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RESUMO 
 
Murta CB. Correlação da expressão de microRNAs através da varredura por microarray 
e de seus alvos preditos com a carcinogênese e o prognóstico do carcinoma espinocelular 
peniano [tese]. São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2021. 
 
INTRODUÇÃO E OBJETIVOS: O câncer de pênis (CaPe) é uma doença rara com alta 
morbidade e mortalidade. A carcinogênese não é totalmente compreendida e, embora 
alguns biomarcadores relacionados a prognóstico tenham sido descritos, até o momento 
nenhum foi adotado na prática clínica. Nosso objetivo foi identificar, através de varredura 
por microarray, os miRNAs diferencialmente expressos (DEmiR) entre tecido tumoral 
(TT) versus não neoplásico (TNN) e pacientes com doença metastática versus localizada, 
bem como identificar os genes diferencialmente expressos (DEG) entre estes grupos e 
realizar análise integrativa miRNA-mRNA propondo assim elucidar a via de 
tumorigênese e a descoberta de novos biomarcadores para o CaPe. MÉTODOS: Foram 
coletadas prospectivamente amostras frescas de TT e TNN adjacente de 24 pacientes com 
carcinoma espinocelular (CEC) de pênis operados em nossa instituição entre julho de 
2015 a janeiro de 2018. Inicialmente, foram selecionados 5 pacientes com doença 
localizada e 6 com doença metastática linfonodal para realização do microarray. O RNA 
foi purificado e a análise de varredura com o microarray utilizou o miRNA 4.0 Genechip 
(Affymetrix). Foram identificados os DEmiRs entre TT e TNN utilizando-se o programa 
TAC (Affymetrix) com fold change (FC)>2,0, p<0,01 e false discovery rate (FDR)<0,05. 
Foram também identificados os DEmiRs entre os grupos de doença metastática versus 
localizada com FC>1,5 e p<0,05. As expressões dos DEmiRs selecionados para validação 
independente (N=13) e em amostra expandida (N=24) nos grupos foram avaliadas através 
de qRT-PCR. Oitenta e três genes foram escolhidos para as comparações entre os grupos, 
baseados em suas relações com miRNAs encontrados no microarray pelo miRTarBase 
8.0, descrição em CaPe e envolvidos em carcinogênese. A expressão dos genes escolhidos 
foi avaliada através da plataforma nanofluídica por qRT-PCR e comparadas entre os 
grupos de TT com TNN e com doença metastática e localizada. Foram correlacionados a 
expressão dos DEmiRs e os DEGs com os fatores clássicos de prognóstico no CaPe e a 
sobrevida câncer específica e global. Avaliação in silico foi realizada comparando-se os 
DEmiRs da comparação TT vs TNN com banco de dados ArrayExpress (E-MTAB-3087) 
previamente publicados em CaPe, bem como os DEGs no banco de dados Gene 
Expression Omnibus. RESULTADOS: A idade média dos 24 pacientes foi de 61,8 anos. 
O seguimento mediano foi de 39,8 meses. O tratamento local foi a penectomia parcial em 
17 (70,8%) casos, o restante foi submetido à penectomia total. O estadiamento patológico 
foi pT1, pT2, pT3 em 4 (16,6%), 13 (54,2%) e 7 (29,2%) casos, respectivamente. 
Dezesseis (66,7%) pacientes foram submetidos a linfadenectomia inguinal. Destes, 11 
(68,7%) tinham doença metastática pN+. Na análise de varredura por microarray entre 
TT versus TNN, encontramos 69 DEmiRs (41 sub e 28 superexpressos), dos quais 9 
foram selecionados para validação baseado em maior FC, presença na lista dos tumores 
metastáticos versus localizados, publicação prévia em CaPe e CEC (miR-145-5p, miR-
432-5p, miR-487b-3p, miR-30a-5p, miR-149-5p, miR-200a-5p, miR-224-5p, miR-31-3p, 
miR-31-5p). Na validação independente somente o miR-149-5p não confirmou resultado 
do microarray. Cinco DEmiRs foram validados in silico no banco de dados E-MTAB-
3087 (miR-30a-5p, miR-432-5p, miR-487b-3p, miR-145-5p e miR-31-5p). Na 
comparação entre tumor metastático versus localizado, 21 DEmiRs (5 sub e 16 



 

superexpressos) foram identificados. Foram selecionados 7 deste grupo para validação de 
acordo com maior FC e relevância biológica (miR-181c-5p, 744-5p, 196b-5p, 200a-5p, 
152-3p, 421, 149-5p). Na validação independente através de qRT-PCR nenhum manteve 
significância estatística, entretanto na amostra expandida com todos os 24 casos, houve 
confirmação dos miR-744-5p (p=0,003) e miR-421 (p=0,005). Nas correlações entre 
DEmiRs e o prognóstico, observamos que a menor expressão do miR-31-3p estava 
correlacionado ao grupo de maior estádio T (p=0,043) e que a maior expressão do miR-
421 reduzia a sobrevida global (p=0,038). Avaliamos a expressão de 83 genes por qRT-
PCR e encontramos 37 DEGs entre TT e TNN. Seis deles com boa acurácia para 
distinguir os grupos com AUC>0,78 (IL1A, MCM2, MMP1, MMP12, SFN e VEGFA). 
Na análise integrativa, encontramos 8 pares de miRNA-mRNA que mudaram 
significativamente sua relação, sendo a maior alteração observada para o par miR-432-
5p-TP53. Entre os DEGs da comparação entre os pacientes metastáticos e localizados 
encontramos 7 DEGs (CCND1, EGFR, ENTPD5, HOXA10, IGF1R, MYC, SNAI2), todos 
com boa acurácia (AUC>0,74) na distinção entre os grupos. Observamos correlações 
significativas entre maior expressão do MMP1 com tamanho tumoral (p=0,042), grau 
(p=0,045), estádio T patológico (p=0,018) e invasão perineural (p=0,007). O gene MMP1 
é regulado pelo miR-145-5p que está subexpresso na amostra tumoral. Observamos 
também correlação entre maior expressão do CCND1 (p=0,006) e EGFR (p=0,001) com 
grau tumoral; e menor expressão de MMP9 com invasão microvascular (p=0,044). Nas 
curvas de sobrevida, a maior expressão dos genes CCND1, EGFR, GADD45A, MYC, 
SNAI2 e SRC e menor dos CDH1, CDKN1A, KLF4 e TP63 estavam associados a 
mortalidade por CaPe. A maior expressão dos genes FGF2, GADD45A, IL6, MYC, NES 
e NRP1 e a subexpressão do CDH1 foram correlacionadas a menor sobrevida global. 
CONCLUSÕES: Descrevemos uma assinatura molecular relacionada à carcinogênese do 
pênis baseada nas expressões dos miR-432-5p, miR-478b-3p, miR-145-5p, miR-30a-5p, 
miR-200a-5p, miR-224-5p, miR-31-3p e miR-31-5p e dos genes IL1A, MCM2, MMP1, 
MMP12, SFN e VEGFA. Identificamos um painel de potenciais biomarcadores de 
prognóstico no CaPe baseada na expressão dos miR-421, miR-744-5p, miR31-3p e dos 
genes CCND1, CDH1, CDKN1A, EGFR, ENTPD5, FGF2, GADD45A, HOXA10, IGF1R, 
KLF4, MMP1, MYC, NES, NRP1, SNAI2, SRC e TP63. 
 

DESCRITORES: Neoplasias penianas; microRNAs; Carcinogênese; Prognóstico; 
Biomarcadores. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT 
 
Murta CB. Correlation of microRNA expression through microarray and their predicted 
targets with carcinogenesis and prognosis of penile squamous cell carcinoma [thesis]. 
Sao Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo”; 2021. 
 
INTRODUCTION AND OBJECTIVES: Penile cancer (PeCa) is a rare disease with high 
morbidity and mortality. Its carcinogenesis is not fully understood and, although some 
prognostic-related biomarkers have been described, none have been adopted in clinical 
practice to date. Our objective was to identify, through microarray scanning, the 
differentially expressed miRNAs (DEmiR) between tumor tissue (TT) versus non-
neoplastic tissue (NNT) and patients with metastatic versus localized disease, as well as 
to identify the differentially expressed genes (DEG) between these groups and perform 
integrative miRNA-mRNA analysis thus proposing to elucidate the tumorigenesis 
pathway and the discovery of new biomarkers for PeCa. METHODS: Fresh samples of 
TT and adjacent NNT were prospectively collected from 24 patients with squamous cell 
carcinoma (SCC) of the penis operated on at our institution between July 2015 and 
January 2018. Initially, 5 patients with localized disease and 6 with metastatic disease 
were selected for microarray performance. The RNA was purified and microarray 
scanning analysis used the miRNA 4.0 Genechip (Affymetrix). The DEmiRs between TT 
and NNT were identified using the TAC program (Affymetrix) with fold change 
(FC)>2.0, p<0.01 and false discovery rate (FDR)< 0.05. DEmiRs were also identified 
between the groups of metastatic versus localized disease with FC>1.5 and p<0.05. The 
expressions of DEmiRs selected for independent validation (N=13) and in an expanded 
sample (N=24) groups were evaluated using qRT-PCR. Eighty-three genes were chosen 
for comparisons between groups, based on their relationships with miRNAs found in the 
microarray by miRTarBase 8.0, described in PeCa and involved in carcinogenesis. The 
expression of the chosen genes was evaluated using the nanofluidic platform by qRT-
PCR and compared between groups of TT with NNT and with metastatic and localized 
disease. The expression of DEmiRs and DEGs were correlated with classical prognostic 
factors in PeCa and cancer-specific and overall survival. In silico evaluation was 
performed by comparing the DEmiRs of the TT vs NNT comparison with the 
ArrayExpress database (E-MTAB-3087) previously published in CaPe, as well as the 
DEGs in the Gene Expression Omnibus database. RESULTS: The average age of the 24 
patients was 61.8 years. The median follow-up was 39.8 months. Local treatment was 
partial penectomy in 17 (70.8%) cases, the remainder underwent total penectomy. The 
pathological staging was pT1, pT2, pT3 in 4 (16.6%), 13 (54.2%) and 7 (29.2%) cases, 
respectively. Sixteen (66.7%) patients underwent inguinal lymphadenectomy. Of these, 
11 (68.7%) had pN+ metastatic disease. In microarray scanning analysis between TT 
versus NNT, we found 69 DEmiRs (41 under and 28 overexpressed), of which 9 were 
selected for validation based on higher FC, presence in the list of metastatic versus 
localized tumors, previous publication in PeCa and SCC (miR-145-5p, miR-432-5p, miR-
487b-3p, miR-30a-5p, miR-149-5p, miR-200a-5p, miR-224-5p, miR-31-3p, miR- 31-
5p). In the independent validation, only miR-149-5p did not confirm the microarray 
result. Five DEmiRs were validated in silico in the E-MTAB-3087 database (miR-30a-
5p, miR-432-5p, miR-487b-3p, miR-145-5p and miR-31-5p). In the comparison between 
metastatic versus localized tumor, 21 DEmiRs (5 under and 16 overexpressed) were 
identified. Seven from this group were selected for validation according to higher FC and 



 

biological relevance (miR-181c-5p, 744-5p, 196b-5p, 200a-5p, 152-3p, 421, 149-5p). In 
the independent validation through qRT-PCR, none of them maintained statistical 
significance, however in the expanded sample with all 24 cases, there was confirmation 
of miR-744-5p (p=0.003) and miR-421 (p=0.005). In the correlations between DEmiRs 
and prognosis, we observed that the lower expression of miR-31-3p was correlated with 
the higher stage T group (p=0.043) and that the higher expression of miR-421 with 
reduced overall survival (p=0.038). We evaluated the expression of 83 genes by qRT-
PCR and found 37 DEGs between TT and NNT. Six of them presented good accuracy to 
distinguish groups with AUC>0.78 (IL1A, MCM2, MMP1, MMP12, SFN and VEGFA). 
In the integrative analysis, we found 8 pairs of miRNA-mRNA that significantly changed 
their relationship, with the greatest change being observed for the pair miR-432-5p-TP53. 
Among the DEGs in the comparison between metastatic and localized patients, we found 
7 DEGs (CCND1, EGFR, ENTPD5, HOXA10, IGF1R, MYC, SNAI2), all with good 
accuracy (AUC>0.74) in the distinction between groups. We observed significant 
correlations between increased MMP1 expression and tumor size (p=0.042), grade 
(p=0.045), pathological T stage (p=0.018) and perineural invasion (p=0.007). The MMP1 
gene is regulated by miR-145-5p which is under expressed in the tumor sample. We also 
observed a correlation between higher expression of CCND1 (p=0.006) and EGFR 
(p=0.001) with tumor grade; and lower MMP9 expression with microvascular invasion 
(p=0.044). In the survival curves, higher expression of genes CCND1, EGFR, GADD45A, 
MYC, SNAI2 and SRC and lower expression of CDH1, CDKN1A, KLF4 and TP63 were 
associated with mortality from PeCa. Higher expression of FGF2, GADD45A, IL6, MYC, 
NES and NRP1 genes and under expression of CDH1 were correlated with lower overall 
survival. CONCLUSIONS: We described a molecular signature related to penile 
carcinogenesis based on the expressions of miR-432-5p, miR-478b-3p, miR-145-5p, 
miR-30a-5p, miR-200a-5p, miR-224-5p, miR-31-3p and miR-31-5p and IL1A, MCM2, 
MMP1, MMP12, SFN and VEGFA genes. We identified a panel of potential prognostic 
biomarkers in PeCa based on the expression of miR-421, miR-744-5p, miR31-3p and the 
genes CCND1, CDH1, CDKN1A, EGFR, ENTPD5, FGF2, GADD45A, HOXA10, IGF1R, 
KLF4, MMP1, MYC, NES, NRP1, SNAI2, SRC and TP63. 
 
DESCRIPTORS: Penile neoplasms; MicroRNAs; Carcinogenesis; Prognosis; 
Biomarkers. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Câncer de pênis 

 

1.1.1 Epidemiologia 

 

O câncer de pênis (CaPe) é uma patologia pouco frequente. No mundo, em 2020, 

estima-se que a incidência de CaPe foi de 36 mil casos novos(1). No Brasil, esta doença 

representa 2% dos casos novos de câncer no homem, sendo mais frequente nas regiões 

norte e nordeste do país(2). 

 

1.1.2  Fatores de risco 

 

Entre os principais fatores de risco para o desenvolvimento do CaPe, a presença 

de fimose eleva o risco desta neoplasia em 16 vezes. Entretanto, a postectomia, quando 

feita no período neonatal, é capaz de reduzir o risco deste tumor. Outras condições 

associadas ao CaPe são o fumo, inflamações crônicas do pênis, infecção pelo vírus 

humano do papiloma (HPV) e a presença de condiloma acuminado(3, 4). Além destes, 

ter múltiplos parceiros sexuais, idade precoce da primeira relação, pacientes de áreas 

rurais, baixo nível socioeconômico, solteiros e relações com animais também já foram 

descritos como fatores de risco para o CaPe(3, 5-7). 

 

1.1.3  Câncer de pênis e HPV 

 

O HPV pode ser encontrado em mais de 60% dos casos de CaPe. O subtipo mais 

comum é o 16, encontrado em 45% dos pacientes, mas os subtipos 18, 31, 33, 35, 45, 58 

e 59 também apresentam uma frequência considerável em população estadunidense, 

variando entre 1,3 e 5,1%(8). A incidência de neoplasia peniana intraepitelial (PeIN) 

causada pelo HPV é baixa, entre 0,1 e 0,4%(9), podendo chegar a 1,6% dos pacientes 

acometidos pelo HPV16. O tempo médio entre o diagnóstico de HPV até o aparecimento 

da lesão intraepitelial é de 19 meses(10). A infecção por HPV nos pacientes com CaPe 

parece ser um fator de bom prognóstico, sugerindo uma via de carcinogênese diferente 

dos casos não associados a esta infecção(11). 
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Entre os tumores causados pelo HPV, o do pênis se apresenta com estádio mais 

avançado e tem pior sobrevida em cinco anos, quando comparado com o tumor de colo 

de útero, vagina, vulva, de cabeça e pescoço e de canal anal(12). 

 

1.1.4  Patologia 

 

A classificação de tumores de pênis de acordo com a Organização Mundial da 

Saúde (OMS) de 2016 foi baseada em aspectos clínico-patológicos e sua relação com o 

HPV. Os tumores de pênis não relacionados ao HPV do subtipo carcinoma espinocelular 

(CEC) são principalmente do tipo usual. Carcinomas pseudo-hiperplásticos acometem, 

principalmente, pacientes mais idosos e estão associados ao líquen escleroso. O 

carcinoma pseudoglandular é um tumor agressivo que simula adenocarcinoma, 

enquanto o carcinoma verrucoso, ou sua variante carcinoma cuniculatum, é uma 

neoplasia de baixo grau que não dá metástase. Outros carcinomas não relacionados ao 

HPV são o CEC papilar, adenoescamoso e o sarcomatóide. Este último apresenta o pior 

prognóstico entre todos os subtipos(13, 14).  

Os carcinomas relacionados ao HPV são os CEC basalóides e verrucosos. Os CEC 

basalóides apresentam alto índice de metástase linfonodal, enquanto os verrucosos 

raramente geram metástases(15). Outros CEC associados ao HPV são o CEC verrucoso-

basalóide, os papilares-basalóides, os carcinomas de células claras e, muito raros, os 

linfoepitelioma-like e o medular(13, 14). As PeIN são precursoras de CEC invasivos. As 

PeIN não relacionadas ao HPV são chamadas diferenciadas, enquanto as basalóides e as 

verrucosas são associadas ao HPV(13). 

A graduação histológica proposta pela OMS e Sociedade Internacional de 

Patologia Urológica (ISUP) é a classificação recomendada para os CEC do pênis. Os 

carcinomas bem diferenciados (grau 1) tem aspectos citológicos similares ao tecido 

normal escamoso. As células crescem em ninhos irregulares com pouco estroma entre 

elas. Os tumores pouco diferenciados (grau 3) tem um crescimento irregular de ninhos 

celulares pequenos, pouca queratinização, células polimorfas com núcleo 

hipercromático, mitoses frequentes e intensa reação estromal. Os casos não 

classificados como grau 1 ou 3 são denominados grau 2(13). 
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1.1.5  Avaliação diagnóstica 

 

Em 80% dos casos, o CaPe inicia-se na glande e/ou prepúcio(16) e os sintomas 

mais comuns são coceira, ardor no prepúcio e a presença de ulceração pouco dolorosa(17, 

18). Infelizmente, o diagnóstico é feito tardiamente e mais de 45% dos pacientes 

demoram três meses ou mais para procurarem atendimento médico(18). Os fatores de 

risco para o atraso na procura por serviço médico são os pacientes solteiros, que moram 

em área rural, alcoólatras e com lesões verrucosas iniciais(18). Pela demora, 

aproximadamente 85% dos pacientes têm lesão envolvendo o corpo esponjoso ou mais 

profundamente(16). O diagnóstico é feito por biópsia da lesão suspeita e, neste momento, 

são encontrados linfonodos palpáveis entre 20 e 70% dos indivíduos, variando de acordo 

com o estadiamento e diferenciação tumoral(16, 19, 20). 

 

1.1.6  Estadiamento do câncer de pênis 

 

O estadiamento do CaPe utiliza o sistema TNM da UICC de 2016 (tabela1)(21). 

A avaliação do tumor primário é realizada através do exame físico. Caso haja 

planejamento de preservação peniana, pode-se utilizar a ultrassonografia (USG) ou a 

ressonância nuclear magnética (RNM) com o intuito de avaliar a extensão da invasão no 

pênis(22-24). 

O exame físico da região inguinal deve ser realizado, anotando-se o número de 

linfonodos palpáveis e se estão fixos ou móveis. Aproximadamente 50% dos pacientes 

com CaPe apresentam linfonodos palpáveis ao diagnóstico(25). Sabe-se que 

aproximadamente 25% dos pacientes com linfonodos não palpáveis apresentam 

metástases microscópicas(25). Infelizmente, nem a tomografia computadorizada, nem a 

RNM são suficientemente capazes de diagnosticar os pacientes com metástases 

linfonodais, bem como o índice de falso positivo da RNM chega a 50%(26, 27). 

Entretanto, quando separam-se os pacientes em grupos de risco de acordo, de acordo com 

o estádio T e o grau, os casos considerados de baixo risco têm em torno de 7% de chance 

de metástases linfonodais, enquanto os pacientes de médio e alto risco têm 28% e 75% 

de chance de metástases(28). O estadiamento linfonodal com tomografia por emissão de 

pósitrons (PET-CT) mostrou-se inicialmente promissor, mas posteriormente observou-se 

que os resultados ficavam abaixo do desejável nos pacientes estádio cN0(29). Uma 
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alternativa de estadiamento inguinal é a utilização do linfonodo sentinela que será 

discutido no item 1.1.10 – Tratamento dos linfonodos regionais. Claramente, os pacientes 

necessitam de um método de estadiamento linfonodal melhor para evitar o 

subestadiamento que os métodos de imagem podem fornecer. 

O estadiamento de metástases pélvicas ou à distância pode ser feito através de 

tomografia computadorizada (TC) e radiografia de tórax. O PET-CT é uma alternativa 

em casos duvidosos(30). 
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Tabela 1 – Classificação clínica e patológica do CaPe, 2016. 

Classificação Clínica 
T – Tumor primário 
Tx Tumor primário não pode ser avaliado 

T0 Sem evidência de tumor primário 

Tis Carcinoma in situ 

Ta Carcinoma verrucoso não invasivo 

T1 Tumor invade o tecido conectivo subepitelial 

     T1a 
Tumor invade tecido conectivo subepitelial sem invasão linfovascular e não é pouco 
diferenciado (T1G1-2) 

     T1b 
Tumor invade tecido conectivo subepitelial com invasão linfovascular ou é pouco 
diferenciado (T1G3-4) 

T2 Tumor invade corpo esponjoso com ou sem invasão de uretra 

T3 Tumor invade corpo cavernoso com ou sem invasão de uretra 

T4 Tumor invade outras estruturas adjacentes 

N – Linfonodos regionais 
Nx Linfonodos regionais não podem ser avaliados 

N0 Sem linfonodos palpáveis ou visíveis 

N1 Linfonodo inguinal unilateral palpável e móvel 

N2 Múltiplos linfonodos palpáveis móveis ou bilaterais 

N3 Massa inguinal palpável fixa ou pélvica, uni ou bilateral 

M – Metástase à distância 
M0 Sem metástase à distância 

M1 Metástase à distância 

Classificação Patológica 
A categoria pT corresponde as categorias clínicas T. As categorias pN são baseadas em biópsia ou 
excisão cirúrgica 
pN – Linfonodos regionais 
pNx Linfonodos regionais não podem ser avaliados 

pN0 Sem metástase linfonodal regional 

pN1 Metástase para um ou dois linfonodos inguinais 

pN2 Metástase em mais de 2 linfonodos inguinais ou linfonodos inguinais bilaterais 

pN3 Metástase para linfonodo pélvico, extensão extranodal uni ou bilateral 

pM – Metástase à distância 
pM0 Sem metástase à distância 

pM1 Metástase à distância 

G – Grau histopatológico 
Gx Grau ou diferenciação não podem ser avaliados 

G1 Bem diferenciado 

G2 Moderadamente diferenciado 

G3-4 Pouco diferenciado / indiferenciado 
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1.1.7  Fatores prognósticos 

 

O principal fator prognóstico para mortalidade por CaPe é a presença de 

metástase inguinal ou à distância(25). A mortalidade por CaPe é maior nos pacientes com 

mais de dois linfonodos acometidos, naqueles com extensão extranodal do tumor ou com 

envolvimento linfonodal pélvico(31). A história natural é influenciada pela presença de 

metástases inguinais que aumenta em duas vezes o risco de morte por CaPe 

(HR=1,96)(32). O grau de diferenciação celular, o estádio e a invasão linfovascular são 

fatores de risco para disseminação inguinal(33). Tumores GI, GII e GIII tem mortalidade 

câncer específica de 5%, 38% e 75%, respectivamente(34). Entretanto, apesar do estádio 

e do grau serem úteis na prática clínica, estudos com grande número de pacientes têm 

mostrado que o desempenho de ambos como fatores de prognóstico está aquém do 

desejável. Ornellas et cols. observaram em coorte de 196 pacientes tratados com cirurgia 

que apenas invasão linfovascular e coilocitose foram associadas a metástase linfonodal 

de forma independente, denotando a deficiência dos fatores clássicos de prognóstico(35).  

O tipo histológico também está associado a metástase inguinal e sobrevida. Os 

pacientes com os subtipos basalóide, verrucoso-basalóide, papilar basalóide e 

sarcomatóide apresentam pior prognóstico(14). Em pacientes com linfonodos 

clinicamente negativos, o alto grau do tumor aumenta em 14 vezes o risco de morte pela 

doença(36). Além disso, o tempo para a recidiva menor que um ano foi associado a morte 

pela doença(32). 

Fatores como nível educacional e econômicos baixos estão associados ao risco 

de desenvolvimento deste tipo de câncer, bem como são fatores prognósticos para 

tumores com estádio local mais avançado, mas não metástases inguinais ou à 

distância(37). 

Níveis elevados de proteína C reativa (PCR) foram associados a pior prognóstico 

nos pacientes com CaPe. Os pacientes com PCR > 15 apresentam risco de morrer pela 

doença três vezes maior que aqueles com níveis mais baixos(38). 

Outro fator prognóstico parece ser o fibrinogênio elevado antes da cirurgia, que 

eleva o risco de morte câncer específica (39). Tal achado é condizente com o encontrado 

na literatura para outros tipos de câncer, principalmente tumores de rim, cabeça e 

pescoço e cólon(40). 



Introdução  

 
 

27 

A anidrase carbônica IX também foi testada como fator prognóstico no CaPe e, 

embora estivesse presente em 42% dos pacientes, não houve correlação com nenhum 

desfecho do paciente(41). 

Apesar de úteis e amplamente empregados na prática clínica, os fatores clássicos 

de prognóstico, assim como na biologia molecular, ainda são insuficientes para o manejo 

clínico dos pacientes com CaPe. Há necessidade urgente de novos biomarcadores 

confiáveis, especialmente no diagnóstico do acometimento linfonodal em fases iniciais 

(micrometástases), visto a importância para o tratamento, prognóstico e redução do 

número de linfadenectomias. 

 

1.1.8  Tratamento do tumor primário 

 

O objetivo do tratamento do tumor primário é a remoção radical do tumor, com 

preservação máxima da haste, embora procedimentos com preservação completa do 

órgão possam ser realizados(42). No caso de preservação do pênis, a chance de 

recorrência local é de até 27% versus 5% nos casos de amputação do membro(43). 

Felizmente, a sobrevida livre de doença após a recorrência local é de 92%(43). Quando 

ocorre a recidiva, ela é local em 53% dos pacientes, 38% regionais e 9% à distância, 

conforme estudo que avaliou 314 pacientes que recorreram após tratamento cirúrgico para 

CaPe(32). 

Embora não haja ensaios clínicos controlados, a preservação peniana parece ser 

melhor em termos funcionais e estéticos devendo ser a primeira escolha de tratamento. 

Os pacientes submetidos a preservação peniana apresentam menos queixas relacionados 

ao orgasmo, aparência, função urinária e à vida cotidiana (44). De forma que, para 

pacientes com doença in situ, Ta, T1aG1-2 pode-se realizar a excisão local com 

circuncisão, ablação a laser com CO2, recobrimento glandar, glandectomia ou 

radioterapia(42). Para doença T1b-3 está indicada a ressecção parcial ou radioterapia. 

Para doença T2-3 dever ser realizada a penectomia parcial ou total com uretrostomia 

perineal e nos casos T4, a quimioterapia neoadjuvante seguida de cirurgia ou radioterapia 

paliativa(42). 

 

 



Introdução  

 
 

28 

1.1.9  Tratamento dos linfonodos regionais 

 

A drenagem primária do tumor de pênis é feita para os linfonodos inguinais 

superficiais, posteriormente para os linfonodos inguinais profundos e finalmente para os 

ilíacos(45). Apesar de seu papel terapêutico, a linfadenectomia inguinal possui alta 

morbidade para o paciente, com aproximadamente 55% dos pacientes apresentando 

algum tipo de complicação pós-operatória(46). Dos 35% de complicações maiores, a 

infecção de ferida com necessidade de antibióticos endovenosos foi a principal delas. 

Entretanto, necrose de pele, linfocele, deiscência e hematoma também foram 

frequentes(46). O principal fator de risco para complicações maiores foi o total de 

linfonodos removidos. Para infecção de ferida operatória, os preditores foram o estádio, 

idade, interposição de músculo Sartório e o ano de realização da cirurgia(46). 

Pela sua elevada morbidade, a indicação de linfadenectomia deve ser criteriosa, 

especialmente para pacientes sem linfonodos palpáveis. Os pacientes com linfonodos 

inguinais aumentados (cN+) têm alta chance de metástase e devem ser submetidos a 

linfadenectomia inguinal, entretanto, em até 45% dos casos, os linfonodos são negativos 

para neoplasia e o procedimento realizado é desnecessário(25). Nos casos duvidosos, a 

aspiração com agulha fina pode ser uma alternativa(47).  

Naqueles pacientes com região inguinal negativa ao exame físico (cN0), mas com 

metástase oculta, a linfadenectomia de resgate tem pior sobrevida câncer específica em 3 

anos quando comparada à linfadenectomia imediata, 35% versus 84%, respectivamente. 

Logo, a estratégia de observação para todos cN0 é inadequada(48). Nos pacientes cN0, 

pode-se utilizar uma estratégia baseada em risco de acordo com grau e estádio tumoral, 

devendo-se realizar a linfadenectomia inguinal nos pacientes de risco intermediário ou 

alto risco (G3 ou pT2-4) (28). Atualmente, a maioria dos estudos considera os pacientes 

T1G2 como risco intermediário pelo risco elevado de metástase inguinal em relação ao 

T1G1(49). No geral, entre 34 e 40% dos pacientes sem linfonodos inguinais palpáveis 

(cN0) apresentam micrometástases(25, 28) e considerando os tumores grau 3 e/ou estádio 

≥ pT2, este número aumenta para 75%(28). Portanto, mesmo estratificando o risco, um 

grupo considerável de pacientes será submetido a um procedimento mórbido e 

desnecessário. 

A técnica de linfonodo sentinela para decisão terapêutica em pacientes cN0 vem 

sendo reproduzida em diferentes serviços com resultados controversos. A primeira 
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descrição desta técnica por Cabanas em 1977(50) mostrou-se pouco confiável, por se 

basear em reparos anatômicos(51). Horemblas, em 1994, introduziu uma nova técnica 

baseada na drenagem linfática auxiliada pela linfocintilografia(52). Adicionalmente 

houve refinamento da técnica, com secção seriada e marcação imuno-histoquímica (IHQ) 

do linfonodo retirado, aspiração por agulha fina guiada por USG e exploração das regiões 

inguinais sem linfonodos sentinelas identificáveis que foram introduzidas com o objetivo 

de reduzir o falso negativo, que inicialmente era de 16%(53). Em revisão de literatura, 

foi encontrado sensibilidade de 77% e 87% quando a técnica de linfonodo sentinela foi 

comparada com a linfadenectomia formal e seguimento, respectivamente(54). 

Recentemente, a sensibilidade da técnica alcança 94% com taxa de falso negativo de 6% 

por paciente(55). Nesta série, as complicações foram de apenas 7%, mostrando-se uma 

alternativa à linfadenectomia formal nos pacientes cN0(55). Embora o linfonodo 

sentinela apresente boa sensibilidade, uma meta-análise com revisão sistemática da 

literatura encontrou grande variação de resultados, com 25% a 100% de sensibilidade 

entre os diversos estudos que avaliaram esta técnica, provavelmente sendo resultado da 

curva de aprendizado e mostrando limitação do método(56). 

Atualmente, a linfadenectomia videoendoscópica apresenta resultados 

oncológicos similares em termos de linfonodos retirados quando comparados à 

linfadenectomia inguinal aberta(57). Mas traz como vantagem menos complicações de 

ferida operatória, menor tempo de internação e taxas semelhantes de linfocele(57). A 

linfadenectomia inguinal assistida por robô também resultou no mesmo número de 

linfonodos retirados com menor morbidade para o paciente, principalmente aquelas 

classificadas com maior Clavien(58). Ainda assim, essas técnicas mantêm índice de 

linfocele, linfedema e necessidade de dreno semelhantes à técnica convencional(58). 

Como discutido anteriormente no paciente cN0, se por um lado a 

linfadenectomia inguinal apresenta alto índice de complicações, por outro o linfonodo 

sentinela não é um procedimento simples e disponível em todos os serviços médicos. 

Estas limitações tornam necessária a busca por um biomarcador associado a maior risco 

de doença metastática inguinal, com redução do número de linfadenectomias 

desnecessárias propiciando melhor manejo dos pacientes. 

A linfadenectomia pélvica ipsilateral deve ser realizada nos casos de pacientes 

com dois ou mais linfonodos positivos inguinais ou extensão extracapsular(42). Em 

pacientes com linfonodos inguinais comprometidos (pN+), 31% destes apresentam 
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metástase para linfonodos pélvicos. Nos pacientes com linfonodos pélvicos positivos, a 

sobrevida câncer específica em cinco anos cai de 71% para 33% (59). Os pacientes com 

maiores riscos para metástase pélvica são aqueles com três ou mais metástases inguinais, 

diâmetro das metástases de 30mm ou maior e extensão extranodal(59). 

Naqueles pacientes com linfonodos inguinais acometidos, existe evidência 

limitada e baseada em estudos pequenos e retrospectivos que a quimioterapia adjuvante 

beneficia este grupo de pacientes(60, 61). Para os pacientes que tenham massa pélvica 

grande (cN3), a quimioterapia neoadjuvante seguida de linfadenectomia é uma opção 

com sobrevida global em cinco anos de até 56% naqueles que respondem ao tratamento 

sistêmico(62, 63). 

 

1.1.10  Tratamento da doença metastática 

 

Para pacientes com doença metastática a distância, a sobrevida média é de nove 

meses(64). Os fatores de pior prognóstico neste grupo de pacientes parecem ser metástase 

visceral e ECOG PS ≥ 1. Pacientes que são submetidos a regime baseado em cisplatina 

têm melhor sobrevida global, embora o tempo médio para progressão seja de quatro 

meses e apenas 36% dos pacientes atinjam um ano de sobrevida(64). A introdução de 

taxanos pode aumentar a atividade e a resposta nestes pacientes, mas seu uso ainda não 

está completamente estabelecido(65, 66). A descoberta de novos biomarcadores pode ser 

útil na criação de terapia alvo que possa mudar o panorama do tratamento do CaPe 

metastático; da mesma forma que o observado com a introdução da terapia alvo com a 

herceptina ou com os inibidores anti-PDL1 que mudaram consideravelmente o cenário 

do tratamento do câncer avançado de mama e rim, respectivamente(67, 68). Em resumo, 

torna-se claro a necessidade de identificação de características biológicas que 

identifiquem o potencial de progressão do CaPe e possibilitem a seleção individualizada 

do tratamento, a identificação de pacientes com necessidade de terapia adjuvante e a 

criação de terapia alvo. A pesquisa continua no sentido de estabelecer novos fatores 

prognósticos e marcadores de terapia com enfoque principal no estudo dos marcadores 

moleculares. 
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1.2  Biologia molecular no câncer de pênis 

 

Pouco se sabe sobre a biologia molecular do CaPe, o que explica a ausência de 

biomarcadores para esta neoplasia até o momento. Com relação as alterações genéticas 

descritas neste tumor, os seguintes genes mutados são frequentemente encontrados: 

TP53, CDKN2A, PIK3CA e o HRAS(69, 70). A maior expressão da proteína p53 através 

de imunohistoquímica mostrou-se um fator independente para disseminação linfonodal 

no CaPe em estudo com 82 pacientes(71). 

Alterações (ganho de cópias ou mutações em único nucleotídeo) nos genes MYC, 

CCND1, TP53, ATP11B e EGFR também apresentaram pior sobrevida livre de eventos 

(progressão tumoral ou morte) em estudo com 43 pacientes com CaPe(69). Além desses 

genes, foram observadas que as perdas alélicas associadas aos genes DLC1 e PPARG 

estão associadas a pior sobrevida câncer específica e o DLC1 está associado à maior 

recorrência tumoral em análise multivariada em estudo com 46 pacientes operados por 

CaPe(72). 

