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RESUMO

A infeccdo pelo HPV € descrita na literatura em 30-50% dos casos de cancer de pénis. A expressao

6INK4a

imunohistoquimica de pl ¢ utilizada como indicativo da presenca de HPV e marcador

prognostico para carcinomas escamosos de vdrios sitios. No entanto, seu papel no carcinoma de
pénis ainda ndo estd totalmente elucidado. O objetivo do estudo foi analisar, de forma prospectiva,

se a expressdo de p16TVK4

estd associada a presenca de HPV e parametros histolégicos no cancer
de pénis. Estudo prospectivo realizado no periodo de 2014 a 2016 com 55 casos de pacientes com
carcinoma pénis. Foi realizada a deteccio do DNA HPV por PCR em tecido tumoral a fresco e a

imunohistoquimica para andlise da protefna pl16™K4

em tecido parafinado. A avaliagdo de
parametros histoldgicos foi realizada apds inclusdao total do tecido tumoral. O DNA HPV
(gendtipos de baixo risco e alto risco) foi encontrado em 49 (89,1%) casos, sendo 46 (83,6%) HR-
HPV. Dos 22 casos p16™%4 positivo, o DNA HR-HPV esteve presente em 21 (95,5%) deles (p =
0,032). Em relagiio a parAmetros histolégicos, a pl6™Nk4 e o HR-HPV foram significativamente
associados apenas ao subtipo do tumor (p = 0,036 e p=0,032, respectivamente), sendo que todos

6INK4a

os carcinomas com caracteristicas basaléides foram p1 positivo. Utilizando amostra de tecido

a fresco, a nossa casuistica mostrou a mais alta incidéncia de HPV da literatura. A expressdo da
protefna p16™%4 foi significativamente associada a presenca do virus HPV de alto risco

6INK4a

oncogénico e pode servir como marcador da presenca desse virus. A proteina pl nao foi

associada aos parametros progndsticos histolégicos, exceto ao subtipo do tumor.

Palavras-chave: Papillomaviridae; Neoplasias Penianas; p16™%4,



ABSTRACT

Infection by HPV is described in the literature in 30-50% of cases of penile cancer. The
immunohistochemical of p16™X4? is used as an indication of the presence of HPV and prognostic
marker for squamous carcinomas various sites. However, its role in penile carcinoma has not yet
been completely elucidated. The aim of the study was to prospectively analyze whether the
expression of pl6INK4a is associated with the presence of HPV and histological parameters in
penile cancer. A prospective study was conducted in the period 2014 to 2016 with 55 cases of
patients with penile carcinoma. HPV DNA was detected by PCR in fresh tumor tissue and
immunohistochemistry for analysis of p16INK4a protein in paraffin waxed tissue. The evaluation
of histological parameters was performed after total inclusion of the tumor tissue. HPV DNA (low-
risk and high-risk genotypes) was found in 49 (89.1%) cases, 46 (83.6%) HR-HPV. Of the 22
pl6INK4a positive cases, HR-HPV DNA was presentin 21 (95.5%) of them (p =0.032). Regarding
histological parameters, pl 6INK4a and HR-HPV were significantly associated only with the tumor
subtype (p = 0.036 and p = 0.032, respectively), being that, all carcinomas with basaloid
characteristics were positive pl6INK4a. Using a fresh tissue sample, our sample showed the
highest incidence of HPV in the literature. Expression of the p16INK4a protein was significantly
associated with the presence of high oncogenic HPV virus and may serve as a marker for the
presence of this virus. The pl6INK4a protein was not associated with the histological prognostic

parameters, except for the tumor subtype.

Key words: Papillomaviridae; Penile neoplasms and p16™K4,
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1. INTRODUCAO

Nos paises desenvolvidos o cancer de pénis € considerado raro, em paises como o Canada
a frequéncia € de 0,5 a 1,3 casos para 100.000 habitantes (LYNCH, 2002; PARKIN et al, 2002).
Porém, nos paises em desenvolvimento como ¢é o caso do Brasil essa frequéncia varia de 2,9 a 6,8
casos para 100.000 habitantes chegando a ser uma das maiores taxas de cincer de pénis do mundo
(CURADO et al., 2007, FAVORITO et al., 2008; POW-SANG et al., 2010). Fato alarmante
acontece nas regides Norte e Nordeste do pais, onde € observada uma incidéncia 5 vezes maior

desse cancer em relagdo as regides Sul e Sudeste (BRASIL, 2003; DE SOUZA et al, 2011).

Dentre os tipos de cancer de pénis, o carcinoma de células escamosas é o mais prevalente
(ORNELLAS & BROWN, 2004; MICALI et al., 2006), representando 95% dos casos (POW-
SANG et al., 2002; ORNELLAS & BROWN, 2004; MICALI G. et al., 2006; VELAZQUEZ &
CUBILLA, 2007).

Muitos sdo os fatores que podem estimular o desenvolvimento do cincer de pénis,
empregando um cardter multifatorial a sua etiologia, a saber: presenca de fimose, higienizacao
inadequada do pénis, multiplicidade de parceiros sexuais, doencas sexualmente transmissiveis e

até mesmo o tabagismo (MADEN et al., 1993).

Virios estudos indicam associacdes entre o Papiloma Virus Humano (HPV) com alguns
tipos de cancer (BAHMANYAR et al., 2012; BASU et al., 2013). Entre todos os canceres
humanos, 15% sa@o causados por infeccdes virais. O HPV estd associado ao cancer cervical, mama,
orofaringe, anal, vulvo-vaginal e cancer de pénis, tendo maior incidéncia nos canceres de mama e

cervical (ARBYN ez al., 2012; LAWSON; GLENN & WHITAKER, 2016).

No Brasil, a presenca de HPV em pacientes com cancer de pénis foi registrada na década
de oitenta (VILLA &LOPES, 1986). Alguns estudos demonstram uma prevaléncia do HPV em
mais de 50% dos carcinomas de pénis (TORNESELLO et al., 2008; CUBILLA et al., 2010).

Estudos apontam que pessoas infectadas com os tipos de HPV de alto risco oncogénico apresentam
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maior predisposicdo para o desenvolvimento do tumor (TORNESELLO et al., 2000; GIL et al.,
2001; ORNELLAS & BROWN, 2004).

Portanto, outro fator que vem sendo relacionado a etiologia do cancer de pénis € a presenca
de infeccdo pelo HPV. Em relagdo aos mecanismos que o levam causado pelo HPV ainda ndo estao
totalmente elucidados, porém acredita-se que seja semelhante ao que acontece no carcinoma de
colo uterino e vulva, onde as proteinas virais E6 e E7 se ligam e inativam produtos de genes
supressores de tumores como proteina p53 e proteina do retinoblastoma (pRb), ambos responsaveis
pelo controle negativo da proliferacdo celular (SARKAR et al., 1992; SILVA et al., 2003; SINGH;
JHONSON & CHELLAPAN, 2010; WROCLAWSKI & SERPA NETO, 2010).

A proteina E6 liga-se e causa a degradacao da p53 que € responsdvel por uma das principais
vias de controle do ciclo celular, reparo do dcido desoxirribonucleico (DNA) e indu¢do da morte
celular por apoptose, causando crescimento celular sem reparo aos possiveis danos no DNA
aumentado as chances da ocorréncia de neoplasias. J4 a proteina E7 inibe a atividade da pRb
deixando o fator de transcricdo E2F livre para desencadear o processo de replicacio do DNA,

6INK4a

induzindo aumento da expressdao da proteina pl que age inibindo as ciclinas quinases

dependentes (CDK) tentando bloquear o ciclo, mas o feedback ndo funciona, pois, a proliferacao

61N K4a

das células infectadas ndo depende das CDK, causando acumulo de pl na célula infectada

(VOUSDEN, 1993; FERRAZ; SANTOS; DISCACCIATI, 2012.

A expressdo imunohistoquimica de pl6™¥* ¢ frequentemente utilizada como marcador
substituto para presenca de HPV de alto risco oncogénico em neoplasias cervicais e carcinoma de
células escamosas em outros 6rgaos (FERREUX et al.,2003; BRANCA et al., 2004; JORDAN et
al., 2012). Ela também tem sido utilizada para auxiliar no diagndstico de lesdes intra-epiteliais
escamosas de alto grau, para prever a progressao ou regressao da neoplasia intra-epitelial cervical
de baixo grau e como marcador de melhor sobrevivéncia especifica no cancer (CSS) (KLAES ez
al., 2002, WANG et al., 2004; BETHUNE et al.,2012; CAROZZI et al., 2013; GUNIA et al.,
2013). Entretanto, sabe-se pouco a respeito da associacdo da infeccao por HPV com a expressao

6INK4a

de pl em pacientes com cancer de pénis. Assim, o objetivo do presente estudo € de analisar

61NK4a

se hd associacdo entre a expressdo das proteinas p1 e fatores histolégicos e ao status do virus

HPV no cancer de pénis.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Cancer de Pénis

2.1.1. Epidemiologia do cancer de pénis

O cancer de pénis atinge aproximadamente 1/100.000 homens em paises desenvolvidos
(VELAZQUEZ & CUBILLA, 2007; MICALI et al., 2006). Entretanto, nos paises em
desenvolvimento da Asia, Africa e América do Sul chega a representar cerca de 10% a 20% dos
tumores urogenitais masculinos, sendo considerado um problema de satde publica (FONSECA et

al., 2010; BAROCAS; CHANG, 2010; CHRISTOULIDOU et al., 2015).

O Brasil é um pafs com uma das maiores incidéncias de cancer de pénis no mundo. O
Instituto Nacional do Cancer estimou mais de 4600 casos de cancer de pénis no Brasil em 2009,

sendo a regido Nordeste a mais prevalente (INCA, 2010).

Segundo o estudo epidemioldgico sobre Cancer de Pénis da Sociedade Brasileira de
Urologia — SBU (2007), o Maranhao tem 10,66% dos casos de cancer de pénis notificados no
Brasil. Para Nardi et al. (2007), o Maranhdo € o Estado que possui 0 maior nimero de casos de
cancer de pénis no pais, onde a incidéncia chega a representar 16% dos canceres no homem, e para

Favorito et al. (2008), essa incidéncia € de 22,7%.

Brumini (1982), Favorito et al. (2008) e Reis et al. (2010) mostraram que esta neoplasia
acomete geralmente homens de classe social e nivel de escolaridade baixos, sendo sua maior
incidéncia em regides mais carentes dos paises em desenvolvimento. A faixa etdria mais acometida
estd entre 50 e 70 anos, apresentando pico de incidéncia na terceira idade, a partir dos 70 anos. No

entanto os jovens também podem ser afetados (FAVORITO et al., 2008; REIS et al., 2010).

2.1.2. Etiologia do cancer de pénis

A etiologia do cancer de pénis, apesar de pouco conhecida, é considerada multifatorial.

Semelhante a outros canceres, essa neoplasia apresenta multiplos fatores de risco incluindo idade,
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predisposicao genética e exposi¢do a carcindgenos ambientais como cigarro (ZEQUI et al., 2012).
Fatores como a falta de higiene adequada, zoofilia e multiplicidade de parceiros sexuais aumentam
o risco de infeccdo pelo HPV e estdo envolvidos na carcinogénese deste tumor (DILLNER et al.,

2000; WROCLAWSKI & SERPA NETO, 2010; ZEQUI et al., 2012).

Outros fatores de risco para o cancer de pénis sdo a fimose e a infec¢do pelo HPV (KAYES
et al., 2007; FERRANDIZ-PULIDO et al., 2012; CHRISTOULIDOU et al., 2015). A fimose estd
presente em 25% a 85% dos pacientes com esse tipo de cancer e a infec¢ao pelo HPV representa

risco relativo de 64,6 vezes para essa neoplasia (AUSTIN, 2010; PIZZOCARO et al., 2012).

Nos paises que t€ém como hébito a circuncisao neonatal, verifica-se uma baixa incidéncia
do carcinoma de células escamosas do pénis (CCE) (SCHOEN et al., 2000; CASTELLSAGUE et
al. 2002; MICALI et al., 2006). Mesmo que ndo tenha sido encontrado um carcinégeno especifico
no esmegma, a higienizacao inadequada da glande leva ao acumulo de esmegma que associado a
Mycobacterium smegmatis causa irritacao cronica do epitélio contribuindo para génese do cancer
(PLAUT & KOHN-SPEYER, 1947). Assim, a higiene adequada e a circuncisao precoce previnem
a ocorréncia da neoplasia na idade adulta (POW-SANG et al., 2002; MICALI et al., 2006).

Em relacao ao virus do HPV, estudos realizados utilizando a técnica de Reagdo em Cadeia
da Polimerase (PCR) mostraram a presenca do virus variando de 30-50% dos casos (BEZERRA et
al., 2001; CUBILLA et al., 2010; CUBILLA et al., 2011; FERRANDIZ-PULIDO et al., 2013;
STEINESTEL et al., 2015).

No estudo realizado por Tornesello et al. (2000), o HPV foi identificado em 70 a 100% das

neoplasias intra-epiteliais e em 40-50% dos casos de carcinoma de pénis invasivo.

Os tumores penianos tendem a crescer lentamente, €, quando se encontram em um estagio
inicial, possuem elevada taxa de cura (DEEM et al., 2011). Sdo mais comuns na glande, quando
ndo tratados estendem-se para o prepucio e evoluem infiltrando tecidos adjacentes como o tecido
subepitelial conjuntivo, o corpo esponjoso e o corpo cavernoso até invadir 6rgaos adjacentes como
prostata e bexiga levando a auto-amputacido. Metéstases linfonodais nas regides femoral e iliaca

sdo vias de disseminacao no carcinoma de pénis (MICALI et al., 2006; VELAZQUEZ et al., 2008).
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Cerca de 50% dos pacientes sobrevivem cinco anos, contudo o progndstico € varidvel em
funcdo do acometimento de linfonodos, da existéncia de metdstases e do grau histolégico

(CUBILLA et al., 2004; POMPEO et al., 2006; HEYNS et al., 2010).

