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RESUMO

Marinho F. Avaliagdo da expressdo de TollLike Receptors (TLR), e fatores de
transcricio MPKp38 e NFkBp65 em pacientes com carcinoma escamoso de
pénis. S3ao Paulo; 2019. [Tese de Doutorado-Programa de Po6s-Graduagdao em
Oncologia da Fundagao Antdnio Prudente, em Parceria com o Hospital de Cancer de

Pernambuco].

Introducio: A modulacdo do processo inflamatério por TLRs pode ser um fator
chave no desenvolvimento e progressdo tumoral, induzindo tanto a respostas pro-
tumorais, como anti-tumorais, muitas vezes através da regulacdo da sinalizagdo pela
NF-«B e subsequente produgdo de fatores de crescimento e proteinas anti-
apoptdticas. A magnitude e duracdo da ativacdo dos TLRs sdo fundamentais para o
desenvolvimento de um estado inflamatério pro-tumoral ou resposta anti-tumoral. O
conhecimento de suas vias pode influenciar na aplicagdo clinica dos imunoterdpicos
como tratamento do carcinoma escamoso de pénis. Consequentemente, decidimos
investigar a expressdao de receptores TLR e fatores de transcri¢do em pacientes com
cancer de pénis, ainda nao descrito na literatura. Objetivos: Avaliar a expressao dos
receptores Toll-like 2 ¢ 9, e das vias de sinalizagdo intracelular NF-kBp65 e
MAPKp38 no carcinoma escamoso de pénis. Métodos: Foram incluidos um total de
38 pacientes masculinos com cancer de pénis, com idade > 18 anos. Como grupo
controle, foram incluidos 15 homens saudaveis. A concentragdo sérica de proteinas
foi determinada pela técnica de citometria de fluxo. Para andlises estatisticas, foram
utilizados os testes de Mann-Whitney e de correlagao de Spearman. Foi considerado
significativo p < 0,05. Resultados: Em sangue periférico, houve uma maior
quantidade de leucocitos com expressdo de TLR2 e MAPKp38 em pacientes,
compardo aos controles saudaveis (p=0,002 e p<0,0001, respectivamente), enquanto
os leucocitos que expressavam TLR9 e NFkB foram mais numeroso em controles
saudaveis (p=0,03 e p=0,03, respectivamente). Em neutréfilos, havia um maior
nimero com expressdo de NFkBp65 e MAPKp38, em controles (p=0,001 e

p<0,0001, respectivamente). J& nos mondcitos, havia o maior nimero de células com



expressao de TLR9 e MAPKp38, em pacientes com cancer de pénis (p=0,003 e
p=0,01, respectivamente). Nos pacientes com tumores > 3,5 cm, hd um maior
numero de leucocitos totais que expressam TLR9, NFkBp65 e MAPKp38 (p=0,01;
p=0,008 e p=0,03, respectivamente), uma maior quantidade de neutrdéfilos com
expressdo de TLR2 e NFxBp65 (p=0,0008 e p=0,01, respectivamente). J4 em
tumores < 3,5 cm, uma maior quantidade de mondcitos expressavam NFxBp65
(p=0,02). Nao houve diferenga em leucdcitos totais, na expressdo dos receptores ou
fatores de transcricao na avaliagcdo de IPN (Invasdo perineural), porém em pacientes
com [PN+, havia um maior nimero de mondcitos e neutréfilos com expressdo de
TLR9 (p=0,009 e p=0,0003, respectivamente). No tecido tumoral, houve uma maior
expressdao de TLR9 e NFkBp65 em pacientes com tumores < 3,5cm (p= 0,02). Nao
foi observado correlagdo entre niveis de TLR2, TLR9 e NFkBp65 entre tecido
tumoral e sangue periférico. No tecido tumoral, havia uma correlagdo positiva
moderada entre TLR2 e TLR9 (r=0.65, p=0.0009) ¢ TLR9 e NFxBp65 (1=0.60;
p=0.003), além de correlacdo positiva alta entre TLR2 e NFxBp65 (r=0.78;
p<0.0001). Conclusao: Existem alteragdes nos niveis sanguineos de TLR2, TLRY,
NFkBp65 e MAPKp38, em diferentes niveis, a depender do tipo celular, e em tecido
tumoral que podem funcionar como fatores prognodsticos e preditivos de tratamento

para pacientes com CEC de pénis.

Descritores: Fatores de transcrigdo/genética. Neoplasias Penianas. Imunidade Inata.

Papillomaviridae. Citometria de Fluxo. Estudos Transversais.



SUMMARY

Marinho F. [Evaluation of expression TollLike Receptors (TLR) and
transcription factor p38 and MPK NFxBp65S in patients with squamous cell
carcinoma of the penis]. Sdo Paulo; 2019. [Tese de Doutorado-Programa de Pos-
Graduacdo em Oncologia da Fundagdo Antonio Prudente, em Parceria com o Hospital

de Cancer de Pernambuco].

Introduction: Modulation of the inflammatory process by TLRs may be a key factor
in tumor development and progression, inducing both pro-tumor and anti-tumor
responses, often through the regulation of NF-kB signaling and subsequent growth
factor and anti-apoptotic proteins production. The magnitude and duration of TLR
activation are critical for the development of a pro-tumor inflammatory state or anti-
tumor response. Knowledge of its pathways may influence the clinical application of
immunotherapeutics as a treatment for squamous cell carcinoma of the penis.
Consequently, we decided to investigate the expression of TLR receptors and
transcription factors in patients with penile cancer, not yet described in the literature.
Objectives: To evaluate the expression of Toll-like receptors 2 and 9, and the
intracellular signaling pathways NF-kBp65 and MAPKp38 in squamous cell
carcinoma of the penis. Methods: A total of 38 male patients with penile cancer,
aged > 18 years, were included. As a control group, 15 healthy men were included.
Serum protein concentration was determined by the flow cytometry technique. For
statistical analysis, the Mann-Whitney tests, and Spearman's correlation were used. It
was considered significant p <0.05. Results: In peripheral blood, there were more
leukocytes expressing TLR2 and MAPKp38 in patients, compared to healthy
controls (p = 0.002 and p <0.0001, respectively), whereas leukocytes expressing
TLR9 and NF«kB were more numerous in healthy controls (p = 0.03 and p = 0.03,
respectively). In neutrophils, there was a greater number with expression of
NFxBp65 and MAPKp38, in controls (p = 0.001 and p <0.0001, respectively). In
monocytes, there were the highest number of cells expressing TLR9 and MAPKp38
in patients with penile cancer (p = 0.003 and p = 0.01, respectively). In patients with



tumors> 3.5 cm, there is a greater number of total leukocytes expressing TLRY,
NF«kBp65 and MAPKp38 (p = 0.01, p = 0.008 and p = 0.03, respectively), a higher
amount of neutrophils with expression of TLR2 and NFxkBp65 (p = 0.0008 and p =
0.01, respectively). Already in tumors < 3.5 cm, a higher amount of monocytes
expressed NFxBp65 (p = 0.02). There was no difference in total leukocytes,
expression of the receptors or transcription factors in the IPN assessment, but in
patients with IPN +, there was a higher number of monocytes and neutrophils with
TLRO expression (p = 0.009 and p = 0.0003, respectively) . In tumor tissue, there
was a greater expression of TLR9 and NFxBp65 in patients with tumors < 3.5 cm (p
= 0.02). No correlation was found between levels of TLR2, TLR9 and NFkBp65
between tumor tissue and peripheral blood. In the tumor tissue, there was a moderate
positive correlation between TLR2 and TLRY (r = 0.65, p = 0.0009) and TLR9 and
NFxBp65 (r = 0.60; p = 0.003), and a high positive correlation between TLR2 and
NF«kBp65 (r = 0.78; p <0.0001). Conclusion: There are changes in blood levels of
TLR2, TLRY, NFkBp65 and MAPKp38, at different levels, depending on the cell
type, and on tumor tissue that may function as prognostic and predictive factors of

treatment for patients with penile SCC.

Keywords: Transcription / genetics factors. Penile Neoplasms. Immune Immunity.

Papillomaviridae. Flow cytometry. Transversal Studies.
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1 INTRODUCAO

1.1 CARCINOMA ESCAMOSO DE PENIS

1.1.1 Epidemiologia

O cancer de pénis ¢ uma neoplasia rara que acomete principalmente homens
com idade entre 50 e 70 anos, sendo a taxa de incidéncia relacionada ao
envelhecimento (HERNANDEZ et al. 2008). Geralmente acomete homens mais
velhos, com idade média de 60 anos e aparentemente nao apresenta predilecdo de
raca, apesar de HERNANDEZ et al. (2008) ter observado nos Estados Unidos mais
mortes e diagndsticos em idades mais precoces entre 0s negros.

De acordo com uma revisdo sistematica, a incidéncia de cancer de pénis no
mundo ¢ de 0,84 casos/100.000 pessoas por ano. A maior taxa por idade e pais de
cancer de pénis foi na Roménia (7,26/100.000 pessoas-ano), e considerando os paises
da America Latina, o Brasil ocupa o primeiro lugar em incidéncia de cancer
(5,7/100.000 pessoas-ano), seguido do Paraguai, Porto Rico e Chile (Figura 1). Na
analise por area geografica, a maior incidéncia foi na America Latina (1,40/100.000
pessoas-ano), Africa, Europa, America do Norte, Oceania ¢ Asia (Figura 2)
(MONTES CARDONA 2017). Porém, considerando a incidéncia na populacio
masculina, a india ¢ um dos paises com a maior incidéncia de cancer de pénis no
mundo, sendo de 3,32 casos/100 000 homens (BURGERS et al. 1992).

No Brasil, a incidéncia ¢ muito maior entre as regides Norte e Nordeste,

podendo ser duas a trés vezes maior que em regides mais desenvolvidas, como a



regido Sudeste (BRUMINI et al. 1982), porém as maiores inciéncias foram
encontradas nessas regides, explicado pela procura de assiténcia médica mais
especializada, j& que em algumas regides do Brasil, o tratamento de cancer ¢

heterogéneo e bastante precario (FAVORITO et al. 2008).

Romania (1983-1987) e
Uganda (1967-1971)
Brazil (1996-2006) s
Paraguay (1986-1989) I A
Puerto Rico (1992-1996) 00 aE
Thailand (1990-1999) A6
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Figura 1 - Taxa de cancer de pénis por pais
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Figura 2 - Analise da incidéncia por cancer de pénis por regido geografica




Dentre os estados da regido Norte ¢ Nordeste, o Maranhao parece ter a maior
incidéncia de casos de cancer de pénis no Brasil, chegando a 6,1/100.000 homens
(COELHO et al. 2018). Em Pernambuco, a incidéncia é de 2,08/100.000 homens,
com idade média de 61,2 anos, sendo a maioria de homens casados (57%) e
analfabetos (43,2%) (DO COUTO et al. 2014). O quadro 1 mostra a
incidéncia/100.000 homens em cinco Estados do Brasil, quatro deles, localizam-se

nas regides Norte e Nordeste.

Quadro 1 - Comparagao entre incidéncias de cancer de pénis nos estados brasileiros

AUTOR ESTADO INCIDENCIA (100.000 HOMENS/ANO)
Coelho et al. 2018 Maranhéo 1,18
Paiva et al. 2015 Bahia 0,72
Fonseca et al. 2010 Para 0,46
do Couto et al. 2014 Pernambuco 0,34
Koifman et al. 2011 Rio de Janeiro 0,43

Fonte: Adaptado de COELHO et al. (2018)

1.1.2 Fatores de risco e caracteristicas clinico-patolégicas

Apesar de nao haver uma fisiopatogenia bem definida, existem alguns fatores
de risco que podem estar associados ao cancer de pénis como fimose, caracterizada
pelo excesso de pele e impossibilidade de expor a glandula peniana, infec¢des por
papilomavirus virus humano (HPV, do inglés human papillomavirus) e virus de
imunodeficiéncia humano (HIV, do inglés human immunodeficiency viral). Outros
fatores que também podem levar ao aumento do risco de cancer de pénis sdo o
tabagismo, exposi¢do ultravioleta, zoofilia e o esmegma (DILLNER et al. 2000;
STERN 1990; VAN HOWE e HODGES 2006; MIRALLES-GURI et al. 2009;

ZEQUI SDE et al. 2012).




Os tumores de pénis podem ter uma apresentagdo variavel e heterogénea,
sendo localizados principalmente na glande (74% dos casos; Figura 3) (COELHO et
al. 2018), contudo ainda podem ser encontradas no sulco coronal e no prepucio
(RITCHIE et al. 2004). Também ¢ possivel a deteccdo de linfonodo clinicamente
palpavel, porém, em algumas vezes, esses linfonodos nio estdo infiltrados por
neoplasia, sendo reacional ao processo inflamatoério/infeccioso que pode fazer parte
do quadro clinico do paciente (HEYNS et al. 2010). O linfonodo acometido por
neoplasia é encontrado em 54% dos pacientes. Mesmo assim, em 97,8% dos casos

sdo diagnosticados como doenga localizada, ndo metastatica (COELHO et al. 2018).

Figura 3 - Tumoracao vegetante em glande

A grande maioria dos tumores de pénis sdo carcinomas escamosos (95% dos
casos) (MOCH et al. 2016). Na Brasil, o tipo histolégico mais frequente ¢ o

carcinoma escamoso de pénis (COELHO et al. 2018), sendo distribuidos em



diferentes subtipos histologicos devido a variacdo das caracteristicas clinico-
patoldgicas e distribuidos em dois grupos: tumores relacionados e nao relacionados a
infec¢do por HPV (MOCH et al. 2016).

Os tipos histologicos nao relacionados ao HPV s3o o usual, carcinoma
verrucoso, peseudoglandular, carcinoma circulatum, carcinoma papilar, carcinoma
adenoescamoso, carcinoma sarcomatoide e carcinoma misto. Entre os relacionados
ao HPV, estdo o carcinoma basaldide, carcinoma papilar basaldide, carcinoma de
células claras, carcinoma linfoepitelioma-/ike e o carcinoma Warty (GUIMARAES et
al. 2009). No Quadro 2, estdo descritas as principais caracteristicas clinico-

patoldgicas de alguns subtipos histoldgicos de cancer de pénis.