A via PTEN/PI3K/Akt também foi associada à carcinogênese do pênis. Em 

estudo com 112 amostras de CEC de pênis, encontrou que o PTEN estava ausente em 

tumores verrucosos ou basalóides em 23% dos casos contra 5% dos outros subtipos(73). 

Ainda sobre a via do mTOR no CaPe, foi demonstrado em estudo com 67 amostras 

tumorais que a maior expressão das proteínas desta via, peIF4E e p53 estava associada a 

metástases inguinais e pior sobrevida câncer específica(74). A maior expressão de 

pmTOR e p53 foram ainda associados aos tumores HPV negativos(74). Outro gene 

associado ao CaPe é o ARID1A e que está relacionado à via PTEN/PI3K/Akt. A maior 

expressão da proteína ARID1A por imuno-histoquímica nas células tumorais esteve 

associada ao maior grau histológico e a maior expressão de PTEN nestas células(75). 

Outra via alterada parece ser a via da sinalização do Wnt. Esta é uma via de 

proliferação celular e para demonstrar sua participação no desenvolvimento do CaPe, 

foram estuadas 101 amostras e as proteínas alvo (CCND1, MYC, MMP7) desta via. 

Observou-se que a expressão das proteínas alvo estão aumentadas de 1,6 a 3 vezes no 

tecido tumoral em relação ao normal em pacientes com CaPe(76). 

O receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) é parte de uma grande 

família de receptores de tirosina quinase expressas em diversos tecidos, e que possui 

atividade complexa na sinalização de crescimento e ciclo de vida celular(77). Por essa 
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característica, essa família de receptores tem atraído atenção como alvos para terapia 

contra o câncer(77). A maior expressão de EGFR é encontrada na maioria dos CaPe (78, 

79). Além disso, o aumento da expressão da proteína EGFR e das cópias do gene EGFR 

estão associados a pior sobrevida câncer específica(80). Neste cenário, terapias 

direcionadas contra esse alvo estão sendo testadas(81, 82). 

O oncogene MET codifica um receptor de tirosina quinase (c-MET) que está 

presente em 87% dos pacientes com CaPe e está ligado a polissomia do cromossomo 7, 

presente em quase 46% dos pacientes. Neste estudo com 92 pacientes tratados 

cirurgicamente não foram encontradas associações entre a expressão de c-MET e os 

fatores prognósticos clássicos(83). 

Alterações genéticas nas vias das quinases estão associadas a regulação 

aumentada dos genes GNRH, PTEN, STAT3, IL-8 e sinalizador de receptor de células 

B(84). A proteína quinase CK2 é outra proteína envolvida na progressão, proliferação e 

diferenciação celular(85) e, nos tumores de pênis, sua expressão está elevada e é fator de 

risco independente para morte pela doença(86). 

Outra via explorada na carcinogênese dos tumores penianos é a via do fator de 

crescimento tipo insulina (IGF). Esta via está envolvida na proliferação celular, 

crescimento e apoptose (87). Nos tumores penianos, a expressão do receptor do fator 1 

de crescimento tipo insulina (IGF1R) foi associado aos tipos de tumores basalóides ou 

basalóides-verrucosos, ao grau histológico maior e a infecção por HPV(88). Outros 

marcadores de proliferação celular estão associados a pior progressão e mortalidade por 

CaPe. Neste sentido, o Ki-67, a proteína de manutenção do minicromossomo 2 (MCM2) 

e a geminina foram avaliados através de imuno-histoquímica. Em coorte com 158 

pacientes, a maior expressão dessas proteínas foi associada a doença mais agressiva (pior 

grau histológico, associação positiva com invasão microvascular – IMV – e pN), embora 

não tenham sido identificados como fatores independentes de mortalidade câncer 

específica(89). Outro estudo buscando identificar fatores de proliferação celular, 

identificou que o fator de crescimento derivado de hepatoma (HDGF) estava presente em 

mais de 50% das células tumorais de CaPe e associado ao fator de crescimento de 

endotélio vascular A (VEGF-A). Além disso, esta proteína estava associada de forma 

independente a pior sobrevida(90). 

Com relação à fisiopatologia da infecção pelo HPV e carcinogênese do pênis, 

sabe-se que as oncoproteínas virais E6 e E7 ligam-se às proteínas do retinoblastoma e do 
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p53, alterando o ciclo celular normal e a apoptose. Esta inativação leva a proliferação 

celular autônoma, com acúmulo de p16ink4a, que só é vista em pacientes com infecção por 

HPV de alto risco(91). Além disso, os pacientes p16 positivos não apresentam expressão 

de p53 e vice-versa(91). Os pacientes com p16 positivos, ou seja, com tumores 

relacionados ao HPV apresentam prognóstico oncológico melhor que aqueles com p16 

negativos e p53 positivos(92, 93). Além desta correlação entre p16 e p53, parece existir 

um padrão similar em alterações de cópias cromossômicas entre pacientes com CaPe 

relacionados ou não ao HPV(94). Outra proteína relacionada à infecção pelo HPV e 

carcinogênese no pênis é a TLR4, que aparentemente tem expressão diminuída nos casos 

de carcinomas associados ao HPV e elevada nos casos não associados(95). Ao contrário, 

a expressão da proteína anexina 1 (ANXA1) está aumentada nos casos de CaPe 

relacionados ao HPV de alto risco(96). A perda de alelo próximo ao p16ink4a e a metilação 

de sua área promotora parecem estar associadas a metástase linfonodal(97). 

Atualmente, sabe-se que os tumores criam um microambiente que inibe o 

sistema imunológico de combater o câncer. Um dos pontos responsáveis por esse 

mecanismo de inibição é o complexo PD-1/PD-L1, que tem sido amplamente estudado 

no campo da oncologia. O PD-1 é um receptor celular no linfócito T. Quando o PD-L1 

se liga ao PD-1, as células T recebem um sinal inibitório(98). No CaPe, quase 50% das 

células expressam PD-L1, principalmente em tumores de alto risco HPV negativos. Além 

disso, a expressão difusa deste ligante está associada a maior mortalidade pela 

doença(99). Inexiste até o momento estudo que tenha testado tratamento baseado em 

inibidores de PD1 ou PD-L1 no CaPe, além de relatos de casos(100). 

Os eventos epigenéticos também contribuem para a carcinogênese do CaPe. 

Além do papel dos microRNAs (miRNA), que será comentado em sessão específica, e da 

metilação em genes descritos anteriormente, foi identificado que os tumores de pênis 

apresentam metilação diminuída das histonas H3K4me1, H3K9me1, H3K27me2 e 

H3K27me3 e aumentada da H3K9me3(101). Ainda não foi demonstrada relação deste 

padrão de metilação de histonas com parâmetros clínico-patológicos nos pacientes 

estudados(101).  

Apesar do conhecimento recentemente adquirido sobre biologia molecular em 

CaPe, até o presente momento, não existem biomarcadores com resultados confiáveis o 

suficiente para predizer diagnóstico, prognóstico ou terapia alvo na prática clínica. É 

reconhecido que a baixa incidência, a natureza retrospectiva dos estudos e ausência de 
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validação com estudos de alta qualidade expliquem a inexistência de um biomarcador 

atual e o progresso limitado no conhecimento molecular da carcinogênese desta neoplasia 

quando comparado a outros tumores, como próstata ou mama. Adicionalmente, a 

pesquisa de biomarcadores no CaPe foi tradicionalmente focada nas alterações 

moleculares resultantes da infecção pelo HPV. Uma vez que nem sempre o tumor está 

associado ao HPV, a pesquisa atual tem dado atenção a outros eventos moleculares 

genéticos e epigenéticos. 

 

1.3  MicroRNAs 

 

1.3.1  Introdução aos microRNAs 

 

MicroRNAs são um grupo de pequenas sequências de RNA não codificantes que 

regulam a estabilidade e a eficiência da tradução do RNA mensageiro (mRNA)(102). Em 

1993 foi descoberto um pequeno RNA, lin-4, que regulava (reduzia) uma proteína 

codificada pelo gene LIN-14 durante o desenvolvimento do primeiro estágio larval da 

Caenorhabiditis elegans através de interação com seu mRNA. Este pequeno RNA tinha 

entre 22 e 61 nucleotídeos (nt) e não codificava proteína(103). Atualmente, condiciona-

se o aparecimento e aumento do número de miRNAs à multicelularidade e à 

complexidade dos organismos(104).  

Os genes dos miRNAs podem estar localizados no genoma entre genes 

codificantes, chamados de intergênicos. Estes miRNAs são transcritos de forma 

semelhante aos genes codificantes de proteínas. Em humanos, aproximadamente 50% dos 

miRNAs são intergênicos. A outra metade dos miRNAs em humanos são intragênicos, 

localizados dentro de um gene. Os miRNAs intrônicos possuem expressão semelhante ao 

seu gene. Eles podem agir de forma sinérgica ou contrária ao gene hospedeiro e possuem 

promotores próprios. Em humanos, apenas 5% dos miRNAs são exônicos. Esses miRNAs 

possuem os mesmos promotores do seu gene hospedeiro. Outra forma comum de 

aparecimento de miRNAs no genoma é de forma sequencial e contígua, do tipo cluster 

(do inglês, agrupamento). Aparentemente, esses clusters participam de processos 

biológicos semelhantes(105). 

Os miRNAs são transcritos pela RNA polimerase II (RNA Pol II) a partir de seus 

genes. Nesse primeiro momento, forma-se uma estrutura de miRNA primitivo (pri-
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miRNA) em forma de grampo (hairpin). O processamento do pri-miRNA é feito dentro 

do núcleo e a primeira etapa da maturação é chamada de cropping. Nesta fase, o pri-

miRNA é convertido em miRNA precursor (pre-miRNA) pela enzima DROSHA. A ação 

desta enzima depende de outras proteínas acessórias e a clivagem pela DROSHA define 

o terminal do miRNA. Esta enzima deixa o pre-miRNA com aproximadamente 65 nt. O 

pre-miRNA é, então, transferido para o citoplasma através da proteína exportina 5 (EXP5) 

ligada a proteína nuclear RAN de ligação a GTP (RAN-GTP). No citoplasma, o pre-

miRNA é clivado pela Dicer em duas fitas simples de RNA. Neste momento, aparecem 

o miRNA e o RNA*. Este último geralmente não apresenta função e é degradado. O 

miRNA maduro liga-se à proteína argonauta 2 (AGO2) formando o complexo de 

silenciamento induzido por RNA (RISC) (Figura 1)(106). 

 
Figura 1 – Biogênese do miRNA (cedida pela Profa. Dra. Kátia R. M. Leite) 

 

Os miRNAs são capazes de induzir o silenciamento gênico através da inibição 

transcricional, clivagem do RNA mensageiro ou inibição da sua tradução em proteína 

através da sua ligação à proteína AGO e formação do RISC. O mecanismo é dito 

epigenético, pois há silenciamento da expressão gênica sem que ocorra mutações ou 

outras alterações no DNA. Para que esses fenômenos aconteçam, existe uma região seed 

na posição 2 a 8 da extremidade 5´ do miRNA que faz a hibridização com o alvo. 

Entretanto, foram identificadas duas novas formas de ação dos miRNAs, que são 
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exatamente o contrário daquilo observado até então. Foi visto que os miRNAs poderiam 

promover a transcrição de genes e aumentar a eficiência de tradução proteica no 

complexo ribossomal. Zhang e cols. demonstraram em 2014 que o miR-let-7i é capaz de 

interagir com o TATA-box e promover a transcrição do gene IL-2(107). Vasuvedan e 

cols. demonstraram que a eficiência de tradução proteica pode ser aumentada ou reduzida 

de acordo com o ciclo de vida celular. Durante a fase de parada do ciclo celular, o mRNA 

do TNFa tinha sua tradução aumentada pelo miR-369-3. Entretanto, durante a fase de 

proliferação celular, sua tradução era reprimida(108). 

 

1.3.2  MicroRNAs na fisiologia humana 

 

O primeiro miRNA descoberto no ser humano foi o let-7 em 2000(109). 

Atualmente, mais de 2.600 sequências maduras de miRNAs foram identificadas no 

genoma humano (miRbase v22.1 – www.mirbase.org/). 

Alguns estudos mostram que os miRNAs, no ser humano, apresentam um perfil 

de expressão como uma “assinatura” em diversos órgãos e tecidos, entre eles o miR-122 

que aparece preferencialmente no fígado e o miR-1 no coração e no músculo. Pode-se 

citar ainda os miRNAs “tecido-específicos”, ou seja, apresentando nível de expressão 

muito acima dos demais, como por exemplo, o miR-124 no cérebro e o miR-1, miR-133 

e o miR-206 no músculo(110). 

Através da adição ou superexpressão, ou ainda, da remoção ou subexpressão em 

tecidos celulares ou modelos animais, a função dos miRNAs na fisiologia humana tem 

sido demonstrada. No fígado, o miR-122 parece ser capaz de regular o colesterol sérico 

e triglicérides em animais; e, quando utilizados antagonistas do miR-122, ocorre uma 

redução do colesterol sérico em ratos(111). No caso da regulação da glicose, o miR-375 

é altamente expresso em células de ilhota pancreática e regula negativamente a secreção 

da insulina pelas células beta, tornando-se um alvo potencial para terapêutica(112).  

Embora tenham uma função fisiológica, a alteração de expressão destes 

pequenos RNAs não codificantes pode estar associada a condições patológicas. Por 

exemplo, o miR-146a foi associado ao processo inflamatório em pacientes com 

epilepsia(113). Outro miRNA associado à epilepsia foi o miR-155, que está aumentado 

em crianças com epilepsia do lobo temporal(114). Além de doenças neurológicas e 

psiquiátricas, os miRNAs foram implicados também na patogênese das doenças 
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cardiovasculares. O miR-126 foi implicado na regulação da angiogênese e 

neoangiogênese após infarto agudo do miocárdio(115). Entre outras doenças cardíacas, a 

miocardite viral também apresenta alteração da expressão do miR-1, que está bastante 

aumentada com consequente redução da expressão da proteína conexina-43. Nesta 

doença ainda, quando o miR-155, que usualmente está aumentado nos tecidos infiltrados 

por macrófagos e linfócitos T, é suprimido, ocorre uma redução do dano no miocárdio 

durante a miocardite(116). Aparentemente, os miRNAs estão implicados na fisiologia e 

na fisiopatologia de quase todos os processos humanos. 

 

1.3.3  MicroRNAs em oncologia 

 

Como visto anteriormente, os miRNAs têm potencial para classificação, 

diagnóstico e prognóstico nas doenças oncológicas, podendo ser utilizados amostras de 

tecidos tumorais ou fluidos biológicos em investigações minimamente invasivas para 

análise de sua expressão(117). Em 2002, foi publicado o primeiro estudo que demonstrou 

a desregulação de miRNAs em doenças humanas. A doença era a leucemia linfocítica 

crônica e a deleção ou regulação negativa dos miRNAs miR-15a e do miR-16-1 estavam 

implicadas(118). Começava aí uma corrida para identificar alterações de expressão em 

miRNAs em oncologia. 

Além das neoplasias hematológicas, foram investigados miRNAs em neoplasias 

colorretais. Os níveis de miR-21 e miR-135b estão correlacionados positivamente com o 

estágio do câncer colorretal enquanto as expressões aumentadas de miR-96 e miR-135b 

estavam associadas com a presença de metástase hepática(119). Além da expressão dos 

miRNAs em tecidos, a concentração plasmática aumentada do miR-141 também 

mostrou-se associada com metástase, níveis de antígeno carcinoembrionário e pior 

prognóstico(120). 

Nosso grupo estudou o perfil de expressão de painel de 14 miRNAs em 18 

espécimes cirúrgicos de câncer de próstata (CaP) localizado, quatro amostras de tumor 

metastático e duas linhagens celulares de CaP. Demonstramos perda de expressão dos 

miR-218, miR-Let-7c e miR-100 com a progressão do tumor primário para a 

metástase(121). Em outro estudo, avaliamos a expressão de painel de miRNAs em 49 

pacientes com CaP localizado tratados com prostatectomia radical e observamos que a 

maior expressão do miRNA-100 estava independentemente associada com maior chance 
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de recorrência tumoral(122). Buscando biomarcadores no CaP, foi desenvolvido um 

painel com cinco miRNAs capazes de diferenciar o CaP da hiperplasia prostática benigna. 

Neste painel, três miRNAs estão reduzidos (let-7e, let-7c e miR-30c) e dois estão 

elevados (miR-622 e miR-1285)(123). Já o miR-221 está mais elevado em pacientes com 

câncer de próstata dependente de andrógenos(124). 

Em câncer de testículo, o miRNA-371a-3p foi avaliado em 82 pacientes com 

tumores não seminomatosos submetidos a linfadenectomia de retroperitônio. Ele 

encontrava-se elevado pré-orquiectomia e pré-quimioterapia com queda após o 

tratamento. Mais importante, nos pacientes com tumores viáveis no retroperitônio, ele 

encontrava-se mais elevado que nos casos de necrose/fibrose ou teratoma, sem diferença 

entre estes dois últimos grupos, tornando este miRNA um potencial biomarcador de 

resposta terapêutica e indicação de tratamento subsequente(125). 

O câncer de colo uterino é um câncer também associado ao HPV e assim como 

outros tumores, incluindo o de pênis, busca-se compreender sua patogênese e encontrar 

biomarcadores de agressividade. Os miRNAs miR-143 e miR-145 estão reduzidos em 

relação aos controles teciduais normais, incluindo em doenças HPV negativas(126). O 

miR-127 parece ser um marcador de metástase linfonodal precoce neste tipo de 

doença(127). O mesmo papel também parece ter o miR-200a, que é capaz de predizer a 

sobrevida e a capacidade de metástase tumoral(128). Entretanto, até o momento não há 

biomarcadores utilizados no manejo clínico destes doentes. 

 

1.3.4  MicroRNAs no tumor de pênis 

 

A literatura sobre expressão de miRNAs em CaPe é limitada. Em 2011 foi 

descrito pela primeira vez a associação entre a infecção por HPV de alto risco com a 

alteração de expressão de miRNAs oncogênicos e supressores de tumor(129). A maioria 

destes miRNAs está desregulada pelas vias E6-p53 e E7-pRb, incluindo os miR-34a/b/c, 

miR-23b, miR-145 e o miR-218 que estão reduzidos através do HR-E6 e o miR-146a e a 

família do let-7 que estão reduzidos pelo C-MYC, ativado pelos HR-E6 e HR-E7(129). 

Baseado nestes achados, em 2014 Barzon et cols. publicaram o primeiro estudo 

com avaliação daqueles miRNAs através de transcrição reversa de reação em cadeia de 

polimerase quantitativa (qRT-PCR) em 59 amostras de CaPe e oito controles com 

condiloma. As expressões dos miR-218, miR-23b, miR-145 e miR-146a foram menores 
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em pacientes com infecção por HPV de alto risco do que naqueles pacientes HPV 

negativos, apesar de não ter alcançado diferença estatística. Somente a expressão elevada 

do miR-196a esteve associada a pior grau histológico. Neste estudo foi demonstrado 

também que a metilação do gene SLIT2 estava presente em casos de CaPe HPV positivos 

e que dentro deste gene encontra-se a região promotora do miR-218(130). Este mesmo 

grupo demonstrou em 2016 que a redução de expressão do miR-146a estava associada a 

aumento da expressão do EGFR, representando outro mecanismo de regulação da 

expressão desta proteína nos pacientes com CaPe(131). 

Outro estudo demonstrou que o gene SLC8A1, que codifica um canal trocador 

de Na+/Ca2+, está diminuído no CaPe. Foi observado em 37 amostras de CaPe que seu 

inibidor, o miR-223, estava elevado neste tipo de tumor, ocasionando a diminuição do 

cálcio no tecido tumoral, com consequente redução da apoptose e aumento da 

proliferação celular(132). 

Diferente do primeiro estudo, Zhang e col., em 2015, avaliaram a diferença de 

expressão de miRNAs entre o tecido normal e o tumoral em 13 pacientes através da 

técnica de sequenciamento de nova geração (NGS). Eles encontraram 1500 miRNAs 

expressos nos tecidos normais e tumorais com diferença significativa em 56 deles entre 

os pares. Através de ontologia genética e realizando a análise de vias da enciclopédia de 

genes e genoma de Kyoto (KEGG) puderam encontrar os supostos genes alvos dos 56 

miRNAs identificados no NGS e as vias envolvidas na biologia do CaPe. As principais 

vias envolvidas encontradas foram Wnt, MAPK, p53, PI3K-Akt, Notch e TGF-b(133). 

Neste estudo não foi realizada correlação da expressão dos miRNAs com o prognóstico. 

Com o objetivo de encontrar miRNAs diferentemente expressos em tecidos de 

pacientes metastáticos e não metastáticos, Hartz et cols. em 2016 publicaram estudo com 

26 pacientes com CaPe tratados com cirurgia e observaram menor expressão dos miR-1, 

miR-101 e miR-204 no tumor primário e nas metástases linfonodais; demonstraram 

também que a menor expressão dos três miRNAs estava associada a menor sobrevida 

câncer específica (134). 

Em 2017, foi publicado o primeiro artigo que realizou estudo de varredura para 

identificar os miRNAs e mRNAs diferencialmente expressos entre tecidos tumoral e 

normal em 23 pacientes com CaPe. Foram encontrados 81 miRNAs e 2697 mRNAs 

diferencialmente expressos na comparação entre os tecidos normal e tumoral. Através da 

análise integrativa entre os miRNAs e os mRNAs, foram encontrados 68 miRNAs que 
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potencialmente regulavam 255 mRNAs. Destes, oito miRNAs e nove mRNAs foram 

validados através de qRT-PCR. Os MMP1, MMP12 e PPARG e os miR-31-5p, miR-224-

5p e o miR-223-3p foram capazes de distinguir tumores de tecido normal. Além disso, a 

expressão elevada de MMP1 foi associada a tumores com metástase linfonodal e pior 

sobrevida global(135). 

Recentemente, buscando biomarcadores em CaPe, Pinho e cols. estudaram os 

miR-21-5p, miR-107 e miR-223-3p, que já haviam sido descritos em CaPe, em 50 

amostras por qRT-PCR. Eles demonstraram que estes miRNAs estavam elevados no 

tecido tumoral peniano e ainda que o miR-107 estava associado a pior grau e estádio T, 

bem como o miR-223-3p estava associado a presença de metástase e pior sobrevida 

câncer específica (136). O mesmo grupo publicou em 2021, com os mesmos casos e por 

qRT-PCR, que o miR-145 estava diminuído no tumor de pênis e sua menor expressão 

associada a pacientes com invasão linfática e tumores associados ao HPV(137). 

Em 2021 foi publicado estudo por Ayoubian e cols.(138) no qual utilizaram 

técnica de varredura por microarray em 22 amostras de pacientes com CaPe e 8 de 

pacientes sem câncer. Na comparação entres os tecidos com e sem neoplasia não 

encontraram miRNAs diferencialmente expressos (DEmiRs), entretanto quando 

compararam pacientes com tumores HPV positivos em relação àqueles sem HPV, 

encontraram 876 DEmiRs. Na avaliação de pacientes metastáticos versus não 

metastáticos do tipo CEC usual, encontraram 118 DEmiRs e conseguiram validar o miR-

137 e o miR-328-3p por qRT-PCR em amostra expandida com 45 tecidos de pacientes 

(27 tumores e 18 tecidos sem neoplasia). 

Embora estudos em biologia molecular e miRNAs em CaPe tenham surgido 

recentemente na literatura e tenham nos ajudado a compreender melhor a carcinogênese 

neste tumor, poucos conseguiram identificar marcadores confiáveis de prognóstico sendo 

os dados existentes na literatura sobre miRNAs e CEC de pênis ainda considerados 

escassos. Com a ampliação do entendimento da biologia molecular em oncologia, está 

claro que não são apenas os genes, ou suas alterações, que causam as doenças; e que 

mecanismos epigenéticos também têm participação na carcinogênese. Este cenário de 

ausência de biomarcadores e o entendimento que outros eventos epigenéticos são 

responsáveis pela fisiopatologia das doenças justifica a realização de nosso estudo.  

Acreditamos que o desenho de nosso estudo, que comparou os miRNAs 

diferencialmente expressos entre tecido tumoral versus “normal” e entre tumores de pior 
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versus melhor prognóstico, pode validar resultados prévios e identificar novos 

“marcadores de prognóstico” que representam a principal necessidade para esta 

neoplasia, conforme destacado no consenso da Associação Europeia de Urologia 

(EAU)(42). Buscamos ir além, procurando através de um painel de genes cuidadosamente 

selecionados, e entre eles alvos dos miRNAs previamente identificados, encontrar 

alterações nestes que possam ajudar a entender a carcinogênese e encontrar 

biomarcadores e futuros candidatos a terapias alvo. 
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2 OBJETIVOS 

 
2.1  Objetivo primário 

 

Identificar o padrão de expressão de miRNAs através da técnica de varredura 

por microarray em espécimes cirúrgicos de tumor primário de CEC de pênis e verificar 

os miRNAs diferencialmente expressos entre o tecido tumoral e o tecido não neoplásico 

adjacente e validá-los por qRT-PCR. Descrever os miRNAs diferencialmente expressos 

pela mesma técnica de varredura por microarray entre casos com doença metastática 

versus não metastática e validá-los por qRT-PCR. Realizar análise integrativa dos 

miRNAs e os genes alvos identificados na etapa anterior. Confirmar in silico os miRNAs 

e genes identificados nas comparações anteriores com as bases de dados públicas 

disponíveis.  

 

2.2  Objetivos secundários 

 

Correlacionar o perfil de expressão dos miRNAs diferencialmente expressos na 

etapa anterior com os fatores clássicos de prognóstico em CaPe: estádio patológico, grau 

tumoral, invasão microvascular, invasão perineural, infecção pelo HPV e sobrevida livre 

de recorrência, câncer específica e global. 

Identificar e correlacionar a expressão de um painel de genes alvo e genes 

relacionados a carcinogênese de pênis e de suas proteínas com os fatores de prognóstico 

do CEC de pênis: estádio patológico, grau tumoral, invasão microvascular, invasão 

perineural, infecção pelo HPV e sobrevida livre de recorrência, câncer específica e global. 
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3  MÉTODOS 

 

3.1  Pacientes 

 

Entre julho de 2015 e janeiro de 2018, avaliamos prospectivamente todos os 

pacientes com CEC de pênis, localizado ou localmente avançado, candidatos a tratamento 

cirúrgico e que foram encaminhados ao Instituto do Câncer do Estado de São Paulo 

(ICESP). Foram selecionados os casos consecutivamente que satisfizeram todos os 

critérios de inclusão: assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE), 

concordar com o protocolo de seguimento do estudo, disponibilidade de material 

biológico, CEC de pênis confirmado por exame anatomopatológico, prontuário com 

dados clínicos disponíveis, pacientes submetidos à penectomia parcial ou total com ou 

sem linfadenectomia inguinal. Os critérios de exclusão foram tratamento cirúrgico prévio 

de CEC de pênis, radioterapia pélvica prévia, material biológico insuficiente, cirurgia 

paliativa sem intenção curativa, pacientes submetidos a tratamento do tumor primário em 

outra instituição e infecção pelo vírus HIV, Hepatite B (HBV) ou C (HCV). Os pacientes 

incluídos responderam a um questionário com os seguintes dados clínicos: idade, raça, 

naturalidade, escolaridade, profissão, patologias crônicas, hábitos, postectomia prévia, 

uso de preservativos, doenças sexualmente transmissíveis (DST), antecedente de zoofilia, 

HPV e balanopostite. 

A cirurgia realizada para tratamento local foi a penectomia parcial naqueles 

pacientes com haste residual peniana suficiente para micção adequada, de acordo com o 

julgamento do cirurgião responsável, ou total com o objetivo de margem negativa para 

neoplasia na peça retirada. Aqueles com linfonodos inguinais palpáveis (cN+) ou sem 

doença palpável (cN0) mas com doença local T1 e tumor pouco diferenciado (G3) ou ≥ 

pT2 foram encaminhados para linfadenectomia radical inguinal bilateral(42). Os 

pacientes com dois ou mais linfonodos acometidos no mesmo lado ou extensão 

extracapsular do linfonodo foram encaminhados para linfadenectomia pélvica ipsilateral 

ao lado acometido(42). A neoadjuvância com quimioterapia foi indicada para pacientes 

com metástase inguinal cN3, adjuvância com quimioterapia para pacientes com doença 

pN2-3 e quimioterapia/radioterapia paliativa para recidivas irressecáveis ou à 

distância(42). 
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No pós-operatório os pacientes foram seguidos de acordo com o consenso da 

EAU(42). O exame físico em busca de sinais de recidiva local ou na região inguinal e a 

avaliação de complicações foram realizados a cada três meses nos primeiros dois anos e 

a cada seis meses no 3º ano de acompanhamento. Tomografia ou ressonância de pelve 

foram realizadas a cada seis meses nos primeiros dois anos e uma vez no 3º ano. Os 

fatores clássicos de prognóstico avaliados foram estádio patológico, grau tumoral, IMV, 

invasão perineural, infecção pelo HPV, tamanho do tumor e grupo de risco para metástase 

de acordo com a EAU(42). 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) do ICESP, nº 

1.016.980, e desenvolvido sob os termos da Declaração de Helsinki. O projeto foi 

financiado pela Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado de São Paulo, sob número 

2015/17097-2. 

 

3.2  Processamento de espécimes cirúrgicos 

 

As amostras teciduais representativas do tumor primário foram coletadas 

imediatamente após a remoção do espécime cirúrgico, por patologista de nossa instituição 

que, avisado previamente, aguardava o produto da penectomia no bloco cirúrgico. O 

patologista removia área representativa do tumor (≥80% de área tumoral na amostra) e 

avaliava também tecido não neoplásico adjacente para serem armazenados. Um 

fragmento foi congelado a -80oC no Biobanco Acadêmico para Pesquisa em Câncer do 

ICESP/USP para posterior extração de RNA total (para análise de expressão dos miRNAs 

e dos mRNAs alvos) e de DNA (para tipagem do HPV) e o restante da peça cirúrgica foi 

processada de forma habitual. Inicialmente, foi realizada a fixação em formalina 

tamponada a 10% por um período de 4 a 6 h e, posteriormente, inclusão em parafina. 

Cortes de 4 a 6 µm foram corados por Hematoxilina e Eosina (HE) e analisados em 

microscópio óptico por um único uropatologista (Dra. Sheila F. Faraj) para definição do 

tipo histológico, grau tumoral, presença de IMV, invasão perineural, condições das 

margens cirúrgicas e envolvimento linfonodal. O Biobanco do ICESP/USP foi aprovado 

pelo Comitê de Ética em Pesquisa do ICESP e pela Comissão Nacional de Ética em 

Pesquisa (CONEP), CEP nº 031/12 e CONEP nº 023/2014. Os pacientes também 

assinaram TCLE para guarda de material biológico no Biobanco. 
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3.3  Extração e isolamento do RNA total 

 

A obtenção das amostras para extração de ácidos nucleicos (tumor e tecido não 

neoplásico) foi feita por meio de cortes de 6 µm dos tecidos em criostato eletrônico 

multiuso, marca Carl Zeiss, modelo Hyrax C25. Para realizar os criocortes, inicialmente, 

os tecidos foram incluídos em Tissue-Tek® O.C.T. Compound, Sakura® Finetek. O 

excesso de O.C.T. foi retirado utilizando-se água Milli-Q ultrapura, livre de 

DNAse/RNAse. As superfícies internas e externas do criostato foram higienizadas com 

etanol a 70% e em seguida com RNAse away, além dos 15 minutos de luz ultravioleta. 

Os criocortes de tecidos foram feitos com o criostato a -34°C e, em seguida, foram 

colocados em tubos de 1,5mL previamente pesados e numerados, para obtenção de 

aproximadamente 5mg e 30mg de tecido para extração de DNA e RNA, respectivamente, 

sendo armazenados a -80oC até o momento do uso.  

Para extração de RNA total foi utilizado o kit de isolamento miRVana® (Thermo 

Fisher Scientific, EUA), de acordo com as recomendações do fabricante. Este kit permite 

o isolamento de todos os tipos de RNA (incluindo mRNA e miRNA), dos espécimes 

cirúrgicos. Os tubos contendo amostras de tecidos foram retirados do freezer a -80oC e 

colocados em isopor com gelo seco para evitar qualquer descongelamento. Ainda com o 

tubo dentro do gelo seco, foi adicionado 300µL de Lysis/Binding Buffer e, em seguida, 

os tubos foram retirados do gelo e a solução homogeneizada para que toda a solução de 

lise penetrasse no tecido. Após, os tubos foram colocados em suporte à temperatura 

ambiente e a homogeneização realizada utilizando seringa hipodérmica de insulina com 

agulha, por pelo menos 20 vezes para ruptura do tecido e completa homogeneização das 

amostras.  

Ao tecido macerado, foram adicionados 30µL de aditivo para homogeneização. 

Logo após, os tubos foram colocados em gelo por 10 minutos e adicionados 300μL de 

fenol-clorofórmio. As amostras foram homogeneizadas em vortex por 60s e centrifugadas 

em velocidade máxima (10.000g) por 5 minutos a temperatura ambiente para separar as 

fases aquosa e orgânica. A fase aquosa foi removida e transferida para um novo tubo, 

onde foram adicionados 1,25 volumes de etanol a 100% a temperatura ambiente. A 

solução foi aplicada em uma coluna e submetida a centrifugação a 10.000g por 15s.  

O filtrado foi descartado e o procedimento foi repetido até que toda solução fosse 

passada pela coluna (utilizando o mesmo tubo coletor para as etapas de lavagem). A 
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coluna foi lavada uma vez com a solução de lavagem 1 e duas vezes com a solução de 

lavagem 2/3, seguidas de centrifugação a 5-10s a 10.000g.  

Após o descarte do filtrado, centrifugamos por mais 1min a 10.000g para 

remoção de qualquer fluido residual na coluna. As colunas foram então transferidas para 

um novo tubo e adicionados 60μL de água livre de RNAse pré-aquecida a 95oC no centro 

da coluna para eluir o RNA total. Os tubos foram centrifugados por 20-30s a 10.000g 

para recuperar o RNA e foram armazenados a -80oC até o momento da utilização. 

A concentração e pureza do RNA total foram analisadas utilizando-se o 

NanoDrop ND1000 (Thermo Fisher Scientific, USA) e a qualidade do RNA foi 

determinada por eletroforese capilar utilizando-se o 2200 TapeStation Instrument 

(Agilent Technologies, EUA). Amostras com razão de absorbância A260/A280 entre 1,8-

2,1 e RIN (RNA Integrity Number) > 7 foram usados para os experimentos de 

microarray. 

 

3.4  Perfil de Expressão de miRNA por Microarray 

 

O perfil de expressão dos miRNAs foi avaliado utilizando-se o Genechip® 

miRNA 4.0 e a plataforma de microarray da Affymetrix (Affymetrix, EUA), seguindo 

orientações do fabricante. Este Genechip® inclui 2578 sondas de miRNAs maduros para 

seres humanos, além de outros pequenos RNAs não codificantes, cobrindo 100% do 

banco de dados miRBase v20. Foram utilizadas 200ng de RNA total inicial para marcação 

utilizando o kit FlashTag Biotin HSR (Affymetrix). Resumidamente, o processo incluiu 

uma reação para adição de uma cauda poli-A ao RNA total, seguido de marcação com 

biotina. Um ensaio de Enzyme Linked Oligosorbent Assay (ELOSA) foi realizado como 

controle de qualidade para confirmar a marcação.  

Amostras de tecido tumoral (TT) e não neoplásico adjacente (TNN) dos 11 

primeiros pacientes incluídos no estudo serviram para a realização das comparações e 

análise por microarray. Destes, seis pacientes apresentavam doença metastática e cinco 

localizada. As amostras foram hibridizadas no Genechip® por 16h utilizando o 

Hybridization Oven 645 e posteriormente lavadas e marcadas na Fluidics Station 450 e 

escaneados com Scanner 3000 7G (Affymetrix, EUA). O pré-processamento 

(normalização, correção de background e sumarização) e as análises estatísticas para 

detecção dos miRNAs diferencialmente expressos (DEmiRs) no grupo de TT versus TNN 
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adjacente e no grupo metastático versus localizado foram realizados no programa 

Transcriptome Analysis Console (TAC) da Affymetrix. Foi utilizado o algoritmo Robust 

Multichip Average + Detection Above Background (RMA + DABG), considerando 

somente os conjuntos de sondas (probesets) específicos para miRNAs maduros em 

espécie Homo sapiens. Os DEmiRs foram identificados usando o teste Linear Models for 

Microarrays (LIMMA), fold change (FC)>2,0 ou <-2,0, p<0,01 e false discovery rate 

(FDR)<0,05 no TT versus TNN. Foi comparado também o padrão de expressão de 

miRNAs entre o grupo de seis tumores metastáticos (metástase linfonodal) em relação ao 

grupo de cinco pacientes com tumor localizado usando o teste LIMMA, FC >1,5 ou <-

1,5 e p<0,05. Os dados do microarray estão disponíveis na base de dados Gene 

Expression Omnibus (GEO) sob número de acesso (GSE172095). 

