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campo tomarem forma, fizeste os céus e a terra. Sê adorado, ó tu 

que a deusa Ma�t abraça de manha e ao entardecer. (...) Ó Uno, 

poderoso, de miríades de forma e aspectos, rei do mundo, 

príncipe de Anu, senhor da eternidade e soberano da 
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Do Papiro de Hu-nefer (1.370 a.C.) (Museu Britânico, 9.901)
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RESUMO

O carcinoma de pênis (CEP) é um tumor epitelial invasivo raro com alta morbidade 

decorrente da própria doença e/ou de seu tratamento. O perfil socioeconômico e

cultural dos pacientes dificulta o diagnóstico precoce, tratamento e seguimento dos 

enfermos. Pacientes sem tratamento geralmente morrem dentro de dois anos após 

diagnóstico devido à proliferação celular regional ou a metástases distantes. Não há 

padrão nos sistemas de estadiamento e nas condutas clínicas, resultando em

dificuldades na abordagem terapêutica. Comparado ao câncer cervical, poucos 

estudos moleculares em CEP foram realizados.

O presente projeto teve como objetivo geral identificar genes diferencialmente 

expressos em tecidos penianos tumorais e normais e o possível papel do vírus do 

papiloma humano (HPV) no desenvolvimento de CEP.

Diferenças na expressão gênica entre tecidos tumorais e normais foram verificadas 

pela metodologia de RaSH (rapid subctration hybridization), que selecionou 5 genes 

possivelmente relacionados à carcinogênese (KIAA1033, NAMPT, RPL6, CDKN2A e

ANXA1) com expressão alterada em tecidos tumorais. A validação das alterações de 

expressão destes genes foi realizada por polymerase chain reaction (reação em 

cadeia da polimerase, PCR) em tempo real. Tanto os genes como as proteínas de 

ANXA1 como CDKN2A apresentaram aumento de expressão em pacientes com 

presença de HPV de alto risco em comparação com tecidos negativos para HPV. 

Por imunohistoquímica foi possível estabelecer correlação entre alterações na 

expressão da proteína anexina A1 e a presença de HPV de alto risco.

Pacientes portadores de CEP provenientes de duas regiões (São Paulo e Pará) 

foram avaliados para a presença de HPV por PCR convencional. Amostras positivas 

foram genotipadas por hibridização reversa em linha (INNO-LiPA). Observou-se que 

a prevalência geral de HPV em infecções simples ou múltiplas é significantemente 

maior no Pará (81,67%) que em São Paulo (64.10%). Foram encontrados mais 

genótipos no Pará, sugerindo que os genótipos circulando na população paraense 
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são mais diversos e podem estar contribuindo para maior prevalência de CEP no 

Pará. Também foram identificados dois pacientes portadores de CEP que 

desenvolveram um segundo tumor primário, atribuível a HPV, anos após a 

penectomia sugerindo a possibilidade de múltiplos tumores consecutivos devidos à 

infecção por HPV.

Os dados deste trabalho trazem contribuições importantes no entendimento dos 

mecanismos moleculares envolvidos no CEP e do papel do HPV nesta patologia 

podendo auxiliar em diagnósticos e prognósticos mais precisos, em abordagens 

clínicas e terapêuticas mais adequadas e guiar o desenvolvimento de programas de 

vacinação mais eficientes.

Palavras-chave: Câncer de pênis; vírus do papiloma humano; marcadores de 

câncer; múltiplos tumores.
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ABSTRACT

Penile carcinoma is a rare epithelial tumor with high morbidity due to own disease

and/or treatment. The socio-economic and cultural profile of the patients hampers 

early diagnosis, treatment and follow-up. Without treatment patients usually dies 

within two years after first diagnosis due to regional cellular proliferation or distant 

metastasis. There is no standard in staging systems or in clinical procedures, 

resulting in difficulties in the therapeutic approach. Compared to cervical cancer, 

there are few molecular studies about this tumor.

The present work aimed to identify differentially expressed genes in tumor and 

normal penile tissues and the role of human papillomavirus (HPV) in the 

development of this tumor.

Differences in gene expression between tumoral and normal tissues were accessed 

by RaSH (rapid subctration hybridization) methodology, which selected five possibly 

carcinogenesis related genes (KIAA1033, NAMPT, RPL6, CDKN2A and ANXA1) with 

altered expression in tumor tissues. The validation of gene expression changes was 

performed by real time polymerase chain reaction (PCR). The ANXA1 and CDKN2A, 

both genes and proteins, showed superexpression in patients with high-risk HPV 

compared to HPV negative tissues. Immunohistochemical assays established a 

correlation between alterations in the superexpression of annexin A1 and the 

presence of high risk HPV.

Penile cancer harboring patients from two regions (São Paulo and Pará) was 

assessed for HPV presence by conventional PCR. Positive samples were genotyped 

by reverse hybridization-based line probe assay (INNO-LiPA). The overall HPV 

prevalence in single or multiple infections was significantly greater in Pará (81.67%) 

than in São Paulo (64.10%). A wilder range of genotypes were found in Pará, 

suggesting that the genotypes circulating in the population of Pará are more diverse 

and may be contributing to higher prevalence of penile cancer in Pará. It was also 

observed two patients harboring penile cancer which developed a second primary 
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tumor attributable to high-risk HPV years after penectomy, arisen the possibility of 

occurrence of multiple consecutive primary tumors as a result of high risk HPV 

infection.

Data from this study bring important contributions to the understanding of the 

molecular mechanisms involved in the penile cancer and the role of HPV in this 

pathology and may help in more accurate diagnoses and prognoses, more 

appropriate clinical and therapeutic approaches and may guide the development of 

more effective vaccination programs.

Keywords:  Penile cancer, Papillomavirus, cancer markers, multiple tumors.
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ABREVIATURAS
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CEP Carcinoma de células escamosas de pênis
E6AP E6 associated protein, proteína associada a E6
DEPC Dietil pirocarbonato
GAPDH Gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase
GSTP1 Glutationa S-transferase 1
HPV Human Papillomavirus, vírus do papiloma humano
LR-HPV Low-risk HPV, HPV de baixo risco
HR-HPV High risk HPV, HPV de alto risco
KIAA1033 Gene também conhecido como WASH7 (subunidade 7 do complexo WASH)
PBEF1 Fator 1 de aumento de colônias de células pré-B
PCR Polymerase chain reaction, reação em cadeia da polimerase
RaSH Rapid subtraction hybridization
Rb Família retinoblastoma de proteínas
RPL6 Proteína ribossomal L6e da fração 60S
RT-PCR Reverse transcription - Polymerase chain reaction, transcrição reversa - reação em cadeia da 

polimerase
TNM Tumor, linfonodo, metástase (sistema de estadiamento de tumores)
OMS Organização mundial da Saúde
ORF Open reading frame, janela aberta de leitura
qPCR Quantitative PCR, PCR quantitativo (PCR em tempo real)
TUBA �-tubulina
 



15

INTRODUÇÃO
 



16

1. Carcinoma de Pênis
O câncer de pênis é um tumor com grande variação na prevalência, com os maiores 

índices de prevalência em países menos desenvolvidos. Corresponde mundialmente a menos 

de 0,5% de todos os tumores que afetam homens (Parkin e Bray, 2006), mas em alguns países

subdesenvolvidos ou em desenvolvimento da África, Ásia e América do Sul estão as maiores 

taxas de incidência (2-4/100.000 habitantes) e este tumor pode representar até 16% dos 

tumores malignos masculinos (Rocha, Ignacio, Jordan et al., 2012). As menores taxas de 

prevalência se encontram nos Estados Unidos e Europa e Israel (0.3-1/100.000 habitantes) 

(Afonso, Moyses, Alves et al., 2012; Chaux e Cubilla, 2012a). Os dados sobre a prevalência 

de carcinoma epidermóide de pênis (CEP) em diversos países é sumarizada na figura 1. No 

Brasil, o CEP responde por 2% de todos os tipos de tumores masculinos e a incidência varia 

entre 2,9 a 6,8/100.000 habitantes. É mais frequente nas regiões Norte e Nordeste e nestas 

regiões costuma suplantar o câncer de próstata e de bexiga (Favorito, Nardi, Ronalsa et al.,

2008).

Em 2004 a Organização Mundial de Saúde (OMS) reconheceu seis tipos histológicos 

de tumores penianos. A grande maioria destes tipos histológicos (95%) são carcinomas 

epidermóides ou carcinomas de células escamosas. A OMS também reconhece que o CEP é 

dividido em sete subtipos que estão descritos na tabela 1 (Chaux e Cubilla, 2012a; Chaux, 

Velazquez, Barreto et al., 2012). O CEP é um tumor epitelial invasivo que se origina da pele 

ou mucosa peniana e acredita-se que é precedido por lesões pré-malignas como cornos 

cutâneos, papulose bowenóide, balanitis xerotica obliterans (lichen sclerosus et atrophicus), 

eritroplasia de Queyrat e doença de Bowen (Pizzocaro, Algaba, Horenblas et al., 2010). Os 

sítios anatômicos preferenciais para o surgimento do CEP são a glande (34,5%), seguida pelo 

prepúcio (13,2%), corpo peniano (5,3%), com sobreposições (4,5%) e outros locais não 

específicos (42,5%) (Deem, Keane, Bhavsar et al., 2011).
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Tabela 1. Classificação dos tumores malignos epiteliais de pênis segundo a OMS (2004)
Carcinoma escamocelulara

Carcinoma basalóide
Carcinoma condilomatoso (warty)
Carcinoma verrucoso
Carcinoma papilífero, sem outras especificações
Carcinoma sarcomatóide
Carcinomas mistosb

Carcinoma adenoescamoso
Carcinoma de células de Merkel
Carcinoma de células pequenas do tipo neuroendócrino
Carcinoma sebáceo
Carcinoma de células claras
Carcinoma de células basais

a. É o tipo mais usual.
b. Designa que há mais de um tipo histológico envolvido.

