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RESUMO

O cancer de pénis (CaPe) € uma neoplasia rara, porém frequente em paises em
desenvolvimento com alta vulnerabilidade socioeconOmica. O estado do Maranhdo apresenta
a maior incidéncia global ja registrada, configurando um grave problema de saude publica.
Pesquisas recentes identificaram o gene NOTCH1 como um dos mais frequentemente
mutados no CaPe, podendo impactar significativamente sua expressao. O NOTCHI1 pode
exercer funcdes distintas, promovendo ou suprimindo o crescimento e a proliferacdo tumoral,
a depender do contexto celular. O objetivo deste estudo foi identificar alteragdes gendmicas no
gene NOTCHI em amostras de tumor primdrio e metastase linfonodal de CaPe. Trata-se de
um estudo retrospectivo com amostras de pacientes maiores de 18 anos com diagnéstico de
CaPe, submetidos a procedimentos cirdrgicos em trés hospitais de referéncia em Sao Luis,
MA. Os dados clinicos e histopatoldgicos foram obtidos por meio de revisdes histologicas, e
as andlises do nimero de cdpias e da expressdo gé€nica de NOTCHI1 foram realizadas por
qPCR, utilizando o método do ACt comparativo. Foram analisados 64 casos de tumores de
pénis (30 com metéstase e 34 sem metastase linfonodal). A maioria dos pacientes tinham mais
de 60 anos, baixa escolaridade, baixa renda, residia na zona rural e apresentava higiene
precaria. A fimose foi observada em 40% dos casos com metastase € 38,2% nos sem
metéstase. As lesdes estavam predominantemente na glande (40% no grupo com metéastase) e
na glande e prepucio (41,2% nos casos sem metastase), com grau de diferenciagdo G3 em
90% dos casos com metastase e 61,8% dos casos sem, e infiltrado linfocitario em 96,6% dos
casos com metéstase e 96,9% dos casos sem metdstase. Observou-se uma alta frequéncia de
HPV, presente em 62,5% dos casos, e o gendtipo de alto risco (16, 18 e 31) foi o mais
frequente, em ambos os grupos. O hdbito de fumar esteve diretamente associado a maior
ocorréncia de mutagdes no gene NOTCH1 (P=0.010), e a relagdo entre o estado de NOTCHI e
a extensdo extranodal foi estatisticamente significativa (p = 0,048). A expressdo génica de
NOTCHI no tumor primario foi significativamente menor em comparagdo ao tecido saudével
(p = 0.0006), bem como no tecido de metéstase linfonodal (p = 0.008). Essa diminui¢do
esteve associada a uma pior sobrevida livre de doenca (Log rank p = 0.03725) e a presenca de
transformagdo sarcomatoide, tanto no tecido do tumor primério (p = 0.011) quanto no de
metéstase linfonodal (p = 0.006). Este é o primeiro estudo a realizar andlises do gene
NOTCHI no CaPe, revelando resultados inéditos.Os resultados mostram que o tabagismo
esteve associado ao ganho no nimero de cépias do gene NOTCHI, e que a expressdo génica
de NOTCHI encontra-se reduzida tanto nos tecidos de tumor primdrio quanto na metastase
linfonodal, em compara¢@o ao tecido saudavel. Essa reducdo na expressdo esteve relacionada
a presenca de transformacdo sarcomatoide e a uma pior sobrevida livre de doenga, sugerindo
participacao deste gene na progressao tumoral do CaPe e com potencial biomarcador

Palavras-chave: Perfil de NOTCH 1, Tumores de pénis, Metastase



ABSTRACT

Penile cancer (CaPe) is a rare but common neoplasm in developing countries with high
socioeconomic vulnerability. The state of Maranhdo has the highest global incidence ever
recorded, making it a serious public health problem. Recent research has identified the
NOTCHI1 gene as one of the most frequently mutated genes in CaPe, which can significantly
impact its expression. NOTCH1 can perform different functions, promoting or suppressing
tumor growth and proliferation, depending on the cellular context. The aim of this study was
to identify genomic alterations in the NOTCH1 gene in samples of primary tumor and lymph
node metastasis of CaPe. This was a retrospective study with samples from patients over 18
years of age diagnosed with CaPe who underwent surgical procedures at three referral
hospitals in Sao Luis, MA. Clinical and histopathological data were obtained through
histological reviews, and NOTCH1 copy number and gene expression were analyzed by
gPCR using the comparative ACt method. Sixty-four cases of penile tumors were analyzed
(30 with metastasis and 34 without lymph node metastasis). Most of the patients were over 60
years old, had little schooling, a low income, lived in rural areas and had poor hygiene.
Phimosis was observed in 40% of the cases with metastasis and 38.2% of those without. The
lesions were predominantly on the glans (40% in the group with metastasis) and on the glans
and foreskin (41.2% in the cases without metastasis), with a G3 degree of differentiation in
90% of the cases with metastasis and 61.8% of the cases without, and lymphocytic infiltration
in 96.6% of the cases with metastasis and 96.9% of the cases without metastasis. There was a
high frequency of HPV, present in 62.5% of cases, and the high-risk genotype (16, 18 and 31)
was the most frequent in both groups. Smoking was directly associated with a higher
occurrence of mutations in the NOTCHI1 gene (P=0.010), and the relationship between
NOTCHI status and extranodal extension was statistically significant (p = 0.048). NOTCH1
gene expression in the primary tumor was significantly lower compared to healthy tissue (p =
0.0006), as well as in lymph node metastasis tissue (p = 0.008). This decrease was associated
with worse disease-free survival (Log rank p = 0.03725) and the presence of sarcomatoid
transformation, both in the primary tumor tissue (p = 0.011) and in the lymph node metastasis
tissue (p = 0.006). This is the first study to analyze the NOTCHI1 gene in CaPe, revealing
unprecedented results. The results show that smoking was associated with an increase in the
number of NOTCHI1 gene copies, and that NOTCHI1 gene expression was reduced in both
primary tumor tissue and lymph node metastasis, compared to healthy tissue. This reduction
in expression was related to the presence of sarcomatoid transformation and worse
disease-free survival, suggesting that this gene is involved in the tumor progression of CaPe
and is a potential biomarker

Keywords: NOTCHI profile, Penile tumors, Metastasis.
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1. INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia do cincer de pénis

O cancer de pénis (CaPe) é uma neoplasia rara em paises desenvolvidos, com uma
taxa de incidéncia que varia de 0,1 a 1 caso por 100.000 homens. No entanto, trata-se de uma
neoplasia frequente em paises em desenvolvimento, que apresentam locais com alta
vulnerabilidade socioecondmica, como os paises asidticos, africanos e sul-americanos, neles o
CaPe pode corresponder a 10% de todas as neoplasias malignas em homens (Kuasne et al.,

2021; Thomas et al., 2021).

No Brasil, de acordo com informagdes da agéncia Internacional de Pesquisa em
Cancer (IARC) 2022, o CaPe acomete 1,3 a cada 100 mil habitantes (Figura 1), e apresenta
uma taxa de mortalidade 0,4 a cada 100 mil habitantes, e corresponde a 0,4% de todos os

tipos de cancer que afetam os homens (Figura 2).
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Figura 1. Taxa padronizada por idade (mundial) por 100.000, incidéncia de cancer de penis, homens, em 2022.
Fonte: Adaptado (Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer, 2022)
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Figura 2. Taxa padronizada por idade (mundial) por 100.000, mortalidade do cincer de pénis, homens, em 2022
Fonte: Adaptado (Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer, 2022).

Segundo o Instituto Nacional do Cancer (INCA, 2022) as regidoes Norte e Nordeste sdo
as com maior incidéncia. Relataram que entre 2007 e 2022, foram feitas 7.790 amputa¢des do
6rgdo genital decorrente de cincer pelo Sistema Unico de Sadde (SUS), e em 2022 foram
registrados 1.130 novos casos. Os grupos etarios mais afetados sdo homens de 50 a 70 anos,
embora possa ocorrer em individuos mais jovens. O Maranhdo é o estado com maior
incidéncia de CaPe no Brasil e no mundo, apresentando uma incidéncia padronizada por
idade de 6,15 por 100.000 habitantes e uma incidéncia anual bruta de 1,18 por 100.00
habitantes (Coelho et al., 2018; INCA, 2022).

1.2 Etiologia e fatores de riscos de cancer de pénis

A origem do cancer de pénis € complexa e envolve véarios fatores como: genéticos,
ambientais e comportamentais. O CaPe desenvolve-se a partir de células pré-malignas
conhecidas como neoplasia intraepitelial peniana. Nos ultimos anos, houve uma melhor

compreensdo dos fatores de risco para CaPe, embora a sua etiologia permanec¢a desconhecida
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e seus mecanismos de desenvolvimento ndo sejam completamente elucidados. Até o
momento, foram identificadas duas vias patogénicas distintas para CaPe, a primeira
relacionada a infeccao pelo virus do papiloma humano (HPV) de alto risco, e a segunda que
ndo estar relacionada ao HPV, mas resulta de irritacdo e inflamagdo cronicas, devido por
exemplo o liquen escleroso balanite (Akers; Holden, 2020; Fernandez-Nestosa et al., 2023).

A via associada a infeccdo pelo HPV representa fator de risco significativo para o
CaPe. Sua infeccdo, frequentemente ligada a fatores sexuais, como ter multiplos parceiros, €
adquirida através da transmissdo sexual. H4 mais de 100 gendtipos diferentes de HPV
conhecidos, contudo, 20 deles tendem a afetar o trato genital. Sdo considerados de alto risco
os gendtipos: 16, 18, 31, 33, 45, 56 e 65 (Gamboa-Hoil, 2023). Em mais de 40% dos casos de
CaPe, a infeccdo pelo HPV estd associada, especialmente com gendtipos de alto risco HPV
16, 18, 31 e 33. No entanto, o subtipo de HPV mais comumente associado a esta neoplasia é o
HPV-16 , presente em 33,3% dos casos, seguido pelo subtipo HPV-18 em 29,2% dos casos
(Olesen et al., 2019; Schlenker; Schneede, 2019).

A infeccdo recorrente do HPV pode resultar na superexpressdao das oncoproteinas
virais E6 e E7, que causam a desregulacdo do ciclo celular e instabilidade gendmica do
hospedeiro através de interacdes com as proteinas p53 e pRb. Também podem ser mediadas
por outras moléculas como p21, p27, telomerase, ciclinas, cinases e outros, causando inibicao
da apoptose, proliferacdo exacerbada, instabilidade cromossOmicas, imortalizacio e
crescimento desregulado (Peyraud et al., 2020; Sharma et al., 2022). No Maranhao, a infec¢cao
por HPV foi observada em 80,5% dos pacientes com CaPe, demonstrando uma alta taxa de
infeccdo associada a fatores de pior progndstico clinico, ao contrario do que se observa em
outras regioes (Teixeira-Junior, 2022).

As vias ndo relacionadas ao HPV ndo sdo bem compreendidas, no entanto, parece
comegar a partir de danos ao DNA provocados por condi¢des inflamatdrias ou alteracdes em
genes somaticos (Yu et al., 2023). Entre os fatores de risco para o desenvolvimento dessa
doenca, destacam-se condi¢des como a fimose, que estd fortemente associada ao CaPe e nao
deve ser considerada fisiolégica apds os seis anos de idade, por poder contribuir para uma ou
ambas as vias patogé€nicas. Pacientes com essas condicdes ndo conseguem retrair
completamente o prepucio do pénis, de modo a expor toda a glande. Estudos como Vieira e
colaboradores de 2020, tém destacado a forte ligacdo entre fimose e CaPe, estudo no qual foi

conduzido no nordeste do Brasil, relataram fimose em 66% dos individuos com CaPe.
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Raramente isto é visto em populacdes onde a circuncisdo é realizada de forma
corriqueira. Por isso a circuncisdo infantil ou adolescente sempre foi recomendada e
incentivada, especialmente por motivos de higiene pessoal e como medida profildtica, visto
que reduz o risco de condi¢des inflamatérias no pénis, e consequentemente o surgimento de
tumores, principalmente os invasivos (Ahmed ef al, 2020). No entanto, a circuncisdo na
idade adulta parece nao proporcionar nenhum beneficio na redugao do risco de desenvolver o
CaPe. Este procedimento ndo apenas erradicou o risco de fimose, como também protege
contra a infec¢dao peniana pelo HPV, além de prevenir a reten¢do de esmegma decorrente da
falta de higiene (Hakenberg et al, 2018; Giona, 2023). A higiene € um outro fator de risco
frequentemente relatado nesta neoplasia. Em outros estudos, a maioria desses pacientes (73%)
referiram higiene ruim/ moderada (Vieira et al., 2020).

Ainda ha muitos fatores de risco associados a esta neoplasia, incluindo idade superior
a 60 anos, onde é observado um pico de incidéncia nos homens nesta faixa etdria; habitos
como tabagismo, representam um risco direto ao CaPe, os fumantes que consomem mais dez
cigarros por dia, apresentam o dobro do risco em relacdo aos ndao fumantes ou os que
consomem menos do que isso; etilismo e baixo nivel socioecondmico incluindo seus
componentes de baixo nivel educacional, baixa renda e residir em dreas rurais. A educagdo
dos homens sobre hédbitos adequados de higiene, a reducao do tabagismo, a imunizagao contra
o HPV e outras a¢des na prevencao de infeccdes sexualmente transmissiveis diminuem o risco
de CaPe e devem ser incentivadas, pois uma das principais causas de atraso na procura do
profissional de saide se deve a falta de conhecimento e ao constrangimento (Soares et al.,
2020).

1.3 Aspectos Clinicos e Histopatologicos

Os aspectos clinicos do CaPe sdo fundamentais para a investigacdo e diagndstico
precoce, visto que esta neoplasia é devastadora fisicamente e psicologicamente para estes
pacientes. As manifestacdes mais comuns que levam o paciente a procurar atendimento € a
presenca de lesdes vegetantes, ulceracao peniana. E a medida que a lesdo evolui, pode ocorrer
dor local, principalmente ao tocar ou ao ter relagdes sexuais, podendo haver sangramento,
mudanca na cor da pele do pénis, dificuldades na ere¢do, problemas urindrios, secrecao
anormal, frequentemente acompanhada de odor desagraddvel da genitdlia. Devido a falta de
conscientizacdo do publico e sentimentos de vergonha, ou por falta de recursos ou medo do

tratamento cirdrgico, os pacientes costumam buscar ajuda médica tardiamente (Silva et al.,
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2023; Pozzo et al., 2022).

