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RESUMO

O HPV atua como uma importante causa de cancer cervical, em cerca de 99,7% dos casos em
todo mundo. Como ocorre em toda infeccéo de transmissao sexual, 0 homem é o principal elo
na cadeia epidemioldgica do HPV e tem sido bastante discutido a associagdo deste virus aos
carcinomas penianos. O cancer de pénis € uma doenca rara, sendo o carcinoma de células
escamosas responsavel por 95% dos casos. Assim, a infecgdo por HPV em homens, promove
modificacfes bioquimicas e moleculares, alterando significativamente a populacéo de células,
através da interacdo do genoma viral com o genoma da célula hospedeira ou de proteinas
virais com proteinas celulares necess&rias ao controle do ciclo celular, como as proteinas
supressoras de tumor pRb e p53, podendo desencadear a progressdo para 0 processo maligno.
Dentre as técnicas moleculares para deteccdo de DNA do HPV, a PCR é a mais sensivel, pois
é capaz de identificar o tipo do HPV. Neste contexto, o presente estudo teve como objetivo,
investigar a associacdo entre o HPV e os pacientes com cancer de pénis através de uma meta-
analise. Um procedimento destinado a examinar, de modo simulténeo, os resultados de vérias
investigacdes sobre um mesmo topico, de forma a gerar conclusbes com maior seguranca e
confiabilidade. De um total de quarenta e quatro (44) artigos encontrados, foram incluidos na
meta-analise, trinta e nove (39) artigos e duas (2) dissertacGes entre os anos de 1989 a 2009
que estabeleciam a co-relacéo e utilizavam as mesmas técnicas e primers para deteccéo e
genotipagem do HPV. Na presente meta-analise, observou-se que os artigos analisados
apresentaram heterogeneidade quando avaliados os tipos de HPV 16 e 18, em conjunto. O
HPV do tipo 18 isolado nédo apresentou significancia, enquanto o HPV 16 demonstrou estar
significativamente relacionado ao carcinoma espinocelular de pénis. Pelo teste de
DerSmonian-Laird os resultados dos estudos combinados demonstram que 0S mesmos Sao
significativos e heterogéneos em relacéo a |C 95%. Assim, pode-se concluir que a associacéo
entre cancer de pénis e HPV se confirma por meta-andlise, demonstrando assim aimportancia
da forca edtatistica da metaandlise diante dos estudos isolados na tentativa de

desenvolvimento de novas estratégias de prevencédo do HPV.

Palavras-chave: HPV, Carcinoma Peniano, PCR, Meta-andlise.
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ABSTRACT

Cancer has been a mgjor public health problem both in developed and developing countries .
Each year, cancer is responsible for more than six million deaths, imposing a population
burden that claims about 12% of all causes of that worldwide. Under a genetic perspective,
there are two major classes of gene that hold an important role on cancer development: the
proto-oncogenes and the tumor suppress genes. Mutations in these genes are the underlying
cause of uncontrolled cell proliferation. Under the spectrum of male urological tumors, penile
carcinoma is the one that most resembles cervical carcinoma in women. Epidemiological
studies have frequently implicated HPV genome as a potential initiator factor for carcinomas
of different anatomical sites. HPV role in cancer induction is well documented for cervical
carcinomas and a significant association has been found in up to 99,7% of all cases
worldwide. The occurrence of HPV in both male and female genital areas has increased the
scientific interest around the potential association of HPV genome and penile carcinomas. The
HPV genome is mode of one copy of the double-stranded circular DNA molecule, organized
in three distinct regions: a Long Control Region (LCR), an Early (E) and a Late (L) protein
coding regions. Following viral insertion in a cell genome, the viral LCR becomes the target
of an intracellular regulatory mechanism. When infected cells lose this control mechanism,
tumor progression towards malignancy and increased viral gene expression occur. Penile
cancer is a rare disease, however by far the most common type is the squamous cell
carcinoma which is found in about 95% of the penile malignancies. As any other Sexualy
Transmitted Disease, men are the mgjor link in the chain of infection of HPV. The Polimerase
Chain Reactions is the most sensitive procedure to detect and genotype HPV DNA in human
biological samples. The current study is a meta-analysis which comprised the result of several
studies that using PCR detected and genotyped HPV genome in association with penile
cancers. Herein we report on the results of 39 research articles published from 1989 to 20009.
We found the published data had large heterogeneity, tending to significance when combined
within the 95% confidence interval. The DermonSaimonian-Laird analysis indicated
significance between HPV infection and penile cancer devel opment.

K ey-words: Human Papillomavirus, association penile cancer, HPV 16 and 18, PCR.
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1. INTRODUCAO e REFERENCIAL TEORICO

1.1. Cancer

O cancer corresponde a um importante problema de saude publica em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento. A cada ano, os canceres sdo responsaveis por mais de seis
milhGes de 6bitos, representando cerca de 12% de todas as causas de morte no mundo. Embora
as maiores taxas de incidéncia de cancer sejam encontradas em paises desenvolvidos, dos dez
milhGes de casos novos anuais de cancer, cinco milhdes e meio sio diagnosticados nos paises em

desenvolvimento (World Health Organization, 2002).

O termo cancer é dado a um conjunto de mais de 100 doengas que tém em comum o
crescimento desordenado de células que invadem os tecidos e 6rgios, podendo espalhar-se
(metastase) para outras regides do corpo. Estas células tendem a ser muito agressivas e de
crescimento continuo, determinando a formagao de tumores pelo acimulo de células cancerosas,
caracterizado como neoplasias malignas. Por outro lado, um tumor benigno significa
simplesmente uma massa localizada de células que se assemelham ao seu tecido original,

raramente constituindo um risco de vida (INCA, 2010).

As causas de cancer sdo variadas, podendo ser externas ou internas ao organismo, estando
ambas inter-relacionadas. As causas externas relacionam-se ao meio ambiente e aos habitos ou
costumes proprios de um ambiente social e cultural. As causas internas sio na maioria das vezes,
geneticamente pré-determinadas, estdo ligadas a capacidade do organismo de se defender das
agressoes externas. Esses fatores causais podem interagir de varias formas, aumentando a

probabilidade de transformag¢des malignas nas células normais (INCA, 2010).

O cancer em geral resulta de mutagcSes em células somdticas e/ou germinativas. Sua
progressao envolve a expressio de uma série de genes, dentre eles, os oncogenes, os quais

transcrevem produtos protéicos que estimulam positivamente o ciclo celular. Os mecanismos de
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ativagdo dos genes, que participam na oncogénese, incluem transloca¢oes cromossomicas,
mutag¢des de ponto, delegdes, inversdes e amplificagdes do DNA (Silva CC ef a/, 2003, Aires MM,

1999).

Duas classes de genes, pequenas em relagdo ao total de genes, tém papel chave no
desenvolvimento do cancer: os genes supressores de tumor (GST) e proto-oncogenes. Em suas
configura¢des normais, elas dirigem o ciclo celular em uma intrincada seqiiéncia de eventos, pelos
quais as células crescem e se dividem. Proto-oncogenes estimulam, enquanto genes supressores
inibem os processos de divisao celular (Rivoire WA ez a/, 2006). Coletivamente, essas duas classes
de genes sdo responsaveis pela proliferacao descontrolada, encontrada nos canceres em humanos

(Weinberg RA ¢ al, 1996; Chen YC ef al, 2005).

