em cé¢lulas HepG2/TWIST2 diminuiu os niveis de SOX2, STAT3 e inverteu os
fenotipos de células-tronco tumorais, induzida pela expressao alterada do TWIST2. A
via TWIST2, CD24 e STAT3 desempenha um papel fundamental na regulacido das
células-tronco tumorais no cancer de figado, e esse conhecimento proporciona uma
abordagem terapéutica especifica para células-tronco tumorais no carcinoma

hepatocelular (LIU et al. 2014).
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1.3 SISTEMA IMUNE E CANCER

Até o final dos anos 1990, os pesquisadores focavam em estudos do cancer
considerando essa doenga de base estritamente genética, conforme proposto no inicio
dos anos 2000 por HANAHAN e WEINBERG, que elencaram seis caracteristicas que
definiam a célula como tumoral. Essas caracteristicas sdo a capacidade de proliferacao
sustentada, resisténcia a morte, indu¢do de angiogénese, imortalidade replicativa,
propriedades invasivas e metastaticas e auséncia de supressao do crescimento.

A partir dos anos 2000, com o crescente conhecimento do cancer como doenga
sist€émica, novos estudos se dirigiram da célula neoplasica para o hospedeiro e o
microambiente onde o tumor cresce. Nesse sentido, as células do sistema imunologico
surgem com um papel fundamental. Em 2011, HANAHAN e¢ WEINBERG
propuseram um novo modelo com quatro novas caracteristicas do cancer. Duas delas
destacam a interacdo entre o cancer € o sistema imunologico: a primeira ¢ a capacidade
de evasao da célula neoplésica, apta a inibir a destrui¢do pelo sistema imune; a segunda
¢ a inflamacao cronica, que tem um potencial para promover o crescimento tumoral

(HANAHAN e WEINBERG 2011).

1.3.1 Imunidade inata

O sistema imune ¢ responsavel pela defesa do organismo contra antigenos
infecciosos ou ndo, e a imunidade inata ¢ a primeira linha de defesa que se caracteriza
por uma resposta rapida e inespecifica. A imunidade inata ¢ composta por células
fagociticas (neutrofilos, monocitos e macréfagos), células Natural Killer (NK), células

linfoides inatas, proteinas do sistema complemento, citocinas € quimiocinas
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(JANEWAY et al. 2001).

Os neutrofilos e mondcitos/macrofagos tém a fagocitose como principal
mecanismo de defesa contra os patdgenos extracelulares como também a produgdo de
mediadores inflamatdrios que promovem a migracao celular para o local do processo
infeccioso (CRUVINEL et al. 2010). O processo fagocitico pode ser separado em
etapas: quimiotaxia (migragdo de fagocitos para os sitios inflamatérios); ligagdo do
patogeno a membrana dos fagdcitos; ingestdo; e morte intracelular dependente ou nio
de reactiveoxy genspecies (ROS) (WEISS e SCHAIBLE 2015). Além da fungdo
microbicida, os macrofagos interagem com a imunidade adaptativa por meio da
apresentacdo de antigenos aos linfécitos T efetores e liberagdo de citocinas que

ampliam a resposta imune celular (CRUVINEL et al. 2010).

1.3.2 Imunidade adaptativa

A imunidade adaptativa estd associada a resposta especifica e de memoria,
cujos componentes celulares apresentam um amplo repertdrio de reconhecimento de
antigenos. Pode ser dividida em resposta imune celular, cujos principais componentes
sdo os linfocitos T CD4+ e T CD8+, e resposta imune humoral, sendo os linfocitos B
e anticorpos os principais componentes (MESQUITA JUNIOR et al. 2010).

Estudos sobre a interacdo cancer e sistema imune demonstraram que tanto o
sistema imune inato quanto o adaptativo participam de mecanismos de
reconhecimento e controle tumoral (DRANOFF 2004; NAGARAJAN e MCARDLE
2018). Para ativagdo da resposta imune celular, as células dendriticas residentes no
tecido ap6s capturar os antigenos migram para os linfonodos, que drenam a regido

onde se localiza o tumor, e apresentam os mesmos para células T. Com isso, promovem
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a ativagao dos linfocitos TCD4+, também chamados de células T auxiliares (T helper
- Th), que podem se diferenciar em células efetoras Th1, Th2, Treg ou Th17.

Ainda no processo de reconhecimento antigénico, células TCD8+ sdo ativadas,
conhecidas como linfocitos T citotdxicos (CTL), e sdo capazes de promover a analise
de células tumorais. Dependendo do tipo de resposta, o infiltrado podera resultar em
eliminagdo do tumor - resposta antitumoral - ou favorecimento do crescimento tumoral
- resposta pro-tumoral (BURKHOLDER et al. 2014; NAGARAJAN ¢ MCARDLE
2018).

Algumas vias de sinalizagdo intracelular sdo fundamentais para a diferenciagao
dos linfocitos T (TCD3+). A sinalizagdo JAK / STAT ¢ critica para a diferencia¢ao de
células T CD4+. A diferenciagdo de linfocitos TCD4+ em células Thl ¢ induzida por
IL-12 por meio da ativacdo da via JAK2 / STAT4; em Th2, ¢ induzida por IL-4 via
ativacao de JAK1/3 e STAT6, e, em Th17, ¢ induzida pelas IL-6 e IL-23, que sinalizam
JAK1/2 e STAT3 (BENVENISTE et al. 2014) (Figura 7). A ativagdo dos linfécitos T
via STAT3 ¢ fundamental para diferenciagdo de células Thl7, e, por sua vez, essas
células t€m a fungdo de cicatriza¢do e regeneragdo tecidual (PICKERT et al. 2009;
BACKERT et al. 2014).

Por outro lado, no cancer, STAT3 pode promover evasdo da resposta imune,
crescimento celular, proliferacdo, sobrevivéncia, metastase e angiogénese. Isso ¢é
agravado pelos efeitos imunossupressores que o STAT3 confere as células do sistema
imune inato e do adaptativo. A atividade de STAT3 em células dendriticas compromete
a maturagdo, a ativacdo e a apresentacdo de antigeno, o que leva a supressao das

respostas antitumorais (HUYNH et al. 2019).
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Fonte: BENVENISTE et al. (2014)

Figura 7 - A sinalizacdo JAK / STAT ¢ critica para a diferenciacao de células

T CD4+.

Pela ativacdo do STAT3, as células TCD8+ também podem adquirir um
fenotipo imunossupressor, o que limita a agdo citotoxica antitumoral dessas células. A
polarizagdo de macrofagos em subtipo M2 € favorecida pela ativagdo de STAT3, como
a sinalizagdo STAT3 promove a proliferagdo de células supressoras derivadas de
mieldides imunossupressoras (MDSCs). A ativagdoSTAT3 também leva ao acimulo
de células T reguladoras (Treg), que sdo imunossupressoras, favorecendo o

crescimento tumoral. O desenvolvimento, a proliferacdo e a sobrevivéncia de células



28

B induzidas por STAT3 também promovem tumorigénese. A remodelagao do estroma
tumoral ¢ mediada por fibroblastos, devido a sinalizagdo via STAT3 em células
tumorais e fibroblastos, promovendo a producao e a deposi¢do de matriz extracelular.
Os fatores angiogénicos liberados por células tumorais, como o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) e o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF),
também s3o produzidos pela ativacdo de STAT3 e atuam no endotélio celular com

aumento da vascularizagdo do tumor (Figura 8) (HUYNH et al. 2019).

Immune evasion
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Fonte: HUYNH et al. (2019)
Figura 8 - A sinalizagdo STAT3 fosforilada (pSTAT3) no microambiente tumoral.
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2 JUSTIFICATIVA

Apesar das evidéncias demonstradas do desenvolvimento do cancer e das
metastases, e ainda de as expressoes de SOX2, STAT3, CD24 e CD44 em outros tipos
de cancer de células escamosas estarem significativamente associadas a um
comportamento mais agressivo da doenga, existem poucos estudos pertinentes a este
tema envolvendo o cancer de pénis.

Com efeito, a historia natural do cancer escamoso de pénis apresenta-se de
forma distinta. Alguns pacientes desenvolvem a doenga de forma mais agressiva, visto
que, em curto tempo, observa-se grande desenvolvimento de metastase com doenca
linfonodal em poucos meses apos o surgimento da lesdo primaria. Outros pacientes
evoluem de forma mais lenta, com o desenvolvimento de metastases apos anos do
surgimento dos primeiros sinais da doenga. Embora varios fatores tenham sido
relacionados com a carcinogénese do pénis, os mecanismos moleculares deste
processo ainda sao pouco conhecidos. De modo particular, até o presente momento,
ainda nao foram publicados estudos com avaliagdo de biomarcadores em pacientes de
Pernambuco e em outras regides do Nordeste.

Estima-se que a conducdo do presente estudo fornega valiosos subsidios para a
implementagdo de condutas e protocolos de acompanhamento, além de estabelecer
critérios distintos de avaliagdo das a¢des de promocgdo e prevengdo, relacionadas ao

tratamento do cancer de pénis.
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OBJETIVOS

Avaliar os niveis de células CD44"e/CD24°" ¢ TCD3+ e da expressio dos

fatores de transcrigdo SOX2 e STAT3 no carcinoma escamoso de pénis;

Correlacionar os niveis de células CD44"e/CD24"¢ e TCD3+ com expressio

de STAT3 e SOX2 entre o sangue periférico e o tecido tumoral;

Associar os niveis de células CD44"e"/CD24™¢ ¢ TCD3+ e expressio de

STAT3 e SOX2 com as caracteristicas clinicas dos pacientes.
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4 MATERIAS E METODOS

4.1 TIPO DE ESTUDO, LOCAL E PERIODO E ASPECTOS ETICOS

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

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do
Hospital de Cancer de Pernambuco sob o nimero CAAE n° 44832015.2.0000.5205
(Anexo 1), seguindo a Resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude do
Ministério da Satde. Todos os participantes foram incluidos no estudo apos assinatura

do Termo de Consentimento Livre Esclarecido (TCLE - Apéndice 1).

4.2 POPULACAO DE ESTUDO

Foram 38 pacientes com diagndstico histoldgico de carcinoma escamoso de
pénis e idade acima de 18 anos.

O grupo-controle foi composto por 15 voluntirios do sexo masculino com
idade acima de 18 anos, assintomaticos e sem histdrico pregresso ou familiar de
cancer, sendo eles acompanhantes dos pacientes e funcionarios do HCP os quais

concordaram em participar do estudo.
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43 CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE

4.3.1 Critérios de inclusiao
e Jdade acima de 18 anos;
e Pacientes submetidos a estadiamento por exame clinico, radiolégico ou
anatomopatologico;
e Pacientes submetidos a tratamento cirtrgico;

e Analise histopatologica do tumor realizada por dois patologistas.

4.3.2 Critérios de exclusao
e Pacientes com diagnodstico de infecg@o por HIV, hepatites virais e HTLV;

e Pacientes sem historia de outros tumores.

44 PROCEDIMENTOS DE CAPTACAO DE PACIENTES E

CONTROLES

Os pacientes foram incluidos no estudo ap6s o consentimento em participar do
estudo e a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE —
Apéndice 1). Foram identificados 68 pacientes com cancer de pénis com idade acima
de 18 anos; destes, 30 pacientes foram excluidos do estudo por ndo preencherem os
critérios de inclusdo (avaliacao histologica da biopsia realizada por dois patologistas).
A confirmagao diagndstica de tumor de pénis foi realizada pelo patologista Dr. Sérgio
Ricardo Soares de Moura, do laboratério de anatomopatologia do HCP por meio da

biopsia do tecido. Os 38 pacientes incluidos tiveram uma segunda analise histologica



33

da biopsia tumoral realizada pelo patologista Prof. Dr. Fernando Augusto Soares. A
coleta dos dados clinicos foi realizada por meio da ficha clinica padronizada para o
estudo (Apéndice 2). Quando necessario, foi realizada busca dos prontudrios para
obtencdo de informagdes clinicas adicionais. Dos 38 pacientes incluidos, 6 foram a
obito pela doenga, no periodo do estudo de marco de 2015 a dezembro de 2017.