Segundo a Sociedade Americana de Oncologia Clinica (2023) o diagndstico clinico de
CaPe, é realizado através da avaliacao fisica do pénis e da palpagao dos linfonodos regionais.
Um exame fisico detalhado do pénis e da genitdlia externa € essencial, registrando a
morfologia, o tamanho e a localizacdo da lesdao, bem como a extensdo e a invasdo das
estruturas adjacentes. O diagnodstico pode ser complementado com bidpsia excisional.
Ressonancia magnética (RM) do pénis pode ser indicada quando hé incertezas sobre a invasio
tecidual ou a viabilidade da cirurgia poupadora de 6rgios; caso a RM ndo esteja disponivel, a
ultrassonografia (US) pode ser uma alternativa vidvel. A bidpsia pré-tratamento da lesao
primaria deve ser realizada quando a malignidade nao for clinicamente evidente ou quando o
tratamento ndo cirdrgico for planejado, como o uso de agentes topicos, laser ou radioterapia.

Em relagdo aos aspectos histolégicos, os tipos histoldgicos mais comuns de cancer de
pénis incluem o carcinoma de células escamosa (CEC) (95% dos casos) e o carcinoma in situ
ou neoplasia intraepitelial peniana (5%). Este ultimo se apresenta na forma de modificacoes
celulares epiteliais ndo invasivas, mas que podem progredir para invasor. Outros tipos
histolégicos como sarcomas, melanomas, adenocarcinomas e carcinomas basocelulares sdo
raros (Oliveira et al., 2020).

Existem diferentes subtipos histolégicos de CEC do pénis, e sdo divididos em subtipos
associados ao papilomavirus humano (HPV) e ndo associados a HPV (Tabela 1). O subtipo
mais frequente € o usual (49,0%), seguido pelos subtipos condilomatosos (20,7%), sendo o
primeiro ndo associado ao HPV, e o segundo associado ao HPV (Compérat; Moguelet, 2022;
Rego et al., 2023).

Tabela 1 - Subtipos histologicos em cancer de pénis

CEC:s associados ao HPV CECs nao associados ao HPV
CEC basaloide CEC tipo usual
CEC misto (papilifero-basaloide) CEC pseudo hiperplasico
CEC Warty-basal6ide CEC pseudoglandular
CEC condilomatoso CEC verrucoso
CEC misto (condilomatoso-basaldide) CEC papilifero
CEC de células claras CEC adenoescamoso
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CEC linfoepitelioma CEC sarcomatoéide

CEC misto

Fonte. Adaptado (WHO, 2022).

O estadiamento € um dos parametros avaliados nesses tumores, e descreve aspectos
como a localizagado, a propagacdo e o impacto nas funcdes de outros 6rgaos do organismo. De
acordo com o American Joint Committee on Cancer Tumor (AJCC), € realizado a partir do
sistema TNM. Tumor (T) indica o tamanho do tumor primério e se disseminou para outras
areas; Linfonodo (N) descreve se existe dissemina¢do do cancer para os linfonodos regionais;
Metéastase (M) indica se existe presenca de metdstase em outras partes do corpo. As
sequéncias numéricas ou letras apés T, N e M nos dao mais informacdes sobre cada um
desses fatores. Numeros mais altos indicam um estdgio mais avangado da doenca (Tabela 2).

Quanto ao acometimento linfonodal regional (N), consideramos linfonodos
inguinais e pélvicos no estadiamento. E importante ressaltar que os linfonodos inguinais
e pélvicos sdo estruturas diferentes do sistema linfatico, localizadas em diferentes partes
do corpo. Os linfonodos inguinais estdo localizados no trigono femoral, enquanto os
linfonodos pélvicos ficam na pelve (Engelsgjerd; Lagrange, 2023). No que diz respeito a
localizacdo do tumor, a glande € a drea mais frequentemente atingida no CaPe, seguida pelo
prepucio. Os tumores no prepucio apresentam um melhor progndstico do que os da glande,
pois sdo de menor grau e mais superficiais, apresentando um menor risco de metdstases

nodais (Campos et al., 2023).

Tabela 2 - Classificacao clinica e patoldgica do cancer de pénis de acordo com o sistema

TNM do AJCC e IUAC
Classificacao Clinica
Tumor Primaério (T) Critérios
TX Tumor primdrio nao pode ser avaliado
TO Sem evidéncia de tumor primario
Tis Carcinoma in situ (Neoplasia Intraepitelial Peniana —
PelN)

Ta Carcinoma verrucoso nao invasivo
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T1 Tumor invade tecido conjuntivo subepitelial
Tla Tumor invade tecido conjuntivo subepitelial sem
invasdo linfovascular ou invasao
perineural e ndo € pouco diferenciado
T1b Tumor invade tecido conjuntivo subepitelial com
invasdo linfovascular ou invasao
perineural ou € pouco diferenciado
T2 Tumor invade o corpo esponjoso com ou sem
invasdo da uretra
T3 Tumor invade corpo cavernoso com ou sem invasao
da uretra
T4 Tumor invade outras estruturas adjacentes

Linfonodos Regionais (N)

Critérios

cNx Os ganglios linféticos regionais ndo podem ser
avaliados

cNO Sem linfonodos inguinais palpaveis ou visivelmente

aumentados

cN1 Linfonodo inguinal unilateral mével palpédvel

cN2 Linfonodos inguinais multiplos ou bilaterais méveis
palpaveis

cN3 Massa nodal inguinal fixa ou linfadenopatia pélvica,

unilateral ou bilateral

Metastase a Distancia (M)

Critérios

cMO

Sem metastase distante

cM1

Metastase a distancia

Classificacao Patolégica

Linfonodos regionais (pN)

Critérios

pNx Os ganglios linfaticos regionais nao podem ser
avaliados

pNO Sem metastase linfonodal regional

pN1 Metastase em um ou dois linfonodos inguinais

pN2

Metastase em mais de dois linfonodos inguinais
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unilaterais ou linfonodos inguinais
bilaterais
pN3 Metéstase em linfonodo(s) pélvico(s), extensdao
unilateral ou bilateral ou extranodal de
metdstase em linfonodo regional
Metastase a Distancia (pM ) Critérios
pM1 Metastase a distancia confirmada
microscopicamente
Estadiamento
Ois Tis, NO, MO
| Ta,NO, MO
ITA T1a,NO, MO
1IB T1b,NO, MO
II1A T2,NO, MO
I11B T3,NO, MO
v T1-3, N1, MO
T1-3, N2, MO
T4, Qualquer N, MO

Fonte: UICC/AJCC 8% edicdo TNM Estadiamento clinica e patolégica do cancer de pénis.

7z

O grau histolégico é um importante fator preditivo de metdstases inguinais e
dissemina¢do do CaPe. De acordo com AJCC atribuimos GX - a tumores nos quais o grau de
diferenciacdo ndo pode ser avaliado; classificamos como G1 tumores bem diferenciados; G2
tumores moderadamente diferenciados; G3 sdo tumores pouco diferenciados e G4 tumores
indiferenciados. Quanto maior a semelhanca com o epitélio escamoso normal, mais bem
diferenciado é o tumor e maior a chance de bom progndstico. Na andlise histolégicas ainda
pode ser observado a presenca ou auséncia de coilicitose (parametro morfolégico indicativo
da presenca de HPV), invasdes como a invasdo angiolinfitica e a invasdo perineural, fatores
bem estabelecidos de pior progndstico, estdo presentes em 87,7% e 83% dos casos de CaPe,

respectivamente (Silva et al., 2023).



1.4 Funcoes e mecanismos de ativacao da via de sinalizacdo NOTCH1

No contexto dos canceres, mutacdes no gene NOTCHI tém sido frequentemente
relatadas em diversos canceres. Alteragdes somdticas nos genes que codificam os
componentes da sinalizacdo Notch causam vérios tipos de cancer humano, como o cancer de
mama, de pulmao de pequenas células e a leucemia linfoblastica aguda de células. Alteracoes
génicas em NOTCHI podem ter impacto na fun¢do normal da via de sinaliza¢do, provocando
uma proliferacdo celular desregulada e favorecendo o desenvolvimento tumoral, podendo
atuar como um oncogene ou supressor de tumor, isso devido a mutagdes especificas em
NOTCHI (como mutacdes no exon 26 que afetam a fungdo do receptor NOTCHI) ou por
outros mecanismos que envolvem sua regulacio epigenética. (Katoh et al., 2019; Pancewicz et
al., 2022).

Este gene faz parte de uma familia génica, que inclui 4 genes: NOTCHI, NOTCH?2,
NOTCH3 e NOTCH4. O gene NOTCH|1 possui 34 éxons e 9.371pb em seu transcrito candnico
e estd localizado 9q34.3 (braco longo do cromossomo 9, regido 3, banda 4 e sub-banda 3)

(Figura 3) (NCBI Gene, 2024).

9q34.3

Figura 3. Localizagao citogenética do gene NOTCH 1. Fonte: Autora (2025).
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O gene NOTCHI ¢ responsavel por codificar o receptor Notchl, uma proteina
transmembrana expressa na superficie celular. O receptor maduro é composto por: um
dominio extracelular N-terminal (NOTCHI1-EC), um dominio transmembrana e intracelular
C-terminal (NOTCH1-TM-IC), unidos por uma por¢ao transmembrana (TM). Esses dominios
sao mantidos juntos por interacdes nao covalentes. O NOTCHI-EC contém uma série de
repeticoes semelhantes a fatores de crescimento epidérmico (EGF), envolvidas na ligacdao do
ligante, e trés repeticdes LIN-12/NOTCH que estabilizam o dominio de heterodimerizagao
(DH), impedindo a ativa¢do independente do ligante do receptor. O NOTCH1-TM-IC consiste
em uma regido transmembrana (TM) seguida por diferentes dominios citoplasmaéticos que
formam o dominio intracelular de Notchl (NOTCH1-DIC). NOTCH1-DIC inclui um dominio
de molécula associado a RBPJ (RAM), uma série de repeticdes de anquirina (ANQ)
envolvidos na ligacdo CSL/RBP-Jk, flanqueadas por sinais de localizagao nuclear (SLN), um
dominio de transativacdo (DAT) e um dominio PEST C-terminal, uma regido rica em prolina,
glutamato, serina e treonina) que regula a estabilidade e a degradacdo proteassdmica do
NOTCHI1-DIC ativo (Figura 4), e € um hotspot (regides especificas de proteinas que sao
suscetiveis a mutacdes) para mutacdo na leucemias linféides cronicas por exemplo (Rosati et

al., 2018; Katafut et al., 2022).

NOTCH1-EC NOTCH1-TM-IC

00 908l I

Repeticdes (EGF) LIN-12/NOTCH DH TM RAM Repeticdes (ANQ) DAT PEST

NOTCH1-DIC

Figura 4. Estrutura do receptor do Notchl. Legendas: EGF (repeti¢des de fatores de crescimento epidérmico);
DH (dominio de heterodimeriza¢do); TM (dominio de transmembrana); RAM (dominio de molécula associado a
RBPJ); SLN (sinais de localizagc@o nuclear); ANQ (repeti¢des de Anquirina); DAT (dominio de transativagdo);
PEST (regido com prolina, glutamato, serina e treonina). Fonte: Autora (2025).
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A sinalizagao Notchl é desencadeada quando um dos ligantes, das familias Delta-like
1 (DLL1), Delta 3, Delta 4, ou Jaggedl (JAG1) e Jagged2 (JAG2), expresso em células
vizinhas, estabelece uma ligacdo com receptor Notchl. Essa interag@o inicia duas clivagens
proteoliticas sucessivas: uma clivagem extracelular justamembrana, por uma desintegrina e
metaloproteinase que ocorre na DH e produz o substrato para a clivagem intramembrana,
realizada pelo complexo vy-secretase, resultando na liberagdo do dominio intracelular
NOTCHI1-DIC ativo que se transloca para o nicleo. No nicleo, NOTCHI1-DIC forma um
complexo de ativacdo transcricional com a proteina de ligacio ao DNA (CSL)+ coativador
transcricional como proteinas mastermind-like (MAML) + proteina de ligacdo ao sinal de
recombinacdo Jk (RBP-Jk), com isso, ativando a expressao de genes-alvo de NOTCH1, como:
BMII proto-oncogene, CCNDI, CD44, HES1, HEYI fatores de transcri¢do, MYC (c-myc),
DLL1, P53 (supressor de tumor) entre outros. Os genes-alvo candnicos do Notchl sdo
regulados positivamente de forma dependente do contexto celular. O sinal € encerrado através
da ubiquitinacdo de sitios no dominio PEST, seguida pela degradacdo dependente do
proteassoma do NOTCH1-DIC ativo. Vale ressaltar que a translocacao para o nicleo pode ser
associada com repressdo transcricional génica. Acredita-se que esse efeito supressor de
NOTCHI resulte de modo indireto, mediado pela expressdao de repressores transcricionais

como HESI e HEY1 (Figura 5) (Gharaibeh et al., 2020; Doyen et al., 2019)
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Genes alvos: BM1, CCND1, CD44, HES1, HEY1, c-MYC, DLL1,P53...

w‘m'l DI DL || Fosforilagdo e Ubiquitinagdo
RBPJk o -~

. 9 3‘7._;\5’-'\. IQ ¢

Figura 5. Mecanismo de ativagdo dependente de ligante da via de sinalizacdo Notchl.

Legenda: DLL1 (Delta-like 1); DLL3 (Delta-like 3 ); DLL4 (Delta-like 4 ); JAG1(Jaggedl); JAG2(Jagged?2);
(MET (Metaloproteinase ); DI (Desintegrina ); y-secretase (complexo y-secretase); NOTCH1-DIC (Dominio
intracelular de Notchl ativo); CSL (proteina de ligagdo ao DNA ); MAML (coativador da familia Mastermind);
RBPJ (fator de ligacdo ao DNA - proteina de ligagdo ao sinal de recombinacdo para a regido xJ da
imunoglobulina). Fonte: Autora (2025).