As principais diferengas entre as duas classes de genes citadas, pode ser definida através
de seu efeito mutacional, mecanismo genéticos envolvidos e a fun¢ao bioldgica em atividade

normal, como demonstrado na Tabela 1.

Tabela 1 - Principais diferengas entre oncogenes e genes supressores de tumor. Adaptado de Genética
Médica (Young ID, 2007).

Principais diferengas entre oncogenes e genes supressores de tumor

Oncogenes Genes supressores de tumor
Efeito mutacional Ganho de funcao Perda de funcao
Mecanismo Genético celular Dominante Recessivo
Fungio biolégica normal Promogio e proliferagio  Supressao da divisao celular;
da divisao celular parada do ciclo celular;

promogao da apoptose.

Um oncogene ¢ uma forma mutante de um proto-oncogene, que resulta em estimulagao
aumentada dos processos celulares normais de divisao e proliferacio. As muta¢Ges nos proto-

oncogenes exercem um efeito de ganho de fungdo. A maioria das mutagdes oncogénicas ocorre
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espontaneamente em células somaticas, sendo que alguns poucos tumores humanos podem ser

causados por transformagao viral, como o Papilomavirus Humano — HPV (Young, 2007).

A ativagdo ou inativagao desses genes, que controlam o ciclo celular, ocorre por meio de
translocagoes cromossomicas, amplificagOes génicas ou muta¢ées de ponto, de maneira que
alteragdes em um unico alelo sdo suficientes para transforma-los em oncogenes e contribuir para
a transformacao maligna. Como consequiéncia das alteracdes, a expressao dos oncogenes leva a

uma proliferagao celular anormal, resultando na formacao do tumor (Silva e# a/, 2003).

A divisdo e a proliferacdo celular, de modo geral, podem ser vistas representando um
balango entre as agdes dos proto-oncogenes, que exercem um efeito positivo, e um grupo de
genes que exercem um efeito regulatério negativo: genes supressores de tumor, podendo dizer
que 0s mesmos sao envolvidos nos mesmos processos que 0s proto-oncogenes, mas com efeitos
opostos. Existem aproximadamente 30 genes supressores tumorais identificados que codificam
para proteinas reguladoras dos checkpoints celulares e inibem a progressao do ciclo celular, caso o
DNA esteja danificado. Uma vez que estes genes controlam negativamente a proliferacao e a
sobrevivéncia celulares, mutagdes que levam a perda das fungbes por eles reguladas podem
contribuir para o desenvolvimento de um tumor. Conseqientemente, mutagOes inativadoras
liberariam a célula da inibigdo imposta pelos GSTs, levando a proliferagio desordenada,

caracteristica das células cancerosas (Silva e a/, 2003).

Mutagoes herdadas na linhagem germinativa em varios genes supressores tumorais
resultam em sindromes especificas de cancer herdado. O gene do Retinoblastoma (pRb) e o gene
TP53, sao exemplos de GSTs que frequentemente apresentam-se associadas a Sindromes
decorrentes de mutagdes germinativas como o Retinoblastoma e a Sindrome de Li-Fraumeni,

respectivamente (Young, 2007).
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A carcinogénese ¢ um processo de multiplas etapas que envolvem mudancas genéticas e
epigenéticas, culminando na ativagdo de proto-oncogeneses e/ou inativacio dos genes
supressores de tumor, que modifica o fenétipo celular. Uma célula maligna se difere de uma
célula normal principalmente pela sua independéncia no controle do ciclo celular (Cunha ez a/,

2007).

No ambito da carcinogénese, as analises epidemioldgicas moleculares tém fornecido
evidéncias contundentes da contribuigao efetiva do ambiente no surgimento do cancer humano e
também sobre as situagoes de risco fortemente influenciadas pela suscetibilidade genética. A
principal ferramenta molecular na atualidade, ¢ a técnica da Reagdo em Cadeia da Polimerase
(PCR), os modelos laboratoriais 7z vitro e in vivo e as técnicas imunobioquimicas, possibilitam a
defini¢ido de diagnostico e de prognéstico e permitir a estimativa dos riscos populacionais de
neoplasias. Neste contexto, o conhecimento da histéria natural da doenca possibilita a
interven¢ao precoce e a implementagdo de estratégias eficazes para se evitar o surgimento dos
canceres, além de fornecer bases para o seu tratamento, assegurando ao paciente um bom

prognostico (Hussain e a/, 1998).
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1.2. Anatomia e histologia Peniana

O pénis ¢ considerado o principal 6rgao do aparelho sexual masculino, sendo formado
por dois tipos de tecidos cilindricos: dois corpos cavernosos e um corpo esponjoso que envolve e
protege a uretra. Na extremidade do pénis encontra-se a glande, onde pode ser visualizada a
abertura da uretra. A glande é revestida pelo preptucio que deve ser retraido para garantir
higienizacio adequada da glande, com remoc¢ao do esmegma (uma secregdo sebacea espessa ¢
esbranquicada, com forte odor, que consiste principalmente em células epiteliais descamadas que
se acumulam debaixo do prepucio). A fimose ¢ definida pela incapacidade de exposicao da glande

devido ao estreitamento do prepucio (Gowdak e a/, 1989).

Histologicamente, o CE de pénis é similar a outros carcinomas epidermoéides de outras
areas do corpo, demonstrando, normalmente, tumores bem ou moderadamente diferenciados,
com perda de polaridade e maturagao das células da camada basal em direcio a camada apical,
com nucleos celulares hipercromaticos e com tamanhos variaveis. As células tumorais
normalmente invadem tecido adjacente, podendo destruir a lamina basal e invadir estruturas
profundas. Podem ainda sofrer degeneragao e hialinizagio, vindo a formar pérolas corneas ( Gil ez

al, 2001).

Apesar da natureza vascular do pénis, as metastases do CE de pénis sao na grande maioria
das vezes por via linfatica e, raramente, por via hematogénica (Cabanas, 1997; Droller, 1980). O
sistema linfatico do pénis drena, inicialmente, para os linfonodos inguinais superficiais e
profundos, e, desta forma, as metastases para esses linfonodos sio as primeiras a ocorrer,

seguidas dos linfonodos ilfacos e entio metastases a distancia (Catalona, 1980; Fraley ez a/, 1985).

O Sistema Reprodutor Masculino tem fun¢ao fundamental na reproducao e tem sido
bastante estudado nas ultimas décadas devido ao desenvolvimento de tumores malignos

associados aos diferentes tecidos que compdem o Sistema. De todos os tumores urologicos, o
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carcinoma peniano constitui a analogia mais préxima ao cancer de colo uterino. Estudos
epidemiolégicos demonstram estreita correlagio entre o HPV e os carcinomas cervicais
Observagoes recentes estimam que mulheres parceiras de homens que apresentaram carcinoma
peniano possufam risco relativo de 2,8 a 3,2 vezes mais elevado para desenvolver cancer cervical

(Reis, 2005).