2.1.3. Aspectos clinicos e histopatoldgicos do cancer de pénis

Noventa e cinco por cento das neoplasias que ocorrem no pénis sdo representadas pelo
carcinoma epidermoide, também denominado espinocelular ou escamoso (CEC) onde a incidéncia
no Brasil € de 8,3 casos por 100.000 habitantes (ROSSARI; VORA, 2010); as outras neoplasias de
pénis decorrem de metdstases originadas em tumores de outros 6rgdos, representados pelos
sarcomas, carcinoma basocelular e, muito raramente, melanomas (DROLLER, 1980; CULKIN;

BEER, 2003; RIPPENTROP et al., 2004).

O American Joint Committee of Cancer reconhece 4 subtipos de Carcinoma Epiderméide
de pénis: Verrucoso, Papilar, Condilomatoso e Basaloide (VUICHOUD et al., 2012). O principal
subtipo histolégico do CEC € o usual (48-65%), seguido pelo condilomatoso (17%), verrucoso
(8%), papilar (7-10%) e basaloide (5-15%) (CUBILLA et al., 2009; CHAUX et al., 2010). O
subtipo verrucoso € conhecido por ser de baixo potencial maligno, enquanto os outros tipos t€m

um pior prognéstico (VUICHOUD et al., 2012).

As lesdes malignas do pénis podem ser classificadas em ulcerativas, vegetativas e
nodulares. Para andlise do tamanho da lesdo, pesquisadores estratificam em intervalos de <0,5 cm,

0,6-2,0cm, 2,1 —5,0 cm e >5,1cm (WANICK et al., 2011).

Quanto a graduacgdo e diferenciacdo histologica € baseada no sistema de graduacdo de
Broders (PIZZOCARO et al., 2010). Este sistema baseia-se fundamentalmente no grau de
queratinizagdo, numero de mitoses € no pleomorfismo nuclear (LUCIA & MILLER, 1991). Assim,
os seguintes grupos sao identificaveis: grau X, grau de diferenciacio nio pode ser avaliado; grau I,
bem diferenciado; grau II, moderadamente diferenciado; grau III, indiferenciado (ROYAL

COLLEGE OF PATHOLOGISTS, 2006).
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A graduacdo histologica geralmente correlaciona-se com profundidade do tumor e risco de
metdstase inguinal. Alguns autores encontraram associagdo entre lesdes de alto grau, maior risco
de comprometimento de linfonodos inguinais e maior risco de &bito pela doenga
(THEODORESCU et al., 1996; JOEL et al., 2001; SOLSONA et al., 2001). A probabilidade de
metdstases linfonodais aumenta com o grau de indiferenciagdo celular (25%, grau I; 50%, grau I1

e 80%, grau III) (CUBILLA et al., 2001).

Em relacdo ao estadiamento do cancer peniano, ele é importante, pois, além de orientar a
conduta terapéutica, fornece informacOes sobre a probabilidade de cura e progndstico

(PIZZOCARO et al., 2010).

O sistema de estadiamento mais utilizado entre os clinicos é o sistema TNM mantido pelo
American Joint Committee on Cancer (AJCC) e da Unido Internacional para o Controle do Cancer
(UICC). Este sistema codifica a extensdo do tumor primério (T), linfonodos regionais (N) e
metastases distantes (M) e fornece um "agrupamento estatico" baseado em T, N e M (PIZZOCARO
etal., 2010; CUBILLA et al., 2004; INCA, 2004).

O sistema TNM ¢ atualizado periodicamente com base em avanc¢os na compreensdo do
prognostico do cancer. A ultima revisdo do TNM, apresentada na 7th edition of the American Joint
Committee on_Cancer (AJCC) Cancer Staging Manual (vide quadros 1 e 2) que entra em vigor em

casos diagnosticados em ou ap6s 1° de janeiro de 2010 (EDGE, 2010).

Quadro 01. Sistema TNM (2010) - proposto pela UICC/AJCC para estadiamento do cancer de
pénis e graduacdo histoldgica.

Estagio Descricao

Tumor (T)

Tx Tumor primdrio ndo € passivel de avaliagao
TO Sem evidéncia de tumor primério

Tis Carcinoma in situ

Ta Tumor verrucoso nao invasivo




T1

Tla

T1b

T2

T3

T4

Linfonodos regionais
NX

NO

N1

N2

N3

Metastase distante
MX

MO

M1

Graduacao
Histopatolégica

Gx
G1
G2
G3
G4
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Tumor invade tecido conectivo subepitelial

Sem invasdo linfovascular e bem ou moderadamente diferenciado
(Grau 1-2)

Com invasao linfovascular ou pouco diferenciado/indiferenciado
(Grau 3-4)

Tumor invade corpo esponjo/ corpo cavernoso
Tumor invade a uretra

Tumor invade outras estruturas adjacentes

Linfonodos regionais ndo passiveis de avaliagdo
Sem evidéncia de infiltracao

Metéastase unical

Metastase multiplas ou bilaterais superficiais

Metéstase em linfonodos profundos pélvicos ou inguinais

Metéstase distante ndo € passivel de avaliagdo
Nenhuma metastase distante

Metastase a distancia

O grau de diferenciacdo nao pode ser avaliado
Bem diferenciado

Moderadamente diferenciado

Pouco diferenciado

Indeferenciado

Fonte: Adaptado de AJCC Cancer Staging Manual. 7th ed. New York, NY: Springer, 2010.
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Quadro 02. Estagio clinico segundo os grupos progndsticos do sistema de estadiamento TNM
do cancer de pénis.
Estagio anatomico Sistema de estadiamento TNM
L. Tis NO MO
Estagio 0 Ta NO MO
Estagio I Tla NO MO
T1b NO MO
Estagio 11 T2 NO MO
T3 NO MO
Estagio I11a T1-3 N1 MO
Estagio I1Ib T1-3 N2 MO
T4 Qualquer N MO
Estagio IV Qualquer T N3 MO
Qualquer T Qualquer N M1
Fonte: AJCC Cancer Staging Manual. 7th ed. New York, NY: Springer, 2010.

2.1.4. Diagn6stico e tratamento do cincer de pénis

Os pacientes com cancer de pénis sdo diagnosticados por exames clinicos, de imagem e
histopatoldgicos (CUBILLA et al., 2004; POMPEO et al., 2010). A avaliagdo clinica deve mostrar
localizagdo, tamanho, didmetro, nimero de lesdes, morfologia, extensdo da neoplasia primaria e
invasdo de outras estruturas, além da presenca de linfonodos aumentados (PIZZOCARO et al.,

2010).

Ocasionalmente podem ser realizados exames de imagem para o diagndstico do cancer de
pénis. Bidpsia incisional ou excisional € necessdria para confirmacao histolégica e quando ndo é
possivel o exame de palpagdo inguinal a tomografia computadorizada € utilizada para diagndstico

(FAY, 2014).

Em relacdo ao tratamento, deve ser individualizado e basear-se nas caracteristicas da lesao
primdria e no estadiamento TNM. Entre as diversas modalidades terapéuticas, o tratamento

cirdrgico continua sendo o mais empregado e com melhores resultados (POMPEO et al., 2010).
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O tratamento do cincer de pénis deve iniciar pela abordagem da lesdao primadria e das regides
inguinais. A lesdo priméria deve preferencialmente ser tratada por cirurgia, onde a extensdo varia
desde postectomia, amputagdes parciais e totais e até emasculacao, podendo ser aliada a técnicas

de reconstru¢do (PAULA et al., 2005; GREENBERG, 2010).

Outras formas de tratamento incluem laser terapia, crioterapia, microcirurgia a Mohs e
radioterapia que ficam reservadas aos pacientes que recusam cirurgia (PAULA et al., 2005;
POMPEQO et al., 2006). E nos casos de linfonodos positivos a linfadenectomia inguinal completa é
realizada sendo que a quimioterapia adjuvante deve ser considerada nos pacientes com mais de
dois linfonodos positivos, extensdo extra nodal, ou metéstases pélvicas (PIZZOCARO et al., 1997,

PAGLIARO et al., 2010).

O diagndstico precoce e o progndstico do cancer de pénis sdo grandes desafios atualmente
devido a auséncia de marcadores, como ocorre no cancer de prostata. Por esse motivo, as pesquisas

tém se concentrado na identificacdo de biomarcadores (FIQUEIROA et al., 2014).

2.2. Papilomavirus humano - HPV

2.2.1. Consideragoes gerais sobre HPV

Desde a Grécia antiga se tem registros de lesdes verrucosas e papilomatosas. As primeiras
pesquisas sobre o Papilomavirus (PV) se deram no inicio do século XX, tendo como principais
descobertas os achados de Rous e Kidd (1938), o qual descreveu que o PV € o principal agente
etiol6gico de verrugas em coelhos, bem como em diversos tipos de mamiferos, inclusive no homem
(Papilomavirus Humano — HPV). Eles também mostraram o potencial oncogénico do PV pela

transformac¢do maligna de células hospedeiras.

A estrutura do genoma do HPV foi descoberta por Crawford e Crawford em 1963.
Entretanto, o interesse sobre o HPV reduziu nos anos subsequentes até o inicio da década de 1970,
devido a impossibilidade de um sistema de cultura de células e principalmente pela aparente
natureza benigna das verrugas humanas (LETO et al., 2011). Os estudos sobre HPV retomaram em

1977 com a hipdtese de que o HPV participava da etiologia dos canceres de colo de utero (ZUR
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HAUSEN, 1977). Houve um crescimento exponencial das pesquisas a partir dos anos 1980, no
qual se registrou alguns tipos de HPV, sendo que desses os do tipo 16 e 18 foram relacionados
diretamente com o cancer uterino (VILLIERS et al., 1987). O primeiro estudo epidemioldgico
sobre HPV e cancer do colo de utero também foi de Villiers et al. (1987). A partir de entdo, varios
estudos moleculares e epidemioldgicos confirmam que a infec¢do cervical por certos tipos de HPV's
€ um evento precursor na génese da neoplasia de colo uterino (LETO et al., 2011). A maioria das
doencas relacionadas ao HPV sdo causadas por quatro tipos deste virus, a saber: HPV tipo 6, 11,
16 e 18. Dentre os casos de cancer do colo de utero 70% sao relacionados a infec¢do pelo HPV 16
e 18; ja os tipos 6 € 11 causam aproximadamente 90% das verrugas genitais (SCHIFFMAN &
CASTLE, 2003).

A infeccao pelo HPV afeta tanto homens quanto mulheres, instalando-se na pele ou em
mucosas. Das infec¢des sexualmente transmissiveis, a maioria é causada por HPV. Este virus é
responsavel pelo desenvolvimento de papilomas e tumores de células escamosas nas regides
genitais como colo do utero, pénis, anus, bem como na regido esofagiana, trato sino-nasal, laringe
e bronquios, destes, o cancer de colo do tutero é o mais estudado mundialmente. Assim, os
mecanismos de infec¢do, ciclo de vida e do mais que se tem conhecimento sdo baseados
principalmente em estudos deste tipo de cincer (MORK er al. 2001; MOJOR et al. 2005;
STTENBERGEN et al. 2005; SYRJANEN 2005).

O virus do HPV pode ser transmitido por tinica exposi¢do ao contato direto com a pele de
uma pessoa infectada (MUNOZ et al., 2003). Mesmo com o uso do preservativo ainda existe risco
de transmissdo desse virus, uma vez que esta € capaz de barrar apenas cerca de 70% a 80% das
transmissdes (INSTITUTO DO HPV, 2013). Os primeiros dois ou trés anos de vida sexualmente
ativa podem ser o suficiente para a contaminacido pelo HPV. Das pessoas que tiveram contato
sexual com parceiros contaminados, dois ter¢os desenvolverdo infeccao pelo HPV no periodo de
trés meses (OMS/ICO, 2011). E segundo Shew et al. (2013), cerca de 50% das mulheres adquirem
o HPV meses antes da primeira relagdo sexual, provavelmente devido ao contato intimo com seu

parceiro.

O virus do HPV pode permanecer latente no organismo durante anos. Alguns tipos podem

permitir o desenvolvimento de alteracdes celulares, que podem evoluir para diversas patologias
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que se relacionam com esse virus (SMITH et al., 2007). A alteracdo celular relacionada a infeccao
pelo HPV mais estudada € a alteracdo das células do epitélio que revestem o colo do ttero; este
processo também é denominado de displasia cervical ou neoplasia intra-epitelial cervical (NIC). A
NIC € graduada em duas (NIC de baixo e alto grau) ou em trés (a NIC 1, 2 e 3). Quanto maior for
esta graduagdo, maior serd a possibilidade de mulheres desenvolverem cancer de colo do utero
(SMITH et al., 2007). O potencial oncogénico do HPV pode ser classificado como de alto ou de
baixo risco oncogénico, em que os virus de alto risco oncogénico podem levar a alteracdes
progressivas nas cé€lulas, levando ao cancer, enquanto outros de baixo risco oncogénico podem

causar verrugas e mudancgas ndo cancerosas (BERNARD et al. 2010).

2.2.2. Epidemiologia do HPV

Dentre as infec¢des sexualmente transmissiveis (IST), a infeccao genital pelo HPV € a mais
frequente (BURCHELL et al., 2006). Burchell e colaboradores (2006), relataram em seu trabalho
que ja foram identificados cerca de 200 tipos de HPV, destes mais da metade estdo completamente
sequenciados geneticamente e o restante com sequenciamento parcial. Como jé citado no tépico
anterior, o HPV pode ser classificado de acordo com o nivel de risco para o desenvolvimento de
um cancer. Mufioz et al., (2003), classificaram do ponto de vista epidemioldgico, principalmente
os HPV 16, 18, 31, 33, 35, 39,45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 82, 26, 53, 66 ¢ 73 como de alto risco
oncogénico e os HPV 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 72, 81 e 70 como de baixo risco.

A disseminacdo da IST em uma populacdo depende, principalmente da transmissibilidade
do virus (duracdo da infectividade), ou seja, uma infeccdo de maior duragdo tem impacto
potencialmente maior (BURCHELL et al., 2006). As infec¢des por HPV de alto risco oncogénico
persistem mais tempo do que as de baixo risco oncogénico (TROTTER & FRANCO, 2006). Ainda

ndo se sabe se durante todo o periodo que o HPV ¢ detectado a sua transmissibilidade € a mesma.