O grupo-controle foi constituido de voluntarios do sexo masculino,
acompanhantes dos pacientes e funciondrios do HCP os quais concordaram em
participar da pesquisa, apds avaliagdo clinica para selecionar os participantes elegiveis,
seguindo os critérios de inclusdo para os controles com idade de 18 a 65 anos, os quais
foram: auséncia de uso prolongando de imunossupressores; auséncia de histdria clinica
de infec¢do pelo virus da imunodeficiéncia humana 1 e 2 (HIV 1 e 2) e virus
linfotrépico humano 1 ¢ 2 (HTLV 1 e 2); auséncia de historia clinica de infec¢ao nos
ultimos 30 dias e no momento da coleta de sangue periférico; auséncia de histéria
clinica de hepatites virais e de doenga autoimune; e auséncia de historia prévia de
qualquer doenca cronica. Detalhes no fluxograma de captacdo dos pacientes e

controles (Figura 9).
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Figura 9 - Fluxograma de captagao dos pacientes e controles

DEFINICAO DOS TERMOS E VARIAVEIS

As variaveis foram coletadas na consulta clinica ou conforme informacao

procedimentos.

obtida no prontuario do paciente, incluindo exames complementares ¢ fichas de



Quadro 1 - Defini¢do e categorizagdo das variaveis clinicas
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VARIAVEL DEFINICAO OPERACIONAL CATEGORIZACAO
Variavel nominal
policotdmica

Localizacio . . e Glande

Localizagdo do tumor pelo cirurgido L

do tumor Prepucio
Corpo do pénis
Haste do pénis

TX: tumor primario ndo pode ser avaliado;
TO: Nao ha evidéncia de tumor primario;
Tis: tumor intraepitelial sem invasdo da lamina
propria (.carcmoma in SItu);~ . . Varidvel nominal
Ta: Carcinoma verrucoso nao invasivo; e
. A .. policotomica
T1: tumor invade a lamina propria, muscular mucosa Tis
ou submucosa;
Tumor (T) Tla: O tumor invade tecido conjuntivo subepitelial, i;
sem invasdo linfovascular ou de alto grau;
. . - I T3
T1b: O tumor invade tecido conjuntivo subepitelial, T4
com invasdo linfovascular ou de alto grau;
T2: Tumor invade o corpo esponjoso ou cavernoso;
T3: Tumor invade invasio de uretra;
T4: Tumor invade estruturas adjacentes.
Nx: linfonodos regionais ndo podem ser avaliados; Variavel nominal
NO: Auséncia de metastases nos linfonodos regionais; | policotomica
. N1: Metastase em um tnico linfonodo inguinal; NO
Linfonodos , . . .
™) NZ:. Me'tastase multipla ou bilateral em linfonodos | N1
regionais; N2
N3: Metastases com extensdo extranodal ou | N3
metastases em linfonodos pélvicos.
Variavel nominal

Metastase (M) | Presenca de metastases a distancia. dicotdmica

Nao 2. Sim
Tis: NO, MO.
pTl: Variavel nominal
a. N0, MO. policotomica
Estadiamento b. N2, MO; T2, N1, MO0; T3, N0, MO. Tis
clinico pT2: T1, T2, N3, MO, N1, MO. pT1
pT3: T1, T2, N3, M0, N2, MO. pT2
pT4. Qualquer T, N3, MO; pT3
T4, qualquer N, MO; pT4
Qualquer T, qualquer N, M1.
Variavel nominal
Gl - bem diferenciado (baixo grau); G2 - policotomica
. . . . GX
Grau moderadamente diferenciado (grau intermediario); Gl
histolégico G3- pouco diferenciado (alto grau); G4 - G
indiferenciado (alto grau).
G3
G4
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Cont/ Quadro 1

VARIAVEL DEFINICAO OPERACIONAL CATEGORIZACAO
- . L .| Variavel nominal
. De acordo com a descricdo microscopica, foi | .. .
Invasio . N . N dicotémica
. observada invasdo vascular (invasdo dos vasos N
angiolinfitica sanguineos ou angiolinfatica) Nao
g & ' 2. Sim
. ., . Variavel nominal
- De acordo com a microscopia, ¢ definida como sendo e
Invasio . R , . dicotomica
) a invasdo de células cancerosas ao longo da bainha de .
perineural . 1.Nao
mielina. .
2. Sim
Variavel nominal
Status d . ix .. dicotomi
. ¢ | Estado vital por ocasido do término do estudo I,CO. omiea
sobrevida -Obito
-Sobrevivente

4.6 TESTES LABORATORIAIS

4.6.1 Coleta de amostra biolégica

O volume de 4 mL de amostra de sangue venoso dos pacientes antes do
tratamento cirtirgico foi coletado em tubos com écido etilenodiamino tetra-acético -
EDTA (BD Vacutainer®) e mantidoa temperatura ambiente (24 °C). O tempo entre a
coleta e o processamento foi de até 60 minutos. Antes do processamento, o tubo com
amostra de sangue foi colocado no equipamento homogeneizador (BD Biosccience) e,
em seguida, foi analisado por citometria de fluxo. Também foi realizada a coleta de
tecido tumoral durante o procedimento cirirgico, sendo retirados dois pequenos
fragmentos tumorais da pega cirtirgica para condugdo deste estudo. O fragmento foi
armazenado em um frasco estéril, com solu¢do contendo meio de cultura celular
Roswell Park Memorial Institute (RPMI), para analise de expressio de

CD44"eh/CD24"°% SOX2 e STAT3 no tecido por citometria de fluxo.
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4.6.2 Digestiao enzimatica do tecido tumoral

Para analise no tecido tumoral, foi realizada a digestdo enzimatica com o
objetivo de remover o estroma e liberar as células presentes no microambiente tumoral.
As amostras de tecido coletadas em meio RPMI suplementado com penicilina-
estreptomicina (Sigma-Aldrich, USA) foram submetidas a digestdo (dissociacao)
enzimatica com colagenase I (Gibco, USA) para obtencao de suspensdo celular,
conforme instru¢des do fabricante. O tecido foi dividido em pequenos fragmentos (2
mm) com o auxilio de um bisturi estéril, os quais foram imersos na solugdo de
colagenase I, na concentragdo de 2 mg/mL em Hanks' Balanced Salt Solution (HBSS).
Em seguida, foram incubados em banho seco a 37 °C por duas horas, sob agitagdo.
Ap6s incubagao, foram adicionados 2mL de Phosphate Buffered Saline (PBS, pH 7,4)
e filtrado em filtro 35 pm (BD Falcon, BD Biosciences, USA), e a suspensao celular
foi centrifugada a 250 x g por 5 minutos. Posteriormente, o sobrenadante foi
descartado, e o precipitado de células foi lavado com PBS e centrifugado a 250 xg por
5 minutos. Em seguida, o precipitado de células foi ressuspendido em 1 mL de PBS, ¢

100 pL foram retirados para realizar a analise das proteinas por citometria de fluxo.

4.6.3 Técnica de citometria de fluxo

A citometria de fluxo ¢ uma tecnologia avangada e rapida que permite contar,
examinar ¢ classificar células individuais e medir simultanecamente multiplos
parametros, sendo de analise quantitativa. No citometro de fluxo, o sistema de fluidos
canaliza uma amostra de células em um tunico fluxo, para que as células passem, uma
a uma, através de um feixe focalizado de um laser. A medida que cada célula passa

através do feixe, as propriedades de dispersdo da luz e a fluorescéncia sdo coletadas
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pelo sistema 6ptico e direcionadas para varios detectores. Os sinais recebidos pelos
detectores sdo entdo convertidos em valores numéricos pelo sistema eletronico e
analisados em software especifico. Conforme uma célula passa por um feixe de laser,
a luz ¢ espalhada em direcdes diferentes, e dois parametros sao definidos: tamanho de
célula, representado pela dispersao direta da luz do laser (Forward Scatter - FSC); e
complexidade celular (granularidade), representada por dispersdo lateral da luz do
laser (SideScatter - SSC). Essa informacao ¢ exibida visualmente em um grafico de
pontos (dotplot), em que cada ponto representa uma unica célula, diferenciada pela
forma como dispersam a luz e pela fluorescéncia, que é proporcionalmente direta a
quantidade de moléculas expressas na célula. A Figura 10 apresenta uma visao geral

da imunofenotipagem por citometria de fluxo.

Fonte: https://www.thermofisher.com/br/en/home/life-science/cell-analysis/cell-analysis-learning-

center

Figura 10 - Visdo geral da imunofenotipagem por citometria de fluxo
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4.6.4 Imunofenotipagem por citometria de fluxo

A primeira etapa foi a analise das proteinas expressas na superficie celular
(CD44, CD24 e CD3). As células foram fixadas com 100 puL de BD
Cytofix/Cytoperm™ pré-aquecido e incubadas por 10 minutos a 37 °C. Em seguida,
apods centrifugacdo a 250 x g por 8 minutos, foram adicionados 5 pL de anticorpos
monoclonais anti-CD3+, anti-CD44 e anti-CD24 (BD Biosciences, USA). Os
anticorpos monoclonais sdo conjugados a fluoréforos, como PE, FITC, PerCP ¢ PECY-
7, que diferem um do outro em relagdo a cor que emitem. Os anticorpos monoclonais
tém especificidade para moléculas expressas na membrana e no interior das células, o
que possibilita caracterizar leucocitos humanos e outras células humanas, bem como
analisar suas fungOes. Essas moléculas sdo identificadas como “clusters of
differentiation” (CD).

As proteinas STAT3 e SOX2 sdo expressas no interior das células (citoplasma
e nucleo, respectivamente). Para detec¢do dessas proteinas, foi realizada a
permeabilizacdo das células, utilizando os reagentes BD™ Phosflow (BD Biosciences,
USA). Apos incubagdo de 20 minutos a temperatura ambiente e protegido da luz, as
células foram permeabilizadas com 750 uL de Perm Buffer I11 (BD Biosciences, USA)
a4 °C e incubadas por 30 minutos submergidas no gelo, protegidas da luz. Em seguida,
as células foram lavadas com 3 mL de PBS, centrifugadas a 250 xg por 8 minutos, € 0
sobrenadante foi descartado. Foram realizadas 3 lavagens com PBS. Posteriormente,
foi realizada a marcagao intracelular com os anticorpos monoclonais anti-SOX2, anti-
STAT3, sendo incubado por 40 minutos protegido da luz. Em seguida, uma nova etapa
de lavagem foi realizada, o sobrenadante descartado e as células foram ressuspendidas

em 300 uL de Stain Buffer e realizada aquisi¢do no citometro de fluxo. Apos as
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lavagens, foi realizada aquisicdo de 50.000 eventos celulares no equipamento
FACSVERSE® (Becton Dickinson, Sunnyvale, CA), e as andalises foram realizadas no
programa FACSSUITE (Becton Dickinson, Sunnyvale, CA) e expressas em valores

percentuais.

47 ANALISES ESTATISTICAS

4.7.1 Analises descritivas e de associacio

As informagdes das caracteristicas clinicas dos pacientes foram registradas nas
fichas de coleta (Apéndice 2) e armazenadas em uma planilha do Microsoft Excel®.
A analise descritiva das caracteristicas clinicas foi realizada por meio de medidas de
tendéncia central (média e mediana) e de dispersdo (desvio padrdo, valores minimo e
maximo) para as varidveis quantitativas e de frequéncias absoluta e relativa para as
variaveis qualitativas. Para a avalia¢do da distribui¢ao das varidveis quantitativas, foi
realizado o teste de Shapiro-Wilk. Para avaliar a associagdo entre as variaveis clinicas
e os parametros celulares estudados com o desfecho de interesse, foi realizado o teste
exato de Fischer. As varidveis quantitativas com distribuicdo ndo normal foram
apresentadas em valores de mediana e intervalo interquartil (IQR: 25-75%). Teste ndo
paramétrico de Mann-Whitney foi utilizado para comparagao entre dois grupos. Foi
adotado o nivel de significancia estatistica de p<0.05. A andlise estatistica foi realizada

por meio do programa graphpadprism v6.0 (Graphpad software, San Diego, CA).
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4.7.2 Analise de Correlacio

Para as andlises de correlagdo, foi utilizado o teste ndo paramétrico de
Spearman(distribuicdo ndo normal). Os niveis de correlagdo foram classificados
segundo o valor do coeficiente (r) em desprezivel (entre 0,00 e 0,3), baixo (entre 0,30
e 0,50), moderado (entre 0,50 e 0,70), alto (entre 0,70 e 0,90) e muito alto (entre 0,90
e 1,00), conforme ponto de corte descrito por MUKAKA (2012). Foi considerado
significativo, quando se obteve um valor de p<0,05. A analise estatistica foi realizada

por meio do programa graphpadprism v6.0 (Graphpad software, San Diego, CA).
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5 RESULTADOS

