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RESUMO

O papilomavirus humano (HPV) é o agente etiolégico de umas das infecgdes sexualmente
transmissiveis (ISTs) mais comuns. E classificado de acordo com o potencial oncogénico em
baixo risco e alto risco, os subtipos de alto risco causam lesdes que podem progredir para
carcinomas invasivos e vem sendo reconhecido como possivel agente etioldgico no carcinoma
peniano. O Brasil tem uma das maiores incidéncias de cancer de pénis do mundo. O objetivo
geral deste trabalho € associar a infec¢do do HPV com o perfil histopatolégico de carcinomas
epidermoéides penianos em pacientes do Estado do Maranhdo. Trata-se de um estudo analitico
prospectivo de 29 amostras de pacientes que foram submetidos a cirurgia de penectomia no
Instituto Maranhense de Oncologia Aldenora Bello. Dados sociodemograficos foram coletados
através de um questiondrio aplicado aos paciente, os dados clinicos e histopatoldgicos foram
coletados dos prontudrios. As amostras tumorais foram coletadas durante as cirurgias de
penectomia, e em laboratério foram realizadas as etapas de: extracdo e quantificacdo do DNA,
PCR Nested com os primers PGMY e GP+ para deteccao do HPV, visualizacdo dos produtos
amplificados, purificagdo do produto da PCR e sequenciamento automatizado. Os produtos do
sequenciamento foram decodificados através do programa BLAST. Os dados foram analisados
através do programa estatistico SPSS, o nivel de significincia foi de 5%. Foi observado que a
maioria dos homens estava na faixa etdria acima de 60 anos (69%), apresentavam unido
conjugal estavel (75,9%), renda familiar de até um saldrio minimo (75,9%), eram analfabetos
(55,2%), residiam em municipios do interior do Estado (79,3%), relataram o uso de tabaco em
algum momento da vida (62%). Em relacdo aos hébitos sexuais, 62,1% relataram nido ter
realizado circuncisio, 41,4 % a ocorréncia de DST prévia, 72,4% nunca fizeram uso de
preservativo, 48,3% tiveram o 1° coito antes dos 18 anos. A presenca de HPV foi detectada em
69% dos casos, dentre os tipos virais, 0 HPV 16 foi o mais prevalente (55,5%). Em relacdo a
lesdo, 51,7% dos casos apresentou mais de uma regido afetada, estando a glande afetada em
93,1% dos casos. O tipo de lesdo mais prevalente foi a do tipo ulceragcdo (51,7%). Dentre as
classificagdes histopatologicas, 41,4% das amostras foram classificadas no grau I da escala de
Broders, 27,7% no estagio T1 do estadiamento TNM e na classificacdo de Jackson, os estagios
I e II apresentam a mesma prevaléncia, 27,6% das amostras. Nao houve diferenca
estatisticamente significante entre as varidveis avaliadas e a presenca de HPV. A baixa
escolaridade, a baixa renda e a ndo circuncisdo foram observados no estudo com um percentual
elevado, sendo possivel correlacionar tais varidveis com o aumento no risco de
desenvolvimento do cancer de pénis. A presengca de HPV em 69% das amostras e a prevaléncias
dos subtipos de alto risco sugerem a necessidade de mais acdes de prevengao da disseminacao
desse virus na populacdo.

Palavras- chave: HPV, Cancer de Pénis, Genotipagem



ABSTRACT

Human papillomavirus (HPV) is the etiologic agent of one of the most common sexually
transmitted infections (STIs). According to the oncogenic potential, it is classified in low risk
and high risk; high risk subtypes cause lesions that may progress to invasive carcinomas and
has been recognized as a possible etiologic agent in penile carcinoma. Brazil has one of the
highest incidences of penile cancer in the world. The general objective of this work is associate
HPYV infection with the histopathological profile of squamous cell carcinomas in patients from
the State of Maranhdo. This is a prospective analytical study of 29 samples of patients who
underwent penectomy surgery at the Aldenora Bello Institute of Oncology of Maranhdo.
Sociodemographic data were collected through a questionnaire applied to the patients, clinical
and histopathological data were collected from the medical records. Tumor samples were
collected during penectomy surgeries, and the following steps were performed at the laboratory:
DNA extraction and quantification, Nested PCR with PGMY and GP + primers for HPV
detection, visualization of amplified products, purification of the PCR product and automated
sequencing. The sequencing products were decoded through the BLAST program. Data were
analyzed through the SPSS statistical program, with a 5% level of significance. It was observed
that the majority of the men were over 60 years of age (69%), had stable marital union (75.9%),
family income of up to one minimum wage (75.9%), were illiterate (55. 2%), lived in
countryside towns (79.3%), reported using tobacco at some moment in their lives (62%).
Regarding sexual habits, 62.1% reported not having performed circumcision, 41.4% had a
previous STD, 72.4% had never used a condom, 48.3% had the first intercourse before age 18.
The presence of HPV was detected in 69% of the cases, among the viral types, HPV 16 was the
most prevalent (55.5%). Regarding to lesion, 51.7% of the cases presented more than one
affected region, and the glans was affected in 93.1% of the cases. The most prevalent type of
lesion was ulceration (51.7%). Among the histopathological classifications, 41.4% of the
samples were classified in degree I of the Broders scale, 27.7% in stage T1 of the TNM staging
and according to the Jackson classification, both stages I and II presented the same prevalence,
27.6% of samples. There was no statistically significant difference between the variables
evaluated and the presence of HPV. Low education, low income and no circumcision were
highly observed in the study, being possible to correlate such variables with the increase of the
risk of penile cancer development. The presence of HPV in 69% of the samples and the
prevalence of high risk subtypes suggest the need for more actions to prevent the spread of HPV
over the population.

Keywords: HPV, Penile Cancer, Genotyping.
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1 INTRODUCAO

O papilomavirus humano (HPV) é um DNA-virus pertencente a familia Papovaviridae
— género Papillomavirus. E constituido por uma tinica molécula de DNA circular de dupla fita
com cerca de 8kb, tendo uma pequena variacdo de acordo com o gendtipo de HPV. Até o
presente ja foram reconhecidos cerca de 150 genétipos de HPV (KOVANDA et al., 2011). O
virus tem forte tropismo para tecidos epiteliais estratificados, podendo infectar mucosas ou a
pele e causar diversas patologias (CROW, 2012).

O HPV pode ser classificado de acordo com o seu potencial oncogénico. (CALMON et
al., 2011). Os virus classificados como de baixo risco estio comumente associados a lesoes
benignas como papilomas, verrugas simples e condilomas. Enquanto os virus considerados de
alto risco estdo associados a diferentes graus de lesdes escamosas intraepiteliais da cavidade
oral, do colo do utero, vagina, vulva, pénis entre outros (SILVA et al., 2003; CALMON et al.,
2011).

Os virus sdo causadores de cerca de 20% dos tumores que acometem os seres humanos
e entre estes virus, o HPV é um dos mais importantes. Estudos revelam que 30% da populagdo
mundial sexualmente ativa estd contaminada com o HPV e por ano cerca de 500 mil novos
casos sdo detectados, sendo 70% registrados em paises em desenvolvimento (CHAVES et al.,
2011). Em torno de 560.000 novos casos de tumores anualmente, no mundo, estdo associados
diretamente a este virus (CHAUX et al., 2009).

O Brasil tem uma das maiores incidéncias de cancer de pénis do mundo, a incidéncia de
casos € de 8,3 casos por 100.000 habitantes, tendo em 2009 uma estimativa de mais de 4600
casos. Em 2013 foi responsavel por 396 mortes. (INCA, 2016). O primeiro estudo
epidemioldgico realizado pela Sociedade Brasileira de Urologia em 2007 mostrou as taxas de
incidéncia do cancer de pénis invasivo no Brasil, onde o estado do Maranhao (10,66%) aparece
em 3° lugar, ficando atrds apenas de Sdo Paulo (24,26%) e Ceara (12,87%). De acordo com a
mesma sociedade, sdo realizadas cerca de 1000 amputagdes penianas por ano (COSTA, 2013).

A etiologia do cancer de pénis é considerada multifatorial, dentre os diversos fatores de
risco para o seu desenvolvimento estd a infec¢dao pelo HPV, estudos pioneiros demonstraram
relacdes incontestaveis do HPV com a sua patogénese. (DE PAULA et al., 2005). De acordo
com Wei e colaboradores (2016) o HPV € responsavel por 100% dos canceres cervicais, 90%
dos canceres de anus,70 % dos canceres de vagina e 50% dos canceres de pénis.

Na Europa Ocidental, o cancer de pénis representa 0,3 a 0,6 % dos tumores malignos,

jaem paises da Africa a incidéncia chega até 10% de todos os canceres malignos que acometem
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os homens. No Brasil, representa 2% sendo as regides Norte e Nordeste com maior prevaléncia.
Nas regides onde a incidéncia € alta os casos chegam a superam os casos de cancer de bexiga e
prostata (CHAVES et al., 2011).

Apesar dos avangos da medicina, em permitir o controle da doenca e em muitos casos a
cura, o diagndstico de cincer de pénis estd associado a alta morbidade e produz fortes
repercussdes emocionais nos pacientes, devido a propria doenca e ao tratamento mutilador em
fases mais avancadas (BARROS et al., 2009).

Por ser uma neoplasia rara em paises desenvolvidos, hd uma diminui¢do do interesse
pela doenca e uma limitagdo dos estudos relacionados a epidemiologia e aos fatores de risco
associados (FAVORITO et al., 2008). Entretanto estudos comprovam um aumento significativo
do nimero de casos de cancer de pénis no Brasil, principalmente na regido Nordeste (ZARDO
et al.,2014). A compreensdo acerca do perfil sociodemogrifico e dos habitos sexuais dos
homens acometidos pela doenca podem auxiliar no desenvolvimento de politicas publicas
voltadas para a preven¢ao da doencga.

A identificacdo da prevaléncia e da genotipagem do HPV presente nos casos
diagnosticados pode contribuir como subsidio para o desenvolvimento de outras pesquisas e
como incentivo para a extensao da vacinacao contra HPV em homens, como forma de reduzir

o cancer de pénis causado pelo virus.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Historico

Desde a Grécia Antiga sdo descritas lesdes verrucosas e papilomatosas que
comprometem a pele. No inicio do século XX foram iniciadas as pesquisas sobre o
papilomavirus (PV) e em 1933 o mesmo foi considerado como possivel agente etioldgico de
verrugas em coelho. Dois anos depois pesquisadores descreveram que as verrugas em coelhos
tinham potencial para transformacdo maligna. (LETO, 2011). Em 1949 foi observado através
de microscopia eletronica particulas de PV em verrugas humanas (STRAUSS, 1949).

Em 1950, fo1 descoberto o potencial carcinogénico do papilomavirus humano (HPV)
em pacientes com epidermodisplasia verruciforme e foi descrito pela primeira vez a sua
transmissao ao ser verificado a presenca de verrugas genitais em esposas de soldados regressos
da guerra da Coreia, onde os mesmos haviam mantido relacdes sexuais com mulheres nativas
nas quais a prevaléncia de condilomatose genital era alta (CHAVES et al., 2011).

Crawford e Crawford (1963) desvendaram a estrutura do genoma viral e Zur Hausen na
década de 70 propds a hipétese de que o HPV participava da etiologia dos canceres de colo de
utero. No inicio da década de 80 foram identificados os HPVs 16 e 18 e a relagdo dos mesmos
com o cancer cervical foi estabelecida. Em 1987, o primeiro estudo epidemioldgico sobre o

HPV e cancer cervical foi publicado (DE VILLIERS, 1987).

2.2 Epidemiologia do HPV

Atualmente a infeccdo genital pelo papilomavirus humano (HPV) acomete em torno de
30 % da populacao sexualmente ativa sendo uma das doencas sexualmente transmissiveis mais
frequentes. De acordo com a Organizacdo Mundial da Satide (OMS), uma em cada dez pessoas
estdo infectadas pelo HPV e a cada ano sdo detectados 500 mil novos casos de cancer cervical
(GIRALDO et al., 2008). Destes novos casos, aproximadamente 70% sdo observados em paises
em desenvolvimento (ZARDO et al., 2014).

Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), estima-se que no
Brasil haja de 3 a 6 milhdes de homens infectados pelo HPV. Respeitando-se as diferencas
populacionais e metodoldgicas, a prevaléncia do DNA-HPV no sexo masculino tem sido

descrita entre 3,6% e 84% (CHAVES et al., 2011). Mundialmente, estudos apontam que surjam
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por ano, 32 milhdes de novos casos de verrugas genitais, no Brasil esse ndmero estd em torno
de 19 milhdes de casos por ano (GIRALDO et al, 2008).

Estudos comprovam que a incidéncia de canceres relacionados a infec¢ao por HPV esta
aumentando. Na Escécia e Inglaterra, a incidéncia de cancer anal aumentou em
aproximadamente 100% entre os anos de 1986 e 2003. Nos Paises Baixos, na Suécia, EUA e
Austrélia, a incidéncia de cancer de amigdala relacionado ao HPV apresentou um rapido

aumento ao longo dos dltimos anos (NATUNEN et al., 2011).

2.3 Infeccao viral

Os HPVs podem ser classificados de acordo com o tropismo do virus pelo tipo de
epitélio e de acordo com o risco oncogénico. Com relacdo ao tropismo do virus pelo tipo de
epitélio os mesmos podem ser classificados em cutaneotrépicos, que sdo os tipos virais capazes
de infectar a epiderme e mucosotropicos, os tipos capazes de infectar mucosas em geral (SILVA
et al., 2003).

De acordo com o risco oncogénico, os HPVs sdo classificados em baixo risco e alto
risco (tabela 1). Os virus de baixo risco estdo comumente associados a lesdes benignas como
papilomas, verrugas simples e condilomas. Enquanto os virus considerados de alto risco estdo
associados a diferentes graus de lesdes escamosas intraepiteliais do colo do ttero, vagina, vulva

e pénis (SILVA et al., 2003).

Quadro 1 — Classificacao dos HPVs, quanto ao risco oncogénico e a natureza das lesdes virais

mais frequentes associadas.

Classificacao Tipo viral Tipo de lesao
Baixo risco 6,11,26,42,44,54,70,73 e 81 Benigna
Alto risco 16,18,31,33,35,39,45,51,52,56,58,59,66,68 Maligna

Adaptado de: SILVA et al. (2003).

Sao descritos hoje aproximadamente 150 gendtipos de HPV, dos quais 40 infectam a
mucosa genital. Os tipos 16 e 18 sao responsdveis por cerca de 70% dos casos de cancer
cervical, 50% das lesdes pré-cancerosas consideradas de alto risco e 25% das lesdes de baixo
risco (ZARDO et al., 2014).

A transmissdo do HPV ocorre principalmente por via sexual, através da superficie do

epitélio genital durante o coito. Pode ocorrer também através de autoinoculagio ja que as maos
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sdo consideradas reservatdrios da infeccdo em ambos os sexos (HERNANDEZ et al., 2008).
Estudos sugerem que o HPV também pode ser transmitido da mae para o bebé durante o parto
(LEE et al., 2013).

A populacao masculina € a principal responsavel pela transmissao da infec¢ao ao sexo
feminino. Isso ocorre porque, diferente de outras doengas sexualmente transmissiveis (DST), o
HPV ¢ transmitido mais facilmente do homem para a mulher do que da mulher para 0 homem
(NATUNEN et al., 2011).

A infeccdo genital pelo HPV pode ser clinica, subclinica ou latente. A forma clinica € a
forma mais facilmente diagnosticada tanto em homens quanto em mulheres. A forma subclinica
€ a mais frequente apresentacdo do HPV no homem (CHAVES et al., 2011). Normalmente o
homem somente € avaliado apos apresentar lesdes clinicas o que € preocupante uma vez que a
investigacao da presenca de HPV nos homens mesmo na auséncia de lesdes clinicas aparentes,
possibilitaria o diagnéstico precoce de infec¢do e atuaria como medida de prevengdo para
tumores epiteliais anogenitais (TEIXEIRA et al., 2002; REIS et al., 2010).

Para a detec¢do do HPV atualmente a técnica mais indicada devido a sua especificidade
¢ a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR do inglés, Polymerase Chain Reaction), do tipo
NESTED, que usa duas sequéncias especificas de primers para amplificacio de DNA viral
tornando-se ideal para o diagnéstico de HPV (FELEZ-SANCHEZ et al., 2016; REIS et
al.,2010). Para a genotipagem, o sequenciamento automatizado tem sido reconhecido como a
técnica mais confidvel e sensivel para a identificacdo dos subtipos virais de HPV (TUNA;

AMOS, 2016).

2.4 Biologia do virus e o ciclo de vida

O HPV € um virus de DNA, com aproximadamente 8.000 pares de base. Seu genoma €
dividido em 3 regides: Early (E), Long Control Region (LCR) ou Upstream Regulatory Region
(URR) e Late (L) (Figura 1). A regido Early é assim denominada porque expressa precocemente
as suas proteinas no ciclo viral, sendo as proteinas oncogénicas E6 e E7 envolvidas no processo
tumorigénico. Em lesdes de baixo grau o DNA do HPV € encontrado geralmente na forma
epissomal, enquanto que em lesdes de alto grau o DNA-HPV se integra ao DNA da célula.

(WEISS, 2011)
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Figura 1 - Representacdo esquemética do genoma do HPV 16

0 kbp

Early genes

6 kbp 2 kbp

Late genes
El

Legenda: O genoma é composto por = 8000 pb (ou 8kpb) e dividido em trés regides: LCR, L e E. A regido E
codifica 6 diferentes genes: E1, E2, E4, ES, E6 e E7; aregido L codifica dois genes: L1 e L2. A regidao LCR néo é
codificante e controla a transcri¢do viral e a replicagdo do DNA. E — early; L — late; LCR — long control region.
FONTE: GANGULY, PARIHAR (2009).

O ciclo de vida do HPV esta intimamente relacionado com o processo de diferenciacao
e renovacao do epitélio. O epitélio escamoso normal cresce como camadas estratificadas onde
apenas as células da camada basal sdo capazes de proliferar, enquanto as células dos estratos
superiores tornam-se diferenciadas e ndo-proliferativas. Durante a renovacdo do epitélio, a
célula basal se divide e uma das células filha migra para as camadas superiores, do tecido,
iniciando sua diferenciacdo e interrompendo seu ciclo proliferativo, enquanto a outra célula
filha permanece na camada basal com fendtipo proliferativo perpetuando a linhagem. Células
infectadas pelo HPV perdem a capacidade de controlar o ciclo celular mesmo quando

diferenciadas (Figura 2) (WOODMAN et al., 2007).
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Figura 2 - Progressao tumoral mediada pelo HPV

Cérvice normal Les&o intraepitelial escamosa  Cancer invasivo
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Legenda: O HPV acessa a camada basal através de microfissuras no epitélio. Apés a infec¢do, o DNA viral inicia
sua replicacdo e nas camadas superficiais do epitélio, ocorre a liberagdo de novas particulas virais. A progressdo
de lesdes ndo tratadas estd associada a integracdo do DNA viral ao DNA da célula (ntcleo vermelho).

FONTE: WOODMAN et al. (2007).

A entrada do HPV na célula ocorre através de microfissuras na camada basal do epitélio.
Através de um processo ainda ndo conhecido, o HPV penetra na célula, migra para o nucleo e
permanece na forma epissomal, ou seja, circular no nicleo da célula do hospedeiro. Apds seu
estabelecimento, o HPV inicia sua replicacdo extracromossdmica na célula hospedeira
chegando ao nimero de 50/100 epissomos por célula. A medida que a célula basal se divide, os
epissomos do HPV também sao replicados e se distribuem entre as células filhas. Nas camadas
mais superficiais do epitélio, o DNA viral € envolvido pelo capsidio recém-sintetizado e os
virions formados sdo liberados junto com a descamagdo normal do epitélio (Figura 2)
(HEBNER, LAIMINS, 2006; GANGULY, PARIHAR, 2009).

A malignizacdo das lesdes ocasionadas pelo HPV dependem da integracdo do DNA
viral ao DNA da célula hospedeira (SNIJDERS et al., 2006). Durante o processo de integracgao,
a estrutura epissomal do DNA-HPV ¢ aberta na regido codificante E2 levando a delecdo das
regides E4 e ES e partes das regides E2 e L2 (OLTHOF et al., 2012). A delecdo de parte da
regido E2 leva a superexpressao das oncoproteinas virais E6 e E7. Portanto, a infeccio relevante
clinicamente € aquela que apresenta expressdo detectdvel dos oncogenes virais E6 e E7. As
proteinas E6 e E7 ocasionam a proliferacdo desordenada das células hospedeiras através de

diferentes processos (OLTHOREF et al., 2012; FERRAZ, SANTOS, DISCACCIATI, 2012).
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2.5 Cancer de pénis

Denomina-se cincer o conjunto de mais de 100 patologias caracterizado pelo
crescimento desordenado de células anormais que atingem tecidos e 6rgdos. Dentre os tipos de
cancer que acometem os homens, estd o cancer de pénis (BULLEN et al., 2009). O cancer do
pénis € considerado uma doenca rara, com incidéncia maior em homens com idade superior a
50 anos embora possa atingir uma faixa etdria menor (INCA, 2016).

O cancer peniano representa 2% de todos os tipos de cancer que afetam o homem no
Brasil, sendo mais frequente nas regides Norte e Nordeste, onde supera os casos de cancer de
prostata e bexiga. Nos Estados Unidos e na Europa o cancer de pénis corresponde a 0,4 a 0,7%
de todas as doengas malignas encontradas nos homens, em paises africanos esse percentual
pode chegar a 20% (WANICK, 2011).

A etiologia da doenca ainda € incerta mas estd associada a vdrios fatores tais como:
baixas condi¢des socioecondmicas, ma higiene, infeccdo pelo HPV, presenca de fimose e
resisténcia dos homens em procurar assisténcia médica (BLEEKER et al., 2009). Outros fatores
de risco associados ao desenvolvimento do cincer de pénis incluem o elevado numero de
parceiros sexuais; condi¢cdes inflamatdrias, tais como balanopostite e liquen escleroso;
tratamento com fotoquimioterdapico, com psoraleno e radiacdo ultravioleta; inicio de vida sexual
precoce e tabagismo (PIZZOCARO, 2009).

A manifestacio clinica mais comum do cancer de pénis € caracterizada por poucas
papulas, tlcera persistente ou ainda por tumoragdo localizada na glande, prepucio, sulco
coronal, corpo peniano, frénulo e meato uretral. A presenca de uma destas manifestacoes,
associadas a retencdo de esmegma (secrecdo branca) pode ser um sinal de cancer no pénis
(BLEEKER et al., 2009). Coceira ou queimadura sob o prepucio da glande ou ulceracdo do
prepucio sao considerados os sintomas mais precoce (KAYES, 2007). A presenca de linfonodos
inguinais aumentados pode significar um sinal agravante na progressao da doenca (BLEEKER
et al., 2009).

O carcinoma se origina na grande maioria na glande (80%), seguido pelo prepucio
(15%) e membrana balanoprepucial (5%). Macroscopicamente as lesdes podem ser vegetativas
ou ulceradas. As lesdes vegetativas tem um melhor progndstico e tendem a crescer em
comparagdo com as ulceradas que sdo mais infiltrativas e mais frequentemente associadas a

metastases (KAYES, 2007).
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Os tumores penianos tendem a evoluir lentamente, inicialmente sdo superficiais,
posteriormente invadem o cdrion, o tecido esponjoso da glande e os corpos cavernosos. A
infiltracdo da uretra ocorre raramente e geralmente nas fases avancadas da evolucio da doenca.
O comportamento biolégico desses carcinomas tendem a ser uniforme, com disseminacio para
linfonodos inguinais, pelvicos, periaorticos e raramente apresentam comprometimento visceral.
Os pacientes ndo tratados ou que o tratamento nao foi eficaz, geralmente morrem por
hemorragias das lesdes tumorais de grandes vasos ou por sepse ( PIZZOCARO et al., 2009).