Nos achados de Trotter e Franco (2006), a prevaléncia da infeccdo por HPV varia de 2 a
44% na populacao feminina. Um estudo de revisado bibliografica (resultados apresentados na tabela

1), realizado com 78 estudos, apontou que a prevaléncia global de HPV € de 10,41% em mulheres
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com citologia cervical normal (BURCHELL et al., 2006). De acordo com a Organizagdo Mundial
da Sadde (2009), na América do Sul essa prevaléncia € de 13,2% e de 14,1% para o Brasil (Tabela
2). Outros estudos realizados no Brasil encontraram prevaléncia para populacdo variando de 21 a
48% (CARVALHO et al., 2003; FEDRIZZI; SCHLUP & MENEZES, 2008; FERNANDES et al.,

2009), sendo o HPV de alto risco oncogénico encontrado em 48 a 53% dos casos.

Tabela 1. Prevaléncia da infecc@o pelo virus HPV* estimada em metanélise de 78 estudos de
mulheres com citologia cervical normal nos diferentes continentes.

Local N° Estudos N Prevaléncia ajustada (%) 95% IC
Global 78 157.879 10,41 10,16 — 10,67
Africa 08 6.226 22,12 20,87 — 23,43
América Latina 24 40.399 12,95 12,41 - 13,51
Europa 27 70.129 8,08 7,77 - 8,41
Asia 19 41.125 7,95 7,53 — 8,40

* Ajustada por regido, tipo de estudo, ano de publicacdo, forma de coleta da amostra, meio de armazenamento celular,
técnica para detecg¢do de HPV, primer utilizado e idade para cada estudo. Ndo foi reportado nenhum dado da Oceania.
Fonte: Burchell NA, Sanjosé S, Franco EL. Vaccine 2006; 2453: 52-61. IC: intervalo de confianga.

As diferentes prevaléncias entre as diversas regides do mundo apresentadas na tabela 1,

podem ser influencias por diversos fatores, a saber: comportamento sexual, crenga religiosa,

tabagismo, paridade, anticoncep¢ao, entre outros (BURCHELL et al., 2006).

Tabela 2. Prevaléncia de infecc@o pelo virus HPV em mulheres com citologia cervical normal.

Local N Prevaléncia HPV (%) 95% 1C
Brasil 5.582 14,1 13,2 15,1
América do Sul 17.500 13,2 12,7 - 13,7
Mundo 436.430 11,4 11,3-11,5

Fonte: WHO/ICO. HPV Information Centre. Human Papillomavirus and Related Cancers — Brazil, Summary Report
2009. IC: intervalo de confiancga.

Para a OMS (2009), a prevaléncia do HPV no Brasil pode vir a caracterizar uma epidemia,
uma vez que se estima cerca de 9 a 10 milhdes de infectados no pafs, e a cada ano podendo surgir
mais 700 mil casos. No mundo cerca de 630 milhdes de homens e mulheres estdo infectadas pelo

HPV, em uma razdo de 1 para 10 pessoas.

Em relacdo aos homens, os resultados do trabalho de Patridge e Koutsky (2006), apontaram

que a prevaléncia da infeccao pelo HPV varia de 3,5 a 45% para todos os tipos € 2,3 a 34,8% para



25

o HPV de alto risco oncogénico, sendo o 16 o mais frequente, e 2,3 a 23,9% para os HPV de baixo
risco oncogénico. Ja Franceshi et al. (2002), e Giuliano et al. (2008), mostraram que essa
prevaléncia no Brasil varia de 35 a 72%, sendo o HPV de alto risco oncogénico responsavel por 25
a 56% dos casos. Contudo, a prevaléncia global nos homens (7,9%) é menor do que nas mulheres
(17,9%), provavelmente devido ao tecido peniano ser menos receptivo ao HPV do que o genital

feminino (PATRIDGE & KOUTSKY, 2006).

2.2.3. Acao do HPV no ciclo celular e cancer de pénis

O virus HPV estd relacionado com a presenca de tumores benignos como verrugas,
papilomas e condilomas, e tumores malignos (GARCIA-CARRANCA & GARRI-GLIO, 1993). A
associacao do HPV e tumor peniano suscita consideracdes sobre a possibilidade deste virus ser um

provavel agente etioldgico do cancer de pénis (FIGUEIROA et al., 2014).

O genoma viral apresenta cerca de 9 a 10 genes e € dividido em trés regides: regido precoce
(composta pelos genes E1, E2, E4, ES, E6, E7), a regido tardia (composta pelos genes L1 e L2), e
a regido controladora (URR) (Figura 1) (GARCIA—CARRANCA & GARIGLIO, 1993; MUNOZ
et al., 20006).

Como relatado anteriormente esse virus se divide em dois grupos: HPV de baixo risco e de
alto risco oncogénico. O HPV de baixo risco oncogénico tende a manter o seu DNA integro,
circular e epissomal, diferente do HPV de alto risco oncogénico, cujas fitas de DNA circular se
abrem, sofrem delecdes e se integram ao genoma da célula hospedeira (SCHEURER et al., 2005;
MUNOZ et al., 2006). Esse virus inicialmente infecta as células camada basal, pois estas estdo em
fase de divisdo e posteriormente sofrerdo diferenciacdo levando a disseminagdo do DNA viral

(Stubenrauch & Laimins, 1999).

Em estudos realizados utilizando a técnica de PCR a presenca de HPV em carcinoma
peniano variou de 30-50% dos casos (BEZERRA et al., 2001; CUBILLA et al., 2010; CUBILLA
et al., 2011; FERRANDIZ-PULIDO et al., 2013; STEINESTEL et al., 2015). Na técnica de PCR
o genoma do HPV ¢ identificado por amplificacdo das regides virais E6/E7 e L1. Ainda ndo se sabe

realmente os mecanismos que levam ao cincer de pénis causado pelo HPV, mas acredita-se que
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seja semelhante ao que acontece no carcinoma de colo uterino e vulva (SARKAR et al., 1992;

SILVA et al., 2003).

L2

L

Figura 1. Representacdo esquematica do genoma do virus HPV.
Fonte: Muiioz et al. (2006).

O mecanismo pelo qual o HPV pode promover o cancer de pénis parece estar mediado por
dois genes virais, E6 e E7, que se ligam e inativam produtos de genes supressores de tumores,
como proteina pS3 (p53) e proteina do retinoblastoma (pRb), ambos responsaveis pelo controle
negativo da proliferacdo celular (SAKAR et al., 1992; SILVA et al., 2003; GANGULY &
PARIHAR, 2009).

A proteina E7 inibe a atividade da proteina supressora tumoral pRb, cuja fungdo € a
manutencao da célula em G1 através da formagao de complexos estaveis com o fator de transcri¢ao
E2F. Assim, o fator de transcri¢do E2F fica livre para estimular a transcri¢do dos genes e promover
a continuidade do ciclo celular no epitélio infectado (Figura 2). Como consequéncia da inativacao

6™NK4 yma proteina

da pRb ocorre, por feedback negativo, o aumento da expressao da proteina pl
inibidora das ciclinas quinases dependentes (CDKI), que inibe as ciclina quinases dependentes 4 e
6 tentando bloquear o ciclo, mas o feedback ndo funciona, pois, a proliferacdo das células

infectadas ndo depende das CDK, causando acumulo de p16™%# na célula infectada (VOUSDEN,
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1993; KUMAR et al., 2010; KLAES et al., 2001; GANGULY & PARIHAR, 2009; FERRAZ;
SANTOS; DISCACCIATI, 2012).

; Inibir a progressao
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Figura 2. Acdo da proteina pRb sobre o ciclo celular. (A) A proteina pRb é codificada pelo gene RB1,
localizado no cromossomo 13q14. A ligacdo da proteina pRb ao fator de transcri¢do E2F resulta na parada do
ciclo celular. A fosforilagdo da proteina pRb libera E2F que ativa a transcricdo de genes alvo para replicagio
do genoma. (B) A proteina viral E7 se liga a pRb, isso libera o E2F, causando em estimulo constante para
divisdo celular.

Fonte: Silva, Amaral e Cruz (2017).

Jaa E6 € capaz de ligar-se e gerar a degradacdo da proteina p53, sendo esta responsavel por
fazer um checkpoint na molécula de DNA para detectar danos, causando a perda da capacidade da
célula reparar os possiveis danos do DNA e de promover apoptose em células com DNA
danificados, levando assim a divisao celular sem reparo aumentando as chances da célula se tornar

neoplasica (Figura 3) (GANGULY & PARIHAR, 2009).

Dessa forma, proteifnas virais E6 e E7 do HPV de alto risco incapacitam duas
proteinas supressoras tumorais importantes que regulam o ciclo celular e, como

resultado, tem-se distdrbio da via p16™%4¥/ciclinaD/pRb e p14/MDM2/p53, o que
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gera acumulagdo de p16™** em células infectadas pelo HPV (WROCLAWSKI
& SERPA NETO, 2010, p. 412).

Assim, o virus HPV pode induzir a formacdo de cancer, atuando na modificacdo dos

mecanismos de controle e reparo do ciclo celular (MUNGER et al., 2004; CAMARA et al., 2008).
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Figura 3: Acdo da proteina p53 sobre o ciclo celular. (A) A proteina p53 € codificada pelo gene p53 localizado
no cromossomo 17p13. A proteina p53 tem a fungdo de para o ciclo celular no caso de identificagdo de danos
ao DNA, dessa forma o ciclo para até que o dano seja resolvido. No caso de danos extensos a p53 pode induzir
a apoptose. (B) A proteina viral E6 se liga 8 EOAP que funciona como uma ubiquitina, degradando p53. GMR:
Genes do mecanismo de reparo.

Fonte: Silva, Amaral e Cruz (2017).

A coloracdo imuno-histoquimica pode detectar a superexpressio de pl16™K42 exibindo
coloragdo nuclear e citoplasmatica continua de todo o epitélio, e isto pode servir como um marcador
para a infec¢do por HPV transcricionalmente ativa (WERNESS, LEVINE & HOWLEY, 1990;
MANNWEILER et al., 2013; TANG et al., 2015).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

6INK4a

Associar a expressao da proteina pl a fatores histoldgicos e ao status do virus HPV

no cancer de pénis.
3.2. Objetivos especificos

+ Caracterizar os pacientes quanto aos dados sociodemogréficos, clinicos e histolégicos.

+ Avaliar a expressdo imunohistoquimica da proteina p16™ 4 entre os casos HPV + e HPV
—, identificados através da técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase - PCR;

+ Analisar se hd associacdo da superexpressdo da proteina p16™V%4 ao status do virus HPV.

+ Analisar se hd associacdo da superexpressio da proteina p16™k4? com as caracteristicas

histoldgicas do cancer de pénis.

4. METODOLOGIA

4.1. Tipo de Estudo

Trata-se de um estudo experimental do tipo transversal prospectivo.

4.2. Periodo e local do estudo

O estudo foi desenvolvido no Laboratorio de Imunofluorescéncia e Microscopia Eletronica
do Hospital Universitario Presidente Dutra (LIME-HUPD) e no Instituto Maranhense de Oncologia
Aldenora Belo (IMOAB) no periodo de 2014 a 2016.

4.3. Amostragem do estudo

Foram analisados para este estudo 55 casos de pacientes que apresentaram diagndstico de

Carcinoma de Pénis, todos comprovados por diagndstico anatomopatolégico, e submetidos a
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procedimento cirdrgico no Hospital Universitario Presidente Dutra e Instituto Maranhense de

Oncologia Aldenora Belo no periodo de 2014 a 2016.

4.4. Coleta de dados

Os dados foram coletados a partir de entrevista com os pacientes, da anélise dos laudos
histopatolégicos e dos prontudrios dos pacientes com diagndstico de Carcinoma de Pénis. Também
foram selecionadas amostras de tecidos tumorais emblocados em parafina para realizacdo da
técnica de imunohistoquimica e tumor a fresco para técnica de Reacdo em Cadeia da Polimeraze

(PCR).

4.5. Etapas do Estudo
Entrevista com pacientes e coleta do tumor a fresca

Quando pacientes eram diagnosticados com cancer de pénis e tinham cirurgia marcada,
nossa equipe de pesquisadores era avisa da data e horario da cirurgia, € um dos pesquisadores iam
para o hospital na data prevista da cirurgia para coleta do material a fresca e realizacdo da entrevista
através de um formuldrio previamente estruturado (Apéndice B), antes ou apds o procedimento

cirtrgico.
Andlise dos laudos histopatoldgicos

Foi realizado uma anélise de cada laudo dos casos de pacientes com diagndstico de
Carcinoma de Pénis no Servico de Patologia do Hospital Universitario Presidente Dutra e do

Instituto Maranhense de Oncologia Aldenora Belo.

Analise dos prontudrios

Foi realizada uma andlise dos prontudrios de pacientes com laudo histopatolégico para
Carcinoma de Pénis do Hospital Universitdrio Presidente Dutra e Instituto Maranhense de

Oncologia Aldenora Belo para levantamento de dados demogréficos, clinicos e laboratoriais.

Analise das laminas
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As laminas dos casos levantados foram reavaliadas por um patologista para confirmacao do
diagndstico e classificacdo histopatoldgica mais detalhada do carcinoma peniano de cada paciente.
A partir da revisao das laminas, foi selecionada uma lamina de cada caso, contendo a lesdao em

estudo, para a posterior realiza¢do da técnica de imunohistoquimica.

As laminas foram analisadas no Laboratério de Imunofluorescéncia e Microscopia

Eletronica do Hospital Universitario Presidente Dutra (LIME-HUPD).
Realizac@o da imunohistoquimica

A técnica de imunohistoquimica foi realizada para avaliar a expressdo da protefna p16™<42

em cada caso.
Analise molecular do HPV

Para qualificar as amostras de cancer de pénis quanto a presenca ou auséncia de DNA de
Papiloma Virus Humano (HPV) foi realizado a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em duas
etapas, do tipo nested. Para amostras positivas para presenca do virus HPV foi realizada a
genotipagem do HPV a partir da reacdo de sequenciamento com o Kit ET Dye Terminator Cycle

Sequencing.