Por outro lado, a sinalizagdo Notch ndo candnica pode ser desencadeada por um
ligante nao candnico e pode ndo exigir clivagem dos receptores Notch. Em algumas maneiras
de sinaliza¢do ndo candnica, o RBPJ ndo esta envolvido, o que pode indicar interacdes com
outras vias de sinalizacdo além do complexo NOTCHI-DIC ativo-RBPJ. Considerando os
vérios papéis da sinalizacdo Notch em diferentes contextos, ndo € surpreendente que defeitos
nos ligantes Notch ou alteracdes na via geral do Notch estejam associados a distirbios

genéticos e canceres (Akil et al., 2021).
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Estudos sugerem que a sinalizacdo Notch 1 desempenha um papel essencial em
diversos processos. Ja foi demonstrado ser importante nas interacdes célula-célula durante o
desenvolvimento embriondrio, regula a estrutura e proliferacdo de células epiteliais
estabilizando diretamente as jungdes aderentes e a actina cortical (White et al., 2023). Regula
o crescimento de células-tronco hematopoiéticas, maturagao das células T, de mondcitos e a
regulagdo do destino celular em quase todos os tecidos e 6rgdos, desde o desenvolvimento
embriondrio até a idade adulta (Vimalraj, 2022). Além disso, estd envolvido na manutencdo
de células-tronco em adultos; regulacdo da angiogénese por meio de interagdes com oS
ligantes Notch, além de crosstalk com outras vias, como a sinalizac@o do fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF).

O DLL4, um ligante semelhante ao delta 4, mostrou ser um ligante Notch1 critico para
promover a angiogénese. No entanto, outro ligante Notch, o Jaggedl, tem potencial para
competir com DLL4 na regulacdo negativa da angiogénese. Este conceito foi recentemente
ilustrado em um estudo in vitro mostrando que Jaggedl é um potente regulador
pré-angiogénico capaz de antagonizar a sinalizacdo Notchl mediada por DLL4 na
angiogénese(Naito et al., 2020; Akil et al., 2021).

Nos estudos de perfil mutacional do CaPe, mutagdes neste gene t€m sido cada vez
mais mencionadas e observadas em 50% dos tumores de pénis. As mutacdes que interrompem
a atividade do receptor Notchl s@o as mais comuns no carcinoma espinocelular cutaneo. Por
outro lado, nos carcinomas de células escamosas, o NOTCHI costuma atuar como um
supressor de tumor. No entanto, em um relato de caso, observaram um caso Unico de
carcinoma espinocelular de pénis metastitico associado a altos niveis de NOTCH1 ativado e
duas mutacdes distintas no NOTCH I, ambas originalmente identificadas em leucemia/linfoma
linfoblastico agudo de células T. Foram mutacdes de ganho de fun¢ao, conhecidas por levar a
ativacdo da via de sinalizacdo Notch 1, independente de ligante, em um CaPe metastatico,
foram elas: F1592S (substituicdo T para C no nucleotideo 4775) presente em 5% de 321
leituras, e LL1678P (substitui¢do T para C no nucleotideo 5033). Este relato de caso expde que,
quando mutado, o gene NOTCHI1 poderia atuar como oncogene em CaPe (Signoretti e Aster,
2018).

Em outro estudo, relataram que mutagdes no NOTCHI foram encontradas nas quatro
populacdes (latino-americanos, europeus, asiiticos e norte-americanos). Neste mesmo estudo

observaram mutacdo no c.4389 C > A (NOTCHI) no CaPe. Os tipos mais comuns de
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mutagdes em NOTCHI observados nestes estudos incluem: frameshift de inser¢do (ocorre
quando um ou mais nucleotideos sdo inseridos na sequéncia do gene); mutacdo de
non-synonymous (mutagdes nao silenciosas, ha alteracdo em um tnico nucleotideo, resultando
em alteracdo na sequéncia de aminodcidos da proteina); e mutagdes de Stop Gain
(substituicdo de um tnico nucleotideo, em que leva a um cédon de parada). Além do mais
através do Catalogue of Somatic Mutations in Cancer (COSMIC), que é o maior e mais
abrangente banco de dados sobre genes, retine milhares de informagdes sobre estes genes nos
canceres, e foi possivel observar os tipos de mutacdes mais frequentes de NOTCHI nos

tumores de pénis (Figura 6).

Nuameros de
amostras (%)

Nonsense substitution 1 (5.88%)
Missense substitution 11 (64.71%)
Synonymous substitution 0 (0.00%)

Cor Tipo de mutacao

Inframe insertion 0 (0.00%)
Frameshift insertion 3 (17.65%)
Inframe deletion 0 (0.00%)
Frameshift deletion 4 (23.53%)
Complex mutation 0 (0.00%)
Other 0 (0.00%)

Total de amostras unicas 17

Figura 6. Visdo geral da frequéncia de diferentes tipos de mutacdes NOTCHI no cancer de pénis.
Fonte:Adaptado de COSMIC (2025). Legenda: Descri¢do da incidéncia dos diferentes tipos de mutagdes de
NOTCHI.

Na Figura 7 sdo mostradas as bases nitrogenadas frequentemente substituidas devido a

mutacdes que ocorrem no gene NOTCH 1 no cancer de pénis (Figura 7), segundo COSMIC.



Numeros de

Cor Tipo de mutacao amostras (%)
B Asc 0 (0.00%)
‘ A>G 0 (0.00%)
B AT 1 (8.33%)
B ca 0 (0.00%)
B cr 3 (25.00%)
B co 0 (0.00%)
B 6 (50.00%)
B G 0 (0.00%)
B e 2 (16.67%)
M T>A 0 (0.00%)
B c 0 (0.00%)
- R 0 (0.00%)

Total de amostras unicas 12

Figura 7. Andlise das mutacdes de substituicdo observadas no gene NOTCHI no céncer de pénis. Fonte:
Adaptado de COSMIC (2025).

Além disso, nota-se que o NOTCH]I apresenta ganhos de nimeros de copias gé€nicas
em tumores de pénis, sendo notado um ndmero igual ou superior a 3 cdpias. As
consequéncias destas mutacdes envolvem a perda ou ganho de funcdo do receptor Notchl
(Canto et al., 2022). Nos casos de CaPe com metéstase linfonodal, além das mutacdes ja
citadas, identificou-se mutagdes no Splice site (muta¢do no local onde o spliceossoma se liga
para remover o intron) (Cao et al., 2021). Em um estudo, as muta¢des no gene NOTCH1
foram frequentes em 30% das amostras de CaPe (Wang et al., 2019), enquanto em outro, essa
porcentagem foi ainda maior, sendo vista em 44,1% das amostras (Chahoud et al., 2021). A
mutacdo NOTCHI] foi identificada apenas em pacientes HPV-negativos e foi associada a pior
sobrevida global no estudo de Monteiro et al., (2024).

Além do mais, alguns estudos tém demonstrado a relevancia do gene NOTCHI como
possivel marcador molecular associado a metéstase linfonodal em diferentes tipos de
carcinomas escamosos. Em pacientes com carcinoma espinocelular de cabeca e pescogo
(CECP), por exemplo, a identificacio de biomarcadores dentre eles o NOTCH1 mostrou-se

promissor para prever a presenca de metdstase linfonodal, especialmente em estdgios iniciais
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do carcinoma espinocelular oral (OSCC) (Meliante et al, 2025). A expressdao desses
marcadores apresentou associagdo significativa com a ocorréncia de metdstases linfonodais.
Da mesma forma, pacientes com mutagdes em NOTCHI e metastase linfonodal apresentaram
pior sobrevida global (SG) e sobrevida livre de doenga (SLD), enquanto aqueles sem
metastase e sem mutagdes em NOTCH]I tiveram melhor prognéstico (Song et al., 2014). Em
estudo com cancer papilar de tireoide, a expressdo do receptor Notchl foi associada a
caracteristicas de mau prognéstico, como maior tamanho tumoral, metastase linfonodal,
invasdo capsular e extensdo extratireoidiana. O NOTCHI manteve-se como um preditor
independente de metdstase linfonodal, refor¢cando seu papel na progressao tumoral (Park et

al., 2012).

2. OBJETIVO
2.1 Geral

Identificar alteragdes no nimeros de cépias e de expressio do gene NOTCHI em

amostras de tumor primdrio e metéstase linfonodal de pacientes com cancer de pénis.

2.2 Especificos

2.2.1 Caracterizar o perfil sociodemografico,clinico e histopatolégico de pacientes com
cancer de pénis em uma coorte do estado do Maranhao;

2.2.2 Detectar a presenca do papilomavirus humano (HPV) em amostras de pacientes com
cancer de pénis (tumor primdrio) e genotipar os principais tipos virais;

2.2.3 Avaliar o niimero de cdpias génica do gene NOTCHI em amostras de pacientes com
cancer de pénis (tumor primario e metastase linfonodal);

2.2.4  Avaliar o perfil de expressdo génica do gene NOTCHI em amostras de pacientes com
cancer de pénis (tumor primdrio, metdstase linfonodal e margem);

2.2.5 Correlacionar os achados de alteragdes no ndmero de cdpias génicas, perfil
mutacional, expressdo génica de NOTCHI com os dados de infeccio por HPV e perfil

sociodemogréfico,clinico e histopatoldgico dos pacientes com céancer de pénis.

3 METODOLOGIA

3.1 Aspectos éticos

Esta pesquisa foi conduzida seguindo as regulamentagdes previstas na Resolugdo
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CNS/MS n.o 466/2012 para pesquisa com seres humanos, e possui aprovagao pela Comissao
Cientifica do Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranhao
(COMIC-HUUFMA), parecer no 127/2018, pelo comité de ética em pesquisa (CEP) parecer
6.743.483, ¢ Comité Nacional de Etica em pesquisa (CONEP), parecer 6.963.950 (CAAE
57747422.8.0000.5086) (Anexo A).

3.2 Caracterizacio do estudo

Trata-se de uma pesquisa biomédica, retrospectiva e transversal. Foram utilizadas
amostras de CaPe (tumor primdrio e metédstase linfonodal) coletadas ao longo do projeto
“PERFIL GENOMICO E METAGENOMICO DO CANCER DE PENIS NO
MARANHAO: IDENTIFICACAO E CARACTERIZACAO DE POTENCIAIS
BIOMARCADORES DE PROGNOSTICO)”.

Para o presente estudo, o cdlculo amostral foi realizado adotando a férmula: n =
N.Z2.p.(1-p) / Z2.p.(1-p) + e2.N-1, onde: n = amostra calculada; N = populagdo; Z =
varidvel normal; p=real probabilidade do evento; e = erro amostral. Para os hospitais
no Maranhdo, considerando-se que os mesmos prestam atendimento para uma regiao
de 1.443.242 habitantes com estimativa de 6.1/100.00 casos de CaPe, um intervalo de
confianca de 99% e um erro amostral de 5%, e que cerca de 49% da populacdo
maranhense ¢ masculina, o nimero minimo de participantes € de 53. A meta do estudo
foi avaliar amostras de 60 pacientes. No momento em que iniciou a pesquisa a coorte

do LIME/HU-UFMA contava com 89 casos disponiveis para a andlise.

3.3 Periodo e local

Os experimentos foram realizados no Laboratério de Imuno-histoquimica e
Microscopia Eletronica (LIME) e no Laboratério Multiusuario de Patologia Molecular e
Biobanco do Hospital Universitdrio da Universidade Federal do Maranhdo (HU-UFMA), no
periodo 2023 a 2025.

3.4 Amostras

Os pacientes incluidos nesta pesquisa foram diagnosticados no Hospital Universitrio
da Universidade Federal do Maranhdao (HU-UFMA), Hospital do Cancer Aldenora Bello
(HCAB) e Hospital de Cancer Dr. Tarquinio Lopes Filho (HCTLF). Todas as amostras

utilizadas nas etapas experimentais deste trabalho foram provenientes de tecidos frescos de
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tumores de pénis e tecidos adjacentes (margem e adjacentes ao tumor), as amostras foram
colocadas em solucdo RNAlater (Thermo Fisher) e armazenadas a -80°C no Biorrepositério

do Laboratério de Imunofluorescéncia e Microscopia Eletronica (LIME/HU-UFMA).

3.5 Critérios de inclusiao

Foram incluidos somente pacientes com diagndstico clinico e histopatolégico de
cancer de pénis, maiores de 18 anos, que realizaram somente o procedimento cirirgico como
primeira op¢do de tratamento, e que concordaram em participar do estudo por meio da

assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

3.6 Critérios de exclusao

Nao foram coletadas amostras de pacientes que realizaram tratamento
quimioterdpico ou radioterdpico antes do procedimento cirdrgico, € que nao possuiam o
diagnéstico de cancer de pénis. Também foram excluidos pacientes que niao possuiam tecido

fresco para andlise molecular.

3.7 Variaveis avaliadas

As varidveis demograficas, clinicas, histopatolégicas e moleculares avaliadas neste
trabalho foram: idade ao diagndstico, cor/raca, naturalidade, renda familiar, escolaridade,
ocupacdo principal, estado civil, tabagismo, etilismo, fimose, higiene genital, inicio dos
sintomas, metdstase linfonodal, extensdo extranodal, topografia da lesdo, tamanho da lesdo,
caracteristicas macroscépicas do tumor, tipo e subtipo histolégico, grau de diferenciacdo,
Infiltrado linfocitario, invasdo angiolinfatica e perineural, tumor primdrio, transformagao
sarcomatoide, estadiamento tumoral, detec¢do de coildcitos, presenca de HPV, genétipo do

HPV, expressao génica de NOTCH 1, variagcdo no ndimero de cépias génicas de NOTCH].

3.8 Etapas do estudo

3.8.1 Levantamento de casos

Foi realizado o levantamento de casos com diagnéstico clinico e histopatologico de
cancer de pénis no Hospital do Cancer Aldenora Bello (HCAB), Hospital Universitario
Presidente Dutra (HUUFMA) e no Hospital de Cancer Dr. Tarquinio Lopes Filho (HCTLF)
em Sdo Luis (MA) de pacientes que realizaram a cirurgia no periodo de 2020 a 2024. As
informacdes clinicas e histopatoldgicas dos casos selecionados foram retiradas do nosso

banco de dados, onde consta todas as informagdes coletadas durante os questiondrios
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sociodemogréficos realizados com os participantes no dia do procedimento, onde o
pesquisador acompanha o participante. Para andlise de sobrevida, conforme prevista no item
3.9 da metodologia, os dados de seguimento foram levantados nos trés hospitais de coleta de

amostras (HUUFMA, HCAB E HTLF) através da revisao de prontudrios.