O CEP pode apresentar três padrões distintos de crescimento: superficial, nodular (ou 

vertical) e verrucoso. Tem progressão locorregional, drenando primariamente para os nódulos 

linfáticos inguinais e pélvicos (Pizzocaro, Algaba, Horenblas et al., 2010). Os fatores 

histopatológicos de relevância prognóstica para a dispersão locorregional incluem o grau, o 

estágio, a profundidade da invasão, presença de invasão linfovascular e o tamanho do tumor. 

Os sítios anatômicos mais comuns para metástases distantes são pulmão, cérebro e ossos 

(Kayes, Ahmed, Arya et al., 2007).

Quando diagnosticado nos estágios iniciais, o CEP apresenta elevada taxa de cura, 

entretanto diversos fatores dificultam o diagnóstico precoce, o tratamento e o seguimento dos 

enfermos como o status sócio-econômico-cultural dos pacientes, o estigma social associado a 

este tumor e a possibilidade das lesões estarem escondidas por fimose (Deem, Keane, Bhavsar

et al., 2011). No Brasil, muitos pacientes costumam demorar mais de um ano, após o inicio 

dos sintomas, para procurar auxílio médico, por questões culturais ou dificuldade de acesso ao 

serviço médico. A maioria dos casos de CEP em estádio avançado necessita de tratamento 

cirúrgico mutilante causando graves repercussões psicológicas e funcionais desfavoráveis, o 

que dificulta a reabilitação e a reintegração social (Guimaraes, Rocha, Zequi et al., 2011).
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O CEP está associado à alta morbidade decorrente da própria doença e/ou de seu 

tratamento e os pacientes sem tratamento geralmente morrem devido à inanição, sepse 

hemorragias devido à erosão dos vasos femurais causadas por metástases inguinais vegetantes 

(Kayes, Ahmed, Arya et al., 2007).

O tratamento do CEP depende de diagnóstico e de estadiamento adequados e o

diagnóstico precoce é essencial para o controle local. O diagnóstico de lesões pré-malignas 

pode ajudar a evitar a progressão maligna e a mutilação do órgão devida a penectomia (Deem, 

Keane, Bhavsar et al., 2011). Entretanto o sistema de estadiamento do CEP é um processo em 

desenvolvimento, ainda sem padronização definitiva. Atualmente o sistema do American 

Joint Committee on Cancer (AJCC) é um dos mais utilizados. Os sistemas de gradação TNM 

e estadiamento estão descritos na tabela 2 e tabela 3 respectivamente (Edge, Byrd, Compton

et al., 2010).

Em comparação a outros tumores, há poucos estudos com CEP, refletindo sua baixa 

incidência em países desenvolvidos. Existem poucos estudos prospectivos e randomizados e a 

amostragem ainda não é suficiente para estabelecer a melhor conduta nos diversos estádios 

desta enfermidade.

A etiologia do CEP e os fatores moleculares que influenciam no seu desenvolvimento 

ainda não são totalmente conhecidos. Alguns fatores de risco já foram descritos como 

presença de fimose, fumo, lesões penianas, balanite crônica, verrugas genitais higiene pessoal 

inadequada, fotoquimioterapia com psoraleno-UVA (usada no tratamento de doenças de pele 

como psoríase, vitiligo e linfoma cutâneo de células T), infecção por HIV e infecção por 

HPV, (Minhas, Manseck, Watya et al., 2010; Pow-Sang, Ferreira, Pow-Sang et al., 2010;

Calmon, Tasso Mota, Vassallo et al., 2011; Annunziata, Buonaguro, Buonaguro et al., 2012;

Chaux e Cubilla, 2012b).
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Tabela 2. Estadiamento TNM de câncer de pênis baseado no AJCC

Tumor primário (T)
TX Tumor primário não pode ser acessado
T0 Sem evidência de tumor primário
Tis Carcinoma in situ
Ta Carcinoma verrucoso não-invasivoa

T1a Tumor invade tecido conectivo subepitelial sem invasão linfovascular e não é 
pouco diferenciado

T1b Tumor invade tecido conectivo subepitelial com invasão linfovascular ou é pouco 
diferenciado

T2 Tumor invade corpo esponjoso ou cavernoso
T3 Tumor invade a uretra
T4 Tumor invade outras estruturas adjacentes
Linfonodos regionais (N)
Estágio clínicob

cNX Linfonodos regionais não podem ser acessados
cN0 Sem linfonodos inguinais aumentados palpáveis ou visíveis
cN1 Linfonodo inguinal unilateral móvel palpável
cN2 Linfonodos inguinais palpáveis múltiplos ou bilaterais
cN3 Massa nodal inguinal fixa palpável ou linfoadenopatia pélvica unilateral ou bilateral
Estágio patológicoc

pNX Linfonodos regionais não podem ser acessados
pN0 Sem metástases em linfonodos regionais
pN1 Metástase em um único linfonodo
pN2 Metástase em linfonodos múltiplos ou bilaterais
pN3 Extensão extranodal de metástase linfonodal, linfonodo pélvico uni ou bilateral
Metástases distantes (M)
M0 Sem metástases distantes
M1 Metástases distantesd

a. Penetração de borda ampla (invasão) é permitida; invasão destruidora é contra este diagnóstico
b. Baseado em palpação e imagem.
c. Definição de estágio patológico baseada em biópsia ou excisão cirúrgica.
d. Metástases linfonodais for a da pelve em adição a sítios ósseos e viscerais .

Tabela 3. Estágios anatômicos/grupos de prognóstico

Estágio 0 Tis N0 M0
Ta N0 M0

Estágio I T1a N0 M0

Estágio II
T1b N0 M0
T2 N0 M0
T3 N0 M0

Estágio IIIa T1-3 N1 M0
Estágio IIIb T1-3 N2 M0

Estágio IV
T4 Qulaquer N M0
Qualquer T N3 M0
Qualquer T Qualquer N M1
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Vários estudos têm sugerido a existência de duas vias etiológicas para o surgimento do 

CEP: uma relacionada à infecção por HPV de alto risco e outra relacionada a estados de 

inflamação crônica, fimose e líquen escleroso (Chaux e Cubilla, 2012b).

Diversos fatores prognósticos já foram estudados. Descobriu-se que a presença de 

linfonodos inguinais metastáticos é, isoladamente, o fator mais importante para predição de 

sobrevivência de pacientes com CEP (Chaux e Cubilla, 2012c).

Além de fatores anatomopatológicos, alterações gênicas como mudanças na expressão 

ou mutações podem ser úteis como fatores prognósticos. A determinação de genes expressos 

diferencialmente entre tecidos normais e tumorais é uma importante ferramenta que permite 

determinar quais destes estão envolvidos com o desenvolvimento e progressão de 

determinados tumores e avaliar a ação de drogas sobre estes. Diversas técnicas que permitem 

a detecção de genes diferencialmente expressos foram descritas nas últimas décadas, como a 

hibridação subtrativa (Hedrick, Cohen, Nielsen et al., 2005), “mRNA differential display”

(Liang e Pardee, 1992) análise da diferença representativa (RDA) (Lisitsyn e Wigler, 1993;

Hubank e Schatz, 1994), análise seriada da expressão gênica (serial analysis of gene 

expression, SAGE) (Velculescu, Zhang, Vogelstein et al., 1995), “small amplified RNA-

SAGE” (SAR-SAGE) (Vilain e Vassart, 2004), cDNA microarrays (Schena, Shalon, Davis et 

al., 1995), sequenciamento de próxima geração (next generation sequencing, NGS) (Cullum, 

Alder e Hoodless, 2011), microRNA profiling (Pritchard, Cheng e Tewari, 2012), “high-

throughput sequencing” (Prickett e Oakey, 2012) entre outras, todas elas apresentando 

vantagens e desvantagens.

Uma modificação na técnica de hibridação subtrativa é a metodologia denominada 

RaSH (“rapid subtraction hybridization”). Nessa técnica os processos de subtração de cDNAs 

são simplificados, apresentando vantagens sobre outras técnicas, como uma grande eficiência 

na subtração e significativa redução dos custos (Jiang, Kang, Alexandre et al., 2000)
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principalmente quando comparada a técnica de microarray. Essa metodologia tem sido 

utilizada para a identificação de genes diferencialmente expressos em diferentes situações,

como por exemplo, na carcinogênese hepatocelular (Andrade, Guerra, Jardim et al., 2011), na 

endometriose (Meola, Silva, Dentillo et al., 2010), na progressão tumoral cerebral (Emdad, 

Sarkar, Su et al., 2007), em melanomas (Boukerche, Su, Kang et al., 2004), na resistência à 

infecção pelo HIV (Simm, Su, Huang et al., 2001) e também para a avaliação dos efeitos do 

tratamento de algumas drogas como interferon, mezerina (Jiang, Kang, Alexandre et al.,

2000) e anexina-1 (Rodrigues-Lisoni, Mehet, Peitl et al., 2006). Em todos estes estudos os 

dados sobre a expressão gênica diferencial revelados pelo RaSH foram validados por RT-PCR 

semiquantitativo, PCR em tempo real ou Northern Blot, confirmando a eficiência da 

metodologia.