4.6. Identificacio histologica do HPV

O diagnostico histologico do HPV foi definido pela presenca coilocitose, sendo trés
critérios obrigatdrios: a) halo perinuclear;b) atipia nuclear; c) binucleacdo (Figura O1). Para
aumentar fidedignidade dos parametros histolégicos, é protocolo do nosso servico a inclusdo
completa da penectomia (incluindo prepucio), exceto nos casos com mais de 50 cassetes. O exame
macroscOpico e a avaliacdo histopatoldgica foi realizada por uropatologista com 15 anos de
experiéncia (GEBS), o qual revisou todas as ladminas e desconhecia o resultado molecular da
pesquisa do HPV. E para classificar o estadiamento tumoral foi utilizado a 7th edition of the

American Joint Committee on Cancer (AJCC) Cancer Staging Manual (EDGE et al., 2010).
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Figura 4: Histopatolégico do tecido de pénis do paciente, corado por Hematoxilina-Eosina. A
presenca de coilocitose estd indicada pela seta. Aumento de 1000x.

4.7. Técnica de imunohistoquimica (IHQ)

A técnica utilizada foi baseada no método indireto de marcagdo com Polimeros. Em todas
as reacoes realizadas acrescentou-se um tecido-controle positivo representado por carcinoma de
pénis condilomatoso ao qual manteve o mesmo padrio de marcacdo em todas as

imunohistoquimicas.

ApOs a escolha do material parafinizado de cada caso, através da revisdo de laminas,
seccoes histologicas de 3 um de espessura foram colocadas sobre laminas silanizadas (StarFrost).
As laminas foram dispostas em estufa com temperatura de 60°C. Apds foram realizados os

seguintes passos:
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DESPARAFINIZACAO: as 1aminas foram imersas em xilol para a retirada da parafina e
reidratadas com banhos de dlcool com concentragdes decrescentes. Depois foram lavadas em dgua

corrente e destilada durante 5 minutos.

RECUPERACAO ANTIGENICA: as liminas foram inseridas em cubetas de material
resistente acrescidas de solucdo tampao, a fim de conservar o material durante o processo de
recuperagdo antigénica. O tampdo utilizado foi EDTA pH 8,0. As cubetas foram colocadas em
aparelho de aquecimento a vapor (Steamer) para realizacdo da recuperacdo antigé€nica a
temperatura de 100°C por 60 minutos. Apés resfriamento em temperatura ambiente por 20 minutos,

as laminas foram lavadas com solu¢@o de PBS (NaCl 0,15M, tampao fosfato 0,01M, pH 7,4).

BLOQUEIO DA PEROXIDASE ENDOGENA: As ldminas foram lavadas com PBS pH
7,4 e dispostas em bandejas especificas para o prosseguimento do experimento, sendo estas
previamente umidificadas com papel de filtro embebido em dgua destilada. Durante o processo de
disposi¢cdo das laminas na bandeja foi utilizada, quando necesséario, solucao de PBS pH 7,4 para
evitar que os cortes secassem. Apos foi retirado o excesso de PBS, com devido cuidado em relacao
aos cortes histologicos e, em seguida, os mesmos foram delimitados com caneta hidrofébica a fim
de proporcionar melhor exposicdo aos reagentes aplicados na lamina evitando a dispersao dos
mesmos. A seguir, realizou-se o bloqueio da enzima endégena peroxidase com solugdo de per6xido
de hidrogénio (Spring) que foi adicionado as laminas durante 10 minutos. Apds o tempo previsto

as laminas foram lavadas trés vezes com solu¢ao de PBS pH 7.4.

BLOQUEIO DA ENZIMA ENDOGENA BIOTINA (PROTEINA A): Adicionou-se as
laminas previamente lavadas com PBS pH 7,4 a solucdo de bloqueio proteina A (Spring) durante

10 minutos, apds o tempo previsto as ldminas nao foram lavadas.

APLICACAO DO ANTICORPO PRIMARIO: foi aplicado quantidade suficiente do
Anticorpo Primario Monoclonal de Rato p16INK4a Clone G175-405 (Zeta, Arcadia, CA, USA)
diluido numa propor¢do de 1:75uc com diluente BSA 0,01%. O tempo de incubagdo foi de 1 hora

6INK4a

e 45 minutos em camara imida para o p1 , as laminas foram devidamente lavadas com solu¢do

de PBS pH 7.4 por trés vezes.
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AMPLIFICACAO: a amplificagio da expressdo do anticorpo primdrio foi feita utilizando
o método indireto através do uso de Polimeros (Spring), que foram aplicados aos cortes em
quantidades suficientes para reagir em todo o material fixado na lamina, por um tempo de 30

minutos. Apds o periodo foi realizada a lavagem com PBS pH 7.4 por trés vezes.

REVELACAO: as reacdes foram reveladas incubando-se cada corte durante 5 minutos com
quantidade suficiente do cromégeno (Kit DAB, Spring) diluido numa propor¢do de 50:1000uc.
Ap6s o tempo de exposicdo, as 1aminas foram lavadas com dgua destilada e posteriormente com
dgua corrente em abundancia. Os residuos do cromdégeno utilizado foram desprezados em
recipiente especifico para posterior tratamento e encaminhamento ao Laboratério de Residuos

Quimicos da institui¢ao.

CONTRACOLORACAO E MONTAGEM: a contra-coloragio foi feita com Hematoxilina
de Harris (MERCK KgaA Darmstadt, Germany). Os cortes foram desidratados em solu¢des de
alcool e xilol e, posteriormente, houve a adi¢do de laminulas de tamanho 24,0 x 32,0 mm se

utilizando de meio de montagem répida Entellan (MERCK KgaA Darmstadt, Germany).

QUANTIFICACAO DA REACAO: Para definicdo dos padres de expressio da pl16™K+
foi utilizada uma adaptacao da classificacdo do Cubilla et al. (2011), onde foi excluida a por¢ao
mais superficial do epitélio e utilizada a topografia de coloracdo (nuclear e citoplasmatica), assim
foram encontrados 4 padrdes de expressdo de p16™X4 e foram categorizados como segue: Padrio
0, auséncia completa de coloracdo em todas as células neoplésicas; Padrdo 1, coloracdo individual
manchada, irregular e descontinua em algumas das células neoplasicas; Padrao 2, um padrdo de
colora¢gdo mais extenso, embora descontinuo, com pequenos aglomerados de células neoplésicas
positivas; E padrio 3, coloracdo citoplasmatica e nuclear continua e completa em todas as células
neoplésicas. Quando mais de um padrao foi observado no mesmo tumor, o mais alto foi
considerado como representativo de toda a lesdo. Assim, apenas o padrdo 3 foi considerado positivo

para superexpressdo de p16™&4 (Figura 5).



35

4.8. Analise molecular do HPV

Para qualificar as amostras de cancer de pénis quanto a presencga ou auséncia de DNA de
Papiloma Virus Humano (HPV) inicialmente foi realizado a extracdo de DNA do tecido tumoral
com fenol-cloroférmio, de acordo com o protocolo de Sambrook et al. (1989). Posteriormente foi
realizado a reacdao em cadeia da polimerase (PCR) em duas etapas, do tipo nested. Na primeira
PCR foi utilizado um conjunto de primers genérico denominados PGMY09/11, descrito por Gravitt
et al. (2000) que produz um fragmento de 450pb da regido L1 do HPV. O mix desta PCR teve
volume total de 25uL, sendo a mistura constituida por SuL. de DNA gendmico, 2,5 uL. de tampao
PCR 1X; 0,5 uLL de MgClI2; 0,2 uL. de dNTPs; 0,2 uLL de Tag DNA polimerase e 0,4 uL de cada
primer. As condi¢cdes da PCR foram: desnaturacdo inicial a 95°C por 2min, seguida de 40 ciclos de
desnaturacdo a 95° C a 40 seg, anelamento dos primers a 55°C por 40 seg, extensdo a 72°C por 40

seg, e uma extensao final de 72°C por Smin.

Na segunda PCR foi utilizado o primer GP5+/6+ (JACOBS et al., 1997), gerando amplicon
de 170pb, o qual também € correspondente a regido L1 do capsideo viral. O mix final € de 25 pL.
para cada amostra, sendo a mistura constituida por SuL. de produto amplificado da primeira PCR,
2,5 uL de tampao PCR 1X; 1,5 pL de MgCl2; 1,0 uLL de dNTPs; 0,3 uL de Taqg DNA polimerase
e 2,5 uL de cada primer. As ciclagens serdo as seguintes: 94°C por 5 minutos, seguindo-se de 45
ciclos de 94°C por 45 segundos, 40°C por Imin e 72°C por Imin; e por fim 72°C por 10 minutos.
E foi utilizado como controle um pool de celulas hela positivas para HPV 16. Os amplicons foram

separados em gel de agarose a 1,5%, e submetidos a uma tensdo constante de 90V por 40 min.

Para amostras positivas para presenga do virus HPV foi realizada a genotipagem do HPV a
partir da reacdo de sequenciamento com o Kit ET Dye Terminator Cycle Sequencing, acordo com

o protocolo sugerido pelo fabricante.
4.9. Analise estatistica

Os dados foram tabulados no Excel (Microsoft Office 2013) e analisados no SPSS V22. Foi
realizado andlise de frequéncia relativa e absoluta para verificar a distribuicdo das varidveis
categéricas. Para andlise da normalidade das varidveis quantitativas foi usado o teste de

Kolmogorov-Smirnov, estas varidveis foram descritas na forma de média e desvio padrdao. A
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associacdo entre o status do HPV e expressio de P16™%4 se deu pela aplicaciio do teste Qui-

quadrado de Pearson. Foi considerado como nivel de significancia o p < 0,05.

4.10. Aspectos Eticos

Esta pesquisa estd vinculada a um projeto maior intitulado “Analise clinico-epidemioldgica,
histolégica e imunohistoquimica do cancer peniano no estado Maranhdao” que foi submetido e
aprovado pela Comissao Cientifica — COMIC - HUUFMA com o parecer n° 2457/2014-60 e ao
Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitdrio/CEP-HUUFMA com parecer de aprovacio
de ndmero: 1.093.435 e CAAE: 43774215.7.0000.5086 (Anexos A e B).

Esta pesquisa atende a normas para pesquisa com seres humanos, estabelecidas pela
Resolucdo n® 466/12 do Conselho Nacional de Satide (BRASIL, 2012), assim todos os participantes
foram devidamente orientados e assinaram o Termo de Compromisso Livre e Esclarecido — TCLE

(Apéndice A).
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5. RESULTADOS

Foram analisados 55 pacientes diagnosticados com cancer de pénis, tendo na data da

intervengdo cirurgica média de idade de 61+ 17,87 anos.

Os resultados de caracteriza¢do epidemioldgica estdo apresentados na tabela 3 abaixo:

Tabela 3: Caracterizacdo sociodemografica e clinica na série de 55 pacientes diagndsticos
com cancer de pénis. Sdo Luis, Maranhdo, 2017.

FA FR
Casado/ Uniao estavel 44 80 %
Estado civil Solteiro 11 20 %
Pescador 5 9,1 %
Ocupacio Lavrador 26 47,3 %
Aposentado 11 20 %
Outros 13 23,6 %
Analfabeto 17 30,9 %
Grau de escolaridade Nivel fundamental 33 60 %
Nivel médio 5 9.1 %
Sim 29 52,7 %
Tabagismo Nio 26 473 %
) Presente 40 72,7 %
Fimose Ausente 15 27,3 %

FA: frequéncia absoluta; FR: frequéncia relativa.

A amostra é caracterizada na sua maioria por homens casados 44 (80%), lavradores 26
(47,3%), com nivel fundamental completo 33 (60%) e tabagistas 29 (52,7%). Destes, a fimose

esteve presente em 40 (72,7%), de acordo com o apresentado na tabela 3 acima.

As caracteristicas histoldgicas do tumor estao demonstradas na tabela 4 abaixo:
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Tabela 4: Distribui¢do das caracteristicas histoldgicas na série de 55 pacientes diagndsticos
com cancer de pénis. Sdo Luis, Maranhio, 2017.

FA FR
Tipo histolégico Carcinoma epiderméide 55 100%
Usual 24 43.6 %
Subtipo do tumor  Condilomatoso 17 30,9 %
Basalodide 4 7.3 %
Misto* 10 18,2 %
Glande 25 45,4 %
Glande e prepucio 20 36,4 %
Topografia Glande e corpo peniano 2 3,6 %
Prepicio 4 7.3 %
Glande, prepucio e corpo peniano 4 7,3 %
<0,5 cm 1 1,9 %
Tamanho do tumor 0,6 —2cm 7 12,7 %
2,1-5,0cm 34 61,8 %
>5,1 cm 13 23,6 %
Invasao perineural Presente 19 34,5 %
Ausente 36 65,5 %
Invasao linfatica Presente 16 29,1 %
Ausente 39 70,9 %
Coilocitose Presente 41 74.5 %
Ausente 14 25,5 %
Linfadenectomia Presente 17 30,9 %
Ausente 38 69,1 %

FA: frequéncia absoluta; FR: frequéncia relativa; *Misto: 3 usual e basal6ide, 6 usual e condilomatoso, 1 usual e
verrucoso; HPV: papiloma virus humano.

Na tabela 4 acima, observa-se que o carcinoma epidermoéide é 100% (55) prevalente na
amostra. Dentre estes casos, 28 (50,9%) sdo dos subtipos de cancer que estdo associados com a
presenca do HPV, o carcinoma condilomatoso, basaléide ou misto com componentes
condilomatoso ou basaldide, e que o subtipo usual € o mais frequente com 24 (43,6%) casos. A
regido do pénis mais atingida pelas lesdes tumorais € a glande com 25 (45,4%) casos, seguida pela

glande e prepticio com 20 (36,4%). O tamanho mais frequente do tumor variou entre 2,1cm a Scm
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(61,8%). As invasoes, perineural e linfatica, estiveram presentes em 19 (34,5%) e 16 (29,1%) casos,
respectivamente. E de acordo com classificacdo histoldgica realizada, a amostra apresentou

coilocitose positiva em 41 (74,5%) casos, com auséncia de cirurgia de linfadenectomia em 38

(69,1%).