Na maioria dos casos a doenga € diagnosticada tardia, em decorréncia da demora dos
pacientes em procurarem atendimento, pela inexperiéncia dos médicos em diagnosticarem
lesdes precursoras de cancer de pénis ou pela dificuldade de acesso aos servigos de saide em
nosso pais. A doenga pode acarretar grandes morbidades, tanto pela doenca em si quanto pelo
tratamento que € a amputacdo parcial ou total do pénis na maioria dos casos (WANICK, 2011).
As taxas de sobrevida dos pacientes em 5 anos varia de 0% a 66%, dependendo da extensao
sobre a regido e presenca de linfonodos metastaticos (SPIESS et al., 2013).

Um terco dos casos de cancer do mundo poderiam ser evitados, a prevengao refere-se a
um conjunto de medidas para reduzir ou evitar a exposicdo aos fatores de risco. Em relacdo ao
cancer de pénis, campanhas de prevencdo para conscientizar a populacdo podem ajudar a
diminuir a incidéncia da doenca e o diagndstico nos estdgios iniciais, diminuindo assim a
severidade da doenca. A limpeza com 4gua e sabdo principalmente apés as relagdes sexuais e
a masturbacgdo, o uso do preservativo em todas as relacdes sexuais para diminuir as chances de
contdgio com o virus HPV, a cirurgia de fimose e o autoexame do 6rgdo sao praticas que podem

ser adotadas para a redugdo da doenca (REIS et al., 2010).

2.5.1 ClassificacOes do cancer de pénis

2.5.1.1 Tipo histolégico

De acordo com o tipo histoldgico, os tumores penianos sao classificados em: carcinoma
in situ, carcinoma epidermoide de células escamosas (CEC), carcinoma basaloide, carcinoma
Verrucoso, carcinoma sarcomatoso, carcinoma epidermoide da variante verrucosa, carcinoma
papilar e adenocarcinoma (CHAUX et al., 2009). O CEC € o tipo histolégico mais comum,
representa 95% dos casos de cancer de pénis, possui uma tendéncia maior a infiltracdo e
ulcerag@o além de possuir um maior potencial metastatico. Linfoma, melanoma, sarcoma de

Kaposi sdo outros tipos histoldgicos, porém mais raros (DE PAULA et al., 2005).
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O carcinoma basaloide € uma variante incomum do CEC, considerado um tumor
agressivo com uma taxa de metéstase entre 50-100%. O carcinoma verrucoso € uma variante
do carcinoma epidermoide de baixo grau, geralmente invade apenas os niveis anatdmicos
superficiais, apresenta um excelente progndstico. Os dois subtipos estdo fortemente associados
com infeccdo por HPV (CHAUX et al., 2009).

A graduacdo histoldgica mais comumente utilizada é a de Broders que baseia-se no grau
de queratinizacdo, nimero de mitoses e no pleomorfismo nuclear (DE PAULA et al., 2005). E
dividido em trés niveis de diferenciacdo (PAIVA, 2010, p. 20):

e Grau I: bem diferenciado. Arquitetura tecidual se assemelha a um padrao normal de
epitélio escamoso;

e Grau II: moderadamente diferenciado. Apresentam certo grau de pleomorfismo
nuclear, atividade mitética e pouca queratinizagao;

e Grau III: indiferenciado. Predominio de células imaturas, numerosas mitoses tipicas e
atipicas, bem como presenca de minima queratinizagao.

Para o estadiamento clinico histopatolégico do tumor sdo utilizados dois estadiamentos:
o estadiamento de Jackson (1966) e a classificagio TNM. O estadiamento de Jackson €&
considerado o estadiamento mais antigo, classifica a doenca em quatro estdgios clinico e €
descrito através de nimeros romanos, variando de I a IV (Quadro 2). O estadiamento TNM € o
mais utilizado, foi preconizado pela Unido Internacional Contra o Cancer (UICC), classifica os
tumores de acordo com o tamanho, grau e infiltracdo em profundidade (T), situacdo dos

linfonodos regionais (N) e a presenga de metastase a distancia (Quadro 3). (SOBIN, 2002).

Quadro 2 — Estadiamento de Jackson
Estagio I | Encontra-se circunscrito a glande e ao prepucio, sem envolvimento do

corpo do pénis ou do corpo cavernoso

Estagio II | Ocorre invasao de corpos cavernosos ou haste peniana, mas sem
disseminag¢do para linfonodos.

Estagio III | Apresenta disseminacdo clinica nos linfonodos regionais da virilha. A
possibilidade de cura depende do nimero e da extensao dos
linfonodos envolvidos.

Estagio IV | Tumor invadindo estruturas adjacentes, presenca de massas pélvicas,
ou metdstase a distancia.
Adaptado de: JACKSON (1966).
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Quadro 3 - Classificacdo do estadiamento TNM.
T — Tamanho do tumor e grau de Infiltracao

Tx  Tumor ndo definido.

TO0 Sem evidéncias de tumor primério.

Tis Carcinoma in situ (doenga de Bowen ou Eritroplasia de Queyrat)
Ta Carcinoma verrucoso ndo-invasivo.

T1 Tumor invadindo tecido conjuntivo sub-epitelial.

T2  Tumor invadindo corpo esponjoso ou cavernoso.

T3  Tumor invadindo uretra ou préstata.

T4  Tumor invadindo outras estruturas adjacentes.

N — Situacao dos linfonodos
Nx Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados.
NO Auséncia de metdstase em linfonodos regionais.
N1 Metéstase em um tnico linfonodo regional superficial.
N2  Metastase em linfonodos mdltiplos ou bilaterais inguinais superficiais.
N3 Metastase em linfonodos regionais inguinais profundos ou pélvicos, uni ou bilaterais.

M — Metastases
Mx Presenca de metdstase a distancia ndo pode ser avaliada.
MO Auséncia de metéstase a distancia.
M1 Presenca de metéstase a distancia.
Mla Metistases ocultas.
Ml1b Metéstases tinicas em um unico 6rgao.
Mlc Metistases multiplas em um tnico 6rgdo.
M1d Metéstases em multiplos 6rgaos.

Adaptado de: SOUSA (2008); DE PAULA et al (2005).

2.6 A relacao do HPV com o cancer de pénis

A maioria das infec¢Oes causadas pelo HPV € transitdria, onde apenas uma pequena
parcela de individuos infectados tende a manté-la de forma persistente. Em pacientes infectados
com os tipos virais de alto risco oncogénico a persisténcia € maior, sugerindo que as infec¢oes
persistentes sdo as que contribuem efetivamente para a tumorigénese peniana (REIS et al.,
2010).

Cerca de 10% a 15% de todos os tipos de cancer que afetam o homem sio causados por
virus oncogénicos. Estima-se que 560.000 novos casos por ano em todo mundo estdo
diretamente relacionados com infeccao pelo HPV (MARTIN e GUTKIND, 2008). A primeira

vez que a presenga do HPV foi detectada em carcinomas de pénis foi no inicio dos anos 80
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(DURST et al., 1983). No Brasil os primeiros relatos foram registrados no ano de 1986, onde a
presenca do HPV foi observada em 44,4 % a 50,9% dos pacientes como diagndsticos de cancer
de pénis (MCCANCE et al.,1986; VILLA e LOPES,1986).

O HPV tem sido reconhecido como possivel agente etioldgico no carcinoma peniano,
mas seu papel no desenvolvimento da doenca e a correlacdo com o progndstico ainda ndo estao
claros (PROWSE et al., 2008; STANKIEWICZ et al., 2011). Prowse e colaboradores (2008)
encontraram o0 DNA do HPV em 54% dos carcinomas de pénis. Stankiewicz e colaboradores
(2011) avaliaram que 56% dos tumores penianos apresentavam infec¢ao pelo HPV.

No Brasil, poucos estudos analisam a associacao entre a presenga do HPV e o cancer
peniano. McCance e colaboradores (1986) demonstraram a presenca de HPV em 49% dos
tumores de pénis enquanto que Bezerra e colaboradores (2001) observaram uma prevaléncia de
30,5% em um estudo realizado em Sao Paulo-SP. Scheiner et al (2008) em estudo realizado no
Rio de Janeiro- RJ verificaram uma prevaléncia de HPV variando de 30 a 72% em pacientes
com cancer de pénis. Sousa e colaboradores (2015) em um estudo realizado no estado do
Maranhdo com 76 pacientes com cancer de pénis, detectaram a presenga de HPV em 63,15%
das amostras.

De todos os tumores uroldgicos, o cancer de pénis € considerado o mais préximo ao
cancer de colo de ttero. Estudos epidemioldgicos demonstram uma correlacdo forte entre os
dois tipos de cancer. Mulheres cujos parceiros apresentam cancer de pénis possuem risco 2,8 a
3,2 maior para o desenvolvimento do cancer de colo uterino. Tais evidencias mostram o HPV
como um dos agentes do cancer de colo de ttero, tornando provavel a associagdo entre o HPV

e o cancer de pénis (COSTA, 2013).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Associar a infeccdo do HPV com o perfil histopatolégico de carcinomas epiderméides

penianos em pacientes do Estado do Maranhao.

3.2 Especificos

Correlacionar varidveis sociodemogréficas, habito de vida, hébito sexuais e
caracteristicas clinicas/ patoldgicas dos tumores de pénis com a presenca de HPV;

e Verificar a prevaléncia da infec¢do pelo HPV em tumores de pénis;

e Analisar os tipos mais prevalentes de HPV nos tumores de pénis;

e Relacionar os aspectos morfolégicos, histologicos e o estadiamento dos tumores com a

presenca de HPV.
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4 METODOLOGIA

4.1. Tipo de estudo

Trata-se de um estudo transversal prospectivo.

4.2 Periodo e local do estudo

A pesquisa foi realizada no periodo de 30 de setembro de 2015 a abril de 2017. As
amostras foram coletadas no Instituto Maranhense de Oncologia Aldenora Bello IMOAB),
considerado hospital de referéncia em oncologia no Estado do Maranhdo. A andlise das
amostras foi realizada no BioBanco de Tumores do Maranhdo e no Centro de Estudos

Superiores da Universidade Federal do Maranhdo - Caxias-MA.

4.3 Amostra

O método de amostragem foi por conveniéncia. Participaram da pesquisa 29 pacientes

que foram submetidos a cirurgia de penectomia no periodo do estudo.

4.3.1 Critério de inclusdo

Pacientes com diagndéstico clinico de cancer de pénis atendidos no IMOAB que foram
submetidos a cirurgia de penectomia e concordaram em participar da pesquisa assinando o

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO A)

4.3.2 Critérios de ndo inclusio

Pacientes que ndo aceitaram participar da pesquisa.

4.4 Instrumento de coleta de dados

Um questiondrio elaborado pela equipe de pesquisa do BTMA foi aplicado aos pacientes
antes do procedimento cirdrgico para coleta dos dados sociodemogréficos e antecedentes
pessoais (ANEXO B). Os dados clinicos e histopatologicos foram coletados dos prontuario dos

pacientes.
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4.4.1 Coleta das amostras

Um dia antes da cirurgia, o mapa cirdrgico do hospital era fornecido com a data e hora
do procedimento. No pré-operatdrio imediato, na sala de espera para a cirurgia, o paciente era
convidado a participar da pesquisa e apds assinatura do termo de consentimento livre e
esclarecido e da aplicacdo do questiondrio, o0 mesmo era encaminhado para a sala cirdrgica.
Durante o procedimento cirirgico, em média 2 fragmentos de tecido tumoral de
aproximadamente 0,5 cm eram coletados, colocados em um eppendorf contendo RNA later

(Life Technologies®) a 4° C e apds 24hs armazenados em freezer a -80°C até o uso.