 

3.5  Validação dos DEmiRs por qRT-PCR 

 

Para a etapa de validação dos DEmiRs detectados pela técnica de microarray foi 

utilizada a técnica de transcrição reversa, seguida de qRT-PCR. Foram selecionados 

DEmiRs para validação da comparação do TT versus TNN e no grupo metastático versus 

localizado. Foram realizadas validações em amostra independente (13 pacientes) e na 

amostra completa (24 pacientes), incluindo as amostras de TNN adjacente. Na coorte total 

dos 24 pacientes, 12 são do grupo metastático e 12 são do localizado. Na coorte 

independente, seis tem doença metastática e sete localizada. 

Os critérios utilizados para a seleção desses DEmiRs foram baseados em: nível de 

significância estatística (valor de p); valores de FC (magnitude da diferença); e relevância 

biológica, após ampla revisão da literatura de miRNAs previamente descritos como 

desregulados em CaPe e/ou outros tipos de CEC. 

Para validação destes DEmiRs, inicialmente foi sintetizado o DNA 

complementar (cDNA), a partir de 10ng de RNA total previamente extraído, por 

transcrição reversa utilizando o TaqManTM Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit 

(Thermo Fisher Scientific, EUA) que consistiu na etapa das seguintes reações: Poly (A) 

tailing, Adaptor ligation, transcrição reversa e miR-Amp de acordo com o protocolo 

recomendado pelo fabricante. O produto amplificado foi armazenado a -20oC até o uso. 
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O cDNA foi diluído somente no dia da reação de qPCR de 10 vezes com água livre de 

RNAse. 

Posteriormente, a expressão desses DEmiRs foi quantificada por meio de PCR 

em tempo real (qRT-PCR), utilizando-se a metodologia TaqMan®. As reações de 

amplificação foram realizadas utilizando-se 10µL de 2X TaqMan Fast Advanced Master 

Mix (Thermo Fisher Scientific, EUA), 1µL DE 20X TaqMan® Advanced miRNA 

específicos e 4µL de água ultrapura, em volume final de 15µL, no equipamento ABI 

StepOne Real Time PCR System (Thermo Fisher Scientific, EUA), de acordo com 

recomendações do fabricante. Para ambos os casos, a quantificação relativa dos níveis de 

expressão foi realizada utilizando-se o método -ΔΔCT(139).  

Para a escolha dos controles endógenos, foram avaliados todos os miRNAs que 

possuíam ensaios comercialmente disponíveis e foram selecionados dois miRNAs com 

menores variações de expressão e maiores valores de significância estatística nas análises 

de microarray: miR-103a-3p e miR-423-5p. Na tabela 2 é apresentado os ensaios 

TaqMan® Advanced miRNA (Thermo Fisher Scientific, EUA) utilizados para os 

controles endógenos e para os DEmiRs previamente selecionados. 
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Tabela 2 – Ensaios Taqman® Advanced miRNA Assays dos DEmiRs selecionados para validação por 
qRT-PCR. 

Tipo miRNA TaqMan® Advanced miRNA Assays 

DEmiRs selecionados 
para validação 

miR-432-5p 478101_mir 

miR-487b-3p 477835_mir 

miR-30a-5p 479448_mir 

miR-149-5p 477917_mir 

miR-145-5p 477916_mir 

miR-200a-5p 478752_mir 

miR-224-5p 477986_mir 

miR-31-3p 478012_mir 

miR-31-5p 478015_mir 

miR-181c-5p 477934_mir 

miR-744-5p 478200_mir 

miR-196b-5p 478585_mir 

miR-152-3p 477921_mir 

miR-421 478088_mir 

Controles Endógenos 
miR-103a-3p 478253_mir 

miR-423-5p 478090_mir 
DEmiR: miRNA diferencialmente expresso; qRT-PCR: quantitative Reverse Transcription Polymerase Chain 
Reaction. 

 

Para a comparação dos valores de expressão dos DEmiRs selecionados entre TT 

versus TNN nas amostras independente (N=13) e total (N=24) foi utilizado teste t-

Student, p<0,05, FDR<0,05, com 2000 permutações. Para a comparação da expressão dos 

DEmiRs entre tumores metastáticos versus tumores localizados nas amostras 

independentes (N=7 e N=6, respectivamente) e total (N=12 e N=12) foi utilizado o teste 

t-Student e p<0,05. Ambos foram realizados considerando a variável -dCT, utilizando o 

programa TM4 MultiExperiment Viewer (MeV) 4.9 (http://mev.tm4.org)(140). 

A quantificação relativa dos níveis de expressão foi realizada por meio do 

método de -ΔΔCT(139), utilizando a média dos valores de CT de dois genes 

normalizadores (miR-103a-3p e miR-423-5p) e os grupos “tecido não-neoplásico 

adjacente” ou “tumores localizados” como grupos referências, respectivamente, para o 

cálculo do FC dos grupos “TT” e “tumores metastáticos”. Os gráficos tipo box-plots 

foram construídos no programa SPSS 25.0. 

O programa TM4 MultiExperiment Viewer (MeV) 4.9 

(http://mev.tm4.org)(140) também foi utilizado para construir os agrupamentos 
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hierárquicos (hierarchical clusters) dos DEmiRs identificados em ambas as 

comparações: TT (N=24) versus TNN (N=24); e tumores metastáticos (N=12) versus 

localizados (N=12) na amostra total. Para a construção desses gráficos foram 

considerados somente os miRNAs com diferença estatística significativa nas 

comparações acima mencionadas. 

 

3.6  Confirmação in silico da expressão de miRNA através do banco de dados 

ArrayExpress 

 

O banco de dados ArrayExpress, um banco de dados repositor do Instituo de 

Bioinformática Europeu (EMBL-EBI), foi utilizado para obter os resultados do banco de 

dados E-MTAB-3087 (https://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/experiments/E-MTAB-

3087/). Este banco de dados inclui os níveis de expressão de miRNA do grupo de TT de 

pacientes com CaPe e seu respectivo grupo de TNN(133). Cada grupo está representado 

por um arquivo (formato fastq) com dados de 10 amostras. Ambos os arquivos da 

expressão gênica, TT e TNN, foram baixados e pré-processados como sugerido pelos 

autores. Os programas Cutadapt v.3.4 e miRge3.0 foram utilizados para processamento 

das amostras. Todos os valores são expressos em razão de log2 (contagem normalizada 

+1) entre o tumor e a contagem normal. Foram considerados valores de razão acima de 

1,0 como superexpressos e valores abaixo de -1,0 como subexpressos. Não foi associado 

a expressão dos DEmiRs com nenhuma outra característica clínico-patológica por falta 

destes dados no estudo que forneceu as amostras. 

 

3.7  Análise de enriquecimento de vias dos alvos preditos dos DEmiRs e 

identificação das redes de interações miRNA-mRNA 

 

A ferramenta de internet Mienturnet(141) foi utilizada para acessar os dados da 

base miRTarBase 8.0 (liberada em 15/09/2019) e pesquisar por genes-alvo de oito 

DEmiRs detectados e validados em nosso estudo na comparação de amostras de TT em 

relação a TNN. O programa Gephi v.0.9.2 foi utilizado para construir gráficos de 

interação miRNA-mRNA. As redes foram construídas considerando as 100 maiores 

associações miRNA-mRNA com evidência de associação funcional fraca e forte e 



Métodos  

 
 

 

53 

FDR<0,05 para os DEmiRs subexpressos e FDR<0,1 para os superexpressos. A 

ferramenta Mienturnet permite construção de gráficos enriquecidos em que cada ponto 

representa um miRNA cujo alvo está incluído em uma via. Cada ponto foi colorido por 

valor ajustado de p e dimensionado pela razão de gene por via. 

 

3.8  Perfil de expressão de mRNA pela plataforma de alto rendimento de qRT-

PCR nanofluídica 

 

Construímos um painel com 89 genes para serem estudados nas amostras totais 

de TT (N=24) e TNN (N=24). Além destes 89 genes, foram utilizados também sete genes 

para controles endógenos, cuja lista total encontra-se na tabela 3. Os genes deste painel 

foram escolhidos através de análise de bioinformática dos DEmiRs descritos na seção 

anterior, bem como foram incluídos genes previamente descritos como desregulados em 

CaPe e outros CECs, genes relacionados a carcinogênese, resposta ao dano de DNA, ciclo 

celular e processo de transição epitélio-mesênquima (EMT). Foram realizadas duas 

análises, do TT (N=24) versus TNN (N=24) e do grupo metastático (N=12) versus 

localizado (N=12). Os mRNAs dos genes escolhidos tiveram suas expressões gênicas 

quantificadas por meio de qRT-PCR utilizando a tecnologia de nanofluídica na 

plataforma Biomark HD®. Esta plataforma permite investigar a expressão de 96 genes 

em até 96 amostras simultaneamente. 
Tabela 3 – Lista completa dos genes incluídos em nosso painel (89 genes de interesse e sete controles 
endógenos) para investigação dos níveis de expressão dos transcritos na amostra total de TT (N=24) e TNN 
(N=24), e tumores localizados (N=12) e tumores metastáticos (N=12) dos pacientes com CaPe. Em negrito, 
os genes que não apresentaram amplificação e foram excluídos da análise final. 

Gene Nome Classificação 
ABCB1 ATP Binding Cassette Subfamily B Member 1 Gene de interesse 
ACTB Actin Beta Controle endógeno 
AKT1 AKT Serine/Threonine Kinase 1 Gene de interesse 

ALDH1A1 Aldehyde Dehydrogenase 1 Family Member A1 Gene de interesse 
ATM ATM Serine/Threonine Kinase Gene de interesse 
B2M Beta-2-Microglobulin Controle endógeno 
BAX BCL2 Associated X, Apoptosis Regulator Gene de interesse 

BBC3 BCL2 Binding Component 3 Gene de interesse 
BCL2 BCL2, Apoptosis Regulator Gene de interesse 

CCND1 Cyclin D1 Gene de interesse 
CD274 CD274 Molecule Gene de interesse 
CD44 CD44 Molecule (Indian Blood Group) Gene de interesse 
CDH1 Cadherin 1 Gene de interesse 
CDH2 Cadherin 2 Gene de interesse 

CDKN1A Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 1A Gene de interesse 
CDKN2A Cyclin Dependent Kinase Inhibitor 2A Gene de interesse 
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Tabela 3 – Lista completa dos genes incluídos em nosso painel (89 genes de interesse e sete controles 
endógenos) para investigação dos níveis de expressão dos transcritos na amostra total de TT (N=24) e TNN 
(N=24), e tumores localizados (N=12) e tumores metastáticos (N=12) dos pacientes com CaPe. Em negrito, 
os genes que não apresentaram amplificação e foram excluídos da análise final. (continuação) 

Gene Nome Classificação 
CEBPB CCAAT/Enhancer Binding Protein Beta Gene de interesse 
CXCR4 C-X-C Motif Chemokine Receptor 4 Gene de interesse 
DKK1 Dickkopf WNT Signaling Pathway Inhibitor 1 Gene de interesse 

DNMT1 DNA Methyltransferase 1 Gene de interesse 
EGFR Epidermal Growth Factor Receptor Gene de interesse 
EGR1 Early Growth Response 1 Gene de interesse 

ENTPD5 Ectonucleoside Triphosphate Diphosphohydrolase 5 Gene de interesse 
ESRP1 Epithelial Splicing Regulatory Protein 1 Gene de interesse 
FGF2 Fibroblast Growth Factor 2 Gene de interesse 
FOS FOS Proto-Oncogene, AP-1 Transcription Factor Subunit Gene de interesse 

GADD45A Growth Arrest and DNA Damage Inducible Alpha Gene de interesse 
GAPDH Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase Controle endógeno 
GUSB Glucuronidase Beta Controle endógeno 
HIF1A Hypoxia Inducible Factor 1 Alpha Subunit Gene de interesse 

HOXA10 Homeobox A10 Gene de interesse 
HOXA9 Homeobox A9 Gene de interesse 
HPRT1 Hypoxanthine Phosphoribosyltransferase 1 Controle endógeno 
IGF1R Insulin Like Growth Factor 1 Receptor Gene de interesse 
IL1A Interleukin 1 Alpha Gene de interesse 
IL1B Interleukin 1 Beta Gene de interesse 
IL6 Interleukin 6 Gene de interesse 
JUN JUN Proto-Oncogene, AP-1 Transcription Factor Subunit Gene de interesse 

KAT6A Lysine Acetyltransferase 6A Gene de interesse 
KLF4 Kruppel Like Factor 4 Gene de interesse 

KMT2A Lysine Methyltransferase 2A Gene de interesse 
KMT2D Lysine Methyltransferase 2D Gene de interesse 
KRAS KRAS Proto-Oncogene, GTPase Gene de interesse 
LATS2 Large Tumor Suppressor Kinase 2 Gene de interesse 
LIN28A LIN-28 Homolog A Gene de interesse 
MCM2 Minichromosome Maintenance Complex Component 2 Gene de interesse 
MDM2 MDM2 Proto-Oncogene Gene de interesse 
MLH1 Mutl Homolog 1 Gene de interesse 
MMP1 Matrix Metallopeptidase 1 Gene de interesse 
MMP12 Matrix Metallopeptidase 12 Gene de interesse 
MMP9 Matrix Metallopeptidase 9 Gene de interesse 
MYC MYC Proto-Oncogene, BHLH Transcription Factor Gene de interesse 

MYD88 Myeloid Differentiation Primary Response 88 Gene de interesse 
NANOG Nanog Homeobox Gene de interesse 

NES Nestin Gene de interesse 
NOTCH1 Notch 1 Gene de interesse 
NOTCH4 Notch 4 Gene de interesse 

NOX1 NADPH Oxidase 1 Gene de interesse 
NRP1 Neuropilin 1 Gene de interesse 

PDCD1 Programmed Cell Death 1 Gene de interesse 
PEBP1 Phosphatidylethanolamine Binding Protein 1 Gene de interesse 
PITX2 Paired Like Homeodomain 2 Gene de interesse 

PMAIP1 Phorbol-12-Myristate-13-Acetate-Induced Protein 1 Gene de interesse 
PPARGC1A PPARG Coactivator 1 Alpha Gene de interesse 

PTEN Phosphatase and Tensin Homolog Gene de interesse 
Rb1 RB Transcriptional Corepressor 1 Gene de interesse 
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Tabela 3 – Lista completa dos genes incluídos em nosso painel (89 genes de interesse e sete controles 
endógenos) para investigação dos níveis de expressão dos transcritos na amostra total de TT (N=24) e TNN 
(N=24), e tumores localizados (N=12) e tumores metastáticos (N=12) dos pacientes com CaPe. Em negrito, 
os genes que não apresentaram amplificação e foram excluídos da análise final. (continuação) 

Gene Nome Classificação 
RECK Reversion Inducing Cysteine Rich Protein with Kazal Motifs Gene de interesse 
RHOA RAS Homolog Family Member A Gene de interesse 
RIPK3 Receptor Interacting Serine/Threonine Kinase 3 Gene de interesse 
RPLP0 Ribosomal Protein Lateral Stalk Subunit P0 Controle endógeno 
SAV1 Salvador Family WW Domain Containing Protein 1 Gene de interesse 

SESN2 Sestrin 2 Gene de interesse 
SFN Stratifin Gene de interesse 

SLC2A1 Solute Carrier Family 2 Member 1 Gene de interesse 
SNAI1 Snail Family Transcriptional Repressor 1 Gene de interesse 
SNAI2 Snail Family Transcriptional Repressor 2 Gene de interesse 
SOX2 SRY-Box 2 Gene de interesse 
SRC SRC Proto-Oncogene, Non-Receptor Tyrosine Kinase Gene de interesse 

STAT3 Signal Transducer and Activator of Transcription 3 Gene de interesse 
STK4 Serine/Threonine Kinase 4 Gene de interesse 

TCF7L2 Transcription Factor 7 Like 2 Gene de interesse 
TFRC Transferrin Receptor Controle endógeno 

TGFB1 Transforming Growth Factor Beta 1 Gene de interesse 
TIGAR TP53 Induced Glycolysis Regulatory Phosphatase Gene de interesse 
TLR4 Toll Like Receptor 4 Gene de interesse 

TNFRSF1A TNF Receptor Superfamily Member 1A Gene de interesse 
TP53 Tumor Protein P53 Gene de interesse 

TP53I3 Tumor Protein P53 Inducible Protein 3 Gene de interesse 
TP63 Tumor Protein P63 Gene de interesse 

TP73(var1) Tumor Protein P73 Variant 1 Gene de interesse 
TP73(var2) Tumor Protein P73 Variant 2 Gene de interesse 

TWIST1 Twist Family BHLH Transcription Factor 1 Gene de interesse 
VEGFA Vascular Endothelial Growth Factor A Gene de interesse 
WNT3a Wnt Family Member 3A Gene de interesse 
WNT5a Wnt Family Member 5A Gene de interesse 
ZEB1 Zinc Finger E-Box Binding Homeobox 1 Gene de interesse 

 

Um total de 45 ng de massa de RNA foi utilizado para a síntese de cDNA 

(Reverse Transcription Master Mix, Fluidigm®) seguido de 10 ciclos de reação de pré-

amplificação (Preamp Master Mix, Fluidigm®), seguindo-se o protocolo recomendado 

pelo fabricante. A reação de pré-amplificação foi realizada utilizando-se um pool de Delta 

Gene™ assays contendo 96 ensaios (concentração final de 500nM/cada). As reações 

foram realizadas nos seguintes parâmetros: 95°C, por 2 minutos, 10 ciclos de 

desnaturação a 95°C por 15 segundos e anelamento e extensão de 60°C de 4 minutos e 

no final 4°C.  

Foram analisados 96 Delta Gene™ assays compostos por 89 genes de interesse 

e 7 genes endógenos. Os Delta Gene™ assays foram desenhados utilizando o programa 

D3 Assay Design (Fluidigm®) e que continham primers (Forward e Reverse). O cDNA 
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pré-amplificado foi tratado com 8U de Exonuclease I (New England, BioLabs) para 

eliminar os primers não incorporados e o produto final foi diluído 10 vezes em tampão 

TE Buffer (10mM Tris, pH 8.0,1mM EDTA – Thermo Fisher). Uma alíquota desta 

amostra diluída foi utilizada para a análise de expressão gênica por Real Time utilizando 

o corante EvaGreen®. 

Foi preparado a solução contendo o cDNA pré-amplificado tratado com 

Exonuclease I, SsoFast™ EvaGreen® Supermix with Low ROX (Bio-Rad Laboratories) 

e 20x DNA Binding Dye Sample Loading Reagent (Fluidigm®), seguindo-se o protocolo 

recomendado pelo fabricante. Cada um dos 96 Delta Gene™ Assays (concentração final 

de 5uM) e cada solução foram pipetados dentro do 96.96 Dynamic Array Integrated 

Fluidic Circuit (IFC) de acordo com o mapa de pipetagem recomendado pelo fabricante 

e em seguida foi colocado no equipamento Juno IFC controller (Fluidigm®) para a 

corrida do Script load mix (136x) para carregar as amostras e os ensaios no 96.96 

Dynamic Array IFC. Após esta corrida, o qPCR foi realizado consistindo em múltiplas 

reações na câmara em alíquotas de pequenos volumes (nanolitros) utilizando o 

equipamento Fluidigm BioMark™ HD System Real-Time PCR (Fluidigm®) de acordo 

com protocolo estabelecido GE Fast 96x96 PCR+Melt v2.pcl protocol que consistiu em 

70°C por 40min, 60°C por 30s, 95°C por 60s, 30 ciclos de 96°C por 5s, 60°C por 20s e 

curva de melting 95°C por 3s e 60-95°C (1°C/3s) (Fluidigm®). Os resultados da reação 

de qPCR foram extraídos do programa Biomark Data Collection versão 4.5.1 e foram 

analisados utilizando o programa Fluidigm Real-Time PCR Analysis versão 4.3.1 

(Fluidigm®). Os valores limites foram traçados individualmente para cada gene e foi 

considerado o valor limite de detecção Ct acima de 24. 

Para a comparação de valores de expressão dos transcritos (mRNA) dos genes 

diferencialmente expressos (DEGs) selecionados entre TT (N=24) versus TNN adjacente 

(N=24) na amostra expandida foi utilizado teste t-Student, p<0,05, FDR<0,05, com 2000 

permutações. Para a comparação dos valores de expressão dos DEGs entre tumores 

metastáticos (N=12) versus tumores localizados (N=12) na amostra expandida, foi 

utilizado o teste t-Student e p<0,05. Ambos foram realizados considerando a variável -

dCT, utilizando o programa TM4 MultiExperiment Viewer (MeV) 4.9 

(http://mev.tm4.org)(140). 

Para a escolha do melhor gene endógeno, utilizamos o programa NormFinder, 

um add-in do Microsoft® Excel(142). Escolhemos o ACTB e o RPLP0 como genes 
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endógenos, dentre os sete genes incluídos, para o cálculo de valores -∆CT por 

apresentarem maior estabilidade de expressão entre os grupos (TT versus TNN e tumor 

metastático versus localizado). A quantificação relativa dos níveis de expressão foi 

realizada por meio do método de -ΔCT(139), utilizando a média dos valores de CT de 

dois genes normalizadores (ACTB e RPLP0) e os grupos TNN adjacente ou tumores 

localizados como grupos referências para o cálculo do FC dos grupos TT e tumores 

metastáticos, respectivamente. 

 

3.9  Validação in silico da expressão gênica alterada em CaPe através do banco 

de dados GEO 

 

O Gene Expression Omnibus (GEO) é uma base de dados pública do NCBI e foi 

utilizada para obter os dados pré-processados do banco de dados GSE57955 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/query/acc.cgi?acc=GSE57955). Estes dados são 

provenientes do estudo de análise de expressão gênica utilizando a plataforma de Whole 

Human Genome 4x44k microarray (Agilent Technologies, EUA) e incluiu amostras de 

39 CaPe e cinco amostras de glande extraídas de autópsia de pacientes brasileiros(143). 

Para obter os dados foram utilizados os pacotes GEOquery, ggplot2 e dplyr do programa 

R Statistical v.4.0.2. Todos os dados foram expressos em razão de log2 (tumor/glande 

normal). Valores com razão acima de 1,0 foram considerados como superexpressos e 

valores abaixo -1,0 como subexpressos. Essa avaliação in silico tem como objetivo 

validar os DEGs identificados por qRT-PCR na comparação TT e TNN da nossa 

casuística, confirmando-os com resultados externos. 

 

3.10  Análise de enriquecimento de vias de genes alterados em CaPe 

 

Os valores de FC foram utilizados para classificar os DEGs detectados na 

comparação de TT e TNN através da análise enriquecimento de vias de genes alterados 

(Gene Set Enrichment Analysis – GSEA) em CaPe(144). Foi utilizado o pacote msigdbr 

do programa R Statistical v.4.0.2 para obter as informações da base de dados para vias e 

genes da base Gene Ontology (GO). O pacote clusterProfiler foi utilizado para realizar o 

enriquecimento de vias comparando a lista de genes com todas as vias com mais de 10 
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genes e menos de 500. Vias enriquecidas com p<0,05 foram selecionadas para representar 

o mapa metabólico e os pontos de vias enriquecidas utilizando o pacote enrichplot. Não 

foram realizados enriquecimento de vias para resultados de comparações com menos de 

10 genes conforme sugerido no guia do GSEA (https://www.gsea-

msigdb.org/gsea/doc/GSEAUserGuideFrame.html), pelo risco valorização excessiva de 

poucas vias. Portanto, não realizamos esta comparação para os resultados de associação 

de expressão dos genes entre pacientes com doença metastática versus localizada. 

 

3.11  Análise da expressão proteica 

 

A escolha das proteínas para esta etapa foi feita por relevância biológica, suas 

relações com as variáveis clínicas em CaPe e relações com miRNA em CaPe encontrados 

previamente em nosso estudo, conforme descrito na tabela 4. 

A análise da expressão das proteínas codificadas pelos DEGs foi realizada por 

IHQ no espécime cirúrgico contido nos blocos de parafina armazenadas no Laboratório 

de Patologia do ICESP. Os anticorpos utilizados estão apresentados na tabela 4. O 

processo incluiu a desparafinização dos cortes de 3µ de espessura por incubação com 

xilol a 60o C por 20 minutos seguido de outra incubação com xilol à temperatura 

ambiente por 20 minutos. A seguir, realizou-se a hidratação dos cortes em concentrações 

decrescentes de Etanol (95%, 80% e 70%) com 3 banhos de 30 segundos cada, seguido 

por lavagem em água corrente e destilada. A recuperação antigênica foi realizada 

mediante incubação das lâminas em solução de tampão citrato com pH 6,0 (PMB1-125, 

Spring Bioscience, EUA) ou solução tampão Tris-EDTA com pH 9,0 (PMB4-125, Spring 

Bioscience, EUA) em panela a vapor (após a fervura da água da panela com a cuba de 

solução de recuperação) por 35 minutos. Após 20 minutos à temperatura ambiente, 

realizou-se lavagens em água corrente e destilada. O bloqueio da peroxidase endógena 

foi realizada com água oxigenada (H2O2) a 6% diluída em metanol, em três banhos de 

10 minutos cada e lavagens em água corrente e destilada. A seguir, lavamos com solução 

salina tamponada (PBS) 10 mM pH 7,4 por 5 minutos. O bloqueio de proteínas foi 

realizado com Cas BlockTM (Invitrogen by Life Technologies, EUA) por 10 minutos a 

37o C. Finalmente, realizou-se incubação das lâminas com o anticorpo primário 

específico diluídos em solução de albumina bovina a 1,0% (BSA)(SIGMA, EUA) e azida 



Métodos  

 
 

 

59 

sódica (NaN3)  a 0,1% (Inlab, Brasilem) em câmara úmida por 30 minutos a 37o C e 18 

horas (overnight) a 4oC. Na sequência, realizou-se incubação com o bloqueador pós-

primário (Post Primary Block, NovoLink Max Polymer Detection System, Leica 

Biosystems, EUA), por 30 minutos a 37o C. ou no caso do anticorpo primário produzido 

em cabra, utilizou-se o reagente ImmPRESSTM HRP reagente kit (peroxidase – Vector, 

Burlingame, EUA). A revelação foi feita com solução de substrato cromogênico contendo 

diaminobenzidina a 0,1% (Sigma, EUA) peróxido de hidrogênio a 0,06%, dimetil 

sulfóxido (Labsynth, EUA) a 1% em PBS, em banho de 5 minutos, a 37oC. A contra-

coloração foi feita com Hematoxilina de Harris por 1 minuto, seguida por lavagens em 

água corrente e água destilada. Para montagem em lamínula, foi feita imersão rápida em 

água amoniacal (sol. de hidróxido de amônia 0,5%) seguido de lavagens em água corrente 

e destilada, desidratação em banhos de concentrações crescentes de etanol (50%, 80%, 

95%) e etanol absoluto (3 trocas de 1 minuto cada), diafanização em banhos de xilol (3 

trocas de 1 minuto cada) e montagem em meio permanente (Entellan, Merck, Ale). 

Os controles utilizados na reação imuno-histoquímica compreendem, um 

controle positivo sabidamente positivo para o anticorpo em estudo e um controle negativo 

com incubação em PBS e eliminação do anticorpo primário, sendo efetuados todos os 

demais procedimentos imuno-histoquímicos. Todas as lâminas foram revisadas por uro-

patologista com experiência (Profa. Dra. Kátia Ramos Leite) e os resultados de expressão 

proteica foram qualitativos e definidos como presença ou ausência de expressão, por não 

haver diferença quantitativa mensurável nos espécimes. 
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Tabela 4 – Anticorpos utilizados para marcação imuno-histoquímica das proteínas escolhidas na amostra 
total de tumores dos 24 pacientes e motivos de sua seleção. 

Anticorpo Clone Fabricante Teste Critérios para seleção 

HOXA10 goat pAb Abcam ab191470 Associação com metástase linfonodal 

SNAIL+SLUG rabbit pAb Abcam ab85936 Associação com metástase linfonodal 

RhoA rabbit mAb Abcam ab187027 
Subexpresso em TT x TNN e alvo dos 
miR-31-3p e 31-5p superexpressos 
validados 

MMP1 rabbit mAb Abcam ab52631 

Associação com variáveis prognósticas, 
maior FC na comparação entre TT x TNN 
e alvo do miR-145-5p subpexpresso e 
validado 

c-Myc rabbit mAb Abcam ab32072 Associação com metástase linfonodal 

IL-1a rabbit pAb Abcam ab9614 
Associação com invasão linfovascular, 
alto FC na comparação TT x TNN e alvo 
do miR-30a-5p subexpresso e validado 

IGF1R rabbit pAb Abcam ab39675 Associação com metástase linfonodal 

PTEN rabbit mAb Cell Signaling 12 2017 Subexpresso em TT x TNN e alvo do miR-
200a-5p superexpresso validado 

 

3.12  Extração de DNA e detecção de DNA de HPV 

 

A metodologia escolhida para a detecção do HPV, bem como para a 

genotipagem viral, foi a de hibridização reversa, utilizando-se o kit INNO-LiPA HPV 

Genotyping Extra (INNOGENETICS, Gent, Bélgica). Este método possibilita a 

identificação de 28 genótipos distintos de HPV. Brevemente, fragmentos de 65pb da 

região L1 do HPV foram amplificados utilizando os iniciadores SPF10 biotinilados em 

uma reação de PCR(145, 146). Em seguida, 10μL do produto de PCR foi desnaturado 

pela adição de 10μL de solução de NaOH. Após 10 minutos, uma tira de Inno-LiPA foi 

recoberta com 2 mm de tampão de hibridização [3x SSC (1x SSC é composto de citrato 

de sódio, C6H5Na3O7, 15mM e de cloreto de sódio, NaCl, 150mM) e 0,1% de dodecil 

sulfato de sódio, NaC12H25SO4, (pré-aquecido a 37ºC)] e incubados a 50±0,5ºC por 1 

hora. Todas as incubações e etapas de lavagem foram realizadas de maneira automatizada 

em AutoBlot3000 (MedTec, Inc. Chapel Hill, EUA). As tiras foram lavadas duas vezes 

por 30 segundos e uma vez por 30 minutos a 50ºC com 2 mL de solução de hibridização. 

Após esta lavagem estringente, as tiras foram incubadas com 2 mL de fosfatase alcalina 

conjugada à estreptavidina por 30 minutos em temperatura ambiente. As tiras foram 

lavadas duas vezes com 2 mL de solução de enxágue e uma vez com 2mL de tampão de 

substrato. Dois mililitros de substrato (5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato e nitroazul de 
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tetrazólio) foram adicionados e incubados por 30 minutos em temperatura ambiente. A 

reação foi interrompida pela aspiração da solução de substrato e adição de 2mL de água 

destilada. Após a secagem, os resultados da tira foram interpretados pela comparação do 

padrão de hibridização com o diagrama modelo de padrões tipo específicos de HPV(146). 

 

3.13  Análise Estatística 

 

Com o intuito de avaliar a diferença entre os grupos de pacientes das amostras 

utilizadas para o microarray, validação independente e validação em amostra total, foram 

utilizados os testes de Chi-quadrado ou Exato de Fisher e o Mann-Whitney com valor 

para significância estatística de p<0,05 no SPSS versão 25.0. 

As correlações entre expressão de miRNAs e genes foram realizadas por 

correlação de teste de Pearson utilizando o SPSS 25.0 separadamente para TT e TNN e 

para amostras de tumores metastáticos e localizados. AS correlações entre TT e TNN 

foram traçadas com o programa R Statistical v.4.0.2 utilizando-se os pacotes corrplot, 

ggplot2, ggrepel e ggpubr. Todas as combinações de expressões miRNA-mRNA foram 

traçadas em gráfico de dispersão para selecionar os pares com correlação inversa entre os 

dois grupos avaliados, a qual foi determinada pelos pontos fora da curva da distribuição 

linear dos valores de R mais negativamente correlacionados (-1,-1) para os mais 

positivamente valores de R correlacionados (1,1) com intervalo de confiança igual a 99%. 

Para as correlações entre tumores metastáticos e localizados foi utilizado o pacote Hmisc 

e o tidyr para selecionar os pares mRNA-miRNA com valores de p≤0,01 em pelo menos 

um tipo de amostra (metastático ou localizado). A razão entre mRNA/miRNA dos pares 

selecionados utilizando-se o pacote prroc e calculando-se a AUC. Subsequentemente, os 

pacotes corrplot e ggplot2 foram utilizados para construir o gráfico com os valores de 

correlação. Finalmente, o pacote ggrepel foi utilizado para identificar os pares mRNA-

miRNA com AUC maiores que 0,8. 

Os valores de expressão (-dCT) dos miRNAs e dos genes (mRNA) investigados 

no estudo foram comparados entre as seguintes variáveis clínicas, na amostra expandida 

(N=24): 

- Grau de diferenciação agrupado (I+II versus III) 

- pT (T1 versus T2 + T3)  
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- Invasão microvascular (Sim versus Não) 

- Invasão perineural (Sim versus Não) 

- Grupo de risco para metástase da EAU (baixo + médio versus alto)  

- HPV (positivo versus negativo)  

- Tamanho do tumor (≤5 versus > 5 cm) 

Essas comparações foram realizadas por meio do teste t-Student, com nível de 

significância de 5%, no programa TM4 MultiExperiment Viewer (MeV) 4.9 

(http://mev.tm4.org)(140). A quantificação relativa dos níveis de expressão foi realizada 

por meio do método de ΔΔCt(139). 

As curvas de Receiver Operating Characteristic (ROC) foram construídas para 

os miRNAs e mRNAs com objetivo de encontrar aqueles com melhor resultado para 

distinção entre TT e TNN, bem como para identificar pacientes com tumores metastático 

e todas as outras variáveis clínico patológicas avaliadas em nosso estudo. As curvas ROC 

foram construídas com o SPSS 25.0 e a área sob a curva (AUC) foi calculada para analisar 

a especificidade e sensibilidade de cada variável com relação ao desfecho. 

Os pacientes foram acompanhados durante todo o período posterior ao 

diagnóstico, realizando consultas periódicas e exames complementares. Os dados de 

seguimento dos pacientes foram coletados até abril de 2021 e os tempos de sobrevida 

câncer-específica (SCE) e global (SG) foram calculados em meses, considerando-se a 

data de cirurgia até data de óbito (desfecho). Para o cálculo de sobrevida livre de 

recorrência (SLR), foi utilizado a data da recorrência clínica ou por imagem (desfecho). 

Pacientes com perda de seguimento ou que estavam vivos no último seguimento foram 

considerados como eventos censurados nas análises. Nestes casos, foi considerada a 

última data de retorno para o cálculo do tempo de sobrevida. 

Curvas de Kaplan-Meier foram construídas para sobrevida livre de recorrência, 

câncer-específica e sobrevida global correlacionando os parâmetros clínico-patológicos, 

DEmiRs e DEGs. No caso destes dois últimos, categorizamos essas duas variáveis 

contínuas utilizando como corte o valor mediano dos valores numéricos de expressão (-

dCT) de cada um dos DEmiRs e DEGs selecionados. Os grupos foram categorizados 

como “baixa expressão” quando apresentavam valores menores ou iguais ao valor 

mediano e como “alta expressão” quando apresentavam valores maiores ao valor mediano 

de expressão. As curvas de sobrevida foram comparadas por meio do teste log rank.  
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Em seguida, foram construídos modelos de regressão de Cox, calculando-se os 

valores de Hazard Ratio (HR) com intervalo de confiança (IC) de 95% para os níveis de 

expressão de cada um dos DEmiRs e DEGs estudados, estimando seus efeitos na 

sobrevida, com ajuste para as variáveis anatomopatológicas significativamente 

associadas à curva de sobrevida nas análises univariadas. As análises foram realizadas no 

programa SPSS 25.0 e o nível de significância estatística considerado foi de 5%. 