As caracteristicas do estadiamento TNM, bem como a frequéncia absoluta e relativa da
presenca do DNA HPV e classificacdo de risco oncogénico do HPV estdo demonstrados na tabela

5 abaixo:

Tabela 5: Distribuicdo das caracteristicas do estadiamento TNM e do status da infec¢do do
HPV na série de 55 pacientes diagndsticos com cancer de pénis. Sao Luis, Maranhdo, 2017.

NS5

FA FR

pTx 3 5,5 %
Estagio T pTlapTla 8 14,5 %
pT1b apT3 44 80 %

pNO 1 1,8 %

Estagio N pN3 5 9,1 %
pNx 49 89,1 %

Estagio M pMx 55 100%
Grau 1 8 14,6 %

Grau do tumor Grau 2 34 61,8 %
Grau 3 12 21,8 %

Grau X 1 1,8 %

DNA HPV HPV Positivo 49 89,1 %
HPV Negativo 6 10,9 %
Genoétipo HPV Alto risco oncogénico 46 83,6 %
Baixo risco oncogénico 3 5,5 %

Sem HPV 6 10,9%

N: frequéncia absoluta; %: frequéncia relativa; Estdgio T: tumor primdrio; Estdgio N: linfonodos regionais;
Estdgio Metdstase distante; DNA: dcido desoxirribonucleico; HPV: papiloma virus humano.

Segundo o sistema TNM de estadiamento (EDGE, 2010), a tabela 5 acima demonstrou que

o estadiamento patolégico com maior potencial metastatico (estdgio de pT1b a pT3) foi observado
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em 44 (80%) casos e 42 (76,4%) foram classificados como tumores grau 1 e 2. A presenca do DNA
HPV ¢€ frequente em 89,1% (49) da amostra, sendo destes, 83,6% (46) classificados como HPV de
alto risco oncogénico (HR-HPV) e 5,5% (3) como HPV de baixo risco oncogénico (LR-HPV). A
subtipagem gendmica ap0s a extracdo do DNA confirmou a presenca do HR-HPV, o HPV-16, em
33 (60%) casos, sendo a maioria infec¢des monoviricas. Dentre os casos LR-HPV foram

encontrados o HPV-11, HPV-6 e HPV-30.

O perfil imunohistoquimico da proteina p16 estd apresentado em 4 padrdes (Figura 5). O
padrdo O (A), significa negatividade da expressdao de p16 nas células neopldsicas; o padrdo 1 (B),
significa uma coloracdo isolada das células neopldsicas; o padrio 2 (C), significa manchas
presentes na maioria das células neopldsicas; e o padrdo 3 (D), significa positividade expressdo
positiva de p16 nas células neopldsicas.

Figura 5: Padrdes de expressdo de p16INK4a em carcinomas penianos. A, Padrdo 0: Negatividade em todas as
células neopldsicas. B, Padrdo 1: células coradas isoladas. C, Padrdo 2: mancha presente em algumas ou mesmo na
maioria. D, Padrdo 3: positividade em todas as células neopldsicas. Apenas o padrdo 3 foi considerado para

positividade de p16™K4a,
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A distribui¢do do perfil imunohistoquimico da proteina p16 esta representada na tabela 6

abaixo:

Tabela 6: Perfil imunohistoquimico da proteina p16™NK4

com cancer de pénis. Sdo Luis, Maranhdo, 2017.

na série de 55 pacientes diagndsticos

Padrao de expressao FA FR
0 5 9,1 %
1 6 10,9 %
P16 2 22 40 %
3 22 40 %

. INK4a Ara A . ~ = A
P16: Proteina p16 ; N: Frequéncia absoluta; %: Frequéncia relativa. Padrao de expressao da p16: 0 — auséncia
de imunocoloragdo; 1 - imunocoloragdo manchada, irregular e descontinua; 2 - imunocolora¢do mais extensa,
descontinua, pequenos aglomerados; 3 — coloragdo citoplasmadtica e nuclear continua e completa.

Seguindo a classificacdo do Cubilla et al. (2011), para o padriao de expressao da proteina

p16™&44 apenas 22 (40%) casos foram considerados p16™K4

positivos (Tabela 6). Dentre os casos
p16INK4a positivos, 11 (50%) eram de carcinoma usual e os outros 11 (50%) eram basaldide,
condilomatoso ou misto com componente condilomatoso ou basaldide. E o DNA HR-HPV esteve

6INK4a

presente em 21 (95,5%) casos pl positivo. Dentre os casos LH-HPV, apenas um foi

considerado p16™&4 positivo.

Na tabela 7, estdo apresentados os resultados de associacdo da expressdao de pl6 com as
caracteristicas histolégicas do tumor e status da infec¢ao pelo HPV no céancer de pénis. Excluindo
os casos LR-HPV das andlises e considerando as caracteristicas histopatoldgicas do carcinoma de
pénis, houve associacdo da positividade da proteina p16™%* com o subtipo do tumor (p = 0,036),
sendo que 100% dos carcinomas basaléides ou misto com caracteristicas basaléides foram p16™NK4
positivos. Quando os carcinomas basaldides ou misto com caracteristicas basaldides foram
excluidos das andlises a associacdo com a superexpressio da protefna p16™K* foi perdida. Em

relacdo as outras caracteristicas histologicas dos tumores, estas ndo foram significativamente

associadas a p16™K4a,
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Tabela 7: Associacdo da proteina p16™V* as caracteristicas histoldgicas e ao status da infec¢do
pelo HR-HPV na série de 55 pacientes diagndsticos com cancer de pénis. Sdo Luis, Maranhdo,
2017.

N 55
P16 + P16 - Valor de p*
Subtipo do tumor
Basaloide 4 0
Condilomatoso 3 12
Misto 4 5 0,036
Usual 10 14
Tamanho do tumor
<2cm 2 6
>2cm 19 25 0,335
Estagio clinico
Estagio 1 3 6
Estdgio 2 a 4 18 25 0,635
Fimose
Presente 15 22
Ausente 6 9 0,971
Grau histolégico
Grau X - 1 3 5
Grau 2 - 3 18 26 0,857
Invasao linfatica
Presente 3 11
Ausente 18 20 0,091
Invasao perineural
Presente 4 12
Ausente 17 19 0,132
Linfadenectomia
Sim 5 12
Nio 17 21 0,284
DNA HPV
HPV + 22 27

HPV - 0 6 0,034
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Genoétipo HPV
HR-HPV 21 25
Sem HPV 0 6 0,032

HPV: Papiloma Virus Humano; HR-HPV: HPV de alto risco oncogénico; P16 +: superexpressdo da proteina
pl6™K4: p16-: auséncia de superexpressio da proteina p16™4; DNA: 4cido desoxirribonucleico; HPV +: presenca
do DNA HPV; HPV -: auséncia do DNA HPV; *: Grau de significincia das associac¢des realizados pelo teste de Qui-
quadrado de Pearson.

Quanto a associagdo do status da infeccdio pelo virus HPV e a positividade da pl16™K2
podemos observar na tabela 7 que houve associagio significativa entre a p16™%4 e a presenca do
DNA HPV (p =0,034), e com relacdo ao DNA HR-HPV, também houve associagdo significativa

com a pl6™&*% (p = 0,034), sendo 21/46 casos de HR-HPV apresentando positividade para

P 1 6INK4a'
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' Hospitais de Referéncia do Maranhao.

-Correlacionar a expressdo da Ciclina D1 com as variantes histolégicas do Carcinoma de Pénis;
-Identificar a presenga de infecgdo por HPV, através dos marcadores tumorais p16 e p53;
-Correlacionar a expressdo de Ciclina D1 com as caracteristicas clinicas e histopatoldgicas da
amostra estudada;
-Verificar o papel da Ciclina D1 como marcador progndstico no Carcinoma de Pénis;
-Avaliar a expressdo de Ciclina D1 entre os casos HPV + (p16 e p53 positivos) e HPV - (pl6 e
p53 negativos);
-Investigar se a expressdo de Ciclina D1, p16 e p53,isoladamente ou em conjunto, pode ser um
marcador de metastase linfonodal;
-Correlacionar o indice de proliferacdo celular (Ki-67) com fatores progndsticos cldssicos e com
desenvolvimente de metéstase linfonodal.

Il - CRONOGRAMA:Setembro 2014 a dezembro 2016

1V - RESUMO DO PROJETO: O cancer de pénis (CP) é uma neoplasia rara em paises desenvolvidos.
No entanto, sua incidéncia é elevada em paises em desenvolvimento, como o Brasil, sendo mais
prevalente nas regides Norte e Nordeste. Em inquérito voluntdrio realizado pela Sociedade
Brasileira de Urologia foram comunicados 283 casos novos no Brasil em 2007. De acordo com a
SBU, o Maranh3o tem 10,7% dos casos de cancer de pénis notificados no Brasil, estando entre os
cinco estados onde ha maior prevaléncia, sendo superior até mesmo que o cancer de préstata. O
estudo serd realizado em duas etapas:O retrospectivo com analise de laudos histopatolégicos,‘
prontudrios médicos, revisdo de ldminas e reagdo imunoistoquimica no material arquivado em
bloco de parafina no Servigo de Patologia do Hospital Universitério Presidente Dutra e Hospita]
Aldenora Belo, no periodo de janeiro de 2000 a abril de 2014 e prospectivo com coleta de dados
clinicos-epidemiolégicos, analise histoldgica e rea¢do imunoistoquimicados novos casos no



periodo de setembro 2014 a dezembro de 2014. Osdados demograficos, clinicos, laboratariais e
de imagem serdo coletados por meio de investiga¢do dos prontudrios.

Estudo relevante considerando a alta prevaléncia no norte e nordeste do Brasil,
destacando o Estado do Maranh3do, com uma estimativa acima de 30 casos por ano, além do
aspecto mutilante.

V - PARECER CONSUBSTANCIADO: APROVADO

O parecer Aprovado representa a autorizagdo para a coleta de dados no @&mbito do
HUUFMA, fundamentado na Resolugdo 001/CAHU/UFMA e 03 de agosto de 2007 da
constituicdo da Comissdo Cientifica- HUUFMA. f

Vi - OBSERVAGAO:

- O inicio da coleta de dados esta condicionado & aprovacdo pelo Comité de Etica em
pesquisa CEP/HUUFMA;

- A avaliagdo de projetos posteriores estara condicionada & entrega do relatério final (resumo
e resultado, cépia em CD) da pesquisa anterior sob a responsabilidade do investigador
principal.

Sdo Lufs, 14 de agosto de 2014

a Graga Carvalhal Frazdo Corréa
Coordenadora /COMIC - HUUFMA
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ANALISE CLINICO-EPIDEMIOLOGICA, HISTOLOGICA E IMUNOHISTOQUIMICA DO
CANCER PENIANO NO ESTADO MARANHAO

Pesquisador: Gyl Eanes Barros Silva

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 43774215.7.0000.5086

Instituigdo Proponente: Hospital Universitario da Universidade Federal do Maranhdo/HU/UFMA
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.093.435
Data da Relatoria: 12/06/2015

Apresentagdo do Projeto:

O cancer de pénis (CP) é uma neoplasia rara em paises desenvolvidos. No entanto, sua incidéncia é mais
elevada em paises em desenvolvimento, como o Brasil, sendo mais prevalente nas regiées Norte e
Nordeste. No pais, ele representa 2% de todos os casos de cancer no homem. A escassez de publicagdes
reflete a baixa incidéncia da doenga em paises ricos, e consequentemente a maioria dos trabalhos é
proveniente de instituicdes isoladas e com pequena casuistica. Assim, muitas questdes relevantes
referentes a doenga, inclusive manejo clinico e terapéutico, do cancer de pénis continuam em aberto. O
céncer de pénis tem incidéncia aumentada a partir da sexta década de vida. Este tumor & infrequente em
adultos abaixo de 30 anos, sendo raramente descrito em criangas. Noventa e cinco por cento das
neoplasias que ocorrem no pénis sdo representadas pelo carcinoma epidermoéide, também denominado
espinocelular ou escamoso (CEC); as restantes decorrem de metastases originadas em tumores de outros
orgéos, representados pelos sarcomas, carcinoma basocelular e, muito raramente, melanomas. Em cerca
de 70 a 80% dos pacientes que tém doenga restrita ao pénis, a dor e sintomas sistémicos sédo incomuns na
apresentacéo inicial. O estadiamento do cancer peniano é importante, pois, além de orientar a conduta
terapéutica, fornece informagdes sobre a probabilidade de cura e prognostico. A Ciclina D1 é uma proteina
nuclear de 35 KDa, codificada pelo gene CCND1 ou PRAD1, em referéncia ao achado de frequentes
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rearranjos desse gene em adenomas da paratireoide, localizado no brago longo do cromossomo 11913.
Além de seu papel como protooncogene no ciclo celular, a Ciclina D1, como oncogene, atua na capacidade
de invasao e potencial metastatico através de interagdes entre a célula neoplasica e o microambiente
tumoral. Em relag&o ao cancer de pénis, ha apenas um trabalho na literatura que estudou a expressao de
Ciclina D1. Os autores sugerem que a ciclina D1 parece atuar principalmente na promocéo da proliferagao
de células, indicando seu potencial papel na patogénese do carcinoma peniano. No entanto, seus resultados
néo foram relevantes devido a baixa amostragem (21 casos) e, consequentemente, o baixo nimero de
evolugéo desfavoravel (morte, recorréncia e metastases), decorrentes do diagndstico mais precoce tipico de
paises desenvolvidos. De acordo com a SBU, o Maranhzo tem 10,7% dos casos de cancer de pénis
notificados no Brasil, estando entre os cinco estados onde ha maior prevaléncia, sendo superior até mesmo
que o cancer de prostata. A etiologia é heterogénea. O estudo Clinico-Epidemioldgico, Histologico e
Imunohistoquimico dos espécimes cirdrgicos podera trazer novas informagées e aprofundar as ja existentes
sobre os tipos e evolugédo dos tumores, bem como os graus de estadiamento da doenca, de modo a
identificar o tipo histoldgico mais prevalente no Maranhzo, e buscar entender determinantes na origem e
evolugao dessa patologia. Assim, os dados obtidos poderao subsidiar pesquisas em busca de marcadores
diagnosticos, prognésticos e novas moléculas terapéuticas para essa patologia. Para a anélise estatistica,
os dados ser&o analisados utilizando o programa Bioestat 5.0.As variavéis quantitativas serdo analisadas
atraveés de frequéncias e porcentagens. Os dados epidemiolégicos serdo analisados EPINFO. Para as
demais analises serdo usados testes paramétricos sendo considerado o nivel de significancia quando
p<0,05. Fonte de financiamento: FUNDACAO DE AMPARO A PESQUISA E AO DESENVOLVIMENTO
CIENTIFICO E TECNOLOGICO DO MARANHAO (FAPEMA). Equipe executora: Prof. Dr. Gyl Eanes Barros
Silva (pesquisador responsavel), Profe. Dr2. Silma Regina Ferreira Pereira, Prof. Dr. José de Ribamar
Calixto, Leudivan Ribeiro, Msc. Fabio Franga Silva, Mestre, Msc. Jaqueline Diniz Pinho, Hugo Eduardo
Azevedo.

