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1. Introducéo

O cancer de pénis (CP) é uma neoplasia rara, cujo tratamento causa efeitos fisicos e
metais devastadores nos pacientes, sendo considerado um grave problema de salde publica
(Holland et al., 2003; Favorito et al., 2008; Koifman et al., 2011). A baixa incidéncia desta
doenca nos paises desenvolvidos, em contraste com a alta incidéncia nos paises em
desenvolvimento, indica claramente a associacdo da doenca com perfil socioeconémico de
cada pais (de Paula et al., 2005; Silva Reis et al., 2010).
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O Brasil é um pais com uma das maiores incidéncia de cancer de pénis no mundo, a
frequéncia dessa neoplasia é variavel, dependendo da regido estudada. O Instituto Nacional do
Cancer estimou mais de 4600 casos de cancer de pénis no Brasil em 2009, sendo a regido
Nordeste a mais prevalente (INCA, 2010). Segundo dados n&o publicados do Registro de
Céncer de Base Populacional de Goiania-GO, referentes ao periodo de 2000 a 2008, a
incidéncia anual de CP em Goias variou de 0,87 a 2,03 casos novos/100.000 homens.

A etiologia do cancer de pénis ainda ndo foi completamente elucidada, podendo ser
considerada como multi-fatorial. O principal fator de risco para CP é a higiéne precéria, as
vezes corroborada pela presenga de fimose na vida adulta (Daling et al., 2005; McDougal,
2005; Bleeker et al., 2009). Pois a fimose pode favorecer a persisténcia de infeccOes
bacterianas (Mycobacterium esmegmatis) e virais (HPV) na genitalia masculina (Reis et al.,
2010).

A presenca do HPV em carcinomas de pénis foi demonstrada pela primeira vez, no
Brasil em 1986 por Villa e colaboradores. Estudos moleculares demonstram que mais de 50%
dos carcinomas de pénis apresentam DNA de HPV (Chan et al., 1994; Torsenello et al., 2008;
Cubilla et al., 2010).

O papilomavirus humano (HPV) é um virus DNA, classificado na familia
Papillomaviridae, e filogeneticamente, o0 HPV genital pertence ao género Alfa (Villiers et al.,
2004) mais de 100 tipos de HPV tém sido caracterizados molecularmente e cerca de 40 tipos
sdo capazes de infectar a regido anogenital (Munoz et al., 2006). Os tipos de HPV que
infectam o trato genital podem ser divididos em dois grupos: de baixo risco oncogénico,
representado pelos tipos (6, 11,40,42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81) e alto risco oncogénico (16,
18,31, 33,35,39,45,51,52,56,58,59,68,73, 82) (Munoz et al., 2003) e outros considerados
provavelmente de alto risco oncogénico como os tipos 26, 53 e 66 (Munoz et al., 2003).

A importancia do HPV na génese do cancer de pénis ndo esta ainda bem estabelecida,
sendo o percentual de deteccédo do virus em carcinoma invasor, de 22,2% a 82,9%%, segundo
alguns autores (Gregoire et al., 1995; Kirrander et al., 2010). A prevaléncia do HPV em
homens sadios varia de 8 a 30% (Giuliano et al., 2008). Supostamente este numero € ainda
maior e crescente, se considerarmos o potencial de transmisséo viral e a mudanca global de
comportamento humano, favorecendo a promiscuidade sexual.

No Brasil, os estudos realizados em paciente com CP verificaram uma prevaléncia de
HPV variando de 30% a 72% (Gil et al., 2001; Scheiner et al., 2008). Em Goiania-GO



existem dois estudos sobre a prevaléncia de DNA- HPV em homens. Reis conduziu uma
investigacdo em 100 homens sem evidéncia clinica de infecgdo e verificou uma positividade
de 23% de DNA-HPV nesses pacientes (Reis, 2005). Mendanha Sousa encontrou 34,5% de
prevaléncia de DNA-HPV em 29 casos de carcinoma peniano, utilizando amostras crio-
preservadas (Mendanha Sousa, 2008).

