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RESUMO

A infeccdo pelo Papilomavirus Humano (HPV) é uma das doencas sexualmente
transmissiveis mais comuns em todo o mundo e sua infeccdo tem papel central na origem do
cancer, com mais de 100 tipos de virus HPV identificados, sendo mais de 30 deles transmitidos
pelo contato sexual. O cancer de pénis € uma neoplasia rara, porém em paises em
desenvolvimento ou subdesenvolvidos, como os da Asia, Africa e América do Sul, pode
representar 10% a 20% dos tumores urogenitais masculinos. O HPV tem sido reconhecido como
possivel agente causador do carcinoma peniano, mas seu papel no desenvolvimento da doenca e
a correlacdo com o prognostico ainda néo estdo claros. No Brasil, o cancer de pénis representa
cerca de 2% de todos os casos de cancer que acometem homens, sendo mais frequente nas
regides Norte e Nordeste. O objetivo geral do estudo foi identificar a prevaléncia e os tipos virais do
Papilomavirus Humano em amostras de carcinomas penianos de 25 pacientes tratados no Instituto
Maranhense de Oncologia Aldenora Bello (IMOAB) no periodo de 2014 a 2016. Através de
guestionarios aplicados aos pacientes e revisdo de prontuarios, foram coletados dados
sociodemograficos, clinicos e histopatoldgicos. Amostras tumorais retiradas durante cirurgia de
penectomia foram coletadas e submetidas a extracdo de DNA e, posteriormente, foram realizadas
reacBes de PCR para a deteccdo do HPV. Foi utilizada a técnica de PCR Nested e o0s primes
utilizados foram PGMYQ09/11 para o primeiro round e GP+5/6 para o segundo round. Em seguida,
foi realizada a técnica de eletroforese em gel de agarose para identificar a amplificacdo do virus.
As amostras positivas foram submetidas a técnica de sequenciamento automatico para a
genotipagem do tipo viral. A presenca do virus HPV foi detectada na maioria dos casos (68%). O
tipo 16 foi 0 mais prevalente (29%), seguido dos tipos 6 (12%) e 45 (6%). A maioria dos homens estava
na faixa etaria maior que 60 anos (68%), se auto relatavam de cor de pele parda (60%),
apresentavam unido conjugal estavel (64%), renda baixa de até 1 salario minimo (56%), eram
analfabetos (52%), residiam em municipios do interior do Estado (80%). Em rela¢do aos hébitos de
vida sexual, 56% declararam néo ter realizado circuncis@o, 36% sinalizaram a ocorréncia de DST
prévia e 32% relataram a presenca de verrugas genitais. Houve predominancia da glande (30,4%)
como a regido mais afetada, seguido pela glande e prepucio (30,4%). N&o houve diferenca
estatisticamente significante entre a presenca de HPV e caracteristicas histopatolégicas da leséo
nos pacientes analisados. Em decorréncia da elevada prevaléncia do HPV e do elevado nimero de
casos de cancer de pénis no estado do Maranhao, torna-se fundamental o desenvolvimento de
pesquisas que visem auxiliar no desenvolvimento de medidas preventivas contra a infecgéo pelo
virus HPV.

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



ABSTRACT

Human Papillomavirus (HPV) infection is one of the most common sexually transmitted diseases
worldwide and its infection plays a central role in the etiology of cancer, with more than 100 types of
HPV viruses identified, more than 30 of which are transmitted through sexual contact. Penile cancer is
considered a rare disease, but in developing and underdeveloped countries, such as Asia, Africa and
South America, it can account for 10% to 20% of male urogenital tumors. HPV has been recognized
as a possible causative agent of penile carcinoma, but its role in the development of the disease and
the correlation with the prognosis are not yet clear. In Brazil, penile cancer represents about 2% of all
cases of cancer that affect men, being more frequent in the North and Northeast of the country. The
main goal of this study is to identify the prevalence and types of Human Papillomavirus in penile
carcinomas of 25 patients treated at the Maranh&o Institute of Oncology Aldenora Bello (IMOAB) in
the period of 2014 to 2016. Sociodemographic, clinical and histopathological data were collected
through questionnaires applied to the patients and reviewing of medical records. Tumor samples
taken during penectomy surgery were collected and submitted to DNA extraction and subsequent
PCR reactions for HPV detection. The Nested PCR technique were used, using primers PGMY09/11
for the first round, and GP+5/6 for the second round. Then, agarose gel electrophoresis was
performed to identify the amplification of the virus DNA. Positive samples were submitted to an
automatic sequencing technique for viral genotyping. HPV-virus DNA were detected in most cases
(68%). HPV 16 was the most prevalent (29%), followed by types 6 (12%) and 45 (6%). Most men were
older than 60 years (68%), self-declared brown skin (60%), had stable marital union (64%b), income up to 1
minimum wage (56%), mostly illiterate (52%) and residents in the countryside. Regarding sexual habits,
56% reported not having performed circumcision, 36% reported the occurrence of previous STDs, and 32%
reported the presence of genital warts. There was a prevalence of the glans (30,4%) as the region most
affected by the penile cancer lesions, followed by glans and foreskin (30,4%). There was no statistically
significant difference between the presence of HPV and histopathological features in the analyzed samples
(p<0,05). Due to the high prevalence of HPV and penile cancer in the state of Maranh&o, the development

of research aiming to help the prevention of HPV infection is fundamental.

Key words: HPV, penile cancer, genotyping.
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1. INTRODUCAO

O HPV é um virus ndo envelopado com um capsideo de 55nm de
diametro, com uma dupla-fita de DNA circular e aproximadamente 8000 pares de
base (pb) (AFONSO et al., 2016). A infeccédo pelo Papilomavirus Humano (HPV) é
uma das doencas sexualmente transmissiveis mais comuns em todo o mundo e sua
infeccéo tem papel central na origem do cancer (ALBERO et al., 2013).

Atualmente existem mais de 100 tipos de virus HPV identificados,
sendo mais de 30 deles transmitidos pelo contato sexual, mas a maioria das
infeccbes sado combatidas naturalmente pelo organismo e nao progridem para o
cancer (AKOGBE et al., 2013). Segundo a International Agency for Research on
Cancer (IARC), o HPV é classificado de acordo com seu potencial oncogénico,
podendo ser de alto ou baixo risco. A infeccao por tipos de baixo risco pode causar
verrugas nas maos e peés, além dos condilomas nas regifes genitais (WEI et al.,
2016). J& os tipos ditos de alto risco, podem causar lesdes intraepiteliais e possuem
capacidade de progredir para carcinomas invasivos (GANGULY; PARIHAR, 2009;
ZHOU et al., 2013). Aproximadamente 20 tipos virais, incluindo o HPV 16, 18, 33,
39, 45, 52 e 56 sao classificados como de alto risco e estdo associados ao
desenvolvimento de cancer ou lesdes pré-cancerosas, sendo os tipos 16 e 18
responsaveis por aproximadamente 70% dos casos de cancer cervical (ZACAPALA-
GOMEZ et al., 2016). Os subtipos considerados de baixo risco oncogénico,
principalmente o HPV 6 e HPV 11, sdo responsaveis por até 90% dos casos de

verrugas genitais em ambos os sexos (WElI et al., 2016).

O HPV tem sido reconhecido como possivel agente causador do
carcinoma peniano, mas seu papel no desenvolvimento da doenca e a correlacao
com o prognéstico ainda ndo estdo claros (ROMERO et al.,, 2013; SILVA et al.,
2014). Smith e colaboradores (2010), em um ensaio clinico randomizado em 2700
homens ndo circuncidados na faixa etaria 17-28 anos e residentes no Quénia,
avaliaram que 46% dos homens apresentavam infec¢cdo pelo HPV na glande e
19,1% presente na haste do pénis, sendo os tipos 16 e 18 os mais frequentes.
Stankiewicz e colaboradores (2011) investigaram a presenga do virus HPV em 148
pacientes diagnosticados com carcinomas penianos e detectaram que 56% dos

tumores penianos apresentavam infeccdo pelo HPV, sendo o HPV 16 o mais



16

prevalente (81%). No estudo realizado por Scheiner e colaboradores (2008) em 80
casos de pacientes com cancer de pénis e submetidos a tratamento em hospitais do Rio
de Janeiro, foram detectados a presenca de HPV em 75% dos pacientes com cancer
invasivo, também detectando o HPV 16 como o mais frequente. Outros estudos
demonstram a prevaléncia do HPV em até 71% dos casos de cancer de pénis (WANICK
et al., 2011; ZACAPALA-GOMEZ et al., 2016).

A patogénese do céancer de pénis ainda ndo esta esclarecida, mas,
fatores de riscos reconhecidos incluem fimose, tabagismo, maus habitos de higiene,
retencdo de esmegma, processos inflamatoérios e a infecgdo pelo HPV (DIORIO;
LEONE; SPIESS, 2016; MANNWEILER et al., 2013; MOSCONI et al., 2005). Além
destes fatores, atividade sexual sem uso de preservativo e a infeccdo por outras
doencas sexualmente transmissiveis também podem contribuir para o
desenvolvimento do cancer de pénis (GRABOWSKI et al.,, 2016). Estudos tem
mostrado que a expressao desregulada de dois oncogenes virais de HPVs de alto
risco, E6 e E7, sdo fundamentais para a malignizacédo das células cervicais, atuando
no blogueio de genes supressores tumorais como pRB e p53, alterando o ciclo
celular (DO et al., 2013; WANG et al., 2015). A subsequente inativacdo dessas via
de regulacdo pode levar a proliferacdo autbnoma de células, contribuindo para o
desenvolvimento do tumor (WANG et al., 2015; ZARGAR-SHOSHTARI et al.,
2016).

O cancer peniano ocorre principalmente em homens maiores de 60
anos e esta associado a um alto risco de metastase e morbidade, sendo o principal
fator que leva a alta mortalidade por essa doenca a demora por tratamento
(DIORIO; LEONE; SPIESS, 2016). Geralmente, os pacientes procuram o servico de
salde somente quando a doenca encontra-se em estagios avancados, dificultando
assim a possibilidade de tratamento (DIORIO; LEONE; SPIESS, 2016; SILVA et al.,
2014). O tratamento cirdrgico convencional para o0 carcinoma peniano envolve
penectomia parcial ou total com margem de seguranca de 2 cm (Ministério da
Saude). Essa abordagem é realizada no Brasil em 60% dos casos, o que demonstra
a elevada morbidade existente no diagnostico de cancer de pénis. As taxas de
sobrevida dos pacientes em 5 anos variam de 0% a 66%, dependendo da extensao
e da presenca de linfonodos metastaticos (ALEMANY et al., 2016; REIS et al.,
2010a).
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No Brasil, o cancer de pénis representa cerca de 2% de todos os
casos de cancer que acometem homens, sendo mais frequente nas regibes Norte
e Nordeste (SILVA et al., 2014). A regido Nordeste possui 0 maior nimero de casos,
com taxas de aproximadamente 6%, superando as taxas de cancer de bexiga e
cancer de préstata, enquanto a regido Sudeste apresenta taxa de 1,2% dos casos
(FAVORITO et al., 2008). Conforme dados do Ministério da Saude, o Maranh&o é o
Estado que possui 0 maior numero de casos de cancer de pénis do pais, causado
principalmente pelo baixo indice de desenvolvimento humano (FAVORITO et al.,
2008). Além disso, estima-se que 850 cirurgias de penectomia parcial ou completa
séo realizados no Brasil, sendo aproximadamente 50% dos casos realizados nas
regioes Norte e Nordeste (FAVORITO et al., 2008; FELLER et al., 2009).

Em decorréncia da elevada prevaléncia do HPV e,
consequentemente, o elevado nimero de casos de cancer de colo de utero e
cancer de pénis no estado do Maranhao, torna-se fundamental o desenvolvimento
de pesquisas que visem compreender o papel do virus na etiologia do céancer,
bem como auxiliar no desenvolvimento de medidas preventivas contra a infeccéo

pelo virus HPV.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Papilomavirus Humano - Histoérico

Desde a Antiguidade tem-se registro do aparecimento de verrugas na
pele e na regido genital, também chamadas de condiloma acuminado (do grego
kondilus = condilo; do latim acuminare = pontudo). Médicos gregos e romanos foram os
primeiros a observar a presenca dessas lesdes, mas até entdo a sua causa era
desconhecida e eram associadas principalmente a habitos sexuais promiscuos
(CAMARA et al., 2008). A primeira demonstracéo da causa das verrugas resultou de
experimentos de transferéncia de células, evidenciando ser um virus o responsavel
pela origem das verrugas genitais e orais (SHOPE; HURST, 1933). Eles perceberam
que coelhos domésticos saudaveis poderiam desenvolver as verrugas quando
inoculado um filtrado livre de células retirado das verrugas de coelhos selvagens.
Experimentos realizados em 1907 também confirmaram a etiologia viral das leses
papilomatosas usando filtrado de células de verrugas comuns para transferir a infeccao
(SHOPE; HURST, 1933; ZUR HAUSEN, 1989).

