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RESUMO

O cancer de pénis (CP) faz parte dos tumores que acometem o sexo masculino, com
crescente incidéncia no Brasil e no mundo, especialmente no estado do Maranh&o.
Este cancer apresenta grande capacidade de invadir localmente e metastatizar para
os linfonodos regionais, o que constitui o fator progndstico mais importante, pois as
metastases nos linfonodos regionais e a profundidade da invasdo reduzem muito a
sobrevivéncia do paciente. O presente trabalho justifica-se pela necessidade de
compreender os fatores que condicionam a capacidade invasora do cancer de pénis,
dentre eles a regulacédo das MMPs 2 pelos TIMPs 2 e 3 e arelacédo que esta regulacao
apresenta com a progressao deste cancer, condicionando a capacidade invasora das
células tumorais. O objetivo geral foi analisar a expressdo de metaloproteinases
(MMPs) e inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPs) no desenvolvimento do
cancer de pénis HPV+ e HPV- através de estudos morfolégicos e moleculares. Trata-
se de um estudo epidemiolégico, do tipo analitico, quantitativo, retrospectivo e
seccional de série historica de casos de carcinomas epidermdides penianos, realizado
em 75 amostras de tumores penianos armazenados no Biobanco de Tumores e DNA
do Maranhdo (BTMA). Dados sociodemograficos foram obtidos através de um
guestionario, dados clinicos e histopatologicos foram coletados por meio de analise
de prontuario. O DNA genbémico das amostras foi extraido e realizada a reacdo em
cadeia de polimerase PCR/Nested para detec¢cao do HPV e em seguida a eletroforese
em gel de agarose. Amostras positivas foram submetidas a genotipagem pelo método
Anyplex para identificagcdo do tipo viral. Para andlise da expressdo das MMPs 2 e dos
TIMPs 2 e 3 foi realizada PCR em tempo real. Observou-se que a média de idade dos
pacientes ao diagndéstico foi de aproximadamente 64 anos. A maioria (64,76%) era
procedente do interior do Maranh&o e consideravam-se pardos (62,67%). Observou-
se ainda que 44,44% dos pacientes eram casados, 30,56% dos pacientes tinham
ensino fundamental incompleto e 26,30% era analfabeto. Quando questionados sobre
os habitos de vida, a maioria dos pacientes (51,61%) afirmou nunca usa camisinha
(63,51) que fuma ou ja fumou durante a vida. A maioria (81,09%) também afirmou que
ja foi etilista ou ainda €. Foi observado também neste estudo que 49% das amostras
eram positivas para o HPV, sendo que o HPV 16 estava presente em 36% e o0 HPV
11 em 49% das amostras. A expressao de genes analisada neste estudo demonstrou
uma associacdo entre o cancer de pénis, a infeccdo pelo HPV e a diminuicdo da
expresséo do TIMP3 (p = 0,0360 entre tumores HPV+ e HPV-). Com estes resultados
podemos concluir que ha uma relacéo entre alguns habitos de vida dos pacientes e o0
cancer peniano, bem como uma associag¢ao importante com a infec¢ao pelo HPV. E
ainda, que ha uma relacdo entre o cancer de pénis HPV+ e a desregulacdo da
expressao de MMP, proporcionada pela reduzida atividade de TIMP3.

Palavras-chave: Cancer de pénis. Metaloproteinases. HPV. TIMPs. Estadiamento
tumoral
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ABSTRACT

Penile cancer (PC) is one of the most common male tumors, with a high incidence in
Brazil and worldwide, especially in the state of Maranh&o. This cancer has a great
capacity to invade locally and metastasize to regional lymph nodes, which is the most
important prognostic factor, since metastasis to regional lymph nodes and the depth of
invasion greatly reduce patient survival. This study is justified by the need to understand
the factors that condition the invasive capacity of penile cancer, among them the
regulation of MMPs 2 by TIMPs 2 and 3 and the relationship that this regulation has
with the progression of this cancer, conditioning the invasive capacity of tumor cells.
The overall objective was to analyze the expression of metalloproteinases (MMPs) and
tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMPSs) in the development of HPV+ and HPV-
penile cancer through morphological and molecular studies. This is an epidemiological,
analytical, qualitative, retrospective and sectional study of historical series of cases of
penile epidermoid carcinomas, performed on 75 samples of penile tumors stored in the
Biobanco de Tumores e DNA do Maranhdo (BTMA). Sociodemographic data were
obtained through a questionnaire, clinical and histopathological data were collected
through medical record analysis. The genomic DNA of the samples was extracted and
polymerase chain reaction PCR/Nested for HPV detection and then electrophoresis in
agarose gel. Positive samples were submitted to genotyping by the Anyplex method for
viral type identification. To analyze the expression of MMPs 2 and TIMPs 2 and 3 real-
time PCR was performed. It was observed that the mean age of patients at diagnosis
was approximately 64 years. Most (64.76%) were from the interior of Maranh&o and
considered themselves to be brown (62.67%). It was also observed that 44.44% of
patients were married, 30.56% had incomplete elementary school education, and
26.30% were illiterate. When asked about lifestyle habits, most patients (51.61%) said
they never use condoms (63.51) that they smoke or have smoked during their lifetime.
The majority (81.09%) also stated that they have been or still are alcoholics. It was also
observed in this study that 49% of the samples were positive for HPV, with HPV 16
present in 36% and HPV 11 in 49% of the samples. The gene expression analyzed in
this study showed an association between penile cancer, HPV infection and decreased
expression of TIMP3 (p = 0,0360 entre tumores HPV+ e HPV-). With these results we
can conclude that there is a relationship between some lifestyle habits of patients and
penile cancer, as well as an important association with HPV infection. And also, that
there is a relationship between HPV+ penile cancer and the downregulation of MMP
expression, provided by the reduced expression of TIMP3.

Keywords: Penile cancer. Metalloproteinases. HPV. TIMPs. Staging tumoral
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Introducéo

O cancer representa uma das principais causas de morte na populacéo
mundial. No ano de 2020, tivemos um numero de 19 milhdes de casos de cancer
notificados e 10 milhdes de mortes associadas a doenca no mundo (Agéncia
Internacional de Pesquisa sobre Cancer, 2020). O grande impacto do cancer diz
respeito a morbidade e mortalidade de pacientes, relacionada muitas vezes com as
metastases, com a natureza sistémica da doenca e ainda com a resisténcia das
células metastaticas aos agentes terapéuticos existentes (GONZALEZ-AVILA et al,
2019).

Entre os varios tipos de cancer catalogados, o cancer peniano faz parte dos
tumores que acometem 0 sexo masculino. Constitui uma doenca rara, que apresenta
maior incidéncia em paises subdesenvolvidos, onde o cancer peniano pode ser
responsavel por até 10% dos canceres entre homens (ALEMANY et al., 2016). No
Brasil, a condi¢cao pode ser responsavel por 2,1% de todas as neoplasias nos homens
e afeta principalmente os habitantes das regides Norte e Nordeste (COELHO et al.,
2018). Neste cenario o Maranh&o se destaca como estado de maior incidéncia deste
cancer (estimada em 6.15 por 100.000 habitantes), fato associado a grande

desigualdade social e extrema pobreza verificada na regido (COELHO et al., 2018).

O cancer é uma doenca complexa e multifatorial que conta com diversas vias
de sinalizacdo moleculares envolvidas na sua fisiopatologia. Para o cancer de pénis,
destacamos a participacdo de uma familia de proteases da matriz extracelular (MEC),
conhecidas como metaloproteinases da matriz (MMPs) (CAMPOS et al., 2006:
SOARES et al., 2006).

MMPs ou matrixinas sdo um grupo de endopeptidases capazes de perturbar
todas as moléculas da membrana basal (BM) e matriz extracelular (ECM). Participam
de diversos eventos fisioldgicos, como por exemplo inflamacdo, embriogénese,
cicatrizagdo de feridas, angiogénese e remodelacdo 6ssea, mas também em doencas
como o cancer (GONZALEZ-AVILA et al, 2019). Na verdade, as MMPs medeiam
varios processos bioldgicos criticos envolvidos nas caracteristicas do cancer, como
migracdo celular, diferenciacdo, proliferagdo, apoptose, reacdes inflamatérias,

angiogénese e agregacao plaquetaria (HADLER-OLSEN, 2013).

Ao longo dos anos, a superexpressao e / ou alta atividade enziméatica de varias

MMPs foi correlacionada com o aumento da agressividade de véarias doencas
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malignas, apoiando o potencial das MMPs como marcadores de prognostico em
pacientes com cancer (GONZALEZ-AVILA et al, 2019; YADAV et al 2014). Essa
caracteristica € de particular importancia no que diz respeito a morbidade e
mortalidade observada no céancer de pénis, visto que o acometimento linfonodal
representa o0 comprometimento mais importante da doenca, ocasionando uma cirurgia

mais invasiva e consequentemente, uma morbidade maior.

Segundo Kim e Joh, (2012), a atividade proteolitica das metaloproteinases
pode ser regulada de diversas formas, sendo uma delas a inibicdo enzimatica. Ha dois
grupos de inibidores endogenos da atividade das metaloproteinases: a2-macrogobulin
(a2M) e os inibidores de tecidos de metaloproteinases (TIMPs) (GONZALEZ-AVILA et
al, 2019). Em relacéo a regulacao feita pelos TIMPs, destacamos a participacdo dos
TIMPS 1, 2 e 3 na inibicdo da atividade enzimatica que envolve a participacdo das
MMPs 2 e 9 (GONZALEZ-AVILA et al,.2019). No cancer de pénis, a expressao
aumentada de metaloproteinases, particularmente da MMP2 e MMP9, esta
relacionada com um comportamento agressivo e com a recorréncia local da doenca
apos a cirurgia (CAMPOS et al., 2006: SOARES et al., 2006). No entanto, nenhum
estudo até o presente momento, investigou a regulacdo das metaloproteinases no

cancer de pénis através dos TIMPs.

A hipo6tese apresentada por este estudo é a de que a regulacdo das MMPs 2
e 9 é realizada pelos TIMPs 1, 2 e 3 no cancer de pénis e que esta regulacéo é
importante para a progressao deste cancer, condicionando a capacidade invasora das
células tumorais. Este estudo podera contribuir para esclarecer os mecanismos de
progressao deste tipo de cancer bem como para validar as MMPs como um potencial
alvo terapéutico no cancer de pénis, uma vez que ja existem farmacos aprovados para
uso em outras patologias com capacidade de inibir as MMPS, a exemplo da doxiciclina
(CORBITT et al., 2007).

2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Cancer de pénis

O cancer de pénis representa uma patologia geniturinaria agressiva e
mutilante com devastadores efeitos fisicos e psicolégicos e elevado grau de
morbidade associada, impactando de maneira direta na autoestima do paciente.
Embora possa afetar homens de qualquer idade, € mais comum ser diagnosticado nas
62 e 72 décadas de vida (DOUGLAWI; MASTERSON, 2019).
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E considerado doenca rara na Europa e na América do Norte, onde é
responsavel por apenas 0,4% a 0,6% de todos os cancros. A incidéncia é mais elevada
nos paises menos desenvolvidos, aonde pode chegar até 6,15 novos casos por
100.000 habitantes, de acordo com dados recentes (COELHO et al., 2018).
Estima-se que no total 36.068 novos casos tenham ocorrido em todo 0 mundo em
2020 (MEDEIROS-FONSECA et al.,, 2021). O aumento do numero de casos
observado predominantemente em paises subdesenvolvidos, inclui o Brasil e
representa uma grande preocupacao no cenario epidemioldgico do pais (COELHO et
al., 2018; COUTO et al., 2014; FAVORITO et al., 2008). O diagnostico precoce torna
0 cancer de pénis uma entidade clinica altamente curavel. Entretanto, o maior
obstaculo para que isso ocorra € a demora do paciente em procurar atendimento
médico (PORTH, 2010).

O Brasil tem uma das maiores incidéncias de cancro peniano a nivel mundial.
A sua incidéncia é muito mais elevada do que a dos Estados Unidos e da Europa
(HELLER, 2016; MORRIS et al, 2011), assemelhando-se apenas a outras nacdes em
desenvolvimento como a India, certos paises africanos e outras nagdes sul-
americanas (CHRISTODOULIDOU et al, 2015; MISRA et al, 2004). Contudo, existe
variabilidade mesmo dentro do Brasil, onde o niumero mais elevado de casos &
relatado na regidao Nordeste (FAVORITO et al, 2008). A incidéncia nesta regido € de
5,7%, ultrapassando a regido economicamente mais desenvolvida - Sudeste (1,2%) -
e o0 Norte (3,8%), a segunda regido mais pobre (VIEIRA et al, 2020). Temos um
namero particularmente elevado de doentes com cancer de pénis no estado do
Maranhdo, que tem a maior incidéncia reportada a nivel mundial (incidéncia
padronizada para a idade, “age standardised rate” - ASR de 6,1 casos por 100.000
habitantes) e € a regido menos desenvolvida do Brasil, onde identificamos elevadas
taxas de infeccdo por HPV (VIEIRA et al, 2020; COELHO et al., 2018).

O Maranhéo € o estado mais pobre do pais, com um rendimento per capita de
R$ 803,73 e um Humano indice de desenvolvimento de 0,63912, sendo este o
segundo pior IDH do Brasil. Estes fatores, juntamente com a elevada taxa de
habitantes rurais, distancia de grandes centros de saude, e pouca ou nenhuma
escolaridade, fornecem as caracteristicas ideais para o desenvolvimento do cancro
peniano. Além disso, ha uma elevada prevaléncia do HPV na populagcéo geral do
estado (VIEIRA et al. 2020; COELHO et al., 2018).

A maioria dos processos carcinogénicos exibem duas @ vertentes
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fisiopatoldgicas: uma delas ligada a fatores genéticos e a outra ligada a fatores
ambientais, que consistem algumas vezes em habitos de vida inadequados,
configurando assim os fatores de risco envolvidos no desenvolvimento da patologia.
No céncer de pénis ja foram elencados alguns fatores associados ao maior risco de
desenvolvimento da doenca. Segundo estudo de ALEMANY et al., (2016), baixas
condi¢cBes socioecondmicas, histérico de fimose, tabagismo, inflamacdes crbnicas e
doengas sexualmente transmissiveis (especialmente aquela causada pelo
papilomavirus humano - HPV) seriam os fatores de risco envolvidos (ALEMANY et al.,
2016; COUTO et al., 2014). Tem havido recentemente interesse no papel dos fatores
moleculares na oncogénese e no prognoéstico do cancro do pénis. Muitos destes
marcadores sao intimamente associadas a infeccao por HPV, particularmente com
variantes de alto risco (DOUGLAWI; MASTERSON, 2019).

A maioria das neoplasias malignas de pénis € constituida pelo tipo histologico
carcinoma epidermoide, também chamado espinocelular ou escamoso (CEC),
correspondendo a mais de 95% dos casos. O CEC é derivado do epitélio estratificado
escamoso, presente tanto na glande como no sulco coronario e prepucio (SOARES et
al., 2006). Uma das caracteristicas clinicas mais prevalentes deste cancer é a sua
capacidade de invadir localmente e metastizar para os linfonodos regionais. A isso se
refere o estadiamento do tumor e constitui o fator prognostico mais importante, pois
as metéastases nos linfonodos regionais e a profundidade da invaséo reduzem muito a
sobrevivéncia do paciente (SOARES et al., 2006).

Os CEC incluem tumores associados a infe¢do pelo papilomavirus humano
(HPV) e tumores sem evidéncia de infe¢do pelo HPV. A nivel mundial, a percentagem
de tumores associados ao HPV parece encontrar-se entre os 30% e o0s 50%
(ALEMANY et al., 2016). No entanto, a prevaléncia da infegdo pelo HPV varia muito
de regido para regiédo e, no Maranh&o, os CEC associados ao HPV representam cerca
de 66,9% do total. (DE SOUSA et al., 2015), sendo mais comuns os tipos de HPV 16
18, considerados de alto risco para o desenvolvimento de cancer (ALEMANY et al.,
2016).

2.1.2 Aspectos clinicos e histopatoldgicos do cancer de pénis

Os canceres de pénis tradicionalmente comecam como pequenas
lesdes, mais comumente na glande ou no prepucio, caracterizadas por poucas

papulas, Ulcera persistente ou ainda por tumoragdo que podem se estender
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para o sulco coronal, corpo peniano, frénulo e meato uretral (BLEEKER et al.,
2009). A aparéncia das lesdes pode variar muito. Algumas aparecem como
massas exofiticas cinza-brancas crescendo na pele do pénis e outras podem
ser planas, de cor avermelhada e massas ulceradas. Essas lesdes crescem
lentamente lateralmente ao longo da superficie da pele do pénis e
frequentemente cobrem toda a glande ou prepucio antes de invadir o corpo e a
haste do pénis. As taxas de crescimento das lesdes ulcerativas versus
exofiticas sdo semelhantes, embora as lesdes ulcerativas paregam metastatizar
para os linfonodos (LNs) mais cedo (ENGELSGJERD; LAGRANGE, 2021).

A confirmacdo diagnostica do tumor peniano € feita por meio do exame
histopatologico. Na presenca de fimose, é necessaria incisdo dorsal do prepucio
para melhor exposicdo da lesdo. Recomenda-se que a bidpsia seja feita
preferencialmente na porcao central da leséo e em profundidade (POMPEO et
al., 2006).

O diagnodstico precoce é de grande relevancia para o prognostico
favoravel. O paciente que é diagnosticado tardiamente em geral apresenta um
grau de invasdo tumoral importante, com comprometimento linfonodal, sendo
necessario neste caso um tratamento cirdrgico mais invasivo, que inclui a
linfadenectomia, além da penectomia. O diagndéstico precoce diminui, portanto,
a morbidade e mortalidade associadas a invasdo tumoral (COELHO et al.,
2018).

A vasta maioria dos carcinomas de pénis humano sdo carcinomas
espinocelulares, e entre estes, um numero de subtipos especiais sao
reconhecidos, considerando as caracteristicas histolégicas microscopicas
(MEDEIROS-FONSECA et al.,, 2021). Para o Comité Americano sobre o Cancer
(AJCC) existem os seguintes subtipos de CCE: sarcomatéide, usual, basalbide,
papilar, verrucoso, condilomatoso e misto (CHAUX et al., 2010b; CUBILLA et al.,
2017).

Existe uma via carcinogénica bimodal descrita para o cancer de pénis:
dependente e ndo dependente de HPV (GREGOIRE et al, 1995; RUBIN et al, 2001).
O carcinoma espinocelular usual, geralmente sem relacdo com o HPV, é o subtipo
mais comum. Existem outras variantes clinica e morfologicamente distintas, tais como

o carcinoma pseudo-hiperplasico (CUBILLA et al, 2004) que ocorre em doentes mais
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velhos com liguenes de longa data esclerose e o carcinoma pseudoglandular (CUNHA
et al, 2009), uma variante agressiva que simula adenocarcinomas. O carcinoma
verrucoso € uma neoplasia geralmente ndo metastésica de baixo grau em sua versao
pura, mas quando misturado com o subtipo usual € classificado como carcinoma
verrucoso hibrido e tem potencial metastatico (KRAUS; PEREZ-MESA, 1966;
EPSTEIN et al, 2020). Carcinoma cuniculatum € um tumor raro, de baixo grau e
profundamente invasivo, com um padrédo de crescimento labirintico e sem potencial
metastasico que é considerado uma variante do carcinoma verrucoso (BARRETO et
al, 2007).