Algumas alterações moleculares sabidamente presentes em outros tumores foram 

também encontradas em pacientes portadores de CEP, bem como alterações no número de 

cópias de genes e aneuploidias também já foram descritas. Entretanto ainda não há consenso 

entre os diversos autores sobre o real papel que cada alteração exerce no CEP. Algumas das 

alterações mais comuns encontradas estão sumarizadas na tabela 4.

Cerca de 20% de todos os tumores humanos estão relacionados a agentes infecciosos e 

a maioria destes são oncovírus (Martin e Gutkind, 2008; Hernandez-Lopez e Graham, 2012).

Entre estes vírus o HPV é um dos mais importantes, com cerca de 560.000 novos casos de 

tumor anualmente no mundo associados a ele diretamente (Chaux e Cubilla, 2012b). Entre os 

diversos fatores de desenvolvimento do CEP, a infecção por HPV tem sido analisada em 

diversos estudos. Entretanto a incidência de HPV nos tumores penianos tem grande variação, 

dependendo do tipo histológico analisado. DNA de HPV é, em geral, detectado em cerca de 

40 a 50% de todos os tumores de pênis.
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Em 2009 dois grupos revisaram vários estudos de prevalência de HPV no CEP, 

chegando a resultados similares. Backes e cols. (Backes, Kurman, Pimenta et al., 2009)

revisaram 30 estudos totalizando 1266 amostras e encontraram prevalência de 48% de 

infecções por HPV, variando de 22% nos carcinomas verrucosos a 66% nos carcinomas 

basalóide e condilomatoso. Miralles-Guri e cols. (Miralles-Guri, Bruni, Cubilla et al., 2009)

revisaram 31 estudos com um total de 1466 casos e encontraram de 47% de infecções por 

HPV, variando de 24% nos carcinomas verrucosos a 76% nos carcinomas basalóides.

Tabela 4. Alterações moleculares observadas em CEP
Alterações moleculares Gene/cromossomo/prot

eína
Referências

Aumento do número de 
cópias

8q24, 16p11-12, 20q11-
13, 22q, 19q13, e 5p15

(Guerrero, Guarch, Ojer et al., 2008)

Deleções 13q21-22, 4q21-32 e ao 
longo do cromossomo X

(Guerrero, Guarch, Ojer et al., 2008)

Aneuploidia Vários genes e 
cromossomos

(Kayes, Loddo, Patel et al., 2009)

Aumento de expressão 
em pacientes HPV-
positivos

p53, CDKN2A, p21, KI-
67, HER3, c-myc

(Lam, Chan, Chan et al., 1995; Sastre-
Garau, Favre, Couturier et al., 2000;
Stankiewicz, Prowse, Ng et al., 2011;
Stankiewicz, Ng, Cuzick et al., 2012)

Diminuição de expressão 
em pacientes HPV-
positivos

pEGFR, RB (Stankiewicz, Prowse, Ktori et al.,
2011; Stankiewicz, Prowse, Ng et al.,
2011)

Aumento de expressão p53, CDKN2A, p21, RB e 
NF-�B, HER3, HER4, 
Akt1, PGE2, COX, Topo 
II, MMP9

(Golijanin, Tan, Kazior et al., 2004;
Campos, Lopes, Guimaraes et al.,
2006; Berney, Stankiewicz, Adlan et 
al., 2008; Senba, Buziba, Mori et al.,
2009; Stankiewicz, Kudahetti, Prowse
et al., 2009; Stankiewicz, Prowse, 
Ktori et al., 2011; Stankiewicz, 
Prowse, Ng et al., 2011; Rocha, 
Ignacio, Jordan et al., 2012)

Diminuição de expressão CDKN2A, E-caderina (Campos, Lopes, Guimaraes et al.,
2006; Stankiewicz, Kudahetti, Prowse
et al., 2009)

Mutações em genes p53, c-rasHa, PIK3CA,
HRAS e KRAS

(Leis, Stevens, Baer et al., 1998;
Andersson, Kolaric, Windahl et al.,
2008)

Expressão desbalanceada Bcl-2/Bax, (Saeed, Keehn, Khalil et al., 2005)
Hipermetilação do DNA 
na região promotora do 
gene

DAPK, FHIT, MGMT,
CDKN2A, p14ARF, RAR-
�, RASSF1A, RUNX3 e 
TSP-1

(Guerrero, Guarch, Ojer et al., 2008;
Kalantari, Villa, Calleja-Macias et al.,
2008; Yanagawa, Osakabe, Hayashi et 
al., 2008)
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Os produtos gênicos virais E6 e E7, expressos durante a infecção, têm papel 

preponderante na gênese tumoral. A oncoproteína E7 é capaz de evitar o ponto de checagem 

G1-S através da inativação da proteína supressora de tumor retinoblastoma (pRB1), criando 

condições para a replicação do DNA viral. Uma das funções da oncoproteína E6 é inibir a 

ação da proteína supressora de tumor p53 (White, Kramer, Tan et al., 2012). Entretanto a

grande maioria das infecções por HPV são assintomáticas, sendo, portanto necessário 

distinguir os tipos com maior potencial oncogênico como HPV16 e HPV18 (Gregoire, 

Cubilla, Reuter et al., 1995; Khan, Castle, Lorincz et al., 2005; Chaux e Cubilla, 2012b) dos 

demais. As interações moleculares entre HPV e oncogenes, que levam ao desenvolvimento do 

tumor, ainda não são totalmente compreendidos.

2. Vírus do papiloma humano (HPV)
Os HPVs pertencem à família Papillomaviridae, uma família muito antiga de 

patógenos que parece ter coevoluído com seus hospedeiros (anfíbios, répteis, aves e 

mamíferos). São muito específicos em relação aos seus hospedeiros e não infectam outras 

espécies mesmo que sejam intimamente relacionadas. Até o presente já foram descritos cerca 

de 160 genótipos de HPVs (Chow, Broker e Steinberg, 2010; Kovanda, Kocjan, Luzar et al.,

2011; Kovanda, Kocjan, Potocnik et al., 2011; White, Kramer, Tan et al., 2012), que se 
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compostas por um ou mais genótipos (figura 2). Estes vírus têm forte tropismo para tecidos 

epiteliais estratificados podendo infectar mucosas ou a pele e causar diversas patologias 
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demais gêneros infectam apenas a pele (Crow, 2012).

O genoma viral é constituído por uma única molécula de DNA circular de dupla fita 

com 8kb, tendo uma pequena variação de acordo com o genótipo de HPV. O genoma pode se 

dividido em três regiões funcionais, com aproximadamente 8 ORFs (open reading frames,

janelas abertas de leitura): a região precoce (early region, proteínas E1 a E7) que codifica 
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proteínas essenciais à replicação, a região tardia (late region, proteínas L1 e L2) que codifica 

proteínas estruturais e uma região de controle, em grande parte não codificadora, chamada 

LCR (long control region, região longa de controle) ou URR (untranslated regulatory region,

região não traduzida regulatória), que contém os elementos cis necessários para replicação e 

transcrição do DNA viral (Doorbar, 2006; Iarc, 2007). Dois promotores: um precoce (p97) e 

outro tardio (p670) controlam a expressão das regiões precoce e tardia (figura 3).

Figura 2. Árvore filogenética (baseada em sequencias de L1) mostrando o agrupamento dos HPVs em 5 
��������	��	��	��	�	�	!"	'�	���*
����	��	��
��	�-papillomavirus são os mais associados ao desenvolvimento de 
tumor. Em vermelho, os genótipos mais associados ao desenvolvimento de câncer. Em verde, os genótipos mais 
associados a verrugas e em rosa os genótipos que estão associados a 90% das verrugas genitais. Os arcos 
externos indicam os gêneros, as linhas externas indicam as espécies. Baseado em (Crow, 2012).
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Os HPVs não são envelopados. O capsídeo, com diâmetro entre 52 e 55nm, é 

composto pelas proteínas tardias L1 e L2, cuja expressão é controlada pelo promotor tardio 

p670 após uma mudança no padrão de splicing e no uso do sítio de poliadenilação (do sítio de 

poliadenilação precoce (PAP) para o tardio (PAT)) (Doorbar, 2006).

A proteína L1 é altamente conservada entre os diversos genótipos de HPV e 360 

cópias desta proteína formam 72 capsômeros pentaméricos de simetria icosaédrica (T=7). A 

proteína L2 é mais interna e desempenha múltiplas funções participando da encapsidação, 

estabilização do capsídeo, escape dos vírions do endossomo e transporte nuclear do genoma 

viral (Schiller, Day e Kines, 2010).

Figura 3. Esquema do genoma do HPV16 
mostrando a divisão do genoma em três
regiões distintas: a precoce (em cinza), a 
tardia (em vinho) e a LCR (em azul). A LCR 
foi destacada para evidenciar sua organização 
interna e elementos cis de controle como um 
sítio de poliadenilação (poli(A)), os sítios de 
ligação de E1 e E2 e os elementos TATA do 
promotor p97. Modificado de (Doorbar, 
2006).

p97; promotor precoce
p670: promotor tardio
PAP: sítio de poliadenilação precoce
PAT: sítio de poliadenilação tardio

Os dois promotores, o precoce (p97) e o tardio (p670) controlam a expressão das 

proteínas precoces em diferentes estágios da maturação dos queratinócitos (Hansen, Nielsen e 

Norrild, 2010).
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A expressão dos genes E1 e E2 é necessária para manutenção do genoma viral na 

forma de um elemento extracromossomal superenovelado chamado epissomo (Doorbar, 

2006). A proteína E2 reconhece motivos palidrômicos AACCg(N4)cGGTT na região LCR do 

genoma vira, e esta ligação é fundamental na inicialização da replicação e segregação do 

DNA viral nas células da camada basal do epitélio. Esta ligação é necessária para o 

recrutamento da helicase viral E1 e outras proteínas celulares (como a proteína de replicação 

A e a DNA polimerase � primase) à origem de replicação viral. (Dell, Wilkinson, Tranter et 

al., 2003). Além de colaborar com a replicação a proteína E2, quando em altas concentrações, 

também é capaz de exercer atividade supressora sobre as oncoproteínas virais E6 e E7 

(Doorbar, 2006).