Em 1965 os primeiros experimentos que buscaram identificar a estrutura
gendmica do HPV comecaram a ser realizados e, posteriormente, concluiram que se
tratava de um DNA circular de dupla fita (ZUR HAUSEN, 1989). Ja em 1967 outros
estudos buscaram identificar as diferentes formas em que o virus podia se apresentar e
no inicio dos anos 1970s a diversidade de HPV se tornou evidente (ZUR HAUSEN,
1989). Assim, concluiu-se que diferentes tipos de HPV seriam responsaveis pela
formacéo de verrugas genitais e cutaneas e tais diferencas foram visualizadas em

microscopio eletrnico e por estudos de aglutinacéo (ZUR HAUSEN, 1989, 1999).

zur Hausen e Gissmann buscaram detectar o DNA do virus em tumores
humanos a partir de experimentos de hibridizacdo de acidos nucleicos com RNA
complementar do virus de verrugas humanas (ZUR HAUSEN, 1996). A patrtir disso, foi
possivel realizar o isolamento e a caracterizagdo de um novo virus, que provava ser o
agente causador das verrugas genitais, sendo chamado de HPV6 (ZUR HAUSEN,
1996, 2000). Posteriormente, foi possivel a caracterizacdo e isolamento do
Papilomavirus mais intimamente relacionado ao papiloma de laringe, chamado de
HPV11l (CAMARA et al., 2008; ZUR HAUSEN, 1989, 1996). Ja no inicio dos anos
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1980s foi caracterizado o tipo de HPV mais presente em tumor cervical, e
posteriormente estabelecido ser um dos tipos mais importantes no desenvolvimento de
neoplasias, chamado de HPV16 (CAMARA et al., 2008; ZUR HAUSEN, 1996). O
HPV18, considerado o segundo tipo de HPV de maior risco oncogénico, foi isolado e

caracterizado posteriormente (CAMARA et al., 2008).

Atualmente, mais de 100 tipos de HPV foram descritos e classificados de
acordo com a estrutura e caracterizacdo do genoma (GRAVITT, 2011; HONG;
LAIMINS, 2016; WOODMAN et al., 2007). A partir de entdo, varios estudos moleculares
continuam sendo realizados e confirmam a influéncia do HPV como precursor de
neoplasias, entre eles o cancer cervical (LETO et al., 2011; ZUR HAUSEN, 2009).

2.2 Biologia do HPV

O HPV é um virus pertencente a familia Papillomaviridae, apresenta DNA
circular entre 6800 e 8000 pares de bases (pb), possui didametro de até 50nm, nédo-
envelopado e um capsideo icosaédrico (BIRYUKOV; MEYERS, 2015; REIS et al.,
2010a). O genoma do HPV é formado por uma regido chamada Open Reading Frames
(ORF) onde estéo localizados os genes com capacidade de codificar proteinas, e uma
regiao controladora chamada Long Control Region (LCR) (DE LIMA; DA SILVA,
RABENHORST, 2013; WOODMAN et al., 2007). Apesar das variacdes em tamanho e
nuamero de ORFs, todos os Papilomavirus possuem genes principais envolvidos na
replicacdo e encapsulamento do virus e grande variedade nos genes remanescentes,
cada um envolvido na entrada do virus na célula, escape do sistema imune e liberacédo
do virus (FERRAZ et al., 2012; HONG; LAIMINS, 2016; TOMMASINO, 2016).
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HPV

Figura 1. Organiza¢@o do DNA circular do HPV e suas
funcdes na patogénese do virus. Fonte: Adaptado de
BURK, 20089.

As ORFs podem ser diferenciadas em duas regides: E (do inglés, early =
antes) e L (do inglés, late = depois) (Figura 1). Na regido E estéo localizados os genes
gue sao expressos inicialmente no ciclo celular do virus, séo eles os genes E1, E2, E4,
E5, E6 e E7 (FELLER et al., 2009; HONG; LAIMINS, 2016). Esses genes serdo 0s
responsaveis pela transcricdo do DNA viral, maturacéo e liberacéo de particulas virais,
transformacéo e imortalizacéo das células infectadas (FELLER et al., 2009; REIS et al.,
2010a; WOODMAN et al., 2007). Eles também auxiliam na replicacdo e atuam na
regulacdo da expressao de genes virais (FELLER et al., 2009; HONG; LAIMINS, 2016).
Além disso, E1 e E2 também sado responsaveis pela manutencdo do DNA viral na
forma epissomal durante os estagios iniciais de infeccéo e durante o periodo latente de
infeccdo nas células da camada basal (FELLER et al., 2009; WOODMAN et al., 2007).
A integracdo do DNA viral no genoma da célula hospedeira esta associado a certos
tipos de cancer, onde ocorre a perda de E2 e a posterior perda da fungéo repressora de
E2, levando a ativacdo dos genes E6 e E7 e no aumento da expressao dessas
oncoproteinas (BANSAL; SINGH; RAI, 2016; HONG; LAIMINS, 2016). Os genes
restantes codificam proteinas que modificam o ambiente celular ou desempenham
fungbes durante o ciclo de vida do Papilomavirus. Proteinas produzidas por E4 e E5
modulam a amplificacdo do DNA do HPV e a expresséo de genes estruturais (HONG,;
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LAIMINS, 2016). Além disso, E4 desempenha papel importante na saida do virus da
superficie do epitélio (DOORBAR, 2016).

Durante a infec¢éo do HPV, E6 e E7 facilitam a manutencdo do DNA viral
em sua forma epissomal nas células da camada basal (FELLER et al., 2009; HONG,;
LAIMINS, 2016). Estes também tém papel importante na proliferacdo celular e no
aumento da sobrevida de células infectadas pela alteracédo de fatores de regulacéo do
ciclo celular (DOORBAR, 2016; GRIFFIN; DOORBAR, 2016). Em HPVs de alto risco,
E6 pode induzir a degradacdo da proteina supressora de tumor p53 através do
bloqueio da via da ubiquitina (DOORBAR, 2016; HONG; LAIMINS, 2016).

A oncoproteina E7 é essencial para o ciclo de vida normal do virus e
durante todo o percurso de desenvolvimento do cancer, desde lesdes precursoras
benignas até carcinomas invasivos (SONGOCK; KIM; BODILY, 2016). O gene E7 pode
inativar o supressor do gene que codifica a proteina retinoblastoma (pRB) e outras
proteinas associadas a regulacdo do ciclo celular, atuando diretamente na malignizacéo
de células e o posterior desenvolvimento do cancer (BANSAL; SINGH; RAI, 2016;
DOORBAR, 2016; FELLER et al., 2009). Os genes E6 e E7 também possuem papel
fundamental na patogénese de HPVs de baixo risco, estando associado ao
desenvolvimento de tumores benignos e, nos casos raros, na transformacdo em tumor
maligno (FELLER et al., 2009; GRIFFIN; DOORBAR, 2016).

A regido L é formada por genes que sao expressos tardiamente no ciclo,
sendo responsaveis pela incorporacdo do DNA viral e por codificar proteinas do
capsideo viral (DE LIMA; DA SILVA; RABENHORST, 2013; FERRAZ et al.,, 2012). O
gene L1 codifica a maioria das proteinas do capsideo viral e sdo expressas depois de
L2 no ciclo, participando da montagem do virion (DOORBAR, 2016). Proteinas
produzidas por L2 atuam no transporte de proteinas L1 para o ndcleo e no
encapsulamento do DNA viral (FELLER et al., 2009; HONG; LAIMINS, 2016).

A regido controladora LCR esta localizada entre a extremidade de L1 e o
inicio da regido de expresséo precoce (regido E) e possui regides promotoras, sitios de
ligacdo de fatores de transcricdo e a regido de origem de replicagdo do virus (ORF)
(GRIFFIN; DOORBAR, 2016). De acordo com o tipo de HPV, as posi¢des das regides

promotora e dos sitios de ligagdo podem variar, demonstrando que os diferentes tipos
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de HPV seguiram diferentes caminhos evolutivos ao longo dos anos (DOORBAR, 2016;
HONG; LAIMINS, 2016).

2.3Ciclo de vida

O HPV possui tropismo por células epiteliais, infectando principalmente a
pele e mucosas (HONG; LAIMINS, 2016). Entretanto, as infeccbes por HPV
conseguem geralmente ser eliminadas pelo sistema imune do organismo, nao
evoluindo para manifestacdes clinicas em até 70% dos casos (ZACAPALA-GOMEZ et
al., 2016; ZUR HAUSEN, 2009). O virus HPV infecta células da camada basal do
epitélio escamoso, que sao células menos diferenciadas e que ainda conseguem se
proliferar (BIRYUKOV; MEYERS, 2015; HONG; LAIMINS, 2016; LI et al., 2016). A
infeccdo se inicia quando o virus entra na camada basal do epitélio através de
microlesdes encontradas nessas células (BIRYUKOV; MEYERS, 2015; CHAUX et al.,
2013; HONG,; LAIMINS, 2016). Uma vez dentro da célula, o DNA do virus € liberado do
capsideo e transportado para o nucleo, onde o DNA do HPV vai replicar e se manter na
forma epissomal (cerca de 100 copias por célula) (FELLER et al., 2009; HONG;
LAIMINS, 2016).

Liberagdo de particulas virais I T I

Replicacdo de
DNA viral e
formagdo de
particulas

EmmsEee.--

Progressdo da
diferenciacdo

Infeccdo primaria na 4] l— Membrana Basal

camada basal de C—

células, usualmente via Expansdo Lateral
microlesdes.

Figura 2. Ciclo de vida do Papilomavirus Humano. Fonte: Adaptado de zur HAUSEN, 2002.
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Nas células da camada basal, as proteinas E1 e E2 sdo expressas e
regulam a transcricdo de genes precoces para a producdo de virions (Figura 2)
(FELLER et al., 2009; REIS et al., 2010a; SPIESS et al., 2016). Nao se sabe ao certo
porqgue o HPV é capaz de infectar somente células da camada basal do epitélio
escamoso, mas acredita-se que esteja relacionado a receptores restritos a essas
células. Depois destas células se dividirem, E2 regula a distribuicdo do DNA viral para
as células filhas (HONG; LAIMINS, 2016; SPIESS et al., 2016). Na infeccao latente, o
epitélio afetado ndo demonstra diferencas clinicas ou histolégicas porque o virus
somente expressa 0s genes E1 e E2, podendo se manter assim por longos periodos,
ser eliminado naturalmente pelo sistema imune ou progredir a infeccdo (GANGULY;
PARIHAR, 2009; WOODMAN et al., 2007).

Com a maturacdo das células suprabasais, o ciclo do HPV progride e
passa a expressar proteinas de E6 e E7 (BANSAL; SINGH; RAI, 2016; WOODMAN et
al., 2007). A proteina E6 tem o papel de prevenir que a célula entre em apoptose (0 que
normalmente ocorre em resposta a infeccao viral); e E7 consegue ativar mecanismos
de replicacdo celular, levando a célula a entrar na fase S do ciclo celular, deixando
assim a maquinaria de replicacédo celular disponivel para a replicagdo do DNA viral
(REIS et al., 2010a; SPIESS et al., 2016; WOODMAN et al., 2007). A producdo de E1 e
E2 conduz ao aumento da amplificacdo do genoma do HPV paralelamente aos
estagios de maturacdo de células epiteliais. Eventualmente, a partir da expresséo de
proteinas L1 e L2, os virus sdo formados e conseguem escapar das células epiteliais
(FELLER et al., 2009; GRAVITT, 2011; ZUR HAUSEN, 2009).