Outros tipos de tumor normalmente ndo relacionados com HPV s&o os
papilares ndo especificados de outra forma (NOS) (CHAUX et al, 2010%) de bom
prognéstico, o carcinoma adenoescamoso e 0s carcinomas sarcomatoides
(VELAZQUEZ et al.,2005), este ultimo tem o pior prognéstico entre todos os
carcinomas penianos. Existem ainda carcinomas mistos em que mais de um tipo esta

presente no mesmo espécime (EPSTEIN et al, 2020).

Dentre os tumores de pénis relacionados com o HPV 0s mais comuns sao os
basaloides, com uma elevada taxa de metastases nodais (CUBILLA et al., 1998) e os
carcinomas condilomatosos, raramente associado a propagacao regional (CUBILLA
et al, 2000). O carcinoma espinocelular do pénis relacionado com HPV apresenta
caracteristicas morfologicas distintas que podem ser muitas vezes reconhecidas com
coloracdes patologicas de rotina, compreendendo 30% a 50% de todos 0s carcinomas
penianos (CUBILLA et al, 2018). Existem outras variantes associadas ao HPV como o
carcinoma basaléide-verrugoso (CHAUX et al, 2010c) , geralmente exibindo partes
iguais de basaloide e carcinoma de verrugas, e 0 menos comum dos papilarbasaléides
(CUBILLA et al., 2012) e ainda os carcinomas de células claras (SANCHEZ et al,
2016). As variantes tumorais incomuns relacionadas com o HPV séo o tipo semelhante
ao linfoepitelioma (MENTRIKOSKI et al., 2014) e o carcinoma medular (CANETE-
PORTILLO et al., 2017).
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TABELA 1: Classificacdo da Organizacdo Mundial de Saude - OMS (2016) dos
Carcinomas de células escamosas (CCE) de pénis.

CCE nao relacionada ao HPV CCE relacionada ao HPV Outros

Carcinoma de célula escamosa (CCE) Carcinoma Basaloide Carcinoma

Carcinoma Basaloide- nao
Papilar classificado

Carcinoma Usual

Carcinoma Pseudohyperplastico Carcinoma condilomatoso

Carcinoma
Carcinoma Pseudoglandular Condilomatoso-
Basaloide

y Carcinoma de célula
Carcinoma Verrucoso
clara

Carcinoma do tipo
Linfoepitelioma

Carcinoma verrucoso Puro

Carcinoma Cuniculatum

Carcinoma Papilar, NOS

Carcinoma Adenoescamoso

Carcinoma Sarcomatoide Escamoso

Carcinoma Misto
Fonte: CUBILLA et al., 2018

Os sarcomas penianos sdo cada vez mais raros e normalmente afetam os
corpos cavernosos. O Leiomiossarcoma é o tipo mais comum (FETSCH et al., 2004).
Os tumores metastaticos que afetam o pénis sdo raros, com apenas 529 casos
notificados até 2016. Os carcinomas da préstata e da bexiga sao os locais primarios
mais comuns (71%), seguidos do trato gastrointestinal (19%), pulmdes (5%) e 0sso
(1%). Quando o pénis € acometido por uma metastase de outro cancer, o corpo
cavernoso € o local mais comumente afetado, mas outras areas como 0 corpo
esponjoso, a fascia peniana ou o prepucio também pode estar envolvido (EPSTEIN et

al, 2020).

Com relagéo ao processo de invasao tumoral, € importante notar que existe
um padréo previsivel e gradual para a progressdo metastatica do cancer do pénis
(CHAUX et al.,, 2011). A drenagem linfatica ocorre principalmente para linfonodos
inguinais superficiais, depois para os linfonodos inguinais profundos e para os ganglios
linfaticos iliacos na pélvis, e as metastases desenvolvem-se nesta ordem
(HAKENBERG et al., 2015; CHAUX et al., 2011; SRINIVAS et al 1987).
Posteriormente, outros linfonodos (por exemplo, para-aérticos, mediastinais) sao
afetados e a disseminacado regional para a pele do pubis e da virilha, bem como a

invasao direta da prostata, escroto e testiculos, podem ocorrer. Em fases posteriores,
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ocorrem metastases a multiplos locais, de preferéncia a o figado, os pulmdes e o

coracao, e finalmente em multiplos locais (CHAUX et al., 2011).

A estratificacdo de envolvimento linfonodal € atil para determinar o
progndstico, sendo a extensao deste envolvimento decisiva para a sobrevida a longo
prazo (CHAUX et al., 2011; SRINIVAS et al 1987). Com relacdo ao tratamento,
linfadenectomia, radioterapia e quimioterapia perioperatoria sdo opgdes terapéuticas
para pacientes com metastases dos ganglios linfaticos (CLARK et al., 2013).

No diz respeito a diferenciacdo histologica, utiliza-se a classificacdo de
Broders (quadro 1) que compreende 3 categorias: grau | - bem diferenciado, grau Il/111
- moderadamente diferenciado e grau IV - indiferenciado (WANICK et al., 2011;
POMPEDO et al., 2006).

Quadro 1 - Classificagao de Grau de Broder’s

GRADACAO SIGLA CARACTERISTICA
GRAU | Gl 0a25%de células indiferenciadas — Bem diferenciado
GRAU I G2 25-50% de células indiferenciadas — Moderadamente
diferenciado
GRAU Il G3 50-75% de células indiferenciadas — Pouco diferenciado
GRAU IV G4 75-100% de células indiferenciadas — Indiferenciado

(WANICK et al., 2011; POMPEO et al., 2006)

O sistema de estadiamento mais amplamente utilizado entre os clinicos é o
sistema TNM mantido pelo Comité Misto Americano contra o Cancro (AJCC) e o Uniéo
Internacional para o Controlo do Cancro (UICC). Este sistema codifica a extenséo do
tumor priméario (T), linfonodos regionais (N), e metastases distantes (M) e fornece um
estadiamento baseado em T, N, e M. O TNM ¢ atualizado periodicamente com base
nos avangos em compreensdo dos avancos do progndstico do cancro para
permanecer atual e relevante para a pratica clinica (EDGE et al., 2010). O sistema
TNM teve sua ultima revisdo publicada em 2017 na oitava edicdo da Classificacao
TNM de malignidade tumoral, nele foram atualizadas todas as combinagdes de
informacgdes que determinam o estadiamento descrito de | a IV (BRIERLEY;
GOSPODAROWICZ; WITTERKIND, 2017)
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Quadro 2 — Sistema de classificacdo TNM

T — Tamanho do tumor e grau de Infiltragao

Tx  Tumor nao definido
TO  Sem evidéncias de tumor primario.

Ti Carcinoma in situ

*

Ta Carcinoma verrucoso nao-invasivo.

T1  Tumor invadindo tecido conjuntivo sub-
epitelial.

Tla Tumor invade tecido conjuntivo subepitelial
sem invasao linfovascular e ndo é pouco diferenciado
T1b Tumor invade tecido conjuntivo subepitelial com
invasdo linfo vascular ou é pouco diferenciado

T2  Tumor invadindo corpo esponjoso com ou sem
invasao da uretra.

T3  Tumor invadindo corpo cavernoso com ou sem
invasdo da uretra.

T4  Tumor invadindo outras estruturas adjacentes.

N — Situagao dos linfonodos regionais

Nx  Linfonodos regionais ndo podem ser
avaliados.

NO  Auséncia de metastase em linfonodos
regionais.

N1  Metdstase em um Unico linfonodo regional
superficial.

N2  Metdastase em linfonodos multiplos ou
bilaterais inguinais superficiais.

N3  Metdastase em linfonodos regionais
inguinais profundos ou pélvicos, uni ou bilaterais.

M — Metastases

Mx Presenca de metdstase a distancia nao
pode ser avaliada.

MO Auséncia de metastase a distancia.

M1 Presenca de metdstase a distancia.

Fonte: (BRIERLEY; GOSPODAROWICZ; WITTERKIND, 2017)
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Além da classificacdo TNM também ha o estadiamento de Jackson que classifica a

doenca em quatro estagios clinicos, conforme mostra o quadro 3.

Quadro 3 — Classificacdo de Jackson para o estadiamento do cancer de pénis

Estagio | Tumor limitado a glande e/ou prepucio
Estagioll  Tumor invadindo os corpos cavernosos

Tumor com metastases para linfonodos

Estagiolll . |
inguinais

Tumor invadindo estruturas adjacentes ou
Estagio IV com linfonodos inoperdveis, ou metastases
a distancia

Fonte: JACKSON, 1962; POMPEO et al., 2006

Quadro 4 - Definicdo de estagio do cancer de pénis pela Classificacdo TNM.

Grupo T N M

Estagio Ois TIS NO MO

TA NO MO
Estagio | T1A NO MO
Estagio IIA T1B NO MO

T2 NO MO
Estagio 1B T3 NO MO
Estagio IlIA T1-3 N1 MO
Estagio IlIB T1-3 N2 MO
Estagio IV T4 QUALQUERN MO

QUALQUERT N3 MO

QUALQUERT QULQUER N M1

A melhor compreenséo da histologia do tumor confere uma avaliacdo mais
precisa para 0 prognostico e terapéutica da doenca. O objetivo é elevar a taxa de
sobrevida, que é considerada baixa, e minimizar o impacto proporcionado pela
fragilizagédo psicoldgica tipica, devido ao binbmio cancer de pénis e mutilacdo (REIS
et al., 2010).
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Cerca de 40% dos homens s&o diagnosticados com céncer de pénis
localizado, tendo a sobrevida dentro de 5 anos de aproximadamente 90%. No entanto,
uma vez que o tumor tenha originado metastases, o prognodstico agrava-se
dramaticamente. A sobrevivéncia global para a doenca metastatica € de
aproximadamente 80% para o envolvimento inguinal unilateral de linfonodos <2 (fase
N1 ou limitado N2), 10-20% para envolvimento de ganglios linfaticos bilaterais ou
pélvicos (fase N2 ou N3) e <10% no caso de extensao extranodal (PAGLIARO, 2009).

2.2 Papilomavirus Humano (HPV)

O papilomavirus humano apresenta-se como um virus de DNA néo
envelopado, disposto na forma circular em dupla cadeia e constituido de
aproximadamente 8.000 pares de bases (HEBNER, LAIMINS, 2006). Pertence a
familia Papillomaviridade, género Papilomavirus, para o qual temos atualmente mais
de 200 subtipos catalogados (SZYMONOWICZ, CHEN, 2020).

A maioria dos HPVs se mantem assintomaticos, e em média desaparecem em
cerca de 7,5 meses, e em HPVs de alto risco uma média de 12,2 meses. Porém
guando a infeccao nao é eliminada, a maioria se manifesta como leses proliferativas
do tecido cutaneo e epitélio da mucosa, promovendo o aparecimento de verrugas
caracteristicas, que no geral, sdo benignas e tipicamente assintomaticas, mas podem
se tornar problematicas apresentando dor, coceira e sangramento (STRATTON;
CULKIN, 2016; HEBNER, LAIMINS, 2006).

Apesar de estar envolvido historicamente no aparecimento de verrugas
comuns, desde a década de 1970 a comunidade cientifica despertou o interesse em
explorar a possivel associacdo do HPV com diversos tipos de canceres (HEBNER,
LAIMINS, 2006). Segundo estudo de Szymonowicz, Chen (2020), acredita-se que o
HPV possa ser responsavel por mais de 90% dos cancros anais e cervicais, cerca de
70% dos cancros vaginais, vulvares e de orofaringe, e uma proporc¢ao significativa dos
cancros de pénis (SZYMONOWICZ, CHEN, 2020).

Considerando a sua associagdo ao cancer, os HPVs podem ser classificados
em 'baixo risco’ ou categorias de "alto risco” com base no potencial para inducdo de
transformacdo maligna. A classificacdo de baixo risco que inclui os HPV 6 e 11,
tipicamente causam verrugas benignas e raramente sao associadas com malignidade.
Em contraste, a infecgdo com virus de alto risco, inclui os subtipos HPV 16, 18, 31 e

45 e tem se mostrado ligada ao desenvolvimento do carcinoma cervical, bem como
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outros tumores malignos genitais e canceres de cabeca e pescoco (HEBNER,
LAIMINS, 2006).

Todos os HPV’s apresentam o genoma viral envolvido por um capsideo de
formato icosaédrico com cerca de 50 a 60nm de diametro. O genoma é dividido em
duas porcdes: a regido reguladora (LCR - long control region), que contém a origem
de replicacdo (ORI) e a maioria dos promotores de transcricdo e as regibes
codificadoras que sdo denominadas ORF (open reading frames) e sao divididas nas
sequéncias precoce e tardia (ROSA et al. 2009). A regido precoce (E — early) abriga
os genes E1, E2, E4, E5, E6 e E7, que sdo responsaveis pela transcricdo do DNA do
virus, maturacao e liberacdo das particulas virais, transformacéo e imortalizacédo das
células infectadas, auxiliando ainda na replicacdo e atuando na regulando da
expressao de genes virais (HONG; LAIMINS, 2017). Os genes da regido tardia (L —
late) codificam, respectivamente, as proteinas principal e secundaria do capsideo. A
regido tardia L1 ORF € a mais conservada entre os HPVs. O seu produto, proteina L1,
representa 80% das proteinas do capsideo viral, constituindo a proteina mais
abundante e de alta imunogenicidade. A proteina L2, com a L1, contribui para a
incorporacédo do DNA viral dentro do virion (LETO, 2011).

Figura 1: Composicdo do DNA circular do HPV e suas competéncias na patogénese

do virus.

HPV

Fonte: Burk; Chen; Van Doorslaer (2009).
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2.2.1 Fisiopatologia da infec¢éo pelo HPV e o cancer

As proteinas pertencentes a regido precoce (E — early) tém um papel
importante na oncogénese viral, em que especialmente as proteinas E6 e E7 que
estdo associadas a integracdo do DNA viral ao genoma do hospedeiro, transformacao
maligna, e progresséo para o cancer (BRIANTI et al. 2017). Um dos alvos importantes
da proteina E6 é o fator de transcricdo da proteina p53, envolvida no mecanismo de
supressao tumoral.

A juncdo de E6 a um polipeptidico celular do hospedeiro conhecido como
polipeptideo relacionado a E6 (E6-AP), proporciona a formacao de um complexo que
age como uma ubiquitina-ligase, associando a ubiquitina a p53, tanto para degradar
p53 como para inibir a funcdo de protecdo dela, através do bloqueio da acetilagdo
(HONG; LAIMINS, 2017; HEBNER et al., 2007; SCHIFFMAN et al., 2007). As
mutacBes na P53, presentes em muitos processos carcinogénicos, nao foram
identificadas em tumores relacionados com HPV, tais como 0S cancros cervicais
(SPIESS et al., 2016). Este fato nos permite afirmar que h&a uma intrinseca relacéo na
presenca do virus e a degradacédo da p53.

Ja a proteina E7 regula eventos do ciclo celular por ligacdo a proteina do
retinoblastoma (pRb), facilitando assim as atividades dos membros da familia da E2F
gue regulam a expressao de muitos genes da fase S (LONGWORTH et al, 2005). A
libertacao do fator de transcricdo E2F do complexo proteico pRb-E2F, promove além
da progressao do ciclo celular, bloqueio da inibicdo de feedback em p16ink4a. Como
consequéncia, a proteina p16INK4A é expressa em elevado nivel e é associada com
infeccdo por HPV de alto risco (HUBBERS; AKGUL, 2015).
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Figura 2 - Modelo simplificado que ilustra as principais desregulacdes induzidas

pelos oncogenes virais E6 e E7.
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Fonte: MIRGHANI et al (2014)

Embora a interferéncia com os supressores tumorais p53 e Rb sejam sentidos
como sendo os efeitos oncogénicos mais criticos da infeccdo por HPV, outras
alteracdes podem também ser importantes. A expressao alterada dos microRNAs
(miRNA) foi avaliada noutros carcinomas espinocelulares penianos resultantes da
infeccdo por HPV e pode ser importante para a perturbacdo da regulacao epigenética
gue resulta em efeitos oncogénicos. Num estudo de avaliacdo da expressdo miRNA
em amostras de cancro do pénis, a expressao miR-218 foi reduzida em amostras
positivas para infeccao por HPV de alto risco. Juntamente com a desregulacéo da p53
e Rb, a reducdo da expressdo miR-218 pode ser um evento importante na
carcinogénese induzida pelo HPV (STRATTON; CULKIN, 2016).

O epitélio escamoso atua como uma “pele” protetora para impedir patégenos
de infectarem o tecido subjacente. O virus inicia a infec¢ao ultrapassando mecanismos
de defesa inata do hospedeiro e adentrando o epitélio escamoso, atingindo a camada
basal do epitélio, o que sO é viavel por meio de micro abrasdes no epitélio estratificado,
revelando a camada basal ao ambiente (HONG; LAIMINS, 2017). Em seguida o virus

libera o seu DNA, gque sera conduzido ao nucleo da célula do hospedeiro para dar

32



inicio ao processo de replicacéo viral, resultando em aproximadamente 100 cépias por
célula (HONG; LAIMINS, 2017; SPIESS et al.,, 2016;). Este processo pode ser

visualizado na figura 2:

Figura 3 - Esquema da infec¢do por HPV, mostrando a expressao diferencial dos

diferentes genes virais nas diferentes camadas do epitélio
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O ciclo de vida do PV é diretamente relacionado ao programa de diferenciacao
celular da célula hospedeira. O virus infecta as células basais do epitélio que
apresentam potencial de diferenciacdo. As funcdes vegetativas virais, sintese do DNA
e proteinas do capsideo, bem como a montagem dos novos virus, ocorrem
exclusivamente nos queratindcitos diferenciados (LETO, 2011; HAZARD et al, 2007).
O epitélio escamoso sofre a acdo do virus de duas formas distintas: ou como uma
infeccdo viral que dara origem aos condilomas e displasias ligeiras ou como uma leséo
pré-cancerosa. A primeira representa infec¢des por HPV em grande parte transitérias,
nas quais o epitélio escamoso suporta a producdo de virions e produz uma leséao
morfologica de baixo grau. Ja& nas lesdes pré-cancerosas (Neoplasia intraepitelial
peniana - PelNs associados ao HPV), o genoma viral integra-se no genoma do

hospedeiro, e a oncogene viral e a superexpressdo impulsiona a proliferacao celular
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para produzir uma expansao clonal de células indiferenciadas que comportam um
risco de transformac&o maligna (SPIESS et al., 2016).

Em lesBes benignas associadas ao HPV, o genoma viral encontra-se
separado do DNA celular e surge como um plasmideo extra cromossémico (corpo
epissomal). Nas les6es malignas, que ndo fazem parte da histéria natural do HPV, o
DNA viral se integra aos cromossomos hospedeiros (OKUNADE, 2019; BURD, 2003).

Estudos utilizando a técnica de Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR)
comprovam a presenca deste virus em 30% a 50% dos casos de cancer peniano
(CUBILLA et al., 2010).