Algumas das funções das proteínas virais são antagônicas. Por exemplo, E4 tem a 

capacidade de realocar o complexo ciclina B/Cdk2 para o citoplasma, o que impede a mitose 

e assim mantém a célula na fase G2 do ciclo celular. Assim ela antagoniza os efeitos da 

proliferação celular mediada por E7. E4 é expressa tanto na fase precoce como na tardia a 

infecção (Nakahara, Peh, Doorbar et al., 2005). O acúmulo de E4 nas células superficiais 

também facilita a liberação das partículas virais (Doorbar, 2006). E5 é considerada uma 

oncoproteína juntamente com E6 e E7. É uma proteína transmembrana que coopera com E6 e 

E7 para induzir hiperproliferação das células hospedeiras através da modulação de EGFR 

(epidermal growth factor receptor, receptor do fator de crescimento epidermal). E5 inibe a 

acidificação de endossomos o que diminui a reciclagem de EGFR, mantem um sinal 

constitutivo de crescimento para a célula (Maufort, Shai, Pitot et al., 2010; Moody e Laimins, 

2010) e provavelmente facilita a progressão maligna.

Os produtos das ORFs E6 e E7 são considerados oncoproteínas, pois podem se ligar a 

múltiplos alvos celulares e inativar os mecanismos que controlam o ciclo celular e a apoptose. 

Entretanto estas proteínas são expressas em quantidade apenas quando o genoma de HPV se 
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integra ao genoma da célula hospedeira. Para que o HPV consiga induzir transformação 

maligna é preciso que haja estabelecimento de infecção persistente, integração do genoma 

viral ao genoma da célula hospedeira e expressão das oncoproteínas E6, E7 e E5. Durante 

uma infecção normalmente os HPVs mantém-se na forma epissomal e as infecções são 

autolimitantes e se resolvem em meses. Entretanto em alguns casos o genoma viral se integra 

de forma truncada ao genoma celular e estima-se que 10% dos casos desenvolvem câncer. A 

integração leva à quebra da ORF de E2 retirando a repressão que esta proteína exerce sobre as 

ORFs de E6 e E7 causando aumento de sua expressão (Schmitz, Driesch, Jansen et al., 2012).

A proteína E7 é um dos principais fatores de transformação maligna em HPV. Tem a 

capacidade de se ligar a membros da família retinoblastoma (Rb) como p105, p107 e p130 (e 

outros fatores como p21, p27, ciclina A, p300 entre outros) e marcá-los para degradação 

resultando na liberação e ativação do fator de 

transcrição E2F que direciona a expressão de 

genes da fase S, o que leva a hiperproliferação 

celular. Antagonicamente a ligação de E7 a 

pRb pode levar a inibição do crescimento 

celular e desencadeamento da cascata de 

apoptose através do gene supressor de 

tumores p53. A apoptose é bloqueada por E6 

que inibe a ação de p53 ligando-se a ele ou 

induzindo sua degradação proteassomal. Isto

permite que as células hospedeiras, 

diferenciadas ou não, continuem crescendo 

(Moody e Laimins, 2010; Pim e Banks, 2010).

Figura 4. Mecanismo molecular de cooperação entre 
as proteínas virais para indução de transformação 
maligna. Infecção persistente por HPV leva a 
superexpressão de E6 e E7. Modificado de (Moody e 
Laimins, 2010).
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A E6 é capaz de se ligar a diversas 

proteínas celulares, entre elas fatores 

celulares como p300, Bak, myc e proteínas 

PDZ, alterando assim funções celulares como 

trafego de sinais, polaridade e ciclo celular 

(Pim e Banks, 2010; White, Kramer, Tan et 

al., 2012).

A cooperação entre E6 e E7 leva a 

imortalização da célula hospedeira (figura 

4). Estas proteínas têm habilidade de se ligar 

a reguladores da proliferação, apoptose, 

imortalização e estabilidade genômica o que 

conjuntamente promove o surgimento de 

populações clonais com vantagens de 

crescimento e maior propensão à 

transformação e progressão maligna (Dimaio e Mattoon, 2001; Moody e Laimins, 2010).

Os HPVs são altamente prevalentes, mas com grande variação na incidência nos 

diversos tumores aos quais estão associados. No câncer cervical, DNA de HPV é detectado 

em mais de 99,5% dos casos, sendo considerado uma causa necessária para o 

desenvolvimento deste câncer. Em outros tumores a incidência varia grandemente e em 

alguns tipos de tumor o envolvimento deste vírus ainda é controverso (Grulich, Jin, Conway

et al., 2010). As figuras 5 e 6 mostram as incidências de HPV em diferentes tipos de tumores

e a incidência global de HPV e os genótipos mais prevalentes em cada região do planeta

respectivamente.

Figura 5. Incidência de infecção por HPV, em 
diversos tumores. Modificado de (Crow, 2012).
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As infecções podem permanecer subclínicas ou induzir hiperproliferações epiteliais 

benignas como verrugas, papilomas ou condilomas. De acordo com sua capacidade de induzir 

transformações malignas, são classificados como HPV HR (high-risk HPV, HPV de alto 

risco) (16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59, 68, 73, 82) ou HPV LR (low-risk HPV, 

HPV de baixo risco) (6, 11, 40, 42, 43, 44, 54, 61, 70, 72, 81, e CP6108) (Chelimo, Wouldes, 

Cameron et al., 2012). No homem a maioria das infecções são subclínicas e só são 

diagnosticadas por meios moleculares (Giuliano, Lazcano, Villa et al., 2009).
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O ciclo de vida dos HPVs está intimamente relacionado à maturação dos

queratinócitos. É necessário que estas células sofram mitose e alguma das células filhas se 

diferencie (Chow, Broker e Steinberg, 2010). Ainda há muita controvérsia sobre os receptores 

do HPV, mas o proteoglicano heparan-sulfato parece ter papel na ligação inicial ou captação 

do HPV pelas células (Joyce, Tung, Przysiecki et al., 1999; Shafti-Keramat, Handisurya, 

Kriehuber et al., 2003).

Este vírus ganha acesso a células da camada basal através de pequenas soluções de 

continuidade no epitélio como microlesões ou microabrasões. Após a amplificação do 

genoma ocorre a síntese das proteínas do capsídeo, montagem e liberação de novas partículas 

virais (Chow, Broker e Steinberg, 2010; Moody e Laimins, 2010). As principais etapas estão 

esquematizadas na figura 7.

As classificações de tumores, baseadas em características histológicas e 

imunohistoquímicas, fornecem algumas informações dos tipos celulares envolvidos e do 

índice proliferativo destes tumores. Entretanto os contínuos desenvolvimentos tecnológicos e 

as novas descobertas sobre os complexos mecanismos moleculares de muitas doenças 

tornaram a patologia molecular uma ferramenta fundamental nos estudos clínicos de tumores 

bem como no desenvolvimento farmacológico de novas drogas anticarcinogênicas. A 

patologia molecular pode fornecer informações mais precisas que os métodos 

imunohistoquímicos, pois através de análises da expressão gênica de um tumor são obtidos 

novos dados sobre a ativação de vias de sinalização celular, evasão de apoptose, angiogênese, 

resposta a drogas e potencial para metastização. Estes dados permitem entender melhor a 

patogênese e progressão do CEP além de permitir classificá-lo de forma mais coerente. 

Considerando que a biópsia ainda constitui o principal meio de confirmação de diagnóstico 

para CEP (Horenblas, 2012; Sadeghi, Gholami, Zakavi et al., 2012) avanços no entendimento 

do CEP que permitam diagnósticos e prognósticos mais rápidos e precisos são necessários.
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Poucos estudos têm enfocado os mecanismos moleculares da infecção do HPV com 

relação ao CEP. Esta escassez evidencia a necessidade de se investigar os mecanismos 

moleculares envolvidos nesta patologia identificando genes cuja expressão seja diferencial 

entre tecidos normais e tumorais. O papel do HPV na gênese e progressão tumoral, que 

permitam auxiliar no diagnóstico e tratamento do carcinoma de pênis.