5.1 DESCRICAO DAS CARACTERISTICAS CLINICAS

A mediana de idade dos 38 pacientes com cancer de pénis avaliados foi 61 anos
(37 - 80 anos). Conforme detalhado na Tabela 1, a maioria dos pacientes apresentou
tumor localizado na glande (76,3%), tipo histologico usual (71,0%), de grau 1 (86,8%),
sem invasdo vascular e perineural (86,8% e 68,4%, respectivamente). Com relacdo a
metastases, 86,8% dos pacientes ndo apresentaram metastases. Com relacdo ao
estadiamento, 55,3% dos pacientes apresentavam estagio pT2, seguido de pTl

(34,2%).
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Tabela 1 - Distribui¢do das frequéncias absolutas e relativas das caracteristicas clinicas
de 38 pacientes com cancer de pénis. Hospital de Cancer de Pernambuco (2015-2017)

CARACTERISTICAS N=38 %
IDADE (anos)
Mediana (min-max) 61 (37-80)
SITIO ANATOMICO
Haste peniana 1 2,6
Glande 28 73,7
Haste peniana e glande 4 10,5
Sem informacao 5 13,2
TAMANHO DO TUMOR
<35 19 50,0
>35 18 47,4
Sem informagao 1 2,6
TIPO HISTOPATOLOGICO*
Usual 27 71,0
Verruciforme 3 8,0
Sem informagao 8 21,0
GRAU
Gl 33 86,8
G2 3 7,9
G3 2 53
INVASAO VASCULAR
Sim 3 7,9
Nao 33 86,8
Sem informagao 2 53
INVASAO PERINEURAL
Sim 11 28,9
Nao 26 68,4
Sem informagio 1 2,7
METASTASES
Sim 5 13,2
Nao 33 86,8
ESTADIAMENTO
Tis 1 2,6
pT1 13 34,2
pT2 21 55,3

pT3 3 7,9
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52 ANALISE DOS NIVEIS PERCENTUAIS DE CELULAS
CD44"shCD24"Y, CD44"e"CD24""pSTAT3* E CD44"2'CD24°¥SOX2*
NOS PACIENTES E CONTROLES

Nas andlises realizadas no sangue periférico de 38 pacientes e 15 controles,
verificaram-se niveis percentuais elevados de células CD44"€"CD24°Y ¢ de células
CD44Me"CD24°*SOX2"e reduzidos de CD44M"CD24°*pSTAT3" nos pacientes,

quando comparados aos controles (p<0,05; Figura 11).
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Figura 11 - Niveis  percentuais de  células  CD44"ehCD24low,

CD44Me"CD24°"pSTAT3" e CD44""CD24°¥*SOX2" no sangue periférico dos
p

pacientes com carcinoma escamoso de pénis (n=38) e controles (n=15). Os gréficos estio

representados em mediana e interquartil (25-75%). Foi considerado significativo p<0.05.
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53 NIVEIS PERCENTUAIS DE CELULAS CD44"g'CD24'"",
CD44M"CD24"""pSTAT3* E CD44"8"CD24""SOX2" NO SANGUE

PERIFERICO DE ACORDO COM AS CARACTERISTICAS CLINICAS

Devido a baixa frequéncia no numero de pacientes com subtipo histologico
verruciforme, graus 2 e 3, invasdo vascular e metastases, ndo foi possivel avaliar essas
varidveis. Assim, foram realizadas andlises entre grupos com e sem invasao perineural,
tamanho tumoral < 3,5 ¢ > 3,5 cm e estadiamento pT1 e pT2. Para andlise por tamanho
do tumor (TT), foi utilizado o valor da mediana do TT como ponto de corte (percentil
50= 3,5 cm), sendo os pacientes distribuidos em dois grupos: TT < 3,5 e > 3,5cm. Na
analise por estadiamento, foi possivel comparar os grupos de pacientes com
estadiamento pT1 e pT2. Devido a baixa frequéncia de pacientes com estadiamento

Tis e pT3, ndo foi possivel incluir esses pacientes nas analises.

> ANALISES NO SANGUE PERIFERICO

o Invaséo perineural

Verificou-se que os niveis percentuais de células CD44"€"/CD24"¢ foram
elevados nos pacientes com invasao perineural (IPN+), quando comparados aos sem
invasao perineural (IPN-; p=0,01). Nao houve diferenca significativa nas analises de
células CD44MehCD24°VSTAT3" e CD44"e"CD24°¥SOX2" entre os grupos (Figura

12).
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. Tamanho tumoral <3,5cm e > 3,5¢cm

Na anélise de células CD44"¢"CD24°% no sangue periférico, verificou-se
aumento dos niveis dessas células no grupo de pacientes com tumores >3,5cm, quando
comparado aos com tumores < 3,5 cm (p=0,02). Nao houve diferenca significativa nos
niveis percentuais de células CD44Me"/CD24"¢STAT3+ e
CD44"gh/CD24™°¢S0X 2 entre os grupos de pacientes com tamanho do tumor < 3,5

cm e >3,5c¢m (Figura 13).

o Estadiamento (pT1 vs pT2)

Na analise de células CD44"e"CD24"°% no sangue periférico, verificou-se
aumento dos niveis dessas células no grupo de pacientes em pT2, quando comparado
ao grupo pT1 (p=0,009). Nao houve diferenga significativa nos niveis percentuais

CD44MehCD24°Y STAT3+ e CD44MeCD24°% SOX2+ entre os grupos (Figura 14).
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Figura 12 Niveis  percentuais de  células  CD44MehCD24lov,

CD44"ehCD24°"pSTAT3" e CD44MhCD24°¥SOX2" no sangue periférico dos
pacientes com invasdo perineural -IPN (+) (n=11) e sem invasdo perineural — IPN(-)

(n=26) no carcinoma escamoso de pénis. Os graficos estdo representados em mediana e

interquartil (25-75%). Foi considerado significativo p<0.05. NS: ndo significativo.
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Figura 13 - Niveis percentuais de células  CD44hehCD24low,

CD44Me"CD24°"pSTAT3" e CD44"2CD24°" SOX2" no sangue periférico de grupos
de pacientes com tamanho do tumor < 3,5cm (n=19) e >3,5cm (n=18) no carcinoma
escamoso de pénis. Os graficos estdo representados em mediana e interquartil (25-

75%). Foi considerado significativo p<0.05. NS: ndo significativo.
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Figura 14 - Niveis percentuais de células CD44MehCD24ov, CD44hiehC D24l
pSTAT3" e CD44M"CD24°% SOX2* no sangue periférico de pacientes com

carcinoma escamoso de pénis em estadiamento pT1 (n=13) e pT2 (n=21). Os graficos
estdo representados em mediana e interquartil (25-75%). Foi considerado significativo p<0.05. NS: ndo

significativo.
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54 NIVEIS PERCENTUAIS DE CELULAS CD44"ghCD24"v,
CD44"¢"CD24""pSTAT3* E  CD44"¢"CD24°"SOX2*'NO TECIDO
TUMORAL DE ACORDO COM AS CARACTERISTICAS CLINICAS

> ANALISES NO TECIDO TUMORAL:

o Invaséo perineural

Os niveis percentuais de células CD44"ehCD24"°% CD44he"CD24°YSOX2+ e
de CD44MehCD24°YSTAT3+ foram elevados no tecido tumoral dos pacientes com
invasdo perineural (IPN+), quando comparados aos sem invasdo perineural (IPN-;

p<0,05) (Figura 15).

o Tamanho tumoral < 3,5cm e >3,5cm

O grupo de pacientes com tumor > 3,5cm apresentou niveis percentuais
elevados de  células  CD44MehCD24"%,  CD44"e"CD24°YSOX2+e  de
CD44MehCD24°"STAT3+, quando comparados ao grupo com tamanho <3,5cm

(p=0,008 e p=0,002, p=0,007, respectivamente; Figura 16).

o Estadiamento (pT1 vs pT2)

Na andlise de células CD44"e"CD24°Y, CD44"ehCD24"°"STAT3+ e
CD44Me"CD24°% SOX2+ no tecido tumoral entre os grupos de pacientes em
estadiamento pT1 e pT2, ndo foram observadas diferengas significativas entre os

grupos (Figura 17).
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CD44"ehCD24°"pSTAT3" e CD44MiCD24Y SOX2" no tecido tumoral dos
pacientes com invasao perineural, (IPN+; n=11) e sem invasao perineural (IPN-; n=26)

no carcinoma escamoso de pénis. Os graficos estdo representados em mediana e interquartil (25-

75). Foi considerado significativo p<0.05. NS: nao significativo.
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considerado significativo p<0.05
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5.5 ANALISES DE ASSOCIACAO DAS CARACTERISTICAS
CLINICAS COM OS NIiVEIS DE CELULAS CD44"g/CD24"v
ENCONTRADOS NO SANGUE PERIFERICO E TECIDO TUMORAL

DOS PACIENTES

Para as analises de associacdo das caracteristicas clinicas com os niveis de
células CD44"e"/CD24°%, foram utilizados como ponto de corte os valores de mediana
(percentil 50) dos niveis relativos (%) dessas células encontrados no sangue e no tecido
tumoral como detalhado na Tabela 2. Foram encontrados associacdo dos niveis de
célulasCD44"¢"/CD24'°" no sangue periférico com o tamanho do tumor (p=0,04) e
status de sobrevida (p=0,01) nos pacientes com cancer de pénis. Nao foram observadas
diferencas significativas nas analises realizadas no tecido tumoral (Tabela 2).

Nas analises CD44"€"/CD24"°%, porém, obteve-se valor de “p” préximo a
significancia, com uma elevada frequéncia de pacientes com grau histologico 1 (G1)

e niveis de CD44"i¢"/CD24"Y abaixo de 12,6%.
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Tabela 2 - Analises da associagdo das caracteristicas clinicas de acordo com as
medianas dos valores relativos de células CD44"e/CD24°" encontradas no sangue
periférico e no tecido tumoral dos pacientes com cancer de pénis.

high low p* high low p*
CD44"¢"/CD24 CD44"¢"/CD24

valor valor

Sangue Periférico Tecido Tumoral

Valores l-lelatlvos (%) <126 >12,6 <0,86 > 0,86
(percentil 50)
IDADE (anos) N=17 N=19 0,20 N=15 N=18 0,15
<60 6 (35,3) 11 (57,9) 5(33.3) 11 (61,1)
> 60 11 (64,7) 8(42,1) 10 (66,7) 7 (38,9)
LOCALIZACAO N=15 N=17 1,00 N=15 N=17 1,00
Glande 12 (80,0)  15(88,2) 8(53,3) 9(52,9)
Haste peniana e glande 3 (20,0) 2 (11,8) 7 (46,7) 7 (41,2)
GRAU N=17 N=19 0,05 N=15 N=18 1,00
Gl 17 (100,0) 14 (73,7) 14 (93,3) 15 (83,3)
G2/G3 0 (0,0) 5(23,3) 1(6,7) 3 (16,7)
ESTADIAMENTO N=16 N=16 0,72 N=14 N=15 0,70
CLINICO
pT1 7 (43.,8) 5(31,3) 5(35,7) 6 (40,0)
pT2 9 (56,2) 11 (68,7) 9 (64,3) 9 (60,0)
SUBTIPQ N=12 N=17 0,55 N=14 N=18 1,00
HISTOLOGICO
Usual 10(83,3) 16(94,1) 12 (85,7) 18 (100,0)
Verruciforme 2 (16,7) 1(5,9) 2 (14,3) 0 (0,0)
INVASAO PERINEURAL N=16 N=19 0,49 N=14 N=18 1,00
Sim 4 (25,0) 7 (36,8) 3(21,4) 8 (44,4)
Nao 12 (75,0)  12(63,2) 11 (78,6) 10 (55,6)
INVASAO VASCULAR N=16 N=18 0,59 N=14 N=18 0,07
Sim 2 (12,5) 1(5,6) 2 (14,3) 1(5,6)
Nao 14 (87,5) 17(94,4) 12 (85,7) 17 (94,4)
TAMANHO DO TUMOR N=17 N=19 0,04 N=15 N=18 1,00
<3,5cm 12 (70,6) 6 (31,6) 5(33,3) 12 (66,7)
>3,5cm 5(29,4) 13 (68,4) 10 (66,7) 6 (33,3)
METASTASES N=17 N=19 1,00 N=15 N=18 0,62
Sim 2 (11,8) 3 (15,8) 3 (20,0) 1(5,6)
Nao 15(88,2) 16(84,2) 12 (80,0) 17 (94,4)
STATUS DE SOBREVIDA N=17 N=19 0,01 N=15 N=18 0,05
Vivo 11 (64,7) 19(100,0) 11 (73,3) 16 (88,9)
Nio 6 (35,3) 0 (0,0) 4 (26,7) 2 (11,1)

*Teste exato de Fischer. Foi considerado significativo valor de p<0,05. Os pacientes sem informagdes
referentes as variaveis relacionadas na tabela foram excluidos destas analises.
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5.6 ANALISES DE ASSOCIACAO DAS CARACTERISTICAS
CLINICAS COM OS NIiVEIS DE CELULAS CD44"g"/CD24°"SOX2+ E
CD44"¢"/CD24""  pSTAT3+ ENCONTRADOS NO SANGUE

PERIFERICO E NO TECIDO TUMORAL DOS PACIENTES

Para as analises de associa¢do das caracteristicas clinicas com os niveis de
SOX2+ e TCD3+SOX2+ foram utilizados como ponto de corte os valores de mediana
(percentil 50) dos niveis relativos (%) dessas células encontrados no sangue e no tecido
tumoral, como detalhado na Tabela 3.