Quadro 2 - Os mais comuns subtipos patologicos de carcinoma esacamoso de pénis
e suas caracteristicas clinico-patoldgicas

SUBTIPO
HISTOLOGICO

CARACTERI'ST!CAS CLINICO-
PATOLOGICAS

REFERENCIA

NAO RELACIONADO A INFECCAO POR HPV

Carcinoma usual

E 0 mais comum e representa aproximadamente 50%
dos CECs de pénis. Ele pode ter positividade para
HPYV na minoria das vezes, porém o mais frequente ¢
ser negativo para sorologia do virus. Apresenta uma
mortalidade de 30% e seus principais fatores
prognosticos sdo a graduacdo histologica e extensdo
da doenca. Outros fatores de mal progndstico sdo
invasdo perineural e angiolinfatica, espessura
tumoral maior que 10 mm, infiltragdo de corpo
esponjoso e cavernoso e padrio de crescimento
vertical.

GUIMARAES et al.
2009; KAKIES et al.
2014; CHAUX et al.
2012

Sdo quase que inteiramente HPV negativos.
Corresponde a 2-3% das neoplasias de pénis Tem

Carcinoma . STANKIEWICZ et al.
VeITUCOSO um aspecto papilomatoso e geralmente bem 2009

diferenciados. Apesar de poder recorrer em 30%,

tem um bom prognostico.

Geralmente de alto grau e apresentam-se com

. . . . o .
Carcinoma metastases 11nfqn0dals em 66% dos casos, além de CUNHA et al. 2009
pseudoglandular uma alta mortalidade.
RELACIONADOS A INF ECCAO POR HPV

Corresponde a 5-10% dos tumores de pénis.

Apresenta 80% de positividade para o HPV. E de
Carcinoma alto grau, podendo ser bastante invasivo, | GUIMARAES et al.
Basaloide apresentando invasdo vascular e perineural. Devido a | 2009

essas caracteristicas, tem uma chance grande de
metastases linfonodais, além de recorréncia e morte.

Carcinoma de
células claras

Relacionado ao HPV e tem um progndstico ruim,
com mortalidade de aproximadamente 20%.

CHAUX et al. 2010

Carcinoma Tem um progndstico ruim e poucos casos foram | MENTRIKOSKI et al.
linfoepitelioma-like | relatados. 2014
Tem aspecto macroscopico de condiloma e se
Carcinoma war caracteriza por apresentar-se como lesdo em couve- | MANIPADAM et al.
y flor. Geralmente, ndo dissemina para linfonodos e | 2013

tem baixa mortalidade cancer-especifica.

CEC: Carcinoma espinocelular; HPV: Papiloma virus humano




1.1.3 Risco de recorréncia linfonodal

Os principais fatores associados ao risco de metastases linfonodais sdo o
estadiamento tumoral, o grau histologico e a presenga ou auséncia de invasdo
linfovascular ou perineural, por isso ter a estimativa do risco de doenga linfonodal
pode ajudar no direcionamento do tratamento, assim como estimar riscos de
recorréncia local ou a distancia (PETTAWAY et al. 2017).

O envolvimento das estruturas pode inferir uma importancia progndstica
grande j& que a depender de até onde haja invasdo tumoral, a chance de
acometimento linfonodal torna-se maior. A invasdo superficial pelo tumor (T1) tem
uma chance estimada de acometimento linfonodal de 4-14% (CLARK et al. 2013;
SUN et al. 2015). Essa chance aumenta para 33-35,8% quando ha invasdo de corpo
esponjoso e 48,6-52,5%, quando ha invasdo de corpo cavernoso (LEIJTE et al. 2008;
SUN et al. 2015).

O tamanho do tumor ndo é reconhecido como um fator progndstico relevante,
apesar de que o tamanho pode inferir um tumor mais invasivo e consequentemente,
estagio avangado da doenca (MORENO-RAMIREZ et al. 2015). O grau histologico
pode ser considerado como um fator prognéstico importante para metastases
linfonodais. A depender da graduagdo histoldgica, as taxas de comprometimento
linfonodal passam de 0-48%, no grau 1, 32-79%, no grau 2, até 47-100% no grau 3
(FICARRA et al. 2010).

Os comprometimentos de vasos € nervos tornaram-se fatores prognosticos
importantes e foram incorporados ao estadiamento do tumor de pénis, sendo a
presenga dessas alteragdes associada a um maior risco de comprometimento

linfonodal (PANER et al. 2018). Em tumores superficiais, o fato do paciente



apresentar algumas dessas alteracdes faz com que a chance de metéstase linfonodal
aumente de 10,5 a 18,1% para 33,3 a 50% (CLARK et al. 2013; SUN et al. 2015).
COELHO et al. (2018) relataram que a invasao angiolinfatica esta associada ao pior
prognoéstico, porém a invasdo perineural ndo foi relacionada a sobrevida livre de
progressdo. VELAZQUEZ et al. (2008) reportaram a invasao perineural como fator
progndstico importante, com risco de linfonodos comprometidos préximo a 80%,

quando associado a grau histologico I11.

1.1.4 Tratamento

O tratamento cirurgico ¢ o padrdo para os pacientes portadores de CEC de
pénis. A extensdo da cirurgia vai ser definido de acordo com estadiamento tumoral e
risco de doenca linfonodal ou de recorréncia da doenca, podendo-se partir desde
tratamento cirargicos mais conservadores com cirurgias menos mutilantes
(PHILIPPOU et al. 2012), até tratamentos mais radicais, como a penectomia
associada a linfadenectomia inguinal bilateral (ORNELLAS et al. 2008; SOLSONA
et al. 2010).

A metastase linfonodal ¢ o principal fator de risco relacionado a sobrevida do
paciente com cancer de pénis, com chances de recorréncia que podem chegar a 30%
em pacientes com linfonodo comprometido e mortalidade de 34-100% em 5 anos, a
depender da regido linfonodal acometida (PANDEY et al. 2006; ORNELLAS et al.
2008; MARCONNET et al. 2010). A dissec¢do linfonodal deve ser realizada quando
houver linfonodo acometido comprovado inicialmente ou quando houver um alto
risco de recorréncia linfonodal (COBLENTZ e THEODORESCU 2002; KROON et

al. 2005).



A quimioterapia e radioterapia tem seus papéis mais bem estabelecidos na
doenca avangada, porém ainda sem uma defini¢do bem consolidada sobre o melhor
periodo de indicacdo e como devem ser realizadas (SHARMA et al. 2015;

ROBINSON et al. 2018).

1.2 INFECCAO PELO HPV E O CARCINOMA ESCAMOSO DE

PENIS

A infec¢ao pelo HPV ¢ a mais comum infec¢do sexualmente transmissivel
nos Estados Unidos. A partir dos estudos de associacdo do desenvolvimento do
cancer cervical foram identifcados alguns genotipos de HPV de alto risco e de baixo
risco, classificados por sua oncogenicidade. Os genoétipos de alto risco incluem
HPV16 18, 33 e 35, enquanto os de baixo risco incluem HPV 6 e 11. Apesar da
infeccdo por HPV ser a causa da grande maioria do cancer cervical, porém ¢ a causa
somente de uma fragdo do carcinoma de pénis (CATES 1999; MUNOZ et al. 2003).

Alguns estudos avaliaram a prevaléncia de infec¢ao pelo HPV nos homens, ¢
mostraram a frequéncia de 20% de deteccdo de HPV nas amostras coletadas da
regido anogenital masculina. A prevaléncia de infeccdo pelo HPV em homens
adultos parece ser constante independente da faixa etaria, sem mostrar um declinio
em homens idosos, como ¢ observado em mulheres idosas (DUNNE et al. 2006;
ANIC et al. 2011).

Nos homens, a infec¢do pode causar verrugas genitais, neoplasia intraepitelial

peniana (PeIN) e carcinomas de pénis. A PeIN ¢ uma doenca associada a infec¢ao
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pelo HPV e foram classificadas semelhante ao carcinoma de células escamosas in
situ, sendo a PeIN uma lesdo pré-maligna displasica (ANIC et al. 2011).

Em 2001, alguns autores relataram uma frequéncia de 90% de HPV nas
lesdes de PeIN, sendo que 40,7% era HPV 16 (RUBIN et al. 2001). Nesse sentido,
ANIC et al. (2011) mostraram que a frequencia de HPV nas lesdes PeIN foi de 60%
a 100%. Em seguida, surgiram outros estudos que relataram a deteccdo de HPV em
25% dos 212 casos de cancer de pénis analisados, desses, 79% eram do genétipo
HPV 16 (DJAJADININGRAT et al. 2015).

Num amplo estudo sobre frequéncia de detec¢do de HPV num total de 1010
amostras de tumores invasivos de pénis de diferentes areas geograficas do mundo,
mostrou que 33,1% dessas amostras eram positivas para HPV, destas, 70% eram dos
genotipos de HPV 16 e 18. Quando avaliado as amostras de tumores de pénis dos
paises da America Latina, o HPV estava presente em 36,5% das amostras. Essa
prevaléncia variou de acordo com o subtipo histoldgico e foi bem mais frequente nos
carcinomas de células escamosas tipo basaldide verrucoso (ALEMANY et al. 2016).

Em um estudo multicéntrico, prospectivo e longitudinal sobre a infec¢do pelo
HPV em homens mostrou que o tempo mediano para a resolucdo da infeccdo pelo
HPV foi de 7,5 meses, mas na infec¢do pelo genotipo HPV16, o tempo para
eliminagdo do virus foi mais longo, de 12,2 meses. Quando os virus nao sdo
eliminados, mais comumente, surgem as verrugas genitais. Embora as verrugas
sejam benignas e tipicamente assintomadticas, as lesdes podem se tornar
problematicas, com dor, prurido e sangramento. As verrugas também podem se

tornar maiores e se espalhar para novos locais. As verrugas genitais sdo altamente
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infecciosas e até 64% dos parceiros sexuais acabardo por desenvolver também
verrugas (ORIEL, 1971).

Apesar de uma grande parte da populacao estd infectada pelo HPV, apenas 10
a 15% dos individuos infectados estabelecem uma infec¢ao persistente ao longo da
vida, pois na maioria dos individuos infectados, a infe¢do pelo HPV ¢ eliminada pelo
sistema imunoldgico no primeiros 12 a 24 meses. Apenas uma pequena parcela da
populacdo tem potencial para desenvolver um carcinoma (PENG et al. 2007; XI et al.
2009). Estabeleceu-se que a infecgao persistente pelo HPV est4 associada com cancer
cervical, anogenital e tumores de cabeca e pescoco (GILLISON et al. 2000;
RADLEY et al. 2015).

Os individuos com infegdo persistente pelo HPV ter uma maior chance de
desenvolver células epiteliais anormais e, posteriormente, ter a formagdo do tumor no
local da infeccdo (BOLDOGH et al. 1996; FRAZER 2009). Entretanto, de 10 a 20%
dos individuos com infec¢des persistem de forma latente, podendo resultar em uma
neoplasia intraepitelial central (CIN) que ¢é classificada de acordo com a sua
gravidade. Eventualmente, as lesdes intraepiteliais escamosas de baixo grau (CIN 1)
avancam para lesdes intraepiteliais de alto grau (CIN 2), o que leva a formagdo do
carcinoma (Figura 4). Apesar da regressdo do tumor em resposta ao tratamento
inicial (seta verde na Figura 4), a maioria dos casos de infec¢do latente ndo consegue
eliminar completamente o virus, e resultam eventualmente na recorréncia da lesdo

(Figura 4) (SHANMUGASUNDARAM e YOU 2017).
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Figura 4 - Progressao da infec¢ao pelo HPV e doenca associada.

1.3 SISTEMA IMUNOLOGICO E CANCER

As células tumorais sao frequentemente rodeadas por um infiltrado de células
inflamatoérias, particularmente linfocitos e macrofagos. A partir de estudos em
animal experimental, foi demonstrado que as células do sistema imune podem
eliminar células tumorais, um processo chamado imunovigilancia (EMENS et al.
2004; SMYTH et al. 20006).

Alguns cientistas propuseram o conceito de imunovigilancia do cancer ha 50
anos. BURNET (1970) definiu da seguinte forma: "Em grandes animais de vida
longa, como a maioria dos vertebrados de sangue quente, alteragdes genéticas
hereditarias devem ser comuns em células somadticas € uma propor¢ao dessas
mudangas vai representar um passo em diregdo a malignidade. E uma necessidade
evolutiva que deve haver algum mecanismo para a eliminagdo ou inativagdo de tais
cé¢lulas mutantes potencialmente perigosas e ¢ postulado que este mecanismo ¢ de
carater imunologico (BURNET 1970). Porém, um conceito oposto e muito influente

foi proposto por BALKWILL e MANTOVANI em 2001, sugerindo que as células



13

imunes e citocinas inflamatérias encontradas no microambiente tumoral podem
promover a progressao tumoral, ao invés de suprimir o crescimento do tumor
(MANTOVANI et al. 2008; FRIDMAN et al. 2012).

O sistema imunoldgico ¢ composto pela imunidade inata e adaptativa,
segundo MEDZHITOV e JANEWAY (2002), o sistema imune inato evoluiu para
discriminar entre o “préprio” e “ndo-proprio”, em que “proprio” sempre se refere as
células do organismo ou auto-antigenos e ‘“ndo-proprio” refere-se a todos os
antigenos externos ou estranhos, por exemplo, patdégenos, bactérias, virus, € o
reconhecimento desses antigenos estranhos promove a ativagdo da resposta imune
(Figura 5SA) (MATZINGER 2002; MEDZHITOV ¢ JANEWAY 2002).

As células da imunidade inata usam trés estratégias de reconhecimento
antigénico, ou seja, reconhecimento do “antigenos ndo-préprio”, da “falta do
préprio” e “de antigenos proprios induzidos ou alterado”. Os antigenos nao-proprio
referem-se principalmente a antigenos microbianos ou padrdes moleculares
associados aos patdogenos (PAMPs, do inglés pathogen-associated molecular
pattern), isto é padrdes moleculares conservados que constituem uma parte essencial
da fisiologia microbiana (bacteriana, viral, fungica) como os lipopolissacarideos
(LPS) presentes em bactérias Gram-negativa, peptoglicanos nas bactérias Gram-
positivas, e o genoma viral (RNA/DNA) (MATZINGER 2002).