Para verificar a associação entre expressão proteica (presença ou ausência) e as 

variáveis clinicopatológicas (estádio patológico, grau tumoral, invasão perineural, IMV, 

presença de HPV e tamanho do tumor), foi realizado teste de Qui-quadrado ou Exato de 

Fisher. Foram construídas curvas de sobrevida livre de recorrência, câncer-específica e 

global de acordo com o método de Kaplan-Meier e as diferenças estatísticas foram 

avaliadas por meio do teste de log-rank. Essas análises estatísticas foram realizadas no 

pacote estatístico SPSS 25.0 e o nível de significância estabelecido foi de 5%.
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4  RESULTADOS 

 

4.1  Resultados clínico-patológicos cirúrgicos 

 

Entre julho de 2015 e janeiro de 2018 foram atendidos 41 casos novos de CaPe 

em nossa instituição e todos foram convidados a participar do projeto de pesquisa 

voluntariamente. Neste momento, dois recusaram-se a participar do projeto e um não 

aceitou realizar penectomia. Três pacientes evoluíram a óbito antes do procedimento 

cirúrgico e dois tinham doença avançada sem prognóstico de cura e foram excluídos. Um 

paciente foi excluído por já ter realizado penectomia parcial anteriormente, outro por 

apresentar infecção pelo vírus HIV e mais um pelo vírus HCV. Restaram 30 pacientes 

que tinham indicação de penectomia total ou parcial para tratamento de CEC peniano, 

todos assinaram o TCLE e foram incluídos em nosso estudo. Após a inclusão, dois 

pacientes foram submetidos a tratamento local em outra instituição por desejo próprio, 

dois pacientes não tinham material suficiente para coleta de amostra pelo biobanco e um 

teve a coleta perdida por falha de procedimento do protocolo. Finalmente, um paciente 

foi excluído por não ter retornado em acompanhamento. Portanto, até janeiro de 2018, 

incluímos efetivamente 24 pacientes e todos foram submetidos à penectomia. A tabela 5, 

a seguir, lista os motivos de não inclusão dos pacientes. 

 
Tabela 5 – Motivos de não inclusão dos pacientes no protocolo de estudo. 

Pacientes do Estudo N 
Total pacientes com CaPe no ICESP 41 
Razões para exclusão dos pacientes 17 

Não assinaram o TCLE 2 
Não aceitou penectomia 1 
Óbito antes da cirurgia 3 
Doença incurável 2 
Tratamento por CaPe prévio 1 
Infecção por HIV, HCV 2 
Penectomia em outro serviço 2 
Material coletado insuficiente 3 
Perda de seguimento 1 

Total de Pacientes Incluídos 24 
CaPe: câncer de pênis; ICESP: Instituto do Câncer do Estado de São Paulo; TCLE: termo de consentimento livre e 
esclarecido; HIV: human of immunodeficiency virus; HCV: hepatitis C virus 

 

Os dados demográficos dos 24 pacientes incluídos no estudo estão representados 

na Tabela 6. A idade média dos pacientes ao diagnóstico foi de 61,8 anos (desvio padrão 
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± 16,1 anos - DP). Em relação aos fatores de risco para CEC de pênis, nove pacientes 

tinham antecedentes de DSTs e apenas três deles relatavam infecção por HPV. Tabagismo 

foi relatado por 13 pacientes (54,2%). Sete (29,2%) pacientes apresentavam história 

prévia de zoofilia e sete relatavam episódios prévios de balanopostite. Onze pacientes 

realizaram postectomia, sendo todas realizadas na fase adulta.  

O nível de escolaridade dos pacientes encontrado foi baixo, com cinco (20,8%) 

pacientes analfabetos e 16 (66,7%) tendo estudado até o 1º grau. Apenas 3 (12,5%) dos 

24 casos possuíam 2º grau completo. Com relação à naturalidade, um (4,2%) paciente 

vinha da região norte, 13 (54,1%) pacientes vinham da região nordeste, sete (29,1%) da 

região sudeste, dois (8,4%) da região sul e um (4,2%) era de nacionalidade portuguesa. 

 
Tabela 6 – Dados clínico-demográficos dos pacientes participantes do estudo. 

Idade média (DP) 61,8 anos (± 16,1) 

Raça  

Negro 5 (20,8%) 

Pardo 11 (45,8%) 

Branco 8 (33,4%) 

Escolaridade  

Analfabeto 5 (20,8%) 

1º Grau 16 (66,7%) 

2º Grau 3 (12,5%) 

Tabagismo 13 (54,2%) 

Idade média 1ª relação sexual 15,1 anos (± 4,1) 

No médio de parceiras prévias (DP) 24,7 (± 30,2) 

DSTs 9 (37,5%) 

Balanopostites 7 (29,2%) 

Postectomia 11 (45,8%) 

Zoofilia 7 (29,2%) 
DP: desvio padrão; DST: doença sexualmente transmissível 

 

As cirurgias realizadas, estádio clínico e os dados do anatomopatológico dos 24 

casos operados e seguidos até abril de 2021 estão descritos na Tabela 7. O seguimento 

mediano foi de 39,8 meses. A penectomia total foi realizada em sete (29,2%) casos e o 

restante submetido à penectomia parcial. Todos os pacientes tinham como subtipo 

histológico o carcinoma epidermóide usual. O estadiamento do tumor primário foi pT2 

em 13 pacientes (54,2%) e sete pT3 (29,2%), demonstrando doença em estádio avançado 
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na maioria dos casos. A linfadenectomia inguinal foi indicada para 20 pacientes com 

linfonodo inguinal palpável (n=3), estádio patológico ≥ pT2 (n=17) ou tumores de grau 3 

(pouco ou indiferenciado; n=8). Um paciente evoluiu com doença inoperável entre a 

penectomia e a linfadenectomia inguinal e três recusaram-se a realizar o procedimento. 

Os três pacientes que recusaram a linfadenectomia inguinal tinham mais de 80 anos e 

doença T2G1 (n=1) e T2G2 (n=2); um faleceu de causa não relacionada à doença peniana, 

os outros dois permanecem vivos e sem evidência de recorrência com seguimento de 24 

e 51 meses. A linfadenectomia inguinal foi realizada em 16 (66,7%) casos, dos quais 11 

(68,7%) tinham metástase linfonodal. Dos pacientes pN+, dois (12,5%) eram pN1, dois 

(12,5%) pN2 e sete (43,7%) pN3. Um paciente apresentava estadiamento clínico cN3 e 

iniciou quimioterapia neoadjuvante. Entretanto, este paciente evoluiu rapidamente com 

doença à distância não recebendo tratamento local inguinal e veio a falecer de sua doença 

12 meses após a penectomia. 

O seguimento máximo dos pacientes foi de 62 meses e, durante este período, 

sete pacientes tiveram recorrência da doença tendo falecido por CaPe (29,2%) e três 

faleceram por outras causas, totalizando 10 óbitos no seguimento final (41,7%). As curvas 

de Kaplan-Meier de SLR, SCE e SG estão apresentadas na figura 2. 
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Tabela 7 – Dados cirúrgicos-patológicos dos pacientes participantes do estudo separados por amostras. 

PACIENTES 
AMOSTRA 

TOTAL 
N (%) 

AMOSTRA 
MICROARRAY 

N (%) 

AMOSTRA DE 
VALIDAÇÃO 

N (%) 
p* 

Número de Pacientes 24 11 13  
Idade na cirurgia - Média (DP) 
anos 61,8 (16,1) 61,6 (14,2) 61,9 (18,2) 0,931 

Seguimento - Mediana (range) 
meses 39,8 (2 – 68) 47,5 (8 – 62) 34,9 (2 – 61)  

História de Tabagismo 14 (58,3) 8 (72,7) 6 (46,1) 0,123 

cT    0,378 

cT1 3 (12,5) 2 (18,2) 1 (7,7)  

cT2 13 (5,2) 4 (36,4) 9 (69,2)  

cT3 8 (33,3) 5 (45,4) 3 (23,1)  

cN    0,327 

cN0 9 (37,5) 5 (45,4) 4 (30,8)  

cN1 8 (33,3) 3 (27,3) 5 (38,4)  

cN2 4 (16,7) 3 (27,3) 1 (7,7)  

cN3 3 (12,5) 0 (0) 3 (23,1)  

Penectomia    0,476 

Parcial  17 (70,8) 7 (63,6) 10 (76,9)  

Total  7 (29,2) 4 (36,4) 3 (23,1)  

Grau    0,854 

I 3 (12,5) 2 (18,2) 1 (7,7)  

II 13 (54,2) 6 (54,5) 7 (53,9)  

III 8 (33,3) 3 (27,3) 5 (38,4)  

Estádio T    0,246 

pT1 4 (16,6) 3 (27,2) 1 (7,7)  

pT2 13 (54,2) 4 (36,4) 9 (69,2)  

pT3 7 (29,2) 4 (36,4) 3 (23,1)  

Linfadenectomia inguinal 16 (66,7) 7 (63,6) 9 (69,2) 0,476 

Linfadenectomia Pélvica 4 (16,7) 2 (18,1) 2 (15,4) 1,0 

Metástases linfonodais 12/16 (75,0) 5/7 (71,4) 6/9 (66,7) 0,682 

Infecção por HPV 8 (33,3) 3 (27,3) 5 (38,4) 0,562 
Tamanho tumor - Média (DP) 
cm 

4,75 (2,27) 4,93 (2,50) 4,59 (2,15) 0,247 

Invasão linfovascular 6 (25,0) 3 (27,3) 3 (23,1) 0,813 

Invasão Perineural 10 (41,7) 4 (36,4) 6 (46,2) 0,628 
Grupo de Risco (EAU)     0,381 

Baixo 1 (4,2) 1 (9,1) 0 (0)  

Intermediário 3 (12,5) 2 (18, 2) 1 (7,7)  
Alto 20 (83,3) 8 (72,7) 12 (92,3)  

CaPe: câncer de pênis; N: número de indivíduos; DP: desvio padrão; HPV: human papillomavirus; EAU: European 
Association of Urology; * Teste de Mann-Whitney. 
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Figura 2 – Curvas de Kaplan-Meier de sobrevida livre de recorrência (A); sobrevida câncer-específica (B) 
e global (C). 

 
As associações entre as características clínico-patológicas e as SLR, SCE e SG 

estão apresentadas na tabela 8. A presença de metástase linfonodal esteve associada a 

maior recidiva pela doença (p log-rank <0,05; figura 3), enquanto a invasão perineural e 

metástase linfonodal foram associadas a pior SCE (p log-rank <0,05; figuras 4A e B) e 

foram utilizadas para ajuste nos modelos multivariados que investigaram associações 

entre miRNA e genes com SLR e SCE. Por outro lado, nenhuma variável clínico-

patológica foi associada com pior SG. 
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Tabela 8 – Associação entre sobrevida livre de recorrência, câncer específica e global através do teste de 
log-rank e o cálculo do HR com IC de 95% por regressão de Cox para as características clínicas e 
patológicas, considerando a amostra total de casos com CaPe (n=24). 

Sobrevida Variáveis Clínico-patológicas 
p log-
rank 

HR (95% IC) p** 

Livre de 
Recorrência 

Metx Linfonodos (sim vs não) 0,003* 84,79 (0,18-40021,9) 0,158 

Invasão Perineural (sim vs não) 0,052 4,41 (0,85-22,88) 0,077 

Invasão Microvascular (sim vs não) 0,362 1,97 (0,44-8,82) 0,375 

Estádio pT (T2+T3 vs T1) 0,181 28,55 (0,01-81914,7) 0,409 

Grau Histológico (III vs I+II) 0,205 2,53 (0,56-11,35) 0,225 

Infecção HPV (presença vs ausência) 0,310 0,35 (0,04-2,94) 0,336 

Tamanho do Tumor (> 5cm vs ≤ 5cm) 0,495 1,67 (0,37-7,48) 0,502 

Câncer 
Específica 

Metx Linfonodos (sim vs não) 0,003* 86,59 (0,18-41340,9) 0,156 

Invasão Perineural (sim vs não) 0,043* 4,71 (0,90-24,49) 0,066 

Invasão Microvascular (sim vs não) 0,240 2,40 (0,53-10,78) 0,255 

Estádio pT (T2+T3 vs T1) 0,183 28,64 (0,01-80176,9) 0,407 

Grau Histológico (III vs I+II) 0,161 2,81 (0,62-12,68) 0,179 

Infecção HPV (presença vs ausência) 0,276 0,33 (0,04-2,72) 0,301 

Tamanho do Tumor (> 5cm vs ≤ 5cm) 0,635 1,43 (0,32-6,41) 0,637 

Global 

Metx Linfonodos (sim vs não) 0,062 3,45 (0,87-13,69) 0,078 

Invasão Perineural (sim vs não) 0,326 1,85 (0,53-6,45) 0,333 

Invasão Microvascular (sim vs não) 0,554 1,51 (0,38-5,90) 0,557 

Estádio pT (T2+T3 vs T1) 0,409 2,33 (0,30-18,45) 0,422 

Grau Histológico (III vs I+II) 0,468 1,61 (0,44-5,83) 0,471 

Infecção HPV (presença vs ausência) 0,349 0,48 (0,10-2,28) 0,359 

Tamanho do Tumor (> 5cm vs ≤ 5cm) 0,737 1,24 (0,35-4,42) 0,737 
HR: Hazard ratio; IC: intervalo de confiança; Metx: metástases; HPV: human papilomavirus; * p <0,05 **  

 

 
Figura 3 – Sobrevida livre de recorrência associada à metástase linfonodal. Curva de Kaplan-Meier mostra 
que a presença de metástase linfonodal tem pior sobrevida livre de recorrência. 
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Figura 4 – Sobrevida câncer específica (SCE) associadas às variáveis clínicas. Curvas de Kaplan-Meier 
mostram que a presença de metástase linfonodal (A) e invasão perineural (B) tem pior SCE. 
 

Houve quatro complicações relacionadas à penectomia, três pacientes 

apresentaram estenose de meato e deiscência de cicatriz em um. Desses pacientes, dois 

tiveram necessidade de meatoplastia para melhorar o padrão miccional, os outros dois 

foram tratados conservadoramente. Após a correção, estes pacientes voltaram a 

apresentar boa micção. Um paciente submetido à penectomia total, permanece com 

cistostomia definitiva por preferência pessoal e os demais com uretrostomia perineal. 

Dos 16 pacientes submetidos à linfadenectomia, 15 (93,8%) apresentaram 

complicações (tabela 9). As mais frequentes foram linfocele, linfedema e necrose de pele. 

Três pacientes necessitaram de drenagem da linfocele e um de desbridamento de ferida 

operatória. Houve um óbito no 4º dia de pós-operatório por sepse de foco pulmonar num 

paciente de 82 anos. A linfadenectomia pélvica foi realizada por via laparoscópica em 

três pacientes e não houve complicações. Na tabela 9 encontram-se listadas as 

complicações da linfadenectomia inguinal e sua classificação dentro do sistema Clavien-

Dindo(147). Três pacientes apresentaram sequelas com linfedema de membros inferiores, 

dois de forma leve sem limitação de suas atividades e um com limitação para o trabalho. 

Este paciente está fazendo fisioterapia e utilizando métodos conservadores para melhora 

clínica sem resultado clínico evidente, apesar do acompanhamento conjunto com a equipe 

de cirurgia vascular. 
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Tabela 9 – Complicações da linfadenectomia inguinal (N=16). 

Complicação N 

Linfocele 8 

Linfedema membros inferiores 5 

Necrose de ferida operatória 4 

Infecção de ferida operatória 2 

Parestesia de membros inferiores 1 

Tromboembolismo pulmonar 1 

Sepse com óbito 1 

Classificação de Clavien-Dindo N 

Grau I 8 

Grau II 2 

Grau IIIa 3 

Grau IIIb 1 

Grau V 1 
N: número de indivíduos 

 

Recuperamos as amostras dos 24 pacientes operados, as quais estavam 

armazenadas no Biobanco do ICESP, e realizamos análise histológica com HE do tecido 

para atestar que a amostra era representativa do tumor. Todas as amostras do tumor 

primário continham CEC em mais de 80% da amostra. 

 

4.2  Análise de expressão de miRNAs por microarray 

 

4.2.1  Tecido tumoral versus tecido não neoplásico adjacente 

 

Realizamos a análise de varredura descrita anteriormente comparando a 

expressão diferencial dos miRNAs em 11 tumores versus 11 amostras de tecido não-

neoplásico adjacente utilizando microarray. As características anatomopatológicas dos 

11 pacientes secionados estão descritas na tabela 7. Estes pacientes foram selecionados 

baseados na presença ou não de metástase linfonodal e/ou à distância, podendo ser clínica 

ou patológica. 

Quando comparamos a expressão dos miRNAs no grupo de TT em relação ao 

TNN, foram identificados 69 DEmiRs, sendo 41 subexpressos e 28 superexpressos 

(tabela 10), com FC > 2,0 ou FC < -2,0, p<0,01 e FDR <0,05. 

  



Resultados 

 
 

 

73 73 

Tabela 10 – Lista dos 69 diferentemente expressos miRNAs (DEmiRs) identificados pelo microarray na 
comparação entre tecido tumoral (N=11) e tecido não tumoral adjacente (N=11). 

Reg DEmiR FC p FDR  Reg DEmiR FC p FDR 

Su
be

xp
re

ss
o  

miR-432-5p 0,074 <0,0001 0,0048  

Su
pe

re
xp

re
ss

o 

miR-936 2,01 <0,0001 0,0048 
miR-487b-3p 0,117 0,0001 0,0079  miR-1184 2,15 <0,0001 0,0056 
miR-139-5p* 0,136 <0,0001 0,0048  miR-4721 2,16 0,0010 0,0458 
miR-497-5p 0,137 <0,0001 0,0067  miR-8073 2,18 0,0010 0,0451 
miR-509-3p* 0,144 0,0003 0,0214  miR-4322 2,23 0,0005 0,0298 
miR-30a-3p 0,147 0,0005 0,0289  miR-6813-5p 2,26 0,0003 0,0207 
miR-127-3p 0,155 <0,0001 0,0048  miR-4443 2,48 0,0010 0,0451 
miR-139-3p* 0,157 <0,0001 0,0048  miR-18a-5p* 2,61 0,0006 0,0322 
miR-382-5p 0,179 0,0006 0,0327  miR-6768-5p 2,67 0,0012 0,0492 
miR-145-5p* 0,184 0,0001 0,0088  miR-4640-5p 2,82 0,0012 0,0490 
miR-379-5p 0,186 <0,0001 0,0067  miR-4539 2,90 0,0001 0,0107 
miR-125b-2-

3p 
0,187 0,0001 0,0096  miR-200a-5p 2,93 <0,0001 0,0048 

miR-196a-5p 0,196 0,0005 0,0308  miR-21-3p 2,97 0,0001 0,0075 
miR-195-5p 0,203 <0,0001 0,0064  miR-3687 2,98 <0,0001 0,0058 
miR-433-3p 0,203 0,0001 0,0079  miR-7162-3p 3,22 0,0001 0,0118 
miR-134-5p* 0,204 0,0001 0,0095  miR-25-5p 3,30 <0,0001 0,0075 
miR-143-3p 0,204 0,0001 0,0107  miR-1910-5p 3,36 0,0001 0,0088 
miR-125b-5p 0,206 <0,0001 0,0067  miR-8064 3,68 0,0007 0,0368 
miR-30a-5p* 0,213 <0,0001 0,0067  miR-4793-3p 4,01 0,0011 0,0490 
miR-409-3p 0,215 0,0002 0,0141  miR-183-5p* 4,04 0,0012 0,0492 
miR-99a-5p 0,224 0,0002 0,0141  miR-5195-3p 4,73 0,0001 0,0124 
miR-100-5p 0,224 0,0002 0,0162  miR-365b-5p 4,77 0,0011 0,0467 
miR-485-5p 0,232 <0,0001 0,0067  miR-4485 5,75 <0,0001 0,0033 
miR-214-3p 0,259 <0,0001 0,0057  miR-224-5p* 6,56 0,0001 0,0083 
miR-149-5p 0,289 0,0006 0,0308  miR-187-3p* 8,19 <0,0001 0,0048 
miR-10b-5p 0,304 0,0007 0,0368  miR-4417 10,66 0,0001 0,0083 
miR-140-3p 0,314 <0,0001 0,0048  miR-31-3p 12,37 <0,0001 0,0002 
miR-494-3p 0,339 0,0004 0,0247  miR-31-5p* 38,24 <0,0001 0,0048 

miR-199a-5p* 0,339 0,0002 0,0162       

miR-199a-3p* 0,342 0,0003 0,0221       

miR-199b-3p 0,342 0,0003 0,0221       

miR-574-3p* 0,363 <0,0001 0,0048       

miR-126-3p 0,418 0,0002 0,0125       

let-7e-5p 0,420 0,0001 0,0111       

miR-378a-3p 0,429 0,0001 0,0090       

miR-26a-5p 0,432 0,0001 0,0111       

miR-378c 0,438 0,0013 0,0492       

let-7c-5p* 0,451 0,0008 0,0405       

miR-500a-3p 0,457 <0,0001 0,0056       

miR-361-5p 0,483 0,0010 0,0451       

miR-34a-5p* 0,493 0,0004 0,0238       

*: miRNAs previamente descritos em CaPe; Reg: regulação; DEmiR: miRNA diferencialmente expresso; FC: fold 
change; FDR: false discovery rate. 
 

Desses 69 DEmiRs identificados, 47 têm interações validadas com mRNA alvos 

e 17 apresentavam FC>5. Dezesseis DEmiRs já haviam sido previamente descritos em 

outros trabalhos que avaliaram expressão de miRNAs associados à tumorigênese em 
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CaPe (indicados com * na Tabela 10). Também é interessante observar que foram 

identificados mais miRNAs subexpressos do que superexpressos. 

Selecionamos os DEmiRs da comparação TT versus TNN para validação em 

amostra independente e expandida por qRT-PCR, baseando-se na relevância biológica, 

valor de FC e significância estatística. Investigamos cada um desses 69 miRNAs, 

procurando por descrição sobre seu papel funcional previamente descrito em CaPe e/ou 

outros tipos de CEC. Obtivemos uma lista final de nove DEmiRs que possuem a 

capacidade de separar os grupos de acordo com a presença ou não de tumor na análise de 

agrupamento hierárquico (Figura 5). 

 

 

Figura 5 – Agrupamento hierárquico mostrando que os nove DEmiRs são capazes de separar os grupos de 
acordo com a presença ou não de tumor. N: número de pacientes; programa Transcriptome Analysis 

Console, Affymetrix. 
 

Os DEmiRs mais superexpressos foram miR-31-5p e miR-31-3p (FC= 38,24 e 

12,37, respectivamente). Eles são originados de um mesmo precursor (miR-31). Os 

DEmiRs mais subexpressos foram miR-432-5p e miR-487b-3p (FC= 0,074 e 0,117, 

respectivamente) e todos foram selecionados para etapas de validação em amostra 

independente e expandida. 
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4.2.2  Pacientes com doença metastática versus localizada 

 

Realizamos a análise de varredura comparando a expressão diferencial dos 

miRNAs em 6 tumores metastáticos versus 5 de não metastáticos em microarray 

contendo 4603 sondas para miRNAs maduros e pre-miRNAs. As características 

anatomopatológicas dos 11 pacientes secionados estão descritas na tabela 7. 

Inicialmente, utilizamos três diferentes cortes para diferença de expressão com 

FC>1,2, FC>1,5 e FC>2,0 e nível de significância de 5% para detectar os DEmiRs. Foram 

encontrados, respectivamente, 78, 21 e 6 DEmiRs quando comparamos tumores 

localizados versus metastáticos. Para a análise subsequente, selecionamos a lista de 

DEmiRs com FC>1,5 ou <-1,5, que resultou em 21 DEmiRs, sendo 16 superexpressos e 

5 subexpressos (Tabela 11). Podemos observar que o miR-149-5p foi o mais 

superexpresso (FC=6,3), enquanto o miR-7641 foi o mais subexpresso (FC=0,38) quando 

comparados os grupos metastático versus localizado, com p<0,05 (Tabela 11). 
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Tabela 11 – Lista dos 21 DEmiRs da comparação entre os grupos metastático versus localizado. 

DEmiR Regulação FC p 
miR-7641 

Subexpressão 

0,38 0,027 
miR-4443 0,50 0,046 
miR-1293 0,50 0,048 

miR-181c-5p 0,63 0,031 
miR-5100 0,63 0,001 

miR-1296-5p 

Superexpressão 

1,59 0,007 
miR-877-5p 1,60 0,036 
miR-4446-3p 1,62 0,011 
miR-1307-3p 1,63 0,001 
miR-744-5p 1,65 0,001 
miR-196b-5p 1,66 0,025 

miR-4428 1,70 0,026 
miR-1910-5p 1,70 0,034 

miR-2110 1,72 0,041 
miR-6769a-5p 1,73 0,002 
miR-7152-3p 1,77 0,031 
miR-6750-5p 1,91 0,004 
miR-200a-5p 2,10 0,047 
miR-152-3p 2,60 0,033 

miR-421 2,89 0,001 
miR-149-5p 6,30 0,002 

DEmiR: miRNA diferentemente expresso; FC: Fold change da expressão dos miRNAs no grupo de tumores 
metastáticos em relação aos tumores não-metastáticos; teste LIMMA; FC>1,5 e FC<-1,5; p<0,05; programa 
Transcriptome Analysis Console, Affymetrix. 
 

A partir desta lista inicial de 21 DEmiRs foram selecionados sete DEmiRs (miR-

421, miR-149-5p, miR-744-5p, miR-200a-5p, miR-152-3p, miR-196b-5p e miR-181c-

5p) para etapa posterior de validação em amostra expandida por qRT-PCR. A seleção 

destes DEmiRs foi baseada em relevância biológica, valor de FC e papel funcional 

previamente descrito em CaPe. A análise de agrupamento hierárquico (Hierarchical 

clustering) mostrou que esse conjunto de sete DEmiRs selecionados para validação foi 

capaz de agrupar os pacientes de acordo com o prognóstico (figura 6). 

 



Resultados 

 
 

 

77 77 

 

Figura 6 – Agrupamento hierárquico demonstrando que os sete DEmiRs escolhidos para validação foram 
capazes de separar os pacientes de acordo com os grupos de prognóstico. N: número de pacientes. Ao lado 
dos nomes dos miRNAs está descrito o critério de escolha utilizado para a seleção de cada um deles; 
programa Transcriptome Analysis Console, Affymetrix. 
 

4.3  Resultados da validação em amostra independente e expandida da 

expressão de miRNAs 

 

4.3.1  Validação dos miRNAs do tecido tumoral versus tecido não neoplásico 

 

Para a validação na amostra independente (N=13) e expandida (N=24) dos 

DEmiRs entre os TT versus TNN foram selecionados nove (tabela 12). Os critérios foram 

quatro DEmiRs selecionados pelos maiores FC, dois mais sub e dois mais superexpressos 

(miR-432-5p, miR-487b-3p, miR31-3p e miR-31-5p); dois descritos previamente em 

CaPe (miR-145-5p e miR-224-5p); um descrito em outros CEC (miR-30a-5p); e dois que 

estavam na lista dos DEmiRs entre os grupos não metastáticos versus metastáticos (miR-

149-5p e miR-200a-5p). 
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Tabela 12 – Dados do microarray dos nove DEmiRs escolhidos para validação em amostras independente 
e expandida entre os grupos de tecido tumoral e não neoplásico. 

miRNA Fold Change p FDR Observação 

miR-432-5p 0,07 <0,0001 0,0048 Mais subexpresso 

miR-487b-3p 0,12 <0,0001 0,0079 Mais subexpresso 

miR-30a-5p 0,21 <0,0001 0,0067 Descrito em CEC 

miR-149-5p 0,29 0,0006 0,0308 Descrito no não metastático x meta 

miR-145-5p 0,18 <0,0001 0,0088 Descrito em CaPe 

miR-200a-5p 2,93 <0,0001 0,0048 Descrito no não metastático x meta 

miR-224-5p 6,56 <0,0001 0,0083 Descrito em CaPe 

miR-31-3p 12,37 <0,0001 0,0002 Mais superexpresso 

miR-31-5p 38,24 <0,0001 0,0048 Mais superexpresso, descrito em CaPe 
DEmiR: miRNA diferencialmente expresso; FDR: false discovery rate; CEC: carcinoma espinocelular; CaPe: câncer 
de pênis 
 

Na validação em amostra independente (N=13), apenas o miR-149-5p não foi 

confirmado por qRT-PCR (Tabela 13 e Figura 7). Já na validação em amostra expandida, 

todos os DEmiRs apresentaram diferença estatisticamente significativa entre os grupos 

de TT versus TNN (Tabela 13). 

 

 
Figura 7 – Gráficos box-plot da expressão dos nove miRNAs diferencialmente expressos (DEmiRs) 
identificados na comparação entre os TT e TNN por microarray (N=11) e escolhidos para validação na 
amostra independente (N=13); somente o miR-149-5p não foi validado. *p<0,05. 
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Quando comparado os resultados encontrados entre o microarray e o qRT-PCR 

nas amostras independente e expandida verifica-se que os DEmiRs apresentam 

características de expressão e FC semelhantes entre as duas técnicas (tabela 13). 

 
Tabela 13 – Comparação da expressão dos 9 DEmiRs identificados pela técnica de microarray na 
comparação entre TT e TNN adjacentes na análise por microarray (N=11), validação com amostra 
independente (N=13) e na amostra total (N=24) por técnica de qRT-PCR. 

Regulação DEmiR 
Microarray  qRT-PCR 

Amostra Independente 
 

qRT-PCR 
Amostra Total 

FC FDR  FC DP FDR  FC DP FDR 

Subexpresso 

miR-432-5p 0,07 0,005*  0,41 0,51 0,004*  0,33 0,44 <0,001* 

miR-487b-3p 0,12 0,008*  0,44 0,45 0,004*  0,34 0,35 <0,001* 

miR-145-5p 0,18 0,009*  0,33 0,37 0,005*  0,29 0,29 <0,001* 

miR-30a-5p 0,21 0,007*  0,57 0,32 0,002*  0,49 0,24 <0,001* 

miR-149-5p 0,29 0,031*  0,79 1,04 0,097  0,67 0,71 0,002* 

Superexpresso 

miR-200a-5p 2,93 0,005*  3,48 1,28 0,004*  3,38 1,29 <0,001* 

miR-224-5p 6,59 0,008*  5,70 3,19 0,001*  5,83 3,15 <0,001* 

miR-31-3p 12,38 <0,001*  41,62 41,43 0,004*  59,70 41,4 <0,001* 

miR-31-5p 38,32 0,005*  122,28 127,75 0,001*  116,88 90,5 <0,001* 

DEmiR: miRNA diferencialmente expresso; N: número de indivíduos; FC: fold change; DP: desvio padrão; FDR: false 
discovery rate; qRT-PCR: quantitative Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction; * p<0.05. 
 

Realizamos ainda a validação externa dos oito DEmiRs validados em amostra 

independente utilizando o banco de dados E-MTAB-3087(133). Um DEmiR (miR-31-

5p) superexpresso e todos os quatro superexpressos detectados em nosso estudo (miR-

30a-5p, miR-432-5p, miR-487b-3p e miR-145-5p) foram validados in silico utilizando 

este banco de dados (Tabela 14). 
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Tabela 14 – Análise da expressão de miRNA representada pela razão log2 (contagem normalizada +1) 
entre amostras de CaPe e seus tecidos não neoplásicos da base de dados E-MTAB-3087. 

Regulação em nosso estudo miRNA 
Banco de Dados E-MTAB-3087  

log2(normalized counts+1) 

Subexpresso 

miR-30a-5p* -8,165 

miR-432-5p* -7,947 

miR-487b-3p* -6,236 

miR-145-5p* -3,425 

Superexpresso 

miR-200a-5p -0,551 

miR-224-5p -5,815 

miR-31-3p -3,342 

miR-31-5p* 2,914 
CaPe: câncer de pênis; * miRNAs diferencialmente expressos validados por qRT-PCR em nosso estudo e validados no 
banco de dados E-MTAB-3087. 
 

Para avaliar a acurácia na distinção entre TT e TNN, foram calculadas as curvas 

ROC dos oito DEmiRs validados em nosso estudo. Encontramos que todos os quatro 

subexpressos apresentavam AUC>0,89 (Figura 8), embora nenhum dos superexpressos 

tenha atingido resultados similares. 

 

 

Figura 8 – Curvas ROC dos 8 miRNAs diferencialmente expressos (DEmiRs) validados por qRT-PCR. 
Todos DEmiRs subexpressos (miR-30a-5p, miR-432-5p, miR-487b-3p e miR-145-5p) demonstraram boa 
acurácia para diferenciar TT de TNN em pacientes com CaPe. ROC: receiver operating characteristic; 
AUC: area under the curve. 
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De acordo com o programa miRTarBase 8.0, identificamos 38 e 39 genes 

validados experimentalmente com alto nível de evidência para os DEmiRs sub e 

superexpressos, respectivamente. A interação destes oito DEmiRs e seus alvos estão 

representados pelos pontos em rede nas figuras 9A e B. A base de dados Reactome 

revelou que os genes alvo dos DEmiRs subexpressos estão agrupados e vias relacionados 

a senescência e resposta celular ao stress (Figura 9C). Com relação aos superexpressos, 

seus alvos mostram participação na família de sinalização MAPK e vias de resposta a 

doenças infecciosas (Figura 9D). Os resultados são mostrados como pontos representando 

as principais vias enriquecidas pelos alvos de cada miRNA. Os pontos são coloridos pelo 

valor de p ajustado e dimensionado pela razão de genes por via. A tabela 15 descreve a 

lista das 10 principais vias enriquecidas com o número de genes alvo validados dos 

DEmiRs com FDR<0,01. 
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Figura 9 – Alvos validados experimentalmente dos miRNAs diferencialmente expressos (DEmiRs) da comparação entre TT versus TNN. (A e B) Dados do miRTarBase 
8.0 das redes de miRNA e seus genes alvos validados experimentalmente com níveis de evidência fraca e forte para os DEmiRs subexpressos (A) e superexpressos (B); 
(C e D) Gráfico de enriquecimento de vias para os alvos validados experimentalmente dos miRNAs com níveis de evidência fraca e forte para os DEmiRs subexpressos 
(C) e superexpressos (D) pela ferramenta Mienturnet. Os pontos são coloridos pelo valor de p ajustado e dimensionados pela razão de gene por via. 
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Figura 9 – Alvos validados experimentalmente dos miRNAs diferencialmente expressos (DEmiRs) da comparação entre TT versus TNN. (A e B) Dados do miRTarBase 
8.0 das redes de miRNA e seus genes alvos validados experimentalmente com níveis de evidência fraca e forte para os DEmiRs subexpressos (A) e superexpressos (B); 
(C e D) Gráfico de enriquecimento de vias para os alvos validados experimentalmente dos miRNAs com níveis de evidência fraca e forte para os DEmiRs subexpressos 
(C) e superexpressos (D) pela ferramenta Mienturnet. Os pontos são coloridos pelo valor de p ajustado e dimensionados pela razão de gene por via. (continuação)
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Tabela 15 – Dez principais vias enriquecidas com os genes alvos validados (validação funcional fraca e forte) dos DEmiRs detectados na comparação de tecido tumoral 
(N=24) e não neoplástico (N=24) de acordo com o miRTarBase 8.0. 