2.2.2 Classificagédo dos tipos de HPV

Os HPVs recebem uma classificagdo por géneros, sendo eles:
alfapapilomavirus, beta-papilomavirus, gama-papilomavirus, mupa-papilomavirus e
nupa-papilomavirus (BANSAL; SINGH; RAI, 2016). Os papilomavirus sdo também
descritos por tipos, com diferente propensdo das células infectadas a modificacao
maligna. Assim, os tipos sao classificados em alto risco (ex. 16, 18, 26, 31, 33, 35, 39,
45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68,73 e 82) e baixo risco (ex. 6,11,40,42,43,44,54,61,72
e 81) (HUBBERS; AKGUL, 2015). Esta classificagdo leva em consideracdo as
sequéncias nucleotidicas do Codificacdo ORF para a proteina L1 do capsideo maior
(GALATI et al, 2020)

O género Alfapapilomavirus inclui os HPVs com tropismo para epitélio genital,
mas alguns tipos pertencentes a este género causam verrugas vulgares. Engloba os
tipos de HPVs de alto risco para cancer de colo de utero, como os HPVs 16 e 18,
alocados, respectivamente, nas espécies 9 e 7 deste género, e tipos de baixo risco,
como os HPVs 6 e 11, ambos na espécie 10. Dentre os HPV’s classificados como
Beta-papilomavirus temos cinco diferentes espécies. Os HPVs 5 e 8, pertencentes a
espécie 1 deste género, sao os tipos mais comumente identificados na pele de
individuos com epidermodisplasia verruciforme (EV). Neste género também se
encontram HPVs cutdneos detectados na pele da populagdo geral sem lesdes,
demonstrando a ubiquidade e a alta ocorréncia de infeccdes ndo sintométicas. No
grupo do Gama-papilomavirus temos cinco espécies diferentes com sete tipos que
provocam lesdes cutaneas: HPVs 4, 48, 50, 60, 88, 65, 95. O género Mupapilomavirus
contém os HPVs 1 e 63, sendo o HPV1 o mais estudado e causador verrugas vulgares
e palmares. No grupo dos Nupapilomavirus engloba apenas uma espécie, o HPV 41
(LETO, 2011).
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Com base nas caracteristicas relacionadas ao tropismo tecidual e local de
isolamento do virus, os HPV’s sédo ainda classificados em trés grupos: cutaneos,

Mucosos e associados a EV.

2.3 Metaloproteinases da matriz extracelular

A matriz extracelular (ECM) desempenha um papel em adesao, crescimento,
apoptose e comunicacao célula-célula, e a regulacdo destas fungdes séao criticas para
as atividades celulares. H4 uma familia de proteinas que funciona na regulacéo da
MEC: é a das metaloproteinases de matriz (MMPs; também chamadas matrixins)
(JACKSON et al., 2010). Estas constituem uma familia de proteases dependentes do
zinco e do calcio extracelulares que se clivam dentro de um polipeptidio
(endopeptideos), com atividade enzimética contra quase todos 0s componentes
proteicos da matriz extracelular (GONZALEZ-AVILA et al,.2019).

Vinte e oito MMPs foram identificados em vertebrados, dos quais 24 estéo
presentes em humanos. Estes incluem duas formas equivalentes de MMP-23
(MMP23A e MMP-23B) codificadas por 2 genes distintos no cromossoma 1
(GONZALEZAVILA et al, .2019). As MMPs sdo numeradas sequencialmente de MMP-
1 a MMP-28 (JACKSON et al., 2010, CUI et al., 2017, MITTAL et al., 2016) e contém
diferentes dominios cujas estruturas moleculares foram previamente descritas
(SOMERVILLE et al., 2003). Estes sao basicamente formados por: 1- um peptideo de
sinal que direciona as MMPs para vias secretor exceto para MMPs do tipo membrana
(MT-MMPSs), 2- um pro-peptideo N-terminal, 3- um sitio catalitico que inclui um atomo
de zinco, 4- um dominio de dobradica ou ligante rico em residuos de prolina e 5- uma
regido semelhante a hemopexina C-terminal que confere a especificidade do substrato
ou ligante, a localizaco e a regulacdo da atividade enziméatica das MMPs (AMALINEI

et al., 2010). A estrutura das metaloproteinases esta ilustrada na figura 4.
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Figura 4: Esquema estrutural das diversas famiias de metaloproteinases da

matriz
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As metaloproteinases da matriz estdo envolvidas na ativacao e libertacdo de
diferentes quimiocinas, citoquinas, fatores de crescimento, fatores de adesédo
molecular, e proteinas citoesqueléticas que |Ihes permitem participar de eventos
fisiolégicos, como por exemplo inflamacédo, embriogénese, cicatrizagdo de feridas,
angiogénese e remodelacdo 6ssea (LO'FFEK et al., 2011).

As alteragbes na expressao e atividade das MMPs ocorrem em processos
biolégicos normais por exemplo, durante a gravidez e a cicatrizacdo de feridas, mas
também foram observadas em cardiovasculares doencas como a aterosclerose,
aneurismas e varizes, distarbios musculo-esqueléticos como a osteoartrose e a
reabsor¢cédo 0ssea, e em varios cancros. As MMPs também tém sido implicado na
progressao e invasividade de tumores (CUI et al., 2017).

O conhecimento sobre o papel das metaloproteinases, tanto em eventos

fisiologicos quanto patolégicos, ganhou impulso e avancou a partir dos estudos
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genéticos envolvendo estas. O mapeamento de genes possibilitou a identificacdo de
todas as MMPs, e as possiveis alteracdes genéticas relacionadas a expressao
individual delas. Assim, 0os genes tém proporcionado novas perspectivas sobre as
suas func¢des (SOMERVILLE et al., 2003).

Tradicionalmente, as MMPs tém sido subdivididos em colagenases,
gelatinases, estromelisinas, e MMPs do tipo membranar, de acordo com a sua
especificidade de substrato, estrutura primaria e localizagdo celular. No entanto,
descobertas mais recentes mostram que varias enzimas desta familia ndo cabem
facilmente nestas classificacbes e alternativas baseadas no dominio estrutura,

mecanismo de ativacdo e localizacdo celular foram sugeridos (CLARK et al., 2008).

2.3.1 Regulacédo das MMPs

Por conta do seu potencial de destruicdo de tecidos, as MMPs séao
rigorosamente reguladas em varios niveis. Existem as seguintes formas para regular
a atividade das MMPs: 1) regulagéo da transcrigcdo do gene; 2) ativacéo da pré-enzima
através da remocdo do dominio pro-peptideo; 3) a interacdo com inibidor de
metaloproteinases (TIMPs); 4) compartimentacdo pericelular ou intracelular; 5)
ativacdo alostérica; 6) modificacdo oxidativa de cétions. A regulacdo da expressao
génica € influenciada por agentes quimicos, stress fisico, produtos oncogénicos e
fatores de crescimento, citocinas e interacdes células-células ou células-MEC. Os
horménios glicocorticoides, o acido retindico e o fator de crescimento transformadorf1
(TGFB1) também interferem na expressao de algumas MMPs (KIM; JOH, 2012). Em
relacdo a regulacao da expressédo genética, Yan e Boyd (2007) classificaram os genes
codificadores de MMP em trés grupos: o primeiro grupo inclui genes cujos promotores
tém sitios de ligacdo da proteina-1 (AP-1) e uma caixa TATA, e inclui MMP-1, MMP-
3, MMP-7, MMP-9, MMP-10, MMP-12, MMP-13, MMP-19 e MMP-26. A regulacao
destes promotores envolve frequentemente o intensificador de polioma proteina-3
(PEA-3), bem como as citocinas e os fatores de crescimento. O segundo grupo inclui
regides promotoras de genes contendo apenas uma caixa TATA e inclui MMP-8,
MMP-11 e MMP-21. A sua regulacédo da expresséo genética € mais flexivel quando
comparada com o grupo 1, tal como anteriormente revisto (CLARK et al., 2008). O
terceiro grupo apresenta multiplas ilhas GC que se ligam a fatores de transcricdo de
proteina-1 (Spl) e Sp3 e incluem MMP-2, MMP-14 e MMP-28. Os genes promotores
deste grupo nao dispdem de uma caixa TATA (GONZALEZ-AVILA et al, 2019).
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Os MicroRNAs (miRNAs) sdo uma classe de pequenos RNAs néo
codificadores que regulam a expressao genetica pos-transcricdo (por exemplo,
ligando-os aos mMRNAs e visando a sua degradacao) e estao criticamente envolvidos
em processos fisioldgicos e patoldégicos como o cancer (KROL et al., 2010;
RUPAIMOOLE & SLACK, 2017; SANTOS et al., 2018; 2020). A regulacao alterada
dos miRNAs é capaz de interferir com a expressdo do MMP, inclusive no contexto do
cancro. Um exemplo foi fornecido por Li et al., (2015) que observaram que uma
diminuicdo nos niveis de miR-129 levou a um aumento da expressdo de MMP-9 nos
tecidos do cancro do pulmao, promovendo uma forma mais agressiva da doenca.
Wang et al. (2015) também relataram que uma diminuicdo da expressédo de miR-29b
correlacionada com o aumento dos niveis de MMP-2 nos tecidos de cancro do pulméao
e com a presenca de metastases nos ganglios linfaticos. Em contrapartida, Xu et al
(2015a) observaram que a expressao aumentada do microRNA-20a, eleva 0s niveis
de MMP-2 e MMP-9 por meio da regulacdo da expressdo do inibidor de tecido da
proteina metaloproteinase-2 (TIMP-2), favorecendo assim a transicao epitelial para
mesenquimal no cancro colorretal.

A compartimentagéo celular é outra forma de regular as MMPs, através da
qual estas estdo confinadas a compartimentos celulares especificos onde participam
no metabolismo de uma grande variedade de componentes intracelulares. A
localizacdo das MMPs esta diretamente ligada a sequéncias de peptideos de sinal que
podem, por exemplo, impedir a sua translocacéo através do reticulo endoplasméatico
(Hegde e Bernstein, 2006) (CAUWE; OPDENAKKER, 2010).

A regulacdo das metaloproteinases também acontece por ativacdo da
préenzima através da remocdo do dominio pro-peptideo. As pré-enzimas em MMP’s
estdo inativos (exceto para MMP-23) porque o seu dominio pro-peptideo tem cerca de
oitenta aminoacidos que, ao formar uma estrutura com uma esfera de 40 A, impedem
a ligacdo de um substrato (TALLANT et al., 2010), a sua ativacdo ocorre através da
mudanca conformacional do pro-peptideo (LOFFEK et al., 2011).

Pesquisas realizadas por Loffek et al., (2011), Kim e Joh, (2012) e Tallant et al., (2010)
revelaram como as MMP’s sdo ativadas quando o seu pro-peptidio € removido
autocataliticamente, obtendo-se uma atividade enzimatica completa.

As MMP’s ativas devem ter a sua atividade enzimatica rigorosamente regulada
a fim de que a homeostase dos tecidos seja preservada. Temos dois grupos de
inibidores enddégenos que atuam neste controle: a2- macrogobulina (a2M) e inibidores
de tecido de metaloproteinase (TIMPs) (NAGASE et al., 1994). Enquanto a2M é o
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principal inibidor de protease em fluidos corporais, os TIMPs s&o reguladores
especificos da atividade enzimatica das MMP’s nos tecidos (LAMBERT et al., 2004).
Os TIMP’s sédo capazes de regular a proliferagdo celular, apoptose, angiogénese,
tumorigénese e metastase. A promoc¢do ou inibicdo destes processos € altamente
dependente do contexto, variando com o tipo celular, a molécula de TIMP e a sua
concentragdo. Curiosamente, os TIMP’s tém uma variedade de papéis bioldgicos que
parecem ser independentes do seu papel inibidor de enzimas
(STETLERSTEVENSON, 2008).

2.3.2 MMP’s e o cancer

A agressividade do cancer provém da invaséo de tecidos locais e progressao
para locais distantes. Um acontecimento critico durante a progressao do cancer € o
crescimento invasivo de células neoplasicas nos tecidos hospedeiros: isto envolve
uma série de interacdes complexas que ocorrem na interface tumor-hospedeiro,
incluindo a angiogénese e uma extensa remodelacdo da matriz extracelular (MEC)
(QUARATA et al., 2007).

Angiogénese é o processo de formacao de novos vasos capilares, que ocorre
numa variedade de condi¢cdes patoldgicas ou ndo, tais como no crescimento
embrionario, na cura de uma ferida, no crescimento tumoral e metastase (PLATE et
al., 1994). Este processo compreende varias etapas, incluindo a secrecdo de protease
e protedlise de matriz extracelular, proliferacédo de células endoteliais e migracéo para
formar rebentos capilares e fechamento do lumen.

Um tumor é visto como um complexo ecossistema em evolucdo. Uma
caracteristica de todos 0s ecossistemas € que pequenas alteracdes em um dos
componentes podem causar uma reorganizacdo dramatica de todo o sistema. Como
consequéncia, o estroma tumoral tem uma forte influéncia em muitas etapas do
desenvolvimento tumoral e progresséo (NOEL; JOST, 2008). Na homeostase normal
dos tecidos, a rede interativa de proteases e 0s seus inibidores naturais mantem um
equilibrio proteolitico. Durante a progressédo do cancer, este equilibrio € perturbado
pela superexpressao de proteases, incluindo as metaloproteinases de matriz (MMPS).
Este desequilibrio altera o compartimento nao celular que, por sua vez, ativa efetores
moleculares que conduzem ao estabelecimento de um meio permissivo para a
progressao, invasao e disseminagdo de tumores (NOEL; JOST, 2008).

As MMP’s ndo promovem a progressdo de tumores apenas através da
degradacdo da MEC, como originalmente se pensava, mas também através da
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clivagem das moléculas de sinalizacdo, tais como citocinas, quimiocinas, fatores de
crescimento, moléculas de aderéncia e receptores. Isto resulta na ativacdo e
inativagdo de muitas vias de sinalizacdo, resultando tanto em alteracbes das
atividades celulares como as alteracfes na expressdo genética. Como resultado, o
crescimento do estroma e as respostas de defesa imunitaria acabam por falhar,
resultando em evasdo imuno-célula, evolucdo das metastases, resisténcia dos
quimioterapicos e maior disseminacdo de tumores. Em contrapartida, ja foi
reconhecido o papel protetor das MMP’s em algumas etapas da carcinogénese, por
isso o bloqueio inespecifico da funcdo delas ndo seria uma estratégia viavel a se
pensar para o tratamento do cancer (OVERALL; KLEIFELD, 2006).

Expressdo excessiva de varias MMPs (MMP2, MMP3, MMP9, MMP13,
MT1MMP) tém sido associados a transicdo epitelial para mesenquimal (EMT), um
processo bioldgico fundamental onde as células epiteliais perdem a sua polaridade, a
adesd@o de células e adoptar uma morfologia mesenquimal adequada a migracao.
Além disso, tanto o MMP1 como o MMP7 contribuem para EMT por degradacéo da
Ecaderina, uma molécula de adesao de células epiteliais (NOEL; JOST, 2008).

Existem diversos estudos correlacionando o aumento especifico das
metaloproteinases em diversos tipos de tumor. GONZALEZ-AVILA et al. (2019)
estabeleceram associacdes claras entre 0 aumento dos niveis de um ou mais MMPs
nos fluidos corporais, amostras de tecidos e progressdo do cancro. O Quadro 5

fornece exemplos de MMPs que séo sobre expressas em varias neoplasias malignas.

Quadro 5 — Envolvimento das metaloproteinases nos diversos tipos de cancer e
respectiva alteracdo celular promovida.

MMP’s
MMP-2 e MMP-9

MMP-2 e MMP-9

MMP-9
MMP-1

MMP-2 e MMP-9
MMP-9

MMP-13

MMP-2 e MMP-9

Tipo de Tumor

Cancer de mama

Cancer de pulmao

Cancer de pancreas

Cancer de pancreas

Cancer de ovario
Cancer de bexiga
Nasofaringe

Cancer de pulmao

Alteragao celular

Invasdo angiogénese

Angiogénese

Invasao

Migragao

Invasao
Invasao
Migragao e invasao

Migragao e invasao

Referéncias

Bharti et al
2018

Chao et al 2019

Grunwald et al
2016

Huang et al
2018

Lu et al 2017
Qin et al 2018
Shan et al 2018

Wang et al
2017
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MMP-2 e MMP-9

MMP-7

MMP-2 e MMP-9

Cancer gastrico

Cancer de prostata

Cancer de mama

Metastases

Invasao

Proliferagao, invasao e
metdstase

Wang et al
2019

Xie et al 2016

Sun et al 2019

MMP-2 e MMP-9 Melanoma Proliferagao, invasao e Yao et al 2019
migracao
Células estaminais
MMP-9 cancerigenas Migragao e invasao Long et al 2012

As pesquisas realizadas com MMP’s no cancer mostram que a expressao
aumentada destas pode funcionar como marcadores de diagndstico e progndstico
precisos (GONZALEZ-AVILA et al, 2019).

2.3.3 HPV e aregulacao da expressao e atividade das MMP’s

Os canceres induzidos por HPV surgem de lesdes intra-epiteliais precursoras
(por exemplo, neoplasias intra-epiteliais cervicais, NIC’s, e neoplasias intra-epiteliais
penianas, PeIN) (STEENBERGEN et al 2014). Para progredir da neoplasia
intraepitelial para a neoplasia invasiva cancro, as células neoplasicas devem adquirir
propriedades de capazes de penetrar na membrana basal (BM) e degradando a matriz
extracelular subjacente (ECM), composto por varios componentes estruturais, por
exemplo, colageno, elastina e fibronectina (BRANCA et al, 2006). O desenvolvimento
do céancer invasivo a partir de lesdes intra-epiteliais depende da expressdo e
distribuicao alterada de MMP’s (STEENBERGEN et al 2014).

As células neoplasicas sintetizam as MMP’s apés a ativagao de oncogenes,
inativacdo de proteinas onco-supressoras, estimulacdo por fatores de crescimento ou
mediadores inflamatérios, geracdo de espécies reativas de oxigénio e/ou a presenca
de hipoxia (HANZAWA et al 2000; JACOB-FERREIRA et al 2013; TANG et al 2015;
SHIN et al 2015; ZONG et al 2016).

Diversos estudos investigaram a relacdo entre a progresséo e invasado do cancer HPV
induzido e a expressao aumentada das metaloproteinases da matriz. Davidson et al.
(1999) descreveram a expressao da MMP-9 no carcinoma espinocelular cervical e em
amostras NIC 2-3 e observaram que a expressao era elevada quando comparada com
amostras normais. Zhou et al. (2002) analisaram a presenca de MMP-2, MMP-9,
TIMP-1 e TIMP-2 no colo do utero normal, amostras de NIC cervical e amostras de

cancer do colo do utero utilizando um ensaio de imuno-histoquimica (IHC) e
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observaram a sobreexpressdo destes componentes da MEC que podem
desempenhar um papel fundamental na invaséo dos ganglios linfaticos associados ao
cancro do colo do Gtero e a metastase.

Cardeal et al (2012) mostraram que a expressdo HPV16 - E7 esta associada
a uma diminuicdo da expressao e funcédo do TIMP-2 nos queratindcitos primarios.
Verificamos que o HPV16 esta associado a uma maior expressdao de MMP’s
especificos (MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-9, MMP-10, MMP-11, MMP-12,
MMP-13, MMP-14 (MT1-MMP) e MMP-15) durante a progressao do cancer do colo do
Gtero quando comparado com tecido normal (CARDEAL et al 2012; DISCACCIATI et
al 2015; DA SILVA et al 2006; KAEWPRAG et al 2013).