4.4.2 Extragdo e quantificacdo do DNA

O DNA gendmico total das amostras congeladas foi extraido como descrito pelo manual
de uso do kit Dneasy Blood and Tissue (QIAGEN Ltd,UK). O DNA foi eluido em tampao Tris-
Borato- EDTA e armazenado a -20°C até sua quantificacao.

A pureza e a concentracdo do DNA foi determinada através do espectrofotdmetro
Nanovue (GE®, USA). As amostras que tiveram a absorbancia no comprimento de onda
260/280 nm entre 1,8-2,0 foram eluidas em tampado TE e diluida a uma concentracdo de ~5

ng/uL.

4.4.3 PCR Nested

A técnica de PCR Nested foi utilizada para a detec¢do viral. Os primers utilizados foram
0os PGMY 09 e PGMY 11 no primeiro round e os primers GP+5 e GP+6 no segundo round. A

sequéncia de nucleotideos dos primers estd no (Quadro 4).



Quadro 4 — Sequéncia de nucleotideos dos primers utilizados no estudo.

Primers Sequéncia5®> — 3’

PGMY11 | PGMY11-A GCA CAG GGA CAT AAC AAT GG
PGMY11-B GCG CAG GGC CAT AAT AAT GG
PGMY11-C GCA CAG GGA CAT AAT AAT GG
PGMY11-D GCC CAG GGC CAC AAC AAT GG
PGMY11-E GCT CAG GGT TTA AAC AAT GG
PGMY09 | PGMYO09-F CGT CCC AAA GGA AACTGA TC
PGMY09-G CGA CCT AAA GGA AACTGA TC
PGMY09-H CGT CCA AAA GGA AACTGA TC

PGMY09-Ia G CCA AGG GGA AACTGA TC
PGMY09-J CGT CCC AAA GGATACTGA TC
PGMY09-K CGT CCA AGG GGA TAC TGA TC
PGMY09-L CGA CCT AAA GGG AATTGA TC
PGMY09-M CGA CCT AGT GGA AATTGA TC
PGMY09-N CGA CCA AGG GGA TATTGA TC

PGMY09-Pa G CCC AAC GGA AACTGATC
PGMY09-Q CGA CCC AAG GGA AACTGG TC
PGMY09-R CGT CCT AAA GGA AACTGG TC
HMBO1b GCG ACC CAATGC AAATTG GT

GP+5 TTT GTT ACT GTG GTA GAT ACT AC
GP+6 GAA AAATAA ACT GTA AAT CAT ATT C
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Para a reacdo dos primers PGMY09/11 a desnaturagdo inicial ocorreu por 2 minutos a

95°C seguido por 40 ciclos de desnaturacdo por 40 segundos a 95°C, 40 segundos de

anelamento a 55°C, 40 segundos de extensdo a 72°C. A rea¢do resultou em um volume final de

25 pL contendo 10 p moL de cada primer, 2,5uL de tampao 10X, 0,5uL de cloreto de magnésio
a 50 Mm, 10 Mm Dntp e 0,2 uL de Taq Polimerase Platinum (Invitrogen ®) (COUTLEE et al.,

2002).

O segundo round da reac@o de PCR Nested foi realizado com os primers GP5+/GP6+

onde a desnaturacdo inicial ocorreu com 4 minutos a 95°C seguida por 45 ciclos de

desnaturacdo por 45 segundos a 95°C, anelamento a 40°C por 1 minuto e extensao por 1 minuto

a 72°C. A reacdo consistiu em um volume final de 25 pL contendo 10 pmoL de cada primer,

2,5uL de tampao 10X, 1,5uL de cloreto de magnésio a 50 Mm, 10 Mm Dntp e 0,3 uLL de Taq
Polimerase Platinum (Invitrogen ®)111 (COUTLEE et al., 2002).



27

4.4.4 Visualizag¢ao dos produtos amplificados

Os produtos das reag¢des foram visualizados por eletroforese em gel de agarose 1,5% em
tampdo TBE 1X. Uma aliquota de SuL. de DNA foi homogeneizada em uma solucdo de tampao
de carregamento (Sigmal-Aldrich, USA) e corante 0,1% de Gel Red sendo toda a mistura
aplicada no gel. A eletroforese foi realizada por 30 minutos a 5 V/cm? em cuba horizontal (Life
Technologies, EUA). Os fragmentos de DNA amplificados foram visualizados em um

transiluminador de luz ultravioleta (BIO-RAD Laboratories, EUA).

4.4.5 Purificag¢ao do produto de PCR

Os produtos de PCR foram purificados com o kit Genelute PCR Clean up kit de acordo
com o protocolo do fabricante (Sigma-Aldrich, USA). A cada microtubo foram adicionados
500 pL de tampao de captura a 100 uL. de produto de PCR. Esta solugdo foi transferida para
uma coluna Microspin com tubo coletor e depois de uma série de lavagens com tampdes, foi
adicionado ao centro da coluna 25 pL de tampao de eluicdo. O material foi centrifugado, 2 pL
do DNA purificado foram submetidos a uma corrida eletroforética em gel de agarose 2 % para
avaliacdo da amostra purificada. Por fim, este material foi reservado a — 20 °C para a realizacdo

do sequenciamento.

4.4.6 Sequenciamento automatizado

O sequenciamento automatizado foi utilizado para a genotipagem dos subtipos virais.
As reagdes de sequenciamento foram realizadas no Laboratério de Biologia Molecular da
Universidade Estadual do Maranhdo localizado no Centro de Estudos Superiores de Caxias-
CESC-UEMA sob a supervisdo do Dr. Elmary da Costa Fraga. O sequenciamento foi realizado
com o kit ET Dye Terminator Cycle Sequencing kit (GE Healthcare, UK), de acordo com o
protocolo do fabricante. Foram utilizados, em cada reacado, 2 uL. do produto de PCR purificado,
40 ng dos oligonucleotideos especificos para cada exon (senso ou antisenso) e 2 uL. do kit. O
sequenciador automatizado utilizado foi o MegaBACE 1000 (GE Healthcare, UK).

A sequéncia nucleotidica fornecida pelo sequenciador foi analisada no
software Chromas 2.6.4 (Technelysium Pty Ltd, Cordelia St
South Brisbane, Australiaz) e inserida no software Basic Local Alignment Search Tool

(BLAST) (NCBI, Bethesda, USA). O programa realiza alinhamentos entre as sequéncias
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fornecidas pelo pesquisador (denominada query) e as sequéncias contidas em um banco de

dados denominado GeneBank (sbjct).

Figura 3 Fluxograma da coleta de dados

Coleta de tecido tumoral durante as cirurgias de penectomia

Amostras acondicionadas em RNA later e colocadas em caixa térmica

| Amostras encaminhadas para o BioBanco de Tumores do Maranhio e
armazenadas a -80°C.

Realizadas as etapas:

Extracdo e quantificacdo do DNA

.

PCR Nested

\

Visualizac¢do dos produtos amplificados

<\

Purificacdo do produto da PCR

Produto da PCR encaminhado para o
Centro de Estudos Superiores de Caxias

| Realizagdo do sequenciamento

automatizado
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4.5 Analise estatistica

Os dados foram analisados através do programa estatistico SPSS (versdo 17.0, IBM,
Chicago, IL, USA). A varidvel dependente foi representada pela deteccdo do HPV (auséncia ou
presenca), enquanto as varidveis independentes englobaram a caracteriza¢cdo socioecondmica,
comportamentos, hédbitos de higiene, varidveis clinicas, histopatolégicas e caracterizagao
genética.

Inicialmente foi realizada a estatistica descritiva dos dados por meio de medidas de
frequéncia, média e desvio-padrdo. O teste Qui-quadrado ou Exato de Fisher foi utilizado para
comparar a distribui¢do das varidveis categdricas entre 0os grupos com auséncia ou presenca de
HPV. O coeficiente de Spearman (Rs) foi utilizado para analisar a correlagdo entre as varidveis
ordinal de graduagdo da lesdo neoplésica (Jackson, Broders e Componente T da escala TNM).

O nivel de significancia adotado foi de 5% (p < 0,05).

4.6 Aspectos Eticos

Em conformidade com as normas para pesquisa envolvendo seres humanos (Resolucao
CNS n° 466/12), o estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa (CEP) da UFMA, com
o parecer n° 1.250.233 (ANEXO C).



30

5 RESULTADOS

Participaram da pesquisa 29 homens com idade média de 63,5, £17,6 anos, submetidos
a cirurgia de penectomia. Observou-se que a maioria dos homens submetidos a penectomia
estavam na faixa etdria maior que 60 anos (69,0%), se auto relatavam de cor ndo branca
(82,8%), apresentavam unido conjugal estavel (75,9%), renda de até 1 saldrio minimo (75,9%),
analfabetos (55,2%) e residiam em municipios do interior do Estado do Maranhao (79,3%).
Com relacdo aos hébitos de vida, observou-se que 62,0% da amostra ja tinham feito uso de
produto de tabaco e 69,0% de dlcool durante a vida. Na anélise de associacdo com a presenca
de HPV, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente significantes para as varidveis

analisadas (P > 0,05). (Tabela 1)

Tabela 1. Associacdo entre a deteccao de HPV, varidveis socioecondmicas e habitos de vida
de pacientes diagnosticados com cancer de pénis no estado do Maranhdo em 2017.

HPV
Total
Variaveis Ausente Presente Valor de p
n (%) n (%) n (%)
Faixa etaria 0,591
Até 60 anos 9(31,0) 3(33,3) 6 (66,7)
Maiores que 60 anos 20 (69,0) 6 (30,0) 14 (70,0)
Cor da pele 0,497
Branca 5(17,2) 1 (20,0) 4 (80,0)
Nio branca 24 (82,8) 8 (33,3) 16 (66,7)
Estado civil 0,630
Com uniio estavel 22 (75,9) 7 (31,8) 15 (68,2)
Sem unido estavel 7(24,1) 2 (28,6) 5(71,4)
Renda 0,630
> 1 saldrio minimo 7(24,1) 2 (28,6) 5(71,4)
<1 salario minimo 22 (75,9) 7 31,8) 15 (68,2)
Escolaridade 0,404
Analfabeto 16 (55,2) 5(31,3) 11 (68,7)
Até 8 anos de estudo 10 (34,5) 4 (40,0) 6 (60,0)
Mais que 8 anos 3(10,3) - 3 (100)
Local de residéncia 0,339
Sao Luis 6 (20,7) 3(50,0) 3 (50,0)
Interior do Maranhao 23 (79,3) 6 (26,1) 17 (73,9)
Tabagismo 0,999
Nio 11 (38,0) 4 (36,4) 7 (63,6)
Ex-tabagista 13 (44,8) 4 (30,8) 9 (69,2)
Atual tabagista 5172 1 (20,0) 4 (80,0)
Etilismo 0,999
Nio 9(31,0) 3(33,3) 6 (66,7)
Ex-etilista 16 (55,2) 5(313) 11 (68,7)
Atual etilista 4 (13,8) 1 (25,0) 3 (75,0)

Valor de probabilidade calculado através do teste Exato de Fisher ou Qui-quadrado
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Na tabela 2, notou-se que a maior frequéncia de homens relatou a ocorréncia do primeiro

coito com idade menor que 18 anos (48,3%), 44,8% relataram ter tido mais de 10 parceiras

sexuais durante a vida, 82,8 % apresentavam parceiro sexual fixo, 62,1% nao haviam passado

por procedimento de circuncisdo, 72,4% nunca haviam utilizado preservativo e 62,1%

relataram ndo praticar sexo anal. Observou-se também que 75,9% realizavam sempre a higiene

apos a relacdo sexual, 75,9% relataram nunca ter praticado zoofilia, 41,4% sinalizaram a

ocorréncia de alguma DST prévia. Nao foram observadas diferencas estatisticamente

significantes na distribuicdo das varidveis supracitadas entre os grupos com ou sem a deteccio

de HPV entre os homens com céancer de pénis submetidos a penectomia (P > 0,05) (Tabela 2).

Tabela 2. Associagao entre a detecgao de HPV e varidveis referentes aos héabitos sexuais de
pacientes diagnosticados com cancer de pénis no estado do Maranhdo em 2017.