Regulação miRNA REACTOME ID Descrição p FDR Genes Contagem 

m
iR

N
A

s 
Su

be
xp

re
ss

os
  

miR-145-5p R-HSA-5663202 Doenças do Sinal de Tradução 2,58E-11 1,45E-08 

CDKN1A, STAT1, IRS1, EGFR, MYC, IRS2, JAG1, NRAS, 

MDM2, ADAM17, HDAC2, KREMEN1, APH1A, BRAF, ACTB, 

SMAD3, TGFBR2, SMAD4, MAP3K11, ERBB4, ZFYVE9, CD28, 

HDAC11, FZD6, AGTRAP, HBEGF, SMAD2 

27 

miR-145-5p R-HSA-2262752 Reposta Celular ao Stress 1,34E-04 3,95E-03 
CDKN1A, IFNB1, CDK4, VEGFA, MDM2, MAP2K6, EPAS1, 

ETS1, MAP2K4, SP1, CDK6, HMGA2, E2F3, RPS6KA3, NUP43, 

RPA1, HIF1A, HIST1H2BF 

18 

miR-145-5p R-HSA-2559583 Senescência Celular 1,16E-05 5,93E-04 
CDKN1A, IFNB1, CDK4, MDM2, MAP2K6, ETS1, MAP2K4, 

SP1, CDK6, HMGA2, E2F3, RPS6KA3, HIST1H2BF 
13 

miR-145-5p R-HSA-9006936 Família de Sinalização por TGF-ß 4,25E-06 3,89E-04 MYC, SERPINE1, F11R, SMAD3, SMAD5, TGFBR2, SMAD4, 

SP1, ZFYVE9, SMAD2 
10 

miR-145-5p R-HSA-6785807 Sinalização de IL-4 e 13 7,12E-06 5,00E-04 
SOX2, MUC1, CDKN1A, STAT1, FSCN1, MYC, VEGFA, MMP1, 

NANOG, HIF1A 
10 

miR-145-5p R-HSA-8878166 Regulação transcricional por RUNX2 1,95E-05 9,14E-04 CDKN1A, STAT1, YES1, CBFB, PPM1D, CDK4, ESR1, SOX9, 

SMAD4, SP7 
10 

miR-145-5p R-HSA-170834 Complexo sinalizador do Receptor de 
TGF-ß 

1,91E-06 2,14E-04 MYC, SERPINE1, F11R, SMAD3, TGFBR2, SMAD4, SP1, 

ZFYVE9, SMAD2 
9 

miR-145-5p R-HSA-8848021 Sinalização por PTK6 1,75E-06 2,14E-04 EGFR, CDK4, NRAS, EPAS1, ERBB4, HBEGF, HIF1A, PXN 8 

miR-145-5p R-HSA-9006927 Sinalização por não-receptores de 
Tirosino Kinases 

1,75E-06 2,14E-04 EGFR, CDK4, NRAS, EPAS1, ERBB4, HBEGF, HIF1A, PXN 8 

miR-145-5p R-HSA-2219528 Sinalização PI3K/AKT em Câncer 8,74E-05 3,03E-03 CDKN1A, IRS1, EGFR, IRS2, MDM2, ERBB4, CD28, HBEGF 8 
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Continuação da Tabela 15.      

Regulação miRNA REACTOME ID Descrição p FDR Genes Contagem 

m
iR

N
A

s 
su

pe
re

xp
re

ss
os

 

miR-31-5p R-HSA-194315 Sinalização por Rho GTPases 6,61E-05 6,85E-03 
RHOA, ARPC5, TIAM1, WASF3, HIST1H2BC, 

HIST1H2BK, FLNA, RANGAP1, HIST1H2BJ, SRC, 

YWHAE, RHOBTB1, NF2, AR, SYDE2, GNA13, SFN 

17 

miR-31-5p R-HSA-5663205 Doenças Infecciosas 3,82E-05 6,60E-03 
MET, RPS7, NUP188, RPS4Y1, RPL37A, RANGAP1, SRC, 

ARF1, RPL35A, GTF2E1, CCNT1, RPL27A, RPL12, 

XRCC5, AP2B1, NPM1 

16 

miR-31-5p R-HSA-195258 Efetores RHO GTPase 2,55E-04 9,44E-03 RHOA, ARPC5, WASF3, HIST1H2BC, HIST1H2BK, FLNA, 

RANGAP1, HIST1H2BJ, SRC, YWHAE, NF2, AR, SFN 
13 

miR-224-5p R-HSA-5683057 Cascata de sinalização da família MAPK 5,45E-05 7,66E-03 
CDC42, PDGFRB, PEBP1, KRAS, TNRC6A, PAK2, 

PSMD3, NCOA3, XPO1, MAP2K2, RAC1 
11 

miR-31-5p R-HSA-927802 Nonsense-Mediated Decay (NMD) 1,32E-04 9,44E-03 PPP2R2A, RPS7, RPS4Y1, RPL37A, SMG1, RPL35A, 

RPL27A, RPL12 
8 

miR-31-5p R-HSA-975957 
Nonsense Mediated Decay (NMD) ampliado pelo 

Complexo Exon Junction(EJC) 1,32E-04 9,44E-03 
PPP2R2A, RPS7, RPS4Y1, RPL37A, SMG1, RPL35A, 

RPL27A, RPL12 
8 

miR-31-5p R-HSA-8878166 Regulação Transcricional por RUNX2 1,77E-04 9,44E-03 ITGA5, SATB2, CDK1, GLI2, SRC, SP7, AR, SMAD4 8 

miR-224-5p R-HSA-5687128 Sinalização MAPK6/MAPK4 1,48E-05 4,17E-03 CDC42, TNRC6A, PAK2, PSMD3, NCOA3, XPO1, RAC1 7 

miR-31-5p R-HSA-2682334 Sinalização EPH-Ephrin 1,91E-04 9,44E-03 RHOA, ARPC5, TIAM1, RASA1, SRC, AP2B1, EFNB1 7 

miR-31-5p R-HSA-69473 G2/M DNA damage checkpoint 2,33E-04 9,44E-03 
CDK1, HIST1H2BC, HIST1H2BK, RPA1, HIST1H2BJ, 

YWHAE, SFN 
7 

FDR: false discovery rate; Vias são fornecidas pela base de dados Reactome para humanos e são descritas separadamente pela regulação (miRNAs sub ou superexpressos). 
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4.3.2  Validação dos miRNAs dos grupos metastático versus localizado 

 

Entre os sete DEmiRs selecionados nos grupos não metastático versus 

metastático, quatro apresentavam FC>2,0 (miR-200a-5p, miR-152-3p, miR-421 e miR-

149-5p) e três foram escolhidos por relevância biológica (miR-181c-5p, miR-744-5p e 

miR196b-5p), definidos subjetivamente por interações dos alvos através de bioestatística 

e publicações prévias em literatura médica (tabela 16). Estes miRNAs foram então 

submetidos a validação em amostra independente e expandida divididos em grupos de 

pacientes com doença metastática versus localizada através de qRT-PCR. 

 
Tabela 16 – Dados obtidos no microarray dos sete DEmiRs escolhidos para validação em amostras 
independente e expandida entre os grupos de pacientes com tumor metastático versus localizado. 

miRNA Fold Change p Observação 

miR-421 2,89 <0,001* Valor de FC e p 
miR-149-5p 6,30 0,002* Valor de FC e p e descrito no TT x TNN 
miR-744-5p 1,65 0,001* Valor de p e relevância biológica 
miR-200a-5p 2,10 0,047* Valor do FC e descrito no TT x TNN 
miR-152-3p 2,60 0,033* Valor do FC 
miR-196b-5p 1,66 0,025* Relevância biológica  
miR-181c-5p 0,63 0,031* Descrito em CaPe 

DEmiR: miRNA diferencialmente expresso; FC: fold change; TT: tecido tumoral; TNN: tecido não neoplásico; CaPe: 
câncer de pênis 

 

Em amostra independente, nenhum dos sete DEmiRs foi validado conforme 

tabela 17 e figura 10. Entretanto, quando avaliados na amostra expandida com todos os 

24 pacientes do estudo, os miR-421 e miR-744-5p apresentaram diferença significativa 

de expressão entre os grupos metastático versus localizado (tabela 17). Na tabela 17, 

pode-se comparar os resultados obtidos por microarray e qRT-PCR dos DEmiRs entre 

os grupos nas três coortes, com relação ao FC e valor de p. Os miR-421 e miR-744-5p, 

que alcançaram significância estatística na validação por qRT-PCR na amostra 

expandida, também se apresentaram superexpressos no grupo metastático com valores de 

FC semelhantes aos obtidos nos microarray. 
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Tabela 17 – Comparação da expressão dos 7 DEmiRs identificados pela técnica de microarray na 
comparação entre tumores metastáticos e tumores localizados na análise por microarray (n=11), validação 
com amostra independente (n=13) e na amostra total (n=24) por técnica de qRT-PCR. 

Regulação DEmiR 
 Microarray   qRT-PCR 

Amostra Independente  qRT-PCR 
Amostra Total 

 FC p  FC p  FC p 

Superexpresso 

miR-421  2,89 <0,001*  2,12 0,051  2,21 0,005* 

miR-149-5p  6,30 0,002*  0,77 0,367  1,92 0,375 

miR-744-5p  1,65 0,001*   1,36 0,190  1,61 0,003* 

miR-200a-5p  2,10 0.047*  0,90 0,600  1,00 0,686 

miR-152-3p  2,60 0,033*  1,15 0,928  1,48 0,243 

miR-196b-5p  1,66 0,025*  1,00 0,504  1,33 0,550 

Subexpresso miR-181c-5p  0,63 0,031*  1,68 0,126  1,17 0,851 
DEmiR: miRNA diferencialmente expresso; n: número de indivíduos; qRT-PCR: quantitative Reverse Transcription 
Polymerase Chain Reaction; FC: fold change; DP: desvio padrão. * p<0.05. 
 

 

Figura 10 – Gráficos box-plot da expressão dos sete DEmiRs por qRT-PCR identificados no microarray e 
selecionados para validação na amostra independente entre os grupos de pacientes com doença metastática 
(n=6) versus localizada (n=7). Todas as comparações com p>0,05. 
 

Avaliamos a capacidade dos dois DEmiRs validados na amostra expandida 

(miR-421 e miR-744-5p) em distinguir pacientes metastáticos dos não metastáticos 

através da construção de curvas ROC e ambos apresentaram AUC>0,8 (figura 11). 
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Figura 11 – Curvas ROC dos DEmiRs validados por qRT-PCR na amostra expandida com 24 pacientes. 
Os dois demonstraram boa acurácia para diferenciar os pacientes com doença metastática da localizada. 
ROC: receiver operating characteristics; AUC: area under de curve. 

 

4.4  Análise de expressão dos mRNAs por qRT-PCR 

 

Após avaliação dos potenciais genes alvos dos DEmiRs validados e preditos, 

além de outros genes desregulados em CaPe descritos em literatura pertinente, 

selecionamos 96 genes para análise de expressão através da plataforma Fluidigm®. 

Dentre os 96 genes investigados, 89 representam genes selecionados e sete representam 

genes endógenos (ACTB, B2M, GAPDH, GUSB, HPRT1, RPLP0, TFRC). Os ensaios 

correspondentes aos genes NOX1, PDCD1, SLC2A1, TP73(var1), TP73(var2) e WNT3a 

foram excluídos da análise, pois apresentaram inespecificidade ou ausência de 

amplificação na amostra analisada. Portanto, 83 genes foram incluídos para as análises 

posteriores de comparação de expressão gênica entre os grupos. 

 

4.4.1  Diferença de expressão de mRNA entre tecido tumoral versus tecido não 
neoplásico adjacente 

 

Na comparação da expressão dos transcritos (mRNA) entre o TT (N=24) versus 

TNN (N=24) em amostra expandida foram detectados 37 genes diferencialmente 

expressos (DEGs) (tabela 18). Somente seis DEGs apresentaram superexpressão (IL1A, 

MCM2, MMP1, MMP12, SFN e VEGFA), sendo que o MMP1 foi o gene com maior valor 

de FC, apresentando expressão 28 vezes maior no grupo de TT em relação ao TNN 
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adjacente, seguido pelo gene IL1A 13 vezes aumentado no TT em relação ao TNN. Os 

demais DEGs apresentaram subexpressão, sendo o gene ALDH1 com menor valor de FC 

(0,09) (Tabela 18). 

 
Tabela 18 – DEGs detectados na comparação entre TT (N=24) e TNN (N=24) de CaPe por qRT-PCR. 

Reg DEG FC FDR  DEG FC FDR  DEG FC FDR 

Su
be

xp
re

ss
os

 

ABCB1 0,24 <0,001*  LATS2 0,58 0,004*  RIPK3 0,53 <0,001* 

ALDH1A1 0,09 <0,001*  MDM2 0,71 0,003*  SAV1 0,45 <0,001* 

BCL2 0,31 <0,001*  MLH1 0,77 0,007*  STAT3 0,66 <0,001* 

CCND1 0,61 0,007*  NANOG 0,33 0,005*  STK4 0,65 0,002* 

EGR1 0,19 <0,001*  NRP1 0,48 <0,001*  TCF7L2 0,36 <0,001* 

FGF2 0,18 <0,001*  PEBP1 0,53 <0,001*  TLR4 0,28 <0,001* 

FOS 0,18 <0,001*  PITX2 0,30 <0,001*  TP53 0,57 0,003* 

HOXA9 0,51 0,003*  PPARGC1A 0,11 <0,001*  TWIST1 0,18 <0,001* 

KAT6A 0,47 <0,001*  PTEN 0,55 <0,001*  ZEB1 0,23 <0,001* 

KLF4 0,22 <0,001*  RECK 0,24 <0,001*     

KMT2A 0,40 <0,001*  RHOA 0,66 <0,001*     

Su
pe

r IL1A 13,39 <0.001*  MMP1 28,00 <0,001*  SFN 4,26 0,004* 

MCM2 2,14 <0,001*  MMP12 9,97 <0,001*  VEGFA 2,06 <0,001* 

DEG: genes diferencialmente expressos; CaPe: câncer de pênis; N: número de indivíduos; Reg: regulação; FC: fold 
change; FDR: false discovery rate; qRT-PCR: quantitative Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction; * 
p<0.05. 
 

O banco de dados GSE57955 foi utilizado para confirmação in silico externa dos 

DEGs identificados em nosso estudo. No estudo original deste banco de dados, foram 

comparados 39 CaPe com cinco glandes de autópsia(143). Conseguimos validar in silico 

cinco genes superexpressos (MCM2, SFN, IL1A, MMP1 e MMP12) e 10 genes 

subexpressos (FGF2, ABCB1, RECK, PPARGC1A, TLR4, EGR1, ZEB1, BCL2, PEBP1 

e FOS) utilizando este banco de dados (Figura 12). 
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Figura 12 – Expressão gênica por razão de sinal de log2 entre amostras de CaPe (N=39) e uma amostra de 
5 glandes de autópsia (grupo controle) da base de dados GSE7955. Todos os valores medianos acima de 
1,0 ou abaixo de -1,0 foram considerados como diferencialmente expressos. As barras de cada gene foram 
coloridas de acordo com sua regulação em nosso estudo (vermelho como subexpressos e azuis com 
superexpressos). 
 

Investigamos se algum desses 37 DEGs poderia ser potencialmente regulado 

pelos 69 DEmiRs identificados pela técnica de microarray (tabela 19). A lista de 69 

DEmiRs incluía todos os miRNAs detectados com significância estatística na 

comparação entre os grupos de TT versus TNN, incluindo os DEmiRs escolhidos para 

validação pela técnica de qRT-PCR (com base nos critérios previamente estabelecidos). 

Para essa análise, utilizamos o programa miRTarBase 8.0 e somente relações opostas 

foram incluídas na tabela 19. 
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Tabela 19 – Lista dos 69 DEmiRs detectados na comparação de TT com TNN na análise de microarray 
com expressão oposta em relação aos 37 DEGs descritos como alvos experimentalmente validados de 
acordo com o miRTarBase 8.0. 

DEGs DEmiRs 
ABCB1 - 

ALDH1A1 - 
BCL2 miR-18a-5p, miR-224-5p* 

CCND1 miR-18a-5p, miR-21-3p, miR-183-5p, miR-224-5p*, miR-6768-5p 
EGR1 miR-183-5p 
FGF2 miR-936 
FOS miR-4640-5p 

HOXA9 miR-18a-5p 
IL1A miR-30a-5p* 

KAT6A - 
KLF4 - 

KMT2A miR-6813-5p 
LATS2 miR-31-5p*, miR-183-5p 
MCM2 miR-145-5p* 
MDM2 miR-4793-3p 
MLH1 miR-31-5p*, miR-4793-3p 
MMP1 miR-145-5p* 
MMP12 miR-145-5p* 
NANOG miR-8073 
NRP1 - 

PEBP1 miR-224-5p* 
PITX2 - 

PPARGC1A miR-8064 
PTEN miR-18a-5p, miR-21-3p, miR-200a-5p* 
RECK miR-183-5p 
RHOA miR-31-3p*, miR-31-5p*, miR-4640-5p, miR-4721 
RIPK3 - 
SAV1 - 
SFN - 

STAT3 miR-21-3p, miR-365b-5p 
STK4 miR-18a-5p, miR-4793-3p 

TCF7L2 - 
TLR4 - 
TP53 miR-18a-5p 

TWIST1 - 

VEGFA miR-126-3p, miR-134-5p, miR-145-5p*, miR-195-5p, miR-199a-3p, miR-199a-
5p, miR-361-5p, miR-378a-3p, miR-497-5p 

ZEB1 miR-183-5p 
DEmiR: miRNA diferencialmente expresso; DEG: gene diferencialmente expresso; * DEmiRs detectados na análise 
por microarray e validados por qRT-PCR 



Resultados 

 
 

 

92 92 

Dentre os oito DEmiRs identificados como potenciais reguladores pós-

transcricionais e que foram validados na amostra independente por qRT-PCR, 

identificamos que o miR-145-5p (subexpresso) possui como genes alvos os MMP1, 

MMP12 e VEGFA superexpressos; o miR-30a-5p (subexpresso) possui um gene alvo que 

apresentou superexpressão (IL1A) na comparação entre os grupos de TT versus TNN 

adjacente; o miR-224-5p (superexpresso) apresenta três alvos (BCL2, CCND1 e PEBP1) 

com subexpressão; o miR-31-5p (superexpresso) apresenta três genes com subexpressão 

(LATS2, MLH1, RHOA); o miR-31-3p (superexpresso) apresenta um gene com 

subexpressão (RHOA); o miR-200a-5p (superexpresso) regula o PTEN (subexpresso). Já 

os miR-487b-3p e miR-432-5p (subexpressos) não apresentaram nenhum alvo com 

alteração de expressão. 

A análise do GSEA demonstrou que os DEGs identificados participam na 

regulação aumentada de vias de proteólise e regulação reduzida de vias relacionadas a 

resposta celular ao estímulo endógeno, resposta a fatores de crescimento e atividade 

regulatória de transcrição (p<0,05) de acordo com o banco de dados Gene Ontology 

(figura 13 e tabela 20). 



Resultados 

 
 

 

93 93 

 

Figura 13 – Análise de enriquecimento de vias (Gene Set Enrichment Analysis – GSEA) para os DEGs no 
banco de dados Gene Ontology (GO). (A) Rede biológica dos termos do GO mais representativos dos 37 
DEGs detectados em nosso estudo. Pontos são coloridos pelo valor de p e dimensionados pelo número de 
genes envolvidos; (B) Gráfico do GSEA indicando a distribuição dos DEGs incluídos em cada via. As 
linhas azuis representam a flutuação da pontuação de enriquecimento para cada via selecionada indicando 
qual está superexpresso (acima da barra horizontal) ou subexpresso (abaixo da barra horizontal).  
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Tabela 20 – Lista das vias enriquecidas do Gene Ontology (GO) com os DEGs detectados por qRT-PCR na comparação entre TT (N=24) e TNN adjacente (N=24). 
Descrição (GO) setSize enrichment 

Score NES valor p p ajustado valor de Q rank Leading edge Core enrichment 

RESPOSTA A FATORES DE 
CRESCIMENTO 13 -0,74 -2,02 0,00 0,14 0,14 9 tags=54%, list=24%, signal=63% ZEB1, KLF4, EGR1, TWIST1, FOS, FGF2, 

PPARGC1A 
DESENVOLVIMENTO TEC. 

MUSCULAR 10 -0,67 -1,76 0,01 0,53 0,52 7 tags=50%, list=19%, signal=56% EGR1, TWIST1, FOS, FGF2, PPARGC1A 

RESPOSTA CELULAR AO ESTÍMULO 
ENDÓGENO 13 -0,63 -1,74 0,01 0,53 0,52 12 tags=54%, list=32%, signal=56% TLR4, ZEB1, KLF4, EGR1, FOS, FGF2, 

PPARGC1A 
PROCESSO METABÓLICO DO DNA 10 -0,64 -1,68 0,02 0,53 0,52 8 tags=50%, list=22%, signal=54% KLF4, TWIST1, FOS, FGF2, PPARGC1A 

PROTEÓLISE 12 0,53 1,61 0,02 0,53 0,52 10 tags=58%, list=27%, signal=63% MMP1, MMP12, SFN, VEGFA, MDM2, STAT3, 
RHOA 

GO CIS REGULATORY REGION 
SEQUENCE SPECIFIC DNA BINDING 11 -0,60 -1,62 0,03 0,76 0,76 16 tags=73%, list=43%, signal=59% TCF7L2, NANOG, PITX2, ZEB1, KLF4, EGR1, 

TWIST1, FOS 

ATIVIDADE REGULATÓRIA DE 
TRANSCRIÇÃO 18 -0,54 -1,57 0,04 0,78 0,77 17 tags=61%, list=46%, signal=64% KMT2A, TCF7L2, NANOG, PITX2, ZEB1, KLF4, 

EGR1, TWIST1, FOS, FGF2, PPARGC1A 

GO DNA BINDING TRANSCRIPTION 
FACTOR ACTIVITY 13 -0,57 -1,56 0,05 0,78 0,77 17 tags=69%, list=46%, signal=58% KMT2A, TCF7L2, NANOG, PITX2, ZEB1, KLF4, 

EGR1, TWIST1, FOS 

RESPOSTA AO ESTÍMULO 
ENDÓGENO 15 -0,56 -1,59 0,05 0,78 0,77 14 tags=53%, list=38%, signal=56% BCL2, TLR4, ZEB1, KLF4, EGR1, FOS, FGF2, 

PPARGC1A 

CROMATINA 14 -0,55 -1,53 0,06 0,78 0,77 16 tags=64%, list=43%, signal=59% TCF7L2, NANOG, PITX2, ZEB1, KLF4, EGR1, 
TWIST1, FOS, PPARGC1A 

GO TRANSITION METAL ION 
BINDING 10 0,53 1,56 0,06 0,78 0,77 3 tags=30%, list=8%, signal=38% MMP1, IL1A, MMP12 

RESPOSTA AO COMPOSTO CÍCLICO 
ORGÂNICO 10 -0,56 -1,47 0,07 0,82 0,82 8 tags=40%, list=22%, signal=43% KLF4, EGR1, FOS, PPARGC1A 

SEQUÊNCIA ESPECÍFICA DE 
LIGAÇÃO AO DNA 16 -0,53 -1,51 0,08 0,82 0,82 17 tags=69%, list=46%, signal=65% KMT2A, TCF7L2, NANOG, BCL2, PITX2, ZEB1, 

KLF4, EGR1, TWIST1, FOS, PPARGC1A 

CROMOSSOMO NUCLEAR 15 -0,53 -1,49 0,08 0,85 0,84 16 tags=60%, list=43%, signal=57% TCF7L2, NANOG, PITX2, ZEB1, KLF4, EGR1, 
TWIST1, FOS, PPARGC1A 

GO POSITIVE REGULATION OF 
MULTICELLULAR ORGANISMAL 

PROCESS 
18 -0,50 -1,45 0,09 0,85 0,84 9 tags=39%, list=24%, signal=57% ZEB1, KLF4, EGR1, TWIST1, FOS, FGF2, 

PPARGC1A 

Vias fornecidas pela base de dados Gene Ontology (GO) (p < 0.1)
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Quando realizamos as curvas ROC para os 37 DEGs detectados em nosso estudo, 

encontramos que todos os seis DEGs superexpressos mostram AUC>0,78 (IL1A, MCM2, 

MMP1, MMP12, SFN e VEGFA), apresentando boa acurácia para discriminação entre os 

grupos, TT versus TNN (Figura 14). 

 

 
Figura 14 – Curvas ROC dos DEGs que demonstraram ter boa acurácia para diferenciação do TT do TNN 
em pacientes com CaPe; ROC: receiver operating characteristic; AUC: area under the curve. 
 

Construímos ainda um gráfico com os valores de correlação de Pearson entre as 

expressões dos miRNAs e genes para TT e TNN separadamente (Figura15A), mostrando 

que essas expressões têm diferente perfis nos grupos. Com uma distribuição linear 

conseguimos determinar oito pares miRNA-mRNA que mudaram sua correlação na 

comparação dos grupos (Figura 15B e C). A mudança mais importante foi observada no 

par miR-432-5p-TP53, que mostrava uma correlação negativa no TNN e uma positiva no 

TT (Figura 15C). 
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Figura 15 – Correlações entre as expressões dos nove miRNAs e 83 genes nos TT e TNN considerando a 
amostra de 24 pacientes com CaPe. (A) Coeficientes de correlação de Pearson entre os níveis de expressão 
entre miRNAs e genes mostrando diferentes perfis entre amostras de TT e TNN. (B) Os valores de R foram 
colocados no gráfico de equação linear e oito pares miRNA-gene fora do intervalo de confiança foram 
selecionados para nova análise; (C) Valores da expressão dos miRNA e gene (-delta CT) dos TT e TNN 
foram colocados em gráfico. Foram escolhidos os oito pares selecionados em (B). 
 

Realizamos ainda análises de curva ROC para investigar se estes pares miRNA-

mRNA poderiam discriminar os grupos de TT e TNN. Observamos que dois pares 

apresentaram AUC>0,85 (miR-432-5p-TP53 e miR-145-5p-RIPK3) e três AUC>0,65 

(miR-149-5p-DKK1, miR-149-5p-SOX2, e118 miR-149-5p-HOXA10; Figura 16). 
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Figura 16 – Oito pares miRNA-mRNA alterados na carcinogênese peniana e suas curvas ROC para 
discriminação de TT e TNN. ROC: receiver operating characteristic; AUC: area under the curve. 

 

4.4.2  Diferença de expressão de mRNA nos pacientes com doença metastática 

versus localizada 

 

Do nosso painel de 83 genes, sete DEGs (CCND1, EGFR, ENTPD5, HOXA10, 

IGF1R, MYC e SNAI2) foram detectados entre os grupos de tumores metastático em 

relação aos localizados na amostra total de CaPe, sendo todos superexpressos (tabela 21). 

 

Tabela 21 – Lista dos sete DEGs identificados na comparação dos grupos de tumores metastáticos (N=12) 
em relação aos tumores localizados (N=12). 

DEG FC p 

CCND1 1,63 0,034 

EGFR 3,69 0,006 
ENTPD5 2,04 0,011 

HOXA10 2,24 0,014 
IGF1R 1,44 0,020 
MYC 1,55 0,028 

SNAI2 1,82 0,010 
DEG: Genes diferencialmente expressos; N: número de indivíduos. 

 

Conforme descrito na metodologia, não fizemos enriquecimento de vias para 

estes sete genes pelo GSEA devido ao número de DEGs identificados.  
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As curvas ROC destes sete DEGs mostraram valores de AUC elevados 

distinguindo pacientes com metástases linfonodais com acurácia superior a 74% (Figura 

17). 

 

 
Figura 17 – Curvas ROC dos sete DEGs detectados na comparação entre tumores de pacientes com doença 
metastática e localizada. ROC: receiver operating characteristic; AUC: area under the curve. 
 

Investigamos se algum desses sete DEGs poderia ser potencialmente regulado 

por algum dos 21 DEmiRs identificados pela técnica de microarray, entretanto nenhum 

DEG alvo de DEmiR apresentou correlação oposta. Embora o MYC seja alvo do miR-

744-5p validado na amostra expandida, ambos se encontram superexpressos. O gene 

MYC apresentou FC=1,55 e miR-744-5p apresentou FC de 1,65 pela técnica de 

microarray e FC de 1,61 pela validação na amostra expandida por qRT-PCR. 

Realizamos a correlação de Pearson para os valores de expressão entre os sete 

DEmiRs e os 83 mRNAs para os pacientes com tumor metastático (N=12) e doença 

localizada (N=12). Observamos uma mudança na correlação entre os níveis de expressão 

dos mRNA-miRNA nos tecidos de pacientes com doença metastática e localizada (Figura 

18A). Para explorar melhor estas mudanças durante a progressão da doença e aumentar a 

acurácia da seleção do par mRNA-miRNA, construímos um gráfico colorindo os pares 

de acordo com o valor de p da correlação nos dois grupos (metastático e localizado; Figura 

4B). Selecionamos os pares com valores de p<0,1 em pelo menos um dos grupos (117 de 

581 pares) e destes 117, selecionamos os pares com AUC>0,8 para separar os grupos 



Resultados 

 
 

 
 

99 

metastático e localizado (Figura 18C e 19). Entre estes pares, identificamos dois miRNAs 

(miR-421 e o miR-744-5p) e nove mRNAs (ABCB1, BCL2, CD274, LIN28A, MLH1, 

MYD88, PPARGC1A, STAT3 e TLR4). Sete destes 10 pares (miR-421 e ABCB1, CD274, 

MYD88 e STAT3; miR-744 e BCL2, PPARGC1A e TLR4) apresentaram ruptura no padrão 

de regulação, mudando de uma correlação positiva ou sem correlação na doença 

localizada para uma correlação negativa na doença metastática (Figura 19). 
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Figura 18 – Correlações entre as expressões dos sete miRNAs e 83 genes nas amostras de tumores dos 
pacientes com doença metastática e localizada de 24 pacientes com CaPe. (A) Coeficientes de correlação 
de Pearson entre os níveis de expressão dos miRNAs e genes entre doença metastática e localizada. As 
cores e tamanhos de cada ponto representam o valor de R e p; (B) Os valores de R foram colocados no 
gráfico de dispersão. Cada ponto foi colorido de acordo com valor de p para o tecido.; (C) Gráfico de 
dispersão para os pares mRNA-miRNA com correlações significativas em pelo menos um tecido. Os pontos 
foram coloridos de acordo com a área sob a curva para discriminação entre doença metastática (N=12) e 
localizada (N=12). 
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Figura 19 – Dez correlações inversas de pares miRNA-mRNA identificados pela correlação de Pearson 
entre expressão de sete miRNAs e 83 genes nos pacientes com tumores de pacientes com doença metastática 
e localizada na amostra total de 24 pacientes com CaPe. 

 
Construindo curvas ROC para avaliar a capacidade de discriminação entre 

pacientes metastáticos daqueles com doença localizada dos 10 pares mRNA-miRNA com 

maior alteração na sua regulação durante o processo de metastatização, encontramos que 

eles possuem AUC maior que 0,8 (figura20). 
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Figura 20 – Curvas ROC das razões dos dez pares mRNA-miRNA alterados e candidatos a biomarcadores 
para metástase em CaPe.na evolução para metástase do CaPe e suas curvas ROC para discriminação entre 
os pacientes com doença metastática e localizada. ROC: receiver operating characteristic; AUC: area 

ander de curve. 
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4.5  Associação entre os miRNAs e mRNAs e as variáveis clínico-patológicas 

 

4.5.1  Análise comparativa da expressão dos miRNAs com as variáveis clínico-

patológicas 

 

Além da associação dos miRNAs com metástases, avaliamos a associação entre 

os DEmiRs e outros fatores de prognóstico no CaPe. A menor expressão do miR-31-3p 

foi associado com maior estádio pT, com FC de 0,39 e p=0,043 (Tabela 22). A menor 

expressão do miR-31-5p apresentou tendência de associação (p=0,058) com a mesma 

variável. Nenhum outro miRNA apresentou associação com os fatores de prognóstico. 

 

Tabela 22 – Resultado das associações significativas entre os níveis de expressão dos 14 DEmiRs 
escolhidos para validação por qRT-PCR e as variáveis clínicas investigadas na amostra total de pacientes 
com CaPe (N=24). 

miRNA 
HPV 

Sim x não 

 Tamanho  

>5cm x ≤5cm 

 Grau 

G3 x G2+1 

 pT 

pT3-2 x pT1 

 FC p  FC p  FC p  FC p 

miR-421 0,61 0,068  1,21 0,494  1,22 0,479  1,26 0,515 
miR-744-5p 0,96 0,801  1,19 0,288  1,22 0,233  1,38 0,119 
miR-152-3p 0,92 0,707  1,09 0,711  0,78 0,267  0,97 0,924 
miR-196b-

5p 
0,68 0,067  1,22 0,359  0,96 0,833  1,14 0,636 

miR-181c-5p 0,82 0,249  0,90 0,558  0,92 0,650  0,77 0,240 
miR-145-5p 0,59 0,120  1,24 0,535  0,79 0,489  0,82 0,654 
miR-149-5p 0,85 0,715  0,87 0,746  0,80 0,612  1,44 0,508 
miR-200a-

5p 
0,91 0,631  0,86 0,431  0,90 0,594  0,96 0,870 

miR-31-3p 1,17 0,683  1,01 0,989  1,30 0,503  0,39 0,043* 

miR-31-5p 1,20 0,652  1,09 0,820  1,18 0,676  0,40 0,058 
miR-30a-5p 0,91 0,640  1,23 0,301  1,00 0,987  0,65 0,086 
miR-224-5p 1,21 0,467  1,41 0,188  0,80 0,396  0,74 0,381 
miR-432-5p 0,61 0,357  0,81 0,702  1,94 0,214  0,56 0,396 
miR-487b-

3p 
0,69 0,410  1,19 0,706  1,87 0,159  0,66 0,467 
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Continuação da Tabela 22. 

miRNA 
IMV 

Sim x não 
 

Inv. Perineural 

Sim x não 
 

Grupo de 

Risco** 

Alto x Int e 

baixo 

 FC p  FC p  FC p 

miR-421 1,54 0,143  1,13 0,635  1,26 0,515 
miR-744-5p 1,24 0,229  0,97 0,833  1,38 0,119 
miR-152-3p 0,97 0,914  0,94 0,771  0,97 0,924 
miR-196b-

5p 
1,42 0,128  1,26 0,262  1,14 0,636 

miR-181c-5p 0,88 0,503  1,02 0,908  0,77 0,240 
miR-145-5p 0,92 0,833  0,91 0,766  0,82 0,654 
miR-149-5p 1,24 0,644  0,64 0,284  1,44 0,508 
miR-200a-

5p 
1,19 0,424  1,07 0,713  0,96 0,870 

miR-31-3p 1,15 0,741  1,05 0,887  0,39 0,043* 

miR-31-5p 1,16 0,731  1,13 0,753  0,40 0,058 
miR-30a-5p 1,00 0,985  0,96 0,822  0,65 0,086 
miR-224-5p 0,67 0,165  1,14 0,619  0,74 0,381 
miR-432-5p 0,77 0,656  1,24 0,681  0,56 0,396 
miR-487b-

3p 
0,90 0,833  1,07 0,882  0,66 0,467 

DEmiR: miRNA diferencialmente expresso; CaPe: câncer de pênis; N: número de indivíduos; HPV: human 
papilomavirus; pT: estádio patológico T; IMV: invasão microvascular; Inv: invasão; Int: intermediário; * p<0,05; ** 
Grupo de risco segundo a European Association of Urology. 
 

4.5.2  Análise comparativa da expressão dos mRNAs com as variáveis clínico-

patológicas 

 

Em relação aos 83 transcritos investigados, detectamos diferenças significativas 

entre os valores de expressão de 17 genes e as características clínico-patológicas, de 

acordo com a tabela 23. Destaca-se o aumento da expressão do gene MMP1 foi 

significantemente associado a presença de invasão perineural, grau de diferenciação, 

tamanho e pT. Além disso, quando construído as curvas ROC da associação da expressão 

deste transcrito com essas variáveis, elas apresentaram AUC maior que 0,76 (figura 21). 

A maior expressão dos genes SRC, CCND1, EGFR, TP53I3 e IL1A também apresentaram 

AUC maior que 0,75 para separação entre grupos prognósticos conforme figura 22. 
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Tabela 23 – Resultado das associações significativas entre os níveis de expressão dos mRNAs e as variáveis 
clínicas investigadas no estudo. 

Variável mRNA Fold Change p 

HPV (presença vs ausência) 
BAX 0,724 0,030 

SNAI2 0,542 0,014 

Tamanho (> 5cm vs ≤ 5cm) 

LIN28A 0,362 0,047 

MMP1 3,983 0,042 

NANOG 0,398 0,042 

TP53 0,495 0,014 

TP63 0,668 0,050 

Grau diferenciação (III vs I+II) 

CCND1 1,915 0,006 

EGFR 5,267 0,001 

MMP1 3,911 0,045 
RIPK3 0,602 0,037 

SRC 1,675 0,005 

Invasão perineural (Sim vs Não) 

KLF4 0,472 0,040 

MMP1 5,433 0,007 

MMP9 0,279 0,044 

TP53I3 1,676 0,034 

Grupo de Risco para metástase (alto vs médio+alto) 
ABCB1 0,394 0,020 

MMP1 7,436 0,018 

pT (T2+T3 vs T1) 
ABCB1 0,394 0,020 
MMP1 7,436 0,018 

Invasão linfovascular (Sim vs Não) IL1A 3,291 0,027 
HPV: human papilomavirus 
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Figura 21 – Curvas ROC demonstrando que o nível de expressão do gene MMP1 é um bom fator preditor 
de presença de invasão perineural, pior estádio pT (T2+T3), maior grau histológico (G3) e maior tamanho 
tumoral (>5cm); ROC: receiver operating characteristics; AUC: area under de curve. 
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Figura 22 – Curvas ROC demonstrando que o nível de expressão dos genes SRC, CCND1, EGFR, TP53I3 
e IL1A são bons fatores preditores de maior grau histológico (G3), presença de invasão perineural e 
microvascular, respectivamente; ROC: receiver operating characteristics; AUC: area under de curve. 