Além do reconhecimento dos PAMPs, alguns autores mostraram que existem
mecanismos de resposta imune para antigenos oriundos de danos/injuria tecidual,
sendo denominado padrdes moleculares associados a injuria tecidual (DAMPs, do
inglés damage-associated molecular pattern) e essas moléculas ativam o sistema

imune de forma analoga ao PAMPs (Figura 5B).
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Figura 5 - Uma ilustracdo dos mecanismos de reconhecimento de antigenos nao-
proprio”, da “falta do préprio” e “de antigenos proprios induzidos ou alterados” (A) e
dos padrdes moleculares associados a danos (DAMPS) da resposta imune; MHC: complexo principal

de histocompatibilidade; PAMPs: padrdes moleculares associados a patdogenos. PRR: receptores de

reconhecimento de padrdes moleculares.
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1.3.1 Receptores de reconhecimento de padriao molecular (PRRs)

Os receptores Toll-like (TLRs) sdo os mais bem caracterizados PRRs para a
deteccao PAMPs, e a sua ativagdo desencadeia a produgdo de varios mediadores pro-
inflamatorios por meio da ativagdo das vias de sinalizagdo intracelular durante ao
processo inflamatério inicial. No entanto, se o0s patogenos nao puderem ser
eliminados, eles podem promover um processo inflamatério cronico, que também
pode ser mediada por TLRs (GOLDSZMID e TRINCHIERI 2012; NEWTON e
DIXIT 2012). A importante contribui¢do da inflamacdo para a carcinogénese ¢
melhor exemplificada pelas elevadas taxas de cancer colorretal na doenga
inflamatoria intestinal, de cancer gastrico em pacientes infectados pela Helicobacter
pvlori e de carcinoma hepatocelular em pacientes com hepatite cronica
(TRINCHIERI 2012).

Estruturalmente, os TLRs apresentam um dominio extracelular rico em
leucina e uma regido homoéloga ao receptor Toll-interleucina 1 (IL-1) em sua por¢do
intracelular. Foram descritos 10 receptores Toll-like em humanos: TLR1, TLR2,
TLR4, TLRS5 e TLR6 que sdo expressos na superficie celular, e os receptores TLR3,
TLR7, TLR8 e TLRY que sdo encontrados exclusivamente nos endossomas (Figura
6). O TLR2 reconhece as lipoproteinas bacterianas, o TLR3, moléculas de RNA de
cadeia dupla, TLR4, lipopolissacarideos (LPS), TLRS, flagelina, TLR7, moléculas de
RNA de cadeia simples, e TLR9, moléculas de DNA nao metiladas contendo “ilhas
CpG” (CpG-ODN) (POLTORAK et al. 1998; ALIPRANTIS et al. 1999; HEMMI et
al. 2000; ALEXOPOULOU et al. 2001; HAYASHI et al. 2001; HEIL et al. 2004)

(Figura 6).
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Figura 6 - Ilustragdo dos receptores Toll-like e seus respectivos ligantes e

mecanismos da resposta imune associados.

1.3.2 Mecanismos anti-tumorais e pro-tumorais associados aos receptores
Toll-like

A infecgdo viral ¢ uma importante causa de cancer, sendo responsavel por
contribuir por uma de cada cinco neoplasias em todo o mundo (PARKIN 2006; DE
MARTEL e FRANCESCHI 2009). A resposta imune anti-infecciosa via ativacao dos
receptores Toll-like ¢ fundamental para o desenvolvimento de tumores. A falta de
modulacdo do processo inflamatério pelos TLRs pode levar ao desenvolvimento e
progressdo tumoral. A ativagdo dos receptores de TLR3, TLRS5, TLR7/TLR8 e TLR9
tem efeitos antitumorais, deslocando os mecanismos de tolerdncia imunolodgica para

aqueles associados a resposta antitumoral, com ativacao das células dendriticas, que
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por sua vez, produzem Interferon (IFN) do tipo I, mediador inflamatério fundamental
para ativagdo das células NK e linfocitos TCD8+ (T citotdxicas), sendo essas as
principais cé¢lulas efetoras da resposta anti-tumoral. Também as células dendriticas
produzem IL-6 que bloqueiam a diferenciacdo de células T reguladoras e os
mecanismos de angiogéneses.

Por outro lado, a sinalizacdo via TLRs aumenta a producdo de citocinas
inflamatorias que promovem o crescimento tumoral, dependentes da via do fator de
transcrigdo NF-kB, como interleucina 1B, Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNFa) e
IL-6. A ativacdo de NF-kB inibe a apoptose de células tumorais, pois esse fator de
transcri¢ao regulam a expressao de genes anti-apoptoticos (Figura 7) (RIDNOUR et
al. 2013; PRADERE et al. 2014).

As células tumorais também podem expressar receptores Toll-like, ativacao
de TLRs nessas células pelos DAMPs induz a produgdo de citocinas e quimiocinas,
fatores pro-angiogénicos e de crescimento celular, € de proteinas anti-apoptoticas
que continuam a aumentar a sobrevivéncia e progressao do tumor (SATO et al. 2009;

RIDNOUR et al. 2013; PRADERE et al. 2014).
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Figura 7 - Mecanismos anti-tumorais e pro-tumorais dos receptores de Toll-like.

Os varios TLRs tém papéis diferentes na carcinogénese, TLR4 mostra efeitos
pro-tumorais, pois em camundongos deficientes em TLR4, houve reducdo do risco
de desenvolvimento de tumores gastrointestinal e hepatocelular (FUKATA et al.
2007; YU et al. 2013). A atividade pro-tumoral do TLR4 ¢ principalmente devido a
sua expressdo em células tumorais onde medeia a resisténcia dessas células aos
danos causados pelos linfécitos T citotoxicos (HUANG et al. 2005; YU et al. 2013).
O TLRY expresso em células tumorais foi associado com o aumento da proliferagdo
celular e invasdo (REN et al. 2007; TANAKA et al. 2010).

A reducdo da ativagdo de TLR2 levou a um aumento da proliferagdo celular e
diminuicdo da apoptose, em um modelo de camundongos com cancer colorretal
(LOWE et al. 2010). O mecanismo pelo qual o TLR 2 induz a supressao do tumor ¢

sugerido ser mediada através das moléculas HMGB1 derivado de tumor (DAMPs),
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no qual ativa as células dendriticas presentes no microambiente tumoral via

receptores TLR2, levando a eliminacdo de células do tumor (CURTIN et al. 2009).

1.3.3 Vias de sinalizacio intracelular associadas aos receptores Toll-like

A via de sinalizacdo dos receptores Toll-like estd bem estabelecida nas
células da imunidade inata. A interagio do TLR com o ligante promove o
recrutamento de uma ou mais proteinas adaptadoras, como MyD88 e TIR-domain-
containing adapter-inducing interferon-f§ (TRIF). O envolvimento de MyD88 ativa
as tirosina cinases associadas ao receptor de IL-1 (IRAK), que interage com 7NF
receptor associated factor 6 (TRAF6), resultando na ativagdo das vias de sinalizagdo
de Mitogen activated protein kinases (MAPK) e NF-kB. A proteina TRIF ¢ recrutada
apo6s estimulagdo e leva a ativagdo de NF-kB com producao de IFN tipo I (ZHAO et
al. 2014).

As moléculas NF-kB s3o constitutivamente expressas em varios tumores
humanos ¢ a sua ativacao ¢ fundamental para a carcinogénese. As mutagoes de NF-
kB foram descritas nos linfomas de células B humanas. Sugere-se que o NF-kB estar
ligado ao processo de carcinogéneses devido a capacidade de induzir a expressao
moléculas de adesdo, metaloproteinases e citocinas pro-inflamatdrias, tornando o
microambiente favoravel a sobrevivéncia das células tumorais (WILLIAMS et al.
2008; MEYER et al. 2011; KIPANYULA et al. 2013; WANG JQ et al. 2014) (Figura

8).
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Figura 8 - Receptores Toll-like e via de sinalizacdo MyD88 e NF-KB.

A depender dos diversos estimulos e vias seguidas, faz com que o NF«B
possa ter tanto funcdo supressora tumoral, como também promotora. A mutacdo de
genes como RAS, EGFR e HER-2 podem levar a ativagdo do NFkB em tumores
solidos (CHATURVEDI et al. 2011). Da mesma forma, a continua liberagdo de
quimiocinas e citocinas por macr6fagos no microambiente tumoral também estimula
a via de sinalizagdo do NF«B. Todas essas sinalizagdes podem implicar em aumento
de sobrevida celular e inibi¢do de apoptose. Também podem estimular genes
reguladores de proliferagdo, como ciclina D1 e C-MYC, genes envolvidos em
metastases, angiogénese e imortalidade celular (LA ROSA et al. 1994; PERKINS
1997; GUTTRIDGE et al. 1999; XIE et al. 2010).

As MAPK pertencem a uma familia de cinases intracelulares altamente

conservadas que transduzem sinais extracelulares transmitidos por receptores de
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superficie ou varios tipos de danos. Trés subfamilias existem em mamiferos e
incluem ERK, JNK e p38 sendo que quatro isoformas (a, 3, y € 6) constituem a
familia p38. Inicialmente, foram identificadas como reguladores da expressdo de
diferentes citocinas inflamatérias. Além disso, p38MAPK desempenha importantes
fungdes na proliferagdo celular, por ativar os “checkpoints” do ciclo celular (G1/S e
G2/M). A isoforma p38a pode promover parada do crescimento pela regulagdo
negativa da ciclina D1 e pela ativagdo do p53, como também inibir a transformagao
por deteccdo de estresse oxidativo induzido por oncogene (ELLINGER-
ZIEGELBAUER et al., 1999). Apesar desses avangos, ainda ndo esta claro como a
sinalizacdo da p38a ¢ regulada especialmente durante a progressdo do cancer para
suprimir a tumorigénese e a disseminagao das células tumorais.

Os estudo realizados com camundongos geneticamente deficientes de uma ou
mais isoformas de p38 mostraram a importancia das isoformas y e & na resposta
imune inata e na inflamacao (KAWAI e AKIRA 2007).

O importante papel da MAPK p38a na resposta imune inata e na inflamagao
tem sido descoberto principalmente por estudos que utilizam inibidores da p38a
(CUENDA e ROUSSEAU 2007; GAESTEL et al. 2009; ARTHUR e LEY 2013). De
forma geral, o p38a ¢ considerado supressor tumoral, pois parece ter um papel
regulatorio negativo na progressao do ciclo celular e também pode induzir a apoptose
(BULAVIN ¢ FORNACE 2004; XU et al. 2014). Porém varios outros dados vem
corroborando que a MAPKp38 também podendo ter papel ativo na proliferagdo
celular, agressividade tumoral, angiogénese, invasividade e metastases

(DREISSIGACKER et al. 2006; CHEN et al. 2009).
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Os macrofagos deficientes das isoformas y e 0 apresentaram reducao dos
niveis de ativagdo das vias MKK1-ERK1/2 e na producdo de citocinas inflamatorias
(RISCO et al. 2012). A produgdo de TNFa, IL-1B e IL-10 por macréfagos de
camundongos deficientes em p38y/d foi bem reduzida, porém foi observado aumento
dos niveis d IL-12 e IFN-B (LAVOIE et al. 1996; TAKENAKA et al. 1998;
BULAVIN et al. 2002, 2004; DOLADO et al. 2007; MAILLEUX et al. 2007;

RISCO et al. 2012; BELOVA et al. 2005).

1.4 RECEPTORES TOLL-LIKE COMO ALVOS TERAPEUTICOS

NO CANCER

O papel do sistema imunologico na carcinogénese ainda precisa ser melhor
entendido, mesmo com todo o reconhecimento de que a sua influéncia pode ser
contextualizada como direta no desenvolvimento do cancer. A ambiguidade do seu
papel, no que diz respeito tanto na protecdo das células sds, como no efeito pré
tumorigénico mostra toda a complexidade relacionada a sua interferéncia no sistema
imunologico, relacionado ao tratamento das neoplasias (SCHREIBER et al. 2011). O
processo de desenvolvimento tumoral e metéstases esta relacionado a inflamacao e
geralmente envolve tanto os sistemas imunes inato e adaptativo. Como parte
importante do sistema imunoldgico inato, os receptores Toll like aparecem como
peca fundamental, principalmente por ser o receptor de reconhecimento padrao mais
bem estudado (AKIRA et al. 2006).

Apesar de todo conhecimento desses receptores, correlacionar esses

principios ao desenvolvimento de terapias dirigidas aos TLRs ainda gera duvidas,
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principalmente pelo dinamicismo dessas proteinas, ja que alguns de seus ligantes
podem "disparar" estimulos anti-tumorais em algumas neoplasias, como induzir a
crescimento e desenvolvimento de metastases, em outros (BASITH et al. 2012; YU
et al. 2013; PRADERE et. al. 2014).

Apesar de todos os efeitos as vezes contraditérios, o estudo de drogas que tem
o TLR como alvo ¢ uma oportunidade a ser explorada para o desenvolvimento de
estratégias de tratamento imunoldgico contra tumores. Estas podem ser desde o uso
de agonistas dos TLRs, com efeitos anti-tumorais diretos ou como um sinergismo ao
uso de tratamentos imunomodulatorios, como vacinas (MATIJEVIC e PAVELIC
2010).

Os agonistas de TLRs (Figura 9) sdo fortes imunomoduladores que
conseguem estimular o sistema imune inato de forma potente, influenciando numa
resposta poderosa e duradoura adaptativa, através de linfocitos citotoxicos e
maturagdo de células NK e células dendriticas (ADAMS 2009). Outros ligantes de
TLRs também podem atuar como agentes tumoricidas diretamente (GOUTAGNY et
al. 2012). Nas vacinas, esses ligantes tem o maior objetivo de potencializar a
imunogenecidade, principalmente quando usados em combinagdo a outros
tratamentos, como radioterapia, quimioterapia ou imunoterapia (IRIBARREN et al.

2016; CHIANG et al. 2011).
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Fonte: Adaptado de BRAUNSTEIN et al. (2018).
Figura 9 - Vias de sinalizacdo dos receptores Toll-like. Sinais TLRs de superficie
celular ou do endossoma através de vias independentes do MYDS88 (setas vermelhas)

ou vias dependentes do MYDS88 (setas pretas). A dimerizagdo do receptor
(heterodimerizagdo para TLR1 / 2 ¢ TLR2 / 6) leva a ativacdo da sinalizagdo, levando fatores de
transcricdo ao nucleo e consequente tradugdo de fatores pro-inflamatorios. Exemplos de padrdes
moleculares associados a patdogenos (PAMPs) que estimulam TLRs particulares sdo mostrados,
juntamente com os agonistas de TLR que sdo aprovados pela FDA ou em ensaios clinicos
(sublinhados). TIRAP (Toll/interleukin-1 receptor domain-containing adapter protein), TRAM (TRIF-
related adaptor molecule), TRIF (TIR-domain-containing adapter-inducing interferon- ), MYDS8S8
(myeloid differentiation factor 88), TRAF (tumor necrosis factor receptor-associated factor), IRAK
(IL-1 receptor-associated kinase- 4), IRF3 (interferon regulatory factor 3), TAKI (transforming
growth factor [TGF]-B-activated kinase 1), MAPK (mitogen-activated protein kinase), NF-xkB
(nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells), AP1 (activator protein 1), IFN
(interferon), IL (interleukin), TNFa (tumor necrosis factor alpha), FDA (US Food and Drug

Administration).