3.8.2 Revisio de laminas

Ap6s a coleta dos fragmentos de tumores de pénis e da peca cirtrgica, os casos
selecionados foram submetidos a revisdo criteriosa das laminas de HE de todos os espécimes
para confirmacdo do diagndstico histolégico e classificagdo dos tumores de acordo com os
critérios propostos pela American Joint Committee on Cancer (AJCC), 8a edicdo. Todos os
tumores foram avaliados por dois patologistas, em caso de discordancia, os critérios foram

revistos em conjunto.

3.8.3 Extracdo de DNA e RNA

Inicialmente, as amostras coletadas em RNAlater foram selecionadas a partir da
caracterizacdo do percentual de tumor no espécime coletado, o tecido com maior porcentagem
de tumor foi utilizado, seguindo protocolo in house do LIME/HUUFMA. Posteriormente, a
extracdo de DNA foi realizada utilizando o kit QIAamp Fast DNA Tissue kit (Qiagen)
seguindo as recomendacdes do fabricante. Enquanto a extracdo de RNA foi realizada usando
o kit PureLink RNA Mini Kit (Invitrogen) seguindo recomendacdes do fabricante. A
concentracdo do DNA e RNA foi medida por densidade Optica usando o espectrofotometro
NanoDrop (NanoDrop Technologies, Rockland, DE), em ondas de 230, 260 e 280 nm. A
integridade do DNA e do RNA foi examinada em gel de agarose 1,5%. A sintese de cDNA foi

realizada com o kit de transcricdo reversa High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit

(Applied Biosystems).

3.8.4 Detecciio e genotipagem do Papilomavirus Humano (HPV)
A deteccdo do HPV foi conduzida por PCR (Polymerase Chain Reaction)

convencional em duas etapas (nested PCR). Na primeira PCR foi utilizado um conjunto de
primers genéricos denominados PGMYO09/11, descrito por Gravitt et al. (2002), e que
produzem um fragmento de 450 pb da regido L1 do capsideo do HPV, a rea¢do foi executada
com um mix final de 25 pL contendo os seguintes reagentes: tampao de PCR (1X), MgCl, (1
mM), dNTP (0,08 mM) PGMY09/11 (0,16 uM cada um), Platinum™ Taq DNA Polimerase
(1U), DNA (~50-100 ng/uL) e dgua livre de nuclease.
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Na segunda PCR foi utilizado o par de primer GP5+/6+ (Jacobs et al., 1997), gerando
amplicon de 170 pb, o qual também € correspondente a regido L1 do capsideo viral. Como
controle positivo da reacdo, foi utilizado um par de primers para o gene da B-globina (366 pb).
Os amplicons foram separados em gel de agarose a 1,5%, corados com SYBR™ Safe DNA
Gel Stain (Thermo Fisher, EUA) e submetidos a uma tensdo inicial de 60V por 15 min e
depois a 120V por 30 min. Os amplicons foram comparados com o marcador de peso
molecular ladder 100 bp (Invitrogen, EUA). As bandas foram visualizadas em transluminador
de luz azul. Foram considerados positivos aqueles que possuiam amplificacdo para os primers
PGMY09/11 e/ou GP5+/6+.

O produto de PCR foi purificado por meio do kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System (Promega, EUA) e utilizado para genotipagem viral. Os amplicons referentes ao HPV
foram sequenciados pelo método de Sanger, por eletroforese capilar. A reacdo de
sequenciamento foi realizada utilizando-se o kit BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing
kit (Life Technologies, USA) e analisados no equipamento Seq Studio™ Genetic Analyzer
System (ThermoFisher, EUA). As suas sequéncias foram importadas para o software FinchTV
v1.4.0 e convertidas em arquivo FASTA, e entdo, as sequéncias inseridas no software online
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para
identificacdo do genotipo viral.As sequéncias dos primers utilizados estdo contidas na tabela

3.

Tabela 3 - Primers utilizados para deteccao do HPV nas amostras de cancer de pénis

Conjunto de primers Nome dos primers Sequéncia (5°-3”)

PGMY11-A GCA CAG GGA CATAAC AAT GG

PGMY11-B GCG CAG GGC CAC AAT AAT GG
PGMY11-C GCA CAG GGA CAT AAT AAT GG
PGMY11-D GCC CAG GGC CAC AAC AAT GG
PGMY11-E GCT CAG GGT TTA AAC AAT GG

PGMYO09-F CGT CCC AAA GGA AACTGA TC
PGMY09-G CGA CCT AAA GGA AACTGA TC

PGMY09/11 PGMY09-H CGT CCA AAA GGA AACTGA TC
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PGMY09-1 G CCA AGG GGA AACTGA TC
PGMY09-J CGT CCC AAA GGA TAC TGA TC
PGMY09-K CGT CCA AGG GGA TAC TGA TC
PGMY09-L CGA CCT AAA GGG AAT TGA TC
PGMY09-M CGA CCT AGT GGA AAT TGA TC
PGMY09-N CGA CCA AGG GGA TAT TGA TC
PGMY09-P G CCC AAC GGA AACTGA TC
PGMY09-Q GA CCC AAG GGA AACTGG TC
PGMY09-R CGT CCT AAA GGA AACTGG TC
HMBO1 GCG ACC CAATGC AAATTG GT
GP5+/6+ GP5+ TTT GTT ACT GTG GTA GAT ACT AC
GP6+ GAA AAA TAA ACT GTA AAT CAT ATT C

Legenda: A deteccdo do papilomavirus humano (HPV) em amostras de cincer de pénis foi realizada utilizando o conjunto
de primers PGMY09/11, composto por cinco sequéncias forward (PGMY11A-E) e 13 sequéncias reverse
(PGMYO09F-HMBO1).

3.8.5 Analise molecular

3.8.5.1 Ensaios de alteracées no nimero de copias génicas

Para andlise do nimero de cépias génicas (CNA), foram utilizadas sondas de hidrélise
(TagMan® Copy Number Assay marcadas com corante FAMTM-MGB-Applied Biosystems,
EUA). Os ensaios dos genes de interesse foram executados simultaneamente com o ensaio de
referéncia (TagMan® Copy Number RNase P marcado com corante VIC-TAMRATM -
Applied Biosystems) para o controle interno. As reagdes foram realizadas em triplicatas para
cada amostra de interesse de acordo com o protocolo do fabricante, utilizando o termociclador
QuantStudio 7 (Applied Biosystems). Duas amostras de DNA Gendmico Humano (Promega,
EUA) obtidas comercialmente foram utilizadas como calibradores para estimar o nimero de
copias dos genes alvos. A andlise da quantificag@o relativa foi realizada através do Software
CopyCaller (Applied Biosystems). Nao foram consideradas na andlise amostras que
apresentaram valor de CT > 33 ciclos e valor de z-score < 2.65.

O numero de cépias de NOTCH]I foram calculados pelo software CopyCaller, o qual



considera ganho quando o nimero de cépias € igual ou superior a 2.51, e perda quando ¢ igual
ou menor a 1.49, considera-se normal quando estd entre 1.50 e 2.50. As anélises foram

realizadas nas amostras de tumor primario e de metastase linfonodal.

3.8.5.2 Ensaios de expressiao génica

Para andlise da expressao do gene NOTCH1, os produtos da transcri¢io reversa (item
3.8.4) foram submetidos a qPCR utilizando-se o kit TagMan® Universal Master Mix (Applied
Biosystems), Foi utilizado 1000 ng de RNA total para sintese de DNA complementar (cDNA)
através do kit High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, EUA).
Para controle qualitativo do cDNA confeccionado a partir do RNA extraido do material
fresco, as amostras de cDNA foram submetidas & PCR convencional para o gene GAPDH
utilizando-se o par de primers forward 5’-TTAGCACCCCTGGCCAAGG- 3’ e reverse
5’-TTACTCCTTGGAGGCCATG-3’, obtendo-se um fragmento de aproximadamente 540
pares de base (pb), quando amplificado apenas cDNA a reacdo foi realizada conforme
protocolo descrito para o gene da B-globina humana. A reacdo de RT-qPCR foi realizada
utilizando se o cDNA diluido em dgua livre de nuclease em propor¢ao de 1:25, TagMan™
Fast Advanced Master Mix for qPCR (Applied Biosystems, EUA) e TagMan® Gene
Expression Assays (Applied Biosystems, EUA), segundo o protocolo da fabricante. As reagdes
foram realizadas em triplicata tanto para o gene NOTCHI (Hs01062014_m1) quanto para os
genes endogenos (GUSB; Hs000939627_m1 e HMBS; Hs00609297_m1).

As placas foram montadas, de modo que foram realizadas pelo menos uma replicata
de branco (controle negativo) para cada gene (NOTCHI) e controle endégeno (GUSB e
HBMS) nas placas. A reacgao foi realizada em equipamento QuantiStudio 5 (Life Technologies,
EUA). Os dados de amplificacdo foram inseridos em planilha excel (Microsoft, EUA) para
calculo do desvio-padrio (DP) e da média geométrica das triplicatas do gene NOTCHI,
GUSB e HMBS, sendo considerados confidveis valores de desvio-padrao < 0,5. Os dados
foram analisados por quantificacdo relativa. A expressdo relativa dos genes foi calculada
utilizando o método 2"AACt, conforme descrito por Livak e Schmittgen (2001). foi obtida a
média das triplicatas dos Cts, assim estes dados foram considerados juntos para o calculo de
quantificacdo. Cada amostra foi normalizada a partir da subtracdo do Ct médio do seu
correspondente menos Ct médio do controle endégeno (nCt = Ct amostra - Ct endégeno). As
andlises foram realizadas nas amostras de tumor primdrio e de metdstase linfonodal. Para

considerarmos aumento ou diminui¢do na expressao do gene, tiramos a média da expressao
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génica de NOTCHI (2*-DCt) observado no tecido saudédvel (margem) que foi igual a 18,9,

todos valores menores do que essa média foi considerado aumento na expressao e todo valor

menor que esta média consideramos uma diminui¢do na expressao.

3.9 Analise de dados

Os dados foram tabulados usando Excel (Microsoft Office 2023) e analisados

estatisticamente no software SPSS® v. 26 (IBM). As andlises de associacdao foram realizadas

por testes bivariados (teste do Qui-quadrado, teste exato de Fisher, teste t student, Mann

Whitney). O método de Kaplan-Meier foi

utilizado para determinar a sobrevida livre de

doenca, e o teste log-rank foi aplicado para comparagdo entre as curvas de sobrevida. Para

todas as andlises foram aceitos resultados significantes aqueles com p<0,05.

4 RESULTADOS

4.1 Perfil clinico-histopatolégico

A tabela 4 demonstra o perfil clinico e histopatoldgico dos pacientes deste estudo,

mostrando a frequéncia de varidveis como faixa etaria, cor/ raga, subtipos histolégicos dos

tumores, localizagdo das lesdes etc.

Tabela 4- Caracterizag@o do perfil sociodemografico, clinico e histopatolégico dos pacientes

Variavel

Faixa etaria

18 — 40 anos

41 — 60 anos

> 60 anos

Cor/ Raca

Pardos

Branco

Grupo com
Metastase
N (%)

3(10 %)

15 (50 %)

12 (40 %)

Grupo com
Metastase
N (%)

20 (66,7%)

5 (16,7%)

com cancer de pénis com e sem metdstase

Grupo sem
Metastase
N (%)

2(5,8 %)

13 (38,2%)

19 (56 %)

Grupo sem
Metastase
N (%)

17 (50%)

9 (26,5%)

Variavel

Escolaridade

Nenhuma escolaridade ou
Fundamental incompleto

Fundamental completo /
Ensino Médio Incompleto

Ensino médio completo

Ocupacao

Lavrador/ Ex lavrador/
Pescador

Pedreiro

Grupo com
Metastase
N (%)

19 ( 63,3%)

7 (23,3 %)

4(13,3 %)

Grupo com
Metastase
N (%)

12 (40%)

3 (10%)

Grupo sem
Metastase
N (%)

27 (79,4 %)

3 (8,9%)

4(11,7%)

Grupo sem
Metastase
N (%)

25 (73,5%)

1(2,9%)



Pretos

Sem informacdes

Area de Habitacdo

Rural
Urbano
Suburbana

Sem informagdes

Renda Familiar

< 1,00 sm/més
1,00 sm/més
> 1,00 sm/més

Sem informacdes

Tabagismo

Refere
Nega
Sem informagdes

Higiene genital

Pobre
Regular
Boa/ Moderada

Sem informacdes

Inicio dos sintomas

0 - 12 meses
12 - 24 meses
> 24 meses

Sem informagdes

4 (13,3 %)

1(3,3%)

Grupo com
Metastase
N (%)

12 (40 %)
16 (53,3%)
0(0 %)

2(6,7 %)

Grupo com
Metastase
N (%)

11 (36,7%)
6 (20%)
11 (36,7%)

2 (6,6%)

Grupo com
Metastase
N (%)

10 (33,3%)
17 (56,7%)

3 (10%)

Grupo com
Metastase
N (%)

8 (26,7%)
6 (20%)
8 (26,7%)

8 (26,7%)

Grupo com

Metastase
N (%)

18 ( 60%)
5(16,7%)
4 (13,3%)

3 (10%)

6 (17,6%)

2 (5,9%)

Grupo sem
Metastase
N (%)

25 (73,5%)
7 (20,6 %)
1 (2,9%)

1(2,9%)

Grupo sem
Metastase
N (%)

13 (38,2%)
7 (20,6%)
12(35,3%)

2(5,9%)

Grupo sem
Metastase
N (%)

17 (50%)
16 (47,1)

1(2,9%)

Grupo sem
Metastase
N (%)

11 (32, 4%)
10 (29,4%)
10 (29,4%)

3 (8,8%)