A compreensio da histologia do tumor permite uma melhor avaliagao para o prognoéstico
e terapéutica. No cancer de pénis, o tratamento é quase sempre cirirgico com amputagao total ou
parcial para a retirada da lesdo, em geral acompanhada da ressec¢ao dos glanglios da regiao
inguinal, para a preven¢ao de metastase da doenga. Em tumores penianos, o diagnostico precoce
¢ fundamental para se evitar o desenvolvimento da doen¢a e a amputagio do orgio, que

apresenta graves consequiéncias fisicas, sexuais e psicolégicas para o paciente e seus parceiros (as)

(Reis, 2005).
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1.3. Papilomavirus Humano (HPV)

HPV ¢ a abreviatura utilizada para o Papilomavirus Humano, patégeno que pode causar o

condiloma acuminado (do grego kondilus = tumor redondo, e do latim acuminare = tornar

pontudo), também conhecido como crista de galo ou verruga venérea (Castro et al, 2004;

Camargos et al, 2001; Sarru ez aly 1997). Em 1996, o World Health Association ja considerava o HPV

como uma importante causa de cancer cervical, em cerca de 99,7% dos casos, em todo mundo

(Burd, 1996).

Os HPVs sio virus de DNA,
epiteliotropicos. A proliferagao
ocorre apenas na camada basal dos
epitélios (Scully, 2002). Os HPVs
possuem capsideos nao-envelopados,
contendo um genoma circular de fita
dupla com cerca de 8 mil pares de
base. O capsideo viral mede 55 nm
de diametro, aproximadamente. O
genoma do HPV pode ser dividido

em trés regides: uma regiao longa de

controle (long control region [LCR]) e as
regioes precoce (E - ear)y) e tardia (L -

late), que codificam as proteinas

ouURR Eg

WO

L1

Lz L1 LCR E& ET E1l E2*

Figura 1 — Organizacdo do Genoma do HPV inserido na célula hospedeira
(Reis, 2005)

virais. LCR ¢é uma regiao nao-codificante (Rocha ef a/, 2007; Sugerman ez a/, 1997). A regiao E

compreende cerca de 45% do genoma viral e contém os genes E1, E2, E4, E5, E6 ¢ E7, que sido

expressos logo apods a infecgdo do tecido. Do ponto de vista da transformacao celular pelo HPV,
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os genes E5, E6 e E7 sdo as de maior importancia (Hausen, 2000; Villa, 1997). A regido E
codifica principalmente proteinas relacionadas a conserva¢ao do genoma, replicagao do DNA e
ativagao do ciclo litico. A regiao L possui os genes L1 e L2, representando aproximadamente
40% do genoma viral. A expressao de L1 e L2 ocorre em estagios tardios da infecgao, pois eles
codificam proteinas estruturais relacionadas ao capsideo viral (Scully, 2002; Terai ez a/, 2001;

Hausen, 1997).

A LCR situa-se entre o fim de L1 e o comego de E6. Esta regido contém muitas
sequencias regulatorias s que controlam a transcri¢do e a replicagdo viral. Acredita-se que as
LCRs sao alvo direto de um mecanismo regulatério intracelular. A perda desse mecanismo
intracelular de inspe¢dao contribui na progressao para a malignidade, correlacionando-se com a

abundante expressio génica viral (Hausen, 1996).

O estabelecimento e a manuten¢iao do genoma do HPV integrado ao genoma da célula
hospedeira estio também associados a expressao dos genes E5, E6 e E7. A interagdo de fatores
celulares do hospedeiro com a regiao LCR do genoma do HPV promoves a transcricao dos genes
virais E6 e E7. Uma vez expressos, as protefnas virais interferem nas vias de regulagao do ciclo
celular ¢ modificam o ambiente celular para facilitar a replicacio do virus dentro da célula.
Resumidamente a ligagao de E6 e E7 as proteinas supressoras de tumor ou as ciclinas celulares e
quinases dependentes de ciclinas (CDK) resultam em inativacio ou alteragdo das proteinas

celulares (Kanodia e# al., 2007; Fehrmann & Laimins, 2003).

Para a integracdo do genoma circular ao DNA da célula hospedeira, esse deve ser
linearizado, pela quebra do DNA viral entre a regido E1 e L1, resultando na ruptura ou perda do
gene E2, sendo encontrado nas lesdes de maior gravidade, como o carcinoma “in situ” e invasivo
(Pereyra & Parellada, 2003). Apos a integracao dos HPVs de alto risco no genoma celular, esses
passam a codificar as oncoproteinas E6 ¢ E7 que promovem o processo maligno. A célula

hospedeira possui os genes supressores de tumores RB e TP53. O gene pRb é o principal
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regulador do ciclo celular ¢ o gene TP53 é chamado de “guardido do genoma”; pois tem a

finalidade de supervisionar se todos os genes estao integros (Luciana e a/, 20006).

O HPV pode transformar e imortalizar as células hospedeiras, iniciando assim um
processo maligno. Os produtos dos genes E6 e E7 sio importantes para a transformagio e
imortalizacdo celular. A proteina E6 tem uma grande afinidade pelo DNA e ¢ encontrada tanto
no nucleo como na membrana plasmatica. A proteina E7 ¢ uma fosfoproteina encontrada no

citoplasma e, provavelmente, no nucleo (Silva, 2003).

No epitélio estratificado queratinizado, durante a divisdo celular, as células basais deixam
a camada basal, migram para a regido supra-basal e comecam a se diferenciar. Uma vez
diferenciados, os queratindcitos terminam seu ciclo celular logo que sao destacados do pavimento
membranal. As células epiteliais infectadas por HPV quando atingem a camada supra-basal,
entram na fase S do ciclo celular. A entrada na fase S resulta na amplificacao do genoma viral.
Paralelamente a amplificagio do DNA viral, ocorre a sintese das proteinas E1 e E4 das proteinas
do capsideo: L1 e L2. Nesta fase ocorre a formagao dos virions infectivos. Subsequentemente, os
virions sdo liberados para o ambiente na camada superior, quando o epitélio é descamado (Sousa,

2008).

Embora a estratégia da infeccao pelo HPV envolva as células da camada basal, a
produgao de virions ¢é restrita a camada supra-basal, mais diferenciada. A infec¢ao dependente da
diferenciagao também é uma estratégia do virus para a manutengao do seu estoque e promove a
infec¢ao através da producdo de virions nas células maduras, mas garante a manutengao
persistente do HPV nas camadas basais por periodos de até varios anos (Aaltonen ez a/, 2002;

Stubenrauch ez a/, 1999).

Das protefnas codificadas pelo genoma do HPV, principalmente as produzidas pela

expressio dos genes E6 e E7 estao relacionadas com a carcinogénese do virus HPV. Em
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particular, foi demonstrado que E6 interage com a proteina p53 e E7 com a proteina pRb,
causando desregulagao do ciclo celular (Kelley e a/, 2005). O papel de p53 e pRb ¢é prevenir a
transformagao celular, interferindo com a capacidade de divisao e proliferacio das células (Pinto

et al, 2002; Beutner & Tyring, 1997).