A relagdo entre cancer cervical e a infecgdo por HPV do tipo oncogénico ja estd bem
estabelecida, através de técnicas de biologia molecular, em que se consegue detectar DNA do
HPV em 92,9% a 99,7% dos espécimes invasivos analisados (Walboomers et al., 1999;
Munoz et al., 2003; Bosch et al., 2008). Por outro lado, a analogia do CP com o céncer de
colo é frequente, porém equivocada. Apesar de ambos apresentarem a histologia epitelial
escamosa, enquanto a prevaléncia de HPV no cancer cervical é aproximadamente 100%, no
CP ela fica em torno de 50% (Walboomers et al., 1999; Munoz et al., 2003; Backes et al.,
2009). Portanto é questionavel o papel oncogénico do HPV no carcinoma peniano (CP), sua
importancia na carcinogénese desta neoplasia ainda é incerta. Devemos ressaltar a
importancia de estudos dessa natureza para entender qual o papel desse virus no processo
oncogénico para desenvolvimento do carcinoma peniano.

Por isso, o déficit de conhecimento sobre as consequéncias da infeccdo desses virus
em homens ainda é muito grande, o que justifica a realizacdo de mais pesquisas que consigam
relacionar caracteristicas clinicas do tumor com a prevaléncia do HPV nestas lesfes, assim
sera possivel prever um progndstico mais concreto e estabelecer melhores medidas

terapéuticas.

2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral:
Analisar a associacdo entre infeccdo por HPV em homens sexualmente ativos com
diagnostico de cancer de pénis atendidos no hospital Aradjo Jorge de Goiania-GO.

2.2. Objetivos Especificos:
Determinar a prevaléncia de HPV em homens sexualmente ativos, portadores de

cancer de pénis, e oriundos do estado de Goias.



3. Material e métodos

Estudo de coorte prospectiva envolvendo pacientes portadores de carcinoma de pénis
(CP) tratados no servico de Uro-Oncologia do Hospital Aradjo Jorge (HAJ) da Associagdo de
Combate ao Cancer em Goias (ACCG), no periodo de janeiro de 2001 a julho de 2008.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Aradjo Jorge
(protocolo N° 007/2008).

A partir de janeiro de 2001, coletou-se, prospectivamente, dados clinicos e
histopatolégicos de todos os pacientes com diagnéstico de CP adimitidos no servigo de Uro-
Oncologia. Os desfechos de interesse eram a presenca ou desenvolvimento de metastase
inguinal e o 6bito por CP. Os casos que evoluiram a 6bito por complica¢des de tratamento ou
outra causa, na vigéncia de CP incuravel, foram considerados como 6bito cancer-especifico.
Para calculo de sobrevida consideramos a data da cirurgia do tumor primario (pénis) como
inicial. A censura foi aplicada na data da Gltima consulta aos pacientes vivos e aos mortos por

causa nao-oncoldgica e sem CP em atividade.

Extracdo de DNA

A partir dos blocos de parafina contendo os fragmentos do tecido (previamente fixados

em formalina), os espécimes (0,5 a 2,0 mg de tecido) eram transferidos para microtubos de
centrifuga e submetidos a desparafinizacdo. Apds trés lavagens sucessivas em 500 pl de
xileno, por 15 minutos cada, a 55°C, procedia-se a centrifugacdo a 14.500 rpm por 3 minutos,
descartando-se o sobrenadante. Apos a desparafinizacdo, o xileno era retirado por meio de trés
banhos em etanol absoluto, por 15 minutos cada, a 55°C, e nova centrifugacdo a 14.500 rpm
por 3 minutos. Do material resultante, as amostras eram submetidas a purificacdo de DNA
para posterior amplificacdo do gene GAPDH e deteccdo de HPV. Para a extracdo de DNA, foi
utilizado o kit comercial de purificagdo do DNA gendmico Wizard® (Promega Corporation,

EUA), seguindo-se as instrucOes do fabricante.