Grupo sem
Metastase
N (%)

15 (44,1%)
10 (29,4%)
7 (20,6 %)

2 (5,9%)

Minerador/mecanico/

outros

Sem informagdes

Acesso a saneamento

basico
Sim
Nao

Sem informacdes

Historico de cancer na

familia
Refere
Nega

Sem informagdes

Etilismo

Refere
Nega

Sem informagdes

Zoofilia

Refere
Nega

Sem informagdes

Caracteristicas do

prepucio
Fimético
Circuncisio
Longo

Destruido

12 (40%)

3 (10%)

Grupo com
Metastase
N (%)

19 (63,3 %)
9 (30%)

2 (6,7%)

Grupo com
Metastase
N (%)

8 (26,7%)
19 (63,3 %)

3(10 %)

Grupo com
Metastase
N (%)

22(73,3 %)
6 (20 %)

2 (6,7%)

Grupo com
Metastase
N (%)

6 (20%)
18 (60%)

6 (20%)

Grupo com
Metastase
N (%)

12 (40%)
4 (13,3%)
6 (20%)

1 (3,3%)

35

7 (20,6%)

1(2,9%)

Grupo sem
Metastase
N (%)

20 ( 58,8%)
13 (38,2%)

1 (2,9%)

Grupo sem
Metastase
N (%)

15 (45,5%)
17 (51,5%)

1(3%)

Grupo sem
Metastase
N (%)

24(70,6 %)
9 (26,5%)

1 (2,9%)

Grupo sem
Metastase
N (%)

14 (41,2%)
16 (47,1%)

4 (11,8%)

Grupo sem
Metastase
N (%)

13 (38,2%)
9 (26,5%)
7 (20,6%)

1(2,9%)



Topografia da lesao

Glande
Glande e preptcio

Glande, prepucio e

corpo

Tipo histolégico

Carcinoma de Células

Escamosas

Grau de
diferenciacao

Gl

G2

G3
Invasao vascular
linfatica

Presente

Ausente

Sem informagao
Infiltrado
linfocitario
Presente
Ausente

Sem informagao

Tumor primario

pTl1
pT2

Grupo com
Metastase
N (%)

12 (40 %)

7 (23,3%)

11 (36,7%)

Grupo com
Metastase
N (%)

30 (100%)

Grupo com
Metastase
N (%)

0 (0%)

3(10%)

27 (90%)

Grupo com
Metastase
N (%)

13 (44,8%)

14 (48,3%)

2 (6,9%)

Grupo com
Metastase
N (%)

27 (90,%)
1 (3,3%)
2 (6,7%)

Grupo com
Metastase
N (%)

3 (10%)

5(16,7%)

Grupo sem
Metastase
N (%)

12 (25,3%)

14 (41,2 %)

8 (23,5%)

Grupo sem
Metastase
N (%)

34 (100%)

Grupo sem
Metastase
N (%)

1(2,9%)

12(35,2%)

21 (61,8%)

Grupo sem
Metastase
N (%)

3 (8,8 %)

31 (91,2 %)

0 (0%)

Grupo sem
Metastase
N (%)

32 (94,1 %)
1(2,9%)
12,9 %)

Grupo sem
Metastase
N (%)

9 (26,5 %)
12 (35,3%)

Sem informagdes
Caracteristica da lesao

Ulcerada

Ulcero-vegetante
Vegetante/ Verrucosa
Outros

Subtipo histolégico

Associados ao HPV

Nio associados ao HPV
Sem informag@o

Invasao vascular

sanguinea

Presente

Ausente
Sem informagdo
Invasao perineural
Presente
Ausente
Sem informagdo
Coilocitose

Presente
Ausente

Sem informagdo

Estadiamento Clinico

II

7 (23,3%)

Grupo com
Metastase
N (%)

10 (33,3%)
13 (43,3 %)

4 (13,3%)

3 (10%)

Grupo com
Metastase
N (%)

8 (26,6 %)

20 (66,6 %)

2(6,6%)

Grupo com
Metastase
N (%)

16 (53,3%)

12 (40%)

2 (6,7%)

Grupo com
Metastase
N (%)

20 (66,7 %)

8 (26,7 %)

2 (6,7%)

Grupo com
Metastase
N (%)

18 (62,1 %)
9 (31%)
3(6,9 %)

Grupo com
Metastase
N (%)

2 (3,3%)

16 (53,3%)

36

4 (11,8 %)

Grupo sem
Metastase
N (%)

5 (14,7%)

14(41,2%)

10 (29,4%)

5 (14,7%)

Grupo sem
Metastase
N (%)

16(47 %)

18 (52,9 %)

0(0%)

Grupo sem
Metastase
N (%)

2 (5,9%)
31 (91,2 %)

1(2,9 %)

Grupo sem
Metastase
N (%)

8 (23,5 %)

26 (76,5%)

0 (0%)

Grupo sem
Metastase
N (%)

20 (58,8%)
12 (35,3%)
2 (5,9%)

Grupo sem
Metastase
N (%)

7 (20,6%)

25 (73,5%)
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pT3 —pT4 20 (66,7%) 12 (35,3,%) I - 1v 11 (36,7%) 1(2,9,6)
Complementagio 2 (6,7%) 1(2,9%) Complementagdo 1 (6,7%) 1 (2,9%)
Transformacao Grupo com Grupo sem . Grupo com Grupo sem
sarcomatoide Metdistase Metastase Extensao Extranodal Metéistase Metistase
N (%) N (%) N (%) N (%)
Presente 14 (46,7 %) 4(11,8 %) Presente 21 (70 %) 0 (0%)
Ausente 13 (43,30%) 28 (82,4 %) Ausente 6 (20 %) 34 (100%)
Sem informacao 3(10%) 2(59%) Sem informagao 3 (13,3%) 0 (0%)

4.2 Deteccio e genotipagem do papilomavirus humano (HPYV)
A Tabela 5 demonstra a frequéncia de deteccio do HPV e distribuicdo dos diferentes

genGtipos identificados em amostras de tumores de pénis.

Tabela S - Deteccao e genotipagem de HPV nos tumores de pénis

Grupo com Grupo sem Grupo com Grupo sem

Deteccao
de HPV Metastase Metastase Genotipo de HPV Metastase Metastase

e

N (%) N (%) (N=17) (N=23)
Positivo 17 (56,6%) 23 (67,6%) Alto risco (16, 18,31) 10 (58,8%) 14 (60,8%)
Baixo risco
Negativo 13 (43,3%) 11 (32,3%) 3 (11,7%) 4 (17,3%)
(30,44,62,67)
Total= 30 (100%) 34 (100%) S/ sequenciamento 5 (29,4%) 4(17,3%)

4.3 Avaliacdo do niimero de copias génica do gene NOTCHI em amostras de pacientes com
cancer de pénis (tumor primario e metastase linfonodal)

A tabela 6 apresenta a distribui¢do da frequéncia das alteracdes no nimero de copias

génicas de NOTCH1 em amostras de tumor primério e metastase linfonodal.

Tabela 6 - Frequéncia do Numero de copias génica do gene NOTCH 1 nos tecidos de
tumores de pénis e metdstase linfonodal.

p’f;lrll::i(:i.o Metastase
N (%) N (%)
N° de copias génicas 1 copia 18(28,6%) 6 (23%)
2 copias 32 (50,8%) 14 (53,9%)
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3 copias 13 (20.6%) 5(19,2%)

4 copias 1(3,8%)

A figura 8 mostra a distribuicio de NOTCHI mutado que sdo todos os casos que
apresentaram mais ou entdo menos de 2 cOpias do gene NOTCHI e considerado normal
aqueles casos que tiveram somente 2 cépias do gene. No tumor primario 50,8% tiveram a
presenca de NOTCH1 selvagem (2 cépias) e 49,2% dos casos de tumor primdrio apresentava
NOTCHI mutado sendo 28,6% tinham apenas uma cépia (perda) e 20,6% tiveram ganho no
nimero de cdpias. No tecido de metdstase linfonodal foram visto que 53,9% tinham
NOTCH]I selvagem e 23% tiveram perda no nimero de cépias génicas de NOTCHI e 23%
ganho no nimero copias génica .

100

N

80

Bl NormaL | °°

PERDA
40

Bl GANHO

Tumor Primario Metastase Linfondal

Figura 8. Frequéncia de nimero de cépias normal, ganho e perdas de NOTCHI nos tumores de pénis e
metdstase linfonodal.

A tabela 7 apresenta o perfil clinico-histopatolégico dos tumores primdrios e
metéstase linfonodal de acordo com o ndmero de cépias génicas de NOTCH1I, permitindo
observar associacdes ou nao.

Tabela 7 - Perfil sociodemografico, clinico- histopatolégico dos tumores primarios e
metéstase linfonodal de acordo com o nimero de cOpias génicas de NOTCHI.

CNA NOTCHI Tumor primario CNA NOTCHI Metastase

(N=64) I Linfonodal (N=27) NG

Variavel
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Refere 13 (46,4%) 10(33,3%) 2 (22,2%) 5 (35,7%)

P=0308 P=0.493

Nega 15 (53,6%) 20 (66,7%) 7 (77,8%) 9 (64,3%)

18 (62,1%) 9 (29%) 4 (40%) 5 (35,7%)

Refere
P =0.010 P=0.831

Nega 11 (37,9%) 22 (71%) 6 (60 %) 9 (64,3%)

Refere 23 (79,3%) 23 (71,9%) 8 (72,7%) 11 7(8,6%)

P=0.501 P=0734
6 (20,7%) 9 (28.1%) 3 (27.3%) 3 (21,4%)

Nega

i 10 (41.7%) 9 (30%) 1 (16,7%) 6 (46,2%)
Regular 6(25%) 10(33.3%) P=0.647 2 (33,3%) 2 (15,4%) P=0.422
Boa/ Moderada 8(33.3%) 11(36.7%) 3 (50 %) 5 (38,5%)

Refere 9(34,6%) 11(39,3%) 1(11,1%) 4 (33,3%)

P=0.723 P=0.237

Nega 17(65,4%) 17 (60,7%) 8 (88,9%) 8 (66,7%)

0 - 12 meses 14 (51,9%) 18(58,1%) 6 (66,7%) 10 (71,4%)
12 - 24 meses 6 (22,2%) 9 (29%) P=0.438 2 (22,2%) 1(7,1%) P=0.520
> 24 meses 7(25.9%) 4 (12,9%) 1(11,1%) 3 (21,4%)

12 (52,2%) 15 (53,6%) 5 (55,6%) 7 (710%)

Fimético
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P=0.117

Longo 4 (17,4%) 9 (32,1%) 1(11,1%) 3 (30%)

kit 12(38,7%) 11 (34,4%) 4 (33,3%) 4 (28,6%)
Glande e prepticio 6(19,4%) 10 (31,3%) P=0.550 2 (16,7%) 4 (28,6%) P=0.773
13(%) 11(34,4%) 6 (50 %) 6 (42,9%)

Glande, prepucio e

corpo

Ulcerada 5(23,8%) 8 (25.8%) 2(25 %) 4 (33,3%)

Ulcero-vegetante 10 (47,6%) 15 (48.4%) 4(50 %) 7(50%)

P_0.975 P=0.870
Vegetante/ Verrucosa 6 (28.6%) 8 (25.8%) 2(25 %) 2(16,7%)

Associados ao HPV 14(46,7%) 12(37.5%) 6 (54,5%) 4 (28,6%)

P=0.465 P=0.188

Nio associados ao 16(53,3%) 20(62,5%) 5 (45,5%) 10 (71,4%)

HPV

Gl 1(32%) 0(0%) 0 (0%) 0 (0%)
@ 7(22,6%) 8(25%) P0.585 1(83%) 2 (143%) P=0.636
3 23 (74,2%) 24 (75%) 11 (91,7%) 12 (85,7%)

9 (31%) 9 (28,1%) 9 (81,8%) 7 (50%)

Presente P=0.804

P=0.100

Ausente 20 (69%) 23 (71.9%) 2 (18,9%) 7 (50%)
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8 (26,7%) 9 (28,1%) 6 (54,5%) 8 (57,1%)

P
resente P393

P=0.897

Ausente 22 (73,3%) 23 (71,9%) 5 (45,5%) 6 (42,9%)

15 (50%) 13 (40,6%) 8 (72,7%) 11 (78,6%)

Presente
P 0.459 P=0.734

ARG 15 (50%) 19 (59,4%) 3(27,3%) 3 (21,4%)

Presente 28 (96,6%) 31 (96,9%) 11 (100%) 13 (92,9%)

P= 0944 P=0.366

Ausente 1.3,4%) 1.(3,1%) 0 (0%) 1(7,1%)

22 (73,3%) 18 (56,3%) 8 (72,7%) 10 (71,4%)

Presente
P=0.160 P=0.943

AT 8 (26,7%) 14 (43,8%) 3(27,3%) 4 (28,6%)

pT1 6 (21,4%) 6 (18,8%)

1 (10%) 2 (143%)
oI 8(28.6%)  9(281%)  P=0.959 0 0%) 3 o14%) P=0.254
14 (50% 17 (53.1%
pT3-pT4 (50%) (33,1%) 9 (90 %) 9 (64.3%)

I 3(10,7 %) 5 (15,6%) 2 (18,2 %) 0 (0%)
P=0.433 P=0.243

I 21 (75%) 19 (59,4%) 5(45,5%) 7 (50%)

Ior-1v 4 (14,3 %) 8 (25 %) 4 (36,4%) 7 (50%)

7 (63,6%) 7 (53,8%)

Presente
9(32,1%) 10 32,3%) P=0.992 P=0.628
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4 (36,4% 6(%
Ausente 19(67,9%) 21 (67,7 %) (364%) (%)
Extensao Extranodal Mutado Selvagem Mutado Selvagem
n (%) n (%) n (%) n (%)
Presente 7 (22,6 %) 14 (46,7%) 9 (71%) 11 (91,7%)
P=0.048 P=0.273
Ausente 24 (77,4%) 16 (53,3%) 3 (25%) 1 (8,3%)
Status geral D;Ilu(t;go Selllv(a‘;if)’m

Com metéstase 12 (38,7%) 17 (53,1 %)

P=0.251
Sem metéstase 19 (61,3%) 15 (46,9%)

A figura 9 demonstra a mediana da sobrevida livre de doenga, indicando o tempo em

que 50% dos casos tiveram metastase, sendo observado uma mediana de 2,3 meses.