Zhu et al (2015) demonstram que as oncoproteinas de alto risco do HPV-16
(E6 e E7) promoveram a expressao das MMP-2 e 9 contribuindo para a migragao de
células cervicais. Kuasne et al (2017) descobriram que a expressao da MMP-1 € um
marcador preditivo de metastase em ganglios linfaticos no cancro do pénis atraves
das vias PPARG, VEGF e EGFR.

A investigacdo de Smola-Hess et al (2005) observou que os queratindcitos

que exprimem E7 de tipos de HPV cutaneos e mucosos de alto risco exibem uma
expressao regulada positivamente de MT1-MMP.
Kaewprag et al. (2013) analisaram a capacidade das oncoproteinas HPV16 e HPV18
para regular a expressao das oncoproteinas MMP-1, MMP-2, MMP-7, MMP-9, MMP-
10, MMP-11 e MMP-14 (MT1-MMP)

Portanto, as MMPs podem ser utilizadas como um possivel marcador precoce

da progresséao de diversos canceres induzidos pelo HPV.

3. OBJETIVOS

3.1 Geral
Analisar a expressao de metaloproteinases (MMPSs) e inibidores teciduais
de metaloproteinases (TIMPs) no desenvolvimento do cancer de pénis HPV+ e HPV-

atraves de estudos morfolégicos e moleculares.

3.2. Especificos

v Caracterizar as amostras de cancer de pénis do Banco de Tumores do Maranhao,

tendo em conta variaveis clinico-patologicas e epidemioldgicas.
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v Estudar a presenca de HPV nas amostras de doentes com cancer de pénis, por
técnicas de PCR.

v Determinar os tipos de HPV presentes nas amostras dos pacientes com cancer de
pénis através do sequenciamento de DNA.

v' Avaliar a expressao das metaloproteinases 2 e 9 em amostras de pacientes com
cancer de pénis por técnicas de PCR.

v Estudar a expressdo de TIMPs 1, 2 e 3 em amostras de cancer de pénis por
técnicas de PCR quantitativo.

v' Correlacionar a expressao das MMPs e TIMPs e a presenca ou auséncia de HPV
e 0s seus diversos tipos

v Correlacionar a expresséo das MMPs e TIMPs com as variaveis clinicopatoldgicas

dos pacientes com cancer de pénis.

4. METODOLOGIA

4.1 Tipo e Local de estudo

Trata-se de um estudo quantitativo com recorte transversal em que foram
descritas as variaveis clinico-patolégicas e epidemioldgicas de pacientes com cancer
de pénis, bem como fora estudado, por técnicas de PCR quantitativo, o envolvimento
das metaloproteinases 2 e 9 e dos inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMPS)
1, 3 e 4 no cancer peniano.

A pesquisa foi realizada no laboratério multiusuario com as amostras
armazenadas pelo Biobanco de Tumores e DNA do Maranh&o (BTMA). Foi realizada
também a analise dos prontudrios dos pacientes vinculados as amostras nos hospitais
referéncia em Oncologia no Estado do Maranhdo, Instituto Maranhense de Oncologia
Aldenora Belo (IMOAB), Hospital Geral Tarquinio Lopes Filho e Hospital Universitario
da Universidade Federal do Maranhao (HU-UFMA).

4.2 Critérios de inclusao/exclusao

Foram incluidas nesta pesquisa todas as amostras biologicas de pacientes
com cancer de pénis, que fizeram op¢ao em conceder para utilizagdo em pesquisas
futuras sem novo contato; mas apenas condicionado a aprovacao pelas instancias

éticas.
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Foram excluidas as amostras que apos analise histologica foram identificadas

como tecido proveniente do colon.

4.4 Coleta de dados

Os dados relacionados a investigacao foram obtidos através do questionério
sociodemogréfico (Anexo A) obtido dos arquivos do Biobanco de Tumores e DNA do
Maranhao. Os questionarios eram respondidos por pacientes ou seus acompanhantes
no dia anterior a cirurgia ou no dia da mesma.

Os dados clinicos e patoldgicos do paciente e do tumor (regibes acometidas,
estadiamento clinico, tipo histolégico, presenca ou auséncia de comprometimento
linfonodal e evolucéo clinica) foram obtidas diretamente do prontuario médico dos

pacientes.

4.5 Coleta e processamento das amostras

O método de amostragem foi por conveniéncia. Foram coletadas amostras de
75 pacientes e para a variavel relacionada a deteccao de HPV, foram somadas a estas
outras 45 amostras que ja tinham resultado procedentes do biorepositorio da
professora Flavia Vidal. As 75 amostras utilizadas nesta pesquisa estavam
armazenadas no Banco de Tumores e DNA do Maranhdo e foram coletadas nos
hospitais de referéncia em Oncologia no Maranhdo. O mapa de cirurgia dos hospitais
era fornecido um dia antes da cirurgia para o BTMA. Antes de realizar o procedimento,
a equipe convidava o paciente a participar da pesquisa e somente apds assinar o termo
de consentimento livreesclarecido TCLE (Anexo B) e responder o questionario (Anexo
A), que ele era encaminhado para a sala de operagédo. Foram coletadas amostras de
tumor e tecido adjacente durante a cirurgia desses pacientes.

Um fragmento de tecido tumoral foi acondicionado em meio optimum cutting
temperature (OCT) e imediatamente congelada a -80°C, outro foi acondicionado em
formol para estudos de histologia e imunohistoquimica, um fragmento foi armazenado
em RNA Later (Life Technologies) primeiramente a -20°C e apds 24h retirado o RNA
Later a amostra foi armazenada a -80°C até seu uso. O mesmo procedimento ocorreu

para amostras de tecido adjacente a lesdo- livres de tumor.
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4.5.1 Extracao e quantificacdo do DNA viral

A extracdo do DNA foi realizada para que posteriormente fosse feito o PCR
para deteccao de HPV nas amostras.

O principio do teste & o isolamento de DNA a partir de amostras de tecido
fresco. O procedimento foi realizado conforme esta descrito pelo manual de uso da
Purelink Genomic DNA Kit (Invitrogen). O DNA extraido foi quantificado através do
espectrofotometro Nanovue (GE® USA). A pureza do DNA foi verificada a partir da
leitura a 280nm, para a detecgdo de uma eventual contaminagdo da amostra por
proteinas. Quando a relacdo entre as densidades Opticas a 260 e 280 nm estava entre
1,6 e 1,9 o material foi considerado puro.

Procedimentos Iniciais:
Ao abrir o kit, foi adicionado 96-100% etanol aos tampdes PureLink Genomic Wash

Buffer 1 and Purelink Genomic Wash Buffer 2 de acordo com as instru¢bes do
fabricante. Depois homogeneizou-se e foi ligado o termo-mixer a 55°C. Apds, as
amostras de tecido fresco foram pesadas na balanca analitica (uso maximo de 25mg
de tecido).
Extracao:

O tecido pesado foi colocado em um tubo de 2,0 mL, depois foi adicionado 180 uL do
PureLink Genomic Digestion Buffer e 20 uL de Proteinase K. As amostras foram
incubadas a 55°C (banho seco) até que a lise estivesse completa (1h - overnight).
Vortexado algumas vezes. Apds 1h de digestdo foi utilizado homogeneizador de
tecidos para facilitar a digestdo. Depois, o lisado foi centrifugado em velocidade
maxima por 3 minutos a temperatura ambiente para retirar debris. O sobrenadante foi
transferido para um novo tubo. Foi adicionado 20 uL de RNase ao lisado, depois
vertoxado e foi deixado incubando a temperatura ambiente por 2 minutos. Adicionouse
200 uL do PureLink Genomic Lysis/Binding Buffer e vortexou-se. Foi adicionado 200
uL de etanol 96-100% ao lisado e vortexado por 5 minutos. O lisado foi adicionado a
coluna PureLink Spin Column. O material foi centrifugado a 10,000 x g por 1 minuto a
temperatura ambiente. O tubo coletor utilizado é descartado com o filtrado e foi
colocada a coluna em um novo tubo coletor. Depois foi adicionado 500 uL de Wash
Buffer 1 a coluna. Apds isso, € centrifugada a temperatura ambiente a 10000 x g por
1 minuto. O tubo coletor foi descartado com o filtrado e colada a coluna em um novo
tubo coletor. Foi adicionado 500 uL de Wash Buffer 2 a coluna. Centrifugado em
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velocidade maxima por 3 minutos a temperatura ambiente. Descartado o tubo coletor
com o filtrado. Depois foi colocada a coluna spin em um tubo de 1,5 estéril e
adicionado 50-100 uL de PureLink genomic Elution Buffer a coluna. Incubado a
temperatura ambiente por 1 minuto. A coluna foi centrifugada em velocidade maxima
por 1 minuto. O tubo contém ao final DNA eluido, a coluna foi removida e descartada.

O DNA purificado foi armazenado a -20°C.

4.5.2 PCR Nested

O DNA do HPV foi identificado através da técnica de amplificacdo PCR
Nested utilizando o termociclador Veriti 96 Well Thermal Cycler (Aplplied Biosystems,
Thermo Fischer Scientific, California, USA). Os primers utilizados foram os PGMY 09
e PGMY11 amplificando sequéncias de 450pb da regido L1 do DNA viral no primeiro
round e os primers GP+5 e GP+6 no segundo round que amplificam as sequéncias de
190pb da regido L1 do DNA do virus (VIDAL et al., 2012).
Para realizacdo do PCR Nested foi primeiro pré-aquecido o tampéo 5x SSIV
Buffer para temperatura ambiente antes de ser utilizado. Para a preparagéo dos primers
PGMY 09 e PGMY 11 foram utilizados os reagentes que vem em cada kit de primer. No
PGMY 09 foram utilizados 13 reagentes, 2 uL de cada reagente, totalizando 26 uL e
adicionado 74 uL de agua pura. Para o PGMY 11 foram utilizados 5 reagentes, 2 uL de
cada, totalizando 10 uL e adicionados 90 uL. Ao final, os dois primers continham 100
uL.

4.5.3 Visualizacdo dos produtos amplificados

Os produtos das reacdes foram visualizados por eletroforese em gel de
agarose 1,5% em tampao de borato-EDTA 1X. Uma aliquota de 5uL de DNA foi
homogeneizada em uma solugéo de tampao de carregamento (Sigmal-Aldrich, USA)
e corante 0,1% de Gel Red sendo toda a mistura aplicada no gel. A eletroforese foi
realizada por 30 minutos a 5 V/cm2 em cuba horizontal (Life Technologies, EUA). Os
fragmentos de DNA amplificados foram visualizados em um transiluminador de luz
ultravioleta (BIO-RAD Laboratories, EUA).
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4.5.4 Purificacédo dos produtos de PCR

Para controle positivo foi utilizada uma amostra que sabidamente tinha HPV e
para controle negativo um tubo sem amostra. A amostra para reacao consistiu em um
volume final de 25 pl contendo, dessa eram 5 uL da amostra de DNA adicionados 20
uL de uma mistura contendo 2,5ul de tampao 10X, 0,4 uL de cada primer, 0,5ul de
cloreto de magnésio a 50 Mm, 0,2 uL de Dntp 10 Mm, 0,2 pl de Taq Polimerase
Platinum (Invitrogen) e 15,8 uL de H20 ultra pura (Coutlée et al., 2002).

Para o PGMY09, a reacdo durou aproximadamente 2 horas no termociclador
em 40 ciclos no termociclador Biocycler (MJ Reasearch,USA).Para a reacdo dos
primers PGMYQ09 a desnaturacao inicial ocorre por 2 minutos a 95°C seguido por 40
ciclos de desnaturagéo por 40 segundos a 95°C,40 segundos de anelamento a 55°C,
40 segundos de extensdo a 72°C. O segundo round foi utilizado PGMY11l no

termociclador overnight.

4.5.5 Genotipagem pelo método de Anyplex

Para genotipagem dos subtipos virais foi realizado o sequenciamento pelo
método Anyplex Il (seegene). As amostras foram enviadas ao Servi¢o de Virologia do

Instituto Portugués de oncologia do Porto e a genotipagem foi realizada la.

4.5.6 PCR quantitativo em tempo real

Foi realizada PCR em tempo real para a identificacdo das metaloproteinases
2e9eparaos TIMPs 1, 2 e 3, em todas as amostras que tinham resultado da
genotipagem do HPV. Excluimos desta etapa as amostras que nao tiveram a
genotipagem realizada por falta de DNA viral suficiente na amostra enviada para o
Servico de Virologia do instituto de Oncologia do Porto.

4.5.7 Isolamento de RNA e preparagédo do cDNA

Inicialmente foi realizada a Extracdo de RNA e a posterior conversdo em

cDNA. Para isolameto da molécula de Acido Ribonucleico foi utilizado o Rneasy Plus
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Micro kit (Invitrogen). Para a reacdo de transcriptase reversa foi utilizado kit

SuperScript® IV First-Strand Synthesis System da Thermo Fischer Scientific.

4.5.8 PCR quantitativa

Para a Reacao de Cadeia de Polimerase em tempo real utilizou-se o Kit Power SYBR

Green Master Mix da Thermo Fisher Scientific©, seguindo o seguinte protocolo:

1) Inicialmente, para a reacdo de cadeia de polimerase, preparou-se 0 mix
Power Syber Green, ao combinar-se, nessa ordem, 6 pl de Power Syber Green, 0,4 pl
do primer F, 0,4 pl do primer R e 4,5 pl de 4gua ultrapura para cada gene alvo;

2) ApOs essa etapa, homogeneizou-se e distribuiu-se 11 pl do mix em cada
poco da placa, de acordo com o numero de reacoes;

3) Em seguida, acrescentou-se 1 pl de Acido Desoxirribonucleico
Complementar das amostras em cada poco da placa, apds esse processo, vedou-se
a placa. Em ocasides em que houve formacédo de bolhas na placa, utilizou-se o spin.
ApoOs preparacdo prévia, colocou-se a placa no aparelho StepOne e iniciou-se a
reacao;

Utilizou-se a seguinte ciclagem: 95°C por 10 minutos, seguido de 40 ciclos de
95°C a 5 segundos, 54°C a 10 segundos, 95° a 15 segundos, 60° a 1 minuto e 95°C
a 15° segundos.

A Reacdo em Cadeia de Polimerase em tempo real foi realizada no Sistema

de Deteccdo de Sequéncia StepOne para 0s seguintes primers:

TIMP 1
SENSE TTCCGACCTCGTCATCAGGG
ANTISENSE ATTCAGGCTATCTGGGACCGA

TIMP 2
SENSE TGGAAACGACATTTATGGCAACC
ANTISENSE ACAGGAGCCGTCACTTCTCTTGAT

TIMP 3
SENSE CTGACAGGTCGCGTCTATGA
ANTISENSE GGCGTAGTGTTTGGACTGGT

MMP 2
SENSE AAGGCCAAGTGGTCCGTGTGAA
ANTISENSE AACAGTGGACATGGCGGTCTCAG
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MMP 9
SENSE GGCGCTCATGTACCCTATGT
ANTISENSE TCAAAGACCGAGTCCAGCTT

GAPDH
SENSE AGCCACATCGCTCAGACAC
ANTISENSE GCCCAATACGACCAAATCC

4.6 Andlise, processamento de dados e testes estatisticos

Os dados coletados foram armazenados em um banco de dados no programa
Excel e para sumarizagdo de variaveis individuais e retirada de indeterminadas e sem
resposta foi utilizado o programa estatistico GraphPad prisma 9.2.0 (332). A analise
estatistica para variaveis categoricas consistiu em testes de associagao utilizando-se
o Teste do Qui-Quadrado, seguido do teste exato de Fisher. Os dados de expressao
génica foram expressos sob a forma de 2-24CT e comparados entre grupos usando o
teste de Mann-Whitney. Os valores estimados para niveis de significancia foram

comparados ao valor padréo de 0,05 para o nivel de significancia.

4.7 Aspectos éticos

A presente pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica do HUUFMA sob
parecer de numero: 4.790.696 de acordo com as normas para pesquisa envolvendo
seres humanos (Resolucdo CNS n°466/12).

A identificacdo dos participantes foi sigilosa, e os dados armazenados com o
pesquisador responsavel pelo estudo. Quando houve concordancia de participacéo,
os voluntarios assinaram o Termo de Consentimento Informado, elaborado de acordo
com as normas da Resolucdo no 196/ 1996, do Conselho Nacional de Saude, sendo
fornecida uma copia a cada participante do estudo. Quaisquer duvidas surgidas ao

longo do estudo foram esclarecidas pelo pesquisador responsavel.
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5. RESULTADOS

5.1 Andlise das variaveis clinico-patolégicas

Foram analisados os dados de 75 pacientes que realizaram penectomia
parcial ou total. A tabela 2 mostra a analise do perfil sociodemografico destes pacientes.
Importante esclarecer que alguns pacientes preferiram nao responder algumas
perguntas do questionario, o que resultou em um N diferente para cada variavel
analisada. Quando questionados sobre a raga, foi observado que o maior quantitativo
de homens se considera pardo (62,67%, n= 75), sendo a grande maioria procedente do
interior do estado do Maranhéo (64,76%, n=71). A analise da variavel escolaridade nos
mostrou que 30,56% dos pacientes tinham ensino fundamental incompleto e 26,30%
era analfabeto (n=72). Sobre o estado civil, 44,44% dos pacientes eram casados
(n=72). A média de idade dos pacientes ao diagnostico foi de aproximadamente 63
anos, sendo a menor idade registrada de 23 anos e a maior de 97. Em relacéo a renda,

a grande maioria dos pacientes (76,12%, n=67) recebiam 1 sal&rio-minimo ou menos.

TABELA 2: — Perfil sociodemografico dos pacientes diagnosticados com cancer

de pénis no Estado do Maranhé&o.

VARIAVEL FREQUENCIA ABSOLUTA FREQUENCIA RELATIVA
RACA 75 100,00%
BRANCA 14 18,67%
PARDA 47 62,67%
PRETO 14 18,67%
PROCEDENCIA 71 100%
INTERIOR DO MA 46 64,79%
OUTRO ESTADO 4 5,63%
CAPITAL DO MA 21 29,58%
ESCOLARIDADE 72 100%
ANALFABETO 19 26,39%
ENSINO FUNDAMENTAL COMPLETO 19 26,39%
ENSINO FUNDAMENTAL INCOMPLETO 22 30,56%
ENSINO MEDIO COMPLETO 5 6,94%
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ENSINO MEDIO INCOMPLETO 7 9,72%

ENSINO SUPERIOR INCOMPLETO 1 1,39%
ESTADO CIVIL 72 100 %
CASADO 32 44,44
DIVORCIADO 3 4,17
SOLTEIRO 20 27,78
UNIAO CONSENSUAL 11 15,28
VIUVO 6 8,33
RENDA 67 100 %
0-1/25S 12 17,91
1/2-1S 17 25,37
1S 22 32,84
25 12 17,91
3s 3 4,48
55 1 1,49

Quando questionados sobre os héabitos de vida, 17 dos 74 pacientes que
responderam a esta pergunta, declararam que eram tabagistas e 30 que ja foram, ou
seja, a maioria dos pacientes fuma ou ja fumou durante a vida. De 74 pacientes, a
maioria (55,41%) ja foi etilista e 25,68% ainda €. A maioria dos pacientes (51,61%)
nunca usa camisinha, 41,94% respondeu que usa “as vezes” e apenas 4 pacientes
responderam que sempre usam camisinha (n=62). Estes dados sao demonstrados na
tabela 3.