HPV
Total
Variaveis Ausente Presente Valor de p
n (%) n (%) n (%)
Idade do 1° coito 0,592
< 18 anos 14 (48,3) 3(214) 11 (78,6)
> 18 anos 7(24,1) 1(14,3) 6(85,7)
Sem informagdo 8 (27,6) - -
Numero de parceiros sexuais 0,232
durante a vida
Até 10 11 (38,0) 3(27,3) 8 (72,7)
Mais que 10 13 (44,8) 1(7,7) 12 (92,3)
Sem informagao 5(17,2) - -
Parceiro sexual fixo 0,497
Niao 5(17,2) 1 (20,0) 4 (80,0)
Sim 24 (82,8) 8 (33,3) 16 (66,7)
Circuncisao 0,421
Nio 18 (62,1) 5(27,8) 13 (72,2)
Sim 3(10,3) - 3 (100)
Sem informagio 8 (27,6) - -
Uso de preservativo 0,191
Sempre - - -
As vezes 8 (27,6) 1(12,5) 7(87.5)
Nunca 21 (72,4) 8 (38,1) 13 (61,9)
Pratica de sexo anal 0,287
Nao 18 (62,1) 4 (22,2) 14 (77,8)
Sim 6 (20,7) - 6 (100)
Sem informagdo 5(17,2) - -
Higiene genital apos relacio 0,795
sexual
Nunca 4(13,8) 2 (50,0) 2 (50,0)
As vezes 3 (10,3) 1(33,3) 1 (66,7)
Sempre 22 (75,9) 6 (27,3) 16 (72,7)
Pratica de Zoofilia 0,630
Nunca 22 (75,9) 7 (31,8) 15 (68,2)



Ja praticou
Relato de DST prévia
Nao
Sim
Sem informagdo

74,1

11 (37,9)
12 (41,4)
6 (20,7)

2 (28,6)

3(27,3)
3 (25,0)

5(71,4)

8 (72,7)
9 (75,0)
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0,634

Valor de probabilidade calculado através do teste Exato de Fisher ou Qui-quadrado.

Na tabela 3, constatou-se que 62,2% dos homens ndo relataram outros casos de cancer

na familia, embora 10,3 % sinalizaram que haviam casos prévios de cancer de pénis em outros

membros da familia. Observou-se que 3 homens (10,3%) ja haviam sido diagnosticados com

cancer anteriormente, sendo um dos casos cancer de pénis. Com relacdo a regido anatdmica

afetada pela lesdo, metade da amostra (51,7%) apresentava duas ou mais regides afetadas, sendo

a glande citada em 93,1% dos casos, seguido pelo prepucio (44,8%) e haste do pénis (20,7%)

Nao houve diferenca estatisticamente significante, entre a presenca de HPV e a regido ou

caracteristicas da lesao (P > 0,05) (Tabela 3).

Tabela 3. Associacdo entre a detec¢ao de HPV, os antecedentes pessoais/familiar do cancer de
pénis e caracteristicas clinicas da lesdo peniana de pacientes diagnosticados com céncer de
pénis no estado do Maranhdo em 2017.

Total HPV
Variaveis ota Ausente Presente Valor de P
n (%) n (%) n (%)
Relatos de cancer na familia 0,523
Sem relatos 18 (62,2) 5(27,8) 13 (72,2)
Cancer de pénis 3(10,3) - 3 (100)
Outros tipos de cancer 5(17,2) 2 (40,0) 3 (60,0)
Sem informagio 3(10,3) - -
Cancer prévio 0,311
Nao 26 (89,7) 9 (34,6) 17 (65,4)
Sim 3(10,3) - 3 (100)
Nimero de Regides anatomica 0,449
afetada
Apenas uma 14 (48,3) 5@35,7) 9 (64,3)
Duas ou mais 15 (51,7) 4 (26,7) 11 (73,3)
Glande afetada 0,467
Nio 2(6,9) - 2 (100)
Sim 27 (93,1) 9 (33,3) 18 (66,7)
Prepicio afetada 0,335
Nio 16 (55,2) 6 (37,5) 10 (62,5)
Sim 13 (44,8) 33,1 10 (76,9)
Haste do pénis afetada 0,081
Nio 23 (79,3) 9 (39,1) 14 (60,9)
Sim 6 (20,7) - 6 (100)

Valor de probabilidade calculado através do teste Exato de Fisher ou Qui-quadrado.
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A Tabela 4 ilustra a frequéncia estatisticamente mais elevada de lesdo do tipo ulcerada
(51,7%), quando comparadas as lesdes do tipo verrucosa (24,1%). Observou-se também a
invasdo perineural em apenas 1 caso (3,4%) e a invasdo angiolinfatica em 13,8% da amostra.

Em relagdo a classificacdo do cancer de pénis através do grau de Broders, 41,4 % das
amostras foram classificadas como grau I, ou seja, sua arquitetura tecidual se assemelha a um
padrdo normal de epitélio escamoso. De acordo com o estadiamento TMN, 24,1 % das amostras
sdo classificadas com T2, ou seja, invadem corpo cavernoso ou esponjoso, em apenas um caso
foi detectado a presenca de metédstase em linfonodos profundos e em todos os casos nao foi
possivel avaliar metdstase distante, sendo possivel fazer associacdo com a presenca de HPV
apenas o componente T. As amostras também foram analisadas quanto a classificacdo de
Jackson onde constatou-se que a maior parcela das amostras encontram-se no estadio I e II,

ambas com uma frequéncia de 27,6%.

Tabela 4. Associacdo entre a deteccdo de HPV, varidveis histopatoldgicas da lesdo e o
estadiamento tumoral de pacientes diagnosticados com cancer de pénis no estado do Maranhao
em 2017.

Total HPV
Variaveis ota Ausente Presente Valor de P
n (%) n (%) n (%)
Caracteristicas da lesao:
Ulceracao 0,273
Ausente 10 (34,5) 2 (20,0) 8 (80,0)
Presente 15 (51,7) 6 (40,0) 9 (73,7)
Sem informagio 4 (13,8) - -
Verrucosa 0,246
Ausente 18 (62,1) 7 (38,9) 11 (61,1)
Presente 7 (24,1) 1(14,3) 6 (85,7)
Sem informagao 4 (13,8) - -
Invasao perineural 0,689
Nao detectada 28 (96,6) 9(32,1) 19 (67,9)
Detectada 13.4) - 1 (100)
Invasido angiolinfatica 0,364
Ausente 25 (86,2) 7 (28,0) 18 (72,0)
Presente 4 (13,8) 2 (50,0) 2 (50,0)
Classificacao de Broders 0,073
Graul 12 (41,4) 6 (50,0) 6 (50,0)
Grau II 7(24,1) - 7 (100)
Grau III 4(13,8) 2 (50,0) 2 (50,0)
Sem informagao 6 (20,7) - -
Componente T (TNM) 1,000
T1 8 (27,7) 2 (25,0) 6 (75,0)
T2 7(24,1) 2 (28,6) 5(71,4)
T3 5(17,2) 2 (40,0) 3 (60,0)
Sem informagao 9(31,0) - -
Classificacao de Jackson 0,161
Estagio I 8 (27,6) 2 (25,0) 6 (75,0)
Estagio 11 8 (27,6) 2 (25,0) 6 (75,0)

Estdgio 11T 2 (6,9) 2 (100) -
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Sem informacéo 11 (37,9) - -
Valor de probabilidade calculado através do teste Exato de Fisher ou Qui-quadrado.

Das 29 amostras analisadas, 100% das amostras foram classificadas com carcinoma
epidermdide invasivo.
Dentre as 29 amostras do estudo, em 20 (69%) foram confirmadas a presenca do HPV

(Gréficol).

80%

69%

70%

60%

50%

40%

31%

30%

20%

10%

0%
Presente Ausente

Grafico 1. Distribuic@io da detec¢do de HPV na amostra de pacientes diagnosticados com cancer de pénis no estado
do Maranhdo em 2017.

Através da técnica do sequenciamento automatizado, foi possivel identificar os tipos
virais em 45% das amostras. O tipo 16, considerado de alto risco oncogénico, esteve presente
em 55,6% das amostras, seguidos dos tipos 45 (11,1 %), 6 (11,1%), 52 (11,1 %) e 33 (11,1%)
(Gréfico 2).
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Grifico 2. Distribuicéo dos tipos de HPV identificados pela técnica de sequenciamento automatizado de
pacientes diagnosticados com cancer de pénis no estado do Maranhao em 2017.
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6 CONCLUSAO

O elevado percentual de pacientes residentes no interior do Maranhao e de analfabetos
revelam a precariedade na educacao dos interiores do estado, que tem por consequéncia a falta
de informacdo sobre a importancia do uso de preservativo e de higiene, fatores relevantes para
a prevengao do cancer de pénis.

Observou-se que, em sua maioria os homens ndo eram circuncisados e apresentavam
lesdo tumoral na regido da glande. Tal resultado pode contribuir para reforcar a influéncia da
auséncia de circunsicdo com o desenvolvimento do cancer de pénis e o risco aumentado de
contrair o HPV. A presenca de fimose dificulta a exposi¢do da glande, impedindo sua correta
higienizacdo e propiciando o inicio de um processo inflamatério que pode resultar no
desenvolvimento de lesdo cancerigena. Além disso, a presenca de fimose pode dificultar a
deteccao da lesdo na fase inicial pelo homem, o que pode contribuir para o diagnéstico tardio
da doenca.

Apesar de ndo ter sido observado correlacdo estatisticamente significante entre as
caracteristicas histopatoldgicas das lesdes e a presenca do HPV, o mesmo foi encontrado com
um percentual relevante e que corrobora com estudos nacionais e internacionais. Tal resultado
pode contribuir para reforcar os estudos jé existentes que mostram a infec¢do pelo HPV como
um forte fator de risco para o desenvolvimento do cincer peniano. De todos os subtipos virais
identificados, somente o tipo 6 ndo € considerado de alto risco, os outros subtipos (16,45,52,33)
estdo associados com o desenvolvimento de outros tipos de cancer. A malignidade destes
subtipos encontrados evidencia a necessidade de politicas publicas voltadas para a inclusao
cada vez maior dos homens nas campanhas de vacinagdo contra o HPV.

A falta de correlacdo estatisticamente significante pode ser consequéncia da auséncia
de informacdes devido ao viés de esquecimento da amostra, por se tratar de paciente idosos e
da falta de registros nos prontudrios dos pacientes, ressaltando a necessidade dos completos

registros, tanto para uma melhor assisténcia aos pacientes quanto para as pesquisas cientificas.
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7 RECOMENDACOES

Este trabalho tem a grande responsabilidade de se constituir em um referencial para a
adoc¢do de medidas de fortalecimento do que se identifica como positivo e redimensionamento
do que se mantém como problema ou entrave, portanto, podem-se sugerir algumas estratégias
a partir da anélise de nossos resultados:

a) Implementacio de politicas piblicas com modernizacio da gestdo, utilizando novas
tecnologias que conduzam ao crescimento econdmico, com uma distribuicdo de renda
equitativa e vinculada a intervencdes que atendam as necessidades essenciais (servigos de
saude, ambientes saudaveis, oportunidades educativas);

b) Fortalecimento da Linha de Cuidado a Saide do Homem, no que tange aos servicos
preventivos e de tratamento do Cancer Peniano, por meio da vigilancia em saide com
notificacdo dos casos, descentralizacdo e expansao dos servicos e ado¢cao de mecanismos de
referéncia e contra referéncia;

¢) Garantia da qualificacdo profissional e a adog¢do de protocolos e consensos clinicos

sobre 0 agravo em estudo.
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ANEXO A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO 238 Banco de
W Tumores e DNA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE |
BIOBANCO DE TUMORES E DNA DO MARANHAO

do Maranhéao

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

ESTUDO: Envolvimento do papilomavirus humano na tumorigénese de carcinomas
penianos em pacientes de Sdo Luis, Maranhdo.