2.4 Carcinogénese mediada pelo HPV

O mecanismo pelo qual o HPV leva a transformacdo maligna esta
associada tanto a carga viral, ao sitio e persisténcia da infeccdo, e a interacdo dos
oncogenes virais E6 e E7, que séo transcritos ativamente em células infectadas pelo
virus (DOORBAR, 2016; ZUR HAUSEN, 2009). Eles sédo capazes de estimular o
crescimento celular e, assim, contribuir para a imortalizacdo das células (Figura 3)
(FELLER et al., 2009; HONG; LAIMINS, 2016; WALHART, 2015).
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Estudos indicam que o gene EG6 interage com a proteina p53, enquanto
E7 interage com pRB (retinoblastoma) para bloquear a atividade dessas proteinas
supressoras de tumor (BANSAL; SINGH; RAI, 2016; WOODMAN et al., 2007). Apesar
das vias bioldgicas de progressdo ao cancer estarem bem estabelecidas em tumores
cervicais, alguns estudos indicam que a carcinogénese de pénis mediada pelo virus
HPV segue vias biolégicas semelhantes (FLAHERTY et al., 2014; REIS et al., 2010a;
ZUR HAUSEN, 2009).
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Figura 3. Progressdo do céncer cervical mediada pelo virus HPV. Fonte:
WOODMAN et al, 2007.

A regido de E6 no DNA do HPV codifica uma proteina que age
diretamente sobre proteinas supressoras de tumor, principalmente a p53 (THOMAS;
PIM; BANKS, 1999). A proteina p53 atua como regulador negativo de controle do ciclo
celular e sua inibicdo pode levar a proliferacdo e desenvolvimento anormal da célula
(DOORBAR, 2016; SOUTO, 2005; WALHART, 2015). Em resposta a danos na célula,
a p53 pode desencadear o processo de apoptose para destruir células defeituosas e
impedir que elas sejam replicadas (ANACKER; MOODY, 2016; FERRAZ et al., 2012).
Na infeccdo pelo HPV, a proteina E6 consegue se ligar a proteina E6AP e formar um

complexo ubiquitina-quinase, e esse complexo leva a ubiquitina¢cado de p53 seguido por
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sua degradacdo por um complexo proteossdomico (ANACKER; MOODY, 2016;
FERRAZ et al., 2012). Com isso, varios eventos deletérios podem ocorrer dentro da
célula, mas ainda assim essas células conseguirdo sobreviver e acumular mutacdes
em uma taxa maior do que o normal e causando, consequentemente, a auséncia de
sinalizacao de apoptose e imortalizacédo da célula (ANACKER; MOODY, 2016; FELLER
etal., 2009; FERRAZ et al., 2012; ZUR HAUSEN, 2000).

A funcéo principal do gene E7 é desregular o ciclo celular da célula
infectada, induzindo a célula a sair da fase Go para a fase G1 e S (ANACKER;
MOODY, 2016; FERRAZ et al., 2012; HONG; LAIMINS, 2016). E7 € uma proteina
gue ir4 se ligar a proteina retinoblastoma (RB), que por sua vez € supressora tumoral e
inibe a proliferacdo celular em resposta a sinais intra e extracelulares (BANSAL;
SINGH; RAI, 2016). Normalmente a pRB encontra-se ligada ao fator de transcricdo
E2F, responsavel por controlar a expressao de outros genes envolvidos no ciclo celular,
mas que mantém seu dominio de ativacdo da transcricdo blogueado quando ligado a
pRB (FERRAZ et al., 2012; WALHART, 2015). Ao degradar a proteina pRB ocorre a
liberacédo de E2F, permitindo-lhe estimular a transcricdo dos genes que estavam sendo
reprimidos, entre eles a proteina p16. A proteina pl6 é uma CDK (Cyclin-dependent
kinases — quinases dependentes de ciclinas) que inibe a fosforilacdo de pRB,
mantendo-a ativa e ligada ao fator de transcricdo E2F, assim, sendo controlada pela
pRB por feedback negativo (SOUTO, 2005; WOODMAN et al.,, 2007). Ou seja, a
degradacédo de pRB por E7 resulta em um aumento na expressao de pl6 nas células
infectadas (RIVOIRE et al., 2001; SOUTO, 2005).

A degradacéo de proteinas celulares associadas ao ciclo celular pelas
proteinas virais compromete a integridade do DNA replicado, causando
instabilidade no DNA da célula e a proliferacdo anormal dessas células,
favorecendo o desenvolvimento do tumor (FERRAZ et al., 2012; REIS et al., 2010a;
WOODMAN et al., 2007).

2.5 Classificacao dos tipos de HPV

Os Papilomavirus humanos sao divididos em cinco géneros e

classificados de acordo com diferencas na sequéncia de DNA (a partir de sequéncias
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do gene L1), devendo apresentar pelo menos 10% de diferencas de outros tipos
(BANSAL; SINGH; RAI, 2016; FELLER et al., 2009). Os tipos de HPV que infectam
humanos séo classificados em Alfa, Beta, Gama, Nu e Mu, sendo os géneros Alfa, Beta
e Gama os grupos mais representativos (Figura 4) (BANSAL; SINGH; RAI, 2016;
HARARI; CHEN; BURK, 2015).
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Figura 4. Classificag@o dos tipos de HPV baseado na sequéncia de nucleotideos de proteinas do
gene L1 do capsideo viral. Fonte: HARARI et al, 2014.

Apesar de estarem divididos em diferentes géneros, o HPV é comumente
classificado de acordo com seu potencial oncogénico, podendo ser de alto ou de baixo
risco de induzir a formagfes de lesdes malignas (BIRYUKOV; MEYERS, 2015; ZUR
HAUSEN, 2002, 2009). Dentre os tipos de alto risco, estdo: HPV 16, 18, 31, 33, 35,
39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 82, 26, 53, 66 e 73. Dentre os tipos de HPV de baixo
risco estdo: HPV 6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 72 e, 81 (BURD, 2016; FERRAZ et
al., 2012; SOUTO, 2005). Os tipos de HPV do género Alfa séo virus que infectam a

mucosa epitelial, muitos considerados de alto risco e outros de baixo risco (BURD,
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2016). Os tipos de HPV de baixo risco podem causar lesdes cutaneas, e outros podem
causar somente infeccdes cutaneas benignas (FERRAZ et al., 2012). Alguns tipos de
HPV de alto risco tém sido associados a etiologia do cancer de orofaringe e anogenital.
Tipos de HPV pertencentes ao género Beta infectam principalmente a pele e ndo estao
associados ao desenvolvimento de lesGes precursoras de cancer (BURD, 2016).
Dentre eles estdo: HPV14, HPV19, HPV20, HPV24, HPV38, HPV35.

2.6 Cancer de Pénis

O cancer de pénis é uma neoplasia cujo tratamento gera efeitos drasticos
a saude fisica e mental dos pacientes. Ele geralmente tem inicio com uma pequena
lesdo na regido da glande, e vai gradativamente se estendendo para o restante do
pénis (DO; GIULIANO, 2016). A regido inguinal representa o principal sitio de
metastase por carcinoma epidermdide de pénis e a extensdo de metastase para 0s
linfonodos inguinais constituem o fator progndéstico mais importante relacionado com a
sobrevida dos pacientes (DIORIO; LEONE; SPIESS, 2016; DO; GIULIANO, 2016).
Possui curso agressivo e progressivo, podendo levar o paciente a ébito em menos de
dois anos apds o diagnostico da lesdo priméaria. Estudos realizados em varios paises
tém estabelecido a relacdo entre o virus HPV e o desenvolvimento de alguns subtipos
de carcinomas de células escamosas, destacando, também, a patogénese do cancer
de pénis através de duas vias principais, uma relacionada a infeccao pelo HPV e outra
ndo associada ao virus (ALEMANY et al.,, 2016; CUBILLA et al., 2001; CUBILLA;
SANCHEZ; JOSE, 2016; VELAZQUEZ; CHAUX; CUBILLA, 2012).

A maioria das neoplasias de pénis séo carcinomas escamosos originados
no epitélio escamoso que recobre a glande e o prepucio, representando mais de 90%
dos casos nos Estados Unidos (HERNANDEZ et al.,, 2008). Outros tipos menos
comuns incluem adenocarcinomas, melanomas e sarcoma de Kaposi (CUBILLA;
SANCHEZ; JOSE, 2016; HERNANDEZ et al., 2008). Eritoplasia de Queyrat e doenca
de Bowen séo termos usados para carcinoma epidermaéide in situ e podem acometer a
regido genital, sendo o primeiro capaz de evoluir para cancer invasivo em 5-10% dos
casos e 0 segundo em 10-33% dos casos (MOSCONI et al., 2005). De acordo com
suas caracteristicas histolégicas, as neoplasias penianas podem ser classificadas em

verrucoso, basaloide, condilomatoso, papilar, sarcomatoide, adenoescamoso ou misto,



28

podendo variar os niveis de agressividade e sobrevida dos pacientes (CUBILLA;
SANCHEZ; JOSE, 2016; DIORIO; LEONE; SPIESS, 2016). Os carcinomas de célula
escamosa do tipo verrucoso e basaldide s&o os tipos que estdo mais associados a
infeccao pelo HPV, influenciando assim na progressao do tumor (CUBILLA; SANCHEZ;
JOSE, 2016). As lesbes no pénis podem ser classificadas em ulcerativas, vegetativas e,
verrucosa (RODNEY; MUNEER, 2016).

O padréo de diferenciacdo do tumor € realizado pela classificacdo de
Broders, que utiliza informacdes clinicas e histopatolégicas para classificar o tumor em
trés categorias, podendo ser de grau |, quando estd bem diferenciado, ou seja, o tecido
apresenta padrdo normal de epitélio escamoso; grau I, guando estd moderadamente
diferenciado e; grau lll, quando estdo indiferenciados, com predominio de células
imaturas, numerosas mitoses tipicas e atipicas, e pouca queratinizacdo (KOIFMAN
et al.,, 2015). Podem ocorrer infiltracdo em corpo cavernoso, corpo esponjoso,
uretra, perineural e estroma (KOIFMAN et al.,, 2015). Existe elevada correlagao
entre a profundidade de infiltracdo do tumor, o grau histolégico e presenca de
metastases para os linfonodos. O padrao infiltrativo se mostra um fator de risco
para o acometimento de linfonodos inguinais (CUBILLA et al.,, 2001; DIORIO;
LEONE; SPIESS, 2016). Tal preocupacao com o comprometimento linfonodal inguinal
se justifica pelo grande impacto no progndstico, pois 0 maior niumero de linfonodos
inguinais afetados pode refletir em maior risco de recidiva e morte pela doenca
(DIORIO; LEONE; SPIESS, 2016; KOIFMAN et al., 2011).

Atualmente o método de estadiamento mais utilizado para o carcinoma
de pénis € o TNM 2002 (Tabela 1). Esse sistema permite a avaliacdo do tumor e dos
linfonodos da regido inguinal com base no grau de invasao das estruturas penianas
pelo tumor primario e a extens&o para os linfonodos inguinais (LOPEZ-ROMERO et al.,
2013; REIS et al., 2010a). O sistema TNM observa o tamanho do tumor, o grau de
infiltracdo em profundidade (T), a situacéo dos linfonodos regionais (N), e a presenca
ou auséncia de metastase a distancia (M) (CUBILLA; SANCHEZ; JOSE, 2016; REIS et
al., 2010a).



Tabela 1. Sistema de classificacdo TNM para cancer de pénis. Fonte: Adaptado de AJCC
Cancer Staging Manual (2010).

Tx
TO
Tis
Ta
T1
T2
T3
T4

Nx
NO
N1
N2
N3

Mx
MO
M1

T — Sistema de Classificagdo TNM

Tumor néo definido.

Sem evidéncias de tumor primario.

Carcinoma in situ (doenca de Bowen ou Eritroplasia de Queyrat)
Carcinoma verrucoso nao-invasivo.

Tumor invadindo tecido conjuntivo sub-epitelial.

Tumor invadindo corpo esponjoso ou cavernoso.

Tumor invadindo uretra ou préstata.

Tumor invadindo outras estruturas adjacentes.

N — Situagéo dos linfonodos

Linfonodos regionais ndo podem ser avaliados.

Auséncia de metastase em linfonodos regionais.

Metastase em um unico linfonodo regional superficial.

Metastase em linfonodos mdltiplos ou bilaterais inguinais superficiais.
Metastase em linfonodos regionais inguinais profundos ou pélvicos, uni
ou bilaterais.

M — Metastases

Presenca de metastase a distancia ndo pode ser avaliada.
Auséncia de metastase a distancia.
Presenca de metastase a distancia.
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O modelo de Jackson (Tabela 2) também é amplamente utilizado na

classificacdo do cancer peniano, dividindo-o em quatro categorias de acordo com 0

tamanho e extensdo da lesdo, mas ndo leva em conta a profundidade e o
comprometimento linfonodal (HERNANDEZ et al., 2008; JACKSON, 1966). Ambos os

sistemas sao amplamente utilizados e, apesar de o sistema TNM fornecer informacdes

mais detalhadas, o sistema de Jackson ainda é muito utilizado.