Alguns agonistas de TRLs ja sdo usados e aprovados para tratamento
oncolégico. O mais conhecido ¢ a utilizagdo do Bacillus Calmette-Guerin (BCG)
para o tratamento dos tumores de bexiga superficiais (LAMM et al. 1991). Atua nos

TLR2/4 por estimulo do componente de parede celular da micobatéria, como
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também por estimulo de TLR9 pelo componente de DNA bacteriano (LARUE et al.
2013), ativando a producdo de citocinas e estimulo de macrofagos e células
dendriticas (TSUJI et al. 2000). Outro exemplo é o imiquimod, um composto
sintético que ativa o TLR7 e tem um efeito anti-tumoral multifatorial, principalmente
pelo recrutamento de macréfagos e células dendriticas plasmocitdides, ativadas por
citocinas ¢ quimiocinas (DROBITS et al. 2012). Estd aprovada para tratamento de
carcinoma basocelular de pele superficial (GEISSE et al. 2004).

Com o avangar do entendimento e beneficios do uso des anti-PD1/PDL-1 e
anti CTLA4 no tratamento de necoplasias, vem-se estudando a utilizagdo da
combinagdo dessas drogas com agonistas dos TLRs, imaginando um sinergismo
dessas drogas (Figura 9). O racional da combinagdo dessas drogas ¢ de aumentar a
ativacao de linfocitos T, pela inibicdo dos check points imunes, além de superar a
resisténcia do bloqueio dos anti PD1/PD-L1, otimizando a apresentagcdo de antigenos
e intensificando a resposta imune adaptativa (BRAUNSTEIN et al. 2018). Varios
estudos utilizando esse racional vém sendo desenvolvidos e tdo logo saiam esses
dados, entenderemos se o racional foi confirmado pelos dados reais de tratamento

(Quadro 3).
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Figura 10 - Sinergismo entre os agonistas de TLRs e os inibidores de check points

imunes. (1) Inibicao do bloqueio das células T, pelas células tumorais. (2) Aumento da expressdo de
citocinas inflamatorias pelos agonistas de TLRs, levando a aumento da infiltragdo de células imunes.
(3) Aumento de neoantigenos, como resultado da carga mutacional tumoral. (4) Apresentagdo dos
neoantigenos as células T, via complexo de histocompatibilidade maior (MHC), ativando os
receptores de células T. (5) Células T anti-tumorais com alvo nos neoantigemos, inibindo ainda mais a

progressdo tumoral.

O sistema imunologico participa de forma ativa em todo o processo de
carcinogenese. Assim, para varios tipos de tumores, a quantidade e a qualidade da
resposta imune no interior do tumor primario parecem representar um fator preditivo
independente da sobrevida do paciente. Essa associagdo entre a imunidade e
evolugdo clinica da doenca sugere que o sistema imune do paciente naturalmente
monta uma resposta imune anti-tumoral, na tentativa de impedir a formagdo e

crescimento tumoral.
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Quadro 3 - Estudos clinicos em andamento com a combinacdo de inibidores de
check points e agonistas de TLR.

Identificador Fase | Inibidor de Alvo imune | Agonista Alvo | Cancer
do trial check point de TLR TLR
NCT03486301 1 Pembrolizumab PD-1 BDBO001 7,9 Varios tumores
solidos
NCT02668770 1 Ipilimumab CTLA-4 MGN1703 |9 Varios tumores
solidos
NCT03326752 1 Qualquer PD-1 DV281 9 CPNPC
inibidor de PD-1 avangado
NCT03507699 1 Nivolumab PD-1 CMP-001 9 CCR
Ipilimumab CTLA-4
NCT02643303 12 Durvalumab PD-1 Poly-ICLC | 3 Viérios tumores
Tremelimumab CTLA-4 solidos
NCT02834052 12 Pembrolizumab PD-1 Poly-ICLC | 3 CCR
NCT02501473 1/2 Pembrolizumab PD-1 G100 4 Linfoma
NCTO02431559 172 Durvalumab PD-1 VTX-2337 | 8 Cancer de ovario
NCT03435640 1/2 Nivolumab PD-1 NKTR-262 | 7,8 Varios tumores
solidos
NCT02521870 12 Pembrolizumab PD-1 SD-101 9 Melanoma
NCT03445533 3 ipilimumab CTLA-4 IMO-2125 | 9 Melanoma

CPNPC: Cancer de pulméio nao pequenas células; CCR: Cancer colorretal; PD-1: Programmed cell
death protein receptor ; CTLA-4: Cytotoxic T-lymphocyte—associated antigen 4
Fonte: Adaptado de BRAUNSTEIN et al. (2018)

E evidente que a eficiéncia dessa resposta presumivelmente varia de paciente
para paciente, desse modo, pode influenciar na sua sobrevida de forma critica. Diante
disso, a analise do perfil de alteragdes na expressao de receptores Toll-like e das suas
vias de sinalizacao intarcelular em células leucocitarias no sangue e tecido tumoral
tem potencial para permitir a identificacdo de possiveis biomarcadores envolvidos na
agressividade, crescimento e metastases tumoral. Estudos em humanos tém
demonstrado uma significativa associacdo entre a presenca de alteracdes nos
receptores do sistema imune com a resposta clinica ao tratamento em pacientes com

diversos tumores solidos.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressdo dos receptores Toll-like 2 ¢ 9, e das vias de sinalizagdo

intracelular NF-kBp65 e MAPKp38 no carcinoma escamoso de pénis.

2.2

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Em pacientes com carcinoma escamoso de pénis:

Descrever as frequéncias das caracteristicas anatomopatoldgicas e de
infec¢do por HPV;

Determinar os niveis de expressdao dos receptores TLR2 e TLR9 no sangue
periférico e no microambiente tumoral;

Determinar a expressdo das vias de sinaliza¢do intracelular NFxBp65 e
MAPKp38 no sangue periférico e no microambiente tumoral;

Avaliar se existem alteracdes na expressdo de TLR2, TLR9, NFkBp65 e
MAPKp38 no sangue periférico dos pacientes;

Associar os niveis de expressao de TLR2, TLR9, NFkBp65 ¢ MAPKp38 com
caracteristicas anatomopatologicas (invasdo perineural e tamanho tumoral);
Correlacionar os niveis de expressao de TLR2, TLR9, NFkBp65 e MAPKp38

no sangue periférico ¢ microambiente tumoral
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 DETALHES DO ESTUDO

Foi um estudo transversal com grupo de comparacdo interna, realizado no
Hospital de Cancer de Pernambuco (HCP) e Laboratério de Pesquisa Translacional do
Instituto de Medicina Integral Prof. Fernando Figueira (IMIP). Para realizacdo do
estudo foi obtida uma amostra ndo-probabilistica de conveniéncia 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 numero CAAE 39974314.2.0000.5205
(Anexo 1), seguindo a Resolucdo 466/12 do Conselho Nacional de Saude do
Ministério da Saude. Todos os participantes foram incluidos no estudo apods

assinatura do Termo de Consentimento livre esclarecido (TCLE - Apéndice 1).

3.2 POPULACAO DE ESTUDO

O grupo de estudo foi composto por 38 pacientes com idade acima de 18 anos
e diagnostico histologico de carcinoma escamosos de pénis.

O grupo controle foi composto por 15 individuos do sexo masculino com
idade acima de 18 anos, assintomaticos € que nao possuiam historia pregressa ou
familiar de cancer. Foram acompanhantes de pacientes e funcionarios que

concordaram em participar do estudo.
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3.3 PROCEDIMENTOS PARA SELECAO DOS SUJEITOS,
COLETA DOS DADOS E SEGUIMENTO DOS PACIENTES

Todos os pacientes que fizeram parte deste trabalho assinaram um termo de
consentimento livre e esclarecido no momento do atendimento e responderam a um
questionario padronizado (Apéndice 2). Sempre que necessarios, foram realizadas
consultas no prontuario dos dados clinicos, sendo transcritos para o questionario
padrio previamente definido. Os individuos controles foram incluidos através de
convite do pesquisador para a realizagdo de coleta sanguinea, apds leitura e

assinatura do TCLE.

3.3.1 Coleta de amostra de tecido tumoral

Foram coletados trés fragmentos de amostra de tecido tumoral, sendo o
primeiro fragmento armazenado numa solugdo de formol tamponado (pH 7.,4) e
encaminhado para o Departamento de Patologia do HCP para o diagnostico
histologico da lesdo. O diagndstico histologico foi realizado por um patologista do
laboratorio de histologia e patologia ciriirgica do HCP e, posteriormente, revisado
por um segundo patologista (Dr. Fernando Soares). O segundo fragmento tumoral foi
armazenado em meio de cultura RPMI a fresco para a andlise quantitativa do
microambiente tumoral pela técnica de citometria de fluxo. A terceira parte do
fragmento a fresco foi conservada num microtubo de 2 mL contendo uma solugdo de

preservacdo “All protect” (Qiagen, USA) para extragdo de DNA.
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3.3.2 Coleta de amostra de sangue venoso

A amostra de sangue foi coletada imediatamente ap6s inclusdo do paciente no
estudo. Sempre que possivel, a coleta de sangue foi realizada aproveitando-se o
momento da coleta de exames solicitados pela equipe médica acompanhante, a fim
de evitar repeti¢des de puncdes. Um volume de 4 mL de sangue foi colhido em tubo
com anticoagulante, acido etilenodiamino tetra-acético - EDTA (BD Vacutainer®)

para realizacao da técnica de citometria de fluxo.

3.4 CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE

3.4.1 Critérios de inclusio

o idade acima de 18 anos

o Pacientes submetidos a estadiamento por exame clinico, radiologico ou
anatomopatoldgico;

o Pacientes submetidos a tratamento cirurgico

3.4.2 Ciritérios de exclusio
. Pacientes com diagnostico de infec¢cdo por HIV, hepatites virais e HTLV;
o Pacientes submetidos previamente a quimioterapia, radioterapia e/ou

ressecgao cirurgica.
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VARIAVEIS

As variaveis foram coletadas na consulta clinica ou conforme informagao

obtida no prontudrio do paciente, incluindo exames complementares e fichas de

procedimentos.

Quadro 4 - Variaveis anatomopatoldgicas (7° Edi¢ao)

VARIAVEL DEFINICAO OPERACIONAL CATEGORIZACAO
Variavel numérica
Numero de | Referente a avaliacio do numero de linfonodos | discreta — calculados os
Linfonodos ressecados, conforme laudo histopatoldgico extremos para a amostra
e a mediana
Variavel nominal
o policotdmica
tI;l(;Icl?)l:zagao do Localizac¢do do tumor pelo cirurgido 1. Glande.
2. Prepucio
3. Corpo do pénis
Variavel nominal
. Quando a amostra da pega tumoral apresenta as | dicotomica
Margens livres . ~
margens livres de doenga tumoral 1. Nao
2. 2.Sim
TX: tumor primario ndo pode ser avaliado
TO: Nao hé evidéncia de tumor primario
Tis: tumor intraepitelial sem invasdo da ladmina
propria (carcinoma in situ) . .
Ta: Carcinoma verrucoso no invasivo Valr'lavezl . nominal
T1: tumor invade a ldmina propria, muscular mucosa po 1010 ton,}l;a
ou submucosa ’
Tumor (T) Tla: O tumor invade tecido conjuntivo subepitelial, g i;
sem invasdo linfovascular ou de alto grau 4' T3
T1b: O tumor invade tecido conjuntivo subepitelial, 5’ T4
com invasdo linfovascular ou de alto grau ’
T2: Tumor invade o corpo esponjoso ou cavernoso
T3: Tumor invade invasdo de uretra
T4: Tumor invade estruturas adjacentes
Nx: linfonodos regionais ndo podem ser avaliados Varidvel nominal
NO: Auséncia de metastases nos linfonodos regionais licotomi
N1: Metastase em um unico linfonodo inguinal po 1010 orrli}ga
Linfonodos (N) | N2: Metastase multiplas ou bilateral em linfonodos 2' N1
regionais 3 N2
N3: Metasteses com extensdo extranodal ou 4' N3

metastases em linfonodos pélvicos
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Cont/Quadro 4
VARIAVEL DEFINICAO OPERACIONAL CATEGORIZACAO
Variavel nominal
Metastase (M) Presenca de metastases a distancia dicotomica
1. Nao 2.Sim
0. Tis, NO, MO. Variavel nominal
I. Tla, NO, MO. policotdmica
II. T1b, N2, MO; T2, N1, MO; T3, N0, MO. 1. IS
Estadio IIA. T1, T2, N3, MO, N1, MO. 2. 1
Anatomico IIIB. T1, T2, N3, M0, N2, MO. 3. 1II
IV. Qualquer T, N3, MO; 4. A
T4, qualquer N, MO; 5. 1IIB
Qualquer T, qualquer N, M1. 6. IV
Variavel nominal
Gl -bem diferenciado (baixo grau); G2 - policotomica
Grau da . . . . I. GX
. = moderadamente diferenciado (grau intermediario);
Classificacio . . . 2. Gl
. . G3- pouco diferenciado (alto grau); G4 -
histologia ) . 3. G2
indeferenciado (alto grau)
4. G3
5. G4
- . . . | Variavel nominal
= De acordo com a descrigdo microscopica foi | .. .
Invasiao . ~ . ~ dicotdmica
s e erl. observada invasdo vascular (invasdo dos vasos ~
angiolinfatica , TP 1. Nao
sanguineos ou angiolinfatica) 2 2 Sim

3.6 TESTES LABORATORIAIS

3.6.1 Extraciao de DNA

Foi colhido material de tecido fresco dos pacientes e em seguida, o material
biologico foi armazenado no biorrepositério do Laboratéorio de Pesquisa
Translacional para posterior extragao de DNA.

O DNA dos pacientes foi extraido, utilizando DNeasy Blood & Tissue Kit
(Qiagen), conforme instrug¢des do fabricante. Foi retirado um fragmento de até 25 mg
da amostra de tecido fresco e colocada num microtubo de 2 mL contendo 180 pL de
tampao de lise (ATL). Em seguida, foram adicionados 20 uL. de proteinase K, e
incubado a 56°C em agitacdo por 3 horas no equipamento Shaker orbital e reciproco

de bancada com controle de temperatura (Jeio Tech ®). A inativagdo da proteinase K
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foi realizada pela manutencao das amostras a 90°C em agitagdo constante durante 10
minutos.