Foi encontrada a associagiio dos niveis de CD44"&"/CD24°¥SOX2+no sangue
periférico com status de sobrevida (p=0,02) dos pacientes com cancer de pénis,
estando associada ao aumento do nimero de obitos. Isso também foi observado no
tecido tumoral, pois a maior taxa de 6bito foi no grupo com niveis abaixo de 0,64% de
CD44Meh/CD241°¥SOX2+.

Nas analises CD44"€"/CD24!°" pSTAT3+, porém, obtiveram-se valores de “p”
proximos a significancias estatisticas, com uma elevada frequéncia de 6bito no grupo
com valores dessas células acima de 0,35% no sangue periférico. Na andlise dos niveis
de células CD44"e"/CD24°Y pSTAT3+ no tecido tumoral, ndo foi observada a

associacao dessas células com as variaveis clinicas estudadas (Tabela 3).



Tabela 3 - Analises da associa_gﬁo das caracteristicas clinicas de acordo com as medianas dos valores relativos de células
CD44MeY/CD24°¥SOX2+ e CD44"eh/CD24°" pSTAT3+ encontradas no sangue periférico e no tecido tumoral dos pacientes com cancer

de pénis
CD44Migh/CD24'v p* CD44"igh/CD24'"Y p* CD44"igh/CD24'"v p* CD44"igh/CD24'"v p*
SOX2* valor SOX2* valor pSTAT3+ valor pSTAT3+ valor
Sangue Periférico Tecido Tumoral Sangue Periférico Tecido Tumoral

Valores Relativos (%)

<124 >124 < 0,69 > 0,69 <0,35 >0,35 <0,31 =>0,31
(percentil 50)
IDADE (anos) N=20 N=16 0,20 N=13 N=18 0,15 N=25 N=12 0,29 N=16 N=17 0,17
<60 9 (45,0) 8 (50,0 4 (30,8) 11 (61,1) 14 (56,0) 4(33,3) 10 (62,5) 6 (35,3)
> 60 11 (55,0) 8 (50,0) 9(69,2) 7 (38,9) 11 (44,0) 8 (66,7) 6 (37.,5) 11 (64,7)
LOCALIZACAO N=17 N=14 1,00 N=12 N=18 1,00 N=22 N=10 1,00 N=15 N=17 1,00
Glande 14 (82.,3) 13 (92.,9) 6 (50,0) 10 (55,6) 19 (82,6) 9(90,0) 8(53.3) 9(52,9)
Haste peniana e glande 3(17,6) 1(7,1) 6 (50,0) 8 (44,4) 4(17,3) 1(10,0) 7 (46,7) 8 (47,1)
GRAU N=20 N=16 0,05 N=13 N=18 1,00 N=25 N=12 1,00 N=16 N=17 0,34
Gl 19 (95,0 12 (75,0) 11 (84,6) 16 (88,9) 21 (84,0) 11 (91,7) 13 (81,3) 16 (94,1)
G2/G3 1(5,0) 4(25,0) 2 (15,4) 2(11,2) 4 (16,0) 1(8,3) 3 (18,7) 1(5,9)
ESTADIAMENTO

. N=19 N=13 0,72 N=10 N=17 0,70 N=23 N=10 0,054 N=14 N=15 0,71

CLINICO
pT1 7(36,9) 5(38.,5) 3(30,0) 7(35,3) 11 (47,8) 19,1) 6 (42,9) 5(33,3)
pT2 12 (63,1) 8 (61,5) 7 (70,0) 11 (64,7) 12 (52,2) 9(81,8) 8(57,1) 10 (66,7)
SUBTIPO HISTOLOGICO N=15 N=14 0,55 N=13 N=17 1,00 N=20 N=10 0,53 N=16 N=16 1,00
Usual 13 (86,7) 13 (92,9) 12 (92,3) 16 (94,1) 17 (85,0)  10(100,0) 15(93.,8) 15 (93,8)
Verruciforme 2 (13,3) 1(7,1) 1(7,7) 1(5,9) 3 (15,0) 0(0,0) 1(6,3) 1(6,3)
INVASAO PERINEURAL N=19 N=16 0,49 N=13 N=17 1,00 N=25 N=11 1,00 N=16 N=16 1,00
Sim 7(36,8) 4(25,0) 5(38.5) 6(35,3) 8(32,0) 3(27.,3) 5(31,3) 6 (37,5)
Nio 12 (63,2) 12 (75,0 8 (61,5) 11 (64,7) 17 (68,0) 8(72,7) 11 (68,8) 10 (62,5)
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Cont/ Tabela 3

CD44hieh/CD24'Y p* CD44hieh/CD24"Y p* CD44hish/CD24™ p* CD44hish/CD24 p*
SOX2* valor SOX2* valor pSTAT3+ valor pSTAT3+ valor

Sangue Periférico Tecido Tumoral Sangue Periférico Tecido Tumoral

Valores Relativos (%)
<124 >12,4 <0,69 > 0,69 <0,35 =>0,35 <0,31 =>0,31

(percentil 50)
INVASAO VASCULAR N=19 N=15 0,59 N=13 N=17 0,07 N=25 N=10 1,00 N=16 N=16 0,23
Sim 2(10,5) 1(6,7) 3(23,1) 0(0,0) 2 (8,0) 1 (10,0) 0(0,0) 3(18,8)
Nio 17 (89,5) 14 (93,3) 10 (76,9) 17 (100,0) 23 (92,0) 9 (90,0) 16 (100,0) 13 (81,3)
TAMANHO DO TUMOR N=20 N=16 0,09 N=13 N=18 1,00 N=25 N=12 0,46 N=16 N=17 0,73
<3,5cm 13 (65,0) 5(31,3) 7(53,8) 9 (50,0) 14 (56,0) 5(41,7) 9(56,3) 8 (47,1)
>3,5cm 7 (35,0) 11 (68,8) 6 (46,2) 9 (50,0) 11 (44,0) 7 (58,3) 7 (43,8) 9(52,9)
METASTASES N=20 N=16 1,00 N=13 N=18 0,62 N=25 N=12 0,31 N=16 N=17 1,00
Sim 2(10,0) 3(18,8) 1(7,7) 3(16,7) 2 (8,0) 3(25,0) 2(12,5) 2 (11,8)
Nio 18 (90,0) 13 (81,3) 12 (92,3) 15 (83,3) 23 (92,0) 9(75,0) 14 (87,5)  15(88,2)
STATUS DE SOBREVIDA N=20 N=16 0,02 N=13 N=18 0,04 N=25 N=11 0,07 N=16 N=17 0,66
Vivo 14 (70,0) 16 (100,0) 8(61,5) 17 (94,4) 23 (92,0) 7 (63,6) 14 (87,5) 13 (76,5)
Nio 6 (30,0) 0 (0,0) 5(38,5) 1(5,6) 2(8,0) 4 (36,4 2 (12,5) 4(23,5)

*Teste exato de Fischer. Foi considerado significativo o valor de p<0,05. Os pacientes sem informagdes referentes as variaveis relacionadas na tabela foram excluidos

destas analises.
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5,7 ANALISE DOS NIVEIS PERCENTUAIS DE LEUCOCITOS
SOX2*, STAT3, TCD3*, TCD3+/SOX2+ e TCD3+/STAT3 NOS
PACIENTES E CONTROLES

A andlise de SOX2 e STATS3 foi realizada no sangue periférico de 38 pacientes
e de 15 controles. Foram observados niveis percentuais reduzidos de leucdcitos com
expressdo de SOX2 e elevados com expressao de STAT3 nos pacientes, quando
comparados aos dos controles saudaveis (p=0,001 e p=0,004, respectivamente), como
mostra a Figura 18.

Nas analises dos niveis de células T com expressio de SOX2 (TCD3/SOX2"),
foram observados niveis reduzidos dessas células nos pacientes, quando comparados
aos controles (p=0,005; Figura 18). Nao houve diferencas significativas entre os
grupos nas analises dos niveis percentuais de linfocitos TCD3" e de linfocitos T com

expressido de STAT3*(TCD3"/STAT3").
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Figura 18 - Niveis percentuais de expressio de leucocitos SOX2", leucocitos pSTAT3*
TCD3", TCD3" SOX2" e TCD3" pSTAT3" no sangue periférico dos pacientes com

carcinoma escamoso de pénis (n=38) e controles (n=15). Os gréficos estdo representados

em mediana e interquartil (25-75%). Foi considerado significativo p<0.05. NS: ndo significativo.
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58 NIVEIS PERCENTUAIS DE SOX2, STAT3, TCD3+,
TCD3+SOX2+ E TCD3+ pSTAT3 NO SANGUE PERIFERICO DE

ACORDO COM AS CARACTERISTICAS CLINICAS

>  ANALISES NO SANGUE PERIFERICO:
o Invasdo perineural

Foram observados niveis percentuais elevados de leucécitos com expressao de
SOX2 e reduzidos de STAT3 no sangue periférico dos pacientes com IPN (+), quando
comparados ao grupo IPN(-) (p=0,008 e p=0,01, respectivamente), como mostra a
Figura 19. Também se observarmos niveis percentuais reduzidos de TCD3+/SOX2+
no sangue periférico dos pacientes com IPN (+), quando comparados ao grupo IPN (-)
(p=0,02). Nao houve diferencas significativas nos niveis percentuais de TCD3+e

TCD3+/STAT3+ entre os grupos.

o Tamanho tumoral < 3,5¢cm e >3,5cm

Foram observados niveis percentuais elevados de leucécitos SOX2+ e
reduzidos de TCD3+ no sangue dos pacientes com tamanho do tumor> 3,5 cm, quando
comparados ao grupo com tamanho < 3,5 cm (p=0,002 e p=0,01, respectivamente).
Nao houve diferencas significativas nos niveis percentuais de leucocitos STAT3+,

TCD3+/SOX2+ e TCD3+/STAT3+ entre os grupos (Figura 20).

o Estadiamento (pT1 vs pT2)
Foram observados elevados niveis percentuais de leucocitos SOX2+ e

reduzidos de TCD3+/SOX2 no sangue dos pacientes em estadio pT2, quando
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comparados ao grupo pTl1 (p=0,015 e p=0,001, respectivamente). Nao houve

diferengas significativas nos niveis percentuais de STAT3+, TCD3+ e
TCD3+/STAT3+ entre os grupos (Figura 21).
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Figura 19 -Niveis percentuais de expressdo de leucdcitos SOX2", leucocitos pSTAT3 "

TCD3", TCD3" SOX2" e TCD3" pSTAT3"no sangue periférico dos pacientes com

invasdo perineural (IPN+; n=11) e sem invasao perineural (IPN-; n=26) no carcinoma

escamoso de pénis. Os graficos estio representados em mediana e interquartil (25-75). Foi

considerado significativo p<0.05. NS: ndo significativo.
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Figura 20 - Niveis percentuais de expressio de leucdcitos SOX2*, leucdcitos
pSTAT3" TCD3*, TCD3" SOX2* e TCD3" pSTAT3" no sangue periférico de grupos
de pacientes com tamanho do tumor < 3,5cm (n=19) e >3,5cm (n=18) no carcinoma

escamoso de pénis. Os graficos estdo representados em mediana e interquartil (25-75). Foi

considerado significativo p<0.05. NS: nao significativo.
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Figura 21 - Niveis percentuais de expressio de leucocitos SOX2", leucocitos
pSTAT3" TCD3*, TCD3" SOX2" ¢ TCD3" pSTAT3" no sangue periférico de
pacientes com carcinoma escamoso de pénis em estadiamento pT1 (n=13) e pT2

(n=21). Os graficos estdo representados em mediana e interquartil (25-75%). Foi considerado

significativo p<0.05. NS: ndo significativo.
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59 NIVEIS PERCENTUAIS DE SOX2, STAT3, TCD3+,
TCD3+/SOX2+ E TCD3+4/STAT3 NO TECIDO TUMORAL DE ACORDO
COM AS CARACTERISTICAS CLINICAS

o Invasdo perineural

Nao foi observada diferenga significativa dos niveis de SOX2*, STAT3",
TCD3", TCD37/SOX2" ¢ TCD3"/STAT3" no tecido tumoral entre os grupos com e

sem invasao perineural (Figura 22).