Tabela 2. Estadiamento de Jackson. Fonte: JACKSON, 1966.

Estadio Descricédo

Estadio | Tumor acometendo glande e prepucio.

o Invaséo de corpos cavernosos ou haste peniana, sem
Estadio Il o _ ) o

ganglios comprometidos ou metastase a distancia.

Estadio Il Metastases para linfonodos inguinais.

o Tumor invadindo estruturas adjacentes, presenca de
Estadio IV

massas pélvicas, ou metastase a distancia.
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Em relacdo a invasado do tumor, pode-se observar quatro padrbes
morfolégicos de crescimento tumoral que estéo relacionados com o progndstico do
paciente com cancer de pénis. Pode apresentar crescimento superficial, com baixa
incidéncia de metastases inguinal; crescimento vertical, observado em tumores
invasivos com grande potencial de causar metastases; crescimento verrucoso,
associado a tumores com baixo potencial de disseminagcdo e caracteristica de
crescimento exofitico, e; crescimento multicéntrico, quando ocorre a formagédo de
duas lesdes separadas por tecido benigno geralmente no prepucio (FAVORITO et
al., 2008; REIS et al., 2010a; VELAZQUEZ; CHAUX; CUBILLA, 2012). A superficie
do tumor priméario também é avaliada, levando-se em consideracdo a superficie
tumoral até o local com maior profundidade da neoplasia (CUBILLA; SANCHEZ;
JOSE, 2016). A presenca de processo inflamatério pode contribuir para o
desenvolvimento do cancer de pénis por ocasionar o aumento de secrecdes no
saco prepucial, causando irritacdo e fornecendo ambiente propicio para o
crescimento de microrganismos, principalmente o virus HPV (DE SOUZA et al.,
2011; DIORIO; LEONE; SPIESS, 2016).

2.7 Epidemiologia e Fatores de Risco do Carcinoma de Peniano

O céancer de pénis é uma neoplasia considerada rara, com estimativa de
22.000 casos anualmente no mundo (FLAHERTY et al., 2014). A incidéncia € maior em
paises em desenvolvimento, onde o cancer de pénis pode atingir mais de 10% dos
canceres que afetam homens, como € o caso da Africa, Asia e América do Sul
(ALEMANY et al., 2016; FLAHERTY et al., 2014). Nos Estados Unidos e Europa, o
cancer de pénis varia de 0,4 a 0,7% de todas as neoplasias que acometem homens, ja
em paises africanos pode alcancar até 20% dos casos (MARTINS et al., 2016; SOUSA
et al., 2015; VILLA, 2008). A maior incidéncia ocorre em homens acima de 60 anos com
a maioria dos tumores originando-se na glande ou no prepucio (DIORIO; LEONE;
SPIESS, 2016; MCDANIEL et al., 2015). A patologia dominante é o carcinoma de célula
escamosa, mas outros casos também séo relatados, como basocelulares, e sarcomas
(STRATTON; CULKIN, 2016).
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No Brasil, o carcinoma de célula escamosa de pénis representa 2% de
todos os tipos de cancer em homens, sendo mais frequente nas regides Norte e
Nordeste onde os casos superam 0s numeros de cancer de prostata e cancer de
bexiga (BRAGA et al., 2011; DE SOUZA et al., 2011; INGLES et al., 2015; ROMERO et
al.,, 2013). A incidéncia é de 8,3 casos para cada 100.000 habitantes no Brasil, em
contraste com Europa e Estados Unidos, onde varia entre 0.1 e 0.7 casos para cada
100.000 habitantes (BRAGA et al., 2011; DOORBAR, 2016; FAVORITO et al., 2008;
SOUTO, 2005). No Nordeste, a incidéncia de cancer de pénis pode chegar a até 5,7%,
e 53% na regido Norte, e estd relacionado diretamente com as condicdes
socioecondmicas da populacdo (FAVORITO et al., 2008; SILVA et al., 2014; SOUSA et
al., 2015). Dados do Ministério da Saude indicam que cerca de 850 cirurgias de
penectomia parcial ou total séo realizadas no Brasil, sendo aproximadamente 50%

desses procedimentos realizados nas regides Norte e Nordeste (BRAGA et al., 2011).

Essa variagdo geografica na incidéncia de casos de céncer de pénis
parece estar associada aos fatores de risco associados a doenga, como auséncia de
circuncisao, fimose, tabagismo, obesidade, retencdo de esmegma, maus habitos de
higiene e a presenca do Papilomavirus Humano (HPV) (MCDANIEL et al., 2015;
STRATTON; CULKIN, 2016; TORBRAND et al.,, 2016). Tais fatores de risco sao
observados principalmente nas areas de maior incidéncia da neoplasia (BRAGA et al.,
2011; CHAUX et al., 2013). O cancer de pénis causa elevada morbidade tanto pela
doenca em si como pelo tratamento, que inclui amputacdo parcial ou total do pénis
(DIORIO; LEONE; SPIESS, 2016). A taxa de mortalidade associada a esta neoplasia
varia entre 26 e 41%, mas a deteccao precoce da doenca pode reduzir essa taxa e
permite um tratamento menos agressivo, contribuindo para a melhoria ha qualidade de
vida do paciente (BRAGA et al., 2011; FAVORITO et al., 2008; JAKOBSEN, 2015). O
prognostico € influenciado pelo grau, estagio do tumor e 0 envolvimento de linfonodos
no momento do diagnostico (DOORBAR, 2016; TORBRAND et al., 2016). Diferente do
cancer cervical, cujo desenvolvimento esta intimamente relacionado a presenca do
HPV, o cancer de pénis pode ou ndo estar associado a presenca do virus (BRAGA et
al., 2011; DO; GIULIANO, 2016). A prevaléncia geral do HPV em cancer de pénis varia
de 22 a 72%. Subtipos de alto risco tem sido detectado em 24 a 65% dos casos de
cancer de pénis comparado com 12% nos casos controle (POW-SANG et al., 2010).

Especificamente, o cancer de pénis esta associado com o HPV 16 em 24% a 95% dos
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casos e o HPV 18 em 10% a 55% dos casos (FLAHERTY et al., 2014; POW-SANG et
al., 2010).

O status socioecondémico € uma importante ferramenta utilizada para
avaliar a saude da populacdo em paises em desenvolvimento, sendo analisado a partir
de fatores individuais e comunitarios que refletem no acesso aos servigos de salde e
habitos de vida saudaveis (BENARD et al., 2008). Fatores como renda, educacéo, local
de residéncia, nivel de pobreza e raca podem ser utilizados como indicadores pois
influenciam na salde geral e podem impactar na incidéncia do cancer e as taxas de
mortalidade (BENARD et al., 2008). Alguns estudos sugerem que a circuncisao apos o
nascimento confere protecao contra o cancer de pénis, e o tabagismo pode aumentar
em até 4,5% as chances de desenvolvimento do tumor (DIORIO; LEONE; SPIESS,
2016; DO; GIULIANO, 2016). Estudos realizados por Maden (1993) mostrou que em
individuos que nunca haviam sido circuncidados o risco era 3,2 vezes maior do que nos
individuos que haviam sido circuncidados ao nascimento e 3 vezes maior que oS
individuos que foram circuncidados durante o periodo neonatal. Acredita-se que
individuos néo circuncidados apresentam maiores de taxas de retencdo de esmegma
e, com isso, fornece ambiente favoravel para o crescimento de virus e bactérias
(CHAUX et al., 2013; MOSCONI et al., 2005). A circuncisdo reduz o risco de infeccéo
por virus HPV de elevado risco oncogénico e outras doencas sexualmente
transmissiveis, mas € controverso se a circuncisdo na idade adulta confere a mesma
protecdo contra o cancer de pénis (MORRISON, 2014). Além disso, fimose ou excesso
de prepucio, baixo nivel socioecondmico e maus habitos de higiene tem se
estabelecido como os fatores de risco mais importantes para o desenvolvimento do
cancer de pénis (DIORIO; LEONE; SPIESS, 2016; TORBRAND et al., 2016). Estudos
realizados por Hellberg et al (1987) em 244 homens com carcinoma de pénis e 232
casos controle indicaram um risco relativo de céncer de pénis entre homens com
fimose de 64,6%. Daling et al também detectou que fimose era mais comum em
pacientes com cancer de pénis (35,2%) do que nos controles (7%) entre os homens
gue ndo haviam sido circuncidados na infancia. A presenca de verrugas genitais
também tem sido reportada como fator de risco para o desenvolvimento do cancer de
pénis. Estudo feito por Maden (1993) reportou que o risco de desenvolver cancer de
pénis em homens com histérico de verrugas genitais era 5.9 vezes maior do que em

homens sem histérico de verrugas. Em paises desenvolvidos, com boa higiene e nao
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circuncidados, a incidéncia de céncer de pénis € quase a mesma que em homens
circuncidados (POW-SANG et al., 2010).

Consequentemente, condicdes inflamatorias cronicas também tem sido
reconhecida como fatores de risco para o cancer de pénis. Condi¢cdes como balanite e
liquen escleroso estdo entre os mais frequentes (BRAGA et al., 2011; SONPAVDE et
al., 2013). Tais condicdes inflamatoérias sdo menos frequentes em popula¢des onde a
circuncisdo neonatal é pratica comum, como é o caso em Judeus e Mulgumanos
(SONPAVDE et al.,, 2013). Estudo realizado por Barnes (2016) também buscou
identificar a relacdo entre o cancer de pénis e a obesidade. Eles perceberam uma
elevada associagdo do desenvolvimento do cancer de pénis invasivo em individuos

obesos.

Condicdes sociodemogréficas também estdo associados ao aumento no
risco do cancer de pénis. Baixa escolaridade e baixa renda tem sido associado com o
aumento no risco de cancer de pénis invasivo (TORBRAND et al., 2016). Similarmente,
baixas condi¢cbes de higiene também tem sido relacionado ao desenvolvimento do
cancer de pénis, assim como 0 nao uso de preservativo (REIS et al., 2010). Tais
habitos podem promover o acumulo de sujeiras e favorecer a infeccdo por HPV e
outras doencas sexualmente transmissiveis. Grupos que apresentam maior risco em
desenvolver o cancer de pénis estdo entre os paises em desenvolvimento, onde as
condi¢bes socioecondmicas sao baixas(FAVORITO et al., 2008; REIS et al., 2010;
TORBRAND et al., 2016). Além disso, taxas de escolaridade, higiene pessoal e
reduzidas taxas de circuncisdo sdo observadas nesses grupos e contribuem para o
aumento na infeccdo pelo virus HPV e, consequentemente, o aumento nas taxas de

incidéncia do cancer de pénis nessas regides (TORBRAND et al., 2016).

2.8 Vacinacgéo contra o HPV e sua influéncia na prevencao do cancer

Os tipos considerados de alto risco, principalmente o HPV16 e HPV18,
estdo intimamente relacionado ao desenvolvimento de cancer cervical, assim como
cancer anogenital e cancer de cabeca e pescoco (LEPIQUE; RABACHINI; VILLA,
2009). Nas ultimas décadas tem se percebido rapidas evolugbes no campo da

prevencdo contra o virus HPV com o desenvolvimento de novas tecnologias para
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expandir e implementar de forma eficaz as vacinas contra o HPV. Esse esforco se
mostra fundamental para a prevencdo do cancer, bem como para a erradicacdo do
HPV e diminuicdo dos casos de infecgdo por HPV em homens e mulheres. Vacinas
profilaticas tem sido desenvolvida no intuito de prevenir a infecgdo pelo HPV e, assim,

reduzir o numero de doencas associadas ao virus.

Duas principais vacinas foram desenvolvidas, uma quadrivalente (Merk
Sharp e Dohme 2006) que confere protecdo contra os tipos de HPV 6, 11, 16 e 18, e a
vacina bivalente (GlaxoSmithKline 2009) que confere protecao contra os tipos HPV 16
e 18. Tais vacinas foram produzidas utilizando a tecnologia recombinante, que utiliza
particulas analogas virais (virus-like particles) a partir de proteinas do gene viral L1
por ser considerada uma das regibes mais conservadas do genoma do HPV
(BURD, 2016; GRAVITT, 2011). Uma vez que a infec¢do ocorre principalmente por
via sexual, a vacina € recomendada para individuos que ainda nao iniciaram a vida
sexual (LEPIQUE; RABACHINI; VILLA, 2009; NADAL; NADAL, 2008).