As amostras foram entdo centrifugadas a 14.000 rotagcdes por minuto (rpm)
por 30 segundos e, em seguida, foram adicionados 200 pL de tampao de AL e 200
puL de etanol absoluto. Em seguida, a solugdo foi transferida para uma coluna e
centrifugado a 14.000 rpm por 1 minuto. Adicionou-se em seguida 500 pL de tampao
de lavagem (AWI1) a coluna e esta foi centrifugada a 14.000 rpm por 1 minuto.
Foram adicionados em seguida 500 uL. de um segundo tampao de lavagem (AW2) a
coluna e esta foi centrifugada a 14.000 rpm por 1 minuto.

Foi realizada uma centrifugacdo a 14.000 rpm por 3 minutos para a retirada
de qualquer residuo do tampdo. Em seguida, foram acrescentados ao centro da
coluna 100 pL de tampao de elui¢do (AE), deixado a temperatura ambiente por 1
minuto e o tubo foi posteriormente centrifugado a 14.000 rpm por 1 minuto. Em

seguida, esse material foi armazenado em freezer -20°C para posteriores analises.

3.6.2 Quantificacdo do DNA

A quantificacdo e determinagdo da pureza das amostras de DNA foram feitas
num espectrofotdmetro para determinar a concentracdo de acidos nucleicos e
proteinas em solugdo. Verificou o grau de pureza da amostra a partir da razao entre a
absorbancia em 260 nm e a absorbancia em 280 nm (comprimento de onda
necessario para medir a concentragdo de proteinas contaminantes na solucdo). As

amostras foram consideradas puras quando essa razao foi igual ou superior ao valor

de 1,7.
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3.6.3 Técnica de polymerase chain reaction (PCR) para deteccao de HPV no
tecido tumoral

O DNA extraido foi amplificado por reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
por reagdo multiplex com primers PGMY09/11 (GRAVITT et al. 2000) que
amplificaram de 450 pares de base de um segmento do gene L1 do HPV que
codifica a proteina principal do capsideo viral. Como controle endoégeno da reagdo
foi utilizado os primers do gene B-actina customizados (Thermofischer) para avaliar
a qualidade e quantidade da amostra de DNA dos pacientes. Para cada reagdo foram
utilizados 2 uLL do DNA extraido; 2,5 pL de tampao 10X; 0,5 uL. de MgCl, 50 nM;
0,2 uL de DNTP 25 mM; 1 pL do conjunto de primers PGMY09 (200 nM) 1 pL do
conjunto de primers PGMY11 (200 nM); 0,2 ul de DNA Polimerase Taq Platinum
(5U/uL) (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, USA) em volume final de 25 pL.

A reacdo seguiu a seguinte condi¢do de ciclagem: desnaturacdo inicial a 94°C
por 2 minutos seguida de 40 ciclos de 94°C por 40 segundos, 40°C por 40 segundos e
72°C por 40 segundos e extensdo final a 72°C por 2 minutos. Os controles positivos
foram um pool de amostras positivas que amplificam as sequéncias do gene alvo e o
controle negativo consistiu de agua destilada ultrapura livre de DNase ¢ RNase
(Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, USA). Os produtos das reagdes de PCR foram
entdo visualizados em gel de agarose 1,5% e revelados por GelRed (Biotium, USA)

(Figura 11).
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Figura 11 - Reagdo de PCR para deteccdo da infecc¢ao viral por HPV

3.6.4 Digestio 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
(dissociagao) enzimatica com colagenase I (Gibco, USA) para obtengdo de suspensdo
celular, conforme instrugdes do fabricante. O tecido foi dividido em pequenos
fragmentos (2 mm) com o auxilio de um bisturi estéril e 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
agitacdo. Apos incubagdo, foi adicionado 2mL de Phosphate Buffered Saline (PBS,
pH 7.,4) e filtrado em filtro 35 um (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 (pellet) foi lavado com PBS e centrifugado a 250 xg por 5
minutos. Em seguida, o precipitado foi ressuspendido em 1 mL de PBS e 100 puL

foram retirados para realizar a analise das proteinas por citometria de fluxo.
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3.6.5 Técnica de citometria de fluxo

A escolha de utilizar a citometria de fluxo como técnica de andlise de
proteinas no tecido tumoral e no sangue periférico foi devido a essa tecnologia
permitir analisar multiplos pardmetros simultdneos de uma célula em suspensao,
além de ser um método de andlise quantitativo. Diferente da imunohistoquimica, que
¢ uma técnica semi-quantitativa, ¢ ndo permite analisar a expressdo de varias
proteinas simultaneamente, o que impossibilita a fenotipagem de populagdes
celulares que s3o caracterizadas pela expressdo de duas ou mais proteinas
simultaneas.

A imunofenotipagem por citometria de fluxo ¢ uma tecnologia avancada e
rapida que permite contar, examinar e classificar células individuais e medir
simultaneamente multiplos parametros. Antes da analise, as células individuais em
suspensdo sdo marcadas com anticorpos monoclonais conjugados a fluoroforos,
como PE, FITC, PerCP e 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 fungdes. Essas moléculas sao
identificadas como “clusters of differentiation” (CD).

No citdmetro de fluxo, o sistema de fluidos canaliza uma amostra de células
em um Unico 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 coletados pelo sistema optico

e direcionados para varios detectores. Os sinais recebidos pelos detectores sdo entdo
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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
diregoes diferentes e dois parametros sdo definidos: tamanho de célula, representado
pela dispersao direta da luz do laser (Forward Scatter - FSC); e complexidade celular
(granularidade), representada por dispersao lateral da luz do laser (Side Scatter -
SSC). Esta informagao ¢ exibida visualmente em um grafico de pontos (dot plot), no
qual cada ponto representa uma unica célula que sdo diferenciadas pela forma como
dispersam a luz e pela fluorescéncia que é proporcionalmente direta a quantidade de
moléculas expressas na célula. A Figura 12 apresenta uma visdo geral da

imunofenotipagem por citometria de fluxo.
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Figura 12 - Visdo geral da imunofenotipagem por citometria de fluxo.
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3.6.6 Determinacido quantitativa da expressio de TLR2, TLR9, MAPKp38,
NFxBp65 por citometria de fluxo no sangue periferico e tecido tumoral

A primeira etapa foi marcacdo dos receptores de superficie celular (CD14,
CD16 e TLR2): As células foram fixadas com 100 pL de BD Cytofix/Cytoperm™
pré-aquecido e incubadas por 10 minutos a 37 °C. Em seguida, ap6s centrifugagdo a
250 xg por 8 minutos, foram adicionados os anticorpos monoclonais anti-CD14
(identificagdo de mondcitos), anti-CD16 (neutréfilos), TLR 2 e TLRO.

Para marcagdo das proteinas intracelular TLR9, MAPKp38 ¢ NFKBp65 foi
realizada a permeabilizacgdo da membrana celular, utilizando reagentes BD™
Phosflow (BD Biosciences, USA). Apos incuba¢ao de 20 minutos a temperatura
ambiente e protegido da luz, as células foram permeabilizadas com 750 pL de Perm
Buffer III (BD Biosciences, USA) a 4 °C e incubadas por 30 minutos submergidas no
gelo, protegidas da luz. Em seguida, as células foram lavadas com 3 mL de PBS,
centrifugadas a 250 xg por 8 minutos e o sobrenadante foi descartado. Foram
realizadas 3 lavagens com PBS. Posteriormente, foi realizada a marcacao intracelular
com a adi¢do de 5 uL anticorpos monoclonais (BD, Pharmigen®, San Diego, CA)
anti-phospho-p38 MAPK (T180/Y182; Clone 36/p38), anti-NF-kB p65 (pS529;
Clone K10-895.12.50) e TLR9 e incubado a 4°C por 30 min e protegido da luz. Ap6s
a incubacdo, adicionando-se 2 mL de Perm/Wash 1x concentrado (BD,
Cytofix/Cytoperm™™ Becton Dickinson, Sunnyvale, CA) e centrifugou-se a 300 x g
por 5 min a temperatura de 20 °C. Apos a incubagdo, foi realizada aquisigdo de
50.000 eventos celulares no equipamento FACSVERSE® (Becton Dickinson,
Sunnyvale, CA) e as analises dos resultados foram realizadas com o programa
FACSSUITE (Becton Dickinson, Sunnyvale, CA) e expressas em valores

percentuais. No sangue periférico, para calcular os valores absolutos, multiplicou-se
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o valor percentual encontrado pelo o nimero absoluto de leucocitos totais, mondcitos
e neutrofilos obtidos a partir da contagem diferencial dos leucdcitos foi realizada no
equipamento automatizado SDH-3 (Labtest). Essa contagem foi realizada na mesma
amostra de sangue periférico e no mesmo dia que foi realizada a analise de CD14,

CD16, TLR2, TLR9, MAPKp38 e NFKBp65 por citometria de fluxo.

3.7 ANALISES ESTATISTICAS

3.7.1 Analise de associacao

Para as varidveis quantitativas, foi inicialmente aplicado o teste de
normalidade de Shapiro-Wilk. As variaveis quantitativas com distribuicdo nao
normal foram apresentadas em valores de mediana e intervalo interquartil (IQR:
25%-75%). Teste ndo paramétrico de Mann-Whitney foram utilizados para
comparagdo entre dois grupos. Foi adotado o nivel de significancia estatistica de
p<0.05. A andlise estatistica foi realizada através do programa graphpad prism v6.0

(Graphpad software, San Diego, CA).

3.7.2 Analise de Correlacao

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 andlise estatistica foi realizada

através do programa graphpad prism v6.0 (Graphpad software, San Diego, CA).
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4 RESULTADOS

41 DESCRICAO DAS CARACTERISTICAS

ANATOMOPATOLOGICAS

Foram incluidos 38 pacientes com cancer de pénis com mediana de idade de
61 anos (54,0-68.,2), destes 15,8% tiveram detec¢do de infecgdo por HPV. O sitio
anatomico mais frequente foi a glande do pénis (84,2%) e metade dos tumores eram
de tamanho < 3,5 ou > 3,5 cm. Das caracteristicas avaliadas, foram mais frequentes o
tipo histologico usual (71%), de grau 1 (86,8%), auséncia de invasdo vascular
(86,8,7%) e perineural (70,0%) e ndo metastaticos para linfonodos (86,8%). A
maioria dos pacientes apresentou estadio pT2 (55,3%), seguido de pT1 (34,2%), pT3

(7,9%) e Tis (2,6%). Detalhes na Anexo 1.
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Tabela 1 - Distribuicdo das frequéncias absolutas e relativas das caracteristicas
anatomopatoldgicas e pardmetros leucocitarios de 38 pacientes com carcinoma
escamoso de pénis, tratados no Hospital de Cancer de Pernambuco (2015-2017).

CARACTERISTICAS

N Y%

IDADE (anos)

Mediana (IQR) 61 (54,0-68,2)

N=38 %
Sitio Anatomico
Glande 32 84,2
Superficie cutanea do prepucio 2 53
Pele do corpo peniano 4 10,5
Tamanho do Tumor
<3,5cm 19 50,0
>35cm 19 50,0
Tipo Histologico
Usual 27 71,0
Verruciforme 3 8,0
Sem informagdes 8 21,0
Grau
Gl 33 86,8
G2 3 7,9
G3 2 5,3
Invasio Vascular
Sim 3 7,9
Nao 33 86,8
Sem informagdes 2 5,3
Invasao Perineural
Sim 11 29,0
Nao 26 70,0
Sem informagdes 1 1,0
Metastases linfonodais
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
Infec¢ao pelo HPV
Positivo 6 15,8
Negativo 32 84,2

Subpopulagio celular
Leucécitos totais

Mediana (cel/mm?®)
8,08 (6,42 - 10,85)

Linfocitos 1,65 (1,21-2,23)
Mondcitos 0,47 (0,36 - 0,72)
Neutrofilos 5,47 (3,30 - 7,57)

IQR: interquartil (25-75); HPV: Papilomavirus humano
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4.2 ANALISES DOS NiVEIS DE EXPRESSAO DOS RECEPTORES
TLR2 E TLRY9, E DE NF-«xBp65S E MAPKp38 NO SANGUE

PERIFERICO DE PACIENTES E CONTROLES

Foi analisado a expressao de TLR2 e 9 em leucocitos totais, mondcitos e
neutréfilos no sangue periférico de 38 pacientes com cancer de pénis e em 15
controles. Os valores percentuais de leucdcitos totais com expressdo de TLR2 e
MAPKp38 foram elevados nos pacientes com cancer de pénis quando comparado aos
controles saudaveis (p=0,002 e p<0,0001, respectivamente). Os pacientes
apresentaram niveis percentuais reduzidos de leucocitos com expressao de TLRY e
NFkBp65 quando comparado aos controles (p=0,03).

Foi observado elevados niveis de neutrofilos com expressdao de NF-kBp65 e
MAPKp38 nos controles quando comparado aos pacientes (p=0,001 e p<0,0001,
respectivamente) e de mondcitos com expressao de TLR2, TLR9 e MAPKp38 nos
pacientes quando comparado aos controles (p=0,02, p=0,03 e p=0,01,

respectivamente). Detalhes na Tabela 2.
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Tabela 2 - Andlise dos niveis percentuais de leucdcitos totais com expressao TLR 2,
TLR 9, NFkBP65 e MAPKP38 no sangue periférico de pacientes e controles.