A caracterização molecular e genética pode levar a uma correlação mais específica 

entre a expressão gênica e a gênese do processo tumoral além de esclarecer o possível papel 

do HPV na carcinogênese. Estes dados contribuirão para diagnósticos e prognósticos mais 

precisos da doença além de resultar em abordagens clínicas e terapêuticas mais adequadas 

para essa neoplasia.
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O presente trabalho teve como objetivos:

1. Caracterizar possíveis diferenças na expressão gênica entre amostras de carcinoma 

de pênis e de tecido normal;

2. Verificar a presença de HPV e identificar seus genotipos em tecidos tumorais;

3. Verificar se há correlação entre a presença de HPV e genótipos com os possíveis 

genes diferencialmente expressos;

4. Correlacionar a presença de HPV e genótipos com os parâmetros clínicos dos 

pacientes portadores de CEP.
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CAPÍTULO I
(Penile carcinoma - risk factors and molecular alterations)
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CAPÍTULO II
(Overexpression of ANXA1 in penile carcinomas positive for high-risk HPVs)
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CAPÍTULO III
(High risk human papillomaviruses in two different primary tumors in the same patient)
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CAPÍTULO IV
(Human Papillomavirus genotype prevalence in penile carcinoma of patients from two 

distinct geographic regions of Brazil)
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Human Papillomavirus genotype prevalence in penile carcinoma of patients from two 

distinct geographic regions of Brazil
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3. ABSTRACT

Penile carcinoma is an uncommon tumor in developed countries with higher rates in 

some underdeveloped or developing regions. There are few studies accessing the HPV 

genotypes distribution in Brazil. In this work it was analyzed two groups of patients harboring 

penile carcinoma from distinct cultural and geographic regions of Brazil: one group from Pará 

State in the North region and one group from São Paulo State in Southeast region, the more 

industrialized region. The overall prevalence of HPV in single or multiple infections is 

significantly higher in Pará (81.67%) than in São Paulo (64.10%). Although the prevalence of 

oncogenic high risk HPV genotypes, mainly HPV16, has been greater in São Paulo (64%) 

than in Pará (49%). It was also found more genotypes in the samples of patients from Pará 

State, suggesting that HPV genotypes circulating in Pará population must be more diverse 

than those circulating in São Paulo State population and may contribute to the higher 
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prevalence of penile carcinoma in the Pará. These data may be useful in development of 

guidelines for the implementation of more efficient and less expensive vaccination programs.

4. KEY WORDS

Cancer of the penis; HPV genotyping; genotypes distribution

5. INTRODUCTION

Penile carcinoma is an uncommon tumor with low incidence in developed countries 

[1] but with much higher rates in some underdeveloped or developing regions were can 

represent 10-20% of malignant disease in men [2, 3]. In Uganda it is the most commonly 

diagnosed cancer. Brazil has one of the world’s highest incidence rates for this neoplasia with 

age-adjusted incidence of 8.3 per 1000,000 men in Brazil. [2].

The vast majority (95%) of penile cancers is squamous cell carcinoma of the penis 

(SCCP). which are classified into histological subtypes: usual type, verrucous carcinoma, 

warty carcinoma, papillary carcinoma, basaloid carcinoma, sarcomatoid carcinoma, 

carcinoma cuniculatum, pseudohyperplastic carcinoma, adenosquamous carcinoma, and 

acantholytic carcinoma [4, 5]. Usually SCCP affects men aged 50-70 years but approximately 

19% of the cases occurs in men aged < 40 years old and 7% occurs in men < 30 years old [6].

Despite the understanding of the pathophysiology of this disease remains incomplete 

many etiologies underlying the development to SCCP has been proposed and many risk 

factors have been linked to this disease. The most important risk factors identified until now 

are presence of phimosis, chronic inflammatory conditions such as balanoposthitis and lichen 

sclerosus et atrophicus, treatment with sporalene and ultraviolet A phototherapy (PUVA), 

cigarette smoking, poor personal hygiene, history of multiple sexual partners and early age at 

first intercourse and history of condylomata, [2, 7, 8]. Many works had also access the role of 

infection by human papillomavirus (HPV) with the development of this tumor. The incidence 
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of HPV ranges between 1 and 80%, mainly due to the sensitivity of the HPV detection 

method employed and the SCCP histological subtypes used [4, 9, 10].

SCCP shares some pathological features with others squamous cell carcinomas (SCC) 

like head and neck, upper digestive tract and anogenital carcinomas [2]. High oncogenic risk 

HPVs have been found in almost 100% of cervical carcinoma and so persistent HPV infection 

is regarded as a necessary cause of the development of this cancer [11, 12]. However the data 

about prevalence of HPV infection in SCCP is not so consistent and it had been observed that 

they may differ according to the histological subtypes studied [5]. These findings led to some 

authors to hypothesizes that, unlike cervical cancer, there may be two etiologies for SCCP, 

one HPV related and the other due to factors unrelated to HPV infection [13].

The presence of phimosis associated to poor hygiene probably responds for the HPV 

independent pathway for development of SCCP. This association can create the conditions for 

perpetuation of a chronic inflammatory state, which through metaplastic changes may leads to 

malignant transformation [1, 14]. The protective effect of childhood circumcision, but not of 

circumcision in adulthood, seems to be related to the elimination of this inflammatory state [9, 

15]. On the other hand exposure to infection with high oncogenic risk HPVs may be 

responsible for the development of many cases of SCCP [16-18].

HPV belongs to Papillomaviridae, a highly diverse and ubiquitous family of DNA 

viruses with a high epithelial and mucosal tropism. HPV are non-enveloped, icosaedrical, 

55nm diameter, ~8000kb double stranded DNA viruses. More than 150 different genotypes of 

HPV have been characterized until now [19]. The mucosal HPVs strains can be clinically 

grouped into non-oncogenic or low-risk (LR) types such as HPV6 and HPV11, and 

potentially oncogenic or high-risk (HR) viruses, like HPV16 and HPV18 according to their 

ability to drive host cells into malignant transformation. More than 40 genotypes of mucosal 
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HPVs are isolated from mucosa and epithelium in the anogenital tract and other areas [20, 

21].

The HPV life cycle is well synchronized with keratinocyte differentiation and to 

establish an infection these viruses must gain access to the basal cell layer of the epithelium 

where they replicates as the basal cells matures in keratinocytes. HR HPVs are able to 

integrate their genome to the host chromatin, increasing the transcription of the oncogenes E6 

and E7. These viral oncoproteins can modulates the activity of cell cycle regulatory proteins 

that controls the differentiation program of the keratinocytes forcing these cells to stop their 

maturation and keeping them in a state of continuous replication [22, 23]. These proteins can 

also inhibits cellular tumor suppressor proteins like p53 and pRb, resulting in mitogenic 

stimulus and apoptosis prevention [24] and ultimately driving the malignant transformation of 

the host cell.

Many types of carcinomas are attributable to HPV. They are responsible for 5.2% of 

all cancers worldwide [25-27]. However, there are great differences in both geographic 

distribution and relative incidence of HPV genotypes [28-30].

There are few studies about HPV prevalence in penile cancer reflecting the low 

incidence of this disease in developed countries. This prompt us to access the prevalence of 

HPV in SCCP and the clinical staging of this tumor in two geographic regions of Brazil which 

population has distinct sociocultural patterns in order to verify if there is significant 

differences in genotypes found and in the clinical staging. One group of SCCP samples came 

from São Paulo state, in Southeast region, the most industrialized region of the country and 

the other group came from Pará state, in North region, which has one of the worst 

socioeconomic indicators of Brazil (based on information from the demographic census from 

2000 to 2010 of the Brazilian Institute of Geography and Statistics).
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6. MATERIALS AND METHODS

Samples and tumor staging. Ninety-nine archival formalin-fixed, paraffin-embedded 

(FFPE) penile samples of patients diagnosed with SCCP were used in this work divided in 

two groups: 39 from patients treated in São Paulo state medical services and 60 treated in Pará 

state medical services. All patients were treated in their respective districts of origin. For all 

cases the TNM classification was obtained and the cases were staged according to AJCC 

Cancer Staging Manual (7th edition) [31]. The present study was approved by the Committee 

for Research Ethics (process number 3444/2007) from Medicine School of São José do Rio 

Preto (FAMERP), São Paulo state, Brazil. 

DNA extraction. Total DNA was extracted by QIAamp DNA FFPE Tissue Kit 

(Qiagen) according to the manufacturer instructions. Briefly between 3 to 7 paraffin sections 
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It was conducted with PCR in two rounds with generic set of primers GP5+/GP6+ described 

elsewhere [32] that annealing to a short conserved region (approximately 170bp according to 
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samples were subject to another round of PCR with the same conditions of previous PCR. 

Assays are conducted with positive and negative controls and a tube containing only the PCR 

mix without DNA are used as control of contamination. All positive tissues for any HPV by
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GP5+/GP6+ PCR were genotyped by INNO-LiPA HPV Genotyping Extra kit (Innogenetics) 

following the manufacturer instructions. The kit is carried out in two steps: first of all an 

amplification of a 65bp region of the conserved HPV L1 viral capsid gene with the SPF10 set 
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for HPV genotyping. This methodology allows the discrimination of 28 anogenital HPV 

genotypes, including 12 HR HPVs, 1 probable HR HPV, 7 possible HR HPVs, and 8 low-risk 

types [33].

Statistical analysis. Statistical analysis was conducted using the two samples T-test

with Minitab 16 software.

7. RESULTS

HPV detection. The overall prevalence of HPV was 74.75% (74 of 99) with a mean 

age of 62.5. In the samples of the SP group the HPV prevalence is lower than in the samples 

from PA group. In the SP group, 25 of 39 (64.1%) patients harboring SCCP were positive for 

HPV while in the PA group 49 of 60 (81.67%) patients were positive for HPV.

HPV genotyping. The HPV genotype distribution found in both groups is very 

different. The PA group showed a broader spectrum of genotypes than the SP group. Despite 

the higher HPV prevalence in PA group the prevalence of HR HPV, mainly HPV16 is higher 

than in SP group. In the SP group 16 (64%) of the samples were positive for any HR HPV 

genotype in single or multiple infections while in the PA group 24 (48.98%) of the samples 

were positive for HR HPV. The PA group showed a higher rate of co-infections with 26

(53.06%) against 9 (36%) in SP group.

To further compare the two groups they were subdivided in four different groups: 

infections with a single HR genotype (HR si) or LR genotype (LR si) and infections with 

mixed HR and LR genotypes (HR mi) or mixed LR genotypes (LR mi). In the SP group most 

of the patients harboring infections with only one HR genotype while in the PA group the 
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patients harboring infections mostly with mixed HR genotypes and with LR in single 

infections. The results are summarized in table 1.