O E6 é um dos primeiros genes virais a serem expressos na infec¢aio do HPV. Trata-se de
uma proteina de 150 aminoacidos, que possui um papel importante na imortalizacao celular. A
proteina E6 ¢ fundamental no processo de transformacio celular. As propriedades de ativagao
transcripcional de E6 indicam que esta proteina dos HPVs de alto risco inativa o p53 por meio de
degradagao rapida pela via da ubiquitina (Kelley ez @/, 2005). A expressio concomitante de E6 e
E7 propicia o ambiente celular para a replicagao viral. A proteina E6 sozinha nio ¢é capaz de
imortalizar os queratindcitos humanos primarios, mas sua interagao com a proteina E7 induz
mudancgas no comportamento celular, que resulta na imortalizacio das células infectadas. A
proteina E6 ndo possui atividade enzimatica intrinsica. Portanto se utiliza de interagdes com
proteinas celulares para que exer¢a suas fungdes. Uma funcao bastante importante da proteina E6
dos subtipos virais de alto-risco é sua ligagio a proteina p53 (Sousa, 2008), regulando
indiretamente o controle do ciclo celular, o reparo, a sintese do DNA e a diferenciagao celular.
Consequentemente, esta regulacio interfere com a capacidade de apoptose pelas células

infectadas pelo HPV (Lam ef al., 1995; Rosenblatt ez a/, 2005; Kanodia ez al., 2007).

Quando o DNA do HPV ¢ integrado ao DNA da célula hospedeira, seguindo-se a
integracao, o produto do gene EO6 liga-se com alta afinidade a p53 promovendo uma rapida
degradagdo desta proteina via uma ubiquitina-ligase celular. Esta degradac¢ao simula o mesmo
efeito da inativagao resultante de mutacio do gene da p53. Além disso, a degradagao da p53 ¢

também provocada pela ativagdao da telomerase, através das proteinas E6 dos HPVs de alto-risco

(Elenbaas ez al., 2001).
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Quando ocorrem erros no DNA, a proteina p53 interage com outras proteinas para que o
DNA seja reparado. Se isto ndo for possivel, a p53 sinaliza para proteinas reguladoras induzirem
a apoptose, a fim de eliminar as células mutantes, como o bax, bel-2 e ¢-myc (Juan et al, 2000; Pillai
& Nair, 2000; Moll & Schramm, 1998; Cadewell & Zambetti, 2001; Levine, 1997; Giaccia &
Kastan 1998; Bates & Vousden, 1996). A inativagdo da p53 leva a regulagdo repressora da ciclina
B, proteina que forma um complexo com a CDKI1 e apresenta um papel de fator promotor de
mitose, regulando a transi¢io de G2 para a fase M no ciclo celular normal. Logo, a inativagio da

p53 resulta na perda dessas fungoes (Fehrmann & Laimins, 2003) (figura 2).
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Figura 2 - A¢do da proteina p53 sobre o ciclo celular. A - A proteina p53 é codificada pelo gene p53
localizado no cromossomo 17p13. A proteina p53 tem a fungao de parar o ciclo celular no caso de
identificagao de danos ao DNA, dessa forma o ciclo para até que o dano seja resolvido. No caso de danos
extensos a p53 pode induzir a apoptose. B — A proteina viral E6 se liga a EGAP que funciona como uma

ubiquitina, degradando p53. GMR: Genes do mecanismo de reparo (Silva et al, 2009).

A proteina E7 induz sintese de DNA em células em repouso. A proteina E7 se liga a
forma hipo-fosforilada da proteina do Retinoblastoma (pRb), resultando em sua inativagao
funcional. A inativacio de pRb permite a progressio funcional para a fase S (sintese) do ciclo
celular. A proteina E7 dos tipos de HPV de baixo risco (HPV- 6 e 11) se liga menos
eficientemente do que a proteina E7 dos tipos de HPV de alto risco (HPV- 16 e 18) (Rivoire ¢ al,

2006).

A expressao da E7, sozinha induz imortalizagdo de queratindcitos humanos. Porém, na

presenca da proteina E6 ocorre um aumento na freqiéncia do evento. A fungdo principal do
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gene E7 dos HPVs de alto risco é desregular o ciclo celular da célula infectada. As proteinas E7
de HPVs de alto-risco sdo nucleares, contendo aproximadamente 100 aminoacidos e ligam-se as
proteinas da familia do gene pRb (Sousa, 2008). Essa interagao permite que o fator de elongagao
E2F atue na ativagdo constitutiva dos fatores transcricionais, o que levaria a progressao do ciclo
celular. E7 também forma complexos com ciclinas A e E, bem como provoca inativacao de p21 e
p27 (Souto et al, 2005). A atividade inicial da E7 e sua associagdo a membros da familia do gene
Rb facilita a progressio do ciclo celular dentro da fase S. As proteinas pRb apresentam papel
importante na regulagdo do ciclo celular, promovendo a transi¢ao da fase G1 a S. Em células
normais, a Rb ¢é hipofosforilada durante as fases GO e G1 e torna-se altamente fosforilada

durante as fases S, G2 e M (Sousa, 2008).

A proteina pRb na forma hipofosforilada se liga ao fator de transcricio E2F e reprime a
transcricdo de promotores contendo sitios E2F. Muitos genes necessarios a sintese de DNA,
como as que codificam para a DNA polimerase e a timidina-quinase, sao transcritos de uma
maneira dependente do ciclo celular e regulados por E2F (Grinstein ¢ a/, 2006). Através da
ligacio da pRb hipofosforilada, a E7 impede que esta se ligue ao E2F, e, portanto, promove a
continuag¢ao do ciclo celular. Quando a E7 se liga a pRb, ela impede que essa proteina se ligue ao
fator de transcricao E2F, e, com E2F livre, o ciclo celular fica sem controle. Em epitélio normal,
a parada do ciclo celular ocorre através do sinal de diferenciacao, que ¢ altamente regulado pela
proteina pRb. A ligagao da E7 com a pRb, promove a continua¢ao do ciclo celular de células

epiteliais ja diferenciadas, permitindo a replicagao de genes do HPV (Rosenblatt ez a/, 2005)

(Figura 3).
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Figura 3 - A¢do da proteina pRb sobre o ciclo celular. A — A proteina pRb é codificada pelo gene RB1,
localizado no cromossomo 13q14. A ligagdo da proteina pRb ao fator de transcri¢do E2F resulta na parada do
ciclo celular. A fosforilagao de pRb libera E2F que ativa a transcrigdo de genes alvos para a replicagao do
genoma. B - A proteina viral E7 se liga a proteina pRb, isoo libera E2F, causando um estimulo constante para

a divisdo celular (Silva et al., 2009).

Em conclusao, a infec¢do viral promove modificacdes bioquimicas e moleculares em seus
hospedeiros, necessarias para o desenvolvimento e reprodugao viral, alterando significativamente
a popula¢ao dos hospedeiros ou a populacao de células por eles parasitadas, através da interagao
do genoma viral com o genoma da célula hospedeira ou de proteinas virais com proteinas
celulares necessarias ao controle do ciclo celular, desencadeando a morte celular ou agindo como
um fator de iniciagdo e progressio de processos malignos. Este fenomeno pode ocorrer no
epitélio peniano e, consequentemente, pode ser 0 mecanismo subjacente ao desenvolvimento de
CEC (Carcinoma de Células Escamosas) de pénis em homens infectados por HPV, sobretudo

quando os subtipos de alto risco participam da infecgao neste sitio anatémico.
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1.4. Papilomavirus Humano e sua provavel associagio ao CEC de Pénis

O cancer de pénis ¢ uma doenga rara, sendo o carcinoma de células escamosas (CEC)
responsavel por 95% dos casos de neoplasias malignas do pénis. Trata-se de uma patologia muito
freqiiente no Brasil. Dados levantados pelo DATASUS sugerem que o pals esteja em segundo
lugar no ranking mundial da doenca, atras apenas da Aftica. Segundo os dados divulgados pelo
Instituto Nacional de Cancer INCA), o tumor representa 2% de todos os casos de cancer no
homem, sendo mais freqiiente nas regides Norte e Nordeste que nas regides Sul e Sudeste. Nas
regides de maior incidéncia, os casos de cancer de pénis superam os casos de canceres de prostata

ou bexiga (Carvalho ez a/, 2007).