Prezado Senhor,

Vocé estd sendo convidado a participar do estudo Envolvimento do papilomavirus
humano na tumorigénese de carcinomas penianos em pacientes de Sdo Luis, Maranhdo, que
pretende analisar através de exames laboratoriais, a presenca e tipo de papilomavirus humano
(HPV) presente no tumor peniano, e avaliar a expressdo de algumas proteinas.

Para a realizacdo dos exames de laboratdrio, ndo serd realizado nenhum procedimento
adicional. E solicitada a vossa senhoria, apenas uma pequena amostra do tumor que serd retirado
durante a cirurgia.

Com esta amostra iremos realizar os seguintes exames: extracdo do DNA, pesquisa para
infeccdo pelo HPV através da reacdo em cadeia da polimerase, genotipagem viral por
sequenciamento automadtico, andlise da expressao proteica por PCR em tempo real. Apds a
realizacdo dos exames, as amostras serdo desprezadas de forma adequada. O senhor também
responderd um questiondrio com algumas perguntas que serdo feitas pelo pesquisador
envolvido no projeto.

Com sua participacdo, poderemos obter dados importantes para a epidemiologia do
cancer de pénis, melhorar o conhecimento acerca da doenca e estudar a possibilidade de novas
formas de tratamento e profilaxia. Os riscos sdo minimos neste estudo, sendo representados
apenas por algum constrangimento que o senhor possa sentir durante a realizacdo do
questiondrio. O senhor estard livre para ndo responder a perguntas que lhe causem

constrangimento.
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Sua autorizagdo deverd ser voluntdria. Voc€ ndo receberd nenhum valor em dinheiro e
também nao terd despesas referentes a sua participacdo. Vocé€ poderd entrar em contato com a
nossa equipe a qualquer momento para tirar dividas.

Ap6s as informagdes fornecidas, no caso de aceitacdo no estudo, assine ao final deste
documento que estd em duas vias assinada pelo pesquisador responsdvel. Uma das vias € sua.

Sua colaborag@o serd muito importante para nds. Mas, se quiser desistir a qualquer
momento, isto ndo causard nenhum prejuizo a vocé. Voce terd a garantia de sigilo, direito de
retirar o consentimento a qualquer tempo, sem prejuizo da continuidade na forma de tratamento,

assisténcia, cuidado, ou acompanhamento.

RESPONSAVEL: ...t

Data do aceite / /

Sao Luis, de de 20

Nome dos Pesquisadores:

Responsavel: Fldvia Castello Branco Vidal
Telefone de contato (98) 98225-9660
Participantes:

Walna Luisa Barros e Ramos

Telefone de contato: (98) 98278-0918
Jéssica Maran

Telefone de contato: (98) 98147-6275

Comité de Etica em Pesquisa — UFMA
Avenida dos Portugueses s/n, Campus Universitario do Bacanga, Prédio do CEB Velho, PPPG, Bloco
C Sala 07. Telefone: 3272-8708



ANEXO B — Questiondrio Sociodemografico.

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO A
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE '}
BIOBANCO DE TUMORES E DNA DO MARANHAO

47

Banco de
Tumores e DNA
do Maranhéao

QUESTIONARIO SOCIODEMOGRAFICO DO PROJETO Envolvimento do papilomavirus

humano na tumorigénese de carcinomas penianos em pacientes de Sdo Luis, Maranhao.

N° de Prontuario:

Nome do paciente:

IDENTIFICACAO

Cor: ( ) branca ( ) parda ( ) preta ( ) outra:

Data da coleta : Naturalidade:
Data de Nascimento: Telefone:

Endereco:

Estado civil: ( ) casado ( ) solteiro ( ) unido consensual ( ) viivo ( ) divorciado

Renda familiar:
1* pessoa:
1* pessoa:
1* pessoa:
1* pessoa:

Renda total:

Nivel de Educacao:
( ) Analfabeto

() 1°grau

() 2°grau

( ) 3°grau

( ) Completo ( ) Incompleto

HABITOS DE VIDA

Tabagismo:

() Sim

Tempo de tabagismo:
( ) Nao

() Ex-tabagista

H4 quanto tempo parou:

Etilismo: Higiene da regido genital:
() Sim ( ) ndo realiza
Frequéncia/sem: ( ) 4gua e sabdo

( ) Nao ( ) Expde a glande

( ) Ex-etilista ( ) Parcial

Ha quanto tempo parou: ( ) Total




() Passivo
Tipo:

Cigarros/dia:

Tipo:

Doses/dia:

HABITOS SEXUAIS

Idade da 17 relagdo:

Atividade sexual atual: ( ) Sim ( ) Nao

N° de parceiro durante a vida:

Parceiros Fixos: ( ) Sim ( ) Nao

Circuncisao: ( ) Sim ( ) Nao

Idade da circuncisio:

Orientagdo sexual: ( ) Homosexual

() Heterosexual ( ) Bisexual

Ja teve relacdo homosexual:

Penetracdo anal: ( ) Sim ( ) Nao

Frequencia do uso de camisinha:

( ) Nunca
() As vezes

() Sempre

Usou camisinha na dltima relagdo vaginal:
( )Sim ( ) Nao

Usou camisinha na dltima relagdo anal:

( )Sim ( ) Nao

Usou camisinha com a parceira fixa:

( )Sim ( ) Nao

Usou camisinha com parceiras
extraconjugais:

( ) Sim ( ) Nao

Lava-se apds as relagdes sexuais: () Sim ( ) Nao

PRECEDENTES MORBIDOS PESSOAIS E FAMILIARES

Verrugas genitais: () Sim (

) Nao

Idade do aparecimento:

HPV diagnosticado: ( ) Sim
Quando:

( )Nao

Tratamentos: ( ) Sim ( ) Nao

Quando:

Parceira com diagnéstico de HPV: ()

Sim ( ) Nao Quando:

Tratamentos: ( ) Sim ( ) Nao

Quando:

DST Prévia: ( ) Sim ( ) Nao

Idade do aparecimento:

Tipo de DST: ( ) cancro mole ( ) condiloma acuminado ( ) gonorréia ( ) clamidia

( ) herpes () linfogranuloma venéreo ( ) sifilis ( ) outras:

Tratamento da(s) DST(s): ( ) sim ( ) ndo Quais:

Balanite: ( ) sim ( )ndo Qu

ando:

Trauma no pénis anteriormente:

( )sim ( )ndo Quando:
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Cancer prévio: ( ) ndo ( ) sim

Local:

Cancer na familia: ( ) sim ( ) ndo
Local:

Grau de parentesco:

HISTORIA DA DOENCA ATUAL

Data de aparecimento da lesdo inicial:

Local de aparecimento da lesao inicial:
( ) glande

() preptcio

() haste do pénis

() base do pénis

Tipo de lesao inicial:

( ) perda de pigmenta¢do ou manchas
esbranquicadas

() feridas e carocos no pénis

( ) tumoracao no pénis e/ou virilha

() inflamagdes de longos periodos com
vermelhiddo e coceira

() secrecdes e odor fétido

Auto conduta prévia: ( ) sim ( ) ndo

Qual:

Evolugdo: ( ) piora ( ) melhora

( ) inalterado

Tratamento prévio: ( ) sim ( ) ndo

Qual:

Evolugdo: ( ) piora ( ) melhora

( ) inalterado

Data de procura ao cento de satde:

Data do diagnéstico:

Tipo de atendimento:

() pablico ( ) privado

Estadiamento ao diagndstico:

Grau histolégico:

Tratamento:

( ) Penectomia

() Quimioterapia
( ) Radioterapia
() Outros:

Data de inicio do tratamento:

Depresdo: ( ) sim ( ) ndo

Recidiva: ( ) ndo ( )local ( )regional

( ) A distancia

Data da recidiva:

Entrevistador:

Observacoes do entrevistador:
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ANEXO C — Parecer Consubstanciado do CEP

UNIVERSIDADE FEDERAL DO Plataforma
MARANHAO/MA woﬁl

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Envolvimento do papilomavirus humano na tumorigénese de carcinomas penianos em
pacientes de S&o Luis, Maranhéo

Pesquisador: Flavia Castello Branco Vidal Cabral

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 46911015.9.1001.5087

Institui¢do Proponente: FUNDACAQO UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAQ
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 1.250.233

Apresentacgdo do Projeto:

QO papilomavirus humano (HPV) é um virus néo envelopado que infecta o epitélio cutaneo ou de mucosas.
Sua transmisséo é principalmente por via sexual, podendo ocorrer também através de auto-inoculagéo ou
transmisséo vertical, da mée para o bebé durante o parto. O céncer de pénis representa cerca de 10% a
20% dos tumores malignos do homem em paises em desenvolvimento como os da Asia, Africa & América
do Sul. A

patogénese desta doenca ainda néo esta esclarecida, mas, fatores de riscos reconhecidos incluem fimose,
tabagismo, maus habitos de higiene,

retencdo de esmegma, processos inflamatdrios e a infecgdo pelo HPV. No Brasil, poucos estudos analisam
a associagdo entre a presenca do HPV e o céncer penianc.

Este trabalho é um estudo epidemiolégico, do tipo analitico, prospectivo e seccional de série historica de
casos de carcinomas epidermdides penianos. As amostras serfo coletadas no Instituto Maranhense de
Oncologia Aldencra Belo. As amostras serdo coletadas durante a cirurgia e o DNA extraido para anélise da
infeccéo pelo HPV. As amostras positivas para o virus seréo genotipadas e a correlacéo entre a presenca e
o tipo de HPV com o desfecho clinico dos pacientes, seré analisado. Outros parametros laboratoriais como
observacéo da integracdo do DNA viral ao DNA humano serdo realizados para enriquecimento dos
resultados da pesquisa.

Enderego: Avenida dos Portugueses, 1966 CEB Velho

Bairro: Bloco C,Sala 7, Comité de Etica CEP: 65.080-040
UF: MA Municipio: SAO LUIS
Telefone: (98)3272-8708 Fax: (98)3272-8708 E-mail: cepufma@ufma br

Péagina 01 de 03
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO Plataforma
MARANHAO/MA %m‘l

Continuac3o do Parecer: 1.250.233

Objetivo da Pesquisa:
O objetivo deste estudo € analisar o papel do HPY na tumorigénese de carcinomas penianos em pacientes
de Séo Luis,

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

RISCOS

Os riscos deste trabalho ao paciente sdo minimos, representados apenas por

um possivel constrangimento durante a aplicacéo do questionario pelos
pesquisadores. O paciente tera o direito a ndo responder a pergunta que lhe cause
constrangimento.

BENEFICIOS

Os beneficios da pesquisa so representados pelo ganho de informacées
referentes a patologia do cancer de pénis. Além disso, com os resultados obtidos
acerca do envolvimento da infecg@o pelo HPV na etiologia do cancer de pénis,
poderemos obter respaldo para no fututo solicitar o ampliamento da vacinacéo publica
contra o HPV também para o publico masculino.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Objetivos s&o claros,foram citados diversos trabalhos na area que dao suporte a pesquisa,a amostra foi
descrita detalhadamente assim como os critérios de inclusdo e exclusdo, os riscos poucos assim coma os
possiveis beneficios justificam a execucdo da pesquisa.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacédo obrigatoria:

Todos os termos obrigatérios estéo apresentados de forma satisfatéria (aceite das instituicdes, projeto de
pesquisa, folha de rosto, TCLE e informacdes béasicas do projeto), existindo clara referéncia sobre o sujeito
estar ciente que ele tem a liberdade de se retirar da pesquisa a qualquer momento, sem ser penalizado.
Quanto aos dados confidenciais envolvidos na pesquisa, foram citadas garantias scbre o sigilo que defenda

a privacidade dos sujeitos.

Recomendacgoes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
Nao existem pendéncias cu qualquer inadequacéao. Desta forma meu parecer é favoravel a aprovacéo do
presente projeto.