Inicialmente, a indicacdo da vacina pelo SUS foi direcionada somente
para meninas na faixa etaria de 09 a 13 anos e para criancas e jovens de 9 a 26
anos HIV positivos (Ministério da Saude) (GIULIANO; PALEFSKY; GOLDSTONE,
2012). Isto se da pelo fato de a chance de sucesso da prevencéo contra o HPV ser
maior antes do inicio da atividade sexual (VILLA, 2008; ZARDO et al., 2014). A partir
de janeiro de 2017, o Ministério da Saude passa a disponibilizar a vacina contra o
HPV para meninos de 12 a 13 anos. A faixa etaria serd ampliada, gradativamente,
até 2020, quando serdo incluidos os meninos com 9 anos até 13 anos (Ministério da
Saude). Atualmente, recomenda-se a vacina¢do de homens entre 11 e 12 anos
(STRATTON; CULKIN, 2016). O na vacinacdo de homens, conforme recomendado
pela CDC, podera proporcionar beneficios duradouros tanto para homens como

para mulheres.



35

3. JUSTIFICATIVA

O Papilomavirus Humano (HPV) tem sido amplamente associado ao
desenvolvimento de neoplasias, sendo responsavel por até 60% dos casos de
cancer de pénis, 100% dos casos de cancer cervical, 90% dos casos de cancer de
anus, 40% dos casos de cancer de vulva e até 70% dos casos de cancer de
orofaringe (WEI et al., 2016). Poucos sdo os estudos realizados com o intuito de
identificar os tipos mais prevalentes de HPV em tumores de pénis por ser ainda um
tipo raro de neoplasia. Entretanto, as estimativas tém indicado um aumento no
namero de casos de cancer de pénis no Brasil, principalmente na regido Nordeste e
Norte (ALBERO et al., 2013; GIULIANO et al., 2012; ZARDO et al., 2014).

O Nordeste é a regido que mais vem sofrendo com o aumento do
namero de casos de cancer de pénis a cada ano, estando associado principalmente
aos baixos indices socioeconémicos e precérias condi¢des de higiene. Atualmente,
0 numero de casos diagnosticados varia de 1,5% a 3,7% por 100 mil habitantes,
com estimativas de 36% desses casos serem associados ao HPV 16 e 18 (Cancer
Facts & Figures, 2013). Fatore socioecondmicos tém sido reportados na literatura
por sua associagdo com o desenvolvimento do cancer de pénis, entre eles estdo a
baixa escolaridade, saneamento basico precario, ma higiene da regido genital, ndo
uso de preservativos, entre outros. A higienizacdo precaria do pénis esta
intimamente ligada ao aumento na retencdo de esmegma e a infec¢ao pelo HPV,

contribuindo para ao desenvolvimento do cancer de pénis.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

o ldentificar a prevaléncia do Papilomavirus humano em carcinomas

penianos em pacientes de S&o Luis, Maranhao.

4.2 Objetivos especificos
o Analisar os tipos mais prevalentes de HPV nos tumores de pénis;
o Descrever as caracteristicas sociodemogréficas da populacdo estudada e
possiveis fatores de risco associados a mesma;
o Determinar possiveis associacdes existentes entre a infec¢éo pelo HPV e

0s aspectos clinico — patolégicos (estadiamento, grau e tamanho do
tumor).
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Delineamento do Estudo

Foi realizado um estudo transversal do tipo analitico e prospectivo de

série de casos de carcinomas penianos.

5.2 Periodo e Local do Estudo

A pesquisa foi realizada no periodo de janeiro de 2014 a novembro de
2016. O método de amostragem foi por conveniéncia, totalizando 25 casos de
individuos diagnosticados com carcinoma epidermdide de pénis. As amostras foram
coletadas no Instituto Maranhense de Oncologia Aldenora Bello (IMOAB), hospital

de referéncia em oncologia no estado do Maranhéo.

5.3Pacientes

O estudo foi realizado em pacientes submetidos as cirurgias de
penectomia parcial ou total no Instituto Maranhense de Oncologia Aldenora Bello
(IMOAB). As amostras foram coletadas mediante a autorizagdo e assinatura de
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para aqueles que concordaram em

participar da pesquisa. (Anexo A)

5.3.1 Critérios de Incluséo

Participaram do  estudo, pacientes que estiveram em
acompanhamento e forneceram termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo
A), com idade superior a 18 anos e com diagnoéstico de carcinoma epidermoide de

pénis.
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5.3.2 Critérios de Exclusao

Pacientes que n&o aceitaram participar da pesquisa.

5.4 Coleta de Dados

Um questionario foi aplicado aos pacientes para coleta dos dados
sociodemograficos (Anexo B). Os dados clinicos e patoldgicos do paciente e do
tumor (regides acometidas, estadiamento clinico, tipo histologico, presenca ou
auséncia de comprometimento linfonodal e evolucdo clinica) foram obtidas

diretamente do prontuario médico dos pacientes.

5.5 Coleta de Amostras

As amostras foram coletadas durante a cirurgia realizada no Instituto
Maranhense de Oncologia Aldenora Bello (IMOAB). Um fragmento de tecido tumoral
com margem de seguranca de 2 cm foi acondicionado em RNA Later (Life
Technologies) e armazenado a 4°C. Apds 24 horas, a amostra foi retirada do RNA
later e armazenada em freezer a -80°C até o uso. Somente material tumoral foi

analisado nos experimentos.

5.6 Extracdo de DNA

A extracdo do DNA foi realizada a partir de tecido fresco e seguindo
protocolo descrito pelo manual de uso do kit Dneasy Blood and Tissue (QIAGEN
Ltda, UK). Os tecidos tumorais foram seccionados e depositados em tubos de 2 mL,
onde foram ressuspendidos em 180uL de tampao ATL e 20uL de Proteinase K. Os
tubos foram incubados a 56°C em termomixer por 24h para a lise do tecido. Apoés a
digestdo os tubos foram incubados a 90°C por 1 hora em termomixer. Foi
adicionado 200uL de Tampao AL e esta foi homogeneizada no vortex por 15s. Em
seguida, foi adicionado 200uL de Etanol P.A (Merck, BR) a amostra e esta foi

novamente homogeneizada no vortex. A mistura foi transferida para tubo contendo
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coluna de silica (QlAamp MinElute) e centrifugada a 8.000rpm por 2 minutos. Apés
a centrifugacéo, a coluna foi reposicionada em um novo tubo coletor, descartando-
se o filtrado. Iniciou-se as lavagens utilizando 500uL de Tampé&o AW1 e centrifugou-
se a 8.000rpm por 2 minutos. Novamente a coluna foi posicionada em um novo tubo
coletor e descartou-se o filtrado. Foi adicionado 500uL de Tampdo AW2 e
novamente centrifugado por 8.000rpm por 2 minutos. Novamente foi descartado o
tubo coletor contendo o filtrado e a coluna foi reposicionada em tubo de 2mL com
tampa. Foi adicionado 100pL de Tamp&o AE no centro da coluna a qual foi
incubada, com tampa fechada, em temperatura ambiente, por 5 minutos. Em

seguida, foi centrifugada a 14.000 rpm, durante 4 minutos para a obtencdo do DNA.

As amostras foram identificadas e armazenadas a -20°C para

posterior utilizacdo nas reacfes de PCR.

5.7 Quantificagdo de DNA

O DNA extraido foi quantificado através da leitura de absorbancia em
espectrofotometro Nanovue (GE) utilizando comprimento onda igual a 260nm. A
pureza do DNA foi verificada a partir da leitura a 280nm, para a deteccdo de uma
eventual contaminacdo da amostra por proteinas. Quando as relacdes entre as

densidades 6pticas, Aze0/Azs0, foi entre 1,6 e 1,9 o material foi considerado puro.

5.8 PCR Nested

Para a identificacdo do DNA do HPV nas amostras de tumores
peniano, foi utilizada a técnica de amplificacdo PCR-Nested. Esta técnica consiste
na amplificacdo do DNA de interesse em dois rounds e utilizando primers
especificos para cada um. Com a realizacdo de dois rounds de PCR a primeira
amplificacéo é realizada de forma mais abrangente e a segunda reacéo, que utiliza
como produto o amplicon produzido no primeiro round, leva a amplificacdo de

sequéncias menores e mais especificas do DNA viral.

O primeiro round utiliza os primers PGMY 09 e 11, amplificando

sequéncias de 450pb da regido L1 do DNA viral; no segundo round sédo utilizados
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os primers GP+5 e GP+6, que amplificam sequéncias de 190pb da regido L1 do
DNA viral (VIDAL et al.,, 2012). Como controle positivo da reacédo, utilizamos

amostras conhecidamente positivas e, como controle negativo, foi utilizada agua.

Tabela 2. Sequéncia de primers utilizados na reagdo de PCR Nested para a detecgdo do virus HPV nas les6es

penianas analisadas. Fonte: Autor Proprio.

Primer Sequéncia 5’ - 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 PGMY09-F CGT CCC AAAGGAAACTGATC
PGMYO09-G CGA CCT AAAGGAAACTGATC
PGMY09-H CGT CCAAAA GGAAACTGATC

PGMYO09-la G CCA AGG GGAAACTGATC
PGMY09-J CGT CCC AAAGGATACTGATC
PGMY09-K CGT CCAAGG GGATACTGATC
PGMY09-L CGA CCT AAA GGG AATTGATC
PGMY09-M CGA CCT AGT GGA AATTGATC
PGMY09-N CGACCAAGG GGATATTGATC

PGMY09-Pa G CCC AACGGAAACTGATC
PGMY09-Q CGA CCC AAG GGAAACTGG TC
PGMYO09-R CGT CCT AAAGGAAACTGG TC
HMBO1b GCG ACC CAATGC AAATTG GT

GP+5/6 GP+5 TTT GTT ACT GTG GTA GAT ACT AC
GP+6 GAA AAA TAA ACT GTA AAT CAT ATT C

Para a reacdo dos primers PGMY09/11 a desnaturacdo inicial
ocorreu por 2 minutos a 95°C seguido por 40 ciclos de desnaturacdao por 40
segundos a 95°C, 40 segundos de anelamento a 55°C, 40 segundos de extensao
a 72°C. A reacao consistiu em um volume final de 25 ul contendo 10 pmol de cada
primer, 2,5ul de tampao 10X, 0,5ul de cloreto de magnésio a 50 Mm, 10 Mm de
dNTP e 0,2 pl de Taq Polimerase Platinum (Invitrogen) (COUTLEE et al., 2002).

O segundo round da reacdo de PCR Nested foi realizado com os
primers GP5+/GP6+ com uma desnaturacao inicial de 4 minutos a 95°C seguida

por 45 ciclos de desnaturagdo por 45 segundos a 95°C por 1 min, anelamento a
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40°C por 1 minuto e extensdo por 1 minuto a 72°C. Ao final da reacédo obteve-se
25 pl de volume, contendo 10 pmol de cada primer, 2,5ul de tampéo 10X, 1,5ul de
cloreto de magnésio a 50 Mm, 10 Mm de dNTP e 0,3 ul de Taq Polimerase Platinum
(Invitrogen) (COUTLEE et al., 2002).

5.9 Visualizacdo dos produtos da PCR

Os produtos das reacdes foram visualizados por eletroforese em gel
de agarose a 1,5% em tampdo TBE 1X. Uma aliquota de 5uL de DNA foi
homogeneizada em uma solucdo de tampdo de carregamento (Sigmal-Aldrich,
USA) e corante 0,1% de Gel Red sendo toda a mistura aplicada no gel. A
eletroforese foi realizada por 40 minutos a 5 V/cm?2 em cuba horizontal (Life
Technologies, EUA). Os fragmentos de DNA amplificados foram separados de
acordo com o numero de pares de bases no gel e visualizados em um

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

5.10 Purificac&o dos Produtos da PCR

Os produtos de PCR foram purificados utilizando o kit Genelute PCR
Clean Up kit de acordo com o protocolo do fabricante (Sigma-Aldrich, USA). Em
cada microtubo foram adicionados 500 pL de tampao de captura a 100 pL do
produto da PCR. Esta solucéo foi transferida para uma coluna Microspin com tubo
coletor e depois de uma série de lavagens com tampdes, foram adicionados ao
centro da coluna 25 pL de tampdo de eluicdo. O material foi centrifugado e

por fim reservado a -20°C para posterior sequenciamento.