. Tamanho tumoral < 3,5¢m e >3,5cm

Foram observados niveis percentuais elevados de SOX2 e TCD3+ no tecido
tumoral de pacientes com tamanho<3,5cm, quando comparados ao grupo com
tamanho >3,5cm (p=0,02 e p<0,0001, respectivamente). Nao houve diferenca
significativa nos niveis percentuais de STAT3+, TCD3+/SOX2+ e TCD3+/STAT3+

entre os grupos (Figura 23).

o Estadiamento (pT1 vs pT2)

No tecido tumoral, foram observados niveis percentuais elevados de expressao
de SOX2+no grupo em estadio pT2, enquanto os niveis foram elevados pSTAT3 no
grupo em estadio pT1(p<0,05). Nao houve diferenca significativa nos niveis
percentuais de TCD3+, TCD3+/SOX2+ ¢ TCD3+/STAT3+ entre os grupos (Figura

24)
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Figura 22 - Niveis percentuais de expressio de leucdcitos SOX2*, leucdcitos
pSTAT3" TCD3", TCD3" SOX2" ¢ TCD3" pSTAT3" no tecido tumoral de grupos
de pacientes com (IPN+) e sem invasao perineural (IPN-) no cancer de pénis. Os graficos
estdo representados em mediana e interquartil (25-75%). Foi considerado significativo p<0.05. NS: ndo

significativo.
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Figura 23 - Niveis percentuais de expressio de leucocitos SOX2", leucocitos
pSTAT3", TCD3", TCD3" SOX2" ¢ TCD3" pSTAT3" no tecido tumoral de grupos
de pacientes com tamanho do tumor < 3,5cm (n=19) e >3,5cm (n=18) no cancer de
pénis. Os graficos estdo representados em mediana e interquartil (25-75). Foi considerado significativo

p<0.05. NS: ndo significativo.
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Figura 24 - Niveis percentuais de expressio de leucdcitos SOX2*, leucdcitos

pSTAT3" TCD3*, TCD3" SOX2" e TCD3"* pSTAT3" no tecido tumoral de pacientes

com carcinoma escamoso de pénis em estadiamento pT1 (n=13) e pT2 (n=21). Os

graficos estdo representados em mediana e interquartil (25-75%). Foi considerado significativo p<0.05.

NS: nao significativo.
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5.10 ANALISES DE ASSOCIACAO DAS CARACTERISTICAS
CLINICAS COM OS NIVEIS DE SOX2+ E TCD3+SOX2+
ENCONTRADOS NO SANGUE PERIFERICO E NO TECIDO

TUMORAL DOS PACIENTES

Para as analises de associa¢do das caracteristicas clinicas com os niveis de
SOX2+ e TCD3+SOX2+, foram utilizados como ponto de corte os valores de mediana
(percentil 50) dos niveis relativos (%) encontrados no sangue e no tecido tumoral,
como detalhado na Tabela 4.

Foi encontrada a associagao dos niveis de leucocitos SOX2+ no sangue
periférico com status de sobrevida (p=0,02) dos pacientes com cancer de pénis, com
100% de sobreviventes no grupo com niveis < 11,5%. Nao foi observada a associacao
dos niveis SOX2+ no tecido tumoral com as variaveis analisadas. Nas analises dos
niveis de células TCD3+SOX2+ no sangue e no tecido tumoral, ndo foi observada a

associacao dessas células com as variaveis clinicas estudadas (Tabela 4).



Tabela 4 - Analises da associa¢do das caracteristicas clinicas de acordo com as medianas dos valores relativos de SOX2+ e
TCD3+SOX2+encontradas no sangue periférico e tecido tumoral dos pacientes com cancer de pénis

- p* p* p* p*
Leucécitos SOX2* SOX2* TCD3+ SOX2+ TCD3+ SOX2+
valor valor valor valor

Sangue Periférico Tecido Tumoral Sangue Periférico Tecido Tumoral
Valores Relativos (%) <115 >115 <93 >93 <0,90 >0,90 <20 >20
(percentil 50)
IDADE (anos) N=19 N=18 0,33 N=24 N=9 0,06 N=20 N=11 1,00 N=16 N=16 1,00
<60 11 (57,9) 7(38,9) 9375 7(77.8) 10 (50,0) 6 (54.,5) 8 (50,0) 7 (43,8)
> 60 8(42,1) 11(6L,1) 15(62,5) 2(22,2) 10 (50,0) 5(45,5) 8 (50,0) 9 (56,3)
LOCALIZACAO N=16 N=17 0,35 N=22 N=9 1,00 N=18 N=11 1,00 N=16 N=15 0,07
Glande 15(93,8) 13(76,5) 11 (50,0) 5(55,6) 15(83,3)  10(90,9) 6 (37,5) 11 (73,3)
Haste peniana e glande 1(6,3) 4(23,5) 11(50,0) 4(444) 3 (16,7) 1(9,1) 10 (62,6) 4 (26,7)
GRAU N=19 N=18 0,47 N=24 N=9 1,00 N=20 N=11 0,86 N=17 N=16 1,00
Gl 15(78,9) 17 (94,4) 21(87,5) 8(88,9) 17 (85,0) 9 (81,8) 15 (88,2) 14 (87,4)
G2/G3 4(21,1) 1(5,6) 3(12,5) 1(11,1) 3 (15,0) 2 (18,2) 2 (11,8) 2 (12,6)
ESTADIAMENTO CLINICO N=17 N=16 0,72 N=20 N=9 0,93 N=17 N=11 0,09 N=15 N=15 0,44
pT1 7(41,2) 51,2 8 (40,00 3(33,3) 3(17,7) 6 (54,5) 4 (26,7) 7 (46,7)
pT2 10 (58,8) 11 (68,8) 12 (60,0) 6 (66,7) 14 (82,3) 5(45,5) 11 (73,3) 8(53,3)
SUBITIPO HISTOLOGICO N=15 N=15 1,00 N=23 N=9 0,48 N=19 N=6 0,24 N=17 N=15 0,21
Usual 13 (86,7) 14(93.3) 22 (95,7) 8(88,9) 19 (100,0)  5(83,3) 17 (100,0) 13 (86,7)
Verruciforme 2 (13,3) 1(6,7) 1(4,3) 1(11,1) 0(0,0) 1 (16,7) 0 (0,0) 2 (13,3)
INVASAO PERINEURAL N=19 N=17 0,28 N=23 N=9 0,91 N=20 N=10 0,27 N=16 N=16 1,00
Sim 4(21,1) 7412 8(34,8) 3(33.,3) 9 (45,0) 2 (20,0) 6 (37,5) 5(31,2)
Nio 15(78,9) 10 (58.,8) 15(65,2) 6 (66,7) 11 (55,0) 8 (80,0) 10 (62,5) 11 (68,8)
INVASAO VASCULAR N=19 N=16 0,58 N=122 N=9 0,53 N=20 N=10 0,53 N=15 N=16 0,10
Sim 1(5,3) 2 (12,5) 3 (13,6) 0(0,0) 3(15,0) 0(0,0) 3 (20,0) 0(0,0)
Nao 18 (94,7) 14 (87.,5) 19 (86,4) 9 (100,0) 17 (85,0) 10 (100,0) 12 (80,0) 16 (100,0)
TAMANHO DO TUMOR N=19 N=18 0,19 N=24 N=9 0,43 N=20 N=11 0,06 N=17 N=16 0,30
<3,5cm 12(63,2) 7(38,9) 11 (45,8) 6 (66,7) 7 (35,0) 8(72,7) 7 (41,2) 10 62,5)
>3,5cm 7(36,8) 11 (61,1) 13 (54,2) 3(33,3) 13 (65,0) 3(27,3) 10 (58,8) 6 (37,5)
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Cont/ Tabela 4

p* p* p* p*
Leucécitos SOX2* SOX2* TCD3+ SOX2+ TCD3+ SOX2+
valor valor valor valor
Sangue Periférico Tecido Tumoral Sangue Periférico Tecido Tumoral
Valores Relativos (%)
<115 >11,5 <93 >93 <0,90 > 0,90 <20 >20
(percentil 50)
METASTASES N=19 N=18 0,65 N=24 N=9 1,00 N=20 N=11 0,11 N=17 N=16 0,33
Sim 2 (10,5) 3(16,7) 4(16,7) 1(11,1) 150 3273 4 (23,5) 1(6,2)
Nao 17(89,5) 15(83,3) 20(83,3) 8(88,9) 19 (95,0) 8(72,7) 13(76,5) 15(93,8)
STATUS DE SOBREVIDA N=18 N=18 0,02 N=24 N=9 1,00 N=20 N=11 1,00 N=17 N=16 0,65
Vivo 18 (100,0) 12 (66,7) 20(83,3) 7(77,8) 16 (80,0) 9 (81,8) 13(76,5) 14(87,5)
Nao 0(0,0) 6 (33,3) 4(16,7) 2(22,2) 4(20,0) 2(18,2) 4(23,5) 2(12,5)

*Teste exato de Fischer. Foi considerado significativo valor de p<0,05. Os pacientes sem informacdes referentes as variaveis relacionadas na tabela foram excluidos
destas andlises.
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5.11 ANALISES DE ASSOCIACAO DAS CARACTERISTICAS
CLINICAS COM oS NIVEIS DE pSTAT3+ E
TCD3+pSTAT3+ENCONTRADOS NO SANGUE PERIFERICO E NO

TECIDO TUMORAL DOS PACIENTES

Para as analises de associacdo das caracteristicas clinicas com os niveis de
pSTAT3+ e TCD3+ pSTAT3+, também foram utilizados como ponto de corte os
valores de mediana (percentil 50) dos niveis relativos (%) encontrados no sangue € no
tecido tumoral, como detalhado na Tabela 5.

Foi encontrada a associagdo dos niveis deTCD3+ pSTAT3+no sangue
periférico com o grau histologico. Foi observado que 96% dos pacientes com G1
apresentaram niveis sanguineos de TCD3+ pSTAT3+maiores que 0,53% (p=0,01).
Nao foi observada a associagdo dos niveis TCD3+ pSTAT3+ no tecido tumoral com
as variaveis analisadas.

Nas analises dos niveis de leucécitos pSTAT3+ no sangue e da expressao de
pSTAT3 no tecido tumoral, ndo foi observada associagdo com as varidveis clinicas

estudadas (Tabela 5).