Table 1. HPV prevalence
SP group

n (%)
PA group

n (%)
HR si 10 (40) 5 (10.2)
HR mi 6 (24) 19 (38.78)
LR si 6 (24) 18 (36.73)
LR mi 3 (12) 7 (14.29)

In SP group only HPV6, 11, 16 and 18 were found. In PA group, in addition to these 

genotypes, it was found the HR genotypes 33, 45, 51, 52, 53, 58, and 68, at large, in mixed 

infections with genotypes 6 and 11. These genotypes are also the most common in mixed 

infections in SP group. The differences in prevalence of single or mixed infections between 

SP and PA groups are summarized in figure 1.

Figure 1. HPV genotype distribution in single or multiple infections in SP and PA groups. Numbered columns 
represents single HPV genotype infections in SP and PA groups. MI, multiple infections with different HPV 

genotypes.

Tumor staging. To compare if there are clinical differences between the two groups, 

all SCCP cases were staged according to the AJCC Cancer Staging Manual.

The clinical staging of tumors in both groups was compared. There are striking 

differences between the two groups. Nearly 85% of the cases in the SP group were in stages I 

(43.59%) and II (41.03%). The cases in PA group showed a more diverse staging, with 
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21.67% of the cases were in stages I, 28.33% in stage II, 6.67% in stage IIIa, 10.0% in stage 

IIIb and 31.67% were in stage IV. The results are summarized in figure 2.

Figure 2. Differences in clinical stages between the SP and PA groups.

The groups were divided in three arbitrary age groups: under 40 years, 41-59 years, 

and equal to or greater than 60 years. The overall mean age was 62.5, with little difference in 

mean age between the two groups: 64.7 for SP and 61.1 for PA. 

To access the contribution of each group in a particular age group, the results were 

normalized. As expected with the progression of age it was observed a gradual increase in the 

number of patients harboring higher stages of SCCP (figure 3) in all groups.

Figure 3. Differences in clinical staging in relation to age between the groups. SP, São Paulo group; PA, Pará 
group.
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In the PA group there are an increased number of patients harboring higher clinical 

tumor stages (IIIa, IIIb and IV) compared with SP group, even in the age group of under 40 

years.

8. DISCUSSION

Brazil is a large country, geopolitically divided in five regions, with striking contrasts 

in human development and which population has very different cultural patterns. Pará State is 

in North region and São Paulo state is in Southeast region. The North region has the worst 

human development indices while Southeast region is the most industrialized region of the 

country. These cultural diversity and variances in socioeconomic status reflects on lower 

scholarity, poor hygienic habits, and less access to medical care. These circumstances 

together, associated with variations in the prevalence of oncogenic HPV strains may 

contribute for the higher rates of prevalence of SCCP in Pará state.

In this work we found a higher prevalence of HPV in patients harboring SCCP from 

Pará compared to those from São Paulo. The number of patients infected with multiples HPV 

genotypes in the PA group (43.33%) is higher compared with SP group (16.67%) but this 

found is expected since other works already found multiple HPV genotypes infections in 

patients with cervical carcinoma in other regions of Brazil [34, 35]

The SCCP samples collected in Pará are mainly from men who live in villages on the 

shores of rivers. This population usually bathing in rivers, inherited habit from the native 

peoples. Probably the poor personal hygiene habits of the population in combination with 

little access to medical services are responsible for the higher rates of prevalence of both 

SCCP and HPV in this area. 

Despite the natural history of HPV seems to be different between men and women, 

with high infection and low disease rates in men and low infection and high disease rates in 
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women [36], the data of the PA group leads to the presumption that there is a wide range of 

HPV genotypes circulating in the population from this State.

The findings in this work not permit to establish a causal link between this greater 

diversity and the higher prevalence of SCCP in the population of Pará, but are tempting to 

propose a direct link between them.

Although regional variations in genotypes that are circulating in the population, 

HPV16 is the most prevalent HPV genotype worldwide and is responsible for more than a 

half of all cases of cervical carcinoma worldwide [37]. The prevalence of HPV16 in São 

Paulo found in this work is similar to the prevalence found in other works [38-40]. The 

prevalence rates found in Pará state is very higher than the observed in two previous works 

[41, 42], but this can be attributable to differences in the approach like population studied, 

sampling and HPV detection methodology.

When the groups are analyzed in regard of age and clinical stage of the tumor, it was 

observed that the PA group had a greater number of patients with tumors in higher stages 

even in early ages. These higher stages of SCCP are associated to poor prognostic and lower 

survival rate of the patients.

The simplest explanation would be the lower access medical care in the Pará state. 

However this does not explain the higher stages (mainly IV) in the early age group (under 40 

years) in this state. Another cause may be the multiple infections with different HR HPV 

genotypes. Infections with multiple HPV genotypes are common in men [43]. In women 

persistent infections with different HR genotypes can act synergistically to promote a cervical 

tumor with a faster growth or more aggressive [44, 45]. The same mechanism can occur in the 

SCCP.

Many issues remain in Brazil about differences in prevalence and HPV genotype 

distribution, mainly in men. A large multinational study, the HPV Infection in Men (HIM) 
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study [36, 46, 47] is currently ongoing, whose purpose is to understand the natural history of 

HPV infection in men. Despite studies are needed that include larger number of samples and 

from other regions of the country, the data on prevalence and genotypic distribution of HPV 

provided by HIM and other studies may prove useful in development of guidelines for the 

implementation of more efficient and less expensive local vaccination programs.
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A baixa incidência de CEP em países desenvolvidos acaba por traduzir-se em poucos 

estudos sobre os mecanismos moleculares deste câncer quando comparado a outros tumores 

semelhantes como o cervical. Ainda não há consenso sobre o papel exercido pela infecção por 

HPV no desenvolvimento do CEP. O presente estudo teve por objetivo esclarecer alguns 

aspectos moleculares do CEP e verificar o papel do HPV nesta doença.

Este trabalho teve dois objetivos gerais: encontrar genes diferencialmente expressos 

entre tecidos tumorais e normais e verificar a presença de HPV nestes tecidos, identificar seus 

genótipos e correlacionar com os parâmetros clínicos dos pacientes portadores de CEP nestes 

tecidos e correlacionar com os dados clínicos dos pacientes portadores de CEP.

Pela metodologia de RaSH foi possível selecionar 57 sequências diferencialmente 

expressas entre tecidos normais e tumorais. Após análise por ferramentas de bioinformática 

foram evidenciados 5 sequências correspondentes a genes com possíveis papéis na 

carcinogênese. Estes genes (CDKN2A, KIAA1033, NAMPT, RPL6 e ANXA1) tiveram sua 

expressão diferencial entre os tecidos normais e tumorais validada por PCR em tempo real e 

as informações gerais sobre estes genes foram obtidas das páginas NCBI/Gene 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene) e Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes - KEGG 

(http://www.genome.jp/kegg).

O gene KIAA1033 (também conhecido como SWIP ou WASH7), localizado na região 

12q24.11, codifica a subunidade 7 do complexo WASH. Este complexo está presente na 

superfície de endossomos que recruta e ativa o complexo Arp2/3 que por sua vez induz a 

polimerização da actina (Duleh e Welch, 2012). O complexo WASH tem um importante 

papel na fissão de túbulos que servem de intermediários no direcionamento de endossomos

(Ropers, Derivery, Hu et al., 2011; Derivery, Helfer, Henriot et al., 2012).

O gene NAMPT (também conhecido como VF; PBEF; PBEF1; VISFATIN ou 

1110035O14Rik), localizado na região 7q22.2, codifica a enzima nicotinamida 
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fosforibosiltransferase (NAmPRTase ou NAMPT), da família das glicosiltransferases, que 

catalisa a reação de nicotinamida com 5-fosforibosil-1-pirofosfato para gerar nicotinamida 

mononucleotídeo que é o passo limitante na taxa de biossíntese da NAD coenzima 

(nicotinamide adenine dinucleotide, dinucleotídeo de nicotinamida e adenina). É uma 

adipocina que tem várias funções incluindo a maturação de miócitos vasculares, maturação de 

linfócitos B e inibição de apoptose de neutrófilos (Wieser, Moschen e Tilg, 2012). Ela 

também é capaz de se ligar aos receptores de insulina diminuindo a glicemia e aumentando a 

sensibilidade a insulina (Jacques, Holzenberger, Mladenovic et al., 2012).

O gene RPL6 (também conhecido como L6; TXREB1; SHUJUN-2 ou TAXREB107),

localizado na região 12q24.1 codifica uma proteína da fração 60S do ribossomo, pertencente a 

família L6E de proteínas ribossomais e portanto tem funções ligadas à regulação da 

transcrição e da tradução. Esta proteína se liga ao domínio C do elemento potencializador de 

resposta à proteína Tax do HTLV 1 e pode estar também relacionada a transativação e 

transcrição mediadas por esta proteína viral (Yang, Wang e Han, 2002).

Outro gene selecionado pela metodologia de RaSH foi o gene CDKN2A (também 

conhecido como ARF; MLM; P14; P16; P19; CMM2; INK4; MTS1; TP16; CDK4I; CDKN2;

INK4A; MTS-1; P14ARF; P19ARF ou P16INK4) está localizado na região 9p21. Este gene gera 

diversos transcritos que diferem nos primeiros exons. Pelo menos três produtos obtidos pelo 

processamento alternativo já foram descritos. Dois são isoformas do inibidor p16 de quinase 

ciclina-dependente que inibem a CDK4 (cyclin-dependent kinase, ciclina dependente de 

quinase 4) e o outro é a proteína supressora de tumor P14ARF que funciona como estabilizador 

da proteína supressora de tumor p53, através do sequestro de MDM2, que é capaz de degradar 

p53 (Saegusa, Hashimura, Suzuki et al., 2012).