5.11 Sequenciamento Automatizado

A determinacdo dos gendtipos do HPV foi realizada por
sequenciamento automatizado do produto de PCR utilizando o sequenciador
MegaBACE 1000 (GE Healthcare, UK). As reacOes foram realizadas no
Laboratorio de Biologia Molecular da Universidade Estadual do Maranhao
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localizado no Centro de Estudos Superiores de Caxias (CESC - UEMA) sob a

supervisdo do Dr. ElImary da Costa Fraga e Dra. Maria Claudene Barros.

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 reacao, 2 puL do produto de PCR purificado, 40 ng dos
oligonucleotideos especificos para o é€xon utilizado (senso ou antisenso) e 2 uL do
kit Big Dye.

5.12 Anédlise por Bioinformatica

Para a andlise e alinhamento das sequéncias de nucleotideos obtidas
no sequenciamento foi utilizado o programa Chromas. Para a confirmacdo e
identificacdo do tipo do HPV, foi realizada a comparacdo das sequéncias
nucleotidicas das amostras sequenciadas, submetendo-as ao Banco de Dados
Mundial de Nucleotideos — Gene Bank, utilizando o programa BLAST (NCBI).

5.13 Aspectos Eticos

Este projeto segue as normas da Resolucédo 466/12 e foi avaliado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da UFMA tendo parecer positivo sob o n® 1.250.233.
Ressalta-se que foi garantido o sigilo, a confiabilidade e a dignidade dos sujeitos da
pesquisa, bem como garantida sua autonomia e a defesa de sua vulnerabilidade,
conforme Resolucdo CNS 466/12.

5.14 Anélise Estatistica

A andlise estatistica sera feita no programa SPSS (verséo 17.0). (IBM,
Chicago, IL, USA). Inicialmente foi realizada estatistica descritiva dos dados por
meio de medidas de frequéncia, média e desvio-padrao. Para a avaliacdo da relacao
entre os dados clinico-patologicos e a presenca de HPV, foram utilizados o teste
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Qui-quadrado e o teste exato de Fisher, sendo os resultados considerados
estatisticamente significativos quando p<0,05.

6. RESULTADOS

A Tabela 4 expressa as caracteristicas sociodemograficas observadas
nos pacientes acometidos pelo cancer de pénis analisados no presente estudo. A
maioria dos homens estavam na faixa etaria maior que 60 anos (68%), se auto
relatavam de cor parda (60%), apresentavam unido conjugal estavel (64%),
possuiam renda baixa de até 1 salario minimo (56%), eram a maioria analfabetos

(52%), residiam em municipios do interior do Estado do Maranh&o (80%).

H Positivo  E Negativo

Figura 5. Prevaléncia do virus HPV nas amostras de carcinoma peniano analisadas. Fonte: Autor
proprio.

A presenca do virus HPV foi detectada na maioria dos casos (68%), como
mostra a Figura 5. Dentre os tipos virais de alto risco, estavam presentes os tipos 16,
33, 45 e 52 (Figura 6). O tipo 16 foi o mais prevalente (29%), seguido dos tipos 6
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(12%), 45 (6%) e 52 (6%). O HPV 6 foi 0 Unico tipo de baixo risco oncogénico

encontrado (12%).

EHPV16 MmHPVG6 HPV 33 M®HPV45 mHPV52 Indeterminado

Figura 6. Prevaléncia de tipos de HPV nas amostras de tumores penianos analisadas.
Fonte: Autor proprio.

A Tabela 5 expressa as caracteristicas referentes aos habitos de vida
sexual e fatores de risco associados ao cancer de pénis. A maioria dos individuos
declararam ter realizado o 1° coito antes dos 18 anos (48%) e néo terem realizado
circuncisao durante a infancia (56%). O uso de preservativos ndo era habito comum,
sendo que 52% declararam nunca ter utilizado durante a atividade sexual.
Observou-se também que 56% realizavam sempre a higiene apdés a relacdo sexual,
36% sinalizaram a ocorréncia de alguma DST prévia e 32% relataram a presenca de

verrugas genitais.



Tabela 3. Caracteristicas sociodemograficas dos 25 pacientes estudados diagndsticos de cancer de
pénis. Fonte: Autor Préprio.

L Total
Variaveis
n (%)
Faixa etéaria
Até 60 anos 8 (32,0)
Maiores que 60 anos 17 (68,0)
Cor da pele
Branca 5 (20,0)
Parda 15 (60,0)
Preta 5 (20,0)
Estado civil
Com unido estavel 16 (64,0)
Sem unido estavel 7 (28,0)
Sem informacéo 2 (8,0)
Renda
> 1 salério minimo 6 (24,0)
< 1 salario minimo 14 (56,0)
Sem informacéo 5 (20,0)
Escolaridade
Analfabeto 13 (52,0)
Até 8 anos de estudo 8 (32,0)
Mais que 8 anos 2 (8,0)
Sem informacéo 2 (8,0)
Local de residéncia
Sao Luis 4 (16,0)
Interior do Maranhéo 20 (80,0)
Sem informagé&o 1(4,0)
Tabagismo
Nao 8 (32,0)
Ex-tabagista 10 (40,0)
Atual tabagista 5(20,0)
Sem informacéo 2 (8,0)
Etilismo
Nao 7 (28,0)
Ex-etilista 13 (52,0)
Atual etilista 3(12,0)

Sem informacao 2 (8,0)
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Tabela 4. Caracteristicas associadas a fatores de risco e habitos de vida sexual em 25 pacientes com
diagnéstico de cancer de pénis. Fonte: Autor Proprio.

Variaveis Total
n (%)
Idade do 1° coito
<18 anos 12 (48,0)
=18 anos 5(20,0)
Sem informacéo 8 (32,0)
Numero de parceiros sexuais durante a
vida
Até 10 7 (28,0)
Mais que 10 7 (28,0)
Sem informacéo 11 (44,0)
Parceiro sexual fixo
Nao 2(8,0)
Sim 15 (60,0)
Sem informagéo 8 (32,0)
Circunciséo
Nao 14 (56,0)
Sim 3(12,0)
Sem informacéo 8 (32,0)
Uso de preservativo
Sempre 0(0)
As vezes 6 (24,0
Nunca 13 (52,0)
Sem informacgéo 6 (24,0)
Higiene genital apds relacao sexual
Nunca 3(12,0)
As vezes 1 (4,0)
Sempre 14 (56,0)
Sem informagéo 7 (28,0)
Relato de DST prévia
Nao 10 (40,0)
Sim 9 (36,0)
Sem informacéo 6 (24,0)
Relato de verrugas genitais
Nao 10 (40,0)
Sim 8 (32,0)
Sem informacgéo 7 (28,0)

A Tabela 6 refere-se as regides acometidas e tipo histoloégico das
lesdes penianas nos pacientes estudados. Observou-se que houve predominancia
da glande (30,4%) como a regido mais afetada pela lesdo de céancer peniano na
amostra, seguido pela glande e prepucio (30,4%). O prepucio foi afetado somente
em 8,6% dos casos. Quanto a classificacdo histologica, 65,2% dos casos foram do

tipo usual, seguido por 8,6% de tipo misto.
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Tabela 5. Frequéncia dos tipos histoldgicos e regido anatdmica afetada em 25 pacientes com diagnéstico
de cancer de pénis. Fonte: Autor Préprio.

L Total
Variaveis
n %

Regido anatémica afetada

Glande 7 30,4

Prepucio 2 8,6

Glande + Prepucio 7 30,4

Glande + Haste 2 8,6

Glande + Prepucio + Haste 2 8,6

Sem informagé&o 3 13,0
Tipo histolégico

Condilomatoso 1 4,3

Verrucoso 1 4,3

Usual 15 65,2

Misto 2 8,6

Sem informacéo 4 17,3

A Tabela 7 expressa dados clinico-patolégicos das lesbes penianas
analisadas e sua associagdo com virus HPV. N&o houve diferenga estatisticamente
significante, entre a presenca de HPV e caracteristicas histopatoldgicas da lesao (P
> 0,05). A lesédo ulcerada estava presente em 44% dos pacientes, ja as lesbes
vegetante e verrucosa estavam presentes em 16%, cada. Quanto a classificacao de
Broders, a maioria dos casos foi classificado como Grau | (36%), seguido pelo Grau
Il (24%). Com relacdo ao estadiamento TNM, foi possivel analisar somente o
componente T, com a maioria classificado como T2 (28%), seguido pelo T1 (20%) e
T3 (16%). Quanto a classificacdo de Jackson, a maioria dos casos foram
classificados no estagio Il (28%), seguido pelo estagio | (20%) e estagio Il (8%).
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Tabela 6. Associagdo entre a infeccéo pelo HPV e aspectos clinico-patologicos dos pacientes com diagnostico
de cancer de pénis analisados. Fonte: Autor Proprio.

HPV
L Total
Variaveis Ausente Presente Valor de P
n (%) n (%) n (%)
Leséo ulcerada 0,661
Ausente 6 (24,0) 2 (33,3) 4 (66,7)
Presente 11 (44,0) 4 (36,4) 7 (63,6)
Sem informacéo 8 (32,0) - -
Lesdo verrucosa 0,554
Ausente 13 (52,0) 5(38,5) 8 (61,5)
Presente 4 (16,0) 1(25,0) 3 (75,0)
Sem informacéo 8 (32,0) - -
Leséo vegetante 0,554
Ausente 13 (52,0) 5(38,5) 8 (61,5)
Presente 4 (16,0) 1(25,0) 3 (75,0)
Sem informagéo 8 (32,0) - -
Invaséo perineural 0,999
Ausente 13 (52,0) 5(38,5) 8 (61,5)
Presente 1(4,0) 0(0) 1 (100)
Sem informagéo 11 (44,0) - -
Invaséo angiolinfatica 0,272
Ausente 14 (56,0) 4 (28,6) 10 (71,4)
Presente 3(12,0) 2 (66,7) 1(33,3)
Sem informacéo 8 (32,0) - -
Classificacédo de Broders 0,076
Grau | 9 (36,0) 5 (55,6) 4 (44,4)
Grau Il 6 (24,0) 0(0) 6 (100)
Grau llI 4 (16,0) 2 (50,0) 2 (50,0)
Sem informacgéo 6 (24,0) - -
Componente T (TNM) 0,614
T1 5 (20,0) 1 (20,0) 4 (80,0)
T2 7 (28,0) 2 (28,6) 5(71,4)
T3 4 (16,0) 2 (50,0) 2 (50,0)
Sem informacéo 9 (36,0) - -
Classificacédo de Jackson 0,116
Estagio | 5(20,0) 1 (20,0) 4 (80,0)
Estagio Il 7 (28,0) 2 (28,6) 5(71,4)
Estagio lll 2 (8,0 2 (100) 0 (0)
Sem informacéo 11 (44,0) - -

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

Com relagdo ao tamanho do tumor, nao houve diferencas
estatisticamente significantes na média do tamanho da lesdo (P = 0,794) entre os
grupos com HPV negativo (3,52 £2,49) ou positivo (3,23 £2,25) como observado na
Tabela 8.



Tabela 7. Associacdo entre a presenca do HPV e o tamanho da lesdo peniana em
pacientes com diagndstico de cancer de pénis. Fonte: Autor Préprio.