Tabela 5 - Andlises da associagdo das caracteristicas clinicas de acordo as medianas dos valores relativos de pSTAT3+ e

TCD3+pSTAT3+encontradas no sangue periférico e no tecido tumoral dos pacientes com cancer de pénis

Leucécitos pSTAT3+ P* pPSTAT3+ p* TCD3+ pSTAT3+ p* TCD3+ pSTAT3+ P*
valor valor valor valor
Sangue Periférico Tecido Tumoral Sangue Periférico Tecido Tumoral
1 o,

Cereentil 50 (%) <36  >36 <07 >07 <05 >053 <13 > 1.3
IDADE (anos) N=20 N=17 0,19 N=13 N=14 0,02 N=9 N=25 0,70 N=16 N=15 0,15
<60 12 (60,0) 6 (35.3) 10(76,9)  4(28.6) 5(55.6) 11 (44,0) 10 (62,5) 5(33.3)
> 60 8 (40,0) 11 (64,7) 3(23,1)  10(71,4) 4 (44,4 14 (56,0) 6 (37.5) 10 (66,7)
LOCALIZACAO N=21 N=13 1,00 N=13 N=12 0,69 N=30 N=1 1,00 N=16 N=14 0,27
Glande 17(80,9) 11 (84,6) 6(462)  7(583) 25(80,6)  1(100,0) 6 (37.5) 9 (64,3)
Haste peniana e glande 4 (19,1 2(154) 7 (53,8) 5(41,7) 6(19,4) 0(0,0) 10 (62,5) 5(35,7)
GRAU N=20 N=17 1,00 N=13 N=14 0,59 N=9 N=25 0,01 N=16 N=15 0,10
Gl 17(85,0)  15(88,2) 11 (84,6) 13(92,9) 5(55,6) 24 (96,0) 12(75,0) 15 (100,0)
G2/G3 3 (15,0) 2(11,8) 2 (15,4) 1(7,1) 4 (44,4 1 (4,0) 4 (25,0 0(0,0)
ESTADIAMENTO CLINICO N=18 N=15 0,46 N=12 N=12 0,66 N=17 N=24 0,21 N=14 N=14 0,23
pT1 8 (44,4) 4(26,7) 3(250) 5(41,7) 1(14,3) 11 (45,8) 3(21,4) 7 (50,0)
pT2 10(56,6)  11(72,3) 9(75,0)  7(583) 6 (85,7) 13 (54,2) 11 (78,6) 7 (50,0)
CLASSIFICACAO HISTOLOGICA N=15 N=15 1,00 N=13 N=13 1,00 N=7 N=20 0,54 N=16 N=14 0,20
Usual 13(86,7)  14(93,3) 12(92,3)  12(92.3) 7(100,0) 17 (85,0) 16 (100,0) 12 (85,7)
Verruciforme 2(13,3) 1(6,7) 1(7,7) 1(7,7) 0 (0,0) 3 (15,0) 0 (0,0) 2 (14,3)
INVASAO PERINEURAL N=20 N=16 0,27 N=12 N=14 0,70 N=9 N=24 0,43 N=15 N=15 0,44
Sim 8 (40,0) 3(18,8) 4(33,3)  6(42,9) 4 (44,4) 7(29,2) 7 (46,7) 4(26,7)
Nio 12(60,0) 13 (81,3) 8(66,7)  8(57,1) 5(55,6) 17 (70,8) 8 (53,3) 11(73,3)
INVASAO VASCULAR N=20 N=15 1,00 N=12 N=13 0,59 N=9 N=24 1,00 N=15 N=14 1,00
Sim 2(10,0) 1(6,7) 2(16,7) 1(7,7) 1(11,1) 2(8.3) 2(13,3) 1(7,1)
Nio 18(90,0)  14(93,3) 10(83,3) 12(92,3) 8 (88.,9) 22 (91,7) 13 (86,7) 13 (92,9)
TAMANHO DO TUMOR N=20 N=17 0,74 N=13 N=14 0,12 N=9 N=25 1,00 N=16 N=15 0,15
<3,5cm 11 (55,0 8 (47,1) 4(30,8)  9(64,3) 5(55,6) 13 (52,0) 6 (37.5) 10 (66,7)
>3,5 cm 9 (45,0) 9 (52,9) 9(69.2) 5(35,7) 4 (44,4) 12 (48,0) 10 (62,5) 5(33,3)
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Cont/ Tabela 5

Leucocitos pSTAT3+  * PSTAT3+ p* TCD3+ pSTAT3+ p* TCD3+ pSTAT3+ p*
valor valor valor valor
Sangue Periférico Tecido Tumoral Sangue Periférico Tecido Tumoral

VEDELE TGt <36 >3,6 <07 >07 <053 >053 <13 >13
(percentil 50)
METASTASES N=20 N=17 1,00 N=13 N=14 0,16 N=9 N=25 0,56 N=16 N=15 1,00
Sim 3 (15,0) 2(11,8) 4 (30,8) 1(7,1) 0 (0,0) 4(16,0) 3(18,8) 2(13,3)
Nio 17 (85,0)  15(88.2) 9(69,2)  13(92,9) 9(100,0) 21 (84,0) 13 (81,3) 13 (86,7)
STATUS DE SOBREVIDA N=20 N=16 037 N=13  N=14 1,00 N=9 N=25 1,00 N=16 N=15 0,65
Vivo 18 (90,0)  12(75,0) 11(84,6) 11(78.,6) 8 (88,9) 20 (80,0) 12 (75,0) 13 (86,7)
Nio 2(10,0) 4(25,0) 2(154) 3(214) 1(11,1) 5(20,0) 4(25,0) 2(13,3)

*Teste exato de Fischer. Foi considerado significativo valor de p<0,05. Os pacientes sem informagdes referentes as variaveis relacionadas na tabela foram excluidos

destas analises.
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5.12 ANALISE DECORRELACAO ENTREO SANGUE PERIFERICO

E O TECIDO TUMORAL DOS PACIENTES

Foram realizadas anélises de correlagdo, para mostrar se os niveis de TCD3+,
CD44"e"CD24°% ¢ de SOX2+ ¢ pSTAT3+ encontrados no sangue periférico foram
semelhantes ao do infiltrado tumoral. Houve correlagdo positiva entre os niveis
encontrados no sangue periférico e no tecido tumoral de CD44"€"CD24°"pSTAT3+,
TCD3+SOX2+ e pSTAT3.Observou-se moderada correlagdo dos niveis
CD44MehCD24°"pSTAT3+ (1=0,669; p=0,024), baixa correlagio dos niveis de
pSTAT3 (r=0,487; p=0,018) e baixa correlagdo dos niveis de TCD3+SOX2+ (r=0,404;

p=0,029) entre o sangue e o tecido tumoral (Figura 25).
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Figura 25 - Analise da correlagio dos niveis TCD3+, CD44M¢"CD24!°" ¢ de SOX2+ e pSTAT3+ entre o sangue periférico e o tecido

tumoral de pénis. Spearman correlation test. Foi considerado significativo p<0,05.
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6 DISCUSSAO

Neste trabalho, foram avaliados pacientes com cancer de pénis atendidos no
Hospital de Cancer de Pernambuco (HCP), sendo o primeiro estudo desenvolvido no
HCP que mostra o perfil de expressio de CD44Me"CD24°% STAT3+, SOX2+e TCD3+
no sangue e no tecido tumoral no cancer de pénis. O HCP ¢ responsavel pelo
atendimento de 55% dos pacientes com cancer do Estado de Pernambuco, sendo um
hospital que atende exclusivamente a usuérios do Sistema Unico de Satide (SUS).
Foram avaliados 38 pacientes com CaPe com mediana de idade de 61 anos (37 - 80
anos). No mundo, observa-se o cancer de pénis na faixa etaria entre 40 e 70 anos; no
Brasil, a média esta entre 55 e 60 anos, enquanto nos paises desenvolvidos, a média ¢
mais alta, em torno dos 70 anos (ORNELLAS et al. 1994; FAVORITO et al. 2008).
HERNANDEZ et al. (2008) mostraram que, nos EUA, ocorreram mais mortes e
diagnosticos em idades mais precoces entre os afrodescendentes, talvez devido ao fato
de esse grupo, mesmo nos EUA, em sua maioria, ser de baixa condi¢cdo
socioecondmica.

A classificagdo da National Comprehensive Cancer Network (SPIESS e POCH
2017) considera como jovens idosos aqueles com idade entre maior que 65 ¢ menor
ou igual a 75 anos; idosos, entre maior que 76 ¢ menor ou igual a 85 anos; e idosos
muito idosos, maior que 85 anos (BALDUCCI et al. 2006). A OMS em 2015
considerou, nos paises em desenvolvimento, idosos aquelas pessoas com idade acima
de 60 anos, conforme a Politica Nacional do Idoso (PNI), disposto na Lei n° 8. 842, de

4 de janeiro de 1994, sendo o mesmo parametro aplicado pelo Estatuto do Idoso, Lei
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n°10.741, de 1° de outubro de 2003 (Brasil 2013). Com base na classificagdo da OMS,
os pacientes deste estudo foram distribuidos em dois grupos com idade < 60 e >60
anos.

Na descrigdo das caracteristicas clinicas, a glande foi a mais acometida com o
tumor primario, com 76% dos casos, seguida da haste peniana (14%). WANICK et al.
(2011) mostraram uma série de CEC de pénis com 91% desta amostra em glande,
sendo a maior frequéncia de estadio pT2 (55,3%) e 5 casos de doenga metastatica
(13,2%).

E pacifico na literatura que o carcinoma de pénis deve ser diagnosticado e
tratado precocemente. No momento, o tratamento padrio ouro € o cirurgico, sendo a
cirurgia diretamente relacionada com o tamanho da lesdo e da invasdao (POMPEO
1993), e a linfadenectomia ¢ uma forma de estadear e tratar, determinando o
prognostico para o doente, ja que a presenga de metastase para linfonodo representa o
principal fator de prognostico do carcinoma peniano (ORNELLAS et al. 1994; LOPES
etal. 1996; MCDOUGAL et al. 2005). A presenca de linfonodos palpaveis nem sempre
se traduz como doenga metastatica. Um pouco mais de 50% dos linfonodos palpaveis
tém doenca metastatica, ¢ 30% dos linfonodos nao palpaveis tém doenca metastatica
(MCDOUGAL et al. 1995).

Neste estudo, as analises realizadas no sangue periférico apresentaram niveis
percentuais elevados de células CD44"€"CD24/°% dos pacientes com cancer de pénis,
quando comparadas as dos controles. Verificou-se que os niveis percentuais de células
CD44"eh/CD24"™¢ foram elevados nos pacientes com invasdo perineural (IPN+) no
sangue e no tecido tumoral, quando comparados aos sem invasdo perineural. Para

analise entre grupos com diferentes estadios da doencga, os nossos pacientes
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apresentaram elevados niveis de células CD44"e"CD24!°% no grupo com estadio pT2,
quando comparados ao grupo com estadio pT1, apenas no sangue periférico. Esses
dados sugerem que esses marcadores tém potencial como marcador de diagnostico e
prognostico do CaPe, pois sdo conhecidos como marcadores de células-tronco
tumorais e sao utilizados principalmente para a identificagao e isolamento de CSCs de
diferentes tumores s6lidos. O CD44 ¢ considerado um marcador CSC em potencial na
maioria dos tumores (DU et al. 2008; BOTCHKINA et al. 2009; LEUNG et al. 2010;
ZHOU et. al. 2010). O CD24 ¢ outro importante marcador, cujo valor progndstico e
significancia permanecem dependentes do nivel de expressao.

Também se observou neste estudo um aumento dos niveis de células
CD44Me"CD24" no grupo de pacientes com tumores maiores que 3,5cm. No tecido
tumoral, os niveis dessas células foram reduzidos nos tumores maiores que 3,5 cm,
sendo o inverso do que foi encontrado no sangue periférico. O CD24 foi investigado
em combina¢do com o CD44 e outros marcadores em varios tipos de cancer. Apds a
identificagdo de CSCs no cancer de mama, esses dois marcadores ganharam um
interesse consideravel sendo estudada sua importancia como marcadores de superficie
de CSC em outros tipos tumorais (AL-HAJJ et al. 2003). GHUWALEWALA et al.
(2016) mostraram que as células CD44M8'CD24"°% isoladas das linhas celulares de
carcinoma escamoso oral ndo sé expressam genes relacionados com células-tronco,
mas também exibem caracteristicas de transicdo epitelial-mesenquimatosa. Essa
populagio de células CD44"€"CD24°% deu origem a todos os outros tipos de células
apos a diferenciacao.

No tecido tumoral, os niveis de células CD44Me"CD24°¥SOX2+ e de

CD44MehCD24°"STAT3+ foram elevados nos pacientes com invasdo perineural
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(IPN+). Observou-se, porém, o inverso com relacdo ao grupo de pacientes com
tumores maiores que 3,5cm, pois este apresentou niveis percentuais reduzidos de
células CD44Me"CD241°VSOX2+ ¢ CD44"$"CD24"°YSTAT3+, quando comparado ao
grupo com tamanho menor que 3,5cm. Levantou-se a hipotese de que o ponto de corte
definido para anélises do tamanho tumoral pode ter influenciado os resultados deste
estudo, ja que houve uma discordancia entre duas variaveis clinicas importantes no
prognostico do cancer de pénis, na invasao perineural e no tamanho do tumor.