 

4.6  Associação entre os miRNAs e mRNAs com sobrevida livre de recorrência, 

câncer-específica e sobrevida global 

 

4.6.1  Associação entre os níveis de expressão dos miRNAs com SLR, SCE e SG 

 

As tabelas 24, 25 e 26 descrevem as associações entre miRNA com SLR, SCE e 

SG, pelo teste de Log-rank, baseado na mediana do valor do -dCT. Detectamos que a 

superexpressão do miR-421 está associada a menor sobrevida global (p=0,038; tabela 26; 

figura 23). Entretanto, houve apenas tendência desta associação (p=0,058) pelo modelo 

de regressão de Cox (Tabela 26). 

O aumento da expressão do miR-421 apresentou tendência a correlação com SLR 

(p=0,051) e SCE (p=0,050) e a redução de expressão do miR-31-3p com SCE (0,091) e 

SG (p=0,064). 
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Tabela 24 – Associação entre sobrevida livre de recorrência através do teste de log-rank e o cálculo do HR 
com IC de 95% por regressão de Cox para os níveis de expressão de cada miRNA avaliado, considerando 
a amostra total de casos com CaPe (n=24). 

miRNAs Expressão (mediana -dCT) p log-rank HR (95% IC) p* 

miR-421 
baixa expressão (≤ -4,26) 

0,051 
1 (Ref) 

0,544 
alta expressão (> -4,26) 1,93 (0,23-16,19) 

miR-744-5p 
baixa expressão (≤ -2,62) 

0,273 
1 (Ref) 

0,941 
alta expressão (> 2,62) 0,61 (0,12-3,19) 

miR-152-3p 
baixa expressão (≤ -0,68) 

0,553 
1 (Ref) 

0,583 
alta expressão (> -0,68) 0,66 (0,15-2,94) 

miR-196b-5p 
baixa expressão (≤ -3,07) 

0,661 
1 (Ref) 

0,673 
alta expressão (> -3,07) 0,72 (0,16-3,25) 

miR-181c-5p 
baixa expressão (≤ 0,33) 

0,657 
1 (Ref) 

0,698 
alta expressão (> 0,33) 1,35 (0,30-6,05) 

miR-149-5p 
baixa expressão (≤ -1,38) 

0,528 
1 (Ref) 

0,987 
alta expressão (> -1,38) 1,01 (0,23-4,56) 

miR-200a-5p 
baixa expressão (≤ -3,96) 

0,630 
1 (Ref) 

0,755 
alta expressão (> -3,96) 0,79 (0,17-3,55) 

miR-31-3p 
baixa expressão (≤ 3,45) 

0,104 
1 (Ref) 

0,207 
alta expressão (> 3,45) 0,34 (0,07-1,80) 

miR-31-5p 
baixa expressão (≤ 4,22) 

0,449 
1 (Ref) 

0,755 
alta expressão (> 4,22) 0,79 (0,17-3,55) 

miR-30a-5p 
baixa expressão (≤ -0,13) 

0,258 
1 (Ref) 

0,169 
alta expressão (> -0,13) 3,18 (0,61-16,51) 

miR-224-5p 
baixa expressão (≤ 1,68) 

0,557 
1 (Ref) 

0,604 
alta expressão (> 1,68) 0,67 (0,15-3,02) 

miR-432-5p 
baixa expressão (≤ -5,33) 

0,685 
1 (Ref) 

0,624 
alta expressão (> -5,33) 0,43 (0,15-3,08) 

miR-487b-3p 
baixa expressão (≤ -4,09) 

0,712 
1 (Ref) 

0,566 
alta expressão (> -4,09) 0,64 (0,14-2,89) 

miR-145-5p 
baixa expressão (≤ -2,35) 

0,719 
1 (Ref) 

0,523 
alta expressão (> -2,35) 1,64 (0,36-7,48) 

N: número de indivíduos; HR: Hazard ratio; IC: Intervalo de Confiança; * ajustado para metástase linfonodal. 
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Tabela 25 – Associação entre sobrevida câncer específica através do teste de log-rank e o cálculo do HR 
com IC de 95% por regressão de Cox para os níveis de expressão de cada miRNA avaliado, considerando 
a amostra total de casos com CaPe (n=24). 

miRNAs Expressão (mediana -dCT) p log-rank HR (95% IC) p* 

miR-421 
baixa expressão (≤ -4,26) 

0,050 
1 (Ref) 

0,425 
alta expressão (> -4,26) 2,40 (0,28-20,65) 

miR-744-5p 
baixa expressão (≤ -2,62) 

0,285 
1 (Ref) 

0,366 
alta expressão (> 2,62) 0,45 (0,08-2,55) 

miR-152-3p 
baixa expressão (≤ -0,68) 

0,563 
1 (Ref) 

0,281 
alta expressão (> -0,68) 0,38 (0,07-2,13) 

miR-196b-5p 
baixa expressão (≤ -3,07) 

0,622 
1 (Ref) 

0,594 
alta expressão (> -3,07) 0,65 (0,13-3,15) 

miR-181c-5p 
baixa expressão (≤ 0,33) 

0,733 
1 (Ref) 

0,750 
alta expressão (> 0,33) 1,29 (0,27-6,12) 

miR-149-5p 
baixa expressão (≤ -1,38) 

0,572 
1 (Ref) 

0,771 
alta expressão (> -1,38) 0,79 (0,16-3,85) 

miR-200a-5p 
baixa expressão (≤ -3,96) 

0,615 
1 (Ref) 

0,340 
alta expressão (> -3,96) 0,44 (0,81-2,38) 

miR-31-3p 
baixa expressão (≤ 3,45) 

0,091 
1 (Ref) 

0,124 
alta expressão (> 3,45) 0,23 (0,03-1,50) 

miR-31-5p 
baixa expressão (≤ 4,22) 

0,436 
1 (Ref) 

0,340 
alta expressão (> 4,22) 0,44 (0,08-2,38) 

miR-30a-5p 
baixa expressão (≤ -0,13) 

0,218 
1 (Ref) 

0,254 
alta expressão (> -0,13) 3,07 (0,45-21,13) 

miR-224-5p 
baixa expressão (≤ 1,68) 

0,463 
1 (Ref) 

0,069 
alta expressão (> 1,68) 0,11 (0,01-1,19) 

miR-432-5p 
baixa expressão (≤ -5,33) 

0,587 
1 (Ref) 

0,339 
alta expressão (> -5,33) 0,43 (0,08-2,42) 

miR-487b-3p 
baixa expressão (≤ -4,09) 

0,668 
1 (Ref) 

0,077 
alta expressão (> -4,09) 0,10 (0,01-1,28) 

miR-145-5p 
baixa expressão (≤ -2,35) 

0,673 
1 (Ref) 

0,969 
alta expressão (> -2,35) 0,97 (0,20-4,67) 

N: número de indivíduos; HR: Hazard ratio; IC: Intervalo de Confiança; * ajustado para invasão perineural e metástase 
linfonodal. 
  



Resultados 

 
 

 
 

110 

Tabela 26 – Associação entre sobrevida global através do teste de log-rank e o cálculo do HR com IC de 
95% por regressão de Cox para os níveis de expressão de cada miRNA avaliado, considerando a amostra 
total de casos com CaPe (n=24). 

miRNAs Expressão (mediana -dCT) p log-rank HR (95% IC) p 

miR-421 
baixa expressão (≤ -4,26) 

0,038* 
1 (Ref) 

0,058 
alta expressão (> -4,26) 4,50 (0,95-21,33) 

miR-744-5p 
baixa expressão (≤ -2,62) 

0,560 
1 (Ref) 

0,562 
alta expressão (> 2,62) 1,45 (0,41-5,17) 

miR-152-3p 
baixa expressão (≤ -0,68) 

0,341 
1 (Ref) 

0,349 
alta expressão (> -0,68) 0,54 (0,15-1,94) 

miR-196b-5p 
baixa expressão (≤ -3,07) 

0,463 
1 (Ref) 

0,467 
alta expressão (> -3,07) 1,60 (0,45-5,67) 

miR-181c-5p 
baixa expressão (≤ 0,33) 

0,965 
1 (Ref) 

0,965 
alta expressão (> 0,33) 0,97 (0,28-3,37) 

miR-149-5p 
baixa expressão (≤ -1,38) 

0,705 
1 (Ref) 

0,706 
alta expressão (> -1,38) 0,78 (0,22-2,78) 

miR-200a-5p 
baixa expressão (≤ -3,96) 

0,483 
1 (Ref) 

0,486 
alta expressão (> -3,96) 0,64 (0,18-2,26) 

miR-31-3p 
baixa expressão (≤ 3,45) 

0,064 
1 (Ref) 

0,081 
alta expressão (> 3,45) 0,30 (0,08-1,16) 

miR-31-5p 
baixa expressão (≤ 4,22) 

0,296 
1 (Ref) 

0,305 
alta expressão (> 4,22) 0,51 (0,15-1,83) 

miR-30a-5p 
baixa expressão (≤ -0,13) 

0,154 
1 (Ref) 

0,170 
alta expressão (> -0,13) 2,58 (0,67-10,03) 

miR-224-5p 
baixa expressão (≤ 1,68) 

0,349 
1 (Ref) 

0,356 
alta expressão (> 1,68) 0,55 (0,15-1,96) 

miR-432-5p 
baixa expressão (≤ -5,33) 

0,378 
1 (Ref) 

0,384 
alta expressão (> -5,33) 1,76 (0,49-6,28) 

miR-487b-3p 
baixa expressão (≤ -4,09) 

0,477 
1 (Ref) 

0,481 
alta expressão (> -4,09) 1,58 (0,44-5,60) 

miR-145-5p 
baixa expressão (≤ -2,35) 

0,575 
1 (Ref) 

0,577 
alta expressão (> -2,35) 1,43 (0,40-5,09) 

N: número de indivíduos; HR: Hazard ratio; IC: Intervalo de Confiança 
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Figura 23 – Sobrevida global de acordo com a expressão do miR-421. Curva de Kaplan-Meier mostra que 
a alta expressão do miR-421 está associada com menor sobrevida global. 

 

4.6.2  Associação entre os níveis de expressão dos genes selecionados com SLR, 

SCE e SG 

 

Buscamos a associação dos 83 transcritos com a curva de SLR, SCE e SG. As 

Figuras 24 e 25 apresentam as associações estatisticamente significantes das curvas de 

sobrevidas entre a expressão dos transcritos (teste log-rank) e SLR e SCE. Observamos 

que a alta expressão dos genes CCND1, EGFR, GADD45A, MYC, SNAI2 e SRC foram 

associadas ao menor tempo de SLR e SCE (p<0,05). De forma oposta, a baixa expressão 

dos genes CDH1, CDKN1, KLF4 e TP63 foram associadas a menor SLR e SCE (p<0,05).  

Em seguida, calculamos os valores de HR e IC 95% para os níveis de expressão 

de cada um dos genes, estimando a magnitude de seus efeitos na sobrevida específica, 

com ajuste para metástase linfonodal na SLR e SCE e invasão perineural e metástase 

linfonodal para SCE (variáveis significativamente associadas às curvas de sobrevida na 

análise univariada) (Tabelas 27 e 28). Após ajuste, a alta expressão do gene CDKN2A 

aumentou em quatro vezes o risco de recidiva pelo modelo de Cox com p=0,042 (tabela 

27); e a alta expressão dos genes CDKN2A (p=0,018), GADD45A (p=0,025) e o NRP1 

(p=0,042) aumentaram em 10, 20 e 7 vezes o risco de morte por CaPe pelo modelo de 

Cox, respectivamente (tabela 28).  
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Figura 24 – Curvas de sobrevida livre de recorrência de acordo com a expressão dos genes. A) CCND1; 
B) CDH1; C) CDKN1A; D) EGFR; E) GADD45A; F) KLF4; G) MYC; H) SNAI2; I) SRC; e J) TP63. Teste 
de log-rank. 

  



Resultados 

 
 

 
 

113 

 

 
Figura 25 – Curvas de sobrevida câncer específica de acordo com a expressão dos genes. A) CCND1; B) 
CDH1; C) CDKN1A; D) EGFR; E) GADD45A; F) KLF4; G) MYC; H) SNAI2; I) SRC; e J) TP63. Teste 
de log-rank. 
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Tabela 27 – Associação entre sobrevida livre de recorrência através do teste de log-rank e o cálculo do HR 
com IC de 95% por regressão de Cox com os níveis de expressão dos genes escolhidos, considerando a 
amostra total de casos com CaPe (n=24). 

Transcritos Expressão (mediana -dCT) p log-rank HR (95% IC) p** 

ABCB1 baixa expressão (≤ -9,84) 0,222 1 (Ref) 0,325 alta expressão (> -9,84) 0,44 (0,08-2,27) 

AKT1 baixa expressão (≤ -4,80) 0,376 1 (Ref) 0,999 alta expressão (> -4,80) 1,00 (0,22-4,48) 

ALDH1A1 baixa expressão (≤ -8,60) 0,657 1 (Ref) 0,698 alta expressão (> -8,60) 1,35 (0,30-6,05) 

ATM baixa expressão (≤ -6,10) 0,546 1 (Ref) 0,542 alta expressão (> -6,10) 1,60 (0,35-7,23) 

BAX baixa expressão (≤ -5,85) 0,477 1 (Ref) 0,415 alta expressão (> -5,85) 1,87 (0,42-8,39) 

BBC3 baixa expressão (≤ -10,33) 0,681 1 (Ref) 0,860 alta expressão (> -10,33) 0,87 (0,19-3,94) 

BCL2 baixa expressão (≤ -9,25) 0,546 1 (Ref) 0,208 alta expressão (> -9,25) 2,68 (0,58-12,41) 

CCND1 baixa expressão (≤ -6,0) 
0,003* 

1 (Ref) 0,228 alta expressão (> -6,0) 33,33 (0,11-9926,25) 

CD274 baixa expressão (≤ -8,31) 0,953 1 (Ref) 0,122 alta expressão (> -8,31) 3,37 (0,72-15,76) 

CD44 baixa expressão (≤ -2,81) 0,574 1 (Ref) 0,609 alta expressão (> -2,81) 1,48 (0,33-6,74) 

CDH1 baixa expressão (≤ -4,27) 
0,012* 

1 (Ref) 0,120 alta expressão (> -4,27) 0,18 (0,02-1,56) 

CDH2 baixa expressão (≤ -10,78) 0,121 1 (Ref) 0,330 alta expressão (> -10,78) 2,28 (0,43-11,91) 

CDKN1A baixa expressão (≤ -3,37) 
0,036* 

1 (Ref) 0,378 alta expressão (> -3,37) 0,38 (0,05-3,21) 

CDKN2A baixa expressão (≤ -6,47) 0,429 1 (Ref) 
0,042* alta expressão (> -6,47) 4,84 (1,06-22,09) 

CEBPB baixa expressão (≤ -3,68) 0,805 1 (Ref) 0,808 alta expressão (> -3,68) 1,21 (0,27-5,44) 

CXCR4 baixa expressão (≤ -5,33) 0,523 1 (Ref) 0,183 alta expressão (> -5,33) 2,82 (0,61-12,98) 

DKK1 baixa expressão (≤ -8,83) 0,243 1 (Ref) 0,377 alta expressão (> -8,83) 2,10 (0,41-10,84) 

DNMT1 baixa expressão (≤ -5,45) 0,661 1 (Ref) 0,837 alta expressão (> -5,45) 1,71 (0,26-5,25) 

EGFR baixa expressão (≤ -4,34) 
0,025* 

1 (Ref) 0,544 alta expressão (> -4,34) 1,93 (0,23-16,19) 

EGR1 baixa expressão (≤ -5,09) 0,712 1 (Ref) 0,946 alta expressão (> -5,09) 0,95 (0,21-4,25) 

ENTPD5 baixa expressão (≤ -6,83) 0,142 1 (Ref) 0,787 alta expressão (> -6,83) 0,80 (0,15-4,15) 

ESRP1 baixa expressão (≤ -3,91) 0,859 1 (Ref) 0,264 alta expressão (> -3,91) 0,42 (0,09-1,91) 

FGF2 baixa expressão (≤ -8,75) 0,127 1 (Ref) 0,108 alta expressão (> -8,75) 3,87 (0,74-20,16) 

FOS baixa expressão (≤ -4,55) 0,606 1 (Ref) 0,316 alta expressão (> -4,55) 2,16 (0,48-9,76) 

GADD45A baixa expressão (≤ -5,62) 
0,016* 

1 (Ref) 0,072 alta expressão (> -5,62) 7,08 (0,84-59,57) 

HIF1A baixa expressão (≤ -2,49) 0,142 1 (Ref) 0,325 alta expressão (> -2,49) 2,31 (0,43-12,32) 

HOXA9 baixa expressão (≤ -8,81) 0,631 1 (Ref) 0,309 alta expressão (> -8,81) 0,46 (0,10-2,07) 
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Tabela 27 –.continuação 

Transcritos Expressão (mediana -dCT) p log-rank HR (95% IC) p** 

HOXA10 baixa expressão (≤ -8,77) 0,082 1 (Ref) 0,377 alta expressão (> -8,77) 2,10 (0,41-10,84) 

IGF1R baixa expressão (≤ -5,75) 0,546 1 (Ref) 0,514 alta expressão (> -5,75) 0,61 (0,13-2,72) 

IL1A baixa expressão (≤ -5,86) 0,636 1 (Ref) 0,999 alta expressão (> -5,86) 1,00 (0,22-4,95) 

IL1B baixa expressão (≤ -5,12) 0,606 1 (Ref) 0,702 alta expressão (> -5,12) 1,34 (0,30-6,02) 

IL6 baixa expressão (≤ -7,06) 0,125 1 (Ref) 0,350 alta expressão (> -7,06) 2,20 (0,42-11,52) 

JUN baixa expressão (≤ -4,45) 0,517 1 (Ref) 0,469 alta expressão (> -4,45) 1,75 (0,38-8,04) 

KAT6A baixa expressão (≤ -5,47) 0,746 1 (Ref) 0,469 alta expressão (> -5,47) 1,75 (0,39-7,95) 

KLF4 baixa expressão (≤ -3,75) 
0,028* 

1 (Ref) 0,278 alta expressão (> -3,75) 0,31 (0,04-2,60) 

KMT2A baixa expressão (≤ -6,33) 0,804 1 (Ref) 0,702 alta expressão (> -6,33) 0,75 (0,17-3,35) 

KMT2D baixa expressão (≤ -6,33) 0,681 1 (Ref) 0,428 alta expressão (> -6,33) 0,52 (0,12-2,47) 

KRAS baixa expressão (≤ -4,34) 0,955 1 (Ref) 0,583 alta expressão (> -4,34) 0,66 (0,15-2,94) 

LATS2 baixa expressão (≤ -7,40) 0,104 1 (Ref) 0,487 alta expressão (> -7,40) 1,79 (0,35-9,32) 

LIN28A baixa expressão (≤ -10,04) 0,685 1 (Ref) 0,452 alta expressão (> -10,04) 1,78 (0,40-8,02) 

MCM2 baixa expressão (≤ -6,37) 0,235 1 (Ref) 0,325 alta expressão (> -6,37) 0,43 (0,08-2,30) 

MDM2 baixa expressão (≤ -5,02) 0,606 1 (Ref) 0,709 alta expressão (> -5,02) 1,33 (0,30-5,98) 

MLH1 baixa expressão (≤ -6,03) 0,546 1 (Ref) 0,999 alta expressão (> -6,03) 1,00 (0,22-4,48) 

MMP1 baixa expressão (≤ -2,37) 0,712 1 (Ref) 0,946 alta expressão (> -2,37) 0,95 (0,23-4,72) 

MMP12 baixa expressão (≤ -4,61) 0,738 1 (Ref) 0,514 alta expressão (> -4,61) 1,65 (0,37-7,38) 

MMP9 baixa expressão (≤ -6,70) 0,273 1 (Ref) 0,563 alta expressão (> -6,70) 1,63 (0,31-8,45) 

MYC baixa expressão (≤ -4,39) 
0,014* 

1 (Ref) 0,330 alta expressão (> -4,39) 2,88 (0,34-24,09) 

MYD88 baixa expressão (≤ -5,65) 0,273 1 (Ref) 0,189 alta expressão (> -5,65) 0,33 (0,06-1,72) 

NANOG baixa expressão (≤ -8,15) 0,746 1 (Ref) 0,952 alta expressão (> -8,15) 1,05 (0,23-4,70) 

NES baixa expressão (≤ -11,00) 0,100 1 (Ref) 0,050 alta expressão (> -11,00) 9,11 (1,00-82,77) 

NOTCH1 baixa expressão (≤ -6,97) 0,546 1 (Ref) 0,542 alta expressão (> -6,97) 1,60 (0,35-7,23) 

NOTCH4 baixa expressão (≤ -9,78) 0,661 1 (Ref) 0,673 alta expressão (> -9,78) 0,72 (0,16-3,25) 

NRP1 baixa expressão (≤ -4,90) 0,127 1 (Ref) 0,108 alta expressão (> -4,90) 3,87 (0,74-20,16) 

PEBP1 baixa expressão (≤ -4,13) 0,661 1 (Ref) 0,837 alta expressão (> -4,13) 1,17 (0,26-5,25) 

PITX2 baixa expressão (≤ -8,94) 0,553 1 (Ref) 0,583 alta expressão (> -8,94) 0,66 (0,15-2,94) 
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Tabela 27 – continuação 
Transcritos Expressão (mediana -dCT) p log-rank HR (95% IC) p** 

PMAIP1 baixa expressão (≤ -7,77) 0,528 1 (Ref) 0,207 alta expressão (> -7,77) 2,63 (0,59-11,82) 

PPARGC1A baixa expressão (≤ -10,81) 0,763 1 (Ref) 0,554 alta expressão (> -10,81) 1,72 (0,28-10,47) 

PTEN baixa expressão (≤ -2,47) 0,240 1 (Ref) 0,359 alta expressão (> -2,47) 0,46 (0,09-2,40) 

Rb1 baixa expressão (≤ -4,89) 0,471 1 (Ref) 0,801 alta expressão (> -4,89) 1,21 (0,27-5,45) 

RECK baixa expressão (≤ -7,57) 0,449 1 (Ref) 0,353 alta expressão (> -7,57) 2,04 (0,45-9,25) 

RIPK3 baixa expressão (≤ -8,36) 0,746 1 (Ref) 0,952 alta expressão (> -8,36) 1,05 (0,23-4,70) 

RHOA baixa expressão (≤ -2,68) 0,719 1 (Ref) 0,207 alta expressão (> -2,68) 0,38 (0,09-1,71) 

SAV1 baixa expressão (≤ -5,97) 0,123 1 (Ref) 0,267 alta expressão (> -5,97) 2,56 (0,49-13,50) 

SESN2 baixa expressão (≤ -7,27) 0,243 1 (Ref) 0,760 alta expressão (> -7,27) 0,77 (0,15-4,01) 

SFN baixa expressão (≤ -0,25) 0,805 1 (Ref) 0,808 alta expressão (> -0,25) 1,21 (0,27-5,44) 

SNAI1 baixa expressão (≤ -8,21) 0,258 1 (Ref) 0,169 alta expressão (> -8,21) 3,18 (0,61-16,51) 

SNAI2 baixa expressão (≤ -3,23) 
0,043* 

1 (Ref) 0,460 alta expressão (> -3,23) 2,22 (0,27-18,56) 

SOX2 baixa expressão (≤ -6,55) 0,712 1 (Ref) 0,498 alta expressão (> -6,55) 0,59 (0,13-2,68) 

SRC baixa expressão (≤ -6,15) 
0,036* 

1 (Ref) 0,176 alta expressão (> -6,15) 4,33 (0,52-36,20) 

STAT3 baixa expressão (≤ -2,89) 0,226 1 (Ref) 0,680 alta expressão (> -2,89) 0,71 (0,14-3,66) 

STK4 baixa expressão (≤ -5,60) 0,654 1 (Ref) 0,709 alta expressão (> -5,60) 1,33 (0,30-5,97) 

TCF7L2 baixa expressão (≤ -6,29) 0,171 1 (Ref) 0,452 alta expressão (> -6,29) 1,88 (0,36-9,73) 

TGFB1 baixa expressão (≤ -3,59) 0,893 1 (Ref) 0,896 alta expressão (> -3,59) 1,11 (0,25-4,96) 

TIGAR baixa expressão (≤ -4,98) 0,051 1 (Ref) 0,111 alta expressão (> -4,98) 0,17 (0,02-1,49) 

TLR4 baixa expressão (≤ -6,63) 0,980 1 (Ref) 0,264 alta expressão (> -6,63) 2,37 (0,52-10,75) 

TNFRSF1A baixa expressão (≤ -4,54) 0,636 1 (Ref) 0,783 alta expressão (> -4,54) 1,23 (0,27-5,54) 

TP53 baixa expressão (≤ -5,63) 0,980 1 (Ref) 0,918 alta expressão (> -5,63) 1,08 (0,24-4,89) 

TP53I3 baixa expressão (≤ -7,00) 0,181 1 (Ref) 0,929 alta expressão (> -7,00) 1,08 (0,21-5,58) 

TP63 baixa expressão (≤ -1,07) 
0,047* 

1 (Ref) 0,102 alta expressão (> -1,07) 0,17 (0,02-1,42) 

TWIST1 baixa expressão (≤ -7,51) 0,127 1 (Ref) 0,298 alta expressão (> -7,51) 2,40 (0,46-12,45) 

VEGFA baixa expressão (≤ -4,70) 0,213 1 (Ref) 0,636 alta expressão (> -4,70) 0,67 (0,13-3,49) 

WNT5a baixa expressão (≤ -6,63) 0,837 1 (Ref) 0,727 alta expressão (> -6,63) 1,31 (0,29-5,91) 

ZEB1 baixa expressão (≤ -6,19) 0,804 1 (Ref) 0,815 alta expressão (> -6,19) 1,20 (0,27-5,39) 
N: número de indivíduos; HR: Hazard ratio; IC: Intervalo de Confiança; * p<0,05; ** p ajustado para metástase  
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Tabela 28 – Associação entre sobrevida câncer específica através do teste de log-rank e o cálculo do HR 
com IC de 95% por regressão de Cox com os níveis de expressão dos genes escolhidos, considerando a 
amostra total de casos com CaPe (n=24). 

Transcritos Expressão (mediana -dCT) p log-rank HR (95% IC) p** 

ABCB1 baixa expressão (≤ -9,84) 0,236 1 (Ref) 0,278 alta expressão (> -9,84) 0,40 (0,08-2,09) 

AKT1 baixa expressão (≤ -4,80) 0,341 1 (Ref) 0,803 alta expressão (> -4,80) 0,82 (0,17-3,95) 

ALDH1A1 baixa expressão (≤ -8,60) 0,733 1 (Ref) 0,750 alta expressão (> -8,60) 1,29 (0,27-6,12) 

ATM baixa expressão (≤ -6,10) 0,505 1 (Ref) 0,923 alta expressão (> -6,10) 1,09 (0,20-5,94) 

BAX baixa expressão (≤ -5,85) 0,442 1 (Ref) 0,053 alta expressão (> -5,85) 10,23 (0,97-107,56) 

BBC3 baixa expressão (≤ -10,33) 0,792 1 (Ref) 0,250 alta expressão (> -10,33) 3,19 (0,45-22,89) 

BCL2 baixa expressão (≤ -9,25) 0,505 1 (Ref) 0,200 alta expressão (> -9,25) 3,00 (0,56-16,08) 

CCND1 baixa expressão (≤ -6,0) 
0,003* 

1 (Ref) 0,068 alta expressão (> -6,0) 115,14 (0,71-18810,10) 

CD274 baixa expressão (≤ -8,31) 0,879 1 (Ref) 0,210 alta expressão (> -8,31) 2,75 (0,57-13,79) 

CD44 baixa expressão (≤ -2,81) 0,541 1 (Ref) 0,159 alta expressão (> -2,81) 3,83 (0,59-24,86) 

CDH1 baixa expressão (≤ -4,27) 
0,014* 

1 (Ref) 0,219 alta expressão (> -4,27) 0,25 (0,03-2,25) 

CDH2 baixa expressão (≤ -10,78) 0,146 1 (Ref) 0,125 alta expressão (> -10,78) 4,69 (0,65-33,73) 

CDKN1A baixa expressão (≤ -3,37) 
0,039* 

1 (Ref) 0,669 alta expressão (> -3,37) 0,61 (0,07-5,74) 

CDKN2A baixa expressão (≤ -6,47) 0,389 1 (Ref) 
0,018* alta expressão (> -6,47) 10,40 (1,51-71,82) 

CEBPB baixa expressão (≤ -3,68) 0,755 1 (Ref) 0,973 alta expressão (> -3,68) 1,03 (0,23-4,63) 

CXCR4 baixa expressão (≤ -5,33) 0,568 1 (Ref) 0,141 alta expressão (> -5,33) 3,40 (0,67-17,31) 

DKK1 baixa expressão (≤ -8,83) 0,224 1 (Ref) 0,221 alta expressão (> -8,83) 2,84 (0,53-15,11) 

DNMT1 baixa expressão (≤ -5,45) 0,534 1 (Ref) 0,646 alta expressão (> -5,45) 1,43 (0,31-6,61) 

EGFR baixa expressão (≤ -4,34) 
0,025* 

1 (Ref) 0,425 alta expressão (> -4,34) 2,40 (0,28-20,65) 

EGR1 baixa expressão (≤ -5,09) 0,668 1 (Ref) 0,506 alta expressão (> -5,09) 0,57 (0,11-2,99) 

ENTPD5 baixa expressão (≤ -6,83) 0,153 1 (Ref) 0,169 alta expressão (> -6,83) 0,17 (0,01-2,15) 

ESRP1 baixa expressão (≤ -3,91) 0,941 1 (Ref) 0,08 alta expressão (> -3,91) 0,19 (0,03-1,21) 

FGF2 baixa expressão (≤ -8,75) 0,111 1 (Ref) 0,176 alta expressão (> -8,75) 3,61 (0,56-23,06) 

FOS baixa expressão (≤ -4,55) 0,624 1 (Ref) 0,388 alta expressão (> -4,55) 1,94 (0,43-8,74) 

GADD45A baixa expressão (≤ -5,62) 
0,018* 

1 (Ref) 
0,025* alta expressão (> -5,62) 20,89 (1,47-297,0) 

HIF1A baixa expressão (≤ -2,49) 0,153 1 (Ref) 0,575 alta expressão (> -2,49) 1,63 (0,29-9,00) 

HOXA9 baixa expressão (≤ -8,81) 0,649 1 (Ref) 0,274 alta expressão (> -8,81) 0,41 (0,09-2,01) 
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Tabela 28 – continuação 

Transcritos Expressão (mediana -dCT) p log-rank HR (95% IC) p** 

HOXA10 baixa expressão (≤ -8,77) 0,071 1 (Ref) 0,582 alta expressão (> -8,77) 1,64 (0,28-9,46) 

IGF1R baixa expressão (≤ -5,75) 0,592 1 (Ref) 0,649 alta expressão (> -5,75) 0,70 (0,15-3,32) 

IL1A baixa expressão (≤ -5,86) 0,687 1 (Ref) 0,277 alta expressão (> -5,86) 2,73 (0,45-16,68) 

IL1B baixa expressão (≤ -5,12) 0,624 1 (Ref) 0,583 alta expressão (> -5,12) 1,53 (0,33-6,98) 

IL6 baixa expressão (≤ -7,06) 0,099 1 (Ref) 0,065 alta expressão (> -7,06) 8,75 (0,87-87,83) 

JUN baixa expressão (≤ -4,45) 0,619 1 (Ref) 0,375 alta expressão (> -4,45) 2,12 (0,40-11,21) 

KAT6A baixa expressão (≤ -5,47) 0,855 1 (Ref) 0,223 alta expressão (> -5,47) 2,85 (0,53-15,29) 

KLF4 baixa expressão (≤ -3,75) 
0,031* 

1 (Ref) 0,352 alta expressão (> -3,75) 0,36 (0,04-3,08) 

KMT2A baixa expressão (≤ -6,33) 0,824 1 (Ref) 0,583 alta expressão (> -6,33) 0,65 (0,14-2,99) 

KMT2D baixa expressão (≤ -6,33) 0,792 1 (Ref) 0,857 alta expressão (> -6,33) 0,87 (0,19-3,99) 

KRAS baixa expressão (≤ -4,34) 0,931 1 (Ref) 0,658 alta expressão (> -4,34) 1,48 (0,26-8,42) 

LATS2 baixa expressão (≤ -7,40) 0,123 1 (Ref) 0,565 alta expressão (> -7,40) 1,62 (0,31-8,46) 

LIN28A baixa expressão (≤ -10,04) 0,587 1 (Ref) 0,136 alta expressão (> -10,04) 3,97 (0,65-24,43) 

MCM2 baixa expressão (≤ -6,37) 0,249 1 (Ref) 0,575 alta expressão (> -6,37) 0,61 (0,11-3,39) 

MDM2 baixa expressão (≤ -5,02) 0,561 1 (Ref) 0,772 alta expressão (> -5,02) 1,25 (0,27-5,82) 

MLH1 baixa expressão (≤ -6,03) 0,505 1 (Ref) 0,803 alta expressão (> -6,03) 0,82 (0,17-3,95) 

MMP1 baixa expressão (≤ -2,37) 0,668 1 (Ref) 0,890 alta expressão (> -2,37) 0,90 (0,19-4,24) 

MMP12 baixa expressão (≤ -4,61) 0,789 1 (Ref) 0,145 alta expressão (> -4,61) 3,59 (0,64-19,95) 

MMP9 baixa expressão (≤ -6,70) 0,231 1 (Ref) 0,207 alta expressão (> -6,70) 5,32 (0,40-71,28) 

MYC baixa expressão (≤ -4,39) 
0,020* 

1 (Ref) 0,327 alta expressão (> -4,39) 2,92 (0,34-24,9) 

MYD88 baixa expressão (≤ -5,65) 0,285 1 (Ref) 0,300 alta expressão (> -5,65) 0,41 (0,8-2,20) 

NANOG baixa expressão (≤ -8,15) 0,855 1 (Ref) 0,425 alta expressão (> -8,15) 1,98 (0,37-10,59) 

NES baixa expressão (≤ -11,00) 0,109 1 (Ref) 0,061 alta expressão (> -11,00) 5,89 (0,92-37,50) 

NOTCH1 baixa expressão (≤ -6,97) 0,505 1 (Ref) 0,923 alta expressão (> -6,97) 1,09 (0,20-5,94) 

NOTCH4 baixa expressão (≤ -9,78) 0,534 1 (Ref) 0,459 alta expressão (> -9,78) 0,52 (0,09-2,89) 

NRP1 baixa expressão (≤ -4,90) 0,111 1 (Ref) 
0,042* alta expressão (> -4,90) 7,25 (1,07-49,17) 

PEBP1 baixa expressão (≤ -4,13) 0,534 1 (Ref) 0,646 alta expressão (> -4,13) 1,43 (0,31-6,61) 

PITX2 baixa expressão (≤ -8,94) 0,563 1 (Ref) 0,281 alta expressão (> -8,94) 0,40 (0,07-2,13) 
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Tabela 28 – Continuação 

PMAIP1 baixa expressão (≤ -7,77) 0,487 1 (Ref) 0,051 alta expressão (> -7,77) 6,23 (0,99-39,23) 

PPARGC1A baixa expressão (≤ -10,81) 0,858 1 (Ref) 0,547 alta expressão (> -10,81) 2,11 (0,19-23,74) 

PTEN baixa expressão (≤ -2,47) 0,287 1 (Ref) 0,112 alta expressão (> -2,47) 0,20 (0,03-1,45) 

Rb1 baixa expressão (≤ -4,89) 0,517 1 (Ref) 0,593 alta expressão (> -4,89) 0,64 (0,12-3,33) 

RECK baixa expressão (≤ -7,57) 0,436 1 (Ref) 0,205 alta expressão (> -7,57) 2,89 (0,56-14,94) 

RIPK3 baixa expressão (≤ -8,36) 0,855 1 (Ref) 0,951 alta expressão (> -8,36) 0,95 (0,20-4,63) 

RHOA baixa expressão (≤ -2,68) 0,767 1 (Ref) 0,255 alta expressão (> -2,68) 0,41 (0,09-1,89) 

SAV1 baixa expressão (≤ -5,97) 0,112 1 (Ref) 0,297 alta expressão (> -5,97) 2,43 (0,46-12,91) 

SESN2 baixa expressão (≤ -7,27) 0,224 1 (Ref) 0,842 alta expressão (> -7,27) 0,84 (0,15-4,59) 

SFN baixa expressão (≤ -0,25) 0,755 1 (Ref) 0,314 alta expressão (> -0,25) 2,55 (0,41-15,88) 

SNAI1 baixa expressão (≤ -8,21) 0,218 1 (Ref) 0,075 alta expressão (> -8,21) 5,67 (0,84-38,36) 

SNAI2 baixa expressão (≤ -3,23) 
0,035* 

1 (Ref) 0,212 alta expressão (> -3,23) 3,98 (0,46-34,63) 

SOX2 baixa expressão (≤ -6,55) 0,668 1 (Ref) 0,323 alta expressão (> -6,55) 0,44 (0,87-2,24) 

SRC baixa expressão (≤ -6,15) 
0,027* 

1 (Ref) 0,055 alta expressão (> -6,15) 13,92 (0,95-204,1) 

STAT3 baixa expressão (≤ -2,89) 0,239 1 (Ref) 0,409 alta expressão (> -2,89) 0,49 (0,09-2,67) 

STK4 baixa expressão (≤ -5,60) 0,706 1 (Ref) 0,372 alta expressão (> -5,60) 2,07 (0,42-10,28) 

TCF7L2 baixa expressão (≤ -6,29) 0,180 1 (Ref) 0,468 alta expressão (> -6,29) 1,84 (0,35-9,56) 

TGFB1 baixa expressão (≤ -3,59) 0,911 1 (Ref) 0,874 alta expressão (> -3,59) 1,13 (0,25-5,11) 

TIGAR baixa expressão (≤ -4,98) 0,050 1 (Ref) 0,170 alta expressão (> -4,98) 0,21 (0,02-1,93) 

TLR4 baixa expressão (≤ -6,63) 0,932 1 (Ref) 0,079 alta expressão (> -6,63) 5,20 (0,83-32,80) 

TNFRSF1A baixa expressão (≤ -4,54) 0,598 1 (Ref) 0,488 alta expressão (> -4,54) 1,72 (0,37-7,93) 

TP53 baixa expressão (≤ -5,63) 0,941 1 (Ref) 0,494 alta expressão (> -5,63) 1,79 (0,34-9,57) 

TP53I3 baixa expressão (≤ -7,00) 0,163 1 (Ref) 0,937 alta expressão (> -7,00) 0 (0-2,05E+104) 

TP63 baixa expressão (≤ -1,07) 
0,046* 

1 (Ref) 0,153 alta expressão (> -1,07) 0,20 (0,02-1,80) 

TWIST1 baixa expressão (≤ -7,51) 0,111 1 (Ref) 0,337 alta expressão (> -7,51) 2,29 (0,42-12,34) 

VEGFA baixa expressão (≤ -4,70) 0,191 1 (Ref) 0,520 alta expressão (> -4,70) 0,58 (0,11-3,03) 

WNT5a baixa expressão (≤ -6,63) 0,700 1 (Ref) 0,811 alta expressão (> -6,63) 0,83 (0,18-3,77) 

ZEB1 baixa expressão (≤ -6,19) 0,821 1 (Ref) 0,809 alta expressão (> -6,19) 0,82 (0,17-4,02) 
N: número de indivíduos; HR: Hazard ratio; IC: Intervalo de Confiança; * p<0,05; ** ajustado para Invasão perineural 
e metástase   
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As mesmas correlações foram realizadas para sobrevida global. A Figura 26 

apresenta a associação da expressão dos genes e a sobrevida global (teste log-rank). 