TABELA 3: Habitos de vida dos pacientes diagnosticados com cancer de pénis

no Estado do Maranhéo.

TABAGISMO 74 100%
EX TABAGISTA 30 40,54%
NAO 27 36,49%
SIM 17 22,97%
ELITISMO 74 100%
EX ELITISTA 41 55,41%
NAO 12 16,22%
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SIM

USO DE CAMISINHA

AS VEZES
NUNCA

SEMPRE

Com relagdo aos habitos de higiene,

19

62

26
32

fator

fortemente

25,68%

100%

41,94
51,61

6,45

ligado ao

desenvolvimento do cancer de pénis, a tabela 4 mostra a frequéncia de pacientes que

afirmaram ter habitos de higiene adequados. Quando perguntados sobre a higiene

peniana, a maioria (74,24%) respondeu que higieniza a regido, porém, destes, apenas

um pouco mais da metade (51,16%) expbe a glande totalmente durante a

higienizacao.

TABELA 4: Habitos de higiene na regido peniana em pacientes com cancer de

pénis no estado do Maranhao.

HIGIENE COTIDIANA
NAO

SIM

EXPOSICAO DA GLANDE
NAO

PARCIAL

TOTAL

66

17
49

43

13
22

100 %
25,76
74,24
100 %
18,60
30,23
51,16

TABELA 5: Caracteristicas histopatoldégicas das amostras com cancer de pénis

no estado do Maranhao.

HISTOLOGIA
CEC
LOCAL DA LESAO

CORPO DO PENIS
GLANDE

GLANDE - CORPO DO PENIS - PREPUCIO
GLANDE - PREPUCIO
PREPUCIO

SULCO BALANOPREPUCIAL

SUBTIPO
BASALOIDE

75
75

51

32

24

100 %
100,00
100 %
7,84
62,75
11,76
11,76
3,92

1,96

100 %
12,50
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CERATINIZANTE 1 4,17

CONDILOMATOSO 12 50,00
SEM OUTRA ESPECIFICACAO 1 4,17
USUAL 6 25,00
VERRUCOSO 1 4,17
GRAU DE BRODERS 58 100 %
[ 20 34,48
I 20 34,48
I 18 31,03
T 54 100 %
pT1 1 1,85
pTia 6 11,11
pT1b 7 12,96
pT2 17 31,48
pT3 16 29,63
pT4 3 5,56
pTis 4 7,41
N 44 100 %
NO 1 2,27
NX 5 11,36
pNO 1 2,27
pN1 1 2,27
pPN2 2 4,55
pN3 3 6,82
pNX 31 70,45
M 25 100 %
MX 4 16,00
pMX 21 84,00
INVASAO PERINEURAL 41 100 %
NAO 29 70,73
SIM 12 29,27
INVASAO ANGIOLINFATICA 46 100 %
NAO 22 47,83
SIM 24 52,17

5.2 Deteccéao e identificacao de tipos de HPV presente

Foi realizada a PCR para identificacdo do HPV em 59 amostras que continham
material suficiente para esta analise e aguelas em que o DNA viral foi identificado (43
amostras) foram encaminhadas para Portugal para identificagcdo do subtipo viral. O
grafico 3 mostra a frequéncia de detec¢do do DNA viral nas amostras de cancer de
pénis.
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GRAFICO 3: Deteccdo de DNA viral do HPV nas amostras
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Através da genotipagem pelo método Anyplex foi possivel identificar os tipos
virais em 26 das 43 amostras que foram positivas para o HPV. O restante das
amostras (17 amostras) nao tinha DNA suficiente para a identificagdo do tipo viral.

O método Anyplex traz como grande vantagem em relacdo ao método de
sequenciamento habitualmente realizado (Sanger’s) a possibilidade de identificacédo
do tipo viral mesmo naquelas amostras que apresentam multipla infeccéo (mais de um
tipo de HPV). O que representou uma grande vantagem para esta pesquisa, visto que
na nossa populacdo de estudo uma grande parte das amostras tinham mais de um
subtipo identificado.

A tabela 6 mostra a frequéncia de deteccao de cada tipo de HPV identificado
nas amostras. Considerando que haviam amostras em gue foram detectados mais de
um tipo viral, a maior frequéncia de deteccao foi representada pelo HPV 11, presente
em 49% (n=23) das amostras analisadas e pelo HPV 16 que estava presente em 36%
(n=17), seguidos do HPV 18 com 11% (n=5), o HPV 40 com 9%, o HPV 39, 45,53 e
66 ambos com 4% (n=2), e o HPV 6, 34, 35, 42, 43, 52, todos com 2% (n=1). Em 9%
das amostras nao foi possivel identificar o tipo de HPV presente porque ndo havia

DNA suficiente na amostra enviada.

TABELA 6: Frequéncia dos tipos de HPV identificados nas amostras

GENOTIPO FREQUENCIA ABSOLUTA FEQUENCIA RELATIVA
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TIPO 6
TIPO 11
TIPO 16
TIPO 18
TIPO 34
TIPO 35
TIPO 39
TIPO 40
TIPO 42
TIPO 43
TIPO 45
TIPO 52
TIPO 53
TIPO 61
TIPO 66

Sem DNA

23
17

2%
49%
36%
11%

2%

2%

4%

9%

2%

2%

4%

2%

4%

6%

4%

9%

Buscamos saber se a presenca de HPV estava associada com variaveis do

perfil sociodemografico, relacionadas aos habitos de vida do paciente e também a

classificacdo histopatolégica do tumor. Foram escolhidas as seguintes variaveis:

escolaridade, tabagismo, etilismo, grau de Broders, grau de invasao perineural,

invasdo angiolinfatica e estadiamento (T, N, M). Dentre estas, encontramos um valor

de p significativo (p <0,05) apenas na associacao da presenca de HPV com o grau de

escolaridade dos pacientes. Sendo a maioria deles (84,21%) analfabetos.

Com relacdo aos habitos de vida registrados, foi verificado se havia

associacao entre a presenca ou auséncia de HPV nas amostras e o tabagismo e

etilismo. N&o encontrando um p valor significativo em nenhuma das duas associacoes.

TABELA 7: Associacao entre o grau de escolaridade e a presenca ou auséncia

de HPV nas amostras

ESCOLARIDADE
ANALFABETO

ENSINO FUNDAMENTAL COMPLETO
ENSINO FUNDAMENTAL INCOMPLETO
ENSINO MEDIO COMPLETO

ENSINO MEDIO INCOMPLETO

ENSINO SUPERIOR INCOMPLETO

NEGATIVO
15.79%
22.22%
64.29%

20%
100%
100%

POSITIVO
84,21%
77.78%
35.71%

80%
0%
0%

Pualor
0.0426
0.2419
0.0240
0.6451
0.0140
0.3607
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TABELA 8: Associagéo entre o tabagismo e a presenca ou auséncia de HPV nas

amostras

TABAGISMO NEGATIVO POSITIVO Pualor
TABAGISTA 90.91% 9.09% >0.9999
NAO-TABAGISTA 91.67% 8.33% 0.6908
EX-TABAGISTA 85.71% 14.29% 0.6613

TABELA 9: Associacao entre o etilismo e a presenca ou auséncia de HPV nas

amostras
ELITISMO NEGATIVO POSITIVO Pyalor
ELITISTA 89.47% 10.53% >0.9999
NAO-ELITISTA 100% 0% >0.9999
EX-ELITISTA 85.71% 14.29% 0.6743

TABELA 10: Associacao entre o grau de Broders e ainfec¢cdo pelo HPV

HPV
Variavel Negativo (n=6) Positivo (n=19) P valor
Broders | 4 (40,00%) 5 (26,32%) 0.6749
Broders Il 1(16,67%) 9 (47,37%) 0.3449
Broders Ill 1(16,67%) 5 (26,32%) >0.9999

TABELA 11: Associacao entre ainvasao perineural do tumor e a presenca de

HPV na amostra.

Variavel HPV
Invasao Negativo (n=10) Positivo (n=28) P valor
perineural 3 (30,00%) 6(21,43%) 0.6731

TABELA 12: Associacao entre ainvasao angiolinfatica do tumor e a presenca
de HPV na amostra.

Variavel HPV
Invasao Negativo (n=10) Positivo (n=30) P valor
angiolinfatica 3 (30,00%) 8(26,67%) >0.9999
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TABELA 13: Associacao entre estadiamento do tumor e a presenca de HPV na

amostra.

» HPV
Variavel Negativo (n=10) Positivo (n=30) P valor
Estagio | 2 (20,00%) 10(33,33%) 0.6927
Estagio Il 7 (70,00%) 18 (60,00%) 0.7148
Estagio Il 1 (10,00%) 1(3,33%) 0.4423
Estagio IV 0 (0,00%) 1(3,33%) >0.9999

5.3 Estudo da expressado das Metaloproteinases e Timp’s

Foi realizada a selecéo dos pacientes de acordo com os critérios de dados de

HPV (ausente ou presente) apresentados e algum dado patolégico (ou TNM ou
Broder’s). Foiisolado o RNA de todas as amostras com sucesso e foi produzido cDNA.
Para estudar as possiveis alteracdes da expressdo de Metaloproteinases e
TIMP’S, comecamos por comparar 0s seus hiveis de expressao dos respectivos genes

em amostras tumorais e em amostras de tecido adjacente ndo tumoral.

Os niveis de expressdo de todos os genes foram bastante baixos, com a
maioria das amostras a apresentar valores de CT superiores a 30. Inicialmente, foram
comparados os niveis de expressao génica de todas as amostras tumorais disponiveis
com todas as amostras sadias disponiveis, independentemente de serem ou nao
amostras pareadas de cada paciente. Em seguida, a analise foi repetida apenas em

pacientes com amostras tumorais e sadias pareadas.

Nestas analises, ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significativas para nenhum dos genes estudados, entre amostras tumorais e sadias,

usando as duas abordagens referidas.
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Gréfico 4. Niveis de expressao génica (2AACT) de MMP2 em amostras de CP e de

tecido adjacente
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Legenda: Losangos = amostras de CP; Circulos = tecido adjacente. Foram comparadas amostras
sem pareamento (primeiros dois grupos) e amostras pareadas (Ultimos dois grupos). A média de
cada grupo é indicada pela barra transversa. P > 0,05 no teste de Mann-Whitney para ambas as
analises. Fonte: préprio autor.
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Gréfico 5. Niveis de expressao génica (2AACT) de TIMP2 em amostras de CP e de

tecido adjacente
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Legenda: Losangos = amostras de CP; Circulos = tecido adjacente. Foram comparadas amostras
sem pareamento (primeiros dois grupos) e amostras pareadas (Ultimos dois grupos). A média de
cada grupo é indicada pela barra transversa. P > 0,05 no teste de Mann-Whitney para ambas as
andlises. Fonte: préprio autor.
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Gréfico 6. Niveis de expressao génica (2AACT) de TIMP3 em amostras de CP e de

tecido adjacente
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Legenda: Losangos = amostras de CP; Circulos = tecido adjacente. Foram comparadas amostras
sem pareamento (primeiros dois grupos) e amostras pareadas (Ultimos dois grupos). A média de
cada grupo é indicada pela barra transversa. P > 0,05 no teste de Mann-Whitney para ambas as
andlises. Fonte: préprio autor.

5.3.1 Niveis de expressédo de genes de MMP2, TIMP2 e TIMP3 e variaveis clinico-
patologicas.

Foi estudada a relacdo entre os niveis de expressao génica de MMP2, TIMP2
e TIMP3, com a presenca ou auséncia de DNA de HPV, com a presenca de tipos de
HPV de alto risco ou apenas HPVs de baixo risco, com a presenca de invasao perineural

e angiolinfatica, com o grau histolégico (categorizado como baixo — grau | ou como alto
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— graus 1l ou lll), estadiamento TNM (categorizado como baixo se inferior a T2 sem
envolvimento linfonodal e como alto se igual ou superior a T2 e se inferior a T2 com
envolvimento linfonodal) e com os subtipos histologicos presentes (agrupados como

subtipos relacionados com o HPV e subtipos independentes do HPV).
5.3.1.1 Niveis de expressdo do gene de MMP2 e variaveis clinico-patologicas

N&o foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os
niveis de expressao de MMP2 e a presenca de DNA de HPV, os tipos de HPV presentes,
com a presenca de invasdo perineural, invasdo angiolinfatica, com o grau histologico,
estadiamento TNM nem com os subtipos histolégicos presentes (p > 0,05 nos Gréficos
16 ao 21).

Grafico 7. Niveis expressao génica (224€T) das MMP2 em amostras de CP com DNA
de HPV positivo e negativo
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Legenda: Losangos = amostras de CP com DNA de HPV positivo (n = 12); Circulos = amostras de CP
com DNA de HPV negativo (n = 5). A média de cada grupo € indicada pela barra transversa. P > 0,05 no

teste de Mann-Whitney. Fonte: proprio autor.
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Gréfico 7. Niveis expressdo génica (224¢T) das MMP2 em amostras de CP com DNA

de HPV de alto e baixo risco.

MMP2

Legenda: Losangos = amostras de CP com DNA de HPV de alto risco (n = 10); Circulos = amostras de
CP com DNA de HPV de baixo risco (n = 2). A média de cada grupo é indicada pela barra transversa. P

> 0,05 no teste de Mann-Whitney. Fonte: préprio autor.
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Gréfico 8. Niveis expresséo génica (224C¢T) das MMP2 em amostras de CP com e

sem invasao perineural.
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Legenda: Losangos = amostras de CP com invaséo perineural (n = 4); Circulos = amostras de CP sem
invasdo perineural (n = 8). A média de cada grupo é indicada pela barra transversa. P = 0,028 no teste de

Mann-Whitney. Fonte: préprio autor.
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Gréfico 9. Niveis expresséo génica (224C¢T) das MMP2 em amostras de CP com e

sem invasao angiolinfatica.
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Legenda: Losangos = amostras de CP com invasédo angiolinfatica (n = 4); Circulos = amostras de CP sem
invasdo angiolinfatica (n = 8). A média de cada grupo é indicada pela barra transversa. P > 0,05 no teste

de Mann-Whitney. Fonte: proprio autor.
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Grafico 10. Niveis expressdo génica (224€T) das MMP2 em amostras de CP com

Grau de Broders | e lI/I11.
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Legenda: Losangos = amostras de CP com Grau de Broders | (n = 10); Circulos = amostras de CP Grau
de Broders II/lll (n = 5). A média de cada grupo é indicada pela barra transversa. P > 0,05 no teste de

Mann-Whitney. Fonte: préprio autor.
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Grafico 11. Niveis expressdo génica (224€T) das MMP2 em amostras de CP com

TNM alto e baixo.
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Legenda: Losangos = amostras de CP com TNM alto (n = 11); Circulos = amostras de CP com TNM baixo
(n = 5). A média de cada grupo é indicada pela barra transversa. P > 0,05 no teste de Mann-Whitney.

Fonte: préprio autor.
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Gréafico 12. Niveis expressdo génica (224€T) das MMP2 em amostras de CP

relacionadas ou ndo com os subtipos de HPV.
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Legenda: Losangos = amostras de CP relacionadas com subtipo de HPV (n = 8); Circulos = amostras de
CP independentes do subtipo de HPV (n = 2). A média de cada grupo é indicada pela barra transversa. P

> 0,05 no teste de Mann-Whitney. Fonte: préprio autor.

5.3.1.2 Niveis de expressado do gene de TIMP2 e variaveis clinico-patolégicas

N&o foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os
niveis de expressao de TIMP2 e a presenca de DNA de HPV, os tipos de HPV
presentes, com a presenca de invasao perineural, invaséo angiolinfatica, com o grau
histoldgico, estadiamento TNM nem com 0s subtipos histologicos presentes (p > 0,05

nos Gréficos 16 ao 21).
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Grafico 13. Niveis expresséo génica (224€T) de TIMP2 em amostras de CP com DNA

de HPV positivo e negativo
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Legenda: Losangos = amostras de CP com DNA de HPV positivo (n = 11); Circulos = amostras de CP
com DNA de HPV negativo (n = 5). A média de cada grupo é indicada pela barra transversa. P > 0,05 no

teste de Mann-Whitney. Fonte: proprio autor.

68



Gréfico 14. Niveis expresséao génica (222€T) de TIMP2 em amostras de CP com DNA

de HPV de alto e baixo risco.
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Legenda: Losangos = amostras de CP com DNA de HPV de alto risco (n = 9); Circulos = amostras de CP
com DNA de HPV de baixo risco (n = 2). A média de cada grupo é indicada pela barra transversa. P >

0,05 no teste de Mann-Whitney. Fonte: préprio autor.
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Grafico 15. Niveis expressao génica (244€T) de TIMP2 em amostras de CP com e

sem invasao perineural.
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Legenda: Losangos = amostras de CP com invaséo perineural (n = 3); Circulos = amostras de CP sem
invasdo perineural (n = 9). A média de cada grupo é indicada pela barra transversa. P > 0,05 no teste de
Mann-Whitney. Fonte: préprio autor.
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Gréfico 16. Niveis expressdo génica (222€T) de TIMP2 em amostras de CP com e

sem invasao angiolinfatica.
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Legenda: Losangos = amostras de CP com invasédo angiolinfatica (n = 3); Circulos = amostras de CP sem
invasao angiolinfatica (n = 9). A média de cada grupo é indicada pela barra transversa. P > 0,05 no teste

de Mann-Whitney. Fonte: préprio autor.
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Grafico 17. Niveis expressado génica (224€T) de TIMP2 em amostras de CP com Grau
de Broders | e Il/III.
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Legenda: Losangos = amostras de CP com Grau de Broders | (n = 9); Circulos = amostras de CP Grau
de Broders II/lll (n = 5). A média de cada grupo é indicada pela barra transversa. P > 0,05 no teste de

Mann-Whitney. Fonte: préprio autor.
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Grafico 18. Niveis expresséao génica (222¢T) de TIMP2 em amostras de CP com TNM

alto e baixo.
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Legenda: Losangos = amostras de CP com TNM alto (n = 9); Circulos = amostras de CP com TNM baixo
(n = 6). A média de cada grupo é indicada pela barra transversa. P > 0,05 no teste de Mann-Whitney.

Fonte: préprio autor.
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Gréafico 19. Niveis expressdo génica (222CT) de TIMP2 em amostras de CP

relacionadas ou ndo com os subtipos de HPV.
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Legenda: Losangos = amostras de CP relacionadas com subtipo de HPV (n = 7); Circulos = amostras de
CP independentes do subtipo de HPV (n = 2). A média de cada grupo é indicada pela barra transversa. P

> 0,05 no teste de Mann-Whitney. Fonte: préprio autor.