Nas analises de associa¢do das caracteristicas clinicas com os niveis de
célulasCD44"¢"/CD24'%  foram encontrados associagio dos niveis de
célulasCD44e"/CD24°% no sangue periférico com o tamanho do tumor
(p=0,04);status de sobrevida (p=0,01) com maior frequéncia de tumor > 3 cm no grupo
com valor acima de 12,6, ¢ maior frequéncia de 6bito no grupo com valor abaixo de
12,6. O status de células-tronco tumoral induzido por SOX2 foi demonstrado no cancer
colorretal (CCR) in vitro, e foi associada redugo da sobrevida nos pacientes CCR com
elevada expressdo tumoral de SOX2. Em consonancia com essa hipotese, as células
tumorais com expressdo SOX2 mostraram uma expressao aumentada dos marcadores
de células-tronco CD24 ¢ CD44 (LUNDBERG et al. 2016). J4 foi mostrado que o
CD24¢ regulado por SOX2, e 0 CD44 ¢ também o principal receptor do componente
hialurénico da matriz extracelular, tendo sido demonstrado que a expressao do CD44
nas células tumorais se correlaciona com a adesdo das células tumorais as células
endoteliais e também com a metastase. Em um estudo que avaliou um grupo de
marcadores, incluindo SOX2 e CD44, identificaram pacientes com pior prognostico
(FANG et al. 2010; OLSEN et al. 2014; CAMILO et al. 2014; ONG et al. 2015).

Diferente do que foi observado no CCR, niveis reduzidos de



79

CD44Meh/CD24°SOX2+no sangue e no tecido tumoral foram associados ao aumento
da frequéncia de Obitos dos pacientes com cancer de pénis. Nas andlises
CD44"gh/CD24'% pSTAT3+, porém, obtiveram-se valores de “p” proximo a
significancia estatistica, com uma elevada frequéncia de 6bito no grupo com valores
elevados dessas células no sangue periférico. A expressdo de SOX2 foi identificada
como um marcador importante de células-tronco tumorais no cancer de cabeca e
pescoco (CCP), no entanto a significancia clinico-patoldgica e prognostica da SOX2
em pacientes com CCP permanece controversa. Como, para o nosso conhecimento,
ndo existem estudos que avaliaram células CD44"€"/CD24°*SOX2+ nos diferentes
tipos de carcinomas escamocelulares, particularmente cancer de pénis, ndo temos
parametros que possam nos ajudar na interpretagdo dos nossos dados.

Alguns estudos relatam que os niveis de SOX2 sao regulados pelo CD24, e isso
nos remete a sugerir que a baixa expressao de CD24 possa ter interferido nos niveis de
SOX2+. Estudos também indicam alta variag¢do entre as propor¢des de CD44 ¢ CD24
(LEUNG et. al. 2010; ZHOU et. al. 2010; JAGGUPILLI e ELKORD 2012). Assim, a
no¢do da combinacdo definitiva de marcadores com base em suas propriedades
fisioloégicas e funcionais em cada tumor poderia ajudar na designagdo de uma
combinag¢do de marcadores especificos para cada tipo tumoral.

A analise de SOX2 e STATS3 foi realizada no sangue periférico de pacientes e
controles. Foram observados niveis percentuais reduzidos de leucécitos SOX2+,
TCD3"/SOX2" e elevados de leucocitos pSTAT3+ nos pacientes, quando comparados
aos controles. Por sua vez, no cancer de pulmao avangado, SODJA et al. (2016)
mostraram que a expressao de SOX2 foi maior no sangue total de pacientes com cancer

de pulmdo de pequenas células avancado em comparagdo com controles saudaveis.
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Foi estabelecida uma correlagdo significativa entre os niveis de expressdao de SOX2 e
o numero de sitios metastaticos distantes. Na analise de sobrevida, pacientes com alta
expressdo de SOX2 apresentaram menor sobrevida global. Isso sugere que estagio
mais avancado da doenga pode modular os niveis de SOX2 no sangue.

Foi demonstrado que o STAT3 ¢ constitutivamente ativado em células
tumorais, células endoteliais ¢ mieloides, macréfagos associados a tumores e células
dendriticas. Outros estudos sugeriram que o STAT3 ativo € regulado positivamente em
células imunes que infiltram o tumor, incluindo células dendriticas, células natural
killer (NK) e granuldcitos (WANG et al. 2004; KORTYLEWSKI et al. 2005; XIN et
al. 2009). WANG et al. (2014) mostraram que o nivel de pSTAT3 foi elevado nas
células T no sangue periférico de pacientes com carcinoma hepatico, quando
comparado aos controles, no entanto, neste estudo, os pacientes com cancer de pénis
nao apresentaram diferenga significativa de TCD3-+pSTAT3+, quando comparados aos
controles.

Nas analises de acordo com as caracteristicas clinicas estudadas, observou-se
aumento dos niveis de leucécitos totais SOX2+ no sangue dos pacientes com invasao
perineural, com tumor maior que 3 cm e em estadio pT2. Isso mostra que a expressao
de SOX2+ pode ser diferente nas diversas populagdes celulares. Também foi
encontrada a associacdo dos niveis de leucocitos SOX2+ no sangue periférico com
status de sobrevida dos pacientes com cancer de pénis, com 100% de ébitos no grupo
com niveis > 11,5%. Com relacdo aos niveis de pSTAT3 no sangue, observou-se
aumento dos niveis nos pacientes sem invasao perineural, sugerindo ser um marcador
de prognostico favoravel no cancer de pénis.

Um estudo de meta-analises realizado por DONG et al. (2014) e baseado nos
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dados de 7 estudos (9 coortes), para avaliar a associacao entre a SOX2 e os parametros
clinico-patologicos / progndsticos em pacientes com cancer de cabeca € pescogo
(CCP), mostrou que hazardratio (HR) ou oddsratio com seu intervalo de confianca de
95% (CI) foi usado como a estimativa do tamanho do efeito. Os resultados da analise
sugeriram que a elevada expressdo de SOX2 foi um marcador preditivo desfavoravel
na sobrevida global dos pacientes com CCP. Além disso, o aumento de SOX2 também
foi significativamente associado com tumores de alto grau histologico, estagio
avancado TNM, metéstase linfonodal e metastase a distancia. Esses autores sugeriram
que a expressao de SOX2 pode ser utilizada como um candidato a biomarcador
prognostico desfavoravel para pacientes com CCP, indicando que pode ser um
potencial alvo terapéutico.

No tecido tumoral dos pacientes comCaPe, verificaram-se baixos niveis
percentuais de SOX2 dos pacientes com tamanhos maiores que 3,5¢cm, porém elevados
nos pacientes em estadio pT2. Os niveis de SOX2 foram diferentes entre o sangue e o
tecido tumoral nas andlises por tamanho tumoral, o que sugere que os pacientes com
tumores maiores que 3,0 cm tinham niveis elevados de leucocitos SOX2 no sangue
devido a reducao de migracao dessas células para o tecido, levando a redugao dos seus
niveis no tecido tumoral. Os fatores de crescimento ¢ os mediadores inflamatorios
presentes no microambiente tumoral podem interferir na migra¢do de células com
maior expressao de SOX2+.

Os niveis de pSTAT3+ no tecido tumoral, no entanto, foram elevados nos
pacientes com um melhor quadro clinico, pois houve aumento desse marcador nos
pacientes em estadio pT1 e com tumores menores que 3,5 cm. Também se observou

uma associagdo dos niveis de pSTAT3 com a idade dos pacientes: o grupo com idade
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> 60 anos apresentou maiores niveis de pSTAT3. Devido a diversos estudos na
literatura com evidéncias controversas da associacdo entre a expressdo STAT3 e a
sobrevida dos pacientes com tumores solidos, WU et al. (2016) realizaram um estudo
de meta-analise, utilizando 63 estudos com STAT3 identificados no Medline
(PubMed). Esses autores mostraram que a elevada expressdo de STAT3 associou-se
significativamente a pior sobrevida global em 3 anos e 5 anos nos pacientes com
tumores s6lidos. A analise de subgrupo mostrou que a expressao elevada de STAT3 foi
associada com o pior prognostico de cancer gastrico, cancer de pulmio, gliomas,
cancer hepatico, osteosarcoma, cancer de prdstata, cancer pancreatico, mas melhor
prognostico de cancer de mama.

Com relagdo aos niveis encontrados de células TCD3+ dos pacientes, foram
encontrados baixos niveis dessas células nos tumores acima de 3,5 cm no sangue ¢
tecido tumoral. YANG et al. (2017), realizado estudo em cancer de pulmao, relataram
que os pacientes com indice elevado de linfécitos T apresentaram uma melhor
sobrevida e sem progressao tumoral, indicando um progndstico favoravel.

Observou-se correlacdo dos niveis CD44"e"CD24°"pSTAT3+, de pSTAT3 e
de TCD3+SOX2+ entre o sangue ¢ o tecido tumoral dos pacientes com cancer de pénis.
Existe uma busca por marcadores pouco invasivos que possam servir para o
diagndstico e o progndstico no cancer. O fato de termos encontrado correlacdo dos
niveis desses marcadores entre o sangue e o tumor no cancer de pénis abre diversas
possibilidades para que novos estudos avaliem esses marcadores antes e apos
tratamento, a associagdo com a sobrevida global e livre de doenga ou de progressao.
Segundo estudo de SODJA et al. (2016), a expressdo de RNAm de SOX2 no sangue

total pode ser um marcador nao invasivo promissor para triagem molecular de cancer
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de cabeca e pescoco e importante marcador prognostico nos pacientes com doenga
avancada tratados com quimioterapia, indicando um papel importante dos reguladores
de células-tronco tumorais circulantes na disseminacao dos tumores.

Poucos trabalhos avaliaram pacientes com cancer de pénis, talvez por ser uma
doenga agressiva com importante impacto psicoldégico e social, e as maiores
incidéncias sdo em paises em desenvolvimento ou subdesenvolvidos (FAVORITO et
al. 2008).

Também ¢ importante ressaltar que estudos comparando niveis de marcadores
no sangue e no tecido tumoral utilizando um mesmo método de analises sdo poucos.
Neste trabalho, foram utilizadas técnicas automatizadas quantitativas, o que reduz os
vieses nos pontos de corte utilizados para os niveis percentuais marcadores no sangue
e no tumor. Além disso, a investigacdo desses marcadores no sangue periférico
apresenta algumas vantagens, como ser menos invasiva, de facil acesso e
possibilitando analises desde o diagnostico, o tratamento e a recidiva. Este estudo
amplia o conhecimento sobre a participacdo do SOX2+, STAT3+, CD44 ¢ CD24 em
um outro tipo de tumor, sendo que esses marcadores tém potencial com novas

abordagens terapéuticas no cancer de pénis.
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CONCLUSAO

Com os resultados deste estudo, foi possivel concluir:

Existem alteracdes dos niveis de CD44"ehCD24"°% CD44MehCD24°¥pSTAT3*
e CD44"ehCD24°"SOX2 no sangue e no tecido tumoral dos pacientes CaPE,
sendo esses marcadores bem conhecidos para avaliar o progndstico de
diferentes tumores.

A presenga de niveis detectaveis de CD44MehCD24low,
CD44Me"CD24°"pSTAT3" e CD44"e"CD24°¥SOX2 no sangue periférico dos
pacientes evidenciados por exames menos invasivos, de facil acesso € o que
possibilita obter diagnostico e prognostico.

Os niveis elevados de CD44"ehCD24°% ¢ SOX2 nos pacientes com doenca
avancada sugerem que esses marcadores podem predizer o prognostico no
cancer de pénis;

Existe correlagdo dos niveis de alguns marcadores CD44"€"CD241°"pSTAT3+
entre o sangue e o tecido, o que reforga que € possivel avaliar esses marcadores
no sangue, sem a necessidade de esperar a resseccao do tumor de pénis;
Existe associagdo dos niveis CD44MECD241°% ¢ CD44MhCD24°¥SOX2 no
sangue ¢ no tecido com status de sobrevida, sendo a niveis baixos desses
marcadores associados ao aumento da frequéncia do 6bito no cancer de pénis,

reforcando o valor do prognoéstico do CD44, CD24 e SOX2;
No cancer de pénis, a presenca de p-STAT3 e TCD3+ foi associada a um

prognoéstico mais favoravel, pois foram observados niveis mais elevados nos

pacientes sem invasdo e em estadio pT1.
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Apéndice 1 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido do paciente e do controle

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto de Pesquisa: AVALIACAO DA EXPRESSAO DO SOX2/SOX4 E DO
RECEPTOR CD44 COMO BIOMARCADOR DE PROGNOSTICO NO
CANCER DE PENIS

Nome do Voluntario:

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

PROPOSITO E OBJETIVO DO PROJETO

Este projeto ¢ um esforco conjunto entre pesquisadores para utilizar os recentes
avangos na medicina na tentativa de diagnosticar precocemente casos de cancer de
pénis, como também buscar solu¢des que facilitem o tratamento dos pacientes com
cancer de pénis.

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

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

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

PARTICIPACAO VOLUNTARIA - Isto é apenas um convite.

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

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

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



diagnosticada.