Tamanho de Deteccéo de HPV
. : — Valor de P
leséo Negativo Positivo
Média 3,52 3,23 0,794
+ desvio-padrao +2,49 12,25

Teste T de Student.
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7. DISCUSSAO

Os resultados demonstram que o0s pacientes analisados eram, em sua
maioria, maiores que 60 anos de idade, corroborando com dados da literatura de
gue o cancer de pénis é mais prevalente em homens acima da sexta década de vida
(CHAUX et al., 2013; REIS et al.,, 2010b). O perfil socioeconémico dos pacientes
avaliados foram individuos autodeclarados pardos, com renda inferior a um salario
minimo, de baixa escolaridade e residentes no interior do estado do Maranh&o.
Esses dados também corroboram com dados da literatura, de que o cancer de pénis
acomete principalmente regides com elevada taxa de pobreza (FLAHERTY et al.,
2014; HERNANDEZ et al., 2008; TORBRAND et al., 2016). Estudos realizados por
Hernandez (2008) indicaram que o risco de desenvolver cancer de pénis € 43%
maior entre homens de municipios com mais de 20% de pobreza do que em
municipios com até 10% de pobreza. Estudo realizado por Torbrand (2016) indicam
gue a baixa escolaridade e a baixa renda estdo associadas com o aumento no risco
de desenvolver o cancer de pénis. Outro estudo realizado nos Estados Unidos por
Bernard et al (2008) examinaram a associacao entre o perfil socioeconémico do
municipio e o risco de desenvolver cancer relacionado ao HPV. Eles perceberam
gue baixa escolaridade, baixa renda, elevada pobreza e residéncia rural estavam
todos associados ao aumento no risco de desenvolver o cancer de pénis. O
diagndéstico e o tratamento do cancer de pénis sdo geralmente realizados
tardiamente, resultando na rapida progressado da doenca para estagios avancados.
Isso se da, principalmente, por medo ou por falta de conhecimento acerca dos
riscos da doenca, além da dificuldade de obter tratamento em virtude de a maioria
dos casos acometerem individuos de regifes de elevada pobreza. A demora na
procura por atendimento esta fortemente associado com o nivel de invasdo do
tumor e a ocorréncia de metastases, traduzindo-se em um prognadstico ruim para os
pacientes (FAVORITO et al., 2008). A maioria dos pacientes (64%) reportaram que
ja fizeram ou fazem uso de alcool durante a vida. Também foi reportado que 60% ja
fizeram ou fazem uso de tabaco (Tabela 4). Estes ja foram estabelecidos na
literatura como fatores de risco para o desenvolvimento de diversos canceres, entre
eles o cancer de pénis (FAVORITO et al., 2008; TORBRAND et al., 2016). Koifman
(2011) também identificou que entre os pacientes acometidos pelo cancer de pénis

no Brasil, mais de 50% eram fumantes ativos (mais de 10 cigarros por dia). Sabe-se
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gue ha relacéo entre a dose diaria de cigarros com a ocorréncia de cancer de pénis.
Estudos tem demonstrado que pacientes fumantes ativos possuem risco
significativamente aumentado do que pacientes que fumam uma quantidade menor
por dia (DALING et al., 2005).

Com relacdo aos habitos de vida sexual, 52% indicaram nunca ter
utilizado preservativo durante a relacédo sexual, 24% relataram usar algumas vezes.
Por se tratarem, em sua maioria, de individuos residentes no interior, 0 acesso a
preservativos e a consciéncia da importancia que este representa na prevencao de
diversas doencas sexualmente transmissiveis ndo séo estimulados, aumentando o
risco de contdgio do HPV e outras DSTs. Além disso, também foi relatado a
presenca de DSTs prévias (36%) e de verrugas genitais (32%), podendo também
estar associado ao ndo uso do preservativo. A associacdo entre a presenca de
doencas sexualmente transmissiveis e 0 cancer de pénis pode ser pelo fato de
pacientes com DSTs apresentarem maior numero de parceiros sexuais,

aumentando também o risco de infec¢éo pelo HPV (KOIFMAN et al., 2011).

Em nosso estudo, também foi detectado que 56% dos homens néo
haviam realizado circuncisdo em algum momento da vida. A auséncia de
circuncisdo esta intimamente associada ao surgimento de fimose, caracterizado
pela inabilidade de retracdo do prepucio e exposicao total da glande, dificultando a
limpeza adequada do pénis (DALING et al., 2005). Estudo realizado por Chaux
(2013) em 103 pacientes acometidos pelo cancer de pénis identificou que apenas
10% dos pacientes foram submetidos ao procedimento de circuncisdo, a maioria
dos pacientes reportaram moderado a poucos habitos de higiene genital e um
histérico prévio de DSTs em 76% dos pacientes. Em estudo realizado por Koifman
(2011) em 230 pacientes residentes no Brasil e diagnosticados com céncer de
pénis, apenas 20% dos individuos eram circuncidados. A préatica de circuncisdo
neonatal tem sido reportada como pratica preventiva contra o cancer de pénis em
algumas regides, e tal protecao pode ser percebida entre os judeus, que praticam a
circuncisao de forma universal e, assim, apresentam uma taxa de cancer de pénis
guase nula (KOIFMAN et al., 2011).

A regidao do pénis mais acometida em nosso estudo foi a glande,

afetando 30% dos pacientes, independente da presenca do virus HPV (Tabela 6). A



52

glande e prepucio associada obtiveram segunda maior incidéncia, presente também
em 30% dos casos. Estudos semelhantes também demonstram essas regides como
as mais acometidas pelo cancer de pénis (BRAGA et al., 2011; FAVORITO et al.,
2008). Estudo realizado por Chaux (2013) em 103 pacientes com cancer de pénis
no Paraguai também observaram a glande e o0 prepucio como as regides
anatdmicas mais afetadas, tanto em homens infectados como em homens néo
infectados pelo HPV. Com relacdo ao tipo histoldgico, houve predominancia do tipo
usual em 65% dos casos, seguido pelo tipo misto em 8,6% dos casos. Outros
estudos também encontraram dado semelhante. Chaux (2011) em 121 casos de
cancer peniano identificou a prevaléncia do subtipo usual em 52% dos casos,
seguido pelo subtipo misto (verrucoso e basaldide) em 15% dos casos. Um estudo
retrospectivo de 61 pacientes com céancer epidermdide de pénis realizado por
Cubilla (2001) identificou o subtipo usual em 59% dos casos, 0 subtipo basaloide e
condilomatoso em 10% dos casos, cada. Apesar de o subtipo basaldide estar mais
associado a infec¢cdo por HPV, o mesmo nao foi identificado em nosso estudo. O
subtipo verrucoso foi encontrado em apenas um paciente. Apesar de os tumores de
pénis estarem associados ao Papilomavirus Humano (HPV), outros fatores podem
influenciar no desenvolvimento do tumor, bem como habitos de higiene genital e
vida sexual (CUBILLA et al., 2001; HERNANDEZ et al., 2008).

No contexto do HPV, houve uma elevada prevaléncia do virus (68%)
em amostras tumorais de pénis. Tal achado corrobora com outros estudos que
evidenciam a presenca do virus variando entre 60 e 80% dos casos de cancer de
pénis (DIORIO; LEONE; SPIESS, 2016; DO; GIULIANO, 2016). Em estudo
realizado por Chaux (2013) em amostras de tecido tumoral fresco de 103 pacientes
paraguaios diagnosticados com cancer de pénis, detectou-se a presenca do HPV
em 36% das amostras de tecido analisadas. Steinestel (2015), em um estudo de 58
amostras de tecido parafinado de pacientes com média de 64,5 anos e tratados
cirurgicamente por cancer de pénis, detectou a presenca de subtipos de HPV de
alto risco em 29,3% dos casos. Entretanto, um estudo realizado por Vyas (2016) em
amostras de lesbes genitais de 352 pacientes residentes no Brasil, Estados Unidos
e México, 88% dos casos apresentavam a infeccao pelo HPV. Nao se sabe ao certo

se as diferencas em prevaléncia entre estudos se deve a uma real variacdo entre
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populacdes ou se isso se deve a diferencas no tipo de amostra ou metodologia
usada (ALEMANY et al., 2016; WEI et al., 2016).

Pela técnica de sequenciamento automatico, detectou-se a presenca
do HPV 16 em 29% dos casos, seguido pelos tipos 33 (6%) e 45 (6%), todos
considerados de elevado risco oncogénico. Entretanto, 41% das amostras obtiveram
resultado indeterminado, ndo sendo possivel identificar o tipo de HPV nessas
amostras. Alemany (2016) descreveram a prevaléncia do HPV em tumores
penianos e lesdes pré-cancerosas em um estudo envolvendo 25 paises e 1095
pacientes. Foi detectado a presenca do HPV 16 em 79,6% dos individuos com lesao
intraepitelial e 68,7% dos casos de céancer invasivo. Além disso, dos tipos
considerados de alto risco, os tipos HPV 16 e 18 juntos chegaram a 70% dos casos
de cancer invasivo (ALEMANY et al.,, 2016). A incidéncia de cancer de pénis e
lesdes precursoras tem aumentado ao longo da ultima década e o autor sugere que
a elevada prevaléncia do virus HPV, assim como a baixa taxa de individuos
circuncidados podem ser os principais fatores de risco (ALEMANY et al., 2016). Os
tipos de alto risco oncogénico, principalmente os tipos 16 e 18, sdo considerados 0s
agentes etiologicos primarios para o cancer cervical e lesbes pré-cancerosas em
mulheres (WENTZENSEN et al., 2016). Eles também estdo associados a lesbes
precursoras e carcinomas de células escamosas no trato anogenital de homens
(VYAS et al., 2016). O HPV 6 foi o unico de baixo risco encontrado em nosso estudo
(12%) e esta associado ao desenvolvimento de verrugas genitais benignas. Esse
resultado reforca os potenciais beneficios das vacinas contra o HPV na reducédo dos
casos de lesao neoplasica de pénis e outros canceres associados ao HPV, pois os
tipos mais prevalentes identificados neste estudo corroboram os dados da literatura

e sdo contemplados na vacina tetravalente.

Em nosso estudo também avaliamos a correlacdo entre a presenca do
HPV e caracteristicas histopatolégicas nos casos de cancer de pénis, mas nao
houveram diferencas estatisticamente significativas para as variaveis analisadas
(P>0,05), como morfologia predominante e grau de estadiamento. Tais resultados
corroboram com outros estudos que ndo encontraram relacdo do HPV com tais
variaveis (ALEMANY et al., 2016; CASTELLSAGUE et al., 2009; DO et al., 2013;
FELEZ-SANCHEZ et al., 2016). Em estudo realizado por Chaux (2013) em 103

pacientes com cancer de pénis, ndo encontraram diferencas significativas entre o
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grau de estadiamento das lesdes penianas e a presenca do HPV. Entretanto, pode-
se perceber que 28% dos pacientes apresentaram estagio T2 para a classificacao
TNM, ou seja, com tumor avancado e invadindo corpo cavernoso ou esponjoso
(Tabela 7). Na classificacdo de Broders, houve prevaléncia do grau | (36%) e grau I
(24%). Estudo de Koifman (2011) relatou a prevaléncia de homens em estagio Il
(56,9%) e estagio | (37,8%). Quanto a classificacdo de Jackson, 28% foram
classificados no estagio Il e 20% estavam em estagio |. Percebe-se que houve uma
prevaléncia dos tumores em estagios iniciais nos trés sistemas de classificacédo, o
gue difere dos dados observados na literatura (CHAUX et al., 2013; FAVORITO et
al., 2008; KOIFMAN et al., 2011; MARTINS et al., 2016). Este fato pode ser devido a
auséncia de informacdes nos prontuarios e laudos de alguns pacientes, refletindo
em subidentificacdo de algumas variaveis. Além disso, o tamanho amostral de
nosso estudo pode nao ter sido suficiente para evidenciar uma associagao entre o
HPV e as variaveis histopatologicas, por se tratar de apenas 25 pacientes
acometidos pelo cancer de pénis. O seguimento deste estudo sera o alargamento
do tamanho amostral para posteriores analises. Em relacdo a morfologia da leséo,
predominou-se o tipo ulcerada (44%), seguida pelos tipos vegetante e verrucosa
(ambas com 16%). Este dado também é corroborado pela literatura, que indica a
morfologia ulcerada presente na maioria dos casos de cancer de pénis (BRAGA et
al., 2011; CHAUX et al., 2013).

A associacao entre o tamanho das lesdes e a presenca do virus HPV
também foi realizado. A média de tamanho da lesdo peniana foi de 3,52 para os
individuos negativos para o HPV e 3,23 para o0s positivos para o HPV,
demonstrando que ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre a
presenca do HPV e o tamanho do tumor (p=0,794) como indicado na Tabela 8. Esse
dado também corrobora com dados da literatura, que indicam a predominancia de
tumores penianos variando de 2,1 a 5,0cm, mas n&o foi observado associagdes
entre o tamanho da lesé@o e a presenca do HPV (BRAGA et al., 2011; FAVORITO et
al., 2008; SOUSA et al., 2015).

E necessario o desenvolvimento de novos estudos para que se possa
entender a origem e progressdo do cancer, bem como a relagdo entre o HPV e o
desenvolvimento de lesGes precursoras tumorais. A vacinagdo se mostra uma

importante ferramenta no intuito de reduzir a infeccéo pelo HPV na populacdo em
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geral e, consequentemente, reduzir a incidéncia de diversos tipos de cancer
relacionado ao HPV em homens e mulheres. Por conferir protecdo contra 0s
principais tipos de alto risco oncogénico (HPV 16 e 18) e os dois mais prevalentes
em verrugas genitais (HPV 6 e 11), espera-se que estes sejam reduzidos ao longo
do tempo. Ao incluir os homens no calendario de vacinacédo do Sistema Unico de
Saude (SUS) permite-se também diminuir a transmissdo do HPV para mulheres e,

assim, contribuir para a reducao dos casos de cancer cervical.