Objetivo da Pesquisa:

Primario:

Estudar as caracteristicas clinicas, epidemiologicas, evolutivas, histologicas e o perfil imunoistoquimico do
cancer de pénis no estado do Maranhao.

Secundarios:

-Correlacionar a expresséo da Ciclina D1 com as variantes histolégicas do Carcinoma de Pénis:

-ldentificar a presenca de infecgéo por HPV, através dos marcadores tumorais p16 e p53;
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-Avaliar a expressao da proteina Ciclina D1 no Carcinoma de Pénis através da técnica de imunoistoquimica;
Correlacionar a expresséo de Ciclina D1 com as caracteristicas clinicas e histopatologicas da amostra
estudada;

+Verificar o papel da Ciclina D1 como marcador prognéstico no Carcinoma de Pénis;

«Avaliar a expressdo de Ciclina D1 entre os casos HPV + (p16 e p53 positivos) e HPV - (p16 e p53
negativos);

-In{/estigar se a da expressdo Ciclina D1, p16 e p53,isoladamente ou em conjunto, pode ser um marcador
de metastase linfonodal;

-Correlacionar o indice de proliferacdo celular (Ki-67) com fatores prognésticos classicos e com
desenvolvimente de metastase linfonodal;

«Implantagéo do primeiro ambulatério de referéncia do carcinoma de pénis do Brasil, no estado do
Maranhdo;

-Garantir acompanhamento ambulatorial adequado ao paciente acometido pelo cancer de pénis, por meio
da atencdo médica especializada e periddica;

-Rastrear, através de busca ativa no interior do.estado, de possiveis casos de carcinoma de pénis e trazé-
los ao ambulatorio de referéncia para atendimento e tratamento especializado;

Alertar a populagdo maranhense quanto ao cancer de pénis, fatores de risco e suas complicagoes, por
meio de agdes educativas. )
-Atender e tratar novos casos que surjam durante o periodo de realizagdo do deste projeto, sejam eles
oriundos do ambulatério de referéncia ou da busca ativa no interior do estado;

Coletar material a fresco desses novos casos para posterior estudos genéticos e moleculares;

-Divulgar os resultados obtidos pelo referido projeto em congressos, revistas cientificas e/ou outros meios
cientificos, visando expandir o debate sobre o tema e consequentemente, possibilitar 0 aumento das agdes
de prevengao de tal patologia e do acompanhamento adequado do paciente acometido.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Segundo os pesquisadores, este projeto confere riscos minimos aos pacientes, uma vez que ndo sera
realizada nenhuma intervencéo direta ou indireta para fins exclusivos desta pesquisa, mas somente aquelas
previstas para o diagnostico e tratamento dos sujeitos da pesquisa. As amostras biologicas a serem
utilizadas serdo provenientes de procedimentos cirdrgicos prescritos para os casos com diagnéstico clinico e
anatomopatologico de cancer de pénis. A coleta dos fragmentos de tumor n&o implicara em riscos adicionais
no tratamento ou na cirurgia, e nem tampouco, em
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aumento no tempo de operagéo ou extensdo da mesma. Sob o aspecto emocional, os pacientes serdo
informados pela equipe médica, que sua participagcdo na pesquisa ndo ter4 nenhuma influéncia sobre seu
tratamento, de modo que eles devem se sentir livres para escolher entre participar ou néo da pesquisa.
Assim, € garantida a continuidade do acompanhamento, tratamento, assisténcia integral e orientaczo dos
pacientes independentemente destes concordarem ou n&o em participar da pesquisa. Além disso, caso o
paciente se sentir constrangido no momento da coleta a equipe médica sempre estara a disposi¢cdo para
que o participante se sinta a vontade. Considerando que o risco relaciona-se & quebra da confidencialidade,
os pesquisadores se comprometem a manter sigilo das informacgdes e guardar as mesmas em local seguro,
de modo que, somente os pesquisadores ou o paciente terdo acesso a estas informagdes. No que se refere
aos beneficios, este trabalho devera produzir resultados que n&o beneficiardo diretamente o sujeito da
pesquisa, mas contribuird para produgéo de conhecimento sobre a patologia para futuras investigagdes
sobre possiveis marcadores de diagnostico e prognostico, o que muito contribuira para o monitoramento e
controle do cancer peniano na populagdo. Os resultados obtidos nesta pesquisa serdo comparados aos ja

existentes na literatura cientifica.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

Trabalho relevante, pois pretende estudar as caracteristicas clinicas, epidemiolégicas, evolutivas,
histologicas e o perfil imunoistoquimico do cancer de pénis no Estado do Maranh3o. Os resultados
permitir&o conhecer o perfil epidemiolégico dos pacientes com cancer de pénis no Maranhao; conscientizar
a populagéo sobre a importancia do autocuidado e do risco que o céncer de pénis representa; capacitar
recursos humanos para realizac&o de pesquisa cientifica de modo a implementar agées de prevengao,
diagnostico e tratamento de cancer peniano; além de caracterizar a via das ciclinas nos tumores penianos,
relacionados ou ndo ao HPV, o que podera ser utilizado como estratégia para o desenvolvimento de
marcadores biol6gicos diagndsticos ou progndsticos mais precoces e especificos, evitando terapéuticas
altamente mutilantes e com drasticas repercussdes nas relagdes sociais e familiares dos pacientes. A
metodologia esta de acordo a que se propde a pesquisa. A programagéo para o inicio da coleta de dados é
posterior a avaliagdo do CEP/HUUFMA (junho a outubro/2015). O estudo apresenta riscos minimos aos
pacientes, uma vez que, néo sera realizada nenhuma intervengéo direta ou indireta para fins exclusivos
desta pesquisa, mas somente aquelas previstas para o diagnéstico e tratamento dos sujeitos da pesquisa;
em relagéo a quebra da confidencialidade, os pesquisadores se comprometem a manter sigilo das
informagdes e guardar as mesmas em local seguro, de modo que, somente os pesquisadores ou o paciente
terdo acesso a estas informacgdes. Quanto aos
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)

beneficios apresentados pelo pesquisador, os mesmos sdo indiretos, e estdo relacionados ao
acompanhamento futuro dos pacientes.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatéria:

O protocolo cumpre com as exigéncias da Resolugdo CNS/MS n° 466/12 em relagdo aos "Termos de
Apresentagao Obrigatdria”: Folha de rosto, Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), Projeto de
pesquisa original na integra, Declaragdo de compromisso em anexar os resultados na Plataforma Brasil
garantindo o sigilo, Orgamento financeiro detalhado e Autorizagio do Gestor para a realizagdo da coleta de
dados.

Recomendagoes:

Apbs o término da pesquisa o CEP-HUUFMA solicita que se possivel os resultados do estudo sejam
devolvidos aos participantes da pesquisa ou a instituicdo que autorizou a coleta de dados de forma
anonimizada.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

O presente protocolo atende as exigéncias da resolugio CNS/MS n° 466/12 e suas complementares,
estando APTO para a sua realizagao.

Situacédo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

Consideragodes Finais a critério do CEP:

O Comité de Etica em Pesquisa—CEP-HUUFMA, de acordo com as atribuigées definidas na Resolugdo CNS
n°.466/2012 e Norma Operacional n°. 001 de 2013 do CNS, manifesta-se pela APROVACAO do projeto de
pesquisa proposto.

Eventuais modificagSes ao protocolo devem ser inseridas a plataforma por meio de emendas de forma clara
e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Relatérios parcial e final
devem ser apresentados ao CEP, inicialmente ap6s a coleta de dados e ao término do estudo.
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?s/sinado por:
Rita da Gragd Carvalhal Frazdo Corréa
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(Coordenador)
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APENDICE A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA
LABORATORIO DE IMUNOFLUORESCENCIA E MICROSCOPIA

ELETRONICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

INFORMACOES PARA OS PACIENTES, RESPONSAVEIS E FAMILIARES

Voce estd sendo convidado a participar voluntariamente do projeto de pesquisa ANALISE
CLINICO-EPIDEMIOLOGICA, HISTOLOGICA E IMUNOHISTOQUIMICA DO
CANCER PENIANO NO ESTADO MARANHAO.

Leia atentamente as informacdes a seguir antes de dar o seu consentimento. No caso de ndo
entender bem peca mais esclarecimento e s6 assine apds ter certeza de ter esclarecido todas as suas
duvidas.

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS DO ESTUDO

O aparecimento de tumor no pénis € um fato ndo muito raro no Estado do Maranhao. Isso pode
acontecer por diferentes motivos. Esta pesquisa tem como principal objetivo estudar as possiveis
causas para o surgimento dessa doencga, principalmente os aspectos relacionados com a presenga
do virus HPV e alteracdes no tecido.

De que forma posso auxiliar neste estudo?

Vocé pode auxiliar autorizando que o material resultante da cirurgia para remog¢ao do tumor e os
resultados dos exames possam ser utilizados nesta pesquisa.

Quais os ricos e limites que podem ser encontrados nos exames?

O paciente ndo terd nenhum risco a mais, pois todo o procedimento cirirgico serd realizado
conforme a prescri¢do médica.

Os resultados obtidos para essa pesquisa sdo absolutamente confidenciais, portanto, serdo
comunicados somente a pessoa ou responsavel e ao profissional médico que acompanha o paciente.
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A comunicacdo dos resultados a terceiros s6 poderd ser realizada mediante autoriza¢do do
interessado.

E raro, mas € possivel, que por problemas técnicos, o exame forneca resultados inconclusivos.
Como sera feita esta pesquisa?

As pessoas serdo convidadas a participar da pesquisa. Receberdo uma copia deste documento que
deverd ser lido, entendido e assinado. Os participantes serdo atendidos pelo médico que fard
algumas perguntas, examinard o paciente e, se necessdrio, poderd solicitar alguns exames
complementares.

Quais os beneficios e maleficios deste estudo?

N3o haverd nenhuma vantagem direta, tal como remuneracdo de qualquer ordem, com a
participacao neste estudo, porém, os resultados poderdo ajudar a entender o porque e de que forma
a doenca apareceu e contribuird futuramente para a melhoria do diagnodstico e tratamento dessa
patologia.

O que vai ser feito com o material e os dados coletados de cada paciente?

O material e a ficha-protocolo com resultados dos exames dos pacientes serdo armazenados
no Laboratério de Imunofluorescéncia e Microscopia Eletronica -HUUFMA - Universidade
Federal do Maranhdo (UFMA). As amostras serdo registradas por numeros, para evitar
identificacdo dos pacientes. A identificagdo dos pacientes serd mantida em sigilo absoluto e estara
sob a guarda dos pesquisadores responsaveis.

A pessoa ou responsével legal poderd escolher entre ser informado ou ndo dos resultados do estudo;
aqueles que se interessar em saber sobre os resultados obtidos com o presente estudo serdo
orientados pela coordenadora geral do Prof. Dr. Gyl Eanes barros Silva (professor do Departamento
de Patologia da Universidade Federal do Maranhao), podendo ser contactado no Laboratério de
Imunofluorescéncia e Microscopia Eletronica — LIME — HUUFMA , no enderego: Av. Rua Barao
de Itapary, n° 227, Centro - Sao Luis-MA. CEP: 65020-070. Os pacientes que ndo concordarem
em participar da pesquisa nao terdo nenhum prejuizo sobre seu tratamento.

Declaro que fui devidamente esclarecido sobre a pesquisa da qual estou sendo convidado a
participar, e que CONCORDO, voluntariamente, em participar do referido trabalho.