Controles Pacientes
N=15 N= 38 Valor de p
LEUCOCITOS TOTAIS
Mediana (IQR) Mediana (IQR)
3,9 5,7
TLR2 (%) (32.5.02) 4.1.72) 0.002*
7,5 5,6
TLR9 (%) 42-11.6) 27.8.1) 0.03*
10,4 72
NF«Bp65 (%) (14.17.0) (2.5-14.7) 0.03*
MAPKp38 (%) R iﬁ 5) 7 ézé 3) <0.0001*
NEUTROFILOS
Mediana (IQR) Mediana (IQR)
0,40 0,62
0 ° H *
TLR2 (%) (0,18-0.73) (0,30-1,0) 0.10
0,72 0,74
1) B B *
TLRY (%) (0,51-1.21) (0,46 - 1,79) 0.75
NF«Bp65 (%) 0,35 0,00 0.001*
(0,08-0,84) (0,00 - 0,05) :
39,3 0,50
MAPKp38 (%) (202-59.4) (0,00 2.0) <0.0001*
MONOCITOS
Mediana (IQR) Mediana (IQR)
3,9 57
TLR2 (%) (32-5.02) 4.172) 0.02*
0,54 1,0
o > > *
TLRY (%) (0,14-0,97) (0,41-2,3) 0.03
1,47 1,22 *
NFBp65 (%) (0,37-3,74) (0,52-5,75) 0.60
10,05 31,4
MAPKp38 (%) (4,4-28.,8) (11,5-45,4) 0.01*

IQR: Interquartil 25-75%. *Teste de Mann Withney; p < 0.05 foi considerado significativo

43 ANALISE DOS NIVEIS TLR2 E TLR9 NO SANGUE

PERIFERICO E TECIDO TUMORAL

Devido a baixa frequéncia no ntimero de pacientes entre os grupos de acordo
com tipo histolopatolégico, grau nuclear, invasdo vascular e metastases, essas
variaveis foram excluidas das analises. Assim, foram realizadas analises com as

variaveis invasdo perineural, tamanho tumoral e estadiamento. Para andlise por
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tamanho do tumor (TM), foi utilizado a mediana do valor do TM de 3,5cm como

ponto de corte para uma melhor distribuicdo do nimero de pacientes entre os grupos.

» ANALISES NO SANGUE PERIFERICO

o Invasdo perineural

Foi realizada a analise da expressao de TLR2 e TLR9 comparando os grupos
de pacientes que apresentou invasdo perineural (IPN+) ou ndo (IPN-). Ndo houve
diferenga significativa nos niveis absolutos de leucdcitos totais com expressdo de
TLR2 e TLRO entre os grupos (Figuras 13).

O grupo de pacientes com IPN+ apresentou niveis absolutos elevados de
monocitos e neutrdfilos com expressao de TLR9 (p=0.009 e p=0,0003) quando

comparados ao grupo IPN- (Figuras 13).

e Tamanho tumoral < 3.5cm e >3.5¢m

Verificou-se niveis absolutos elevados de leucdcitos totais com expressao de
TLRO e de neutréfilos/TLR2+ no sangue de pacientes com tumores >3,5cm quando
comparados ao grupo com tamanho tumoral <3,5 cm (p=0.01 e p=0.008,

respectivamente; Figura 14).
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Figura 13 - Niveis absolutos de leucocitos totais, monocitos e neutrofilos com
expressdo de TLR2 e TLRY9 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 estio representados em mediana e interquartil (25-75). Foi

considerado significativo p<0.05.
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Figura 14 - Niveis absolutos de leucdcitos totais, monécitos e neutrdfilos com
expressdo de TLR2 e TLRY no sangue periférico de grupos de pacientes com
tamanho do tumor < 3,5cm (n=19) e >3,5cm (n=19) no carcinoma escamoso de
pénis. Os graficos estdo representados em mediana e interquartil (25-75). Foi considerado

significativo p<0.05.
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44 ANALISE DA EXPRESSAO DE NFxBp65 E MAPKp38 NO

SANGUE PERIFERICO E TECIDO TUMORAL DOS PACIENTES

> ANALISES NO SANGUE PERIFERICO

o Invasédo perineural

Nao foram observadas diferencas signficativas nos niveis absolutos de
leucocitos, mondcitos e neutréfilos com expressao de NFkBp65 e MAPKp38 (Figura

15).

e Tamanho tumoral <3.5cm e >3.5¢cm

Verificou-se niveis absolutos elevados de leucocitos totais (p=0,008) e de
neutrofilos (p=0,01) com expressdo de NFkBp65 e niveis reduzidos de monocitos/
NF«Bp65+ (p=0,02) no sangue de pacientes com tumores >3,5cm quando
comparados ao grupo com tamanho tumoral <3,5 cm (Figura 16).

Verificou-se niveis absolutos elevados de leucoécitos totais/MAPKp38+
(p=0,03) no sangue de pacientes com tumores >3,5cm quando comparados ao grupo

com tamanho tumoral <3,5 cm (Figura 16).
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Figura 115 - Niveis absolutos de leucécitos totais, mondcitos e neutrofilos com
expressdao de NFkB p65 e MAPKp38 no sangue periférico dos pacientes com invasao
perineural (IPN+; n=11) e sem invasdo 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.
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Figura 16 - Niveis absolutos de leucocitos totais, monocitos e neutrofilos com
expressao de NFkB p65 ¢ MAPKp38 no sangue periférico de grupos de pacientes
com tamanho do tumor < 3,5cm (n=19) e >3,5cm (n=19) no carcinoma escamoso de

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

significativo p<0.05.
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4.5 ANALISE DOS NiVEIS TLR2, TLR9, MAPKp38 E NF«kBp65 NO

TECIDO TUMORAL

Foi determinada a expressdo de TLR2, TLR9, MAPKp38 e NFkBp65 no
tecido tumoral fresco por citometria de fluxo de 38 pacientes com cancer de pénis.

Os resultados foram expressos em mediana de intensidade de fluorescéncia (MFI).

o Invasdo perineural

Nao houve diferenca significativa na expressdo TLR2, TLR9 e NFkBp65
(MFI) no tecido tumoral entre os grupos de pacientes com presenga ou auséncia de
invasdo perineural (Figura 17). Nao houve detec¢do de expressio MAPKp38 no

tecido tumoral.

o Tamanho tumoral < 3.5¢m e >3.5¢cm

Verificou-se uma elevada expressao de TLR9 e NFkBp65 (MFI) nos tumores
< 3,5cm quando comparado aos tumores >3,5cm (p=0,02). Nao houve diferenca
significativa na expressdo de TLR2 entre os grupos de pacientes com tumores

<3,5cm e >3,5cm (Figura 18).
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Figura 17 - Valores de mediana de intensidade de fluorescéncia (MFI) de TLR2,
TLRY e NFkBp65 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.
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Figura 18 - Valores de mediana de intensidade de fluorescéncia (MFI) de TLR2,
TLR9 e NFkBp65 no tecido tumoral de grupos de pacientes com tamanho do tumor
< 3,5cm (n=19) e >3,5cm (n=19) no carcinoma escamoso de pénis. Os grificos estdo

representados em mediana e interquartil (25-75). Foi considerado significativo p<0.05.
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4.6 CORRELACAO ENTRE OS NiVEIS DE EXPRESSAO DE TLR2,
TLRY E NFkBp65 TECIDO TUMORAL

Foi realizada uma analise de correlagdo entre os niveis de expressao de TLR2,
TLRY e NFxBp65 no tecido tumoral. Foi observado uma moderada correlagdo entre
a expressdo de TLR2 vs TLR9 (r=0.65, p=0,0009) e TLR9 vs NF-KB (r=0.60;

p=0,003), e alta correlacao entre TLR2 vs NFxkBp65 (1=0.78; p<0,0001). (Figura 19)
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Figura 19 - Analise da correlacdo entre os niveis de TLR2 vs TLR9, TLRY vs
NFxBp65 TLR2 vs NFkBp65 no tecido tumoral de pénis. Spearmen correlation test. Foi

considerado significativo p<0,05.
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47 CORRELACAO DOS NIiVEIS DE EXPRESSAO DE TLR2, TLR9

E NFkBp65 ENTRE O SANGUE PERIFERICO E TECIDO TUMORAL

Para saber se os niveis de expressao de TLR2, TLR9 e NFxBp65 no sangue
foram semelhantes aos do microambiente tumoral, foi realizado um analise de
correlacdo. Nao foi observado correlagdo dos niveis de TLR2, TLR9 e NF«kBp65

entre sangue e tecido tumoral (Figura 20).
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Figura 20 - Anélise da correlacdo dos niveis TLR2, TLR9 e NF-KB no sangue e

tecido tumoral de pénis. Spearmen correlation test. Foi considerado significativo p<0,05.
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5 DISCUSSAO

Os estudos dos aspectos imunologicos no cancer tém sido de grande
relevancia para o surgimento de novas terapias nos ultimos anos. O entendimento da
expressao de moléculas que possuem fungdo importante na resposta antitumoral tem
gerado grande interesse cientifico.

Do ponto de vista epidemiologico, nossos dados foram semelhantes aos da
literatura. A idade mediana de nossos pacientes foi de 61 anos, localizados na regido
da glande e do subtipo histologico usual, corroborando com os dados ja publicados.
Os dados de metastases linfonodais mostrou-se menos frequente do que a literatura
cita (Em torno de 54%). Apesar de ser um tumor muitas vezes visivel e/ou
sintomatico, muitos apresentaram-se com tumores grandes (50% tinham tumores
acima de 3,5 cm) e que infiltravam até corpo cavernoso e esponjoso, também
concordando com dados publicados recentemente em 392 pacientes com cancer de
pénis no Maranhido (GUIMARAES 2009; COELHO et al. 2018).

A incidéncia de HPV no pacientes com cancer de pénis foi inferior aos dados
da literatura. Nossa casuistica apresentou a incidéncia de 15,8%. Alguns autores
questionam a técnica utilizada para detec¢do de HPV como fator determinante nas
diferentes incidéncias encontradas no Brasil ¢ no mundo. Na maior casuistica
publicada, ALEMANY et al. (2016) identificaram uma incidéncia de 33,1% de HPV
em pacientes com cancer de pénis, numa analise com amostra de tecido tumoral
varias regides do mundo. Ao analisar a incidéncia por continente, esta variou de

18,8% na América do Norte a 55,6%, na Oceadnia. O nimero de amostras em cada
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continente também variou bastante, sendo 89% dos individuos da Europa e America
Latina. Talvez o maior fator impactante de variagdo da incidéncia da infec¢do pelo
HPV seja o pequeno nimero de amostras. Uma estimativa real, com métodos de
detec¢do uniformizados sdo necessarios para termos a real taxa de incidéncia. E
importante levarmos em conta que a incidéncia em cada regido de um pais
continental como o Brasil pode ser diferente, por suas grandes divergéncias culturais
e de grau de instrugdo.

Neste trabalho, observou-se alteragdes na expressio de TLR2, TLR9Y,
NFxBp65 ¢ MAPKp38 nos pacientes com cancer de pénis. Os receptores Toll-like
tém sua maior concentragdo em células do sistema imune, porém também podem ser
encontradas em células tumorais. O TLR2 mostrou-se mais expresso em células de
carcinoma escamoso de orofaringe, quando comparado ao tecido normal (NG et al.
2011). Em nossa andlise, houve uma maior expressdo de TLR2 nos pacientes,
sugerindo uma associacdo desse receptor com o processo de carcinogénese no
carcinoma de pénis e pode ser devido a maior ativagdo de células imunes associados
a tumor que atuam como pro-tumorais (PANDEY et al. 2015).

Os receptores TLRs sdo um conjunto de proteinas ligadas a imunidade com
uma associacdo ja conhecida nas fases de evolucdo de algumas neoplasias. Esses
estdo ligados a varias fases de progressdo tumoral, como invasdo tecidual e
metastase, evasdo imune e angiogénese (PANDEY et al. 2015). A estimulagdo de
alguns tipos de TLRs por seus ligantes podem promover alteragdes celulares, como
induzir a célula a entrar em fase de transi¢ao epitélio-mesénquima, fazendo com que
essas assumam fenotipos invasivos (SANDHOLM et al. 2012).

A resisténcia tumoral ao sistema imune também pode estar relacionada a
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ativacdo de TLRs. A estimulagcdo dos receptores TLRs em células tumorais pode
inibir a proliferacdo de células T e a agdo das células Natural Killer (NK), enquanto
o bloqueio desses receptores restaura a resposta imune celular (YU et al. 2013).

Verificou-se elevados niveis de expressdo de TLR9 nos leucocitos totais e
neutrofilos no sangue periférico dos pacientes. Por sua vez, LEE et al. (2007)
identificaram uma maior expressdao de TLR9 no tecido tumoral no carcinoma
escamoso de colo uterino quando comparado ao tecido normal adjacente. Além
disso, mostrou que houve uma associagdo entre o aumento da expressao de TLR9
com a evolu¢do da doenca, quando compararam os niveis de TLRY entre as pacientes
com neoplasia intra-epitelial cervical e cancer invasivo, sendo mais expresso nos
tumores mais avangados. Nao se tem uma explicacdo para a maior expressdo em
tumores invasivos € como isso pode estar associado a carcinogénese.

GHOSH et al. (2015) também evidenciou aumento da expressao por
imunohistoquimica de TLR2 e TLR9 em tumores de colo uterino. Em outros tumores
solidos, como em tumores gastricos, ndo foram observadas alteragdes na expressao
desses receptores (SCHMAUSSER et al. 2005). Isso sugere que ainda faltam estudos
que possam explicar a importancia dos TLRs na carcinogénese.

Ao avaliar as subpopulacdes de leucocitos, houve um maior nimero de
neutrofilos com expressdo de NFkBp65 e MAPKp38 quando comparados aos
controles saudaveis. Em cada populagdo celular foi encontrada variagcdo na expressao
de TLRs e dos fatores de transcri¢do estudados, isso deve-se ao fato de que cada tipo
celular apresenta mecanismos de resposta imune diferentes e o tipo de antigenos
tumorais podem influenciar os niveis de expressdo de varios receptores e fatores de

transcricdo envolvidos na resposta imune inata (LEWIS e POLLARD 2006;
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TRELLAKIS et al. 2011). Os neutréfilos tém um tempo de meia vida, apoés migrar
para o tecido, de 24-48 horas (OBEID e HANNUN 1999), devido ao aumento de
expressdo de fatores de transcricdo que inibem os mecanismos de apoptose, como
fatores de crescimento e mediadores inflamatérios (METCALF 1999). Entendendo
que existem diversos fatores que podem levar a um processo inflamatoério cronico
nos pacientes com cancer de pénis, principalmente aqueles infecciosos, a presenga de
microorganismos no local da lesdo pode estar associado ao aumento de expressao de
MAPKp38 e com isso, liberacio de mediadores que promovem a migragdo de
neutrofilos para o infiltrado tumoral (PRAMANIK et al. 2003).

A ativagdo da via de sinalizagdo das MAPKp38 esta associada a redugdo na
diferenciagdo celular, devido ao aumento de apoptose celular (LOESCH ¢ CHEN
2008). De um modo geral, a ativagdo da MAPKp38 inibe a proliferagdo celular,
como ja demonstrado em células hepaticas e cardiomiocitos fetais (AWAD et al.
2000; ENGEL et al. 2005). Adicionalmente, a ativagdo desse fator pode ter uma
influéncia positiva na diferenciagdo celular, também observada em células tumorais
(PURI et al. 2000; WU et al. 2000).