Por ser uma doenca de rapida progresséo e o tratamento geralmente
consistir de penectomia parcial ou total, deve-se estimular os homens a realizar a
higienizagdo adequada do pénis e incentivar a visita ao médico antes que a doenga
alcance estagios avancados. A conscientizacdo sobre as formas de prevencao
contra o HPV e os fatores de risco associados ao cancer de pénis devem ser
incentivados principalmente em regifes de baixo indice socioecondémico, a fim de
informar a populagéo e contribuir para a reducdo dos casos da doenca nessas

regioes.
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8. CONCLUSAO

Prevaléncia de 68% de infeccdo por HPV nas amostras analisadas

Prevaléncia do HPV 16, de elevado risco oncogénico, em 29% dos casos
Maioria dos pacientes eram maiores de 60 anos (68%), apresentavam unido
conjugal estavel, renda inferior a 1 salario minimo, eram analfabetos e residiam
no interior do estado do Maranh&o

Maioria relataram néo ter realizado circuncisédo, nunca ter utilizado preservativo
e realizar frequentemente a higienizag&o da regiao genital

Regido do pénis mais acometida foi glande e prepucio e o tipo histologico
predominante foi o subtipo usual.

N&o houveram diferencas estatisticamente significativas entre a infeccdo pelo

HPV e os dados histopatolégicos do tumor
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APENDICES
A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO

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

Prezado Senhor,

Vocé esta sendo convidado a participar do estudo Envolvimento do
papilomavirus humano na tumorigénese de carcinomas penianos em pacientes de
Sao Luis, Maranhdao, que pretende analisar atraves de exames laboratoriais, a presenca
e tipo de papilomavirus humano (HPV) presente no tumor peniano, e avaliar a
expressao de algumas proteinas.

Para a realizacdo dos exames de laboratério, 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 a
partir da coleta de uma fragdo do tumor pelo médico cirurgido, Reacdo em Cadeia da
Polimerase e Sequenciamento Automatico para deteccdo de infeccdo por HPV e
genotipagem do tipo viral, andlise da expressdo de proteinas pela técnica de
Imunohistoquimica e, PCR em tempo real para a determinacéo do status fisico do HPV na
célula hospedeira. Apds a realizacdo dos exames, as amostras serdo desprezadas de forma
adequada. O senhor também responderd um questionario 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 durante a realizacdo do questionario.

O senhor estara livre para ndo responder a perguntas que Ihe causem constrangimento.

Sua autorizacdo devera ser voluntaria. Vocé ndo receberd nenhum valor em
dinheiro e também n&o tera despesas referentes a sua participacdo. VVocé podera entrar em

contato com a nossa equipe a qualquer momento para tirar davidas.
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Apos as informacGes fornecidas, no caso de aceitacdo no estudo, assine ao final
deste documento que estd em duas vias assinada pelo pesquisador responsavel. Uma das
vias e sua.

Sua colaboracdo sera muito importante para nés. Mas, se quiser desistir a qualquer
momento, isto ndo lhe causard nenhum prejuizo. VVocé tera 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 e
Data do aceite / /
Sao Luis, de de

Nome dos Pesquisadores:

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

Walna Luisa Barros e Ramos

Telefone de contato: (98) 98278-0918

Ana Paula Cunha

Telefone de contato: (98) 98749-6355

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
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B — Questionéario Sociodemogréfico

QUESTIONARIO SOCIODEMOGRAFICO DO PROJETO

Envolvimento do Papilomavirus humano na tumorigénese de carcinomas

penianos em pacientes de Sao Luis, Maranhao.

68

N° de Prontuério:

Nome do paciente:

IDENTIFICACAO

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

Data da coleta:

Naturalidade:

Data de Nascimento:

Telefone:

Endereco:

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

Renda familiar:
12 pessoa:
12 pessoa:
12 pessoa:
12 pessoa:

Renda total:

Nivel de Educacdo:

() Analfabeto

() 1° grau

() 2°grau

()3°grau

( ) Completo ( ) Incompleto

HABITOS DE VIDA

Tabagismo:

() Sim

Tempo de
tabagismo:

( ) Nao

( ) Ex-tabagista

Ha quanto tempo parou:

Etilismo:

() Sim
Frequéncia/se:
( ) Néo

( ) Ex-etilista

Ha quanto tempo parou:

Higiene da regido genital:
( ) Nao realiza

( ) Agua e sabédo

( ) Expbe a glande

() Parcial

() Total
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( ) Passivo Tipo:
Tipo: Doses/dia:
Cigarros/dia:

HABITOS SEXUAIS

Idade da 12 relacéo:

Atividade sexual atual: ( ) Sim ( ) N&o

N° de parceiro durante a vida:

Parceiros Fixos: ( ) Sim ( ) Nao

Circuncisdo: ( ) Sim ( ) Nao

Idade da circuncisao:

Orientacdo sexual: ( ) Homosexual  (

) Heterosexual ( ) Bisexual

Ja teve relacdo homosexual:

Penetracdo anal: ( ) Sim ( ) Nao

Frequencia do uso de camisinha:
( ) Nunca
( ) As vezes

() Sempre

Usou camisinha na ultima relagdo vaginal:

() Sim ( ) Nao

Usou camisinha na ultima relagéo
anal: ( ) Sim ( ) Nédo

Usou camisinha com a parceira fixa:
()Sim () Nao

Usou camisinha com

parceiras extraconjugais:

() Sim ( ) Nao

Lava-se apos as relacdes sexuais: ( ) Sim () Néo

PRECEDENTES MORBIDOS PESSOAIS E FAMILIARES

Verrugas genitais: ( ) Sim ( ) Nao

Idade do aparecimento:

HPV diagnosticado: ( ) Sim ( ) N&o

Quando:

Tratamentos: ( ) Sim ( ) Nao

Quando:

Parceira com diagnostico de HPV: ()
Sim ( ) Nao Quando:

Tratamentos: ( ) Sim ( ) Néo

Quando:

DST Prévia: ( ) Sim ( ) Néo

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 Quando:

Trauma no pénis anteriormente:

() sim () ndo Quando:




Céncer prévio: ( ) ndo ( ) sim

Local:

Céancer na familia: ( ) sim ( ) ndo
Local:
Grau de parentesco:

HISTORIA DA DOENGA ATUAL

Data de aparecimento da les&o inicial:

Local de aparecimento da les&o inicial:
() glande

() prepucio

() haste do pénis

( ) base do pénis

Tipo de leséo inicial:

( ) perda de pigmentacéo ou
manchas esbranquicadas

( ) feridas e carocos no pénis

( ) tumoracado no pénis e/ou virilha
() inflamacdes de longos periodos
com vermelhid@o e coceira

( ) secrecdes e odor fétido

Auto conduta prévia: ( ) sim ( ) ndo
Qual:

Evolucéo: ( ) piora ( ) melhora

() inalterado

Tratamento prévio: ( ) sim ( ) ndo
Qual:

Evolucéo: ( ) piora ( ) melhora

() inalterado

Data de procura ao cento de saude:

Data do diagnéstico:

Tipo de atendimento:
( ) publico () privado

Estadiamento ao diagndstico:

Grau histologico:

Tratamento:

( ) Penectomia

() Quimioterapia
( ) Radioterapia
( ) Outros:

Data de inicio do tratamento:

Depresédo: ( ) sim ( ) ndo

Recidiva: ( ) ndo ( ) local ( ) regional
( ) A distancia

Data da recidiva:

Entrevistador:

Observagdes do entrevistador:
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Titulo da Pesquisa: Envolvimento do Papilomavirus humano na tumorigénese de carcinomas penianos em
pacientes de Sao Luis, Maranhao

Pesquisador: Flavia Castello Branco Vidal Cabral
Area Temética:

Verséo: 1

CAAE: 46911015.9.1001.5087

Instituicdo Proponente: FUNDA(;AO UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Ndmero do Parecer: 1.250.233

Apresentacéo do Projeto:

O Papilomavirus humano (HPV) é um virus ndo envelopado que infecta o epitélio cutaneo ou de mucosas.
Sua transmisséo é principalmente por via sexual, podendo ocorrer também através de auto-inoculagdo ou
transmisséo vertical, da mée para o bebé durante o parto. O cancer de pénis representa cerca de 10% a
20% dos tumores malignos do homem em paises em desenvolvimento como os da Asia, Africa e América do
Sul. A patogénese desta doenca ainda ndo esta esclarecida, mas, fatores de riscos reconhecidos incluem
fimose, tabagismo, maus habitos de higiene, retencdo de esmegma, processos inflamatérios e a infec¢ao
pelo HPV. No Brasil, poucos estudos analisam a associacao entre a presen¢a do HPV e o cancer peniano.
Este trabalho € um estudo epidemioldgico, do tipo analitico, prospectivo e seccional de série histérica de
casos de carcinomas epiderméides penianos. As amostras serdo coletadas no Instituto Maranhense de
Oncologia Aldenora Belo. As amostras serdo coletadas durante a cirurgia e 0 DNA extraido para anélise da
infeccao pelo HPV. As amostras positivas para o virus serdo genotipadas e a correlagéo entre a presenca e
o tipo de HPV com o desfecho clinico dos pacientes, sera analisado. Outros parametros laboratoriais como
observacado da integracdo do DNA viral ao DNA humano serdo realizados para enriquecimento dos
resultados da pesquisa.

Endereco: Avenida dos Portugueses, 1966 CEB Velho
Bairro: Bloco C,Sala 7, Comité de Etica CEP: 65.080-040
UF: MA Municipio: SAO LUIS
(98)3272-8708 Fax: (98)3272-8708 E-mail: cepufma@ufma.br
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Continuagédo do Parecer: 1.250.233

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo deste estudo € analisar o papel do HPV na tumorigénese de carcinomas penianos em pacientes de
Séo Luis,
Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

RISCOS

Os riscos deste trabalho ao paciente sdo minimos, representados apenas por um possivel constrangimento
durante a aplicacao do questionério pelos pesquisadores. O paciente ter4 o direito a ndo responder a
pergunta que Ihe cause constrangimento.

BENEFICIOS

Os beneficios da pesquisa sao representados pelo ganho de informacgdes referentes a patologia do cancer
de pénis. Além disso, com os resultados obtidos acerca do envolvimento da infec¢éo pelo HPV na etiologia
do céncer de pénis, poderemos obter respaldo para no futuro solicitar a ampliagdo da vacinacédo publica
contra o HPV também para o publico masculino.

Comentérios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Obijetivos sao 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, 0s riSCoS poucos assim como 0s
possiveis beneficios justificam a execu¢éo da pesquisa.

Consideracgfes sobre os Termos de apresentacgao obrigatoria:

Todos os termos obrigatérios estdo apresentados de forma satisfatéria (aceite das instituicdes, projeto de
pesquisa, folha de rosto, TCLE e informac8es bésicas 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 sobre o sigilo que defenda
a privacidade dos sujeitos.

Recomendacdes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
Nao existem pendéncias ou qualquer inadequagdo. Desta forma meu parecer é favoravel a aprovagéo do

presente projeto.

Endereco: Avenida dos Portugueses, 1966 CEB Velho
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Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

asil

mo

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES BASICAS DO _P | 06/07/2015 Aceito
do Projeto ROJETO 516634.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
Declaracéo de Aceite UEMA.pdf 06/07/2015 Aceito
Instituicdo e 08:42:54
Infraestrutura
Declaragéo de Aceite Aldenora.pdf 06/07/2015 Aceito
Instituicéo e 08:42:33
Infraestrutura
Projeto Detalhado / | Projeto Pénis.pdf 06/07/2015 Aceito
Brochura 08:42:09
Investigador
Folha de Rosto Folha de rosto Plataforma Brasil.pdf 06/07/2015 Aceito

08:40:10

Situacéo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

(98)3272-8708

Fax: (98)3272-8708 E-mail:

N&o
SAO LUIS, 29 de setembro de 2015
Assinado por:
Richard Diego Leite (Coordenador)
Endereco: Avenida dos Portugueses, 1966 CEB Velho
Bairro: Bloco C,Sala 7, Comité de Etica CEP: 65.080-040
UF: MA Municipio: SAO LUIS
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