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

Mapeamento genético da neoplasia maligna do pénis com a possibilidade de
individualizar o tratamento para tumores mais agressivos € menos invasivo e para
tumores ndo agressivos.

CARATER CONFIDENCIAL DOS REGISTROS

Além da equipe de saude que cuidara de vocé, seus registros médicos poderdo ser
consultados pelo Comité de Etica do Hospital de Cancer de Pernambuco e pela equipe
de pesquisadores envolvidos. As amostras de tecido serdo processadas de tal forma,
que sua privacidade e identidade sejam preservadas. Seu nome nao sera revelado, ainda
que as informagdes de seu registro médico sejam utilizadas para propdsitos educativos
ou de publicacdo, que ocorrerdo independentemente dos resultados obtidos.

TRATAMENTO MEDICO EM CASO DE DANOS

Caso vocé aceite este convite e se vocé tiver a necessidade de atendimento médico,
durante ou apos este estudo, este ficard a cargo da instituicdo. Seu tratamento e
acompanhamento médico independem de sua participacao neste estudo.

CUSTOS

Caso vocé aceite este convite e se vocé tiver a necessidade de atendimento médico,
voce ndo terd qualquer custo ou forma de pagamento pela participagdo no projeto de
pesquisa. A participacdo no projeto € voluntdria, e vocé ndo sofrerd nem uma
penalidade, caso ndo autorize a sua participacdo. Todo o seu tratamento e
acompanhamento médico serdo os mesmos, independente de sua decisdo de autorizar
ou ndo a participacdo no projeto.

BASES DA PARTICIPACAO

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

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

Nos estimulamos vocé ou seus familiares a fazer perguntas a qualquer momento do
estudo. Neste caso, por favor, ligue para o Dr. Felipe Dubourcq, no telefone (81)
96661112. Se vocé tiver perguntas com relagdo a seus direitos como participante do
estudo clinico, também pode contar com uma segunda pessoa imparcial, o Comité de
Etica em Pesquisa do Hospital de Cancer de Pernambuco, Avenida Cruz Cabuga 1597,
Santo Amaro, telefones (81) 3217-8197. E-mail: cep@hcp.org.br.

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




atenda as condutas éticas.

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

CONSENTIMENTO
Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacgdes que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo o objetivo e os testes laboratoriais que serdo
realizados neste trabalho.
Ficaram claros para mim quais sdo os objetivos do estudo, os testes laboratoriais que
serdo realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de
esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que estou isento de despesas e que
terei a garantia do acesso a tratamento hospitalar, quando necessario. Concordo
voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a
qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizos ou perda
de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido ou no meu atendimento neste servigo.
Declaro estarem claros para mim quais sdo os objetivos desta atividade, como
participarei, que terei garantia de confidencialidade e a certeza de que obterei
esclarecimentos a qualquer momento bem como a retirada deste consentimento a
qualquer momento. Estou ciente de que minha participagdo ¢ isenta de despesas ou
ganhos financeiros e que isso nao ira interferir no meu tratamento.
Se os meus materiais bioldgicos guardados no Biorrepositério do Hospital de Cancer
de Pernambuco forem utilizados em pesquisas aprovadas pelo Comité de Etica em
Pesquisa, escolho livremente a op¢ao abaixo assinalada:
[ Autorizo a utilizacdo dos meus materiais bioldgicos sem necessidade de novo
consentimento a cada pesquisa.
[] Desejo ser contatado para autorizar o uso dos meus materiais bioldgicos a cada
pesquisa e, em caso de impossibilidade de contato comigo, indico que a nova
autorizacao seja fornecida pelo senhor (a):
(nome e contato do familiar ou representante legal)
assinatura do participante

Assinatura do Responsavel Legal/Testemunha Imparcial

Recife, de 20

Dra. Leuridan Cavalcante Torres
Dr. Felipe Dubourcq de Barros
(Pesquisadores responsaveis)



TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (Controle

saudavel)

1. Nome Do €Convidado. ....... ..o
Documento de Identidade N°: ........ccccooiiiiiiiiiiiiie Sexo: M .F.

Data Nascimento: ........ [vieee. .

ENdErego ..ooouvieiieiiieiiecieeeeeeeee e 2 R Apto: ............
BaiITo: oo Cidade

Telefone: Ddd (............ ) ettt e e e e e e e b e e e aaeeebaeennrees
2. ResponSAVEl Le@al ......cccooeiiiiiiiiieeiice e
Natureza (Grau De Parentesco, Tutor, Curador

EtC.) oo

1. Titulo do Projeto: Avaliagdo da Expressdao do Sox2/Sox4 e do Receptor Cd44 Como
Biomarcador de Prognoéstico no Cancer de Pénis

2. Pesquisadores Responsaveis: Cargo/Func¢ao:

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

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

Dr. Felipe Dubourcq de Barros - Urologista do HCPE

3. Unidade: Hospital do Cancer de Pernambuco, Laboratério de Pesquisa
Translacional do Imip

4. Avaliagdo do Risco da Pesquisa:

Sem Risco Risco Minimo X Risco Médio



Risco Baixo Risco Maior

5. Duragao da Pesquisa: 48 Meses

6. O objetivo deste trabalho ¢ estudar a imunidade dos pacientes comcancer de
pénis.Portanto, convidamos o senhor (a) para participar deste trabalho como

individuo controle.

7. Os testes laboratoriais serdo relacionados com a imunidade.

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

laboratoriais.

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

10. Nao existe beneficio direto para a pessoa convidada.

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

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

13. Nao serdo divulgados os nomes dos convidados.



14. Os convidados poderdo ser informados dos resultados obtidos nos testes

laboratoriais.

15. Os convidados ndo terdo nem um custo pessoal durante a realizagdo do trabalho,
incluindo exames e consultas. Nao haverd compensacdo financeira para os

participantes.

16. Em caso de dano fisico, diretamente causado pela coleta de sangue, o
convidado tem o direito a tratamento médico no Hospital do Céancer de

Pernambuco.

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

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informagdes que li ou que
foram lidas para mim, descrevendo o objetivo e os testes laboratoriais que serdo
realizados neste trabalho. Ficaram claros para mim quais sdao os objetivos do estudo,
os testes laboratoriais que serdo realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que meu
filho (a) ou convidado esta isento de despesas e que tem a garantia do acesso a
tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente que meu filho
(a) participe (ou em participar) deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a
qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuizos ou perda

de qualquer beneficio que eu possa ter adquirido ou no atendimento neste servico.

CONSENTIMENTO

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

Ficaram claros para mim quais sio os objetivos do estudo, os testes laboratoriais
que serao realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade
e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que estou isento de

despesas e que terei a garantia do acesso a tratamento hospitalar quando



necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei
retirar o meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo,
sem penalidades ou prejuizos ou perda de qualquer beneficio que eu possa ter
adquirido ou no meu atendimento neste servico.

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

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

[0 Autorizo a utilizacdo dos meus materiais biolégicos sem necessidade de novo
consentimento a cada pesquisa.

[J Desejo ser contatado para autorizar o uso dos meus materiais biolégicos a cada
pesquisa e, em caso de impossibilidade de contato comigo, indico que a nova

autorizacio seja fornecida pelo senhor (a):

(nome e contato do familiar ou representante legal)

Assinatura do participante:

Assinatura do Responsavel Legal/Testemunha Imparcial

Recife, de 20

Dra. Leuridan Cavalcante Torres
Dr. Felipe Dubourcq de Barros

(Pesquisadores responsaveis)



Apéndice 2 - Ficha Clinica

FICHA CLINICA

1. NOME

2. IDADE:

3. RG:

4, DATA

5. MATRICULA:

6. LOCALIZACAO DA LESAO

GLANDE ( ) CORPO( ) BASE( )
7. LINFONODOS PALPAVEIS
SIM( ) NAO( )

8. LHP

CEC ( ) OUTROS ( )

9. THQ - p16

Positivo( )  Negativo ()

10. ESTADIAMENTO CLINICO

T N M

11. CIRURGIA

SIM( ) NAO( ) QUANDO

12. TIPO DE CIRURGIA
FALECTOMIA ( ) CIRURGIA CONSERVADORA ( )
13. LHP CIRURGICO

Pt pN

14. GRAU DE DIFERENCIACAO
GI()G2()G3()G4()

15. IPN
SIM( ) NAO( )
16. IAL

SIM () NAO( )



17.  MARGENS COMPROMETIDAS
SIM () NAO( )

10. METASTASES LINFONODAIS

SIM () NAO( )

11. LINFONODO ACOMETIDO
INGUINAL ( ) ILIACO( )
11 OBITO

SIM ( ) NAO ( ) QUANDO




Anexo 1 - Parecer Consubstanciado do CEP/HCP

SOCIEDADE PERNAMBUCANA

DE COMBATE AO CANCER- W
sPcC

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIACAO DA EXPRESSAO DO S0X2/SOX4 E DO RECEPTOR CD44 COMO
BIOMARCADOR DE PROGNOSTICO NO CANCER DE PENIS

Pesquisador: FELIPE DUBOURCQ DE BARROS

Area Tematica: Genética Humana:
(Trata-se de pesquisa envolvendo Genética Humana que ndo necessita de analise
ética por parte da CONEP;);

Versao: 2
CAAE: 44832015.2.0000.5205
Instituigao Proponente: SOCIEDADE PERNAMBUCANA DE COMBATE AO CANCER -SPCC

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio
FUNDACAO DE AMPARO A CIENCIA E TECNOLOGIA - FACEPE
MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAQ

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.098.227
Data da Relatoria: 09/06/2015

Apresentagao do Projeto:

O projeto em questdo serda um estudo prospectivo, exploratorio e translacional

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar a expresséo do receptor de superficie CD44 e dos fatores de transcricio SOX2 e SOX4 no cancer
escamoso de pénis primario e metastatico

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os riscos para os sujeitos sdo inerentes ao tipo de tratamento e ndo a pesquisa em questio. Os riscos para
a comunidade sdo minimos.

Beneficios:

O potencial beneficio advindo das informagdes geradas pela pesquisa podera contribuir para o manejo de
casos semelhantes no futuro. os beneficios diretos para os sujeitos da pesquisa sa@o inexistentes.

Enderego: Aw. Cruz Cabuga. 1507

Bairro: Santo Amaro CEP: 50.040-D00
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (813)217-8107 Fax: (B13217-8187 E-mail: cep@hcp.org.br

Pagna 01 de @



SOCIEDADE PERNAMBUCANA
DE COMBATE A0 CANCER- QREBram
SPCC

Congnuagdo do Parecer 1.098.227

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Projeto de acordo, atende aos critério éticos.A metodologia esta bem descrita nos detalhes da
pesquisa,assim como esta claro o local da pesquisa e o numero de participantes.
Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

TCLE com linguagem Clara e acessivel ao paciente

Recomendagoes:

nenhuma

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

projeto aprovado,apos apresentagdo da carta de anuéncia do laboratério

Situagao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

RECIFE, 09 de Junho de 2015

Assinado por:
ISABEL CRISTINA LEAL
(Coordenador)
Enderego: Av. Cruz Cabuga, 1567
Bairro: Santo Amaro CEP: 50.040-000
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (812)217-8107 Fax: (813)217-8107 E-mail: cep@hcp.org.br

FPagna @ de @



Anexo 2 - Sistema de Estadiamento TNM AJCC 7¢ EDICAO

TUMOR PRIMARIO (T)

Tx

Tumor primario ndo pode ser identificado

linfadenomegalia pélvica uni ou

bilateral

TO Sem evidéncia de tumor primario

Tis Carcinoma in situ

Ta Carcinoma verrucoso ndo invasivo

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

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

T2 Tumor invade o corpo esponjoso ou cavernoso

T3 Tumor invade invasdo de uretra

T4 Tumor invade estruturas adjacentes

LINFONODOS REGIONAIS (N)
Clinico Patologico

Nx Nao acessiveis Nao acessiveis

NO Nao palpéveis ou aumentados Sem metastases linfonodais

N1 Linfonodo inguinal palpavel e | Metastase em um Unico
movel unilateral linfonodo inguinal

N2 Linfonodos inguinais multiplos | Metastases ~ multiplas  ou
ou bilaterias bilaterais em  linfonodos

regionais
N3 Massa inguinal palpavel fixa ou | metasteses com  extensdo

extranodal ou metastases em

linfonodos pélvicos

METASTASES A DISTANCIA (M)

Mo

Sem metastases a distancia

M1

Com metastases a distancia

Fonte: Adaptado de SOBIN et al.

(2009)