Deteccdo de DNA Humano e DNA-HPV

O DNA extraido foi submetido a reacdo de PCR, utilizando-se os oligonucleotideos

iniciadores especificos para o gene GAPDH (gene constitutivo humano), que amplificam um



fragmento de aproximadamente 90 pb (pares de base). A amplificacio do GAPDH ¢é
necessaria para assegurar a qualidade do DNA extraido e a auséncia de inibidores
inespecificos da reacdo de PCR. Para ndo haver contaminacdo da PCR, esta era realizada em
camara de fluxo previamente limpa com alcool a 70% e irradiada com luz ultravioleta por 30
minutos. Todos os reagentes da PCR eram rapidamente centrifugados e homogeneizados no
vortex, sendo previamente descongelados sobre o gelo picado. Um controle negativo da
reacdo contendo todos os componentes, exceto 0 DNA, era incluido em toda amplificacéo.
Como controle positivo utilizou-se DNA humano extraido do sangue. As reac6es de PCR para
amplificagdo de GAPDH foram realizadas num volume final de 25 pl, utilizando um
termociclador (PE 2400, Perkin Elmer), em mistura contendo 2,0 mM MgCl,, 1,25 unidades
de Tag DNA polimerase (Invitrogen), 200 uM de cada desoxinucleotideo-trifosfato (dATP,
dCTP, dGTP, e dTTP), 100 pmol de cada primer (GAPDH P1 (f) : 5 -
TGGACTCCACGACGTACTCAG - 3 e GAPDH P2 () : 5 -
TTGTCATCAATGGAAATCCCATCA - 3) e 25 ng de DNA em tampdo 1 vez concentrado
(Taqg DNA Polimerase Buffer - Invitrogen). O protocolo de ciclagem utilizado incluia uma
etapa inicial de desnaturacdo de 5 minutos a 94°C, sequida de 35 ciclos com 30 segundos de
desnaturacdo a 94 °C, 1 minuto de anelamento a 59 °C, 1 minuto de extensdo a 72 °C, com um
ciclo final de 7 minutos de extensdo a 72 °C. Os produtos obtidos pelas reacdes de PCR, com
aproximadamente 90 pares de bases, foram analisados em gel de poliacrilamida a 8%.

Para deteccdo do genoma do HPV, foi utilizada a técnica convencional de PCR com
primers consensuais GP5+ e GP6+. Todas as amostras negativas para a presenca do HPV
foram testadas trés vezes. Como descrito anteriormente, todos os reagentes da PCR foram
rapidamente centrifugados e homogeneizados no vortex, sendo previamente descongelados
sobre o0 gelo picado. Um controle negativo da reacdo contendo todos 0s componentes, exceto
0 DNA, foi incluido em todas as amplificagdes. Como controle positivo utilizou-se uma
amostra positiva de HPV, previamente testada e DNA extraido da linhagem celular HeLa. Os
produtos obtidos pelas reacdes de PCR para deteccdo do DNA de HPV, com

aproximadamente 140 pares de bases, foram analisados em gel de poliacrilamida a 8%.

4. Resultados

Cento e quarenta e oito pacientes com CP foram operados no HAJ no periodo

estabelecido. Vinte e um pacientes foram excluidos, sendo quatro devidos auséncias de bloco



de parafina do tumor primario disponivel para analise e os demais por terem recebido

tratamento prévio fora do HAJ. Cento e vinte e sete casos obedeciam aos critérios de inclusao.

A média de idade dos pacientes foi de 59,3 anos, variando de 24 a 101 anos (desvio
padrdo 15,27). Cento e oito pacientes apresentavam fimose (85%). O tratamento local foi:
excisdo local (7,9%), penectomia parcial (80,3%), penectomia total (7,9%) e emasculagéo

(3,9%) (dados nédo apresentados).

Todos os cento e vinte e sete casos analisados mostraram positividade na PCR para o
gene GAPDH, atestando a boa qualidade de material genético (DNA) obtido. Cinquenta e
cinco pacientes apresentaram resultados positivos para a deteccdo do DNA do HPV,
resultando em uma prevaléncia de 43% (IC 95%: 34,6 — 52,3) (Figura 1).