Sobrevida livre de doenca

100%%

o —+— Censurado

=

= 75%-
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= 25%
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0O 23 46 69 92 115 138 161 184
Meses

Figura 9. Demonstracdo da mediana da sobrevida livre de doengas e individuos em risco. Fonte:
Na figura 10 € observado a andlise de sobrevida livre de doenca de acordo com o

ganho, perda ou nimero normal de copias génicas de NOTCHI em tumores de pénis (log-rank

p=0,61).



Variacao no numero de copias génicas de NOTCH1
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Figura 10. Anélise de sobrevida livre de doenca de acordo com ganho, perda ou nimeros de cépias génicas de

NOTCH1 normal (log- rank p = 0.61). Fonte: autora (2025).

Na tabela 8 observamos que ndo houve diferenga estatisticamente significativa quando
relacionado a presenga ou auséncia de HPV e seu gendtipos (alto e baixo risco) com o estado

de NOTCH1 mutado ou selvagem.

Tabela 8 - Deteccdo e genotipagem de HPV de acordo com o estado mutado ou selvagem de
NOTCH.

Positivo 19 (61,3%) 21 (65.6%) 6(50%) 10 (71,4%)
Negativo 12(38,7%)  11(344%) FP=0-721 6 (50%) 4(286%) P=0263

Alto risco 12(75%) 12 (80%) 2 (50%) 6 (85.7%)
Baixo risco 4 (25%) 3o PO 2 (50 %) 1(143%) P=0-201
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A figura 11 demonstra andlise de sobrevida livre de doenca dos pacientes com CaPe

em relacdo a presenga ou auséncia de HPV, observa-se que ndo houve associacao (log- rank p

= 0.66).

Status de infecgao por HPV

100% -
s 8% —+ Megativo
L —— Positive
£
=3 N
o I
[
B 50% - |
= L L
‘g T T
@
L
3
25% -
i
p =0.66
0% -
0 2.3 4.6 6.9 9.2 115 138 161 18.4

Meses

Figura 11. Andlise de sobrevida livre de doenga de acordo com a presenca ou auséncia de HPV (log- rank p = 0.66).
Fonte: autora (2025).

4.4 Perfil de expressiao expressao génica do gene NOTCHI nos tumores de pénis

A Figura 12 apresenta a expressao génica de NOTCH1I nos tecidos de tumor primario
e margem. Utilizando o teste t de Student, observou-se que a média da expressao de NOTCH1
no tumor primdrio foi de 2,8, enquanto na margem (tecido saudével) foi de 5,1 (p = 0,0006),
indicando uma diferenca estatisticamente significativa entre os dois tecidos. A expressao de
NOTCH]1 entre o tecido de metéstase linfonodal e a margem também foi avaliada. A média da
expressao génica na metéstase foi de 2,84, enquanto na margem foi de 5,52, com valor de p =
0,008, também demonstrando diferenca estatisticamente significativa. Também comparamos a
expressdo de NOTCH1 entre o tumor priméario e a metdstase. Embora a mediana tenha sido de
2,0 no tumor primdrio e 1,0 na metéstase, essa diferenca ndo foi estatisticamente significativa

(p = 0,4207), conforme andlise pelo teste de Mann-Whitney.
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Figura 12. Expressdo génica de NOTCH]I nos tecidos de tumor primario e metdstase linfonodal em relagdo a
margem e tumor primdrio em comparacdo com metdstase linfonodal Fonte: autora (2025). Legenda: linha
tracejada na cor vermelha=comparacio de tumor x margem; linha tracejada laranja= comparagdo de metastase x
margem; linha tracejada de cor mista vermelho e laranja= comparacdo de tumor x metastase.

A figura 13 apresenta a distribui¢do da expressdo génica de NOTCHI em relagcdo ao
nimeros de copias génica de NOTCH1, dividido em normal aqueles que apresentaram apenas
2 copias do gene, ganho aqueles que apresentaram >2 do gene, € perda os que apresentaram
<2 copias de NOTCH|. Foi realizado o teste T student para observar a associa¢ao, no entanto
neste trabalho, ndo apresentou uma diferenca estaticamente significativa (p-valor =0.324).
Apesar de ndo apresentar uma diferenca estatisticamente significativa, observamos que a
média de expressao do gene foi maior naqueles que tiveram ganho no nimeros de copias, e

menor naqueles que tiveram perda no nimeros de cOpias do gene.
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Figura 13. Expressao génica de NOTCH1 em relag@o ao nimeros de cOpias génicas de NOTCH . Fonte: autora (2025).

A figura 14 apresenta a andlise de sobrevida livre de doenca de acordo com a

expressao relativa do gene NOTCH1 em tumores de pénis (log-rank p = 0.03725).

EXPRESSAO GENICA DE NOTCH1
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Figura 14. Andlise de sobrevida livre de doenga de acordo com a expressao relativa do gene NOTCH1 (log- rank p =
0.03725). Fonte: autora (2025).



Na tabela 9 apresenta comparacdes de médias da expressao relativa do gene NOTCH 1
com o perfil sociodemogréfico, clinico-histopatolégico e molecular dos casos de tumores

primarios e metéstase linfonodal.

Tabela 9 - Expressao génica de NOTCH1 no tecido de tumor primario e metastase com o
perfil sociodemogréfico/clinico-histépatoldgico e molecular.
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Varidvel Expressao génica de NOTCH1 Tumor Expressao génica de NOTCH1
primario (N=64) Metastase Linfonodal (N=25)
i de céui p-value p-value
i Média +dp Média +dp
génica
Normal=2 3.32 +4.37 2.96 £ 4.30
Perda=<2 2.24 £1.70 P=0.324 225+1.22 P=0.580
Ganho=>2 4.41 £3.34 473 £4.39
Expressao génica de NOTCHI Tumor Expressao génica de NOTCH1
Deteccio de HPV primério (N=64) p-value Metastase Linfonodal (N=25)  ,_vajue
Média +dp Média +dp
Positivo 328 +4.21 244 +£2.14
P=.0994 P=0.084
Negativo 327 +2.29 5.32+5.77
Expressao génica de NOTCHI Tumor Expressao génica de NOTCH1
imario (N=64 Meta Linfa 1 (N=2
Genétipo de HPV primario (N=64) p-value etastase Linfonodal (N=25) p-value
Média +dp Média +dp
Alto 2.39 £ 1.66 220 £1.92
P=0.070 P=0. 497
Baixo 6.44 £ 2.69 3.32 £4.00
Expressao génica de NOTCH1 Tumor Expressao génica de NOTCH1
Tabagismo primario (N=64) p-value Metastase Linfonodal (N=25) p-value
Média +dp Média +dp
Refere 2.81+2.14 2.60 +2.18
P=0.449 P=0.523
Nega 3.59 +2.69 370 £4.74
Expressao génica de NOTCH1 Tumor Expressao génica de NOTCH1
Inicio dos sintomas primario (N=64) p-value Metastase Linfonodal (N=25) p-value
Média +dp Média +dp
0 - 12 meses 2.67 +2.08 3.81 +4.46
12 - 24 meses 4.40 + 6.28 P=0.325 434 +5.64 P=0.793

> 24 meses 4.08 £ 2.90 235 +£1.13
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Caracteristicas do

Expressao génica de NOTCH1 Tumor
primario (N=64)

Expressao génica de NOTCH1
Metastase Linfonodal (N=25)

a p-value p-value
prepuicio
Média +dp Média +dp
Fimético 242 £ 1.46 2.64 +2.83
Circuncisdo 4.62+2.77 P=0.126 2.85 £2.76 P=0.180
Longo 5.00 £7.02 5.50 + 8.07
Expressao génica de NOTCHI Tumor Expressao génica de NOTCH1
Topografia da lesdo primario (N=64) p-value Metastase Linfonodal (N=25) p-value
Média +dp Média +dp
Glande 3.99 £5.45 3.06 £2.91
Glande e prepicio 253141 P=0.519 2.26 £0.52 P=0.592
Glande, prepicio e corpo 3.04 £2.12 4.37 +5.43
Expressao génica de NOTCHI1 Tumor Expressao génica de NOTCH1
Caracteristica da lesio primario (N=64) p-value Metastase Linfonodal (N=25) p-value
Média +dp Média +dp
Ulcero-vegetante 3.23 £2.38 P=0.868 4.08 £ 3.65 P=0.344
Vegetante/ Verrucosa 3.00 £ 2.83 1.59 +£0.65
Expressao génica de NOTCH1 Tumor Expressao génica de NOTCH1
Subtipo histolégico primario (N=64) p-value Metastase Linfonodal (N=25) p-value
Média +dp Média +dp
Associados ao HPV 4.14 +4.95 4.50+5.26
P=0.327 P=0. 345
Nio associados ao HPV 2.66 = 2.09 2.90 +3.12
Expressao génica de NOTCH1 Tumor Expressao génica de NOTCH1
Grau de diferenciacio primario (N=64) p-value Metastase Linfonodal (N=25) p-value
Média +dp Média +dp
G2 3.09 +1.49 241 +0.32
P=0.821 P=0.703
G3 335 £4.10 3.57 +4.15
Invaséo vascular Expressao gé.nic,a .de NOTCHI Tumor Exprfsssﬁo gé.nica de NOTCH1
primario (N=64) p-value Metastase Linfonodal (N=25) p-value

sanguinea

Média +dp

Média +dp
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Presente 3.15+2.46 334 +3.15
P=0.983 P=0.808
Ausente 3.13+3.93 3.77 +5.63
Invaséo vascular Expressao gé.nic? .de NOTCHI Tumor Expr’essﬁo gé.nica de NOTCH1
primario (N=64) value Metastase Linfonodal (N=25) —value
linfatica P R
Média +dp Média +dp
Presente 3.08 +2.75 3.02+2.77
P=0.792 P=0.526
Ausente 3.36 £3.93 4.06 = 5.25
Expressao génica de NOTCHI Tumor Expressao génica de NOTCH1
Invasio perineural primario (N=64) p-value Metastase Linfonodal (N=25) p-value
Média +dp Média +dp
Presente 3.07 £2.75 3.08 +2.98
P=0.703 P=0.334
Ausente 345+4.23 5.05+£7.04
Expressao génica de NOTCHI Tumor Expressao génica de NOTCH1
Infiltrado linfocitirio primario (N=64) p-value Metastase Linfonodal (N=25) p-value
Média +dp Média +dp
Presente 3.33 +£3.66 3.46 £4.07
P=0.610 P=0.898
Ausente 1.43 = 4.00 =
Expressao génica de NOTCH1 Tumor Expressao génica de NOTCH1
Coilocitose primario (N=64) p-value Metastase Linfonodal (N=25) p-value
Média +dp Média +dp
Presente 3.73 +4.22 347 +4.19
P=0.206 P=0.992
Ausente 243 £1.79 3.49 + 3.81
Expressao génica de NOTCH1 Tumor Expressao génica de NOTCH1
Estadiamento patolégico primario (N=64) p-value Metastase Linfonodal (N=25) p-value
Média +dp Média +dp
pTl 4.84 +7.04 241 +0.32
pT2 2.97 +2.26 P=0.400 6.96 +9.19 P=0 304
pT3-pT4 3.03+2.74 3.13+3.04
Expressao génica de NOTCH1 Tumor Expressao génica de NOTCH1
Estadiamento Clinico primario (N=64) p-value Metastase Linfonodal (N=25) p-value
Média +dp Média +dp
I 4.86 +7.54 1.20 +
P=0.413
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I 3.12+2.58 3.93 +4.78
-1V 277 +2.34 3.13 £3.14
Transformacio Expressao gé.nic? .de NOTCH1I Tumor Exprf:ssﬁo gé.nica de NOTCH1
primario (N=64) p-value Metastase Linfonodal (N=25) p-value
sarcomatoide
Média +dp Média +dp
Presente 1.83 +1.10 1.68 + 0.98
P=0.011 P=0.006
Ausente 4.12+4.24 6.23 +5.19
Expressao génica de NOTCHI Tumor Expressao génica de NOTCH1
Corpo esponjoso primério (N=64) p-value Metastase Linfonodal (N=25) p-value
Média +dp Média +dp
Comprometido 2.94 +2.51 3.68 +4.22
P=0.056 P=0.682
Livre 5.78 £7.82 2.41+0.32
Expressao génica de NOTCHI Tumor Expressao génica de NOTCH1
Albuginea primario (N=64) p-value Metastase Linfonodal (N=25) p-value
Média +dp Média +dp
Comprometido 3.01 +2.64 3.16 £3.05
P=0.494 P=0.0.324
Livre 373 £4.83 6.05 +7.70
Expressao génica de NOTCH1 Tumor Expressao génica de NOTCH1
Corpo cavernoso primdrio (N=64) p-value Metastase Linfonodal (N=25) p-value
Média +dp Média +dp
Comprometido 2.90 +2.32 2.88 +1.72
Livre 3.69 £ 4.63 P=0.434 6.46 +6.73 P=0.085
Expressao génica de NOTCHI Tumor Expressao génica de NOTCH1
Tieeren primdrio (N=64) p-value Metastase Linfonodal (N=25) p-value
Média +dp Média +dp
Comprometido 297 +£2.74 3.61 +4.27
P=0.422 P=0.940
Livre 3.79 £4.67 3.46 +£3.63
Expressao génica de NOTCHI Tumor Expressao génica de NOTCH1
Extensdo extranodal primario (N=64) p-value Metastase Linfonodal (N=25) p-value
Média +dp Média +dp
Presente 2.54+ 1.78 2.63 £2.56
P=0.342 P=0.796
Ausente 3.54+4.33 3.02+3.35

Status geral

Expressao génica de NOTCHI Tumor
primario (N=64)

p-value
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Com metastase 2.87+2.42

P=0.391

Sem metastase 371 £4.54

Sobrevivéncia acumulativa

Legenda: dp= desvio padrio

A figura 15 reforca a relacdo da sobrevida livre de doenga de pacientes com CaPe de
acordo com a presenca ou auséncia de transformac¢do sarcomatoide nos tumores de pénis (log-
rank p = 0,000013). E observamos que aqueles que tiveram a presenca de transformacio
sarcomatoide tiveram uma pior sobrevida livre de doengca em relacdo aqueles que ndo
apresentaram essa transformacao.