5.3.1.3 Niveis de expressado do gene de TIMP3 e variaveis clinico-patolégicas

Foi observada uma associacao significativa entre niveis reduzidos de TIMP3
e a presenca de DNA de HPV (p = 0,0360 no teste de Mann-Whitney no Gréfico 20).
Néo foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre os niveis de
expressdo do TIMP3 e os tipos de HPV presentes, nem com a presenca de invasao
perineural, invasao angiolinfatica, grau histoldgico, estadiamento TNM, nem com 0s

subtipos histoldgicos presentes (p > 0,05 nos Graficos 21 a 24).
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Grafico 20. Niveis expresséo génica (224€T) de TIMP3 em amostras de CP com DNA

de HPV positivo e negativo
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Legenda: Losangos = amostras de CP com DNA de HPV positivo (n = 10); Circulos = amostras de CP
com DNA de HPV negativo (n = 4). A média de cada grupo é indicada pela barra transversa. P= 0,0360

no teste de Mann-Whitney. Fonte: préprio autor.
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Grafico 21. Niveis expressao génica (222€T) de TIMP3 em amostras de CP com DNA

de HPV de alto e baixo risco.
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Legenda: Losangos = amostras de CP com DNA de HPV de alto risco (n = 8); Circulos = amostras de CP
com DNA de HPV de baixo risco (n = 2). A média de cada grupo é indicada pela barra transversa. P >

0,05 no teste de Mann-Whitney. Fonte: préprio autor.
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Grafico 22. Niveis expressao génica (224€T) de TIMP3 em amostras de CP com e

sem invasao perineural.
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Legenda: Losangos = amostras de CP com invasédo perineural (n = 3); Circulos = amostras de CP sem
invasao perineural (n = 8). A média de cada grupo é indicada pela barra transversa. P > 0,05 no teste de

Mann-Whitney. Fonte: préprio autor.
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Grafico 23. Niveis expressdo génica (224€T) de TIMP3 em amostras de CP com e

sem invasao angiolinfatica.
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Legenda: Losangos = amostras de CP com invasédo angiolinfatica (n = 4); Circulos = amostras de CP sem
invasdo angiolinfatica (n = 7). A média de cada grupo é indicada pela barra transversa. P > 0,05 no teste
de Mann-Whitney. Fonte: proprio autor.
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Grafico 24. Niveis expressdo génica (224€T) de TIMP3 em amostras de CP com

Grau de Broders | e II/III.
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Legenda: Losangos = amostras de CP com Grau de Broders | (n = 9); Circulos = amostras de CP Grau
de Broders II/lll (n = 4). A média de cada grupo é indicada pela barra transversa. P > 0,05 no teste de

Mann-Whitney. Fonte: préprio autor.
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Gréfico 25. Niveis expressdo génica (224€T) de TIMP3 em amostras de CP com
TNM alto e baixo.
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Legenda: Losangos = amostras de CP com TNM alto (n = 11); Circulos = amostras de CP com TNM baixo
(n = 3). A média de cada grupo é indicada pela barra transversa. P > 0,05 no teste de Mann-Whitney.

Fonte: préprio autor.
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Gréafico 26. Niveis expressdo génica (222€T) de TIMP3 em amostras de CP

relacionadas ou ndo com os subtipos de HPV.
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Legenda: Losangos = amostras de CP relacionadas com subtipo de HPV (n = 7); Circulos = amostras de
CP independentes do subtipo de HPV (n = 1). A média de cada grupo é indicada pela barra transversa. P

> 0,05 no teste de Mann-Whitney. Fonte: préprio autor.
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6. DISCUSSAO

Os resultados deste estudo revelam que a média de idade dos pacientes
analisados era de 64 anos. Os dados encontrados fortalecem o que esta descrito na
literatura que afirma que a incidéncia de penectomia é mais prevalecente em homens
sexagenérios (CHAUX et al., 2013). A cirurgia de penectomia nesta faixa etéria &
observada também nos trabalhos de Fay (2014); Chaux e col. (2013); Sousa (2015) e
Ramos (2017). Podemos assim afirmar que o cancer de pénis acontece
predominantemente em idosos, assim como o diagndstico é mais comum aos 60 anos.

Vale aqui ressaltar que néo se descarta a hipétese de ocorréncia do carcinoma
peniano também em homens jovens, fato este observado neste estudo em que a
menor idade de diagndstico era 30 anos. Interessante destacar também que apesar
da idade média encontrada neste estudo, maior que 60 anos, pacientes no estudo de
Lobrigatte (2014) foram diagnosticados aos 80 anos. Este fato pode ser explicado pelo
atraso no diagndstico, ou porque o paciente tem dificuldade de acesso ao servico de
saude ou porque tem medo, ou ainda por falta de conhecimento do paciente.

Neste estudo, 64,79% dos individuos possuiam residéncia em localidades do
interior do estado do Maranhdo. Estes dados estdo em conformidade com os
resultados de Ramos (2017), em que 79,3% dos participantes residiam no interior do
Maranhdo. Da mesma forma, o estudo de Chaux (2013) revelou a incidéncia de 83%
dos patrticipantes residindo em areas afastadas dos grandes centros urbanos. Este
fato pode ser associado a uma questéo geografica, v isto que o Maranhao é um estado
que apresenta extensa area territorial e alguns municipios muito afastados da capital,
0 que dificulta a busca por servigo especializado de saude. Isto explica a dificuldade
por parte dos pacientes residentes no interior do estado em realizar o diagndstico de
forma precoce.

No levantamento feito por este estudo, fatores como escolaridade, renda
familiar e o estado civil também foram avaliados. Foram detectados a existéncia
predominante de homens analfabetos e com renda familiar de até um salario-minimo.
Estes resultados encontram-se em concordancia com os achados na literatura que
afirmam que o cancer de pénis acomete homens com baixo nivel social e de instru¢ao
(HERNADEZ, 2008; RAMOS, 2017; COSTA, 2013; TORBRAND et al.,, 2017).
Torbrand (2017) alude que homens com um baixo nivel de escolaridade estdo mais
suscetiveis ao desenvolvimento do carcinoma peniano. No estudo de Ramos (2017),
o cancer de pénis estava presente em 55,2% dos homens analfabetos e que

apresentavam uma renda familiar de até um salario-minimo, 75,9% dos participantes.
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A escolaridade € sem duvidas um fator associado ao desenvolvimento de um
raciocinio critico e de consciéncia social. Sendo a escola o local onde o individuo forma
opinibes e reune conhecimento acerca de diversos assuntos, dentre eles
conhecimento em saude e ambiente. Tendo assim a oportunidade de realizar uma
escolha favoravel a sua saude. Assim, pessoas com baixa instrucao estéo suscetiveis
por ndo terem a ideia de quando precisam buscar ajuda médica.

No que diz respeito a raca dos individuos com cancer de pénis, observou-se
neste estudo que a neoplasia peniana foi maior em homens n&o brancos. Sendo a
maioria de raga parda (62,67%). Este achado corrobora com o que foi descrito por
Allebrant (2013), em que os individuos mais acometidos pelo carcinoma peniano, além
de possuirem baixas condi¢cbes socioecondmicas, eram de cor/raca parda e preta.

Quanto aos habitos de vida, neste trabalho grande parte dos pacientes
(63,51%) ja fizeram uso de tabaco. Daling (2014) identificou a ligacdo entre o uso de
tabaco e o desenvolvimento da neoplasia peniana, tanto fumante, quanto ex-fumante
possuem chances de desenvolver o cancer peniano, 2,3 e 1,9 razées de chance,
respectivamente. Ramos (2017) demonstrou em seu estudo que 62% dos pacientes
diagnosticados com céancer de pénis faziam, ou fizeram, uso do tabaco. No estudo
realizado por Wanick (2015), o tabagismo foi detectado em 75% dos casos com a
neoplasia invasiva no pénis. Chaux et al. (2013) revelou em sua pesquisa que 76%
dos casos de paciente com CP também fizeram uso do tabaco em algum momento da
sua vida.

O tabagismo vem sendo descrito ao longo da histéria como importante fator
ambiental carcinogénico, associado ao desenvolvimento de diversos tipos de cancer
em variados tipos de epitélio, ainda que ndo haja contato direto do tecido com as
substancias do fumo. Segundo Winsh Filho (2010), desde a associa¢ao ao cancer de
pulméo de Doll e Hill em 1957, o tabagismo foi associado como principal causa em
mais de 20 tipos de tumores malignos, incluindo o cancer de ovario e o de colon.

Os habitos de higiene sdo um fator importante para a prevencao do cancer de
pénis, conforme observado por Chaux et al. (2013). Neste estudo, 38% dos pacientes
nao faziam higiene apods as relagdes sexuais, enquanto no de Ramos (2017) 24,1%
também nao faziam a devida higiene, podendo ser este um fator que influencia o
desenvolvimento do carcinoma peniano. No estudo de Guimardes et al. (2017),
realizado na cidade Caxias- MA, sobre o conhecimento dos homens acerca do CP,
constatou-se que 53,1% dos homens entrevistados revelaram ter bons habitos
higiénicos algumas vezes, 20,8% afirmaram nunca ter bons habitos, e apenas 12,5%

muito frequentemente buscavam ter bons habitos de higiene na regido peniana.
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A falta de habitos de higiene pode ser explicada por diversos fatores:
dificuldade de acesso a agua encanada e produtos de higiene, pacientes acometidos
por outras comorbidades que dificultam a execucao de uma rotina de higiene e ainda
falta de conhecimento sobre a importancia de fazé-la.

Além da falta de hébitos de higiene, observou-se neste estudo que muitos
pacientes sdo impossibilitados ou desconhecem a forma correta de fazé-la, visto que
48,83% dos pacientes nao realizam a exposicédo da glande ou a realizam de forma
parcial, dificultando assim que seja feita uma higiene adequada da regidao peniana. Os
homens que ndo realizaram a cirurgia de fimose, que € a dificuldade ou
impossibilidade de expor adequadamente a glande — a cabeca do pénis — devido ao
excesso de pele (ou prepucio) que cobre a regido, tém mais chances de desenvolver
a doenca. Acredita-se que as secre¢cfes que permanecem em volta do 6rgdo e o
estreitamento do prepucio sdo fatores de predisposi¢do desse tipo de cancer.

Sobre a regido anatbmica afetada pela lesdo, observou-se que em 62,75%
dos casos, a glande foi mais afetada. Havia pacientes com acometimento multiplo da
glande, corpo do pénis e prepucio (11,76%) e pacientes com acometimento multiplo
da glande e prepucio (11,76%). O corpo do pénis foi a regido afetada em 7,84% dos
pacientes, seguido do prepucio (3,92%) e do sulco balanoprepucial (1,96%).

No estudo de Ramos (2017), realizado no Maranhéao, 57,1% dos casos haviam
mais de uma leséo, e em 93,1% das lesdes foi observada lesdes na regido da glande.
Estes resultados encontram-se em concordancia com a pesquisa de Wanick (2011),
onde a regido da glande foi a mais afetada, 55,5%, em pacientes diagnosticados com
CP e 91,1% dos casos em outras regides do pénis.

No presente estudo, segundo a analise histolégica, 100% das amostras, 75
no total, foram classificadas como sendo carcinoma epidermaéide invasivo. Da mesma
forma acontece no estudo de Ramos (2017), onde das 29 amostras do estudo, todas
foram classificadas com carcinoma epidermdide invasivo. Com relacdo ao subtipo
histol6gico, houve predominancia do usual em 33,9% dos casos. Outros estudos
também encontraram dado semelhante. Em um estudo com 121 casos de cancer
peniano houve a prevaléncia do subtipo usual em 52% dos casos (VELAZQUEZ;
CHAUX; CUBILLA, 2012). Um estudo retrospectivo de 61 pacientes com cancer
epiderméide de pénis realizado por Cubilla (2001) identificou o subtipo usual em 59%
dos casos, o subtipo basaldide e condilomatoso em 10% dos casos, cada (CUBILLA
et al., 2001). Apesar de o subtipo basaldide estar mais associado a infeccéo por HPV,

0 mesmo nao foi identificado em nosso estudo.
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Foi identificado ainda a invasdo perineural em 15,2% das amostras
analisadas, e a angiolinfatica em 18,6% destas. No estudo de Ramos (2017), a
invasado perineural foi observada em apenas 3,4% das amostras, enquanto a invasao
angiolifatica em 13,8% das amostras, revelando uma prevaléncia maior, em ambos 0s
estudos.

A regulacao da expressao de metaloproteinases 2 e 9 por seus reguladores
endogenos (TIMPs) foi agora estudada pela primeira vez em CP, tendo sido obtidos
resultados quanto a expressdo de MMP2 e de dois de seus reguladores enddgenos
TIMPs (TIMP2 e TIMP3). Nao foram realizadas reactes de PCR em tempo real bem-
sucedidas para os genes MMP9 e TIMP1, requerendo a preparacdo de pares de
primers alternativos.

Em geral, os niveis de expresséo observados para os 3 genes foram baixos,
com valores de CT superiores a 30. Em uma primeira analise, comparamos 0s niveis
de expressao génica em amostras tumorais e em amostras de tecido sadio, ndo tendo
observado diferencas significativas entre os dois grupos. Esta observacao pode indicar
gue a expressao de metaloproteinase 2 e a inibicdo enddgena realizada pelos TIMPs
2 e 3 ndo é desregulada durante o processo de carcinogénese peniana ou pode refletir
uma alteragéo diferente da expressao génica em populacdes celulares diferentes (por
exemplo, em células tumorais e estromais), levando a uma manutencédo dos niveis de
expressao no tecido como um todo. Esta possibilidade podera ser testada através de
estudos imunohistoquimicos ou de imunofluorescéncia, que permitam determinar a
distribuicdo dos produtos génicos nos tecidos de CP.

Em seguida, procuramos estudar a relacdo dos niveis de expresséo de cada
gene com a presencga ou auséncia de DNA de HPV e com os subtipos presentes (alto
risco versus baixo risco). No entanto, ndo foi possivel observar qualquer diferenca
entre lesbes contendo HPV de alto risco e aquelas apenas com HPV de baixo risco.
Esta ultima analise é limitada no seu poder estatistico pelo baixo nimero de amostras
com HPV de baixo risco, requerendo estudos adicionais.

Os niveis de expressao de cada gene foram também correlacionados com os
subtipos histolégicos, agrupados como relacionados com HPV e independentes de
HPV (CHAUX et al., 2012). Esta foi uma forma alternativa de testar uma possivel
associacdo entre cada gene e o HPV. Também nesta abordagem ndo foram
observadas associa¢gbes com o HPV, sugerindo que os niveis de MMP2 e TIMP2 no
CP nao dependem da acdo do HPV, variando de forma idéntica nas lesdes HPV-

positivas e HPV-negativas.
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A expressdao aumentada de metaloproteinases foi associada com o
comportamento biologico de varios tipos de cancer (LI et al., 2021). Assim, procuramos
testar possiveis associacdes entre os niveis de expressao do gene para MMP2 e
também de seus reguladores endégenos (TIMPs 2 e 3) e importantes variaveis clinico-
patoldgicas relacionadas com o prognéstico dos pacientes, como o grau histoldgico, o
estaddio TNM e a presenca de invasdo perineural e angiolinfatica. Os presentes
resultados ndo demonstraram associagOes estatisticamente singificativas entre a
expressdo dos genes estudados e essas variaveis clinico-patologicas, reforcando a
necessidade de estudos adicionais para esclarecer o seu papel no comportamento
bioldgico do cancer de pénis.

No conjunto de resultados obtidos, destaca-se a associacdo estatisticamente
significativa entre os niveis de expressdo de TIMP3 e a presenca de infec¢cdo pelo
virus HPV. Esta é uma importante observacdo uma vez que a baixa expressdo do
gene de TIMP3, nas amostras de CP que sdo HPV positivas condiciona a falha da
inibicdo da expressao de metaloproteinases, normalmente feita pelo TIMPS3. Isto pode
contribuir decisivamente para a progressdo do CP e o prognéstico dos pacientes,
sugerindo que o TIMP3 pode ser um marcador de prognaéstico util. O papel do TIMP3
na progressdo do CP pode ser explicado pela auséncia do controle de inibicdo
endogena da expressdo de metaloproteinases no tecido tumoral. Esta desregulacéo &
responsavel pelo aumento da expressao de metaloproteinases e consequentemente,
do potencial de invasdo do cancer. Conforme observado em estudos anteriores, a
expressdo elevada de metaloproteinases no tecido tumoral est4d associada ao
progresso e invasao de diversos tipos de cancer, em especial do cancer de pénis.

O nosso estudo tem como limitacdo a necessidade de um namero maior de
pacientes, prontuarios preenchidos de forma completa e sem lacunas de dados
clinicos e patoldgicos dos pacientes, bem como uma resposta fidedigna dos pacientes
quando realizadas as perguntas presentes no questionario sociodemografico, a fim de
gue possamos obter resultados verdadeiros e significativos.

Apesar dos esforcos terapéuticos, ndo podemos perder de vista a
necessidade de prevenir o CP, através da adesdo 100% nas campanhas de vacinacao
para o HPV, adesédo a higiene do membro com 4gua e sabdo, bem como a adeséo as

restantes medidas preventivas deste e de outros tipos de cancer (SOUZA et al., 2021).
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CONCLUSAO

O perfil dos pacientes com cancer de pénis é de homens acima de 60 anos de idade,
procedentes do interior do maranhao, de baixa escolaridade, baixa renda, de fumantes
e ex-fumantes, e que possuiam o virus HPV presente. Quando analisado o grau de
estadiamento TNM observou-se um predominio de estagio tumoral Il, caracterizando
doenca em avanco. A dificuldade de acesso a servicos de saude especializados, bem
como problemas socioeconémicos podem dificultar o diagndstico precoce, porém
fatores como a presenca do HPV e alguns habitos de vida danosos como fumar cigarro
e beber bebidas alcodlicas podem aumentar a predisposi¢cdo ao desenvolvimento de
carcinoma peniano. Foi observado uma alta prevaléncia de infecdo por HPV entre as
amostras de carcinoma peniano, e dentre eles, os HPVs de alto risco oncogénico
como o de subtipo 16 predominaram. Além disso, pacientes que apresentavam em
associacgao o virus HPV e a variavel baixa escolaridade eram a maioria, corroborando
a hipétese de que ha uma estreita relacéo deste cancer com fatores socioeconémicos
e validando a relacéo entre a alta frequéncia deste cancer observada no estado do
Maranh&o, provavelmente condicionada a extrema pobreza verificada principalmente
no interior do estado. Apesar de ndo apresentar significancia estatistica na associagéo
entre a presenca de HPV na amostra e o tabagismo e etilismo, o resultado reforca
dados na literatura de que o consumo do tabaco e do alcool sdo fatores de risco para
o desenvolvimento e progresso do cancer de pénis. A prevencdo do cancer peniano
pode estar relacionada ao uso da camisinha em pacientes ainda néo infectados pelo
HPV, essa associa¢cdo deve receber atencéo por parte do profissional de saude, pois
o trabalho educativo pode contribuir para a diminuicdo do nimero de pacientes
acometidos por este cancer. Nao foram observadas diferengas estatisticamente
significativas na expressao de MMP2 e TIMPs em amostras tumorais e sadias,
reforcando a necessidade de estudos adicionais para esclarecer o seu papel na
carcinogénese peniana. E importante realcar que amostras de tumores HPV+ e HPV-
apresentam niveis significativamente diferentes de TIMP3, sugerindo que estes dois
tipos de cancer de pénis regulam de forma diferente a activacdo das
metaloproteinases. Esta hipétese podera ser futuramente estudada com recurso a
modelos experimentais in vitro, investigando mais profundamente o papel do TIMP3

na biopatologia do CP.
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ANEXOS

e DNA do Maranhéo

Universidade Federal do Maranhie.
Hospital Universitario
Banco de Tumores e DNA do Maranhdo - HUUFMA

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Vocé estd sendo convidado (a) como voluntdrio (a) para o armazenamento (guarda) do
seu material bioldgico no Biobanco de Tumores do Maranhdo, que podera ser utilizado em
pesquisas futuras. O motivo de estudarmos esse assunto € que muitas pessoas sofrem por
causa desta doenga, por isso faz-se necessdrio investigar sobre os fatores que facilitam seu

desenvolvimento, novas possibilidades de diagnostico e tratamentos melhores.