A analise epidemiolégica dos casos de cancer de pénis indica que, em relagio ao perfil
socio-economico-cultural dos portadores, a neoplasia acomete principalmente homens da classe
social e nivel de instru¢ao baixos. Os dados publicados sugerem que as areas de maior incidéncia
mundial estdo concentradas nas regides mais carentes dos pafses em desenvolvimento. A demora
na procura pelo atendimento médico é muito provavelmente em decorréncia do baixo nivel
cultural e s6cio-economico dos pacientes. O diagnostico tardio da doenga é uma variavel comum
que prejudica o resultado do tratamento. Adicionalmente, a presenca de fimose nos portadores
do cancer de pénis contribui para a manuten¢io do HPV como parte da microbiota da glande,
facilitando a infecgdao do epitélio. Por si s6, a presenca do prepucio aumenta o risco de infecgao

peniana por HPV (De Paula ez 4/, 2005).

Atualmente, o Papilomavirus Humano (HPV) é o agente viral mais freqiiente no grupo
das doencas sexualmente transmissiveis (DST). Como ocorre em toda infeccao de transmissio
sexual, o homem atua como um vetor importante de transmissao do HPV. A infecgdo da regiao
genital masculina ocorre quase exclusivamente por via sexual, podendo em certos casos ser
devida a fomites — objetos capazes de reter ou transportar agentes contagiantes ou infecciosos — e

em muitos casos a infec¢do masculina é subclinica. O HPV pode permanecer como flora
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microbiota no pénis, sem causar infec¢ao aparente em até 10% dos homens sexualmente ativos.
Atuando como “portadores” de HPV de alto risco oncogénico, os homens contribuem para
aumentar de forma substancial o risco de ocorréncia do cancer cervical em suas parceiras. Ainda
que menos frequente, os homens podem desenvolver cancer de pénis ou de anus (Castellsague ez

al, 2003).

Para se compreender a participagio do HPV no desenvolvimento dos carcinomas
penianos, as infec¢oes masculinas devem ser avaliadas nao apenas em termos de prevaléncia das
infecgoes sintomaticas, mas também do potencial oncogénico das lesGes assintomaticas, pois
cerca de 10% dos homens sexualmente ativos na populagao geral apresentam HPV como parte
da microbiota do pénis e até 65% dos parceiros de mulheres HPV positivas ou com alteragées no
Papanicolau apresentam HPV em associagido com amostras teciduais do pénis (Hippeldinen ez a/,

1991).

Apesar de nao haver provas inequivocas da associacido da infecgao pelo Papilomavirus
humano (HPV) e carcinoma de pénis, Gil e colaboradores (2001) relataram que ha alguns
trabalhos publicados na literatura demonstrando uma taxa de associacao de 30% a 50% de HPV,
principalmente o tipo 16. Adicionalmente, ha relatos demonstraram uma associagio do genoma
do HPV com lesGes benignas e malignas (Pow-Sang ez a/, 2002; Gil e a/, 2001), levantando

consideragdes sobre o papel do HPV na etiologia do carcinoma peniano.

Pacientes infectados com os tipos virais do HPV 16, 18, 31 e 33 evidenciam que possa
haver uma predisposi¢ao para o desenvolvimento do carcinoma escamoso de pénis (Reis, 2005),
e apesar dos homens serem portadores assintomaticos do virus, outros podem abrigar lesoes
intrauretral desconhecidas ao paciente, tornando-se fonte potencial de transmissao aos parceiros

(as) sexuais (Teixeira ez a/, 2002; Reis, 2005).
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Existem dois (2) tipos de classificagio dos tumores penianos, como a graduacao de
Broders (Micali ez a/, 20006; Cabanas, 1977) e o estadiamento de Jackson - sistema TNM (Jackson,
1966; Micali et al, 20006). Segundo a graduacio de Broders, os tumores sio classificados
histologicamente em: grau I - bem diferenciado; grau II - moderadamente diferenciado; e grau 111
— indiferenciado. O sistema TNM leva em consideragdo o tamanho do tumor e seu grau de
infiltracdo em profundidade (T), a situacao dos linfonodos regionais (N), e a presenca ou auséncia

de metastases a distancia (M) (Micali ez a/., 2000).

O indice de associacdao do carcinoma de pénis com a infeccao pelo HPV varia de acordo
com a técnica utilizada para a detecgdao do virus, uma vez que algumas técnicas podem ser mais
sensiveis ou especificas. Em geral, o genoma do HPV ¢ encontrado em aproximadamente 5% a
11% dos casos avaliados pela hibridizacao 7 situ, 25 a 51% quando se usa a técnica de Southern

blotting e em até 82% dos casos avaliados por PCR (Sousa, 2008).
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1.5. Identificagdo de Papilomavirus Humano (HPV) através de Reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR)

Os avangos no campo da Genética e Biologia Molecular tém contribuido decisivamente
para o estudo desses virus. O diagnostico da infec¢ao da mucosa oral por HPV pode ser atingido
pelo exame clinico, citolégico, biépsia, imunohistoquimica, hibridizacio do DNA, captura hibrida
ou PCR (Oliveira e a/, 2003; Lancellotti e a/, 2000). No entanto, de todas as técnicas possiveis, a
deteccio de DNA do HPV pela Reacio em Cadeia da Polimerase (PCR) ¢é a mais sensivel
(Oliveira ez al, 2003). Por PCR ¢ possivel identificar e genotipar o tipo do HPV presente em uma
amostra bioldgica com elevadas sensibilidade e especificidade (Tavares ez a/, 2000; Lancellotti ef al,
2000; Alvarenga ez al, 2000). A sensibilidade da técnica de PCR permite a detecgdo de 1 genoma

viral em 100.000 genomas celulares (Castro e a/, 2004).

A PCR ¢é uma técnica 7z vitro que permite a amplificagio de seqiiéncias especificas de
DNA ou RNA, sendo este ultimo realizado a partir da sintese de acido desoxirribonucléico
complementar (cDNA - .complementary deoxyribonucleic acid.) (Mesquita ez a/, 2001). A PCR
foi originalmente descrita por Saiki ez 2/ (1985) e desde entdo tem sido utilizada em varios campos
da ciéncia. Esta técnica foi nomeada por Mullis e colaboradores em 1985, apesar de o principio

ter sido descrito com detalhes por Khorana e colaboradores quase dez anos antes (Sousa, 2008).