A p16 pertence à família 4 de inibidores de CDK (inhibitors of CDK, INK) conhecida 

como INK4a. Inibe a interação entre ciclina D a as CDK4 e 6, um complexo que estimula a 
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proliferação celular (Nam e Kim, 2008). O fator de transcrição E2F normalmente encontra-se 

em forma inativa complexado com pRb (Fera, Schultz, Hodawadekar et al., 2012). Quando a 

pRb é fosforilada por CDK há a liberação deste fator de transcrição resultando na transição da 

fase S para G1. A p16 é capaz de inibir a fosforilação de pRb induzida por CDK (Fahraeus, 

Paramio, Ball et al., 1996).

O HPV é capaz de causar a liberação e E2F através da ligação da proteína viral E7 à 

pRb. A inativação de pRb por E7 causa a superexpressão de p16 (Nam, Kim, Kim et al.,

2007; Myklebust, Bruland, Fluge et al., 2011).

Correlação entre o aumento da expressão de p16 e presença de infecção por HR-HPV 

já foi relatada em diversos tumores como cervical (Nam e Kim, 2008), cabeça e pescoço 

(Begum, Gillison, Nicol et al., 2007), oral (Fregonesi, Teresa, Duarte et al., 2003), anorretal 

(Lu, El-Mofty e Wang, 2003) e inclusive CEP (Prowse, Ktori, Chandrasekaran et al., 2008).

O aumento da expressão de p16 é considerado um indicador confiável de HR HPV em CEP 

(Cubilla, Lloveras, Alejo et al., 2011).

O gene p16 é um conhecido gene supressor de tumor, cuja expressão encontra-se 

alterada em diversos tumores incluindo o CEP (Poetsch, Hemmerich, Kakies et al., 2011;

Witkiewicz, Knudsen, Dicker et al., 2011). Mutações em p16 aumentam o risco de 

desenvolvimento de diversos tipos de câncer visto que as proteínas codificadas por este gene 

têm importante papel na regulação do ciclo celular. Normalmente, a expressão aumentada de 

p16, previne a fosforilação dos membros da família pRb, parando o ciclo celular e 

favorecendo a senescência celular, funções que em última análise, auxiliam na inibição da 

formação de tumores(Myklebust, Bruland, Fluge et al., 2011). A oncoproteína E7, possibilita 

o HPV superar este problema. Esta oncoproteína tem a capacidade de degradar membros da 

família pRb, o que resulta na liberação e ativação do fator de transcrição E2F que direciona a 

expressão de genes da fase S mesmo com altas concentrações de p16. Assim tem sido 
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sugerido que o aumento de expressão de p16 pode ser útil como um marcador para atividade 

patológica de HPV (Narisawa-Saito e Kiyono, 2007; Mclaughlin-Drubin, Meyers e Munger, 

2012).

Observou-se neste trabalho que há expressão significantemente maior de mRNA de 

p16 em amostras de CEP com HR-HPV quando comparadas com amostras HPV negativas. A 

imunohistoquímica mostrou que o aumento de mRNA levou ao aumento da proteína p16. 

Outros estudos também mostraram aumento de p16 em CEP em relação com HPV como, por 

exemplo, os estudos de Ferreux e colaboradores e de Prowse e colaboradores que encontraram 

respectivamente aumento de p16 em 29% e 46% e das amostras de CEP, ambos com relação a 

presença de HPV (Ferreux, Lont, Horenblas et al., 2003; Prowse, Ktori, Chandrasekaran et 

al., 2008). Por outro lado Senba e colaboradores não encontraram diferenças na expressão de 

p16 entre amostras positivas ou negativas para HPV (Senba, Buziba, Mori et al., 2009). Estas 

diferenças podem ser devidas a variações na incidência de HPV nas diferentes áreas 

estudadas, ao uso de métodos diversos de detecção de HPV e aos subtipos histológicos de 

CEP empregados. 

Os dados deste trabalho sugerem que p16 pode ser um marcador para CEP, 

confirmando o diagnóstico de lesões penianas malignas com HR-HPV. Os dados da literatura 

corroboram os dados deste trabalho (Prowse, Ktori, Chandrasekaran et al., 2008; Cubilla,

Lloveras, Alejo et al., 2011)

O quinto gene selecionado pela metodologia de RaSH foi o gene ANXA1 (também 

conhecido por ANX1 e LPC1). Este gene está localizado na região 9q12-q21.2, codifica a 

proteína anexina A1, também conhecida como lipocortina I ou calpactina II. A anexina A1 é 

uma proteína de 37kDa, sendo o primeiro membro descrito da superfamília das anexinas. Os 

13 membros desta superfamília têm similaridade estrutural e funcional entre 40 a 60%. As 

anexinas apresentam uma região C-terminal altamente conservada e uma região N-terminal 
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única. Acredita-se que esta sequência única seja responsável pelas funções específicas de cada 

anexina (Fatimathas e Moss, 2010).

A principal propriedade bioquímica das anexinas é a capacidade de se ligar a 

membranas fosfolipídicas de forma cálcio-dependente. Encontrada normalmente na face 

citoplasmática da membrana, regula a fosfolipase A2 e, portanto, tem atividade anti-

inflamatória. Promove a fusão de membranas e está envolvida na exocitose. Tem capacidade 

induzir apoptose por inibir a via de transdução de sinal de NF-��	 �
�����	 ��	 �������	 �	 ���"	

Esta via é comumente ativada em diversos tumores. Todas as anexinas possuem quatro 

regiões conservadas onde se ligam o cálcio e os fosfolipídeos. (Lim, Hamid, Lau et al., 2007).

Sua estrutura é descrita na figura 8.

Figura 8. Representação esquemática da anexina A1, mostrando seus principais domínios.

Este gene apresentou expressão elevada em 80% das amostras testadas por PCR em 

tempo real quando comparado com tecido normal, podendo assim vir a se constituir num 

possível marcador tumoral.

Foi verificado também se o aumento de mRNA de ANXA1, indicado pela metodologia 

de RaSH levaria a aumento da proteína nos tecidos. Para isso amostras de tecidos foram 

testadas por imunohistoquímica com anticorpo contra anexina A1. A expressão da proteína 

anexina A1 em amostras de CEP com HPV de alto risco mostrou-se aumentada em relação 

com amostras de CEP com HPV de baixo risco ou negativas para HPV.

Normalmente a anexina A1 é expressa em células do sistema imune e alguns tecidos 

epiteliais. Esta proteína tem sido muito estudada por sua ação moduladora do sistema 

imunológico (D'acquisto, Perretti e Flower, 2008), entretanto ela participa de diversos 

processos celulares no organismo como: organização do citoesqueleto, transporte 

transmembrânico de substâncias e sinais, fusão de membranas celulares, diferenciação e 
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migração celular, onde participa da maturação de queratinócitos (Sakaguchi, Murata, 

Sonegawa et al., 2007) e regula mecanismos de apoptose.

Considerando estes processos biológicos era razoável se esperar alterações desta 

proteína em tumores. Diversos estudos mostraram alterações da expressão de anexina A1 em 

diversos tumores, entretanto sem consenso sobre seu papel na gênese e progressão tumoral. 

Em alguns tumores a expressão de anexina A1 encontra-se aumentada (por exemplo, 

carcinoma de pâncreas e carcinoma hepatocelular, leucemia, câncer de pele e mama), e em 

outros tumores encontra-se diminuída (por exemplo, próstata, esôfago, estômago, cabeça e 

pescoço e laringe) (Lim, Hamid, Lau et al., 2007).

Observa-se também que a expressão de anexina A1 pode alterar a severidade da 

doença (Biaoxue, Xiling, Shuanying et al., 2012; Cheng, Wu, Lin et al., 2012; Kang, Ko e 

Jang, 2012). Por exemplo, camundongos selvagens inoculados com células de carcinoma 

pulmonar de Lewis desenvolvem tumores cerca de cinco vezes maiores e muito mais 

agressivos do que em camundongos nocaute para ANXA1. Aparentemente a anexina A1 é 

induzida no endotélio tumoral e a ausência desta proteína nos camundongos nocaute dificulta 

a angiogênese induzida pelo tumor, reduzindo o suprimento de sangue para o tumor e 

retardando o aparecimento de metástases (Yi e Schnitzer, 2009).

Os dados deste trabalho mostram que a anexina tem um importante papel no CEP. A

maior expressão desta proteína correlaciona-se com a maior severidade do tumor (estágios 

patológicos T3 e T4). É provavelmente que a expressão de anexina A1 induza angiogênese 

tumoral, disponibilizando maior quantidade de sangue e nutrientes para o tumor e permitindo 

seu crescimento mais rápido (Pin, Houle, Fournier et al., 2012). Estes dados são corroborados 

por estudo de Protzel e colaboradores que verificaram que a alta expressão de anexina A1 em 

células da frente de invasão tumoral correlaciona-se com maior ocorrência de metástases 
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linfonodais em CEP, provavelmente devido ao papel regulatório da anexina A1 na invasão e 

migração celular (Protzel, Richter, Poetsch et al., 2011).

Os dados obtidos neste trabalho também revelaram uma correlação entre a infecção 

por HPV e o aumento da expressão de anexina A1. Apesar dos mecanismos regulatórios da 

anexina ainda não serem inteiramente conhecidos, sabe-se que o HPV tem papel na 

modulação desta proteína.