Transformagao Sarcomatoide

1,0 +
ng
+ +
T Ausente
M Presente
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0.4
02
0o
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P =0.000013

Meses

Figura 15. Andlise de sobrevida livre de doenga de acordo com a presenga ou auséncia de transformacéo
sarcomatoide no tumores de pénis (log- rank p = 0,000013). Fonte: autora (2025).

5 DISCUSSAO

Neste estudo foram avaliados 64 casos de tumores de pénis, sendo 30 com
metdstase e 34 sem metdstase linfonodal. Além do tumor primério, o tecido de metéstase
linfonodal neste estudo também foi analisado quanto ao nimero de cépias e expressao génica
de NOTCH]. Nossa populagdo de estudo € do estado do Maranhao, nordeste do Brasil, onde a

incidéncia de cancer de pénis € a mais alta do mundo (Coelho et al.,2018). Estes participantes



foram recrutados de trés principais hospitais de Sao Luis- MA, nos quais atendem pacientes
de todo o estado do Maranhio.

O perfil clinico e histopatoldgico desses pacientes, apresentou-se semelhante ao perfil
demonstrado em estudos anteriormente realizados no Maranhao (Vieira et al., 2020). Sendo
observado neste estudo que a maioria dos casos com tumores de pénis, tanto 0 grupo com
metdstase e sem metdstase possuiam idade acima de 60 anos, tinham nenhuma escolaridade
ou fundamental incompleto em ambos os grupos, e em 73,5% dos casos sem metdstase eram
da zona rural, no entanto, quando observamos o grupo com metistase em sua maioria (53,3%)
eram pessoas da zona urbana, porém isso pode se dar porque em diversos casos os pacientes
vém dos municipios, mas no momento de informar o endereco de residéncia, muitos
informam o endereco onde se encontra na hospedado na capital (Sao Luis) invés do seu
endereco de moradia, isso pode ser por pensamentos de que tragam alguma facilidade de
acesso ao atendimento. Quanto a ocupacdo, a maior parte eram lavradores ou ex-lavradores,
recebiam <1,00 saldrio minimo/més, o que condiz com os perfis anteriores que vém
caracterizando esses individuos como pessoas de baixa renda e baixa escolaridade em sua
maioria, o que estd relacionado principalmente com a falta de conhecimento e acesso a
informacdes influenciando no desenvolvimento do CaPe (Vieira et al., 2020; Teixeira-Junior
etal., 2022).

Eram tabagistas e etilistas a maior parte dos casos, estes sdo fatores de risco bem
estabelecidos para o desenvolvimento de CaPe, devido a exposi¢do ao tabaco e consumo
excessivo de dlcool como ja observado nos estudos (Garcia et al., 2021; Hensley et al., 2021).
Referiram higiene pobre 26,7% dos casos com metastase e 32,4% dos casos sem metastase, 0s
estudos ja demonstraram que a falta de higiene ou a higiene inadequada provoca o actimulo
de substancias quimicas e aumento de microrganismos na regio genital estando associado ao
aumento de casos de CaPe, e demonstram que homens que nio pratica uma higiene adequada
tem risco maior de desenvolver esta doenca (Bologna et al., 2024; Larsson et al., 2020;
Rumgay et al., 2021). A presenga de fimose foi de 40% nos casos com metéstase e 38,2% nos
sem metdstase. A correlacdo entre fimose e CaPe foi realizada pela primeira vez em Wolbarst
em 1932, no qual ele observou que nenhum dos pacientes eram judeus, apesar de 3% da
populacdo ser judaica, € visto na cultura dos judeus a realizag¢do da circuncisao neonatal como
pratica comum e a incidéncia de CaPe nos judeus € baixa devido a prética frequente da

circuncisdo neonatal, hoje observamos essa pritica como uma medida preventiva para o

52



desenvolvimento de CaPe, porque facilita e permite higieniza¢do adequada do pénis, evitando
assim acimulo de esmegma por causa da dificuldade de retracdo do pénis pela fimose.

Zoofilia € um achado interessante, apesar de ndo ter sido a maioria dos nossos casos a
referir, vimos que 20% dos casos com metastase e 41,2% dos casos sem metéstase referiram
zoofilia, essa negacdo pela maioria muitas vezes pode ser entendida pela vergonha e timidez.
E observado através de relatos dos pacientes que segundo eles é uma pratica comum a relacio
sexual com animais principalmente por aqueles pacientes de zona rural, segundo o estudo de
Zequi (2012) que também observou que dos individuos que praticavam a zoofilia 44,9%
tinham CaPe. E nesse mesmo estudo eles concluiram que homens que praticam zoofilia tém
duas vezes mais chances de desenvolver cancer de pénis. Eles acreditam que os microtraumas
gerados no pénis e o contato com secrecdes de animais sejam os fatores causais,
consideramos assim um fator de risco.

Em relacdo a topografia da lesdo foi nesses casos principalmente na glande no grupo
com metdstase (40%) e na glande e prepucio nos casos sem metdstase (41,2%), estes
resultados sdo semelhantes aos que foram vistos no estudo de Teixeira-Juinior e colaboradores
(2022), que observou que maioria dos pacientes com CaPe tinham lesdes localizadas na
glande em 91,9% dos casos, assim como no estudo de Coelho e seus colaboradores (2018)
que observou em sua maioria lesdo na glande em 27,3% na glande e prepucio dos pacientes,
outros estudos relatam essas regides como principais sitios de origem de lesdes (Thumma et
al., 2024). As lesdes eram ulceras vegetantes em ambos 0s grupos com € sem metastase
(43,3% e 41,2%) corroborando com achados de outros estudos em que se observou aspecto
ulcerado em 30,8%, ou ulcera-vegetante em 25,8% dos pacientes com CaPe, que sdo
considerados lesdes agressiva de mau prognostico.

Todos os casos deste estudo eram carcinoma de células escamosas, com o subtipo
usual (subtipo ndo associado ao HPV) apresentando uma frequéncia de 66,6% e 52,9% no
grupo com e sem metéstase respectivamente. Eram tumores pouco diferenciados classificados
com grau de diferenciacio G3 em 90% dos pacientes com metdstase e em 61,8% dos
pacientes sem metéstase, sendo diferente dos resultados visto em outros estudos como de
Silva e seus colaboradores de 2023 que observou em seu trabalho que 80,9% dos tumores
tinham grau histolégico G2. Enquanto neste estudo observou um grau histolégico maior e que
estdo associados com progndstico desfavordvel, em comparagdo com os graus de

diferenciacao mais baixos (G1 e G2) (Horenblas et al., 2018; Pizzocaro et al., 2019).
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Acreditamos que esse grau de diferenciacdo avancado se dar pelo fato da maioria dos
casos serem pacientes que ja chegam em estidgios bem avangados, devido a demora na busca
de atendimento seja por estigma, vergonha e falta de informacao principalmente, além da falta
de acesso a saide em sua propria localidade, tendo que se deslocar para fora de sua localidade
0 que atrasa o diagnéstico e favorece ainda mais a evolucdo do tumor. Invasdo vascular
sanguinea foi presente na maioria dos casos com metdstase e ausente nos sem metastase,
assim como a invasdo vascular linfatica foi presente na maioria dos casos com metastase e
ausente na maioria dos casos sem metdstase, a invasdo sanguinea e linfatica € indicativo de
invasdo do tumor para vasos sanguineos ou linfaticos préximo ao tumor e levam a casos de
metdstase, a invasdo sanguinea vascular e linfatica estdo associadas a pior progndstico, e a
presenca dessas invasdo sdo preditivos de metdstase e pode exigir um tratamento mais
agressivo (Malik et al., 2021; Fankhauser et al., 2022; Zekan et al., 2021).

Houve infiltrado linfocitario em 96,6% dos casos com metastase € 96,9% dos casos
sem metastase, o infiltrado cria um ambiente inflamatério que pode esta associado a inibicao
do tumor ou em estimulo ao crescimento, Fridman e colaboradores (2017) realizaram estudos
em varios canceres, porém ainda pouco se sabe o papel do infiltrado inflamatério em CaPe. A
coilocitose (achado sugestivo de presenca de HPV) foi visto na maioria dos grupos. Foi
realizado também a detec¢do de HPV que neste estudo € feito por trés métodos: avaliacao da
coilocitose, PCR (Polymerase Chain Reaction) e avaliagdo dos subtipos histolégicos que sdo
divididos em associado a HPV e nao a associados. Observou-se uma alta frequéncia de HPV
nos tumores de pénis sendo observado na totalidade dos casos 62,5% dos casos deste estudo,
tanto grupo com e sem metdstase apresentou na sua maioria presenca de HPV no tumor
primario, o genétipo de HPV mais frequente foram os de alto risco, sendo o genétipo 16, 18 e
31, além dos tipos 6 e 11, outras infecgdes por HPV de baixo risco contribuem para a CaPe
em menor grau. A presenga do virus estd relacionada a sua capacidade de levar a formacao de
lesdes precursoras como a neoplasia intraepitelial peniana, que pode levar ao carcinoma
invasivo (Yu et al., 2019; Olesen et al., 2019; Mannam et al., 2024).

Nos casos com metéstase, 66,7% dos pacientes apresentaram estadiamentos pT3 e
pT4, indicando tumores mais avangados, com possivel invasdo linfitica e maior propensao a
espalharem-se para outras regides (Khalil et al., 2021; Sali et al., 2023). J4 no grupo sem
metastase, o estadiamento mais comum foi pT2, sugerindo tumores localizados e menos

agressivos, com melhores prognésticos se tratados precocemente. Quanto ao estadiamento
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clinico, o estdgio II foi o mais prevalente, representando 53,3% dos casos com metdstase e
73,5% dos casos sem metdstase. Esse estdgio corresponde a tumores que invadem tecidos
adjacentes, mas sem comprometimento de linfonodos. Esses resultados sao consistentes com
o estudo de Silva et al. (2023), que também observou o estagio Il como o mais prevalente no
cancer de pénis (CaPe), representando 46,8% dos casos.

Analisamos o nimero de copias do gene NOTCHI em 64 tumores primarios e 27
casos de metdstase linfonodal. No total, haviam 30 casos de metdstase, porém, 3 casos nao
puderam ser analisados devido a falta do material no biobanco. Nos tumores primarios,
observamos que 50,8% dos casos apresentavam apenas 2 cOpias do gene, sendo considerados
pacientes com NOTCHI selvagem (pacientes saudaveis), enquanto 49,2% tinham 1 ou 3
copias do gene, sendo classificados como pacientes com NOTCHI mutado. Nas 27 amostras
de metéstase linfonodal, 53,9% dos casos eram NOTCH1 selvagem, e 46,1% tinham 1, 3 ou 4
copias, sendo que apenas um caso apresentou 4 copias do gene, o que caracteriza a presenca
de NOTCHI mutado em todos esses 46,1% dos casos. Estes dados colaboram com diversos
estudos que vem mostrando o gene NOTCH I como um dos genes frequentemente mutados no
CaPe, sendo relatado uma possivel relagdo com a progressao do CaPe (Signoretti; Aster,
2018; Cao; Jian et al., 2021), porém isto ainda ndo € bem compreendido, este € o primeiro
trabalho robusto e voltado diretamente para o perfil deste gene no CaPe. Alguns estudos
relatam o gene NOTCH1 dentre vérios outros genes citados (Zhang et al., 2016; Wang et al.,
2019; Pagliaro et al., 2024), mas nenhum estudo atualmente esteve voltado especialmente
para entender o perfil deste gene que tanto é citado no CaPe.

Esse estudo observou que o hébito de fumar esteve diretamente associado a maior
ocorréncia de mutagcdes no gene NOTCHI, apresentando p-value=0.010. Os resultados
indicaram que os participantes fumantes apresentaram mais mutacdes no NOTCHI em
comparacdo aos nao fumantes, sendo que a maioria dos nao tabagistas (71%) nao apresentou
nenhuma alteracdo no nimero de cépias génicas de NOTCHI. Essa associa¢do pode estar
relacionada ao efeito carcinogénico das substancias como por exemplo o tabaco presentes no
cigarro, que geram estresse oxidativo, modificacdes na metilagio e danos ao DNA,
contribuindo para a instabilidade genomica e alteragdes em genes importantes para a
regulacdo celular (Lushniak et al., 2014; Reitsma et al., 2021), como é o caso do NOTCHI].
Como este gene estd envolvido em vérios processos celulares como: proliferacao, apoptose e

diferenciacdo celular, pode apresentar algum impacto na progressao tumoral. No trabalho de
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Herzog em colaboradores de 2024 relataram que Loci hipermetilados em células epiteliais
bucais de fumantes relacionados a sinalizagdo do receptor NOTCHI exibiram metilagao
elevada no tecido canceroso e lesdes progressivas de carcinoma de pulmao in situ, e a
hipermetilacdo desses locais previu o desenvolvimento de cincer de pulmdao em amostras
bucais coletadas de tabagistas até 22 anos antes do diagndstico, sugerindo um papel potencial
na conducdo da carcinogénese.

Um outro resultado observado neste estudo foi a relagdo entre o estado do gene
NOTCHI com extensdo extranodal, com uma associacdo estatisticamente significativa (p =
0,048). A extensdo extranodal, que se caracteriza pela disseminagao de células cancerigenas
para além do linfonodo (Koifman et al., 2022) foi ausente principalmente na maioria dos
casos mutados, sugerindo uma possivel influéncia do gene no comportamento invasivo, a
depender do tipo de tecido o NOTCHI ja se mostrou supressor ou oncogene (Baker et al.,
2018; Gharaibeh et al., 2020; Tyagi et al., 2020), as mutagdes pode esta relacionada com
efeito inibitério na capacidade invasiva das células, porém, mais estudos sdo necessarias para
uma melhor compressao disto.