Se vocé aceitar participar com ¢ armazenamento de seu material bioldgico neste
Biobanco, parte do material retirado para seus exames de diagndstico e/ou tratamento (tais
como cirurgia, biopsia, coleta de sangue, etc) serfio encaminhados ¢ guardados no Biobanco
de Tumores do Maranhdio para as analises necessarias. E importante ressaltar que somente
serd guardado o material excedente, ou seja, aquele que sobrar dos procedimentos realizados
pela instituigio hospitalar responsével pelo seu diagndstico e¢/ou tratamento, nio sendo

necessdrio que vocé seja submetido a outro procedimento para coleta do material.

A pesquisa apresenta um desconforto minimo, pelo possivel constrangimento em
consentir parte de seu material biolégico para ser analisado, nfio havendo riscos adicionais,
pois- o Biobanco ficard responsavel apenas pelo armazenamento do material ja coletado.
Como direito seu destacamos a possibilidade de esclarecimento de suas duvidas de acordo
com seu questionamento. Vocé tem assegurado o direito a ressarcimento ou indenizagio no
caso de quaisquer danos eventualmente produzidos pela pesquisa. Nio havera remuneragio
ou ajuda de custo (ressarcimento) pela sua participagdo ¢ o Biobanco ndo intervira em seu
tratamento atual, contudo a pesquisa realizada por meio de sua concessio beneficiara de
forma significativa o crescimento cientifico da érea esiudada, contribuindo para o

desenvolvimento futuro de novos tratamentos.

A sua participago ¢ volunlaria, vocé podera recusar ou sair da pesquisa em qualquer

momento, bastando para isso, comunicar aos responsdveis pela investigagfio, sem prejuizo

Anexo A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido do Banco de Tumores
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algum para vocé. Caso vocé recuse ou decida retirar-se da pesquisa, o material sera

descartado conforme as normas da legislagdo sanitaria.

Todas as informagdes coletadas serdo estritamente confidenciais e utilizadas somente
para fins de estudo. Os seus dados serfio identificados em um codigo e, ndo, com o nome.
Apenas os membros da pesquisa terdo conhecimento dos dados, assegurando assim a sua
privacidade. Os resultados deste estudo podem ser publicados, mas sua identifica¢io ndo serd

revelada. Vocé tem o direito de conhecer os resultados obtidos com a utilizagdo de seu

material bioldgico, contatandoe a gerente do Biobanco pelo telefone abaixo.

Se vocé concordar, seu material podera ser utilizado para pesquisas futuras, caso
algum pesquisador com projeto de pesquisa aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital Universitario — UFMA queira ultilizar esse material. Pelo contrario, caso deseje, vocé
poderd optar pela necessidade de ser contatado a cada novo projeto de pesquisa que utilize o
material armazenado para permitir ou ndo a sua utilizagdo. No final desse documento vocé

podera escolher umas dessas op¢des.

Sempre que tiver dividas ou necessitar de esclarecimentos sobre a pesquisa, vocé
poderd contatar a Gerente do Biobanco de Tumores do Maranhfo, Profa. Luciane Maria
Oliveira Brito, pelo nimero (98) 2109-1000, ou sobre os aspectos éticos, contatar a
Coordenagiio do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitario, situado a Bardo de
Itapary, n°227, Centro ou pelo telefone (98) 2109-1242. Em caso de dentincias ou questdes

éticas relativas 4 pesquisa, o CEP também devera ser contatado.

Se concordar em participar, vocé devera assinar este termo de consentimento em duas
vias e rubricar em todas as paginas juntamente com o pesquisador responsdvel. Uma copia
fica com vocé e a outra com o Pesquisador.

Eu, . fui informado (a) dos

objetivos da presente pesquisa, de maneira clara e detalhada e esclareci minhas davidas. Sei
que me ¢ garantido o livre acesso a todas as informagdes e esclarecimentos adicionais sobre o
estudo e suas consequéncias, enfim, tudo o que eu queira saber antes, durante ¢ depois da
minha participagdo. Estou ciente que minha participagdo € isenta de despesas ou ganhos
financeiros e que isto ndo ird interferir no meu tratamento. Ficou claro que poderel retirar o
meu consentimento a qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou

prejuizo neste servigo.
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( )Caso necessdrio, as minhas amostras armazenadas no Biobanco de Tumores ¢ DNA do
Maranhdo podem ser utilizadas para pesquisas futuras aprovadas pelo Comité de Etica em

Pesquisa do Hospital Universitario/UFMA.

( ) Desejo ser contatado para autorizar a utilizagdo ou descarte das amostras cada vez que seja
necessério € se no futuro ndo tiver condi¢cdes de consentir na utilizagdo ou descarte de meu
material biolégico armazenado, solicito que a autorizagio seja fornecida por algum familiar
com contato prévio.

Nome do familiar:

Enderego:

Fone:

Sao Luis, de de20_ .

Assinatura do participante Pesquisador Responsavel

Dados da Instituicio Responsavel pelo Biobanco de Tumores ¢ DNA do Maranhdo: Hospital
Universitario da Universidade Federal do Maranhdo- HU/UFMA. Unidade Presidente Dutra.
Endere¢o: Rua Bardo de Itapary, n® 227, Centro - S3o Luis-MA. CEP: 65020-070. E-mail:
huufma@huufma.br. Fone: (98) 2109-1000.

Gerente do Biobanco de Tumores do Maranhdo: Profa. Dra. Luciane Maria Oliveira Brito
Endercgo: Rua Coelho Neto, n°311, Centro - So Luis - MA. CEP: 65020-560
Fone: (98) 2109-1273 / E-mail: btma@ufma.br

Enderego do CEP-HUUFMA: Rua Barfio de Itapary, n® 227, Centro - Sdo Luis-MA. CEP: 65020-
070, Comité de Etica em Pesquisa do HUUFMA, 4° andar, E-mail :  cep@huufma.br fone:
(98) 2109-1250

Endereco do CONEP- Conselho Nacional de Etica em Pesquisa- Conselho Nacional de Saude -

Esplanada dos Ministérios, Bloco “G” - Edificio Anexo, Ala “B” - 1° andar - Sala 103B - 70058-
900 - Brasilia, DF.
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Anexo B — Questionario Sociodemografico

Questionario Epidemiolégico de Carcinoma Peniano

" FICHA DE REGISTRO - - - -

Instituicio: ( }HUUFMA( )IMOAB( )HG

"CARCINOMAPENIANG
N° do Prontuario:

Nome do Paciente:

Data de Coleta: Y A S

Naturalidade: Data de Nascimento: / /
Residéncia: Telefone: { )
Enderego:

Estado Civil: ( }casado ( )solteiro{ )unido consensual( )vidvo( )solteiro( ) divorciado

' Renda Familiar Nivel de Educacgo:
12 pessoa: _ __ __ __ __ P ( )Analfabeto( )1°grau( )2°grau( )3°grau
28 pessoar ___ __ __ __ __ 5 { ) Completo ( ) Incompleto
32pessoar _ __ __ __ __ P e N° de comodos na casa:
a . .
4spessoar __ . P — Agua encanada na residéncia: { )sim ( }n&o
RendaTotal: __ _ _ __  __ P o— —
Tratamento de esgoto: { }sim{ )ndo
\BITO

L e e

Tabagismo: Etilismo: Higiene da regido genital:
( )sim. ( )sim. ( ) N3o realiza

Tempo de tabagismo: Frequ~éncEa/sem: () Agua e sabio

( )ndo ( )ndo

( ) Ex-Tabagista ( ) Ex-Etilista { ) Expde a glande:

H& quanto tempo parou: Ha quanto tempo parou: () parcial

{ ) Passivo Tipo:

Tipo: Doses/dia: ( )total

2 £ At

Atividade Sexual Atual: ( ) Sim ( ) Ndo | N° de parceiros durante a vida:

Parceiros Fixos: { )Sim( }N&o | Circuncisdo:( )sim{ }no Idade da circuncisdo:

Orientacdo Sexual: () Homossexual ( ) Heterossexual ( )Bissexual ( )Zoofilia

J4 teve relagdo homossexual: Penetragdo Anal: { }Sim( )} Nao
Frequéncia do uso de camisinha: | Usou camisinha na dltima relacdo vaginal: ( )Sim( )Né&o
{ )nunca Usou camisinha na tltima relagdo anal: ( }sim{ )N3o
L ( )asvezes Usa camisinha com a parceira fixa: ( )Sim( )N&o
{ )sempre R R ] : R -
Usa camisinha com parceiras extraconjugais: ( ) Sim ( ) Ndo

Lava-se apds as relagBes sexuais: () sim ( ) ndo Higiene da regido genital: ( )Sim( }Nao




gotar

AHTEE g ) l*&?’fa"‘%ﬁﬁ""‘*-:‘;.:- -.u-r:-ll_.
Verrugas genitais: { ) sim [ ) ndo Idade de aparecimenta:
HPV diagnosticado () ndo () sim, guando: Tratamento: ( ) ndo () sim, quando:

Parceira ¢/ HPV diagndst. [ ) ndo () sim, quando Tratamento: | ) ndo () sim, quando:

DST prévia: [ )ndo( )sim Idade de aparecimento:

Tipo de DST: | ) cancro mole { ) condiloma acuminade () gonorréia (esquentamento) () clamidia
[ )herpes( )linfogranuloma venéreo [ )sifilis ( ) outras
Tratamento da(s) DST'(s): [ Y ndo { )sim. Qual:

Balanite: ( )ndo( )sim Trauma no pénis anteriormente: [ Jndo( }sim
Quando: Quando:
Cincer prévio:  ( )n3o( )sim, Local:

Cancer na familia: { Jndo( ) sim, Lm:al Grau de parentesco:
HISTORIA DA DOENG s ipeaptn : jheiie

Data do aparecimento da IesEu inicial: Tipo de lesdo inicial:

Y A ) { ) perda de pigmentagdo ou manchas esbranquigadas

Local do aparecimento da lesdo inicial: ( )feridas e carogos no pénis
{ )elande [ )tumeorag3o no pénis efou virilha
{ ) prepicio { )inflamac@es de longo periodo com vermelhid3o e coceira
() haste do pénis [ )secrecBes e odor fétido
[ )basedopénis
Auto conduta prévia: [ ) ndo () sim, qual: Evolucdo: [ ) piora{ ) melhora ( ) inalterado
Tratamento prévio: | ) sim { ) ndo qual: Evolugdo: | ) piora { ) melhora | ) inalterada

Procura ao centro de sadde: Data do diagndstico: Tipo de atendimenteo:

Y Y { )pdblico ( ) privado

Estadiamento ao diagnostico: Grau histologico:

Tratamento: () Penectomia | ) Quimioterapia ( ) Radioterapia( ) Outros:

Data do inicio do tratamento: ___ /[ Depressdo: [ )sim( }ndo

Recidiva: ( ) N3o ( ) Local [ ) Regional { ) A distincia Data da recidiva: ___/___f__
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Anexo C - Parecer Consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa —
CEP

HOSPITAL UNIVERSITARIO DA
UNIVERSIDADE FEDERAL DO “§ 2gieeqforme
MARANHAO / HU - UFMA

]

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Expresséo de metaloproteinases & seus inibidores enddgenos em cincer de pénis:
estudos clinico-patoldgico e a relagSo com a infegdo pelo HPW

Pesquisador: Rui Miguel Gil da Costa Oliveira

Area Temética:

Versdo: 1

CAAE: 47385321.0.0000.5088

Instituigio Proponente: Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranh3o/HWUFMA

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER
Mumero do Parecer: 4.700.606

Apresentag3o do Projeto:

As informagbes elencadas nos campos "Apresentagio do Projeto”, "Objetive da Pesquisa” e "Avaliagio dos
Riscos e Beneficios® foram retiradas do arguive Informagdes Basicas da Pesquisa
F'B_INFDRMAQE!ES_EASIGAS_DG_FROJETO_1BQDD?B.pdf 26/05/2021 07:26:1D

Dentre as mais diversas patologias que afligem a populagio humana, o céncer ganha destague pelo seu
mecanismo fisiopatologico complexo, no qual diversas vias de sinalizagio estio envolvidas e para as quais
temos direcionado nossa atuagio em pesquisas buscando caminhos para diminuir a elevada incidéncia e as
altas taxas de mortalidade associadas aos mais diversos tipes de tumores ja identificados. Entre os varios
tipos de cincer que temos catalogados, o cancer peniano faz parte dos tumores gque acometem o sexo
masculino. Constituindo uma doenga rara, com estimativa de 22 mil casos por ano a nivel mundial
(ALEMANY et al., 2018). Apresenta maior incidéncia em paises subdesenvolvidos, cnde o cancer peniano
pode ser responsavel por até 10% dos cdnceres enfre homens em algumas partes da Africa, América do Sul
e Asia (ALEMANY etal., 2018). Este fato parece estar associado aos fatores eficlogicos de desenvolvimento
deste cancer que envolvem aspectos socioecondmicos:dentre eles a falta de higiene e comportamento
sexual de riseo (COELHO et al., 2018). No Brasil, a condigio pode ser responsavel por 2,1% de todas as
neoplasias nos homens e afeta principalmente os habitantes das regides Nore e Nordeste (COELHO et al.,
2018). Messe cenario o Maranho se destaca como estado de maior incidéncia

Endersgo.  Rua Bardo e kapary n® 227

Balimo: CENTRO CEP: 65.02HIT0
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Abstract

Background/Aim: Human papillomavirus (HPV) infections are associated with cervical
cancer and other ano-genital cancers. Despite progresses in HPV vaccination and
screening, these cancers still show high incidence and mortality, requiring improved
prognostic markers and tailored therapies. This review addresses the role of MMPs in
HPV-induced cancers and the modulation of MMP expression by HPV oncoproteins.
Materials and Methods: Scientific literature indexed in PubMed and Science Direct
about Human papillomavirus modulates matrix metalloproteinases was retrieved and
critically analyzed, to obtain an overview of expression patterns and their implications for
carcinogenesis and patient prognosis.

Results: Matrix metalloproteinases (MMPs) such as MMP1, MMP9 and MMP13 have
been associated with patient prognosis in HPV-induced cancers and play a major role in
the degradation of the extracellular matrix, tumour invasion and metastasis. The HPV E2
and E7 oncoproteins regulate MMP expression via AKT, MEK/ERK and AP-1 signalling
among other mechanisms.

Conclusion: Increased expression of MMPs is associated with cancer progression and
poor prognosis in multiple HPV-induced cancers, suggesting their potential use as
prognostic markers. The identification of specific signaling pathways that mediate MMP

regulation by HPV is essential for developing efficient new cancer therapies.

Keywords: HPV, virus, oncoprotein, MMP, extracellular matrix, TIMP, ADAM.
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Introduction

Human papillomavirus (HPV) includes more than 170 different types, some of
which, known as high-risk HPV (most commonly HPV16 and HPV18), are associated
with several types of cancer (1-3). Low-risk types are mainly involved in the pathogenesis
of benign lesions (e.g. warts) of the skin and mucosae (4,5). HPV infection is common in
sexually active people, is present in virtually all cases of uterine cervical carcinoma (CC)
and, despite progress in HPV screening and vaccination, CC remains the third most
common malignancy in women worldwide (6). High-risk HPV types are also associated
with other ano-genital cancers (e.g. anal, penile, vulvar, vaginal cancers) and a growing
subset of head-and-neck cancers (1). Due to this direct association between HPV and
cancer, it is essential to clarify the mechanisms whereby HPV drives cellular
transformation and invasion, in order to develop new prognostic and therapeutic
biomarkers and therapeutic targets. Among these factors, matrix metalloproteinases
(MMPs) play a critical role, especially with regard to the remodeling of the tumor
microenvironment (TME), cell invasion and the development of metastatic disease. In
fact, MMPs mediate multiple critical biological processes involved in the hallmarks of
cancer, such as cell migration, differentiation, proliferation, apoptosis, inflammatory
reactions, angiogenesis and platelet aggregation (7). Over the years, overexpression
and/or high enzymatic activity of several MMPs has been correlated with increased
aggressiveness of multiple malignancies, supporting the potential of MMPs as prognostic
markers in cancer patients (8,9). Although direct therapeutic targeting of MMPs in cancer
remains an unmet challenge, accumulating evidence suggests that the expression and
activation of MMPs may be controlled using drugs that target upstream regulatory
pathways. Now, in order to validate their potential as therapeutic targets and as
biomarkers, it is essential to understand the cellular and extracellular regulatory
mechanisms that control MMP expression and activation. More specifically, in the case
of HPV-related malignancies, it is necessary to clarify how viral oncogenes and their
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oncoprotein products contribute to up-regulate and activate MMPs, driving cancer
progression. The present review aims to fill this knowledge gap by bringing together
recent discoveries concerning the mechanisms through which HPV oncoproteins
modulate MMP expression and activation, and identifying promising applications of
MMPs as relevant cancer biomarkers or therapeutic targets.

For the present review article, a bibliographic search on Pubmed and Science
Direct took place, searching for the following key words: human papillomaviruses, matrix
metalloproteinases, cancer and MMP. Original articles posterior to 2010 were considered
for analysis, while older works were only included if describing fundamental findings
concerning HPV or MMPs. After the initial screening, the selected studies were read and

texts were excluded if they did not meet the review proposal.

Matrix metalloproteinases

Matrix metalloproteinases are a family of zinc and calcium-dependent proteolytic
enzymes that comprises metzincins, reprolysins, astacins, semalisins, meprines and
adamalisins (7,10-12). Most often, MMPs have been studied in the context of cancer due
to their ability to disrupt molecules of the extracellular matrix including the basement
membranes of epithelia (10). Additionally, MMPs are involved in the cleavage, activation
and release of chemokines, cytokines, growth factors, adhesion molecules and
cytoskeletal proteins and these functions allow them to participate in physiological
processes such as inflammation, embryogenesis, wound healing, angiogenesis and
tissue remodeling (13). MMPs can be classified according to their substrates as well as
the organization of its structural domains into collagenases, gelatinases, stromelysins,
matrilysins, membrane type (MT)-MMPs and other MMPs (11,12). Twenty-eight MMPs
have been identified in vertebrates, of which 24 are present in humans. These include
two equivalent forms of MMP-23 (MMP-23A and MMP-23B) encoded by 2 distinct genes

on chromosome 1 (8). MMPs are numbered sequentially from MMP-1 to MMP-28
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(12,14,15) and contain different domains whose molecular structures have been
previously described (16,17). These are basically formed by: 1- a signal peptide that
directs MMPs to secretory pathways except for membrane-type MMPs (MT-MMPs) (18),
2- an N-terminal propeptide (19), 3- a catalytic site that includes a zinc atom (20), 4- a
hinge domain or ligand rich in proline residues (21) and 5- a region similar to C-terminal
hemopexin that confers specificity of substrate or ligand (22), location and regulation of
the enzymatic activity of MMPs as previously reviewed by (12). MMP regulation occurs
in a tightly controlled manner to avoid tissue damage. Uncontrolled MMP proteolytic
activity over the extracellular matrix (ECM) disrupts tissue homeostasis and is a
prominent feature of a wide range of pathologies including rheumatoid arthritis,
gastrointestinal ulcers, neuroinflammatory diseases, pulmonary emphysema and cancer

(23).