Observamos que a alta expressão dos genes FGF2, GADD45A, IL6, MYC, NES e NRP1 

e a baixa expressão do gene CDH1 foram associadas com menor sobrevida global 

(p<0,05).  

Em seguida, calculamos os valores de HR e IC 95% para os níveis de expressão 

de cada um dos genes, estimando seus efeitos na sobrevida global (Tabela 29). Os genes 

CDH1, FGF2, GADD45A, MYC, NES e NRP1 mantiveram correlação significativa na 

regressão de Cox (p<0,05). 
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Figura 26 – Curvas de sobrevida global de acordo com o nível de expressão dos genes. A) CDH1; B) 
FGF2; C) GADD45A; D) IL6; E) MYC; F) NES; e G) NRP1. Teste de log-rank. 
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Tabela 29 – Associação entre sobrevida global através do teste de log-rank e o cálculo do HR com IC de 
95% por regressão de Cox com os níveis de expressão dos genes escolhidos, considerando a amostra total 
de casos com CaPe (n=24). 

Transcritos Expressão (mediana -dCT) p log-rank HR (95% IC) p 

ABCB1 baixa expressão (≤ -9,84) 0,471 1 (Ref) 0,475 alta expressão (> -9,84) 0,63 (0,18-2,24) 

AKT1 baixa expressão (≤ -4,80) 0,180 1 (Ref) 0,193 alta expressão (> -4,80) 2,33 (0,65-8,29) 

ALDH1A1 baixa expressão (≤ -8,60) 0,979 1 (Ref) 0,979 alta expressão (> -8,60) 1,02 (0,29-3,52) 

ATM baixa expressão (≤ -6,10) 0,342 1 (Ref) 0,349 alta expressão (> -6,10) 1,83 (0,52-6,52) 

BAX baixa expressão (≤ -5,85) 0,269 1 (Ref) 0,279 alta expressão (> -5,85) 2,01 (057-7,15) 

BBC3 baixa expressão (≤ -10,33) 0,896 1 (Ref) 0,896 alta expressão (> -10,33) 1,09 (0,31-3,76) 

BCL2 baixa expressão (≤ -9,25) 0,342 1 (Ref) 0,349 alta expressão (> -9,25) 1,83 (0,52-6,52) 

CCND1 baixa expressão (≤ -6,0) 0,076 1 (Ref) 0,093 alta expressão (> -6,0) 3,23 (0,82-12,64) 

CD274 baixa expressão (≤ -8,31) 0,390 1 (Ref) 0,395 alta expressão (> -8,31) 1,73 (0,49-6,14) 

CD44 baixa expressão (≤ -2,81) 0,366 1 (Ref) 0,373 alta expressão (> -2,81) 1,78 (0,50-6,31) 

CDH1 baixa expressão (≤ -4,27) 
0,001* 

1 (Ref) 
0,012* alta expressão (> -4,27) 0,07 (0,01-0,56) 

CDH2 baixa expressão (≤ -10,78) 0,258 1 (Ref) 0,267 alta expressão (> -10,78) 2,06 (0,57-7,36) 

CDKN1A baixa expressão (≤ -3,37) 0,108 1 (Ref) 0,124 alta expressão (> -3,37) 0,34 (0,09-1,34) 

CDKN2A baixa expressão (≤ -6,47) 0,196 1 (Ref) 0,208 alta expressão (> -6,47) 2,27 (0,63-8,13) 

CEBPB baixa expressão (≤ -3,68) 0,469 1 (Ref) 0,473 alta expressão (> -3,68) 1,59 (0,45-5,64) 

CXCR4 baixa expressão (≤ -5,33) 0,132 1 (Ref) 0,149 alta expressão (> -5,33) 2,27 (0,70-10,49) 

DKK1 baixa expressão (≤ -8,83) 0,886 1 (Ref) 0,886 alta expressão (> -8,83) 1,09 (0,32-3,79) 

DNMT1 baixa expressão (≤ -5,45) 0,323 1 (Ref) 0,330 alta expressão (> -5,45) 1,88 (0,53-6,70) 

EGFR baixa expressão (≤ -4,34) 0,058 1 (Ref) 0,074 alta expressão (> -4,34) 3,5 (0,88-13,87) 

EGR1 baixa expressão (≤ -5,09) 0,939 1 (Ref) 0,939 alta expressão (> -5,09) 0,95 (0,27-3,30) 

ENTPD5 baixa expressão (≤ -6,83) 0,249 1 (Ref) 0,259 alta expressão (> -6,83) 2,09 (0,58-7,57) 

ESRP1 baixa expressão (≤ -3,91) 0,391 1 (Ref) 0,397 alta expressão (> -3,91) 0,58 (0,16-2,06) 

FGF2 baixa expressão (≤ -8,75) 
0,009* 

1 (Ref) 
0,022* alta expressão (> -8,75) 6,23 (1,30-29,84) 

FOS baixa expressão (≤ -4,55) 0,465 1 (Ref) 0,469 alta expressão (> -4,55) 1,59 (0,45-5,67) 

GADD45A baixa expressão (≤ -5,62) 
0,008* 

1 (Ref) 
0,020* alta expressão (> -5,62) 6,43 (1,34-30,83) 

HIF1A baixa expressão (≤ -2,49) 0,072 1 (Ref) 0,088 alta expressão (> -2,49) 3,31 (0,84-13,05) 

HOXA10 baixa expressão (≤ -8,77) 0,148 1 (Ref) 0,162 alta expressão (> -8,77) 2,48 (0,69-8,82) 
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Tabela 29 – continuação 

HOXA9 baixa expressão (≤ -8,81) 0,833 1 (Ref) 0,833 alta expressão (> -8,81) 1,14 (0,33-3,97) 

IGF1R baixa expressão (≤ -5,75) 0,837 1 (Ref) 0,837 alta expressão (> -5,75) 1,14 (0,33-3,94) 

IL1A baixa expressão (≤ -5,86) 0,169 1 (Ref) 0,183 alta expressão (> -5,86) 0,40 (0,10-1,55) 

IL1B baixa expressão (≤ -5,12) 0,381 1 (Ref) 0,387 alta expressão (> -5,12) 1,75 (0,49-6,25) 

IL6 baixa expressão (≤ -7,06) 
0,045* 

1 (Ref) 0,061 alta expressão (> -7,06) 3,68 (0,94-14,36) 

JUN baixa expressão (≤ -4,45) 0,377 1 (Ref) 0,383 alta expressão (> -4,45) 1,76 (0,49-6,28) 

KAT6A baixa expressão (≤ -5,47) 0,404 1 (Ref) 0,409 alta expressão (> -5,47) 1,70 (0,48-6,05) 

KLF4 baixa expressão (≤ -3,75) 0,371 1 (Ref) 0,378 alta expressão (> -3,75) 0,56 (0,16-2,01) 

KMT2A baixa expressão (≤ -6,33) 0,924 1 (Ref) 0,924 alta expressão (> -6,33) 1,06 (0,31-3,68) 

KMT2D baixa expressão (≤ -6,33) 0,992 1 (Ref) 0,992 alta expressão (> -6,33) 0,99 (0,29-3,46) 

KRAS baixa expressão (≤ -4,34) 0,569 1 (Ref) 0,571 alta expressão (> -4,34) 1,43 (0,41-4,97) 

LATS2 baixa expressão (≤ -7,40) 0,098 1 (Ref) 0,114 alta expressão (> -7,40) 2,99 (0,77-11,63) 

LIN28A baixa expressão (≤ -10,04) 0,807 1 (Ref) 0,807 alta expressão (> -10,04) 1,17 (0,34-4,06) 

MCM2 baixa expressão (≤ -6,37) 0,559 1 (Ref) 0,561 alta expressão (> -6,37) 0,69 (0,19-2,45) 

MDM2 baixa expressão (≤ -5,02) 0,340 1 (Ref) 0,347 alta expressão (> -5,02) 1,84 (0,52-6,56) 

MLH1 baixa expressão (≤ -6,03) 0,096 1 (Ref) 0,112 alta expressão (> -6,03) 3,01 (0,77-11,70) 

MMP1 baixa expressão (≤ -2,37) 0,995 1 (Ref) 0,995 alta expressão (> -2,37) 1,00 (0,29-3,48) 

MMP12 baixa expressão (≤ -4,61) 0,898 1 (Ref) 0,898 alta expressão (> -4,61) 1,08 (0,31-3,75) 

MMP9 baixa expressão (≤ -6,70) 0,900 1 (Ref) 0,900 alta expressão (> -6,70) 0,92 (0,27-3,21) 

MYC baixa expressão (≤ -4,39) 
0,009* 

1 (Ref) 
0,021* alta expressão (> -4,39) 6,31 (1,31-30,29) 

MYD88 baixa expressão (≤ -5,65) 0,903 1 (Ref) 0,903 alta expressão (> -5,65) 1,08 (0,31-3,77) 

NANOG baixa expressão (≤ -8,15) 0,786 1 (Ref) 0,786 alta expressão (> -8,15) 1,19 (0,34-4,13) 

NES baixa expressão (≤ -11,00) 
0,015* 

1 (Ref) 
0,031* alta expressão (> -11,00) 5,56 (1,17-26,37) 

NOTCH1 baixa expressão (≤ -6,97) 0,416 1 (Ref) 0,421 alta expressão (> -6,97) 1,69 (0,47-6,06) 

NOTCH4 baixa expressão (≤ -9,78) 0,361 1 (Ref) 0,368 alta expressão (> -9,78) 1,79 (0,50-6,36) 

NRP1 baixa expressão (≤ -4,90) 
0,013* 

1 (Ref) 
0,027* alta expressão (> -4,90) 5,78 (1,22-27,35) 

PEBP1 baixa expressão (≤ -4,13) 0,361 1 (Ref) 0,368 alta expressão (> -4,13) 1,79 (0,50-6,35) 

PITX2 baixa expressão (≤ -8,94) 0,381 1 (Ref) 0,387 alta expressão (> -8,94) 0,57 (0,16-2,03) 

PMAIP1 baixa expressão (≤ -7,77) 0,682 1 (Ref) 0,683 alta expressão (> -7,77) 1,30 (0,37-4,50) 
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Tabela 29 – continuação  
Transcritos Expressão (mediana -dCT) p log-rank HR (95% IC) p 

PPARGC1A baixa expressão (≤ -10,81) 0,355 1 (Ref) 0,363 alta expressão (> -10,81) 1,95 (0,46-8,17) 

PTEN baixa expressão (≤ -2,47) 0,516 1 (Ref) 0,519 alta expressão (> -2,47) 0,66 (0,19-2,34) 

Rb1 baixa expressão (≤ -4,89) 0,710 1 (Ref) 0,711 alta expressão (> -4,89) 1,27 (0,37-4,39) 

RECK baixa expressão (≤ -7,57) 0,064 1 (Ref) 0,080 alta expressão (> -7,57) 3,40 (0,86-13,39) 

RIPK3 baixa expressão (≤ -8,36) 0,404 1 (Ref) 0,409 alta expressão (> -8,36) 1,70 (0,48-6,05) 

RHOA baixa expressão (≤ -2,68) 0,973 1 (Ref) 0,973 alta expressão (> -2,68) 1,02 (0,29-3,54) 

SAV1 baixa expressão (≤ -5,97) 0,077 1 (Ref) 0,094 alta expressão (> -5,97) 3,18 (0,82-12,36) 

SESN2 baixa expressão (≤ -7,27) 0,437 1 (Ref) 0,442 alta expressão (> -7,27) 0,61 (0,17-2,16) 

SFN baixa expressão (≤ -0,25) 0,984 1 (Ref) 0,984 alta expressão (> -0,25) 1,01 (0,29-3,51) 

SNAI1 baixa expressão (≤ -8,21) 0,176 1 (Ref) 0,191 alta expressão (> -8,21) 2,47 (0,64-9,61) 

SNAI2 baixa expressão (≤ -3,23) 0,100 1 (Ref) 0,117 alta expressão (> -3,23) 2,97 (0,76-11,58) 

SOX2 baixa expressão (≤ -6,55) 0,995 1 (Ref) 0,995 alta expressão (> -6,55) 1,00 (0,29-0,35) 

SRC baixa expressão (≤ -6,15) 0,279 1 (Ref) 0,288 alta expressão (> -6,15) 2,00 (0,56-7,15) 

STAT3 baixa expressão (≤ -2,89) 0,911 1 (Ref) 0,911 alta expressão (> -2,89) 0,93 (0,27-3,22) 

STK4 baixa expressão (≤ -5,60) 0,549 1 (Ref) 0,552 alta expressão (> -5,60) 1,47 (0,41-5,21) 

TCF7L2 baixa expressão (≤ -6,29) 0,102 1 (Ref) 0,118 alta expressão (> -6,29) 2,95 (0,76-11,51) 

TGFB1 baixa expressão (≤ -3,59) 0,332 1 (Ref) 0,339 alta expressão (> -3,59) 0,54 (0,15-1,92) 

TIGAR baixa expressão (≤ -4,98) 0,129 1 (Ref) 0,145 alta expressão (> -4,98) 0,36 (0,09-1,42) 

TLR4 baixa expressão (≤ -6,63) 0,286 1 (Ref) 0,295 alta expressão (> -6,63) 1,97 (0,55-7,01) 

TNFRSF1A baixa expressão (≤ -4,54) 0,445 1 (Ref) 0,450 alta expressão (> -4,54) 1,63 (0,46-5,79) 

TP53 baixa expressão (≤ -5,63) 0,612 1 (Ref) 0,614 alta expressão (> -5,63) 1,38 (0,39-4,84) 

TP53I3 baixa expressão (≤ -7,00) 0,356 1 (Ref) 0,363 alta expressão (> -7,00) 1,80 (0,51-6,41) 

TP63 baixa expressão (≤ -1,07) 0,163 1 (Ref) 0,178 alta expressão (> -1,07) 0,39 (0,10-1,53) 

TWIST1 baixa expressão (≤ -7,51) 0,052 1 (Ref) 0,068 alta expressão (> -7,51) 3,59 (0,91-14,11) 

VEGFA baixa expressão (≤ -4,70) 0,395 1 (Ref) 0,400 alta expressão (> -4,70) 0,58 (0,16-2,06) 

WNT5a baixa expressão (≤ -6,63) 0,977 1 (Ref) 0,977 alta expressão (> -6,63) 1,02 (0,29-3,52) 

ZEB1 baixa expressão (≤ -6,19) 0,382 1 (Ref) 0,388 alta expressão (> -6,19) 1,75 (0,49-6,24) 
N: número de indivíduos; HR: Hazard ratio; IC: Intervalo de Confiança; * p<0,05  
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4.7  Expressão proteica 

 

Os resultados da expressão das oito proteínas escolhidas, HOXA10, IGFR1, 

IL1A, MMP1, MYC, PTEN, RHOA e SNAI2, foram avaliados nos tecidos tumorais da 

amostra total de pacientes (N=24). Estas proteínas foram escolhidas por seus genes 

estarem diferencialmente expressos entre TT e TNN (MMP1, IL1A, RHOA, PTEN), 

diferencialmente expressos entre os tecidos tumorais metastático e localizado (MYC, 

SNAI2, IGF1R, HOXA10) e associações com variáveis clínicas (MMP1, IL1A, SNAI2). 

Os critérios de seleção estão descritos na tabela 4. Os anticorpos escolhidos mostraram-

se difusamente expressos ou não expressos. Desta forma, realizamos a avaliação da 

expressão de forma qualitativa em presente ou ausente. 

A positividade de expressão das proteínas nas 24 amostras de TT está 

apresentada na tabela 30. Nesta mesma tabela, encontra-se a associação entre a expressão 

das proteínas e as características clínico patológicas. Não realizamos a análise estatística 

da proteína IGF1R por estar presente em todas as amostras. Não encontramos nenhuma 

correlação significativa entre a expressão proteica e os fatores de prognóstico no CaPe. A 

maior presença de expressão da proteína MYC apresentou tendência a associação com 

tamanho tumoral ≤5cm (p=0,08), presença de invasão microvascular (p=0,06) e presença 

de metástase linfonodal (p=0,10). 

Não houve associação significativa entre a expressão proteica com sobrevida 

câncer específica ou sobrevida global em nossa amostra, pelo teste de Log-rank (tabela 

31). 
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Tabela 30 – Associação entre as proteínas escolhidas para análise nas 24 amostras de TT e as características 
clínico-patológicas (presença da expressão da proteína nos diferentes grupos). 

PROTEÍNA 
 Grau  pT 

 G3, n=8 (%) G1-2, n=16 
(%) p*  pT3-2, n=20 

(%) 
pT1, n=4 

(%) p* 

HOXA10  1 (12,5) 3 (18,7) 1,00  3 (15) 1 (25) 0,54 

IGF1R  8 (100) 16 (100) -  20 (100) 4 (100) - 

IL1A  7 (87,5) 16 (100) 0,33  19 (95) 4 (100) 1,00 

MMP1  2 (25) 5 (31,3) 0,75  5 (25) 2 (50) 0,55 

MYC  4 (50) 8 (50) 1,00  10 (50) 2 (50) 1,00 

PTEN  3 (37,5) 11 (68,7) 0,20  12 (60) 2 (50) 1,00 

RHOA  6 (75) 8 (50) 0,24  11 (55) 3 (75) 0,62 

SNAI2  8 (100) 15 (93,7) 1,00  19 (95) 4 (100) 1,00 

         

PROTEÍNA 
 Invasão Microvascular  HPV 

 +, n=6 (%) -, n=18(%) p*  +, n=8 (%) -, n=16 (%) p* 

HOXA10  1 (16,7) 3 (16,7) 1,00  0 4 (25) 1,00 

IGF1R  6 (100) 18 (100) -  8 (100) 16 (100) - 

IL1A  5 (83,3) 18 (100) 0,25  8 (100) 15 (93,7) 1,00 

MMP1  1 (16,7) 6 (33,3) 0,63  2 (25) 5 (31,3) 0,75 

MYC  5 (83,3) 7 (63,6) 0,06  3 (37,5) 9 (56,3) 0,67 

PTEN  3 (50) 11 (61,1) 0,63  5 (62,5) 9 (56,3) 0,77 

RHOA  4 (66,7) 10 (55,5) 1,00  5 (62,5) 9 (56,3) 0,77 

SNAI2  6 (100) 17 (94,4) 1,00  8 (100) 15 (93,7) 1,00 

         

PROTEÍNA 
 Tamanho (cm)  Metástase Linfonodal 

 ≥5, n=8 (%) <5, n=16 (%) p*  +, n=12 (%) -, n=12 (%) p* 

HOXA10  3 (37,5) 1 (6,3) 0,09  3 (25) 1 (8,3) 0,59 

IGF1R  8 (100) 16 (100) -  12 (100) 12 (100) - 

IL1A  7 (87,5) 16 (100) 0,33  11 (91,7) 12 (100) 1,00 

MMP1  3 (37,5) 4 (25) 0,53  3 (25) 4 (33,3) 0,65 

MYC  2 (25) 10 (62,5) 0,08  8 (66,7) 4 (33,3) 0,10 

PTEN  6 (75) 8 (50) 0,24  7 (58,3) 7 (58,3) 1,00 

RHOA  4 (50) 10 (62,5) 0,56  8 (66,7) 6 (50) 0,41 

SNAI2  8 (100) 15 (93,7) 1,00  12 (100) 11 (91,7) 1,00 

*p pelo Teste exato de Fisher/Qui-quadrado 

  



Resultados 

 
 

 
 

127 

Tabela 31 – Associação da expressão das proteínas selecionadas nos tecidos tumorais dos 24 pacientes com 
CaPe e sobrevida câncer específica e sobrevida global pelo teste de Log Rank. 

PROTEÍNA/ 

EXPRESSÃO 

Sobrevida Câncer Específica 
 

Sobrevida Global 

Óbitos, n=7 

(%) 

Censurados, 

n=17 (%) 
p (Log rank) 

 Óbitos, n=10 

(%) 

Vivos, n=14 

(%) 
p (Log rank) 

HOXA10 1 (14,3) 3 (17,6) 0,70  2 (20) 2 (14,3) 0,92 

IGF1R 7 (100) 17 (100) -  10 (100) 14 (100) - 

IL1A 7 (100) 16 (94,1) 0,54  10 (100) 13 (92,8) 0,49 

MMP1 3 (42,9) 4 (23,5) 0,37  4 (40) 3 (21,4) 0,36 

MYC 5 (71,4) 7 (41,2) 0,27  6 (60) 6 (42,9) 0,40 

PTEN 5 (71,4) 9 (52,9) 0,32  7 (70) 7 (50) 0,29 

RHOA 3 (48,8) 11 (64,7) 0,42  5 (50) 9 (64,3) 0,55 

SNAI2 7 (100) 16 (94,1) 0,54  10 (100) 13 (92,8) 0,44 

 

4.8  Resultados dos DNAs de HPV encontrados 

 
O DNA do HPV foi avaliado no TT. Entre os 24 pacientes incluídos, oito 

(33,3%) pacientes apresentavam HPV no tumor. Cinco (41,7%) pacientes do grupo não 

metastático e três (25%) do grupo metastático. Como descrito anteriormente, a presença 

do HPV não foi associada à nenhuma característica clínico-patológica ou à SLR, SCE ou 

SG. Os tipos encontrados foram o 16 em três pacientes, 11, 33, 35, 52, 58, 59 e 68 

aparecendo em uma amostra cada. Um paciente apresentava os tipos de HPV 11 e 16 e 

outro caso os 58 e 59. 
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5 DISCUSSÃO 

 
O CaPe (CaPe) é uma doença rara no Brasil(2) e no Mundo(1) e, portanto, as 

alterações moleculares associadas à sua carcinogênese são pouco compreendidas. 

Desenhamos este estudo com o objetivo de identificar alterações na expressão de 

miRNAs e seus genes alvos que estejam associadas à carcinogênese e ao prognóstico, 

buscando novos biomarcadores em CaPe. Encontramos 69 DEmiRs na comparação entre 

os TT e TNN adjacente através da técnica de microarray. Destes, nove (miR-31-3p, miR-

31-5p, miR-224-5p, miR-200a-5p, miR-145-5p, miR-149-5p, miR-30a-5p, miR-487b-3p, 

miR-432-5p) foram capazes de separar as amostras em TT e TNN adjacente no 

agrupamento hierárquico. Na validação em amostra independente, apenas o miR-149-5p 

não manteve significância, mas apresentou tendência de associação com p=0,097. Na 

validação em amostra expandida por qRT-PCR, todos os nove DEmiRs apresentaram 

diferença significativa de expressão entre os grupos com valores de FC e valor de p 

semelhantes ao observado no microarray, o que os tornam potenciais candidatos a 

marcador de diagnóstico em CaPe. 

Realizamos de forma inédita na literatura uma análise de varredura de expressão 

de miRNAs pela técnica de Microarray em grupos de pior (metastáticos) versus melhor 

prognóstico (não metastáticos) seguido de confirmação por qRT-PCR em amostra 

expandida com 24 pacientes de forma prospectiva. Desta forma, entre 21 DEmiRs 

identificados no microarray, encontramos sete DEmiRs (miR-744-5p, miR-152-3p, miR-

196b-5p, miR-181c-5p, miR-421, miR-200a-5p e miR-149-5p) que são capazes de 

separar os pacientes entre os grupos (metastático versus não metastático) no agrupamento 

hierárquico. Destes sete DEmiRs, dois (miR-149-5p e miR-200a-5p) já haviam sido 

identificados como DEmiRs entre os grupos de TT e TNN. Na validação independente 

não conseguimos confirmar correlação significativa para esses sete DEmiRs sendo 

observado apenas tendência para o miR-421. Na análise com a amostra expandida por 

qRT-PCR com os 24 casos do estudo, confirmamos que os miR-421 e miR-744-5p 

estavam diferencialmente expressos de forma significativa entre os dois grupos. Portanto, 

estes tornam-se candidatos a biomarcadores de prognóstico e para terapia alvo no CaPe.  

Postulamos que o tamanho da amostra da validação independente da comparação 

prognóstica de apenas 13 pacientes (6 metastáticos versus 7 localizados) foi um fator 

limitante para estes resultados e pode explicar a ausência de correlação nessa validação; 
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tanto que conseguimos validação quase total na amostra independente da comparação 

tumor versus normal, pois cada paciente forneceu uma amostra tumoral e outra normal, 

embora tenhamos avaliado os mesmos 13 pacientes mas dobrando o número de amostras 

avaliadas. Nesse mesmo sentido, na análise expandida com todos os 24 casos, a amostra 

da comparação não metastático versus metastático representa metade da comparação TT 

e TNN, pois comparamos 12 pacientes metastáticos contra 12 não metastáticos, ao invés 

de 24 amostras de TT versus 24 de TNN, o que pode ter reduzido o poder estatístico da 

análise. 

Outra razão para explicar a menor validação de DEmiRs da análise metastático 

versus localizado quando comparada à de TT versus TNN na amostra independente é que 

os tecidos comparados, tumor metastático versus localizado, devem apresentar menor 

diferença de expressão de miRNAs em relação a comparação entre TT versus TNN, pois 

ambas as amostras são de tumor. Outra explicação reside no fato do ICESP ser um centro 

universitário terciário recebendo, portanto, casos mais agressivos e em estádio mais 

avançado, verificado pela rara ocorrência de tumores com estádio pTa ou pT1 de grau 1, 

dificultando a análise de prognóstico entre dois extremos de fenótipo que era o nosso 

objetivo inicial. 

Em relação aos resultados de expressão de DEmiRs entre TT versus TNN, o 

nosso estudo representa atualmente o quarto na literatura que avaliou a expressão de 

DEmiRs por técnica de varredura. Entretanto, o nosso foi o único que realizou validação 

dos resultados por qRT-PCR em amostra independente com todos os tecidos (tumoral e 

normal) pareados pelos mesmos pacientes.  O primeiro destes estudos foi publicado em 

2015 por Zhang e cols. (133), quando já tínhamos iniciado a nossa pesquisa. Neste, 

espécimes cirúrgicos de tumores e tecido normal de 10 pacientes foram comparados e 56 

DEmiRs foram encontrados entre os dois grupos utilizando uma técnica diferente à 

utilizada por nós para avaliação de expressão dos miRNAs, denominada Next-Generation 

Sequencing (NGS). Destes 56 DEmiRs, nós encontramos os mesmos miR-145-5p, miR-

509-3p subexpressos e o miR-187-3p superexpresso no TT em nossos pacientes. De 

forma surpreendente, o miR-199a-5p estava superexpresso no resultado deles e 

subexpresso no nosso. Por qRT-PCR, eles validaram 10 miRNAs na em amostra 

expandida do NGS com 13 pacientes(133), incluindo o miR-145-5p validado por nós 

também. Através do banco de dados com os resultados originais (E-MTAB-3087) obtidos 

deste estudo(133), confirmamos através de validação externa in silico a superexpressão 
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do miR-31-5p e a subexpressão dos miR-30a-5p, miR-432-5p, miR-487b-3p e do miR-

145-5p, demonstrando a robustez dos nossos dados. 

O segundo estudo publicado foi em 2017 por Kuasne e cols. e utilizou a técnica 

com TaqMan Low Density Assay para identificação dos miRNAs diferencialmente 

expressos(135). Neste estudo, foram identificados 81 miRNAs com diferença entre o TT 

versus TNN de 21 pacientes. Os miR-134-5p, miR-139-3p, miR-139-5p, miR-145-5p, 

miR-574-3p e o let-7c-5p também estavam subexpressos em nossa pesquisa e os miR-

18a-5p, miR-31-5p, miR-183-5p e o miR-224-5p superexpressos, como na deles. 

Novamente, encontramos o miR-34a-5p subexpresso em nossos resultados e 

superexpresso no deles. Oito miRNAs foram validados por qRT-PCR em amostra 

expandida utilizando 21 pacientes do microarray e mais 33 amostras de novos pacientes 

(amostra independente), entre eles o miR-31-5p, o miR-145-5p e o miR-224-5p, os quais 

também validamos(135). Assim como neste estudo, avaliamos a capacidade dos miRNAs 

validados em discriminar TT versus TNN através da construção de curvas ROC e análise 

das AUC. Kuasne e cols. demonstraram que os miR-31-5p, miR-223-3p e o miR-224-5p 

possuíam boa AUC (todas maiores que 0,73) na discriminação entre TT e TNN(135). 

Entretanto, os miR-31-5p e o miR-224-5p não confirmaram estes resultados em nossa 

pesquisa e o miR-223-3p não foi avaliado por nós. Todavia, obtivemos quatro DEmiRs 

(miR-30a-5p, miR-432-5p, miR-487b-3p e miR-145-5p) com boa acurácia para 

discriminar os grupos entre TT e TNN (AUC≥0,89). 

Por último, Ayoubian et cols. publicaram em 2021 uma análise de varredura por 

microarray em tecido parafinado, mas supreendentemente não encontraram nenhum 

DEmiR na comparação entre 22 tumores de pênis contra oito tecidos não 

neoplásicos(148). Os autores conseguiram encontrar 876 DEmiRs na comparação entre 

tumores de pênis HPV positivos versus negativo e 95 DEmiRs entre TT e TNN nos 

pacientes com CEC de pênis do tipo usual negativos para HPV(148). Destes 95, nós 

encontramos dois em nossos resultados (miR-99a-5p e o miR-125b-2-3p) também 

subexpressos no TT, embora nossa comparação seja de tumores do tipo CEC usual, mas 

sem a distinção de positividade para HPV. 

As diferenças de alguns resultados obtidos entres os três estudos previamente 

publicados e o nosso podem ser explicadas por diferenças entre as técnicas utilizadas 

(NGS versus microarray), características tumorais distintas e tamanho de amostra 

pequena. Com relação ao estudo de Zhang e cols.(133), o número de 10 casos avaliados 
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na análise por NGS é próximo à nossa de 11 pacientes avaliados por microarray, 

entretanto a nossa amostra para validação é independente; ou maior na amostra expandida 

como eles fizeram, 24 versus 13 pacientes, respectivamente, tornando nossos resultados 

mais sólidos. Não é possível fazer comparações sobre as características dos tumores entre 

os estudos, pois não há dados clínicos sobre os pacientes estudados por Zhang e cols. 

Além disso, utilizaram uma técnica de varredura dos miRNAs diferente do nosso estudo, 

a qual possui grande variabilidade técnica e alto custo para sua realização(149, 150).  

No estudo de Kuasne e cols., foram utilizadas 21 amostras de CaPe e comparados 

com seis amostras de tecido normal e cinco amostras de glande de cadáveres para o 

microarray e, para fase de validação, 33 amostras de tumores, 20 de tecido normal 

adjacente e sete glandes de cadáver(135). Apesar de maior número de casos avaliados 

com CaPe, nesta análise não foram utilizadas amostras pareadas entre todos os pacientes 

como fizemos, podendo explicar algumas diferenças entre os miRNAs encontrados nas 

comparações entre os estudos. O tecido adjacente ao tumor pode não ser comparável ao 

tecido de um pênis sem tumor. Ademais, cerca de 10% dos tumores estudados por Kuasne 

e cols. eram de subtipo histológico diferente (misto e papilares) do nosso (usual em 100% 

dos casos). As mesmas críticas podem ser feitas ao estudo publicado por Ayoubian e cols., 

pois também não utilizaram todas as amostras pareadas e quase 50% dos casos eram de 

subtipo histológico não usual (basalóide, verrucoso, células claras)(138). Pode-se ainda 

explicar a diferença pelo menor número de casos bem diferenciados e estádio pT1 

encontrados em nosso estudo em relação aos dois estudos prévios(135, 138). 

Na análise de expressão dos DEGs entre TT versus TNN, identificamos 37 genes 

diferencialmente expressos (31 subexpressos e seis superexpressos). Destes, 25 são alvos 

validados por algum dos 69 DEmiRs identificados por nós pela técnica de microarray. O 

gene mais expresso no TT foi o MMP1 (FC=28) e o IL1A (FC=13,4). As funções 

biológicas destes 37 genes desregulados, analisados por GSEA e banco de dados de GO, 

mostraram que eles estão envolvidos em vias relacionadas à resposta celular ao estímulo 

endógeno, resposta de fatores crescimento, reguladores da atividade de transcrição e 

proteólise. 

O estudo de Kuasne e cols. também utilizou a técnica de microarray para 

identificar genes diferencialmente expressos entre TT versus TNN. Este estudo 

identificou 2700 genes diferencialmente expressos entre os dois grupos (135). A análise 

entre os DEmiRs e os alvos preditos ou validados deste estudo encontrou 598 interações 
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entre os miRNAs e os mRNAs. Comparando os resultados deste estudo com os nossos 

achados encontramos alguns genes em comum com as mesmas características em termos 

de expressão entre o tecido normal e tumoral, como a menor expressão dos genes BCL2, 

EGR1, FGF2, LATS2, PPARGC1A, RECK e ZEB1 e a maior expressão do gene MMP12. 