Enderego: Avenida dos Portugueses, 1966 CEB Velho

Bairro: Bloco C Sala 7, Comité de Etica CEP: 65.080-040

UF: MA Municipio: SAQ LUIS

Telefone: (98)3272-8708 Fax: (98)3272-8708 E-mail: cepufma@ufma.br
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Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Qg

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 06/07/2015 Aceito
do Projeto ROJETO 5166834.pdf 08:50:52
TCLE/ Termos de | TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE | 06/07/2015 Aceito
Assentimento / E ESCLARECIDO.docx 08:49:05
Justificativa de
Auséncia
Declaracédo de Aceite UEMA.pdf 06/07/2015 Aceito
Instituicdo e 08:42:54
Infraestrutura
Declaracéo de Aceite Aldenora.pdf 06/07/2015 Aceito
Instituicdo e 08:42:33
Infraestrutura
Projeto Detalhado / | Projeto Pénis.pdf 08/07/2015 Aceito
Brochura 08:42:09
Investigador
Folha de Rosto Folha de rosto Plataforma Brasil.pdf 06/07/2015 Aceito

08:40:10

Situacdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Néo

SAOD LUIS, 29 de Setembro de 2015

Assinado por:
Richard Diego Leite
(Coordenador)

Enderego: Avenida dos Portugueses, 1966 CEB Velho
CEP: 65.080-040

Bairro: BlocoC Sala7,C

UF: MA Municipio:

Telefone: (98)3272-8708

omité de Etica

Fax:

SAOQ LUIS

(98)3272-8708

E-mail:

cepufma@ufma.br
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ANEXO D — Normas da Revista
Urology Internationalis

Classificagio WEBQUALIS Medicina I- B2
Normas editoriais para autores/ Normas para autores
Condic¢des

Todos os manuscritos estao sujeitos a revisdo editorial. Os manuscritos sdo recebidos com o
entendimento explicito de que eles nao estdo sob consideragdo simultanea por qualquer outra
publicacdo. A submissdo de um artigo para publicacdo implica a transferéncia dos direitos
autorais do autor para o editor apds a aceitagdo. Os documentos aceitos tornam-se a propriedade
permanente de 'Urologia Internationalis' € ndo podem ser reproduzidos por qualquer meio, no
todo ou em parte, sem o consentimento por escrito da editora.
Por razdes legais, devemos receber sua 'Declaraciao de Envio'' com sua assinatura original
(manuscrita). Faca o download, imprima, assine e envie um fax ou digitalize-o para torna-lo
juridicamente vinculativo.
E responsabilidade do autor obter permissdo para reproduzir ilustracdes, tabelas, etc. de outras
publicacgdes.
Carta de apresentacao
Deve incluir declaracdes sobre os seguintes pontos:
1. Todos os autores fizeram um contributo significativo para os achados e métodos no
artigo.
2. Todos os autores leram e aprovaram o rascunho final.
3. Os interesses financeiros ou comerciais devem ser reconhecidos (se nao houver
interesses financeiros ou comerciais, isso deve ser indicado).
4. O trabalho ainda ndo foi publicado e ndo foi submetido simultaneamente a qualquer
outro periddico.
5. O autor correspondente assume as responsabilidades acima com sua assinatura.

Politica de Plagio

Seja intencional ou ndo, o plagio € uma violacdo grave. Definimos o pldgio como um caso em
que um artigo reproduz outro trabalho com pelo menos 25% de similaridade e sem citacdo.
Se a evidéncia de plagio for encontrada antes / depois da aceitacdo ou apds a publicagdo do
artigo, o autor receberd uma chance de refutacdo. Se os argumentos ndo forem considerados
satisfatorios, o manuscrito serd retraido e o autor serd sancionado pela publicacdo de
documentos por um periodo a ser determinado pelo (s) Editor (es) responsdvel (s).

Arranjo

Pégina de titulo: A primeira pagina de cada artigo deve indicar o titulo, os nomes dos autores e
o instituto onde o trabalho foi realizado.
Além disso, o seguinte deve ser colocado na pagina de titulo:
1. Titulo abreviado para uso como corredor
2. Uma lista de 3-10 palavras-chave para fins de indexagao € essencial
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RESUMO:

OBJETIVO: Avaliar a prevaléncia da infeccdo pelo virus HPV em carcinomas penianos.
Material e Métodos: Estudo analitico prospectivo de 29 pacientes submetidos a cirurgia de
penectomia. Dados coletados através de um questiondrio e andlise de prontudrio. Amostras
tumorais coletadas durante as cirurgias e em laboratdrio realizadas as etapas de: extracdo de
DNA, PCR Nested e sequenciamento automatizado. Os dados foram analisados através do
programa estatistico SPSS, nivel de significancia de 5%. Resultados: A média de idade da
maioria dos pacientes (69%) foi superior a 60 anos, 75.9% possuiam renda familiar de até um
saldrio minimo, 55.2% eram analfabetos e 79.3% residiam em municipios do interior do Estado.
Grande parte dos pacientes (62%) eram fumantes ou ex-fumantes, 62.1% ndo eram
circuncisados, 41.4 % relataram DST prévia e 72.4% nunca usaram preservativo. O HPV foi
detectado em 69% dos casos, sendo o HPV 16 de alto risco oncogénico o mais prevalente
(55.5%), 51.7% dos casos apresentou mais de uma regido peniana afetada sendo a glande
envolvida em 93.1% dos casos. O tipo de les@o mais prevalente foi a ulcerativa (51.7%). Dentre
as classificagdes histopatoldgicas, 41.4% foram classificadas no grau I da escala de Broders,
27.7% no estagio T1 do estadiamento TNM e na classificagdo de Jackson, os estigios I e 11
apresentam a mesma prevaléncia, 27.6%. Nao houve diferenca estatisticamente significante
entre as varidveis avaliadas e a presenca de HPV. Conclusdo: A baixa escolaridade, a baixa
renda e a ndo circuncisdo podem contribuir para 0 aumento no risco de desenvolvimento do
cancer de pénis. A alta prevaléncia do HPV e dos subtipos de alto risco sugerem a necessidade
de mais ac¢Oes de prevencdo da disseminagdo desse virus na populacao.

Palavras-chave: HPV, cancer de pénis, genotipagem
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INTRODUCAO

A infeccdo pelo Papilomavirus Humano (HPV) é uma das infec¢es sexualmente
transmissiveis mais comuns em todo o mundo [1]. Estudos revelam que 30% da populacao
mundial sexualmente ativa estd contaminada com o HPV e por ano cerca de 500 mil novos
casos sdo detectados, sendo 70% registrados em paises em desenvolvimento [2].

O HPV tem sido reconhecido como possivel agente causador do carcinoma peniano,
mas seu papel no desenvolvimento da doenca e a correlagdo com o progndstico ainda ndo estdo
claros [3,4]. Na Europa Ocidental o cancer de pénis representa 0.3 a 0.6 % dos tumores
malignos, ja em pafses da Africa a incidéncia chega até 10% de todos os cinceres malignos que
acometem os homens. No Brasil representa 2%, sendo as regides Norte e Nordeste com maior
prevaléncia [2] A identificacdo da prevaléncia e da genotipagem do HPV presente nos casos
diagnosticados € um importante identificador epidemioldgico para avaliar a eficicia dos
programas de rastreio para o HPV e das campanhas de vacinagdo que recentemente foram

estendidas, no Brasil, para o publico masculino.

MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo transversal prospectivo, realizado entre os anos de 2015 e 2017
em um hospital de referéncia oncoldgica do estado do Maranhdo, Brasil. Participaram da
pesquisa 29 pacientes submetidos a cirurgia de penectomia parcial ou total, a amostra foi por
conveniéncia. Um questiondrio foi aplicado aos pacientes para coleta dos dados
sociodemograficos e antecedentes pessoais, os dados clinicos e histopatolégicos foram
coletados dos prontudrios. Durante o procedimento cirdrgico, fragmentos de tecido tumoral
eram coletados e encaminhados para laboratério. O DNA das amostras foi extraido através do
kit Dneasy Blood and Tissue (QIAGEN Ltd,UK). Para amplificagdo do DNA viral, foi utilizada
atécnica de PCR-Nested com os primers PGMY09/11 no primeiro round e os primers GP+5/+6
no segundo round. A visualiza¢do dos produtos amplificados foi realizada por eletroforese em
gel de agarose 1.5%. As amostras positivas para 0 DNA-HPV foram encaminhadas para
sequenciamento automatizado em sequenciador 3500 Series Genetic Analyzer (ThermoFisher,
MA, USA) realizado com o kit ET Dye Terminator Cycle Sequencing kit (GE Healthcare, UK).
A andlise estatistica realizada através do programa estatistico SPSS (versao 17.0, IBM,

Chicago, IL, USA). O nivel de significancia adotado foi de 5% (p < 0.05).
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A Tabela 1 expressa a distribuicdo amostral das varidveis socioecondmicas e de

habitos de vida. Observou-se que a maioria dos homens estavam na faixa etdria maior que 60

anos (69%), com renda de até 1 salario minimo (75.9%), eram analfabetos (55.2%), residiam

em municipios do interior do Estado do Maranhao (79.3%), 62% ja fizeram uso de tabaco.

Tabela 1. Associaciao entre a deteccao de HPV, variaveis socioeconomicas e habitos de

vida.
HPV
Variaveis Total Ausente Presente Val(I))r de
n (%) n (%) n (%)
Faixa etaria 0.591
Até 60 anos 9 (31.0) 3(33.3) 6 (66.7)
Maiores que 60 anos 20 (69.0) 6 (30.0) 14 (70.0)
Renda 0.630
> 1 salario minimo 7(24.1) 2 (28.6) 5(71.4)
<1 salario minimo 22 (75.9) 7 (31.8) 15 (68.2)
Escolaridade 0.404
Analfabeto 16 (55.2) 5(31.3) 11 (68.7)
Até 8 anos de estudo 10 (34.5) 4 (40.0) 6 (60.0)
Mais que 8 anos 3(10.3) 0(0) 4 (100)
Local de residéncia 0.339
Sao Luis 6 (20.7) 3 (50.0) 3 (50.0)
Interior do Maranhéo 23 (79.3) 6 (26.1) 17 (73.9)
Tabagismo 0.999
Nao 11 (38.0) 4 (36.4) 7 (63.6)
Ex-tabagista 13 (44.8) 4 (30.8) 9 (69.2)
Atual tabagista 5(17.2) 1 (20.0) 4 (80.0)

Valor de probabilidade calculado através do teste Exato de Fisher.

A tabela 2 expressa a distribuic@o das varidveis referentes ao comportamento sexual

Notou-se que 62.1% nao haviam passado por procedimento de circuncisdo, 72,4% nunca

haviam utilizado preservativo e 41.4% sinalizaram a ocorréncia de alguma DST prévia.
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Tabela 2. Associacao entre a deteccao de HPV e variaveis referentes aos habitos sexuais.

HPV

Variaveis Total Ausente Presente Val(l))r de
n (%) n (%) n (%)
Circuncisao 0.421
Nao 18 (62.1) 5(27.8) 13 (72.2)
Sim 3(10.3) 0(0) 3 (100)
Sem informacgao 8 (27.6) - -
Uso de preservativo 0.191
Sempre 0(0) 0(0) 0(0)
As vezes 8 (27.6) 1(12.5) 7(87.5)
Nunca 21 (72.4) 8 (38.1) 13 (61.9)
Relato de DST prévia 0.634
Nao 11 (37.9) 3(27.3) 8 (72.7)
Sim 12 (41.4) 3(25.0) 9 (75.0)
Sem informacgao 6 (20.7) - -

Valor de probabilidade calculado através do teste Exato de Fisher.

A tabela 3 expressa as caracteristicas das lesdes penianas. A maioria dos pacientes
(51.7%) apresentaram mais de uma regido afetada, sendo a glande envolvida em 93.1% das

amostras.

Tabela 3. Associacao entre a deteccao de HPV e variaveis clinicas da lesao peniana.