Regulation of MMP expression and activity

The regulation of MMPs is controlled at several levels, including gene expression
and translation, protein compartmentalization, proenzyme activation and enzyme
inhibition. The regulation of gene expression is influenced by chemical agents, physical
stress, oncogene products and growth factors, cytokines and cell-cell or cell-ECM
interactions. Glucocorticoid hormones, retinoic acid and transforming growth factor-£31
(TGFB1) also interfere in the expression of some MMPs (24). Regarding the regulation
of gene expression, Yan and Boyd (2007) classified MMP-coding genes into three
groups: the first group includes genes whose promoters have activating protein-1 (AP-1)
binding sites and a TATA box, and comprise MMP-1, MMP-3, MMP-7, MMP-9, MMP-10,
MMP-12, MMP-13, MMP-19 and MMP-26 (25). Regulation of these promoters often
involves the polyoma protein-3 enhancer (PEA-3), as well as cytokines and growth
factors (26,27). The second group includes gene promoter regions containing only a
TATA box and includes MMP-8, MMP-11 and MMP-21. Its gene expression regulation is
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more flexible when compared to group 1 as previously reviewed (28). The third group
displays multiple GC islands that bind to protein-1 (Spl) and Sp3 transcription factors
and include MMP-2, MMP-14 and MMP-28. Gene promoters in this group lack a TATA
box (8). MicroRNAs (miRNAs) are a class of small non-coding RNAs that regulate gene
expression post-transcriptionally (e.g. by binding to mRNAs and targeting them for
degradation) and are critically involved in physiological and pathological processes such
as cancer (29-32). The altered regulation of miRNAs is able to interfere with MMP
expression, including in the context of cancer. An example was provided by Li et al.(2015)
who observed that a decrease in miR-129 levels led to increased expression of MMP-9
in lung cancer tissues, promoting a more aggressive form of the disease (33). Wang et
al.(2015) also reported that decreased miR-29b expression correlated with increased
MMP-2 levels in lung cancer tissues and with presence of lymph node metastasis (34).
Conversely, Xu et al. (2015) observed that the expression of microRNA-20a upregulated
MMP-2 and MMP-9 by inhibiting the expression of the tissue inhibitor of
metalloproteinase-2 (TIMP-2) protein, thereby promoting epithelial to mesenchymal
transition in colorectal cancer (35). Cell compartmentalization is another way of
regulating MMPs, through which they are confined to specific cell compartments where
they participate in the metabolism of a wide variety of intracellular components. MMP
location is directly linked to signal peptide sequences that may, for example, prevent their
translocation through the endoplasmic reticulum (36,37). The proenzymes in MMPs are
inactive (except for MMP-23) because their pro-peptide domain has about eighty amino
acids that, when forming a structure with a 40 A sphere, prevent a substrate from binding
(38), its activation occurs through the conformational change of the pro-peptide (11).
Research carried out by Loffek et al. (2011), Kim and Joh, (2012) and Tallant et al. (2010)
disclosed how MMPs are activated when their pro-peptide is autocatalytically removed,
obtaining complete enzymatic activity (11,24,38). Active MMPs must be tightly regulated,

because their unchecked enzymatic activity may interfere with tissue homeostasis. The
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enzymatic activity of MMPs is controlled by two groups of endogenous inhibitors, a2-
macrogobulin (a2M) and tissue inhibitors of metalloproteinase (TIMPs) (39). While a2M
is the main protease inhibitor in body fluids, TIMPs are specific regulators of MMPs
enzyme activity in tissues (40). TIMPs are able to regulate cell proliferation, apoptosis,
angiogenesis, tumorigenesis and metastasis. The promotion or inhibition of these
processes is highly context-dependent, varying with cell type, the TIMP molecule and its
concentration. Interestingly, TIMPs have a variety of biological roles that appear to be
independent from their enzyme inhibitory role, which fall outside of the scope of the

present review (41).

MMPs in cancer

Recently, Gonzalez-Avila et al. (2019) drew clear associations between increased
levels of one or more MMPs in body fluids, tissue samples and cancer progression (8).
In fact, MMPs are involved in the acquisition of hallmarks of cancer such as inducing
angiogenesis and activating invasion and metastasis, but also with tumor-promoting
inflammation, a tumour-enabling characteristic (7,42). In multiple types of cancer, MMPs
promote those cell and tissue processes through specific signaling pathways, which are
summarized in Table 1. Of note, some MMPs promote multiple hallmarks of cancer or
show multiple different functions in common types of cancer, including epithelial
malignancies like breast and prostate cancers and melanoma.

Table 1. MMPs are associated with hallmarks of cancer in multiple types of cancer.

Signaling Cancer
Tumor Type MMPs References
Route hallmarks
MMP-2 Akt,
Breast Invasion and Bharti et al.
and STAT3 e
cancer angiogenesis (2018) (43)

MMP-9 MAPK
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Chao et al.
Lung cancer and MAPK Angiogenesis
(2019) (44)
MMP-9
Pancreatic Haang et al.
MMP-1 AKT Migration
cancer (2018) (45)
MMP-2
Ovary p38 e Lu et al.
and Invasion
cancer MAPK (2017) (46)
MMP-9
MMP- mTOR, Migration Shan et al.
Nasopharynx
13 RAFT and invasion (2018) (47)
MMP-2
Gastric Wang et al.
and MAPK Metastasis
cancer (2019) (48)
MMP-9
Prostate Xie et al.
MMP-7 PTEN/TP53 Invasion
cancer (2016) (49)
MMP-2 Proliferation,
Breast Sun et al.
and PI3K/AKT invasion and
cancer (2019) (50)
MMP-9 metastasis
MMP-2 Proliferation,
Yao et al.
Melanoma and PI3K/AKT migration
(2019) (25)
MMP-9 and invasion
Ovarian Migration Long et al.
MMP-9 NF-kB
cancer and invasion (2012) (51)

MMP-2

MMP expression in HPV-induced cancers
The HPV genome includes a number of "early” genes, that are expressed soon

after viral infection and are able to modify key cellular functions and 2 "late" genes that
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encode capsid proteins. Among the protein products of early HPV genes are the E5, E6
and E7 oncoproteins, which are critical for cell transformation, as previously reviewed by
our group and others, (52,53). The HPV oncoproteins are able to modulate the
expression and activation of MMPs, which play critical roles in HPV-induced
carcinogenesis, as detailed in the next two sections. HPV-induced cancers arise through
a complex sequence of steps from precursor intraepithelial lesions (e.g. cervical
intraepithelial neoplasms, CINs and penile intraepithelial neoplasms, PeIN). The
development of invasive cancers from intraepithelial lesions is strongly dependent on the
altered expression and distribution of MMPs (54). Sheu et al. (2003) and Nasr et al.
(2005) observed high expression of MMP-2 in high-grade cervical lesions but not in
normal cervix or in low-grade lesions, suggesting MMP2 may be useful a biomarker for
cervical cancer and advanced pre-malignant lesions (55,56). According to Lu et al. (2011)
and Kessenbrock et al. (2010), MMPs play a central role in the breakdown of the
basement membrane and tumour cell invasion, as well as in neoangiogenesis and
metastasis (57,58). These observations are in line with findings from other common
malignancies, as discussed in previous sections. In line with those observations,
Herbster et al. (2018) reported that the expression of MMP-2 and its tissue inhibitor
regulating type 2 metalloproteinases (TIMP-2) are fundamental in the invasive behavior
of cervical tumors and their metastatic potential (59). Branca et al. (2006) showed that
MMP-2 expression levels were directly correlated with the degree of CIN (CIN1, 2 and
3), and were further increased in invasive cancer (60). However there was no change in
the expression of TIMP-2 when compared to normal tissues, suggesting a progressive
imbalance between MMP-2 and TIMP-2 levels likely to promote ECM degradation. The
expression of MMP-9 has also been described in cervical squamous cell carcinoma and
in CIN 2-3 samples (61). The authors observed that MMP-9 expression was elevated
when compared with normal samples. Zhou et al. (2002) analyzed the presence of MMP-

2, MMP-9, TIMP-1 and TIMP-2 in normal cervix, CIN and cervical cancer samples using
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immunohistochemistry and observed the overexpression of these ECM components that
can play a fundamental role in the invasion of lymph nodes associated with cervical
cancer and metastasis (62). The authors suggested that MMP-9 can be used as an early
marker for the progression of cervical lesions towards invasive cancers. The potential
use of MMPs as prognostic markers is highlighted by works showing that MMPs can be
detected immunohistochemically in cervical smears and their expression correlates with
lesion severity (63). Valdivia et al. (2011), also using cervical scrapes, found expression
of MMP-11 and MMP-12 in low and high-grade squamous cervical lesions and cervical
carcinomas, also noting that both markers were associated with the presence of HPV
(64). These results suggest that increased expression of MMPs is an early event during
the development of pre-neoplastic cervical lesions. Importantly, MMP expression can be
assessed in cervical smears routinely used for screening which may facilitate its use as
prognostic markers. Zhu et al. (2015) demonstrate that high-risk HPV-16 E6 and E7
oncoproteins promoted the expression of MMP-2 and 9 contributing to the migration of
cervical cells (65). Kuasne et al. (2017) found that MMP-1 expression is a predictive
marker for metastasis in lymph nodes in penile cancer via the PPARG, VEGF and EGFR
pathways (66). In line with these findings, the receptor tyrosine kinase (RTK) inhibitor
imatinib was able to reduce the expression of MMP2 and MMP14 in a cervical cancer
cell line in vitro, suggesting MMP upregulation in this context may be, at least, partly,
mediated by RTKs (67). On the other hand, a similar effect was observed on two HPV-
negative cell lines representing head and neck squamous cell carcinomas in the same
study, suggesting that such regulatory mechanisms are not specific for HPV-related
cancers but may be present in SCCs at large.

Other genitourinary malignancies associated with HPV include vulvar and penile
cancers (1,68). In penile cancer, overexpression of MMP2 and MMP9 was associated
with an invasive growth pattern (69). Importantly, the same team reported that elevated

MMP9 immunoexpression in tumour tissues was an independent risk factor for disease
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recurrence, highlighting its potential as a prognostic marker (70). However, the authors
did not stratify penile lesions according to their HPV status (i.e., HPV-positive and HPV-
negative cases), so it remains to be determined whether the overexpression of MMPs
and their prognostic significance are related to HPV status or include all penile cancers.
Recently, Huang et al. (2020) reported that MMPs 7, 9, 10, 12 and 13 are overexpressed
in human penile cancer independently of their HPV status and in a mouse model of penile
cancer driven by gene mutations commonly found in HPV-positive and HPV-negative
patients, suggesting that those MMPs may be involved in the pathogenesis of this
malignancy in both subgroups. Vulvar squamous cell carcinoma is another ano-genital
malignancy associated with HPV (71). As observed for cervical cancer, MMP2, MMP9
MMP12 and MMP13 were increased in intraepithelial and invasive vulvar lesions
compared with normal tissues (72—75). In this type of cancer, up-regulation o MMP2 and
MMP9 in vivo was found to be dependent on signaling via the Ras homologue gene
family member A (76). Lovastatin downregulated RhoA, MMP2 and MMP9 expression,
suggesting a potential therapeutic application against vulvar cancer.

There is a growing subset oh head and neck squamous cell carcinomas
associated with HPV, particularly the high-risk type HPV16, which specifically targets
oropharyngeal locations such as the tonsils and the tongue base (1,77). Lee and Kim
(2013) detected high MMP2 immunoexpression in head and neck papillomas and SCC
associated with HPV16 and HPV18, suggesting that MMP2 deregulation is an early event
in head and neck viral carcinogenesis (78). Umbreit et al. (2014) described the
expression of MMP2 and MMP14 in both HPV+ and HPV- HNSCC cell lines in vitro,
suggesting that MMP deregulation is not specific for HPV+ HNSCC (79). Gupta et al.
(2015) compared the expression of MMP9 in HPV+ and HPV- tongue cancer and found
no significant differences (80). Indeed, Hauff et al. (2014), using data from The Cancer
Genome Atlas (TCGA) showed that MMPs 2 and 9 were expressed in HPV+ and HPV-

lesions. However, the authors also showed that MMP overexpression correlated with
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poor 5-years survival in HPV+ patients only, suggesting the roles played by these
proteins are different in HPV+ and HPV- lesions (81). Interestingly, the same team
reported the use of MMPs and a fluorescent MMP-cleavable peptide to detect
xenografted tumours in mice using fluorescence imaging, and this approach may be
useful in the context of HNSCC intraoperative margin assessment. More recently, Vento
et al. (2017) also reported that MMP7 overexpression in HPV+ but not HPV- HNSCC was
associated with increased rates of distant disease recurrence and reduced 5-years
survival (82). Interestingly, the serum levels of TIMP-1 were associated with overall
survival and disease-free survival of HPV+ but not HPV- HNSCC patients (83).
Importantly, targeted therapies against histone deacetylase 6 and bromodoain-
conatining protein 4 effectively suppressed HNSCC metastases in pre-clinical models,
by downregulating MMP-2 and MMP-9 (84). A wider DNA demethylation approach using
5-azacytidine obtained comparable results (85). All these observations concur to indicate
that MMPs are regulated through specific mechanisms in HPV-induced cancers and
contribute uniquely for cancer aggressiveness. Furthermore, MMPs and possibly also
TIMPs may be useful prognostic biomarkers in HPV-induced cancers. New therapies
exert their effects via MMP inhibition, although direct targeting of specific MMPs in the
clinical oncology setting still remains an unmet challenge. In order to develop this
prognostic and therapeutic potential of MMPs, it is essential to understand how HPV

regulates their expression in neoplastic lesions.

MMP regulation by HPV oncoproteins

In general, neoplastic cells overexpress MMPs in response to the activation of
oncogenes, inactivation of onco-suppressor proteins (such as p53 and pRb in HPV-
related cancers), stimulation by growth factors or pro-inflammatory substances, the
accumulation of reactive oxygen species and tumour-associated hypoxia (86—90). In the

case of HPV-induced malignancies, HPV oncoproteins, most prominently E6 and E7,
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play an important role in deregulating MMP expression and activation. As discussed in
the previous section, HPV16 is associated with increased expression of specific MMPs
(MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-9, MMP-10, MMP-11, MMP-12, MMP-13, MMP-
14 (MT1-MMP) and MMP-15) during the progression of cervical cancer when compared
to normal tissues (91-94). Conversely, Da Silva Cardeal et al. (2012) showed that the
HPV16 E7 oncoprotein is associated with a decreased expression and reduced activation
of the MMP inhibitor TIMP-2 in primary keratinocytes (92). Early research by Smola-Hess
et al. (2005) showed that keratinocytes that express the E7 gene of high-risk cutaneous
and mucous HPV types exhibit MT1-MMP upregulation (95). Later on, Kaewprag et al.
(2013) analyzed the ability of HPV16 and HPV18 oncoproteins to regulate the expression
of MMP-1, MMP-2, MMP-7, MMP-9, MMP-10, MMP-11 and MMP-14 (MT1-MMP) using
C33A cells (93). The authors observed an upregulation of the MMP-2 and MT1-MMP
genes when cells expressed the HPV16 E6 and E7 oncoproteins and E6 and E7 silencing
led to MMP-2 and MT1-MMP downregulation. The expression of genes encoding MMPs
is largely controlled by transcription factors such as the Activating Protein-1 (AP-1),
Specificity Protein-1 (Sp-1) and the nuclear kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells (NF-kB), depending on cell types and their microenvironment (11,96-98). So,
multiple teams directed their efforts towards understanding how the HPV oncoproteins
are able to modulate those transcription factors, thereby modifying MMP expression. AKT
is able to activate AP-1, Sp-1 and NF-Kb (99-101). Importantly, Basukala et al. (2019)
observed that the activation of the AKT pathway in HPV18+ cells is directly involved in
the increase of MMP expression. Interestingly, the HPV18 oncoprotein E7 was found to
play a fundamental role in driving AKT signaling through its CKII phospho acceptor site
(102). In fact, targeted mutation of the E7 CKIl phospho acceptor site specifically reduced
the expression of MMP1 and MMP13, but not MMP8 in mutant cells. Taken together,
these findings suggest that AKT signaling induced by the E7 oncoprotein (Figure 1) is a

major factor involved in the control of MMP expression. Furthermore, Muhlen et al. (2009)
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found that the activation of MMP-9 expression is associated with the intracellular
localization of the HPV-16 oncoprotein E2 (103). The authors suggested a nuclear
protein-protein interaction (e.g. via ERK1/2-AP-1 signaling) or an E2 protein-DNA
interaction as the possible underlying activation mechanisms (Figure 1). The same was
observed in non-melanoma skin cancer (cutaneous squamous cell carcinoma, NMSC)
by Akgul et al. (2011) (104). Beta HPVs like HPV8 have been proposed to play a role in
some NMSCs, cooperating with ultraviolet radiation to transform epidermal keratinocytes.
Employing gel displacement analysis, Akgul et al. (2011) showed that the HPV8 E2
activates MMP9 expression and that this activation occurs through the binding of HPV8
E2 to a DNA sequence element containing a consensus E2 binding site within the MMP9
promoter, further supporting the discovery that E2 functions as an activator of MMP9

expression occurring via the MAPK/ERK/AP1 pathway (104).
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Figure 1. The E2 and E7 oncoproteins of HPV modulate metalloproteinase expression
via direct protein-DNA interactions, as well as via AKT, MEK/ERK and AP-1 (through

subunits c-jun and c-fos) signalling.

Interestingly, the HPV oncoproteins are also able to activate NF-kB signaling in
multiple ways, as previously reviewed (105), which may contribute for increased MMP
expression. HPV16 E6 is able to activate NF-kB by downregulating two of its inhibitors,
the cylindromatosis (CYLD) protein (106) and the nuclear transcription facto X-box
binding 1 (NFX1) (107). The HPV16 E5 oncoprotein was also suggested to upregulate
cyclooxigenase-2 (COX-2) expression via NF-kB and, to a lesser extent, AP-1 (108). The
E2 protein of multiple HPV genera was also suggested to enhance the effects of tumour

necrosis factor alpha on NF-kB activation (109).

Conclusions

This research addressed the increased expression of cancer-induced MMPs and
their overexpression in HPV, demonstrating that in certain signaling pathways MMPs can
be increased due to their interaction with growth factors, inhibitory proteins and the EMT
process, pathway silencing or of oncogenes. Verifying that the expression of MMPs is
positively regulated in tumor tissues in primary cancer. It may be responsible for
proliferation, migration, invasion and metastasis. In its expression significantly increased

a worse prognosis when talking about cancer.
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