De fato, utilizando os dados originais (GSE57955) do estudo de Kuasne e cols.(135), 

fomos capazes de realizar a validação externa in silico de 15 dos 37 DEGs identificados 

em nosso estudo, dos quais, cinco estavam superexpressos (IL1A, MCM2, MMP1, 

MMP12 e SFN) e 10 estavam subexpressos (ABCB1, BCL2, EGR1, FGF2, FOS, PEBP1, 

PPARGC1A, RECK, TLR4 e ZEB1). 

Interessante notar que conseguimos identificar algumas interações miRNA-

mRNA em nosso estudo que podem ser candidatos potenciais a biomarcadores em CaPe. 

Doze dos 37 DEGs são regulados por seis DEmiRs validados em nossa casuística (miR-

30a-5p, o miR-432-5p, miR-224-5p; miR-31-5p, miR-31-3p, miR-145-5p) de acordo com 

o miRTarBase 8.0. Na análise da curva ROC dos 37 DEGs identificados, encontramos 

seis superexpressos (IL1A, MCM2, MMP1, MMP12, SFN e VEGFA) que apresentaram 

boa acurácia para distinguir TT de TNN. Cinco destes são regulados por dois DEmiRs 

validados e subexpressos na nossa amostra que também mostraram boa AUC na curva 

ROC (miR-145-5p e MCM2, MMP1, MMP12 e VEGFA; miR-30a-5p e IL1A). De fato, a 

alteração de expressão do miR-145-5p já foi demonstrada nos estudos de Zhang e 

cols.(133) e Kuasne e cols.(135), bem como a superexpressão dos genes MMP1 e MMP12 

foram validados por qRT-PCR por Kuasne e cols. em pacientes com CaPe, mostrando 

boa acurácia para distinguir TT e TNN (AUC de 0,923 e 0,865, respectivamente)(135). 

A superexpressão de MMP1 e MMP12 tem sido associado com o desenvolvimento de 

tumores em outras regiões anatômicas, incluindo CEC esôfago e cabeça e pescoço(151). 

MCM2 também já foi associado com fatores prognósticos em CaPe, enquanto o VEGFA 

foi demonstrado superexpresso também em outro CEC, de cavidade oral(89, 152). 

A expressão do miR-31 está alterada em vários tipos de câncer e foi demonstrado 

que esta alteração tem influência em atividades celulares como migração, proliferação, 

viabilidade, metastatização, apoptose e sensibilidade a terapias(153). Seu papel funcional 

é complexo e parece agir como um miRNA supressor tumoral ou oncomiR em diferentes 

tipos de tumores num modo contexto dependente(153). Em nosso estudo, o miR-31-5p 

foi o mais superexpresso e já foi implicado previamente na carcinogênese do CaPe(135). 

Um dos seus alvos é o gene supressor de tumor LATS2, um transcrito que encontramos 
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subexpresso em nossa análise, e que promove progressão de CEC de cavidade oral por 

inibir a via de sinalização Hippo(154). O gene MLH1 também estava subexpresso em 

nossa análise e também é um alvo direto do miR-31-5p em linhagem celular de câncer de 

pulmão não pequena células(155). 

Investigamos a regulação da expressão dos nove miRNAs e 83 mRNA do nosso 

estudo através de análise integrativa de correlação miRNA-mRNA. Acreditamos que 

estas análises são mais confiáveis do que a média dos valores de expressão do miRNA e 

mRNA entre os grupos, pois avalia par a par. Encontramos uma ruptura na dinâmica de 

regulação dos pares miRNA-mRNA em CaPe mostrando que oito pares mudaram o 

padrão de correlação durante o desenvolvimento do tumor, ou seja, correlações negativas 

tornaram-se positivas ou vice-versa quando comparados os grupos de TT e TNN. O par 

com mudança mais marcante foi o miR-432-5p-TP53, o qual mostrava correlação 

negativa entre miRNA-mRNA no TNN mudando para positiva no TT. De acordo com o 

miRTarBase 8.0, o único par validado previamente na literatura, ou seja, mRNA alvo do 

miRNA, foi o miR-149-5p-HOXA10. O miR-149-5p já foi demonstrado subexpresso em 

CEC de colo de útero HPV positivo(156) e o HOXA10 exerce papel na proliferação, 

migração e invasão do CEC de cavidade oral(157). Entretanto, pela primeira vez 

demonstramos que esta interação miR-149-5p-HOXA10 pode estar implicada na 

carcinogênese do CaPe. O miR-149-5p também teve sua correlação alterada com os 

transcritos DKK1 e SOX2, ambos superexpressos em CEC de cabeça e pescoço(158, 159). 

Os demais pares miRNA-mRNA com ruptura identificados pela nossa análise integrativa 

também foram demonstrados alterados pela primeira vez em CaPe neste estudo. 

Além de biomarcadores e melhor entendimento no processo de carcinogênese, 

buscamos marcadores associados ao maior risco de metástases que possam selecionar 

melhor os pacientes candidatos a linfadenectomia inguinal, especialmente aqueles sem 

linfonodos palpáveis (cN0). Apesar deste procedimento servir como parte do tratamento 

e ferramenta de estadiamento, ele apresenta alta chance de complicações e morbidade(25, 

46). Infelizmente, até o momento, urologistas utilizam apenas parâmetros clínico-

patológicos para indicar a realização da linfadenectomia inguinal(42). Entretanto, se 

realizada de forma ampla e irrestrita, até 70% dos pacientes cN0 serão tratados de forma 

desnecessária, adicionando apenas a morbidade inerente ao procedimento cirúrgico (25). 

Na literatura, encontramos poucos estudos que investigaram o papel dos miRNAs como 

biomarcadores associados a maior chance de metástases em CaPe e nenhum apresentou 
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dados consistentes para utilização na prática clínica. Em nosso estudo, encontramos o 

miR-421 e o miR-744-5p superexpressos no grupo de doentes com metástases e até o 

momento nenhum destes dois DEmiRs foi descrito como biomarcadores de pior 

prognóstico em CaPe, denotando a originalidade de nossos resultados.  

De acordo com a literatura, a expressão do miR-421 está aumentada e tem 

correlação com pior prognóstico e metástase linfonodal do câncer de pulmão não pequena 

células (160) e câncer gástrico (161), sugerindo um papel oncogênico deste DEmiR nestas 

neoplasias, em concordância com nosso resultado. Entretanto, em câncer de mama sua 

menor expressão está correlacionada com pior estádio T, metástase linfonodal e maior 

grau histológico(162), sugerindo um papel de miRNA supressor de tumor nesta neoplasia.  

O miR-744-5p é pouco estudado em oncologia atuando como oncomiR e miR 

supressor a depender da neoplasia considerada e não há nenhum estudo que tenha 

avaliado o seu papel em CEC. A menor expressão deste miRNA ocorre em células de 

câncer de ovário e está associada a mortalidade pela doença(163), da mesma forma que 

foi descrita em linhagens celulares de câncer de pulmão não pequena células(164). Neste 

estudo, sua expressão aumentada foi capaz de inibir a proliferação e invasão celular in 

vitro(164). Novamente, de forma contrária aos nossos achados, a menor expressão do 

miR-744-5p foi encontrada em tecido de câncer colorretal, sendo sua superexpressão 

capaz de reduzir a proliferação celular e induzir apoptose in vitro(165). De forma oposta, 

a maior expressão do miR-744 foi demonstrada em tecido de câncer pancreático e sua 

concentração plasmática elevada esteve associado a metástase linfonodal(166). Alguns 

estudos demonstram que o mesmo miRNA pode agir como oncomiR ou supressor 

tumoral em diferentes tecidos humanos. Estas ações diferentes podem ser explicadas 

pelos diferentes genes alvos do miRNA, fatores ambientais, aspectos relacionados ao 

tecido ou interação com tratamento(167). 

O primeiro estudo que investigou associação entre miRNAs e metástase em 

CaPe foi publicado em 2016 e identificou três miRNAs (miR-1, miR-101 e miR-204) 

com menor expressão em pacientes metastáticos(134). Além disso, quando esses três 

miRNAs tinham expressão reduzida, os pacientes apresentavam pior sobrevida câncer-

específica. Entretanto, esses autores não realizaram estudo de varredura para análise de 

expressão de todos os potenciais DEmiRs; ao invés, eles utilizaram um ensaio com apenas 

384 miRNAs, enquanto o nosso estudo utilizou um ensaio com 4603 sondas para 

miRNAs. No ano seguinte, Kuasne e cols.(135) identificaram DEmiRs entre os tecidos 
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normais e tumorais e, dentre estes, demonstraram que a subexpressão dos miR-106a-5p, 

miR-17-5p, miR-512-3p estavam associados a metástase linfonodal (135), mas também 

não realizaram o estudo de varredura entre os grupos metastático e com doença localizada 

como fizemos. Em 2020, Pinho e cols. mostraram que a superexpressão do miR-223-3p 

correlacionava-se com metástase linfonodal através de qRT-PCR(136), mas estudaram 

apenas três miRNAs baseados nos achados de Zhang e cols(133). Em 2021, Ayoubian et 

cols. publicaram estudo de varredura entre tumores metastático e localizado da sua coorte 

de pacientes com CEC do tipo usual sem infecção por HPV de forma semelhante ao nosso 

projeto e identificaram 118 DEmiRs(138), tendo um único miRNA em comum com os 

nossos achados (miR-1296-5p). Eles confirmaram, por qRT-PCR, a superexpressão dos 

miR-137 e miR-328-3p nos pacientes com doença metastática por CaPe, mas este estudo 

foi retrospectivo em sua natureza e não prospectivo como o nosso. 

Além do perfil de expressão de miRNAs em pacientes metastáticos versus não 

metastático, investigamos também a expressão de 83 genes pela plataforma Fluidigm®. 

Sete mostraram maior expressão no grupo metastático (CCND1, EGFR, ENTPD5, 

HOXA10, IGF1R, MYC e SNAI2) e mostraram boa acurácia para separação dos grupos, 

com AUC igual ou maior que 0,74. Desta forma concluímos que os setes são potenciais 

candidatos a importantes biomarcadores de progressão em CaPe. 

McDaniel e cols. mostraram que ganho de cópias do CCND1 estão associadas 

ao pior prognóstico em CaPe(69), enquanto Gunia e cols. mostraram que a 

superexpressão desse gene estava relacionada à superexpressão do p53, mas não ao pior 

prognóstico(168). O gene ENTPD5 não foi estudado em CaPe nem em carcinoma 

escamoso de outro sítio, mas é descrito como um oncogene alvo do p53 mutante que 

promove sua expressão necessária à migração celular, invasão e metástase(169). Em CEC 

de cavidade oral, a superexpressão de HOXA10 por IHQ em 60 pacientes esteve 

associado a pior estádio T, sobrevida câncer-específica e sobrevida global(170). A maior 

expressão do IGF1R, avaliada por tissue microarray e IHQ, também já foi descrito em 

CaPe com associação ao pior grau tumoral em casuística com 112 amostras(88) e pior 

sobrevida livre de progressão em outra séria com  53 pacientes com CaPe(171).  

O gene MYC superexpresso é o único regulado por um dos miRNAs validados 

(miR-744-5p); entretanto, de forma inesperada, este miRNA também está superexpresso, 

demonstrando que as interações e expressões dos miRNAs e genes são muito mais 

complexas e nem sempre óbvias, sofrendo influência de diversos outros fatores genéticos 



 Discussão  

 
 

 
 

137 

e epigenéticos pouco compreendidos. Na literatura, o ganho de cópias do gene MYC está 

associado a pior prognóstico no CaPe, sendo observado um aumento progressivo do 

número de cópias com evolução da doença in situ para o tumor invasivo e metastático. 

Neste estudo foram avaliadas 88 amostras de CEC de pênis e os ganhos de cópias foram 

avaliados através de técnica de hibridização in situ por fluorescência (FISH)(172). 

Baseado em nossos resultados, propomos que a maior expressão de MYC seja um 

potencial marcador de pior prognóstico no CaPe e sua interação com o miR-744-5p, 

apesar de não ser o padrão, pode estar relacionada como acontece em outras interações 

miRNA-mRNA(108). O gene SNAI2 não possui relação com o CaPe na literatura, porém 

está associado a metástase linfonodal e mortalidade geral em pacientes com CEC de 

língua, provavelmente atuando na promoção da via de transição epitélio-

mesênquima(173). Em nossa casuística, a maior expressão do gene SNAI2, esteve 

associada aos tumores HPV negativos, metástase linfonodal e pior sobrevida câncer 

específica. 

Com relação as correlações entre a expressão dos 14 DEmiRs identificados no 

microarray, e selecionados para validação, versus os fatores prognósticos clássicos no 

CaPe, observamos que a menor expressão do miR-31-3p apresentou correlação 

significativa com o pior estádio do tumor primário (pT) e que a menor expressão do miR-

31-5p (p=0,058) teve tendência à correlação com o mesmo fator prognóstico. Os demais 

DEmiRs estudados não se correlacionaram com as variáveis clínicas dos pacientes, como 

grau de diferenciação tumoral, estádio T, IMV, risco para metástase, presença de HPV e 

tamanho tumoral. O miR-31-3p não foi descrito em CaPe até o momento. Entretanto, em 

recente meta-análise, Zeljic e cols. demonstraram que este miRNA estava elevado em 

pacientes com câncer de cavidade oral em quatro estudos de forma consistente, com 

aproximadamente 250 pacientes avaliados, indicando um papel oncogênico para este 

DEmiR assim como o observado em nosso estudo(174). Em relação ao miR-31-5p, 

Kuasne e cols. também encontraram maior expressão deste DEmiR nas amostras de CaPe, 

mas não observaram nenhuma correlação significativa com os fatores clássicos de 

prognóstico(135). Zeljic e cols. também observaram maior expressão do miR-31-5p nos 

pacientes com câncer de cavidade oral(174). Outros miRNAs da família miR-31 também 

estavam superexpressos em estudos que avaliaram tumores epiteliais como câncer 

colorretal(175) e cavidade oral(176), onde também estavam associados a fatores de pior 

prognóstico. Os nossos resultados demonstram que os miR-31-3p e miR-35-5p estão 
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elevados no TT e diminuídos no grupo de pacientes com maior estádio T. Ainda que 

possam ser implicados como oncomiRs, esses miRNAs podem ter papel importante no 

início do processo de carcinogênese em CaPe, mas durante a progressão da neoplasia 

parece ocorrer redução de sua importância verificada pela subexpressão associada ao 

maior estádio tumoral.  

Nas correlações entre expressão dos DEmiRs e sobrevida, encontramos que a 

maior expressão do miR-421 esteve associada à pior sobrevida global (p=0,038), com 

tendência à pior sobrevida câncer específica (p=0,05). Outro DEmiR que teve tendência 

a correlação com sobrevida câncer-específica e global foi o miR-31-3p (p=0,091 e 

p=0,064; respectivamente), cuja maior de expressão está associada a menor mortalidade 

em ambos os desfechos. Acreditamos que a casuística relativamente pequena e poucos 

pacientes com características clínico-patológicas mais favoráveis talvez expliquem a falta 

de significância estatística destes resultados.  

Na literatura, outros estudos encontraram associação entre miRNAs e 

características clínico-patológicas no CaPe. Na primeira publicação, Barzon e cols. 

demonstraram que havia tendência a menor expressão do miR-218 nos pacientes com 

tumores HPV positivos e que o miR-196a estava superexpresso nos tumores grau 2 e 

3(130). Kuasne e cols.(135), além das associações entre miRNAs e metástases linfonodais 

descritas previamente, também demonstraram que o miR-320a estava subexpresso nos 

tumores T3-4 em relação ao T1-2. Identificaram ainda que os miR-505-3p, miR-29b-3p, 

miR-146a-5p, miR-185-5p e o let-7b-5p estavam diminuídos nos pacientes com HPV. 

Pinho e cols. em 2020 demonstraram que a maior expressão do miR-107 estava associada 

a pior grau, estádio e maior tamanho tumoral em CaPe(136). O mesmo grupo publicou 

em 2021 a associação da expressão reduzida do miR-145 em tumores de pacientes 

associados ao HPV e a expressão aumentada com invasão perineural(137). Ayoubian e 

cols. encontraram associação entre a maior expressão do miR-181d-5p e a menor 

expressão do miR-211-5p em tumores HPV positivos com subtipos histológicos do tipo 

basalóide, verrucoso ou verrucoso-basalóide(148). 

Nas associações de expressão dos DEGs com as características clínicas e fatores 

de prognóstico, encontramos correlação da menor expressão dos genes BAX e SNAI2 com 

infecção pelo HPV; maior expressão de MMP1 e menores de NANOG, TP53 com 

tamanho tumoral; maior grau tumoral e maior expressão de CCND1, EGFR, MMP1; 

maior expressão de MMP1 e invasão perineural, pior grupo de risco para metástase e 
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maior estádio pT; e IMV com maior expressão de IL1A. O gene MMP1 mostrou-se 

associado a quase todas as características, exceto presença de HPV e IMV. Este gene teve 

a maior diferença de expressão entre TT e TNN em nosso estudo e apresentou associação 

com metástase linfonodal, grau histológico, invasão perineural e maior estádio patológico 

no estudo de Kuasne e cols(135). O MMP1 é regulado pelo miR-145-5p que está 

diminuído nos tumores de nossa amostra de microarray e foi validado por qRT-PCR em 

nosso estudo e no estudo de Kuasne e cols(135). O MMP1 codifica uma proteinase de 

matriz extracelular que promove a digestão da matriz, facilitando a invasão e 

disseminação celular, portanto, atuando como um oncogene(177). Em tumores de CEC 

do esôfago, por exemplo, sua expressão elevada correlaciona-se diretamente com pior 

sobrevida câncer-específica e global(178). 

Nas correlações entre as expressões dos DEGS com as curvas de sobrevida, a 

maior expressão dos genes CCND1, EGFR, GADD45A, MYC, SNAI2 e SRC e a menor 

expressão dos genes CDH1, CDKN1A, KLF4 e TP63 estavam associadas a menor 

sobrevida câncer específica nas curvas de Kaplan-Meier (p<0,05). Porém nas correlações 

de expressão gênica com sobrevida, ajustados para metástase e invasão perineural, apenas 

a maior expressão do gene GADD45A mostrou-se independentemente associado à 

sobrevida câncer-específica, reduzindo em 20 vezes a sobrevida quando elevado. Para 

sobrevida global, a maior expressão dos transcritos FGF2, GADD45A, IL6, MYC, NES e 

NRP1 e a menor expressão do gene CDH1 estavam associadas a menor sobrevida global 

de modo significativo e todos, à exceção do IL6, mantiveram significância na regressão 

de Cox, com risco aproximadamente seis vezes maior de morte nos superexpressos e 

redução de 90% do risco no subexpresso. 

A associação do ganho de cópias dos genes ou alterações únicas de nucleotídeos 

dos genes CCND1 e MYC com pior sobrevida em CaPe foi descrita em 43 amostras de 

pacientes com CEC de pênis(69). O aumento do número de cópias do EGFR através da 

técnica de FISH e o aumento da expressão da proteína EGFR por IHQ, um potencial gene 

para terapias-alvo, também demonstraram associação a menor sobrevida câncer 

específica em CaPe e maior recorrência, respectivamente, em amostras de 139 

pacientes(80). O SNAI2, que se encontra reduzido nos pacientes com infecção por HPV 

e elevado nos pacientes com metástase, está associado a via de transição epitélio-

mesênquima, através da supressão do gene CDH1 (E-caderina), cuja subexpressão está 

associada a maior mortalidade câncer específica e global em nosso estudo. Uma das 
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características genotípicas da transição epitélio mesênquimal é a perda de expressão de 

E-caderina e ganho de expressão das caderinas mesenquimais P-, N-, e OB-caderina. Este 

switch de caderinas resulta em fenótipo caracterizado por menor adesão intercelular e 

arranjo frouxo mesenquimal que facilita a invasão, migração e disseminação da célula 

neoplásica(179). Em carcinoma de células escamosas de língua, o SNAI2 elevado está 

associado a maior mortalidade global(173). Até o presente momento, não há estudo que 

correlacione este gene com sobrevida câncer-específica em CaPe. A superexpressão do 

gene GADD45A esteve associada tanto à mortalidade câncer específica quanto global, de 

forma independente pela regressão de COX em nosso estudo. Em ambas, o HR para SCE 

e SG (20,89 e 6,43, respectivamente) foi o maior entre os genes estudados. O GADD45A, 

que é um gene relacionado a resposta ao dano de DNA, pode agir como um oncogene ou 

um gene supressor tumoral dependendo da resposta distinta ao estímulo oncogênico (180, 

181). Na literatura, podemos encontrar sua expressão elevada ou reduzida em outros 

CECs, embora nunca tenha sido descrito como alterado em pênis (182, 183). 

De forma semelhante a avaliação do TT com TNN, investigamos a regulação da 

expressão dos sete miRNAs e 83 mRNAs do nosso estudo através de análise integrativa 

de correlação miRNA-mRNA. Encontramos ruptura na dinâmica de regulação dos pares 

miRNA-mRNA em pacientes com CaPe metastático, mostrando uma mudança no padrão 

de correlação durante o processo de metastatização. Dez pares apresentaram boa acurácia 

na distinção entre os tecidos quando avaliadas as relações entre as expressões dos 

miRNAs e dos genes. Destacamos, dentre estes, quatro pares que apresentam relações 

entre miRNAs e genes relacionados a resposta imune (miR-421-CD274, miR-421-

MYD88, miR-744-5p-CD274 e miR-744-5p-TLR4). O gene CD274 codifica a proteína 

PD-L1, que quando ligada ao seu receptor no linfócito T (PD1), “desliga” o linfócito 

reduzindo sua resposta imunológica(184). A expressão de PD-L1 está presente em até 

32% dos tumores de pênis e está associada a menor SCE nesta população(185). Os outros 

dois genes MYD88 e TLR4 estão implicados na resposta imune inata; parte desta resposta 

deve-se à ativação do TLR4, pelo MYD88, que promove a liberação de citocinas pró-

inflamatórias(186). O gene MYD88 não foi correlacionado com carcinogênese ou 

prognóstico em CaPe até o momento. Entretanto, a subexpressão da proteína TLR4 foi 

demonstrada por IHQ em amostras de CaPe HPV positivos de 31 pacientes(95). Embora 

nossos achados não tenham confirmado esses resultados em pacientes HPV positivos, 

encontramos uma menor expressão do gene TLR4 no TT em relação ao TNN. 
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Nenhuma proteína em nosso estudo esteve associada às características clínico-

patológicas ou mortalidade. Observamos apenas que a proteína c-MYC foi a única que 

teve tendência de associação de sua maior expressão com invasão microvascular e 

metástase linfonodal (p=0,06 e p=0,10, respectivamente). Masferrer et col., estudando 79 

casos, mostraram associação entre a superexpressão da proteína MYC e a presença de 

HPV no CaPe, associação que não conseguimos demonstrar em nosso estudo (172). Neste 

estudo, foi demonstrado também que a superexpressão da proteína MYC em pacientes 

HPV negativos esteve associado ao ganho de cópias do gene MYC, o que por sua vez 

esteve associado a pior prognóstico em CaPe (172). 

A presença do HPV no TT também foi investigada e foram encontrados oito 

(33,3%) pacientes com HPV no tumor, sendo o HPV 16 mais prevalente. No mundo, a 

prevalência de HPV no TT encontra-se entre 25% e 63%(8, 11). Nestes estudos, o HPV 

16 é o mais encontrado nos tumores, atingindo quase 50% dos casos. Não encontramos 

miRNA associado à presença do HPV, mas os genes SNAI2 e BAX apresentavam menor 

expressão no grupo de pacientes com HPV. Entretanto, Kuasne e cols. encontram quatro 

miRNAs e dois genes subexpressos, e 11 genes superexpressos nos pacientes com 

HPV(135). Ayoubian e cols. demonstraram por microarray 876 DEmiRs entre pacientes 

com CaPe e presença de HPV versus HPV negativos(138). Como discutido 

anteriormente, a presença de HPV não teve relação com mortalidade em nossa coorte, 

embora os tumores associados ao HPV tenham maior sobrevida câncer específica em 

cinco anos versus os HPV negativos (93% x 78%)(187). 

Em relação aos dados clínicos e demográficos, nossa casuística mostra como o 

fator socioeconômico está associado ao CaPe, pois 87% dos nossos pacientes estudaram 

apenas até o primeiro grau. Com relação à raça, os pardos e os negros são a maioria, com 

aproximadamente dois terços da amostra. Mais da metade eram fumantes e o número de 

parceiras elevado. Além disso, a maioria de nossos pacientes vinham da região norte-

nordeste do país e de áreas rurais. Somado a estes fatores, encontramos um número alto 

de DSTs relatados, bem como de zoofilia em nossa amostra. Todos são fatores de risco 

para CaPe bem descritos na literatura(3-7). 

O ICESP onde foi desenvolvido o estudo é um hospital quaternário e, portanto, 

é de se esperar que os casos atendidos nele sejam de maior complexidade e gravidade. 

Conforme esperado, nossos pacientes chegaram ao hospital com doença avançada (cT3) 

ou disseminada (cN+) em 33% e 62% dos casos, respectivamente. Esses números foram 
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um pouco menores no estadiamento patológico, com 29% de pT3 e 45,8% de pN+, mas 

ainda bastante elevados. Attalla e cols. mostraram que pacientes tratados em hospitais 

universitários tinham 30% maior risco de doença igual ou maior que pT2 e quase 60% de 

doença pN+ do que aqueles tratados em hospitais comunitários numa amostra de mais de 

13000 doentes com CaPe(188). Em nosso estudo, mais de 80% estavam classificados no 

grupo de alto risco para metástase linfonodal, conforme classificação da Sociedade 

Européia de Urologia(42). Esta característica mais agressiva de nossos pacientes pode ter 

comprometido as correlações do grupo metastático versus localizado, onde apenas 

invasão perineural e metástase linfonodal correlacionaram-se com a sobrevida específica. 

Postulamos que necessitaríamos de um número maior de pacientes para atingir 

significância estatística para algumas variáveis se continuássemos com 80% dos casos 

classificados como alto risco; e que se talvez tivéssemos uma amostra com mais casos 

favoráveis pTa/pT1 e grau 1 as correlações dos fatores de prognóstico provavelmente 

teriam resultado diferente do encontrado. 

Nossa coorte apresenta um seguimento mediano de 39,8 meses e seguimento 

máximo de 62 meses. Esse seguimento é suficiente para que a maioria das recorrências 

aconteça, o que parece ser ao redor de 24 meses(48). Entre as variáveis clínicas estudas, 

a invasão perineural esteve associada a sobrevida câncer-específica, aumentando em 

quase cinco vezes o risco de mortalidade pela doença. Outros autores já mostraram seu 

fator prognóstico(189), bem como sua relação com alterações do processo de transição 

epitélio-mesênquima(190) e expressão da  proteína EGFR(80). Os parâmetros que não 

foram associados à sobrevida câncer-específica, como presença do HPV, grau de 

diferenciação, estadiamento T, invasão microvascular, grupos de risco para metástase 

linfonodal e tamanho tumoral podem não ter atingido relevância estatística em nosso 

estudo devido ao tamanho amostral e, principalmente, pelo motivo já exposto de que a 

maioria de nossos casos são de pior prognóstico. Na literatura, os pacientes com 

coilocitose (presença de HPV)(35), pior diferenciação tumoral(25), invasão 

linfovascular(35) e maior estadiamento T(25) tem pior prognóstico bem estabelecido. 

O CaPe além do estigma do próprio câncer ainda vem acompanhado de 

morbidade e mutilação durante seu tratamento, com perda ou diminuição da função sexual 

conforme demonstrado em pacientes submetidos a algum tipo de cirurgia parcial para 

CaPe(191, 192). Aparentemente, mesmo procedimentos menores, como a excisão local 

ampliada, apresentam queda de qualidade da função sexual assim como na penectomia 
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parcial(192). Nenhum dos nossos pacientes foi tratado com preservação do pênis, tendo 

sido submetidos a penectomia parcial em 17 casos (70,8%) e penectomia total no restante. 

A linfadenectomia inguinal é um procedimento de estadiamento e ao mesmo tempo 

curativa. Nossos pacientes realizaram-na em dois terços dos casos. Três pacientes 

recusaram-se a realizar a linfadenectomia e todos encontram-se até o último seguimento 

vivos e sem evidência de doença. Eles apresentavam tumor bem ou moderadamente 

diferenciado (G1, G2) e estádio pT2. Dos pacientes submetidos a linfadenectomia 

inguinal, 68,7% dos pacientes apresentavam linfonodo positivo. Ornellas e cols. 

mostraram em seu estudo com 688 pacientes, que a sobrevida câncer-específica em 

pacientes pN0 era de 96% contra 35% naqueles pN+ em 10 anos de seguimento(25), 

confirmando que o estadiamento linfonodal talvez seja o divisor de prognóstico entre 

aqueles que vão sobreviver ou vir a falecer de CaPe e confirmando nosso achado de que 

a metástase linfonodal esteve associada a pior SCE. Biomarcadores com capacidade de 

indicar aqueles com potencial metastático ou ainda que sirvam para terapias alvo tornam-

se o objetivo dos estudos em CaPe e os nossos resultados indicam um caminho para a 

descoberta desses biomarcadores. 

A linfadenectomia inguinal também é conhecida pela sua morbidade. Em nossa 

coorte, 15 (93,8%) pacientes que haviam sido submetidos a linfadenectomia apresentaram 

algum tipo de complicação no pós-operatório. Seis pacientes com complicações Clavien-

Dindo I, basicamente deiscência de cicatriz e linfocele, dois Clavien-Dindo II com 

infecção de sítio cirúrgico tratado com antibiótico e TEP tratado com anticoagulante, 

quatro pacientes com complicações IIIa ou IIIb que necessitaram de tratamento cirúrgico 

e desbridamento local e um paciente que foi a óbito por sepse no pós-operatório, Clavien-

Dindo V. Adicionalmente, seis (37,5%) pacientes apresentaram alguma sequela do 

procedimento (5 linfedemas e 1 parestesia de membros inferiores). Obtivemos um 

número semelhante de complicações àquele relatado em literatura prévia, que também 

aponta como as maiores causas de complicações a infecção de sítio cirúrgico e a 

linfocele(193, 194). A expressão dos DEmiRs miR-421 e miR-744-5p e dos seis DEGs 

podem ser empregados com o intuito de reduzir a necessidade destas cirurgias no futuro. 

Nosso estudo apresenta algumas limitações. Pela raridade da doença e por ser 

prospectivo, levamos dois anos e meio para coletar todas as amostras teciduais, resultando 

em apenas 24 casos incluídos. Nossa amostra tem um tamanho pequeno, o que previne 

conclusões de pequenas variações entre os grupos. Isso acontece, por exemplo, em tecidos 
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com alterações genéticas similares, como no caso de comparação entre dois tecidos 

tumorais (um localizado e outro metastático), principalmente na validação independente 

com apenas 13 amostras. Tal prejuízo parece ser menor quando comparamos tumores 

com tecidos normais, onde as alterações são mais evidentes, e pudemos obter resultados 

mais consistentes na fase de validação. Outra dificuldade encontrada é devida à 

característica de nosso serviço, onde recebemos pacientes de gravidade elevada, 

diminuindo os casos de bom prognóstico e dificultando a análise das variáveis entre 

grupos de bom e mau prognóstico. Finalmente, não realizamos análise de varredura da 

expressão dos DEGs da mesma forma que fizemos para a varredura dos DEmiRs por 

microarray devido a limitações financeiras; a seleção dos genes alvo foi realizada in 

silico, através de bioinformática, o que pode ter dificultado a comprovação de interação 

entre alguns miRNAs e seus respectivos mRNAs. 

Apesar das dificuldades mencionadas, foi possível realizar uma análise 

compreensiva, desde os miRNAs, passando pela expressão gênica dos mRNAs até a 

expressão proteica, comparando de forma única e prospectiva, tecidos tumorais versus 

não tumorais e tecidos de pacientes com tumores de pênis metastáticos versus localizados 

em mesma coorte de pacientes. Cabe ressaltar que nenhum estudo realizou avaliação por 

varredura de DEmiRs ou DEGs entre grupos de prognóstico distintos (metastáticos versus 

localizados), tornando nosso estudo pioneiro e os resultados originais. Adicionalmente, o 

nosso estudo foi o quarto estudo a realizar, através de um método de varredura, a 

avaliação de DEmiRs entre TT e TNN, devendo-se anotar que Zhang e cols.(133) 

utilizaram uma amostra de validação menor e Kuasne e cols.(135) não possuíam amostras 

pareadas nos mesmo pacientes para comparação como em nossa análise. No terceiro 

estudo, Ayoubian e cols., não identificaram DEmiRs entre TT e TNN na coorte estudada 

(148). Outro ponto forte foi o caráter prospectivo de nossa pesquisa, enquanto todos os 

estudos prévios foram retrospectivos e com os vieses associados a esse tipo de desenho. 

Além disso, realizamos uma análise integrativa entre os DEmiRs e os mRNAs, de forma 

inédita na literatura em CaPe. E completamos o ciclo com a avaliação da expressão 

proteica no TT. Finalmente, além dos potenciais alvos de nossos DEmiRs identificados, 

nós também incluímos na análise de expressão gênica outros genes que acreditávamos 

serem importantes no prognóstico e carcinogênese do CaPe, através de literatura 

pertinente, ampliando o resultado da nossa análise.
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6  CONCLUSÃO 

 

Descrevemos uma assinatura molecular baseada em nove miRNAs (miR-432-

5p, miR-478b-3p, miR-145-5p, miR-149-5p miR-30a-5p, miR-200a-5p, miR-224-5p, 

miR-31-3p e miR-31-5p) e 37 genes cujas expressões estavam associadas a carcinogênese 

peniana, sendo seis com boa acurácia para distinguir TT de TNN (IL1A, MCM2, MMP1, 

MMP12, SFN e VEGFA). Descrevemos ainda alterações na regulação de oito pares de 

miRNA-mRNA durante o desenvolvimento tumoral de forma inédita. Estes DEmiRs e 

genes, bem como os pares na análise integrativa, tornam-se candidatos a marcadores 

diagnósticos e terapias alvo no CaPe. 

Observamos maior expressão dos miR-421 e miR-744-5p no tumor metastático 

quando comparado ao tumor localizado. A expressão dos genes CCND1, EGFR, 

ENTPD5, HOXA10, IGF1R, MYC e SNAI2 também se mostraram elevados no grupo de 

pacientes com tumores metastáticos e apresentaram boa acurácia para separar os grupos 

de pacientes com doença localizada e à distância. Postulamos que estes DEmiRs e genes 

são candidatos a biomarcadores de prognóstico no CaPe. 

Demonstramos que a menor expressão do miR-31-3p estava significativamente 

associada a maior estadiamento pT e a maior expressão do miR-421 esteve associada a 

menor sobrevida global, sendo potenciais marcadores de prognóstico no CaPe.  

A expressão dos genes MMP1, SNAI2, BAX, LIN28A, NANOG, TP53, CCND1, 

EGFR, RIPK3, SRC, KLF4, MMP9, TP5313, ABCB1, IL1A mostraram correlação com 

fatores de prognóstico clássicos no CaPe. Demonstramos menor tempo de sobrevida livre 

de recorrência e câncer específica quando os genes CCND1, EGFR, GADD45A, MYC, 

SNAI2 e SRC estavam superexpressos e os CDH1, CDKN1A, KLF4, TP63 estavam 

subexpressos. Encontramos ainda que a superexpressão dos genes FGF2, GADD45A, 

MYC, NES e NRP1 e subexpressão do CDH1 estavam associadas a menor sobrevida 

global, sugerindo papel de marcador de prognóstico para estes genes. 

Não encontramos associação entre as proteínas HOXA10, IGFR1, IL1A, 

MMP1, MYC, PTEN, RHOA e SNAI2 e os fatores prognósticos clássicos ou mortalidade 

câncer específica e global no CaPe.
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8  ANEXOS: PÔSTERES, APRESENTAÇÕES EM CONGRESSOS E 

PUBLICAÇÕES 

 
8.1  Pôster apresentado no Annual Meeting of American Association of Cancer 

Research em Chicago, Il, 2018. 
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8.2 Resumo publicado nos anais do Annual Meeting of American Society of Clinical 

Oncology em Chicago, Il, 2018. 
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8.3 Pôster apresentado no “Second AACR International Conference” em São Paulo, 

Brasil, Setembro de 2018. 
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8.4 Pôster apresentado no American Urological Association Annual Meeting em 

Chicago, Il, Maio de 2019. 
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8.5 Manuscrito publicado na revista Cancers em setembro de 2021 

 
 