ODNA-HPV Positivo
BDNA-HPV Negativo

Figural - Prevaléncia de DNA-HPV em pacientes com
carcinoma péniano em Goiania-Go.

5. Discussao

O cancer de pénis é um tipo raro de neoplasia, que acomete individuos de paises
subdesenvolvidos com baixo nivel social e precarios habitos de higiene associado a fimose e
ndo circuncizados. Este tipo de cancer ocorre freglientemente entre a quarta e sétima décadas
de vida, o que foi evidenciado neste estudo, onde a média de idade dos pacientes portadores

de carcinoma peniano em Goiania-Go foi de 59,3 anos, variando de 24 a 101 anos (desvio



padrdo 15,27), este dado é concordante com outros estudos brasileiros (Mendanha Sousa,
2008; Fonseca et al., 2010; Koifman et al., 2011).

A presenca de fimose € freqliente em pacientes com cancer de pénis, sendo observada
em 44 a 85% dos casos e considerada como fator de risco (De Paula et al., 2005; Micali et al.,
2006). Neste estudo, Cento e oito pacientes apresentavam fimose (85%). Dado semelhante ao
verificado por Mendanha Souza et al. (2008) em estudo conduzido em Goiéania em vinte nove
casos de carcinoma peniano, onde 72% apresentaram fimose. De Paula e colaboradores
(2005) sugeriram que a auséncia da circuncisao dificulta a higienizacdo adequada da glande,
que pode favorecer o estabelecimento de infeccOes bacterianas e virais (Mycobacterium
smegmatis/ HPV) sendo considerados fatores de alto risco para o desenvolvimento desta
neoplasia. Em paises onde a circuncisdao neonatal € um habito cultural, verifica-se que a
incidéncia do carcinoma de células escamosas do pénis (CCE) é baixa (Micali et al., 2006). A
higiene adequada e a circuncisdo precoce previnem a ocorréncia da neoplasia na idade adulta.

A prevaléncia da infeccdo por HPV na populagéo estuda foi de 43% (IC 95%: 34,6 —
52,3), este dado corrobora com os da literatura, pois estudos utilizando métodos moleculares
como PCR verificaram a presenca de HPV em carcinoma peniano, variando de 30 a 100% dos
casos (Bezerra et al. 2001; Neves et al., 2002; Tornesello et al.,2008). O indice de associacdo
do carcinoma de pénis com a infec¢do pelo HPV varia de acordo com a técnica utilizada para
a deteccdo do virus, uma vez que algumas técnicas podem ser mais sensiveis ou especificas,
Em geral, o genoma do HPV é encontrado em aproximadamente 82% dos casos avaliados por
PCR.

O progresso no entendimento da etiologia, patogénese e o progndstico mais acurado
dos tumores malignos de pénis, tém sido lento devido a caréncia de estudos moleculares que
investiguem as provaveis alteracdes genéticas, aspectos clinicos e agentes bioldgicos como o
HPV, associados ao desenvolvimento e progressdo dessa neoplasia. Por isso, estudos
epidemiolégicos associando a infeccdo por HPV e as neoplasias penianas sdo fundamentais
para esclarecer como 0 esses virus podem interagir com mecanismos celulares e contribuir
para o0 desenvolvimento do cancer de pénis. O conhecimento gerado em pesquisa dessa
natureza pode proporcionar esclarecimento importante a populagdo no sentido da prevengéo
do diagnostico do cancer de pénis nos estagios iniciais, reduzir a incidéncia e a severidade da

doencga, como também proporcionar maiores chances de cura e aumento da sobrevida.



6. Conclusdo

- A média de idade dos pacientes portadores de cancer de Pénis em Goiania-GO foi de
59,3 anos, variando de 24 a 101 anos (desvio padrdo 15,27). Cento e oito pacientes
apresentavam fimose (85%).

- A prevaléncia de HPV foi de 43,% (IC 95%: 34,6 — 52,3) em individuos portadores
de CP em Goiania-GO.
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