E uma técnica com alta especificidade e aplicabilidade, com centenas de métodos
descritos. A importancia deste procedimento esta na possibilidade de amplificar o DNA inteiro
ou fragmentado por meio de uma reagao. Por meio da técnica se tornou possivel a amplificagao
de sequéncias de DNA especificas de varios tamanhos e de forma rapida (Sousa, 2008). Esta
técnica pode ser utilizada na realizagdao de estudos de DNA obtidos a partir de material fixado em
formol e embebidos em parafina, possibilitando assim o seu uso como técnica auxiliar no

diagnoéstico de rotina e a realizagao de estudos retrospectivos (Mesquita e a/, 2001).
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A aplicagao dos testes moleculares, em especial a PCR, tem auxiliado bastante nos casos
de dificil diagnostico de infec¢ao por HPV. No entanto, a sua aplica¢ao pratica na detecg¢ao do
HPV ainda ¢ discutivel, face aos desafios de interpretagao de sua positividade e do significado

clinico da presenca do virus em amostras bioldgicas de epitélios mucosos.

Nas ultimas décadas, tem sido observado um crescente aumento no namero de infectados
pelo HPV, tanto em homens quanto em mulheres (Castro ¢z a/, 2004). Atualmente no Brasil e no
mundo, o cancer é considerado um problema de saude publica. A preocupagao da populacio e,
especialmente, dos profissionais e gestores das politicas publicas de satde, acerca desta doenca
justifica-se pelas suas elevadas estimativas anuais de incidéncia, o Instituto Nacional do Cancer

(INCA) estima para o ano de 2010 cerca de 489.270 casos novos de cancer no Brasil.

Embora as maiores taxas de incidéncia de cancer sejam encontradas em paises
desenvolvidos, dos dez milhdes de casos novos anuais, cinco milhdes e meio sdo diagnosticados
nos paises em desenvolvimento, de acordo com Organizagio Mundial da Sadde (OMS) (Guerra ez
al, 2005). O processo de reorganizacio global determinou grande modificacio nos padroes de
distribuicio da saude-doenca no mundo. Tal modificacio, conhecida como transicao
epidemioldgica, foi caracterizada pela mudanca no perfil de mortalidade com diminuicao da taxa
de doencas infecciosas e aumento concomitante da taxa de doencas cronico-degenerativas,

especialmente as doengas cardiovasculares e o cancer (Guerra e a/, 2005).

A distribuicao epidemiolégica do cancer no Brasil se enquadra no modelo de transi¢ao em
andamento, pois, de um lado, tem ocorrido um aumento entre os tipos de cancer normalmente
associados aos padroes socio-econdémico elevados (cancer de mama, prostata e colon e reto) e,
simultaneamente, a ocorréncia de taxas de incidéncia persistentemente elevadas de tumores
geralmente associados com a pobreza populacional (cancer de colo de tutero, pénis, estbmago e

cavidade oral) (Guerra ez a/, 2005; Koifman & Koifman, 2003).
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1.6. Meta-analise

Nas ultimas trés décadas a producio cientifica mundial evoluiu de forma exponencial. No
Brasil, essa evolucao foi mais tardia e, embora niao tenha sido homogénea, existem areas das
ciéncias que ela seguiu o comportamento mundial. Em qual, a produtividade cientifica ¢ resultado
do interesse continuo global para o desenvolvimento de novas tecnologias, que instigam as
ciéncias basicas a compreender cada vez mais detalhadamente os pressupostos mecanismos € 0s
conceitos subjacentes aos fenomenos cientificos. Nesse contexto, o elevado nimero de
publicagdes se transformou num problema para a selecdo, analise e interpretacao qualificada da
literatura. Por outro lado, a profusdo de material cientificamente embasado é necessaria, benéfica

e fundamental para a evolugao do conhecimento (Lovatto ef a/, 2007).

Diante da extensa producao de informacdo, varias alternativas foram sugeridas para
analisa-la e sistematiza-la. H4 mais de duas décadas foi proposta a meta-analise como uma
estratégia util para se compreender o significado da informagdo. A meta-analise pode ser
compreendida para além do método, pois tras em si um paradigma, a partir do qual o pesquisador
adota um novo enfoque ao reunir resultados e conclusées alheias. Trata-se de um procedimento
que combina resultados de varios estudos para compor uma sintese reproduzivel e quantificavel
dos dados. A sintese melhora a poténcia estatistica sobre os resultados das pesquisas isoladas e,
portanto torna-se mais precisa na estima¢ao e tamanho do efeito. Assim, a meta-analise permite,
em caso de resultados aparentemente discordantes, obter uma visao geral acerca das hipoteses

comuns, porém separadamente testadas (Silva, 2009).

O grande volume de informagdes disponiveis para consulta acaba por dificultar a
contextualiza¢do do problema e a interpretacio enviesada da informagao decorrente dos erros da
experimentacdao e andlise (Lovatto ef a/, 2007). Ela se distingue da usual revisao bibliografica,
comum na atividade cientifica, porque nela as técnicas quantitativas assumem lugar de destaque

(Luiz, 2002).
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O termo "meta-analysis" foi incluido entre os descritores em ciéncias da saide em 1992.
Atualmente o uso do termo permite a identificagdo de meta-analises publicadas nas bases de
dados do MedLine e do Lilacs, porque, a meta-analise examina, de modo simultaneo, os resultados

b 3 bl b
de varias investigagcdes sobre um mesmo tépico, tornando-se bastante utilizada na area médica na
qual, geralmente, geralmente muitos estudos sio conduzidos sobre grupos populacionais
pequenos, decorrentes ou da raridade do evento ou da reduzida adesio de participantes
voluntarios para compor o grupo amostral. O emprego de meta-analise também se justifica
porque muitos estudos sobre um mesmo tema podem apresentar concordancia, enquanto outros

sao discordantes, gerando desconforto e inseguranca acerca das conclusoes apresentadas.

No contexto discutido acima, justifica-se a presente meta-analise de estudos de associagiao
entre o HPV e o carcinoma peniano. Por se tratar de um doenga rara, ha um nivel de inseguranca
grande acerca das inferéncias estatisticas e as controvérsias apontadas nos estudos isolados.
Adicionalmente, devido as limitagdes psicoldgicas impostas aos pacientes, em decorréncia da
doenga, a participagao nos estudos ¢ bem reduzida, tendo conseqiiéncias diretas na reducao dos
tamanhos amostrais nos estudos de associagao. Assim, no caso especifico de CEC peniano e sua
correlacao com a infec¢ao do epitélio peniano por HPV, uma meta-analise possibilitaria vencer o
desafio imposto pela reduzida forca estatistica proprias dos estudos isolados nesta area de

atengao a saide da populagao.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

- Usar a estratégia da meta-analise para sumarizar a evidéncia de associagao entre a infec¢do por

Papilomavirus Humano (HPV) e a ocorréncia de Carcinoma Espinocelular (CEC) de pénis.

2.2. Objetivos Especificos:

- Estimar a partir de dados previamente publicados a prevaléncia de genoma de HPV em CEC de
pénis.
- Determinar a frequéncia percentual dos tipos virais associados aos carcinomas de células

escamosas do pénis.