HPV
. Total
Variaveis Ausente Presente Valor de P
n (%) n (%) n (%)

Nimero de  Regides 0.449
anatomica afetada

Apenas uma 14 (48.3) 5@35.7) 9 (64.3)

Duas ou mais 15 (51.7) 4(26.7) 11 (73.3)
Glande afetada 0.467

Nao 2(6.9) 0(0) 2 (100)

Sim 27 (93.1) 9 (33.3) 18 (66.7)

Valor de probabilidade calculado através do teste Exato de Fisher. *Diferencas estatisticamente significantes (P <
0.05).

A Tabela 4 ilustra a frequéncia estatisticamente mais elevada de lesao do tipo ulcerada

(41.4%).
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Tabela 4. Associacio entre a deteccao de HPV e variaveis histopatolégicas da lesao.

HPV
Variaveis Total Ausente Presente Valor de
n (%) n (%) n (%)
Lesao ulcerada 0.323
Ausente 9 (31.0) 2(22.2) 7 (77.8)
Presente 12 (41.4) 541.7) 7 (58.3)
Sem informagao 8(27.6) - -
Lesao verrucosa 0.592
Ausente 17 (58.6) 6 (35.3) 11 (64.7)
Presente 4 (13.8) 1(25.0) 3(75.0)
Sem informacgao 8 (27.6) - -

Valor de probabilidade calculado através do teste Exato de Fisher. *Diferencas estatisticamente significantes (P <
0.05).

N3ao houve diferenca estatisticamente significativa entre todas as varidveis analisadas
e a presenca de HPV.

Dentre as 29 amostras do estudo, em 20 (69%) foram confirmadas a presenca do HPV

(Gréficol).
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Grafico 1. Distribuicdo da detec¢dao de HPV na amostra.
Fonte: Autor préprio (2017)

Através da técnica do sequenciamento automatizado, foi possivel identificar os

tipos virais em 45% das amostras. O tipo 16, considerado de alto risco oncogénico, esteve
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presente em 55,6% das amostras, seguidos dos tipos 45 (11,1 %), 6 (11,1%), 52 (11,1 %) e 33
(11,1%) (Gréfico 2).

60,0%
55,6%

50,0%
40,0%
30,0%

20,0%

11,1% 11,1% 11,1% 11,1%
10,0%

0,0%
HPV 16 HPV 45 HPV 6 HPV 52 HPV 33

Grafico 2. Distribuicio dos tipos de HPV identificados pela técnica de sequenciamento automatizado.
Fonte: Autor préprio (2017)

DISCUSSAO

Os resultados deste estudo revelam que 69% dos homens submetidos a cirurgia de
penectomia eram maiores de 60 anos. Tal achado corrobora com a literatura que diz que a
incidéncia de cancer de pénis € maior em homens na sexta década de vida [5]. Resultado
semelhante foi encontrado nos trabalhos de Favorito e colaboradores [6], Hernandez e
colaboradores [7], Chaux e colaboradores [5], Sousa [8] e Fay [9]. Apenas no trabalho de Slaoui
e colaboradores!® a idade média dos pacientes foi abaixo dos 60 anos.

De acordo com Koifman [11], a incidéncia de cincer de pénis tende a variar
regionalmente, e essa incidéncia estd mais relacionada a drea de residéncia do paciente, do que
com sua drea de origem. Neste trabalho, 79.3% dos pacientes residiam em municipios do
interior do estado do Maranhao. Tal dado corrobora com o estudo de Chaux e colaboradores [5]
que identificaram elevada incidéncia (83%) de homens com céncer de pénis fora dos grandes
centros. O resultado de ambos os trabalhos pode ser explicado pela demora em procurar
atendimento médico dos homens que residem nos interiores devido as dificuldades de acesso
aos servicos de saide. No questiondrio sociodemografico, o grau de escolaridade, a renda

familiar e o estado civil também foram avaliados. Houve uma prevaléncia de homens
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analfabetos e com renda familiar de até um saldrio minimo. Tais achados corroboram com a
literatura que diz que a neoplasia acomete principalmente homens de classe social e nivel de
instrucao baixos [7,12,13]. No estudo de Hernandez e colaboradores [7] a incidéncia de cancer
de pénis foi mais elevada nos municipios onde menos de 75% da populacdo completou o ensino
médio em comparacdo com os pacientes que viviam em comunidades com maior indice de
instrucao. Torbrand e colaboradores [13] afirmam que o baixo nivel educacional estd associado
a um risco maior de desenvolvimento do cancer de pénis invasivo.

Em relacdo aos hébitos de vida, neste estudo a maioria dos pacientes (62%) reportaram
0 uso de tabaco em algum momento da vida. Daling e outros autores [14] demonstraram a
relacdo entre o uso de tabaco e o risco de desenvolver cancer de pénis, onde os fumantes ativos
apresentaram uma razao de chance de 2.3 e os ex- fumantes de 1.9 de desenvolver o cancer.
Entre os fumantes atuais, Daling e colaboradores [14] observaram um risco 1.5 vezes maior
para o desenvolvimento de cancer de pénis in situ e de 4.5 vezes maior para o desenvolvimento
de cancer invasivo. No estudo de Wanick[15] o uso de tabaco foi observado em 75% dos casos
de cancer de pénis invasivo. No estudo de Favorito e outros autores [6] o uso de tabaco foi
referido em 35.68% dos casos. Destes pacientes que afirmaram uso de tabaco, 86.13%
apresentaram tumor de baixo grau e 13.86% apresentaram tumor de alto grau. Incidéncia alta
também foi encontrada no trabalho de Chaux e colaboradores [5], 76% relataram uso de tabaco
e no trabalho de Koifman e colaboradores[11] realizado no Rio de Janeiro, 56.5% dos pacientes
diagnosticados com céancer de pénis relataram tabagismo. O papel preciso dos mecanismos
exatos que o tabagismo desempenha no desenvolvimento do cincer de pénis ainda sdo
desconhecidos [5].

Também foi observado que 62.1% dos pacientes nunca foram submetidos a cirurgia
de circuncisdo. No trabalho de Koifman e colaboradores [11] realizado no Brasil, a falta de
circuncisdo também foi comum. A presenca de fimose e prepucio exuberante dificultam a
exposicdo da glande e a limpeza adequada da regido genital, influenciando, assim, no
desenvolvimento do cancer de pénis [5]. A incidéncia de cancer de pénis em paises com pratica
de circuncisdo neonatal, como Israel e EUA, é extremamente baixa, podendo chegar a indices
menores que 1% [12].

O cancer de pénis € extremamente raro em homens que sio circuncidados ao nascer.
Uma revisdo sistémica recente analisando o efeito da circuncisdo sobre o cancer de pénis
confirmou o seu efeito benéfico quando realizado antes dos 18 anos em comparagdo com um

risco aumentando de desenvolver tal cancer quando realizado j4 na fase adulta [16]. Chaux e
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colaboradores [5] sugerem que esse efeito contrario da circuncisdo na fase adulta possa estar
relacionado com o desenvolvimento da cicatrizacao e a presenga de lesdes penianas subclinicas
antes do procedimento.

A circuncisdo também mostrou reduzir de forma significativa o risco de desenvolver
infeccdo por HPV [17]. O efeito preventivo primdrio da circuncisio reduziu em 50-60% o risco
de contrair o HPV em estudos realizados por Bailey e colaboradores [18] e Gray e
colaboradores [19]. Atualmente, os servigos de circuncisdo estdo se expandindo em vérios
paises da Africa como forma de prevencio para o desenvolvimento do HPV e, como em muitos
paises africanos a incidéncia de cincer de pénis € relativamente alta, a expansao desses servicos
pode proporcionar uma oportunidade para reduzir a incidéncia de cancer de pénis [16].

Em relacdo a localizagdo predominante da lesdo peniana, em 51.7% dos casos houve
mais de uma regido afetada e a glande foi observada em 93.1% dos casos. Este resultado
corrobora com o estudo de Wanick e colaboradores [15] onde a glande isoladamente foi a
localizacdo predominante do cancer de pénis em 55.5% dos pacientes € em associagdo com
outras regioes do pénis em 91.1% dos casos.

Com relacdo a detec¢gdo do DNA-HPV, nos casos de cancer de pénis, a presenca de
HPV foi detectada em 69% das amostras. Em uma pesquisa realizada por Mota [20] em
pacientes dos estados do Para e Sdo Paulo, a prevaléncia geral foi 74% para algum tipo de HPV.
Em contrapartida, Backes e colaboradores [21] encontraram 48% de prevaléncia de HPV em
1266 casos de 30 estudos de cancer de pénis invasivo. Chaux e colaboradores [S] encontraram
DNA de HPV em 36 % das amostras analisadas. H4 grande variacdo nas incidéncias de HPV
encontrados nos estudos envolvendo o de cancer de pénis, variando de 15% a 77.5%. Esta
variacdo pode ser explicada pela metodologia empregada na deteccao de HPV, pela populacao
estudada e pela conservacao das amostras [22]. A técnica PCR utilizando os primers PGMY
09/11 e GP5+/6+ tém sido muito utilizada em estudos epidemioldgicos de HPV devido a sua
alta especificidade e sensibilidade [2].

Através do sequenciamento automatizado, foi detectado o HPV 16 em 55.5% das
amostras. Em seguida foi observado os subtipos 6, 33,45 e 52, todos com 11.1% de prevaléncia.
Cubilla e outros autores [24] encontraram o HPV 16 em 72% e em seguida o subtipo 6 em 9%
dos casos. Em um estudo realizado por Scheiner e colaborados [25] no Rio de Janeiro, Brasil,
o subtipo 16 também foi o mais prevalente (52%). Alemany e outros autores [26] também
constataram uma incidéncia maior do subtipo 16. No Brasil, os HPVs de alto risco sdo

responsaveis por 25 a 56% dos casos de cancer [27].
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De acordo com a anélise histoldgica, a lesdo predominante neste estudo foi a do tipo
ulceracdo (51.7%). A alta prevaléncia de lesdes ulceradas nos casos de cancer invasivo reforca

os indicios que a ulceragao estd associada a invasao tumoral [15].

CONCLUSAO

O elevado percentual de pacientes residentes no interior do Maranhdo ( 79.3%) e de
analfabetos (55.2%) revelam a precariedade na educacao dos interiores do estado, que tem por
consequéncia a falta de informacdo sobre a importancia do uso de preservativo e de higiene,
fatores relevantes para a prevencdo do cancer de pénis.

Observou-se que, em sua maioria os homens nio eram circuncisados e apresentavam
lesdo tumoral na regido da glande. Tal resultado pode contribuir para reforcar a influéncia da
auséncia de circunsi¢do com o desenvolvimento do cincer de pénis e o risco aumentado de
contrair o HPV. A presenca de fimose dificulta a exposi¢cdo da glande, impedindo sua correta
higienizacdo e propiciando o inicio de um processo inflamatério que pode resultar no
desenvolvimento de lesdo cancerigena. Além disso, a presenca de fimose pode dificultar a
deteccao da lesdo na fase inicial pelo homem, o que pode contribuir para o diagnostico tardio
da doenca.

Apesar de ndo ter sido observado correlacdo estatisticamente significante entre as
caracteristicas histopatoldgicas das lesdes e a presenca do HPV, o mesmo foi encontrado em
69% das amostras, percentual relevante e que corrobora com estudos nacionais €
internacionais. Tal resultado pode contribuir para reforcar os estudos ja existentes que mostram
a infeccdo pelo HPV como um forte fator de risco para o desenvolvimento do cincer peniano.
De todos os subtipos virais identificados, somente o tipo 6 ndo € considerado de alto risco, os
outros subtipos (16,45,52,33) estdo associados com o desenvolvimento de outros tipos de
cancer. A malignidade destes subtipos encontrados evidencia a necessidade de politicas
publicas voltadas para a inclusdo cada vez maior dos homens nas campanhas de vacinagao
contra o HPV.

A falta de correlacdo estatisticamente significante pode ser consequéncia da auséncia
de informacdes devido ao viés de esquecimento da amostra, por se tratar de paciente idosos e
da falta de registros nos prontudrios dos pacientes, ressaltando a necessidade dos completos

registros, tanto para uma melhor assisténcia aos pacientes quanto para as pesquisas cientificas.
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