A elevada expressdo de NFkBp65 nos leucécitos totais e neutrdfilos no
sangue encontrada no grupo de pacientes com tumores acima de 3,5 cm, mostra o
envolvimento dessa via de sinalizagdo na progressdo da doenca no cancer de pénis.
Estudos em tumores de colo uterino mostram que o NFxBp65 tem um papel
importante na progressdo do cancer, ja que houve uma maior expressdo em lesdes
intra-epiteliais cervicais de alto grau e carcinoma invasivo quando comparados a sua
expressdo em tecidos normais (DAC et al. 2016). PRUSTY et al. (2005) também

relataram o aumento da expressdo de NFkBp65 no carcinoma invasivo no cancer de
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colo uterino, principalmente por homodimeros de p50.

Os neutrofilos associados aos tumores (TAN) tem um papel relevante em
varios tipos de tumores e ja foi descrito como um indicador de pior progndstico,
quando encontrado no infiltrado tumoral (TRELLAKIS et al. 2011). Em carcinoma
escamoso de lingua, o acometimento linfonodal, estadios clinicos mais avancados ¢
maior chance de recorréncia, foram relacionados ao infiltrado de TANs (WANG N et
al. 2014). A discussdo de como o grau de expressdo desses receptores também pode
sugestionar dados relevantes, principalmente na avaliacdo de fatores de risco de
recorréncia ou prognostica.

Em carcinoma de cabega e pescoco, as células tumorais estimulam a
motilidade de neutréfilos, além de aumentar a sua sobrevida e podendo agir em
sinergia, aumentando a atividade inflamatoria dos neutrofilos. Algumas quimiocinas
como a CCL4 e matriz de metaloproteinase 9 t€ém um papel fundamental nesse
processo (TRELLAKIS et al. 2011). Esse sinergismo entre neutrofilos e células
tumorais pode acarretar um aumento de invasibilidade tumoral, além de potencializar
atividades migratérias das mesmas (DUMITRU et al. 2011; GLOGAUER et al.
2015). Em carcinomas escamosos orais, o infiltrado intra-tumoral de TAN foi
encontrado em pacientes com tumores T4, ou seja, mais avangado, com metastases
linfonodais, além de apresentarem menor sobrevida quando altamente expressores de
marcadores para neutréfilos (LU et al. 2017), sugerindo que realmente os neutrofilos
tem um papel importante na progressao no carcinoma oral.

Em relagcdo aos mondcitos, havia uma menor quantidade dessas células com
expressao de TLR9 e MAPKp38 no sangue. Os mondcitos sdo células que vao dar

origem aos macrofagos nos tecidos e estdo relacionadas ao sistema imune inato. Os
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macroéfagos teciduais tem como principal fungdo a fagocitose de microorganismos,
de restos celulares e particulas alheias, além de apresentarem antigenos aos linfocitos
T. No contexto de macrofagos associados a tumor (TAM), varias das caracteristicas
desse subtipo celular sdo perdidas, por influéncia do microambiente tumoral,
podendo inclusive influenciar no prognéstico e progressao tumoral (LEWIS e
POLLARD 2006). Estas expressam de forma constitutiva CD14 e dependendo do
subtipo presente no microambiente tumoral, eles podem suprimir ou ativar a resposta
imune anti-tumoral.

A presenca de macrofagos associados ao tumor pode estar relacionada a um
pior prognostico em carcinoma de células escamosas de orofaringe e cavidade oral
(SUN et al. 2016). SUN et al. (2016) identificaram um maior nimero de macréfagos
no microambiente tumoral, sendo um fator progndstico em pacientes com
carcinomas escamosos de laringe, pois havia uma relacdo direta com a metastase
linfonodal, além de uma menor sobrevida livre de doenga em 5 anos. KIM et al.
(2013) identificaram tumores de maior dimensdo nos carcinomas papiliferos de
tiredide que apresentavam maior densidade de macrofagos.

Ao contrario do que foi observado no sangue, os pacientes com cancer de
pénis apresentaram reduzida MFI de NFkBp65 nos tumores acima de 3,5 cm. A
reducdo da expressdo do NFkBp65 pode ser devido ao processo inflamatdrio cronico
presente nos tumores avangados, onde a ativacdao dessa via de forma continua esta
associada desregulacdo da resposta imune e evasdo tumoral, j4 que essa via de
sinalizacdo ¢ fundamental para produgdo de mediadores inflamatorios importantes
para a eficacia da resposta imune anti-tumoral (LAWRENCE 2009). Ha a

possibilidade de haver redugdo da expressdo, pelo processo de carcinogénese,
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reduzindo sua expressdo em leucocitos circulantes, impedindo assim a sua atuagao
contra as células tumorais. O processo de angiogénese também pode ser acelerado
pela estimulacdo dos TLRs. A cascata de sinalizagdo com producdo de fator de
transcrigdo NFkB esta ligado ao aumento dos niveis de IL-1p que induzem a fatores
angiogénicos como o VEGF e a IL-8, relacionados ao crescimento tumoral (SAIJO et
al. 2002).

A expressdo dos TLRs pode ser variavel, de acordo com o tecido estudado e
entre individuos. Em um estudo com carcinoma de células escamosas de lingua, foi
evidenciado expressdo de TLR2, 4, 5, 7 ¢ 9 em todos os materiais estudados. Da
mesma forma, havia expressdo desses receptores nos tecidos ndo neoplasicos da
lingua, sendo a grande diferenca relacionado ao padrdo e o grau de expressdo desses
TLRs. Para o TLR2 e 4, a expressao foi visualizada nos tecidos neopléasicos e ndo
neoplasicos, porém a expressao no carcinoma foi mais forte. Na expressao do TLRY,
foi observado expressdo leve a moderada em praticamente todos os tecidos tumorais,
assim como nos tecidos ndo neoplasicos (MAKINEN et al. 2015).

A expressdo desses receptores foi associada com alguns aspectos clinicos de
relevancia. Por exemplo, a expressdo do TLR2 e 4 foi associada a maior invasao
tumoral e maior grau de diferenciagdo nos carcinomas escamosos de cabeca e
pescogo. Apesar desses autores ndo observarem diferenga na expressao de TLR2 e 4
associada ao tamanho do tumor, houve uma aumento da expressdo desses TLRs nos
pacientes com maior invasdo tumoral e grau de diferenciag¢do, sugerindo que esses
receptores podem estar associados a uma maior agressividade tumoral. Da mesma
forma, a maior expressdo de TLRY, foi mais comum entre os pacientes que

apresentavam maiores tumores e maior invasio tumoral (MAKINEN et al. 2015).
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Em carcinoma de Merkel, a expressao citoplasmatica de TLR2 em células
tumorais, por imunohistoquimica, foi associado a tumores pequenos. Porém quando
avaliado em expressdo nuclear, essa relagdo se torna diferente e mais correlacionada
com tumores maiores (JOUHI et al. 2015).

Nos pacientes com carcinomas de pancreas, a elevada expressdo de TLR2 em
células tumorais foi associada a melhor sobrevida em 12 meses em pacientes com
tumor menor que 3 cm, como também a elevada expressdo de TLR4 no tecido
tumoral no grupo de pacientes sem comprometimento linfonodal foi observada uma
melhor taxa de sobrevida em 12 meses (LANKI et al. 2018).

Em carcinomas escamosos orais, células tumorais com uma maior expressao
de TLR9 foram encontradas em tumores maiores ¢ com estadiamento mais avangado.
Além disso, foi demonstrado que tumores com alto indice proliferativo apresentaram
maior percentual de células com expressdo de TLR9 (RUAN et al. 2011).

Contudo, ao contrario do que foi observado no sangue dos pacientes, a
expressao de TLR9 e NFkBp65 foi reduzida no tecido tumoral dos pacientes com
tumores maiores que 3,5 cm. Esta diferencga pode estar relacionada a carcinogénese e
dindmica do sistema imunoldgico tumoral, fazendo com que sua andlise possa ser
feita tanto em tecido tumoral, quanto em sangue periférico. Deve-se entender que
essas alteragdes ndo necessariamente sao as mesmas, entretanto uma interagao
indireta pode existir e precisa ser melhor entendida.

E de extremo valor o entendimento de fatores prognosticos, principalmente
quando conseguimos avalid-los por biomarcadores. O TLRs e seus fatores de
transcri¢do, como o NFkBp65 e MAPKp38 certamente sdo exemplos que devem ser

levados em consideragdo, ja que apresentam uma relacdo com caracteristicas
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tumorais que repercutem maior agressividade, como o tamanho e a invasdo
perineural. A andlise de leucocitos totais séricos demonstrou diferencas entre as
expressoes de alguns desses marcadores, porém a analise de quais subtipos celulares
que os expressam pode também ter uma relacdo direta com fatores de pior
prognostico.

De forma similar as células tumorais, o infiltrado celular do sistema imune no
microambiente tumoral exerce uma influéncia importante para a dindmica tumoral.
Esse microambiente possui um mistura de células como os fibroblastos associados ao
tumor, células de musculo liso, células endoteliais, neutrofilos, linfocitos e
macrofagos. Tanto os fibroblastos como os macrofagos podem estar relacionados a
progressdo de alguns tipos tumorais, como o de lingua (SUN et al. 2016).

Notamos que, ao analisar a correlagdo entre os diversos TLRs entre si € com o
NFxBp65, podemos evidenciar que claramente ha uma correlagdo positiva entre a
expressdao de TLR2, TLR9 e a via NFkBp65 no tecido tumoral, mostrando que existe
interagdo entre esses receptores TLRs e essa via de sinalizagdo no microambiente
tumoral. Os resultados obtidos com este estudo mostram que é possivel encontrar
alteracdes de mecanismo da resposta imune inata a nivel sistémico, trazendo a tona
potenciais biomarcadores no sangue de pacientes com cancer de pénis, ja que foi
demonstrado a associacdo dos niveis de TLR2, TLR9, MAPKp38 e NFkBp65 com a
progressdo da doenca, inclusive podendo predizer progndstico, chance de
recorréncia, mortalidade e sensibilidade ao tratamento quimioterapico ou
radioterapico.

Os dados apresentados mostram que ha uma heterogeneidade na expressao de

diversos fatores ligados a atividade imunologica tumoral. H4 também fatores que
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podem mudar sua expressdo € que podem influenciar no entendimento das
consequéncias dos tumores na estabilidade celular dos individuos. A compreenssio
de todos essas variaveis pode trazer informagdes relevantes para a avaliagdo inicial,
bem como acompanhamento e tratamento dos pacientes, contribuindo para um
melhor entendimento do prognostico e chance de recorréncia dos pacientes com
tumores de pénis.

Todo o racional centrado nas combinagdes de tratamento imunoterapicos traz
consigo uma possibilidade imensa de beneficios presumidos. O investimento por traz
desse conceito com uma estratégia (Agonistas de TLR associado a inibidores de
checkpoints imunologicos) ja esta sendo estudado e mostrando que essas proteinas
podem ser o proximo grande avanco do tratamento oncoldgico. Ainda outros alvos
promissores, como os mediadores de sinalizagdo dos TLRs, vém sendo estudados. O
MYDS88 parece ser o mais promissor desses fatores, j& com dados interessantes e
com uma rela¢do direta, principalmente por fazer a ligacdo entre TLRs e nucleos,
tanto de superficie celular, como dos endossomos (BRAUNSTEIN et al. 2018).

Na analise dos dados, detectamos limitagdes, principalmente o pequeno
nimero de pacientes e a ndo padronizacdo da forma de avaliagdo desses receptores ¢
de como interpreta-los. A comparagdo e o entendimento ainda s3o obstaculos no
entendimento da real importancia e de seu papel na doenga, de forma geral. Muito se
tem a evoluir, pois a falta de dados ou até a heterogeneidade dos ja existentes, ndo
permitem ainda uma conclusdo mais objetiva. E uma questio de tempo até termos

respostas a todas as perguntas existentes e questionamentos propostos.
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CONCLUSOES

O presente estudo permitiu concluir:

Houve diferenca na expressao dos receptores de Toll-like 2 e 9 e nos fatores
de trascricdo NFxBp65 e MAPKp38, no carcinoma escamoso de pénis;

As caracteristicas anatomopatoldgicas foram semelhantes as encontradas na
literatura, porém o frequéncia de infec¢ao por HPV foi baixa;

Mostramos diferengas nos niveis de expressao dos receptores TLR2 e TLRY,
NF«Bp65 e MAPKp38 entre os pacientes e controles, no sangue periférico
Mostramos diferengas nos niveis de expressdo de TLR2, TLR9, NFxBp65 e
MAPKp38 de acordo com os parametros anatomopatoldgicas invasdao
perineural e tamanho tumoral;

Mostramos ha correlagdao positiva dos niveis de expressao de TLR2, TLRY,
NFkBp65 no tecido tumoral, porém ndo havia correlagdo dos niveis de
expressao proteinas entre o tecido tumoral e sangue periférico. Além disso, a

expressao da MAPKp38 no tecido tumoral foi indetectavel.
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CONSIDERACOES FINAIS

Foi observada uma baixa frequéncia de infec¢cdo por HPV, conforme descrito
na literatura.