- Realizar uma meta-analise com dados de artigos publicados entre 1989 e 2009 que
determinaram a presenca de genoma HPV em associacio com amostras de CEC de pénis por

PCR (Reagao em Cadeia da Polimerase).
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3. MATERIAL e METODOS

3.1. Origem dos dados

Foi realizada uma pesquisa bibliografica no banco de dados SciELO (Swentific Eletronic
Library Online) e da PubMed do NCBI (National Center for Biotechnology Information, USA), entre os
anos de 1989 a 2009, combinando os unitermos penile cancer (carcinoma peniano) e HPV. No
total, foram encontrados 357 artigos que mencionavam a correlagio de genoma HPV e o
carcinoma de pénis. Do total de artigos encontrados, 37 artigos foram incluidos na presente
meta-analise. Foram incluidos, também, 2 dissertagdes de Mestrado publicamente defendidas e
aprovadas em programas de pos-graduagao reconhecido nacionalmente pela CAPES (Reis, 2005;

Souza, 2008).

3.2. Critérios de Inclusao e Exclusio

A selecao dos artigos seguiu os seguintes critérios de inclusio e exclusao: (1) foram
publicados no periodo de 1989 a 2009, sendo que um artigo foi incluido no estudo devido ao
tamanho amostral (Cubilla ez a/, 2010) , (2) eram estudos com pacientes com cancer de pénis
confirmados, (3) o tipo de coleta do material a ser investigado era de tecido fresco (bidpsia) ou
tecido parafinado (fixado em formalina), (4) para a deteccao do HPV foram utilizados os primers
GP5+/6+ ou MY09/11 utilizando-se da técnica de Reagio em Cadeia da Polimerase (PCR) e (5)
para a genotipagem foram utilizados primers especificos para os HPVs 16 e 18 (alto risco em
carcinomas cervicais), também utilizando a técnica de PCR. Além disso, foram excluidos,

também, artigos que eram estudos de caso.

A figura 4 ilustra os passos e as tomadas de decisio que resultavam na inclusio ou

exclusio de um estudo na presente meta-analise.
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Identificagdo das citagdes em
Bancos de Dados

Excluidos:

Foram publicados fora do periodo de 1989 a 2009.

N Nio estavam em lingua inglesa ou portuguesa.
Leitura dos abstracts

Excluidos:

Nio eram estudos em seres humanos

Leitura Integral do artigo

Excluidos:

| —

Nio eram estudos com pacientes com cancer de pénis.

Artigos incluidos na meta-analise de

associagdao de HPV e Cancer de pénis

Figura 4 - Critérios de identificacao, inclusao e exclusao, dos estudos da meta-analise.

3.3. Extracao dos dados

Foram coletados os dados relacionados a seguir: local de realizacao do estudo, ano e local
de publicacio, periodo de coleta das amostras, sitio anatomico estudado, nimero total de casos,
metodologia de deteccdo e genotipagem, idade dos participantes, estimativas de OR (Odds Ratios)

com 95% de IC (Intervalo de Confianca).

3.4. Métodos Estatisticos

A heterogeneidade ¢ definida como a diversidade entre os estudos, podendo interferir
fortemente nos resultados (Silva, 2009). A diversidade entio pode ser avaliada pelo teste do ¥’
(Qui-Quadrado) de heterogeneidade. Assim, as frequéncias dos tipos de HPVs de todos os
artigos foram agrupadas para a comparacgao das diferentes Odds Ratios (ORs), com intervalo de

confiang¢a de 95%, determinadas em seus respectivos estudos.
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Caso o teste do x* de heterogeneidade revele um p-valor > 0,05, a hipétese nula ¢
confirmada, ou seja, os estudos sao homogéneos. Recomenda-se entao utilizar os testes de efeito
fixo que pressupdem que todos os estudos apontam em uma mesma dire¢ao (Higgins et al,
2008). Neste contexto, o mais utilizado é o teste de Mantel-Haenszel (Ayres et al., 2007). Por outro
lado, se o teste do % de heterogeneidade resultar em um p-valor < 0,05, isso indica diversidade e
heterogeneidade entre os estudos. Desta forma, recomenda-se o uso de testes de efeito
randomico ou aleatério (Zhanga ez al., 2008), como os testes de DerSimonian-Laird (Jackson et al.,

2009; Berman & Parker, 2002).

Os OR e os 95% de IC combinados foram calculados como se fossem dados de um
unico estudo usando o método de Mantel-Haenszel, como modelo de efeito fixo e pelo método de
DerSimonian-1.aird, como modelo de efeito aleatério. Quando os estudos mostravam
heterogeneidade significante, o modelo aleatério era empregado.

Testes globais de associagao foram, entdo, utilizados para avaliar a significancia da
correlacao entre o Papilomavirus Humano e o Cancer de pénis para todos os estudos
combinados. Para se estimar o efeito desta associacio do virus com o cancer, os valores de cada
estudo foram combinados com testes de efeitos fixo e randomico utilizando o soffware BioEstat®

5.0 (Ayres M et al., 2007).
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4. RESULTADOS e DISCUSSAO

Foram encontrados na literatura um total de quarenta e quatro (44) artigos publicados
entre os anos de 1989 e 2009, incluindo 2 dissertacdes (Cubilla ez a/, 2010; Scheiner e# al, 2009;
Poblet e al, 2008; Tornesello ez a/, 2008; Yumura ez al, 2009; Krustrup ez a/, 2009; Yanagawa ez al,
2008; Pascual ez al, 2007; Dorfman e# a/, 2007; Senba ef a/, 2006; Guettero et a/, 2008; Prowse ¢f a/,
2008; Ferreaux er a/, 2003; Lont et a/, 2006; Gentile er a/, 2006; Madsen ¢ a/, 2008; Protzel et al,
2007; Salazar et al, 2005; Daling ez a/, 2005; Liegl ¢t al, 2004; Nasca et a/, 1999; Nascimento ¢t al,
2004; Dianzani e al, 2004; Perceau ez a/, 2003; Humbey ef a/, 2003; Rubin ez a/, 2001; Ding et al,
1996; Bezerra et al, 2001; Picconi e al, 2000; Levi et al, 1998; Cupp et al, 1995; Gregoire et al, 1995;
Chan e al, 1994; Suzuki ef a/, 1994; Maden et a/, 1993; Iwasawa et 2/, 1993; Wiener et al, 1992;
Sarkar et al, 1992; Varma et al, 1991; Kiyabu et a/, 1989; Shibata ez a/, 1989; Heidman ez a/, 2007,
Reis, 2005; Sousa, 2009). Para a presente meta-analise, do total de quarenta e quatro (44) estudos,
cinco (5) estudos foram excluidos, pois seus resultados nio incluiam os HPVs 16 ¢/ou 18 entre
os tipos virais genotipados (Dianzani ez a/, 2004; Yanagawa ez a/, 2008; Dorfman et a/, 2007;

Yumura ez al, 2009; Guerrero et al, 2008).

Todos os artigos incluidos nesta meta-analise relataram a ocorréncia de gendtipos tipo-
especificos de HPV em casos com diagnosticos confirmados de CEC de pénis. Nao foram
incluidos na meta-analise artigos que nao haviam confirmacio do carcinoma, o tipo de obtenc¢ao
do material para analise nao era tecido fresco ou parafinado, exceto em casos em que o material
havia sido arquivado nos locais de pesquisa (Hospitais ou Institutos) (Krustrup ef a/, 2009;
Prowse et al, 2008; Ferreaux ez a/, 2003). Outro critério de exclusao foi o uso de uma metodologia
diferente da Reacao em Cadeia da Polimerase para se detectar a presenca do genoma viral na

amostra dos tumores, principalmente os tipos de HPV 16 e 18.