Sao Luis, de de 20

NOME POR EXTENSO/RG Assinatura
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APENDICE B — ENTREVISTA ESTUDO DE CANCER DE PENIS NO MARANHAO

ESTUDO DE CANCER DE PENIS NO MARANHAO

Pesquisador

1) Nimero da peca

2) Instituicao

3) Telefone

4) Endereco

5) Nome

6) Idade

7) Sitio(s) anatomico(s)
do tumor

8) Tamanho do tumor

9) Niimero de seccoes

10) Nivel anatomico da
invasao

11) Espessura do tumor
12) Tipo histolégico

13) Grau histolégico
14) Invasao vascular
15) Invasao perineural
16) Margens cirurgicas
17) Neoplasia peniana

18) Liquen escleroso

19) Residéncia
20)
educacional
21) Renda familiar

Formacao

22) Tabagismo

23) Caracteristicas do
prepucio

24) Verruga genital
25) Higiene genital
26) Historia de DST

27) Historia sexual

28) Pratica de zoofilia

PROF. DR. GYL EANES BARROS SILVA

Data
CARACTERISTICAS PATOLOGICAS

a) Glande b) Sulco coronal ¢) Prepucio

Tcm

Glande a) ) Lﬁmina b) ' Corpo  ¢) ) Tdnica = d) Corpo
prépria esponjoso albuginea Cavernoso

Prepicio a) Lamina prépria b) Dartos c) Pele

(Em mm)

(Conforme OMS)

I 1I 111

Nao

Nao

a) Uretra ou periuretral b) Pele ¢) Fascia d) Corpo cavernoso

a) Diferenciada b) Verrucosa, basiloide, basiloide-verrucosa
a) Em tecidos adjacentes ao b) Em tecidos adjacentes ao cancer

¢) Outra

¢) No pénis

pénis invasivo
CARACTERISTICAS SOCIOECONOMICAS
a) Urbana b) Suburbana ¢) Rural
a) Nenhuma b) Primaria ¢) Secundaria d) Terciaria

a) menor que salario minimo
CARACTERISTICAS CLINICAS
a) Nega

b) maior que um saldrio minimo

b.1) Idade de inicio
b.2) Idade de término
b.3) N° de cigarros/dia

b) Refere

a) Prepucio longo
b) Histéria de fimose

¢) Circuncisdo prévia Idade:
a) Refere b) Nega

a) Pobre/moderada b) Boa

a) Refere b) Nega

a) Idade do primeiro coito:

b.1) Menor que 6
b.2) Entre 6 e 10
b.3) Maior que 10
b) Nega

b) N° de parceiras sexuais

a) Refere
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RESUMO

Introducao: A infeccdo pelo HPV € descrita na literatura em 30-50% dos casos de cancer de pénis.

A expressdo imunohistoquimica de p16™NK4

€ utilizada como indicativo da presenca de HPV e
marcador prognostico para carcinomas escamosos de vdrios sitios. No entanto, seu papel no
carcinoma de pénis ainda nao est4 totalmente elucidado. O objetivo do estudo foi analisar, de forma

6INK4a

prospectiva, se a expressao de pl estd associada a presenca de HPV e parametros histolégicos

no cancer de pénis.

Métodos: Estudo prospectivo realizado no periodo de 2014 a 2016 com 55 casos de pacientes com
carcinoma pénis. Foi realizada a detec¢io do DNA HPV por PCR em tecido tumoral a fresco e a
imunohistoquimica para andlise da proteina p16™%% em tecido parafinado. A avaliacio de

parametros histolégicos foi realizada apds inclusdo total do tecido tumoral.

Resultados: O DNA HPV (genétipos de baixo risco e alto risco) foi encontrado em 49 (89,1%)

casos, sendo 46 (83,6%) HR-HPV. Dos 22 casos pl6™K* positivo, o DNA HR-HPV esteve

6INK4a

presente em 21 (95,5%) deles (p = 0,032). Em relacdo a parametros histolégicos, a pl eo

HR-HPV foram significativamente associados apenas ao subtipo do tumor (p = 0,036 e p=0,032,
respectivamente), sendo que todos os carcinomas com caracteristicas basaléides foram p16™VK4

positivo.

Conclusoes: Utilizando amostra de tecido a fresco, a nossa casuistica mostrou a mais alta
incidéncia de HPV da literatura. A expressio da proteina p16™ 4 foi significativamente associada
a presenca do virus HPV de alto risco oncogénico e pode servir como marcador da presenca desse

6INK4a

virus. A proteina pl nao foi associada aos parametros prognésticos histolégicos, exceto ao

subtipo do tumor.

Palavras-chave: Papillomaviridae; Neoplasias Penianas; p1 6™k,
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ABSTRACT

Introduction: Infection by HPV is described in the literature in 30-50% of cases of penile cancer.

The immunohistochemical of p16™K#

is used as an indication of the presence of HPV and
prognostic marker for squamous carcinomas various sites. However, its role in penile carcinoma
has not yet been completely elucidated. The aim of the study was to prospectively analyze whether
the expression of p16INK4a is associated with the presence of HPV and histological parameters in
penile cancer.

Method: A prospective study was conducted in the period 2014 to 2016 with 55 cases of patients
with penile carcinoma. HPV DNA was detected by PCR in fresh tumor tissue and
immunohistochemistry for analysis of pl6INK4a protein in paraffin waxed tissue. The evaluation
of histological parameters was performed after total inclusion of the tumor tissue.

Results: HPV DNA (low-risk and high-risk genotypes) was found in 49 (89.1%) cases, 46 (83.6%)
HR-HPV. Of the 22 p16INK4a positive cases, HR-HPV DNA was present in 21 (95.5%) of them
(p = 0.032). Regarding histological parameters, pl6INK4a and HR-HPV were significantly
associated only with the tumor subtype (p = 0.036 and p = 0.032, respectively), being that, all
carcinomas with basaloid characteristics were positive pl6INK4a.

Conclusion: Using a fresh tissue sample, our sample showed the highest incidence of HPV in the
literature. Expression of the pl6INK4a protein was significantly associated with the presence of
high oncogenic HPV virus and may serve as a marker for the presence of this virus. The p16INK4a
protein was not associated with the histological prognostic parameters, except for the tumor

subtype.

Keywords: Papillomaviridae; Penile Neoplasms; p16INK4a.
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Introducao

O cancer de pénis (CP) € considerado uma neoplasia rara em paises desenvolvidos [1, 2].
Entretanto, nos paises em desenvolvimento da Asia, Africa e América do Sul é considerado um
problema de satide publica [3-5]. Dados nossos ainda nio publicados, demostram que a regido
nordeste do Brasil, particularmente o Estado do Maranhdo, apresenta a maior incidéncia de CP ja

registrada no mundo.

Dentre os diversos fatores de risco para o desenvolvimento do CP, a infec¢do pelo
Papiloma Virus Humano (HPV) € apontada na literatura como um dos fatores mais associados. A
incidéncia de infec¢@o pelo HPV em carcinoma peniano varia de 30% a 50% [6-10], principalmente
os subtipos de alto risco oncogénico [6, 11-13]. Entretanto, os mecanismos biomoleculares da
associacdo do HPV com o CP ndo estdo totalmente elucidados. Acredita-se que sejam semelhantes
aos que acontecem no carcinoma de colo uterino e vulva, onde as proteinas virais E6 e E7 se ligam
e inativam produtos de genes supressores de tumores como proteina pS3 e proteina do
retinoblastoma (pRb), ambos responsdveis pelo controle negativo da proliferacio celular [14, 15].
A proteina E7 inibe a atividade da pRb deixando o fator de transcricao E2F livre desencadeando o
processo de replicacdo do acido desoxirribonucleico (DNA), resultando em uma superexpressao

6IN K4a

de proteina p1 por feedback negativo nas células infectadas [16, 17].

A expressdo imunohistoquimica de pl6™¥* ¢ frequentemente utilizada como marcador
substituto para presenga de HPV de alto risco oncogénico (HR-HPV) em neoplasias cervicais e
carcinoma de células escamosas em outros o6rgaos [18-20]. Ela também tem sido utilizada para
auxiliar no diagndstico de lesdes intra-epiteliais escamosas de alto grau, para prever a progressao
ou regressdo da neoplasia intra-epitelial cervical de baixo grau e como marcador de melhor
sobrevivéncia especifica no cancer (CSS) [21-25]. Entretanto, sabe-se pouco a respeito da

61N K4a

associacdo da infeccdo por HPV com a expressdo de pl em pacientes com CP. Assim, o

objetivo do presente estudo foi analisar, pela primeira vez de forma prospectiva, se ha associacdo

6INK4a

entre a expressao da proteina P1 com: 1) Parametros histol6gicos presentes em tumores que

foram totalmente incluidos em parafina; 2) a presenca do HPV em pacientes com cancer de pénis.
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MATERIAIS E METODOS

Trata-se de estudo prospectivo, onde foram analisados 55 casos de pacientes que
apresentaram diagnéstico de Carcinoma de Pénis, todos comprovados por diagndstico
anatomopatoldgico e submetidos a procedimento cirdrgico no Hospital Universitdrio Presidente

Dutra ou no Instituto Maranhense de Oncologia Aldenora Belo no periodo 2014 a 2016.

Os dados foram coletados a partir de entrevista com os pacientes, da anélise dos laudos
histopatolégicos e da revisdo dos prontudrios dos pacientes com diagndstico de Carcinoma de
Pénis. Também foram selecionadas amostras de tecidos tumorais emblocados em parafina para
realizacdo da técnica de imunohistoquimica e tumor a fresco para técnica de Reacao em Cadeia da

Polimeraze (PCR).
Identificacao histologica do HPV e outros parametros histologicos

O diagnéstico histolégico do HPV foi definido pela presenca de coilocitose, sendo trés
critérios obrigatorios: a) halo perinuclear;b) atipia nuclear; c¢) binucleacdo (Figura 01). Para
aumentar fidedignidade dos parametros histolégicos, € protocolo do nosso servigo a inclusio
completa da penectomia (incluindo prepucio), exceto nos casos com mais de 50 cassetes. O exame
macroscOpico e a avaliacdo histopatologica foi realizada por uropatologista com 15 anos de
experiéncia (GEBS), o qual revisou todas as laminas e desconhecia o resultado molecular da
pesquisa do HPV. E para classificar o estadiamento tumoral foi utilizado a 7th edition of the

American Joint Committee on Cancer (AJCC) Cancer Staging Manual [26].

Analise Molecular do HPV

Para qualificar as amostras de CP quanto a presenca ou auséncia de DNA de Papiloma
Virus Humano (HPV) inicialmente foi realizado a extracdo de DNA com fenol-cloroférmio, de
acordo com o protocolo de Sambrook et al. (1989) [27]. Posteriormente foi realizado a reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) em duas etapas, do tipo nested. Na primeira PCR foi utilizado um

conjunto de primers genérico denominados PGMY09/11, descrito por Gravitt et al. (2000) [28]
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que produz um fragmento de 450pb daregido L1 do HPV. Nasegunda PCR foi utilizado o primer
GP5+/6+ JACOBS et al., 1997) [29], gerando ampliconde 170pb, o qual também ¢&
correspondente a regido L1 do capsideo viral. E foi utilizado como controle um pool de celulas
hela positivas para HPV 16. Os amplicons foram separados em gel de agarose a 1,5%, e submetidos

a uma tensdo constante de 90V por 40 min.

Figura 1: Histopatoldgico do tecido de pénis do paciente, corado por Hematoxilina-Eosina. A presencga

de coilocitose estd indicada pela seta. Aumento de 1000x.

Para amostras positivas para presenga do virus HPV foi realizada a genotipagem do HPV a
partir da reacdo de sequenciamento com o Kit ET Dye Terminator Cycle Sequencing, de acordo

com o protocolo sugerido pelo fabricante.
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Imunohistoquimica para a expressio da p16"™NK4a

A imunohistoquimica para expressio da p1 6™¥4 foj realizada de acordo com o protocolo
do fabricante utilizando um anticorpo primdrio monoclonal de rato p16™%* Clone G175-405 (Zeta,
Arcadia, CA, USA) diluido numa propor¢ao de 1:75uc. A avaliagao da lamina e aquisicao das
imagens foram feitas usando microscépio Optico Zeiss (AxioCam MRC) e software de aquisi¢ao
de imagem (Zen 2012). Para definicio dos padrdes de expressio da pl6™&4 foi utilizada uma
adaptacao da classifica¢do do Cubilla ez al. (2011) [6], onde foi excluida a por¢do mais superficial
do epitélio e utilizada a topografia de coloracdo (nuclear e citoplasmatica), assim foram
encontrados 4 padrdes de expressdo de p16™%* e foram categorizados como segue: Padrio 0,
auséncia completa de coloracdo em todas as células neopldsicas; Padrao 1, coloracdo individual
manchada, irregular e descontinua em algumas das células neopldsicas; Padrdo 2, um padrdo de
coloragcdo mais extenso, embora descontinuo, com pequenos aglomerados de células neoplésicas
positivas; E padrao 3, coloracdo citoplasmatica e nuclear continua e completa em todas as células
neopldsicas. Sendo que apenas o padrdo 3 foi considerado positivo para expressio de pl16TK#

(Figura 2).
Analise estatistica

Os dados foram tabulados no Excel (Microsoft Office 2013) e analisados no SPSS V22.
Foi realizado andlise de frequéncia relativa e absoluta para verificar a distribui¢do das varidveis
categéricas. Para andlise da normalidade das varidveis quantitativas foi usado o teste de
Kolmogorov-Smirnov, estas varidveis foram descritas na forma de média e desvio padrdao. A
associacdo entre 0 HR- HPV e os pardmetros histolégicos com expressdo da proteina p16™K42 e
deu pela aplicacdo do teste Qui-quadrado de Pearson. Foi considerado como nivel de significancia

op=<0,05
Aspectos éticos

O estudo foi aprovado pela Comissdo Cientifica — COMIC - HUUFMA com o parecer n°
2457/2014-60 e pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Universitdrio/CEP-HUUFMA com

parecer de aprovacdo de nimero: 1.093.435.
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Figura 2: Padrdes de expressdo de pl6 em carcinomas penianos. A, Padrdo 0: Negatividade em todas as
células neopldsicas. B, Padrio 1: células coradas isoladas. C, Padrdo 2: mancha presente em algumas ou
mesmo na maioria. D, Padrdo 3: positividade em todas as células neopldsicas. Apenas o padrdo 3 foi
considerado para positividade de p16.

Resultados

Caracteristicas clinico-patoldgicas

Foram analisados 55 casos de pacientes diagnosticados com céincer de pénis, tendo na data
da intervengdo cirirgica média de idade de 61+17,87 anos. Dentre os pacientes, 44 (80%) eram
casados ou em unido estavel, 26 (47,3%) lavradores, 50 (90,9%) com baixo grau de escolaridade e

29 (52,7%) tabagistas. E a fimose esteve presente em 40 (72,7%) casos.