Foi possivel determinar a expressdo das proteinas TLR2, TLR9, NFxBp65 e
MAPKp38 no sangue periférico de pacientes e controles, isso sugere que
existe uma expressao basal dessas proteinas no sangue, o que viabiliza a
identificacao de valores de normalidade;

A falta de expressao de MAPKp38 no tecido tumoral sugere que outras
isoformas dessa via precisam ser estudadas no cancer de pénis e/ou ndo ha
ativacao das vias MAPK cinases no cancer de pénis;

Existem alteragdes na expressdo TLR2, TLR9, NFxBp65 ¢ MAPKp38 no
sangue periférico, porém o nivel de expressao diferiu entre os tipos celulares,
o que sugere que cada tipo celular apresenta mecanismos especificos de
resposta imune;

Foram encontradas associacdo dos niveis de expressdo de TLR2, TLR9Y,
NFxBp65 e MAPKp38 nos neutréfilos e mondcitos com doenga avangada, o
que sugere que essas proteinas podem ser possiveis biomarcadores de
prognostico no cancer de pénis e potenciais alvos terapéuticos;

Os niveis de expressio de TLR2, TLR9, NFkBp65 e MAPKp38 em
neutrofilos e mondcitos podem estar associados aos mecanismos pro-
tumorais, pois essas células produzem fatores pro-angiogénicos, o que

favorece o crescimento tumoral;
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Os niveis de expressao TLR2, TLR9, NFkBp65 ¢ MAPKp38 no sangue e
tecido tumoral ndo sdo proporcionais no cancer de pénis, 0 que sugere que
ndo ¢ possivel relacionar alteragdes da expressdo dessas proteinas entre
sangue e tecido;

Existem uma correlacdo na expressao de TLR2, TLR9 e NFkBp65, o que
confirma que estmiluagdo desses TLRs levam ativacdo da via de sinalizagao

NFkBp65, como descrito na literatura, inclusive no cancer de pénis.
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Anexo 2 - Sistema de estadiamento tumoral segundo a AJCC

Quadro do Sistema de estadiamento TNM AJCC 8° EDICAO

TUMOR PRIMARIO (T)

Tx Tumor primario ndo pode ser idenficado

T0 Sem evidéncia de tumor primario

Tis Carcinoma in situ

Ta Carcinoma localizado n8o invasivo

T1 Glande: Tumor invade a lamina propria
Prepucio: Tumor invade a dermis, lamina propria ou a fascia
dartus
Haste: Tumor invade o tecido conectivo entre a epiderme e o
corpo, independente da localizagdo

Tla O tumor ndo tem invasdo linfovascular ou perineural e ndo é de
alto grau (Ex. grau 3 ou sarcomatoide)

T1b O tumor tem invasdo linfovascular e/ou perineural ou ¢ de alto
grau (Ex. grau 3 ou sarcomatdide)

T2 Tumor invade o corpo esponjoso (Glande ou haste ventral) com ou
sem invasdo de uretra

T3 Tumor invade o corpo cavernoso (Incluindo tunica albugibea) com
ou sem invasdo de uretra

T4 Tumor invade estruturas adjacentes

LINFONODOS REGIONAIS (N)
Clinico Patolégico

Nx Nao acessiveis Nao acessiveis

NO Nao palpéveis ou aumentados Sem metastases linfonodais

N1 Linfonodo inguinal movel | < 2 metastases inguinais
unilateral unilaterais

N2 >2 Linfonodos inguinais méveis | > 3  metastases inguinais
unilateral ou linfonodos | unilaterais  ou  metasteses
inguinais bilaterias bilaterais, sem extensdo

extranodal

N3 Massa inguinal palpavel fixa ou | metasteses com  extensdo
linfadenomegalia pélvica uni ou | extranodal ou metastases em
bilateral linfonodos pélvicos

METASTASES A DISTANCIA (M)

Mo Sem metastases a distancia

Ml Com metastases a distancia

Fonte: Adaptado de PANER et. al 2018




Quadro do Sistema de estadiamento TNM AJCC 7° EDICAO

TUMOR PRIMARIO (T)

Tx Tumor primdrio ndo pode ser idenficado

TO Sem evidéncia de tumor primario

Tis Carcinoma in situ

Ta Carcinoma verrucoso nio invasivo

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

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

T2 Tumor invade 0 corpo esponjoso ou cavernoso

T3 Tumor invade invasdo de uretra

T4 Tumor invade estruturas adjacentes

LINFONODOS REGIONAIS (N)
Clinico Patologico

Nx Nao acessiveis Nio acessiveis

NO Nio palpéveis ou aumentados Sem metastases linfonodais

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

N2 Linfonodos inguinais multiplos | Metastase multiplas ou bilateral
ou bilaterias em linfonodos regionais

N3 Massa inguinal palpavel fixa ou | metasteses com  extensdo
linfadenomegalia pélvica uni ou | extranodal ou metastases em
bilateral linfonodos pélvicos

METASTASES A DISTANCIA (M)

Mo Sem metéstases a distancia

Ml Com metastases a distancia

Fonte: Adaptado de SOBIN et al. (2009)




Apendice 1 - Termo de consentimento livre e esclarecido do paciente e do controle

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Projeto de Pesquisa: AVALIACAO DA EXPRESSAO DOS TOLL LIKE
RECEPTORS , E DOS FATORES DE TRANSCRICAO MYDS$8 E NFKB EM
PACIENTES COM CARCINOMA ESCAMOSO DE PENIS

Nome do Voluntario:

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

PROPOSITO E OBJETIVO DO PROJETO

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

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

Portanto, nada sera retirado (nenhuma biopsia sera 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 disto, serdo pesquisadas informagdes no seu
prontudrio, como por exemplo: idade, tipo do tumor e estadiamento do tumor apods a
cirurgia.

PARTICIPACAO VOLUNTARIA - Isto é apenas um convite.



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

O seu tratamento sera exatamente o0 mesmo caso vocé participe ou ndo deste estudo. Nao
havera risco adicional para a obtencdo de amostras para o presente estudo. Durante o
projeto vocé tera o acompanhamento normal junto ao seu médico do HCP que ¢
responsavel pela sua assisténcia

BENEFICIOS

Possivelmente 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 podera, no entanto, resultar em beneficios para outras pacientes que terdo o
diagndstico 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 mais em tumores mais agressivos € menos invasivo em

tumores ndo agressivos.

CARATER CONFIDENCIAL DOS REGISTROS

Além da equipe de satide que cuidard de vocé, seus registros médicos poderdo ser
consultados pelo Comité de Etica do Hospital de Céancer de Pernambuco e equipe de
pesquisadores envolvidos. As amostras de tecido serdo processadas de tal forma que sua
privacidade e identidade sejam preservadas. Seu nome ndo sera revelado ainda que as
informacdes de seu registro médico sejam utilizadas para propodsitos educativos ou de

publicacgdo, 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 apés este estudo, este ficard a cargo da instituicdo. Seu tratamento e

acompanhamento médico independem de sua participag@o neste estudo.

CUSTOS
Caso vocé aceite este convite e se vocé tiver a necessidade de atendimento médico,
vocé ndo tera qualquer custo ou forma de pagamento pela participagcdo no projeto de

pesquisa. A participagdo no projeto € voluntaria e vocé ndo sofrera nenhuma penalidade



caso nao autorize a sua participacdo. Todo o seu tratamento e acompanhamento médico
serdo os mesmos, independente de sua decisdo de autorizar ou ndo a participagdo no

projeto.

BASES DA PARTICIPACAO

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

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

Nos estimulamos a vocé ou seus familiares a fazer perguntas a qualquer momento do
estudo. Neste caso, por favor, ligue para o Dr. Felipe Marinho 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. Email: cep@hcp.org.br

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

O CEP-HCP esta situado a Avenida Cruz Cabuga 1597 - Santo Amaro. Diretoria de
Pesquisa do HCP, tel.: 3217-8197 - email: cep@hcp.org.br O CEP/HCP funciona de 2*
a 6” feira, nos seguintes horarios: 07:00 as 11:30hs (manhd) e 13:30 as 16:00hs (tarde).

CONSENTIMENTO

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 serdao
realizados neste trabalho.

Ficaram claros para mim quais sdo 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 estou isenta de despesas e que terei a
garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessario. Concordo voluntariamente
em participar deste estudo e poderei retirar 0 meu consentimento a qualquer momento,
antes ou durante o0 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 que minha participacdo ¢é isenta de despesas ou ganhos
financeiros e que isto ndo ira interferir no meu tratamento.

Se os meus materiais bioldgicos guardados Biorrepositorio do Hospital de
Cancer de Pernambuco forem utilizados em pesquisas aprovadas pelo Comité de Etica
em Pesquisa, escolho livremente a op¢ao abaixo assinalada:

[0 Autorizo a utilizagdo dos meus materiais biologicos sem necessidade de novo
consentimento a cada pesquisa.

L] Desejo ser contatada para autorizar o uso dos meus materiais bioldgicos a cada
pesquisa e em caso de impossibilidade de contato comigo, indico que a nova autorizagao

seja fornecida pelo senhor

(nome e contato do familiar ou representante legal)

Recife / /

Nome e assinatura do Paciente

Recife / /

Assinatura do Responsavel

Legal/Testemunha Imparcial



TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (Controle saudavel)

1. NOME DO CONVIDADO.........iniiieeee ettt
DOCUMENTO DE IDENTIDADE N°: ..o SEXO:M.F.
DATA NASCIMENTO.: ........ J R

ENDERECO ....oooiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeseene N e, APTO: ............
BAIRRO: ..o CIDADE
............................................................. CEP:eeiiieeee,

TELEFONE: DDD (............ ) e
2.RESPONSAVEL LEGAL ...cuccouuriiimiriiieceiiieseesceeesesesssssessssssessesesssssssssssseesesseess
NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador €1C.) ........ceeevuerreeriereerienesieniesieenieseeeens
DOCUMENTO DE IDENTIDADE :....cccccceviiiininieienne SEXO: M . F.

DATA NASCIMENTO.: ....../....../......

ENDERECO: ..c..ooiiiiiiiiieeeeeeee e N e APTO: ..............
BAIRRO ..ot CIDADE:......ccooiiiiiiieinn.
CEP:eiiicee TELEFONE:(............ Dttt

1. TITULO DO PROJETO: AVALIACAO DA EXPRESSAO DOS TOLL LIKE
RECEPTORS, E DOS FATORES DE TRANSCRICAO MYD88 E NFKB EM
PACIENTES COM CARCINOMA ESCAMOSO DE PENIS

2. PESQUISADORES RESPONSAVEIS: CARGO/FUNCAO:

Dr. Fernando Augusto Soares - Coordenador do setor de patologia do Hospital A. C.
Camargo -SP

Dra. Leuridan Cavalcante Torres - Pesquisadora do Laboratéorio de Pesquisa
Translacional do IMIP

Dr Felipe da Silva Marinho - Oncologista Clinico do HCPe
3. UNIDADE: Hospital do Cancer de Pernambuco, Laboratério de Pesquisa Translacional
do IMIP
4. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
5. AVALIACAO DO RISCO DA PESQUISA:
SEM RISCO RISCO MINIMO X RISCO MEDIO



RISCO BAIXO _ RISCO MAIOR

6. DURACAO DA PESQUISA: 48 meses

7. O objetivo deste trabalho ¢ estudar a imunidade dos pacientes com cancer de mama.
Portanto, convidamos o senhor (a) para participar deste trabalho como individuo

controle.

8. Os testes laboratoriais serdo relacionados com a imunidade.

9. Serdo feitas coletas de 10 mL de sangue periférico para realizagdo dos testes

laboratoriais.

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

como tratar, caso ocorra mancha vermelha ou roxa no local.

11. Nao existe beneficio direto para a pessoa convidada.

12. 15. Os pesquisadores envolvidos com este projeto estardo disponiveis para
esclarecer as duvidas que surgirio durante o desenvolvimento do estudo. Os
principais investigadores sdo 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 consideragao ou duvida
sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o comité de Etica em Pesquisa do
HCP na Avenida Cruz Cabugi 1597, Santo Amaro, Recife - PE (Telefone: 81
32178000). Horario: segunda a sexta, das 8h as 12h e das 14h as 16h.13. Os

convidados poderao desistir de fazer parte da pesquisa.

14. Nao serdo divulgados os nomes dos convidados.

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

laboratoriais.



16. Os convidados ndo terdo nenhum custo pessoal durante a realizagcdo do trabalho,

incluindo exames e consultas. Nao havera compensag¢do financeira para os participantes.

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

tem o direito a tratamento médico no Hospital do Cancer de Pernambuco

18. 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 sdo os objetivos do estudo, os
testes laboratoriais que serdo realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também que meu filho
(a) ou convidado esta isenta 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 0 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 servigo.

CONSENTIMENTO

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacées 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 sido os objetivos do estudo, os testes
laboratoriais que serido realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de
confidencialidade e de esclarecimentos permanentes. Ficou claro também estou
isenta de despesas e que terei a garantia do acesso a tratamento hospitalar quando
necessario. Concordo voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar
0 meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante 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 sio 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 que minha participacio ¢é isenta

de despesas ou ganhos financeiros e que isto nio ira interferir no meu tratamento.
Se os meus materiais bioldogicos guardados Biorrepositorio do

IMIP/HCP/GENOMIKA forem utilizados em pesquisas aprovadas pelo Comité de

Etica em Pesquisa, escolho livremente a op¢iio abaixo assinalada:

O Autorizo a utilizacio dos meus materiais biolégicos sem necessidade de novo

consentimento a cada pesquisa.

[J Desejo ser contatada para autorizar o uso dos meus materiais biologicos 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 Data
_
Assinatura do Responsavel Legal/Testemunha Imparcial Data
Recife, de 20

Dra. Leuridan Cavalcante Torres
Dr. Felipe da Silva Marinho

(Pesquisadores responsaveis)



Apéndice 2 - Ficha clinica

FICHA CLINICA - PROJETO CANCER DE PENIS

1. NOME:

2. IDADE:

3. RG:

4. DATA

5. MATRICULA:

6. CASADO:
SIM( ) NAO( )
7. HISTORIA DE DST
SIM( ) NAO( )
8. ZOOFILIA
SIM( ) NAO( ) )

9. LOCALIZACAO DA LESAO
GLANDE ( ) CORPO( ) BASE( )
10. LINFONODOS PLAPAVEIS

SIM( ) NAO( )
11. LHP
CEC ( ) OUTROS( )
12. THQ - p16
Positivo( )  Negativo ()
13. ESTADIAMENTO CLINICO
T N M )
14. ULCERACAO
SIM( ) NAO( )
15. CIRURGIA
SIM( ) NAO( ) QUANDO
16. TIPO DE CIRURGIA
FALECTOMIA ( ) CIRURGIA CONSERVADORA ( )
17. LHP CIRURGICO
Pt pN )
18. GRAU DE DIFERENCIACAO
Gl( )G2( )G3( ) G4()
19. IPN
SIM( ) NAO( )
20. IAL
SIM ( ) NAO( )
21. MARGENS COMPROMETIDAS




SIM () NAO( )
10. METASTASES LINFONODAIS

SIM ( ) NAO( )

11. LINFONODO ACOMETIDO
INGUINAL ( ) ILIACO( )

13. FEZ QUIMIOTERAPIA ADJUVANTE
SIM () NAO( )

14. FEZ RADIOTERAPIA ADJUVANTE
SIM () NAO( )

15. RECIDIVA DE DOENCA
SIM( ) NAO( ) QUANDO

16. TEMPO PARA RECIDIVA
<6MESES ( ) >6 MESES ( )
17. RECIDIVA LOCAL
SIM () NAO( )
18. RECIDIVA A DISTANCIA
SIM ( )NAO( )
18. FEZ QUIMIOTERAPIA PALIATIVA
SIM ( )NAO( )
22. OBITO
SIM( ) NAO ( ) QUANDO