O perfil de nimeros de copias do gene NOTCH |1 foi analisado em tecido de metastase
linfonodal de 27 pacientes. Quanto a frequéncia, observamos que a maior parte dos casos de
NOTCHI mutado no tecido de metdstase, estava entre os pacientes etilistas. No entanto, este
estudo ndo demonstrou uma diferenga estatisticamente significativa (p = 0,73) com essa
varidvel, nem com as demais avaliadas, como tabagismo, coilocitose, subtipos histologicos,
grau de diferenciacdo e estadiamento do tumor primério. O perfil de nimeros de cépias de
NOTCH]I nao parece ter influéncia no tecido de metéstase linfonodal outros métodos devem
ser realizados para avaliar se ha ou nao relacdo com o gene NOTCHI. O mesmo foi observado
no estudo de Wu-Chou e seus colaboradores de 2021, observou que a mutagdo de NOTCH1
nao se correlacionou com o status de metéstase loco-regional (p = 0,098) ou a distancia (p =
0,301).

Em relagdo a sobrevida livre de doenga (SLD) com o status de mutagdo do NOTCHI,
observamos que, em 2 meses e 3 dias, 50% dos pacientes ja apresentavam metastase ou outro
evento. A andlise de SLD ndo apresentou diferencga estatisticamente significativa (log-rank p =
0,61) entre o grupo com ganho ou perda de cépias génicas de NOTCHI e o grupo com 2
cOpias normais do gene. Em contraste com esses resultados, no estudo de Monteiro e

colaboradores (2024), observou-se que a SLD dos pacientes com CaPe que apresentava
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mutacdes no gene NOTCHI estava associada com uma pior sobrevida livre de doenga. No
entanto, notamos que foram utilizados métodos diferentes: no estudo de Monteiro e
colaboradores (2024), a mutagdo foi analisada por sequenciamento de nova geracdo,
permitindo identificar mutagdes pontuais nas bases nitrogenadas andlise esta que ainda iremos
fazer, enquanto neste estudo a andlise foi focada no nimeros de cdpias do gene, e associagao
feita foi entre o nimero de cdpias génicas, considerando mutac¢des individuos que possuiam
mais de 2 copias do gene NOTCHI. Porém, a presenca de 2 cdOpias génicas ndo exclui a
possibilidade de mutacdes pontuais a nivel de nucleotideos como delecdes, trocas ou
inser¢des de nucleotideos. Entdo a nivel de nimeros de cdpias gé€nicas nao teve associacao
com a sobrevida livre de doengas de nossos pacientes com CaPe.

A deteccdo e genétipo de HPV foram avaliados em relacdo ao estado mutado ou
selvagem de NOTCHI no tecido de tumor primdrio. No entanto, ndo apresentou diferenca
estaticamente significativa (p= 0.721). Além disso, os genétipos classificados em alto risco e
baixo risco também ndo demonstraram diferenca estatistica (p=0.739), assim como na
metdstase onde também nado apresentou associa¢do (p= 0.201). Ao analisar a SLD nos casos
de CaPe em relacdo a presenga ou auséncia de HPV, apesar da alta prevaléncia de casos
positivos, nao houve associacao significativa da SLD com a infeccao por HPV (log-rank p =
0,66). Esses dados corroboram com o estudo Teixeira-junior e colaboradores (2022), que
analisou pacientes com CaPe no estado do Maranhdo e também observou uma alta
prevaléncia de HPV, sem diferenca significativa entre os grupos HPV positivo e HPV negativo
em relacdo a SLD (log-rank p = 0,31).

A expressao génica de NOTCHI no tecido de tumor primdrio de pénis em comparagao
com o tecido saudavel (margem), apresentou uma associagao estatisticamente significativa (p=
0.0006). Da mesma maneira, a expressao de NOTCH1 nos tecidos de metastase linfonodal foi
significativamente menor em relagdo a margem (p= 0.008). No entanto, ao comparar tecido de
tumor primario com o tecido metastitico, ndo houve diferenca estatistica (p=0.4207).
Observamos que essa associacdo esteve relacionada com uma menor expressao de NOTCH1
tanto no tumor primdrio quanto na metastase em relacdo ao tecido saudével.

No trabalho de Nyman e colaboradores (2018), observaram a via de sinalizacao Notch
1 inibida em carcinoma de cabeca e pescoco, e puderam observar que mutacdes que inativam
a funcdo de NOTCHI resultam na perda da sua sinalizagdo candnica e isto favoreceu a

tumorigénese via aumento na expressao nuclear de B-catenina. O NOTCHI pode atuar como
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um regulador negativo da via Wnt/B-catenina, inibindo sua ativacdo. Quando o NOTCH|1 esta
inativo ou com expressdo reduzida entende-se que essa inibi¢do pode ser perdida. Em
condi¢cdes normais, NOTCHI ativa genes como HESI, que suprime proteinas da via Wnt,
porém quando essa repressdao nao ocorre, a via Wnt ativada permite que a P-catenina se
acumule no nucleo e ativa a transcri¢do de diversos genes envolvidos na proliferacdo celular,
sobrevivéncia e diferenciacao celular como os genes c-myc e cyclin-D1 (Riemer et al., 2017,
Ishiguro et al., 2017), dessa maneira promovendo proliferagdo exacerbada (Moraes, 2020).
Entendemos que este pode ser um dos mecanismos de tumorigénese induzido pela inativagao
da sinalizagao Notch 1, contribuindo para o desenvolvimento de CaPe. Podemos considerar
esta explicacdo visto que no estudo de Chahoud e colaboradores (2021) no qual fizeram
sequenciamento de exoma completo no carcinoma de células escamosas do pénis e revelaram
que a maioria da amostras de CaPe apresentou alteracdes na via de NOTCH1 (70,6%) sendo
compardvel ao carcinoma espinocelular de cabeca e pescogo, e afirmaram que o CaPe
compartilham semelhan¢a molecular e histolégica com carcinoma de células escamosas de
cabeca e pescogo, envolvendo especificamente a via Notch 1.

Ao correlacionar o nimero de cépias do gene NOTCHI com sua expressao, nao foi
observada uma associagdo estatisticamente significativa (p-valor = 0,324). No entanto, foi
possivel identificar que a média de expressdao génica de NOTCHI foi menor nos casos com
perda no nimero de copias gé€nicas e maior naqueles com ganho de cépias do gene.

Também foi analisada a sobrevida livre de doencga desses pacientes em relagido a
expressao génica do gene NOTCHI. Esta anélise revelou um resultado inédito na literatura,
sendo a primeira investigacdo abrangente da expressao desse gene especificamente no CaPe,
onde NOTCHI ¢ demonstrado como um dos genes mais frequentemente mutados.
Observamos que a baixa expressao de NOTCH|1 esteve estatisticamente associada a uma pior
sobrevida livre de doenca (Log-rank p = 0,03725). Visto que um dos papéis do NOTCHI ¢é a
regulacdo da diferenciagdo celular, a baixa expressdo deste gene pode estar possivelmente
relacionada a desdiferenciacdo celular, um fator associado a tumores mais agressivos € com
maior chance de recidivas, devido a transi¢ao epitélio mesenquimal (Maraver et al.,2015). Em
um estudo em que avaliaram a expressio de NOTCHI em tecidos tumorais e linhagens
celulares de casos com carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco, foi observado
que a alta expressdo do gene estava associada a uma melhor sobrevida. Por outro lado, a

redugdo na expressdo de NOTCHI esteve relacionada a uma menor sobrevida livre de doenca
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(p = 0,082) (Wirth et al., 2018).

Quando correlacionado com outras varidveis histoldgicas. Foi possivel observar que a
média menor da expressao génica de NOTCH]I no tecido tumoral apresentou uma associagao
estatisticamente significativa (p =0,011) com a presenca de transformacdo sarcomatoide no
tumor primario. O mesmo padrdo foi observado no tecido de metdstase linfonodal, sendo
visto que a baixa expressdo do gene no tecido de metéstase, também esteve relacionada com
presenca de transformacdo sarcomatoide identificada no tumor primdrio, demonstrando uma
relacdo estatisticamente significativa (p = 0,006). Sugerindo um possivel papel de NOTCHI
na progressdo e invasividade tumoral, a transformacdo sarcomatoide estd associada a
formagao de tumores mais agressivos, com maior propensao a metdstase linfonodal e pior
sobrevida, indicando um prognéstico desfavoravel (Duarte et al., 2024). Em nosso estudo,
também realizamos uma andlise de sobrevida livre de doenca, vimos que os casos com
transformagao sarcomatoide apresentaram de fato estatisticamente uma pior Sobrevida livre
de doenca (log-rank p = 0,000013). Resultados semelhantes foram encontrados em outros
estudos, e relataram que a presenca de transformacao sarcomatoide estd associada a uma pior
sobrevida livre de doenca (Santos et al., 2021 Bovolim et al., 2017; Pang et al., 2023).

A relacdo entre a menor expressio génica de NOTCHI e a transformagio
sarcomatoide também pode ser justificada pelo fato de que essa transformagdo estd
frequentemente associada a um aumento nos casos de metdstases (Xue et al, 2024). E o
processo de metdstase pode ocorrer durante a transicdo epitélio-mesenquimal (EMT),
processo celular em que as células epiteliais perdem suas caracteristicas (adesao, polaridade) e
adquire fendtipos mesenquimais (mobilidade e invasdo) (Sun et al, 2024). Estudos
demonstraram que a expressao de NOTCH |1 esta relacionada a regulagdo da EMT em canceres
escamosos e na manutengio da diferenciacdo celular, a perda do controle da desdiferenciagcao
favorece a EMT, mediada por outras vias. Embora diversos estudos associam a ativacdo de
NOTCH]I a indugdo da EMT, até o momento ndo ha relatos que relacionam a reducao de sua
expressao a EMT em CaPe, sendo este o primeiro estudo a sugerir essa possivel associagao.

A via NOTCH|1 pode influenciar a EMT tanto por sua ativacao direta, ou indiretamente
devido sua inibi¢do ou baixa expressdo, ja que, como discutido anteriormente, esse gene
inibido estd relacionado ao aumento da tumorigénese via Wnt/B-catenina. Seguindo essa
linha, um estudo recente sobre cancer colorretal (CCR) observaram que a sinalizagcao

frequente da via Wnt/B-catenina favorece a EMT ao permitir que a -catenina no ntcleo, se
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acumule no nucleo e ativa genes associados a invasdo e metédstase via TCF/LEF (Familia de
fatores de células T/ intensificadores linféides). Além disso, o estudo relatou que a via Notch
também participa da regulacdio da EMT, suprimindo a express@o de marcadores epiteliais
(como E-caderina) e promovendo a expressio de marcadores mesenquimais (como
N-caderina e vimentina), o que resulta na perda da adesao célula-célula e na aquisi¢ao de um
fendtipo mais invasivo (Sun et al., 2024). Enfatizamos a importancia clinica da relacao entre a
transformacgao sarcomatoide no CaPe e a expressio do gene NOTCHI, visto que esses
tumores tendem a ser mais agressivos, com alta taxa metastitica e pior progndstico (Chaux;

Cubilla, 2012; Thomas et al., 2021).

5.1 Limitacoes do estudo

Este estudo apresenta algumas limitagdes. Muitos dos tumores analisados estavam
em estigios avancados, o que dificultou a comparagdo com casos em estagios iniciais e
afetou a significancia estatistica de algumas varidveis clinicas e patoldgicas. Além disso,
nem todas as andlises puderam ser realizadas em todos os 64 casos devido a falta de
amostras adequadas ou a qualidade do tecido disponivel. Algumas anélises
complementares, essenciais para confirmar os resultados, ainda ndo foram conduzidas

devido a problemas técnicos, mas estio previstas para etapas futuras da pesquisa.

6 CONCLUSAO

Em conclusdo, neste estudo tivemos dados relevantes para caracterizacdo do perfil do
gene NOTCH1 no CaPe, sendo este estudo o com maior nimero amostral e diferentes andlises
foram feitas. Revelamos uma associacdo do gene NOTCHI com o tabagismo no CaPe, visto
que o hébito de fumar esteve diretamente associado a maior ocorréncia de mutacdes no
numero de cépias do gene NOTCH 1 neste carcinoma. Também observado neste trabalho, que
extensdo extranodal foi ausente principalmente nos pacientes com mutacdes. Descrevemos
também, pela a primeira vez, a expressdo génica de NOTCHI no CaPe em 64 amostras, e
mostramos que foi significativamente menor nos tecidos de tumor primdrio e metdstase
linfonodal em comparagio ao tecido saudavel. Além de que a baixa expressdo de NOTCHI no
tecido de tumor primdrio e metédstase linfonodal esteve relacionada com a presenca de
transformagdo sarcomatoide, € com uma pior sobrevida livre de doenca (Log-rank p =
0,03725). Visto uma relagdo com a tumorigénese de CaPe possivelmente via B-catenina e

aumento da transicdo epitélio mesenquimal, este resultado mostra um potencial de
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aplicabilidade do gene NOTCHI como biomarcador. No entanto, estudos adicionais sao

necessarios para reforgar estas ideias.
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The NOTCH1 gene belongs to a gene family that encodes transmembrane receptors
involved in transcriptional regulation, differentiation, angiogenesis, apoptosis, and cell
proliferation. Mutations in this gene have been frequently reported and are associated
with various types of cancer, including carcinomas. In this context, the aim of this study
was to describe the role of the MNOTCH1 gene and its signaling pathway in different
carcinomas. This study was conducted through a literature review, selacting articles
published between 2017 and 2023 in Portuguese and English, from the following
databases: PubMed, SciELO, Google Scholar, and the Virtual Health Library (WHL),
using the descriptors: Receptor, notch1. Most of the studies included in this review
reported that the NOTCH1 gene and its signaling pathway were mutated, either
overexpressed or inhibited. Among the selected papers, a total of 14 (66.6%) studies
suggested an oncogenic role for NOTCH1 and its signaling pathway. Conversely, 5
(23.8%) studies suggested a tumeor suppressor role, and in most of these cases, the
Notch1 signaling pathway was inhibited. Overall, the NOTCH1 gene was considered
an oncogene in the majority of studies reviewed. Furthermore, NOTCH1 activation
appears to favor tumor metastasis, as observed in penile cancer (CaPe). Thus,
inhibition of the Notch1 signaling pathway is a potential therapeutic option in tumors
with NOTCH1 gain-of-function mutations.
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