A expressão de anexina A1 é controlada pela proteína celular E6AP (E6 associated 

protein, proteína associada a E6) codificada pelo locus Ube3A. A proteína E6AP tem este 

nome devido ao fato de ter sido inicialmente identificada quando recrutada pela E6 viral para 

degradação de p53 (Wolyniec, Levav-Cohen, Jiang et al., 2012). Esta proteína é a uma E3 

ubiquitinase e é o protótipo dos subtipos HECT (homologous to E6-AP carboxyl terminus) de 

ligases E3 (Bernassola, Karin, Ciechanover et al., 2008). Nestes sistemas há uma cascata de 

enzimas, genericamente chamadas E1, E2 e E3 que transferem a molécula de ubiquitina para 

o alvo celular. A enzima E3 é a enzima responsável pela especificidade do sistema, 

reconhecendo o alvo celular e marcando-o com uma cadeia de poliubiquitina (Bernassola, 

Karin, Ciechanover et al., 2008).

Já foi observado que a relação entre a interação da E6 viral e a E6AP celular tem papel 

importante na carcinogênese de pele em modelo animal (Song, Pitot e Lambert, 1999;

Nguyen, Song, Liem et al., 2002).

O alvo celular da E6AP era desconhecido até pouco tempo. Em 2009 Shimoji e cols. 

(Shimoji, Murakami, Sugiyama et al., 2009) descobriram que o alvo celular desta ubiquitinase 

é a anexina A1. Normalmente a E6AP se liga a anexina marcando-a com uma cadeia de 

poliubiquitina e causando sua degradação via proteassomo. Este mecanismo pode ser 

interrompido por uma infecção por HPV de alto risco. Quando um HPV estabelece uma 

infecção, a célula passa a expressar E6. Esta proteína viral liga-se a E6AP causando mudanças 
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conformacionais na sua estrutura. A alteração leva a mudança de alvo da E6AP de anexina A1 

para p53. Isto permite a estabilização de anexina A1 e a degradação proteassomal de P53.

Assim a expressão de anexina aumenta e a expressão de p53 diminui, contribuindo para a 

patogênese viral. O mecanismo é descrito na figura 9.

Figura 9. O mecanismo de regulação da expressão de anexina por E6AP e como a expressão de E6 viral 
interfere neste processo.

A P53 é uma importante proteína supressora de tumores (Gunia, Kakies, Erbersdobler

et al., 2012). É uma das proteínas regulatórias do ciclo celular, controlando a transição da fase 

S para G1. Na presença de DNA danificado, ativa vários genes pró-apoptóticos e inibidores 

de crescimento. Alterações na sua expressão ou danos a este gene são relatadas em diversos

tumores (Lehmann e Pietenpol, 2012; Sperka, Wang e Rudolph, 2012).

A expressão de anexina A1 está significantemente aumentada em células de CEP 

infectadas com HR-HPV quando comparadas com amostras de CEP negativas para HPV. O 

mecanismo molecular de controle da anexina A1 e p53 pela interação E6AP/E6, proposto por 

Shimoji e colaboradores fornece uma explicação aos dados obtidos neste trabalho e permite 

afirmar que há uma correlação entre a expressão aumentada de anexina A1 e a presença de 

HR-HPV (HPV16) e que este aumento tem importante papel oncogênico no CEP em 

pacientes portadores de HR-HPV.
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O outro objetivo deste trabalho era verificar os genótipos de HPV mais prevalentes nas 

amostras de CEP. Com este fim amostras de CEP foram testadas por PCR com o par de 

oligonucleotídeos iniciadores gerais GP5+/GP6+ que reconhecem uma grande quantidade de 

genótipos de HPVs, que foram em seguida identificados com o kit INNO-LiPA HPV 

Genotyping Extra (Innogenetics) disponível comercialmente.

A incidência de HPV nos homens não é tão bem conhecida como nas mulheres 

(Hartwig, Syrjanen, Dominiak-Felden et al., 2012). Há grande variação nas incidências de 

HPV encontrados em CEP, variando de 15% a 77,5%. Esta variação depende principalmente 

da utilização de subtipos histológicos diferentes, da metodologia empregada na detecção de 

HPV, da população estudada e da conservação das amostras (Stankiewicz, Prowse, Ktori et 

al., 2011).

Os 99 pacientes testados neste trabalho foram agrupados em dois grupos de acordo 

com a região de origem: Pará (grupo PA, 60 amostras) e São Paulo (grupo SP, 39 amostras). 

A prevalência geral foi de 74 (74,75%) para algum HPV. Os índices de prevalência 

encontrados neste trabalho são maiores do que os índices de outros recentes (Prowse, Ktori, 

Chandrasekaran et al., 2008; Stankiewicz, Prowse, Ktori et al., 2011) e de uma revisão 

recente (Backes, Kurman, Pimenta et al., 2009) que encontrou 48% de 1266 casos de 30 

estudos de câncer de pênis invasivo. A alta prevalência de HPV encontrada neste trabalho 

pode ser devido à sensibilidade do método empregado. Neste estudo optou-se por ensaio de 

PCR em dois rounds com o objetivo de compensar a degradação do DNA causada pela 

parafinização dos tecidos.

Neste trabalho foi observado maior prevalência de HPV em pacientes provenientes do 

Pará (81,7%) quando comparados a pacientes de São Paulo (64,1%) além da maior 

diversidade de genótipos nestes pacientes. Também foi observado que infecções múltiplas 

com diferentes genótipos de HPV são mais prevalentes no grupo PA (43,33%) do que no 
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grupo SP (16,67%) e correlacionam-se com maior severidade dos tumores no grupo PA 

(estágios III e IV). Infecções múltiplas em carcinoma cervical já foram relatadas em outras 

regiões do Brasil (Tozetti, Scapulatempo, Kawski et al., 2006; Ribeiro, Figueiredo Alves, 

Costa et al., 2011), apesar de a história natural do HPV aparentemente diferir entre homens e 

mulheres. Nas mulheres há menos infecções e mais doenças e no homem há mais infecções e 

menos doenças (Giuliano, Lee, Fulp et al., 2011).

Os dados obtidos pelo presente trabalho não permitem estabelecer de forma conclusiva 

um elo causal entre a maior diversidade de genótipos e o maior número de casos de CEP no 

grupo PA, mas é possível que esta relação causal exista. Também é possível que múltiplas 

infecções com genótipos de alto risco atuem de forma sinérgica aumentando a probabilidade 

de gênese tumoral bem como acelerando sua progressão. A baixa idade de alguns pacientes 

portadores de CEP em estágio IV no grupo PA suporta esta hipótese. Entretanto, diferenças 

sócio-econômico-culturais (status imunitário precário, fumo, uso de bebidas alcoólicas, sexo 

sem preservativo, má higiene íntima) devem ter também importante contribuição para maior 

incidência de infecções simples ou múltiplas no Pará e para a progressão tumoral. Estes dados 

permitem pressupor que deve haver maior diversidade de genótipos circulando na população

masculina paraense.

Durante a realização deste trabalho foram identificados dois pacientes portadores de 

CEP que desenvolveram tumores primários (carcinomas de células escamosas) em outros 

órgãos, anos após a penectomia. Um paciente desenvolveu tumor de laringe e outro tumor de 

esôfago, mas ambos vieram a óbito antes da possibilidade de tratamento destes tumores. Estes 

tumores têm grande incidência mundialmente e estão associados a infecção por HPV de alto 

risco (Duray, Descamps, Arafa et al., 2011; Gupta, Barwad, Rajwanshi et al., 2012). Nas 

amostras de tumores de ambos os tumores do mesmo paciente foram encontrados HPV do 
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mesmo genótipo (HPV16). Este trabalho é o primeiro relato sobre tumores primários 

consecutivos associados ao HPV em diferentes órgãos no mesmo paciente.

Esta observação mostra que, talvez seja possível o desenvolvimento de tumores 

primários consecutivos em diferentes órgãos no mesmo paciente, levando a necessidade de 

seguimento mais cuidadoso do paciente submetido a penectomia para tratamento de CEP.

Os dados deste trabalho juntamente com a extensão do território nacional e as grandes 

diferenças culturais entre as regiões do país apontam para a necessidade de mais estudos 

epidemiológicos regionais.

A metodologia de RaSH e subsequente validação por PCR em tempo real mostraram 

ser ferramentas eficientes e sensíveis para análise das alterações moleculares no 

desenvolvimento e progressão do CEP.

Os dados deste trabalho trazem contribuições importantes no entendimento dos 

mecanismos moleculares envolvidos na gênese e desenvolvimento do CEP e do papel do 

HPV nesta patologia. Compreender melhor os mecanismos moleculares desta doença pode 

auxiliar em diagnósticos e prognósticos mais precisos, além de resultar em abordagens 

clínicas e terapêuticas mais adequadas.

Estudos posteriores no sentido de verificar o status físico do HPV e compreender 

melhor seu papel nestes carcinomas deverão ser realizados no futuro.
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CONCLUSÕES
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Os dados obtidos neste trabalho permitem concluir que:

� O aumento de p16 e anexina A1 observados nos tecidos penianos de portadores de 

CEP estão correlacionados a infecção por HR-HPV;

� Existe a possibilidade de desenvolvimento de tumores primários consecutivos 

associados à infecção por HR-HPV em diferentes órgãos no mesmo paciente;

� Há alta prevalência de HPV, principalmente de alto risco na população masculina no 

estado de São Paulo;

� Há diferenças significativas entre os genótipos de HPV circulantes no estado de São 

Paulo e no estado do Pará, ao menos na população masculina.
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