77

Dentre os casos, 28 (50,9%) sao dos subtipos de cancer que estdo associados com a presenga
do HPV, o carcinoma condilomatoso, basaléide ou misto com componentes condilomatoso ou
basaléide. O estadiamento patolégico com maior potencial metastatico (estdgio de pT1b a pT3) foi
observado em 44 (80%) casos e 42 (76,4%) foram classificados como tumores de baixo grau
histolégico (GI-II). O estadiamento clinico mostrou que 46 (83,6%) casos tinham estidgio maior ou
igual a 2. As invasdes, perineural e linfética, estiveram presentes em 19 (34,5%) e 16 (29,1%)
casos, respectivamente. Na avaliacdo histolégica a presenca de coilocitose foi observada em 41

(74,5%) casos (Descri¢do mais detalhada das caracteristicas histoldgicas estdo descritos na tabela

1).
Genotipagem do HPV

O DNA do virus HPV esteve presente em 49 (89,1%) casos, dos quais 46 (83,6%) foram
classificados como HR-HPV e 3 (5,5%) como HPV de baixo risco oncogénico (LR-HPV) (Tabela
2). A subtipagem genOmica apds a extracdo do DNA confirmou a presenca do HR-HPV, o HPV-
16, em 33 (60%) casos, sendo a maioria infeccoes monoviricas. Dentre os casos LR-HPV foram

encontrados o HPV-11, HPV-6 e HPV-30.

Proteina p16™k42 ¢ HPV

A distribuicdo dos padrdes de expressdo da proteina p16™K4? est4 listada na tabela 3. Os
resultados mostraram que 33 (60%) casos foram negativos para positividade da protefna p16™k+
e 22 (40%) positivos. Dentre os casos pl6™K4 positivos, 11 (50%) eram de carcinoma usual e os
outros 11 (50%) eram basaldide, condilomatoso ou misto com componente condilomatoso ou
basaléide. E o DNA HR-HPV esteve presente em 21 (95,5%) casos p16™%4 positivo. Dentre os

casos LH-HPV, apenas um foi considerado p16™%4 positivo.



Tabela 1: Distribuicao das caracteristicas histoldgicas e ao status da infec¢cdo do HPV.

N 55
N %o

Tipo histologico Carcinoma epiderméide 55 100%
Usual 26 47.3%

Condilomatoso 16 29,1%

Subtipo do tumor Basaloide 4 7,3%
Misto* 9 16,3%

<0,5 cm 1 1,9 %

0,6 —2cm 7 12,7 %

Tamanho do tumor 2,1 -5,0cm 34 61,8 %
>5,1 cm 13 23,6 %

Estédgio 1 9 16,4 %
Estagio 2 30 54,5 %

Estédgio 3 2 3,6 %

Estagio 3° 5 9,1 %

Estagio 3b 4 7,3 %

Estagio 4 5 9.1 %

Estagio clinico

Grau 1 8 14,6 %

Grau II 34 61,8 %

Grau do tumor Grau III 12 21,8 %
Grau X 1 1,8 %

Invasio perineural Presente 19 34,5 %
Ausente 36 65,5 %

Invasao linfatica Presente 16 29,1 %
Ausente 39 70,9%

Fimose Presente 40 72,3%
Ausente 15 27,3%

Coilocitose Presente 41 74,5 %
Ausente 14 25,5 %

Linfadenectomia Presente 17 30,9 %
Ausente 38 69,1 %

N: frequéncia absoluta; %: frequéncia relativa; *Misto: 2 usual e basaldide, 6 usual e condilomatoso, 1 usual e

VErrucoso
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Tabela 2: Infeccdo pelo virus HPV.

N 55
N %
DNA HPV HPYV Positivo 49 89,1 %
HPV Negativo 6 10,9 %
Genétipo HPV HR-HPV 46 83,6 %
LR-HPV 3 5.5 %

N: frequéncia absoluta; %: frequéncia relativa; DNA: 4cido desoxirribonucleico; HPV: papiloma virus humano;
HPV: papiloma virus humano; HR-HPV: HPV de alto risco oncogénico; LR-HPV: HPV de baixo risco oncogénico.

Associacio da expressio da p16™¥4a com as caracteristicas histolégicas e a infecgiio pelo

HPYV de alto risco oncogénico

Excluindo os casos LR-HPV das anélises e considerando as caracteristicas histopatoldgicas
do carcinoma de pénis, houve associacdo da positividade da proteina p16™¥4? com o subtipo do
tumor (p = 0,036), sendo que 100% dos carcinomas basaldides ou misto com caracteristicas
basaléides foram p16™%4 positivos. Quando os carcinomas basaléides ou misto com caracteristicas
basaléides foram excluidos das andlises a associacdo com a superexpressdo da protefna pl16TK4
foi perdida. Em relacdo as outras caracteristicas histolégicas dos tumores, estas nao foram

significativamente associadas a p16™%4 (Para mais detalhes vide tabela 4).

Tabela 3: Distribuicdo dos padrdes de coloraciio da protefna p16™K4%,
N 55
Padrao de expressao N %0
0 5 9,1 %
1 6 10,9 %
P16 2 22 40 %
3 22 40 %

P16: Proteina p16™X4; N: Frequéncia absoluta; %: Frequéncia relativa. Padrido de expressdo da pl16™k4a: (0 —
auséncia de imunocoloragdo; 1 - imunocoloracdo manchada, irregular e descontinua; 2 - imunocolora¢do mais
extensa, descontinua, pequenos aglomerados; 3 — coloragdo citoplasmatica e nuclear continua e completa.
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Quanto a associagdo do status da infeccdo pelo virus HPV e a positividade da pl16™K4
podemos observar na tabela 4 que houve associacéo significativa entre a pl6™%% ¢ a presenca do
DNA HPV (p =0,034), e com relacio ao DNA HR-HPV, também houve associagdo significativa
com a pl6™&4% (p = 0,034), sendo 21/46 casos de HR-HPV apresentando positividade para
pleNKda,

Tabela 4: Associacio da proteina p16™%44 a5 caracteristicas histolégicas e ao status da infec¢io
pelo HR-HPV.
N 55
P16 + P16 - Valor de p*
Subtipo do tumor
Basal6ide 4 0
Condilomatoso 3 12
Misto 4 5 0,036
Usual 10 14
Tamanho do tumor
<2cm 2 6
>2cm 19 25 0,335
Estagio clinico
Estagio 1 3 6
Estdgio 2 a 4 18 25 0,635
Fimose
Presente 15 22 0,971
Ausente 6 9
Grau histolégico
Grau X - I 3 5
Grau II - IIT 18 26 0,857
Invasao linfatica
Presente 3 11
Ausente 18 20 0,091
Invasao perineural
Presente 4 12 0.132

Ausente 17 19
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Linfadenectomia
Sim 5 12
Nao 17 21 0,284
DNA HPV
HPV + 22 27
HPV - 0 6 0,034
Genoétipo HPV
HR-HPV 21 25
Sem HPV 0 6 0,032

HPV: Papiloma Virus Humano; HR-HPV: HPV de alto risco oncogénico; P16 +: superexpressdo da proteina
pl6™K4a: p16-: auséncia de superexpressdo da proteina pl16™K4; DNA: 4cido desoxirribonucleico; HPV +:
presenca do DNA HPV; HPV -: auséncia do DNA HPV; *: Grau de significancia das associac¢des realizados pelo
teste de Qui-quadrado de Pearson.

Discussao

A proteina p16™¥4 est4 sendo usada como marcador alternativo do HR-HPV no carcinoma
cervical e em outros carcinomas. Alguns estudos mostram que a superexpressdo da proteina

6INK4a

pl no CP esta relacionada com a infec¢ao pelo HPV [6, 7]. Por outro lado, temos estudos que

ndo encontraram tal relacao [30, 31]. Assim o objetivo deste estudo foi analisar, pela primeira vez

de forma prospectiva, se h4 associacdo entre a expressdo da proteina p16™NK+

com 0s parametros
histolégicos e com a presenga do HPV em pacientes com cancer de pénis. Para isso, diferentemente
dos trabalhos anteriores, a técnica de PCR foi realizada em material a fresco ao invés de parafinado
e a imunohistoquimica nao utilizou cortes de microarranjo tecidual (tissue microarry - TMA), o

que possibilitou maior amostragem tumoral.

Neste estudo, o DNA HPV foi detectado por PCR em 89,1% dos casos, o que do nosso
conhecimento € o indice mais alto de HPV j4 detectado em cancer de pénis, pois os dados da
literatura mostram que apenas de 30% a 50% dos canceres de pénis apresentam evidéncia de
infeccdo por HPV [6, 8-10, 32]. Esse elevado indice pode ser explicado devido a termos utilizado
tumor a fresco e ndo parafinado, pois segundo Iftner e Villa, amostras incluidas em parafina sao
mais dificeis de serem analisadas devido ao estado de degradacdo do DNA que é maior quando

comparado ao DNA de amostras frescas, nas quais o DNA se encontra mais integro [33].
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Provavelmente o indice de casos associados ao HPV deve ser maior do que o ja descrito na
literatura, reforcando o papel da infec¢do viral na patogénese da lesdo. O HR-HPV esteve presente
em 93,9% desses casos, o que é concordante com os resultados de outras pesquisas sobre o
carcinoma peniano [6-8]. E de acordo com os resultados de um estudo realizado com 127 pacientes
com cancer de pénis a presenca da infec¢do pelo HPV estd relacionada a uma melhor sobrevida
[34]. No nosso estudo, o HPV nio esteve associado a nenhum parametro progndstico histolégico,
exceto com o subtipo histolégico do tumor, mais precisamente com o basaléide onde os 6 (100%)
casos foram HPV de alto risco oncogénico. J4 o estudo de Steinestel el al., ndo encontrou
associacdo significativa com o subtipo basaldide [9, 35]. Segundo estudo de Ferrandiz-Pulido et.
al., os carcinomas de pénis usuais relacionados ao HR-HPV positivos parecem ter melhor
progndstico em comparacdo aos relacionados com HR-HPV negativo [7]. Da nossa de amostra de
carcinomas usuais, 19 (70,4%) casos apresentaram o HR-HPV e nenhuma evidencia relagdo com

fatores histologicos.

Assim como em outras neoplasias, varios parametros histolégicos tém sido associados ao
progndstico no CP, tais como: presenca do HPV, grau histolégico, espessura tumoral, embolizagdo
linfética ou venosa, subtipo do tumor, estagio clinico e envolvimento linfonodal [36-39]. Em nosso
estudo, a expressdo da proteina p1 6™k esteve associado ao subtipo do tumor, principalmente aos

basal6ides, que apresentaram 100% de expressio da p16™K4

, porém nao foi observado associac¢io
com as demais caracteristicas histologicas do tumor como tamanho, estigio clinico, grau
histologico, invasao linfatica e perineural. Um estudo com 202 casos de carcinomas invasivos de
células escamosas no pénis mostrou que a expressdo da pl6™¥4 foi preferencial em tumores com
caracteristicas morfoldgicas basaldides e que esta pode ser usada como uma ferramenta no

diagnostico diferencial dos subtipos de carcinomas de pénis [6].

De acordo com Cubilla et al., a positividade da p16™ 4t em CP est4 fortemente relacionada
com a presenca do genétipo do HPV de alto risco oncogénico, e a negatividade indicaria infeccao
por gendtipo de baixo risco oncogénico ou auséncia de DNA HPV [6]. Estudo recente em

carcinomas de pénis mostrou que a presenca de pl16™K4

e HR-HPV indica um comportamento
menos agressivo do tumor [9]. No presente estudo houve associagdo significativa entre a expressao
da p16™%% com a presenca do HR-HPV, resultado semelhante a este foi encontrado nos estudos

de Cubilla et. al. [6, 8]. Dentre os casos LH-HPV, um deles foi p16™ 4 positivo. Esse fato pode
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ser explicado pela possibilidade de uma oncogénese ndo relacionada com HPV envolvendo a via
pRb ou devido alguns gendtipos de LR-HPV serem capazes de induzir uma completa
transformacdo maligna nas células epiteliais que infectam, atuando como os de HR-HPV [6]. Outro
fato chamou atencio nos resultados: dentre os casos HR-HPV, a maioria (25/46) foi p16™K4
negativo, o que pode estar relacionado com a inativacdo do gene codificador da p16™k4 (gene
CDKN2A), pela perda da heterozigosidade ou pela hipermetilacdo do promotor. Além disso,

6INK4a

estudos com carcinomas cervicais associados ao HPV mostram méxima expressao do pl em

carcinoma in situ, € uma reducao na expressao a medida que se tornam invasivos [6, 40].

Assim como em outros estudos, tivemos limitagdes para a realizacdo desta pesquisa. Uma
das limitagdes deste estudo foi identificar qual o padrio de coloracio da pl6™K4 deve ser

considerado como ponto de corte para pl 6™ K4

ser positiva. Outra limitac¢ao foi nao ter conseguido
avaliar a sobrevida dos pacientes, pois a maioria mora em cidades localizadas nas zonas rurais

distantes da capital e, apds a cirurgia, frequentemente ndo retornam para acompanhamento médico.

Conclusoes

Nesse estudo prospectivo a expressdo da proteina pl 6™k

esteve associada a presenca do
virus HPV de alto risco oncogénico no carcinoma de pénis. Portanto, essa proteina pode servir
como marcador alternativo da presenca do virus. Mostrou também, que a proteina p16™%4 est4
associada ao subtipo basal6ide de tumor, mas ndao aos outros parametros progndsticos histolégicos.
Além disso, foi encontrada a mais alta incidéncia do virus HPV j4 registrada em céancer de pénis,
com absoluta predominancia do HPV de alto risco oncogénico, o que pode ser explicado pelo fato

do nosso trabalho ser o primeiro a utilizar amostras teciduais frescas ao invés de emblocadas em

parafina.

Listo of Abbreviations

CP: Cancer de pénis
HPV: Papiloma Virus Humano

HR-HPV: Papiloma Virus Humano de alto risco oncogénico
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pRb: Proteina do retinoblastoma

DNA: Acido desoxirribonucleico

PCR: Reacdo em Cadeia da Polimeraze

AJCC: American Joint Committee on Cancer

LR-HPV: Papiloma Virus Humano de baixo risco oncogénico

TMA: tissue microarry
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