Dos trinta e nove (39) estudos totais da presente meta-analise, incluindo as duas (2)

dissertagdes, trinta e seis (36) artigos citaram o tipo de amostra a ser avaliada, 25% (9/36 estudos)

43



Associagdo de HPV em Carcinomas Espinocelulares de pénis: uma meta-andlise. (44

Larissa Fernandes de Carvalho - 2010

utilizaram material de tecido fresco para anilise, enquanto 75% (27/306) utilizaram material de
tecido parafinado. Porém, o tipo de bidpsia naio demonstra associagdo para a positividade do

HPV (Backes ez a/, 2009).

Dos trinta e nove (39) estudos avaliados, dezenove (19) nao especificavam os primers
utilizados na detec¢ao do DNA do HPV, afirmando apenas que havia sido utilizada técnica de
PCR com primers genéricos para a detec¢ao, sendo incluindo ainda assim nesta meta-analise
(Krustrup e al, 2009; Prowse ez al, 2008; Ferreaux et a/, 2003; Madsen e a/, 2008; Protzel ez al,
2007; Salazar ez al, 2005; Liegl et al, 2004; Nasca ez al, 1999; Ding et al, 1996; Gregoire et al, 1995;
Chan e a/, 1994; Suzuki et a/, 1994; Maden et a/, 1993; Iwasawa ¢ 4/, 1993; Wiener et al, 1992;

Sarkar ez al, 1992; Varma et al, 1991, Kiyabu ef a/, 1989; Shibata e a/, 1989).

Outros quatro (4) artigos utilizaram ambos primers genéricos MY09/11 e GP5+/6+ para a
deteccao de DNA do HPV (Scheiner ¢7 a/, 2009; Tornesello ¢z al, 2008; Pascual e a/, 2007; Gentile
et al, 2006). Enquanto cinco (5) estudos revelaram utilizar somente o primer MY09/11 (Daling ez
al, 2005; Nascimento ez al, 2004; Levi et al, 1998; Cupp et al, 1995; Reis, 2005), outros cinco (5)
estudos utilizaram somente o primer GP5+/6+ (Poblet ez al, 2008; Lont et al, 2006; Perceau ¢t al,

2003; Sousa, 2009; Heidman ez a/, 2007).

Alguns artigos utilizaram os primers GP5/6, sabendo que os primers GP5+/6+ é tida como
versao extendida ou modificada dos mesmos (Bezerra ¢z a/, 2001; Picconi e a/, 2000). Os demais
artigos utilizaram outros primers para a detecgdo de DNA de HPV, a saber: o primer SPF10

(Cubilla e al, 2010; Senba ez al, 2006; Rubin ef al, 2001) e o primer FAP59/64 (Humbey e# al, 2003).

A figura 5 ilustra a distribuicao percentual dos primers utilizados para a detec¢ao de DNA

de HPV associado ao genoma de células de CEC de pénis.

44




Associagdo de HPV em Carcinomas Espinocelulares de pénis: uma meta-andlise.

Larissa Fernandes de Carvalho - 2010

Distribuigdo dos primers para detecgdo de
DNA do HPV

5%

25%

® MY09/11 - 5 estudos
B GP5+/6+ - 5 estudos
W MY09/11 e GP5+/6+ - 4 estudos
10%
W GP5/6 - 2 estudos
B SPF10 - 3 estudos

25% FAP59/64 - 1 estudo

Figura 5 - Grafico de distribuicao percentual dos primers utilizados para a deteccdo de DNA do HPV associado

ao genoma de célula de CEC de pénis.

Poblet e colaboradores (2008) discutem que a utilizagio dos primers GP5+/GP6+ ou
MY09/11 apresentam maior eficiéncia na amplificagio de DNA de HPV em relagdo ao primer
SPF10. Enquanto Pascual e colaboradores (2007) sugerem que os primers MY09/11 sdo ainda
mais sensiveis em relacao ao conjunto GP5+/6+. No entanto, os mesmos autores afirmam que a
combinagao dos dois conjuntos de primers promove um aumento na eficacia de detecgao do
namero total de casos de HPV por PCR. Além disso, o conjunto de primers MY09/11, utilizados
como primers externos por Tornesello e colaboradores (2008), demonstrou ser significantemente
mais sensivel na genotipagem de HPV em amostras de mucosas e, em particular, na detecgao de

HPV 16 considerado de alto risco carcinogénico.

A presenca de DNA do HPV em carcinomas penianos detectados por PCR convencional
(Tabela 4) foi demonstrada em 1269 casos de CEC de pénis de um total de 2230 pacientes
avaliados, representando o equilavente a 57% dos casos. A Tabela 4 mostra, ainda, a prevaléncia

dos HPVs de alto risco oncogénico 16 e/oul8 - totalizarem 802 casos de 1269 casos positivos
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para HPV, correspondendo a 63,2%. O HPV 16 foi o genétipo mais comum entre os casos
detectados, representando 88,4% (709/802). A prevaléncia dos gendtipos de HPV encontrados

em associacao com as amostras de CEC peniano encontra-se descrita na Figura 6.

Prevaléncia de DNA de HPV em CEC penianos detectados por PCR
convencional.

Cubilla 202 64/202 50 46 4

Madsen 71 37/71 22 22 -

Protzel 19 19/19 5 5 R

Prowse 26 14/26 7 7 -

Pascual 49 38/49 36 32 4

Lont 171 171/171 40 37 3

Salazar 57 38/57 38 38 -

Liegl 5 5/5 5 5 -

Ferreaux 53 16/53 15 15 -
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Humbey 45 30/45 9 9 -

Bezerra 82 25/82 13 13 R

Nasca 4 3/4 3 3 -

Ding 28 17/28 17 14 3

Cupp 45 23/45 19 17 2

Suzuki 13 7/13 4 4 R

Iwasawa 111 70/111 70 68 2

Sarkar 12 9/12 9 9 -

Kiyabu 5 2/5 2 2 -

Reis 38 1/35 1 1 -

Heideman 83 46/83 27 24 3

TOTAL: 2230 1269 (57%) 802 (63,2%) 709 (88,4%) 93 (11,6%)

Tabela 2 - Prevaléncia de DNA de HPV em carcinomas penianos detectados por PCR convencional.
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Prevaléncia dos tipos de HPV associados a

amostras de CEC de pénis
100

80
m HPV 16

60 = HPV 18

40
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Prevaléncia de HPV (%)

Tipos HPV

Figura 6 — Grafico da Prevaléncia dos tipos de HPV 16 e 18 associados a amostras de CEC de pénis.

Observa-se, na figura 6, que apenas os tipos de HPV 16 e 18 foram descritos seguindo os
critérios de inclusio para a meta-analise. Entretanto, outros tipos de HPV foram relatados e

discutidos pelos autores, ndio demonstrando presenca exclusiva daqueles tipos.

Como pode ser observado, o HPV do subtipo 16, considerado de alto risco oncogénico
em mucosas, demonstra forte presenga nos carcinomas penianos, quando detectados pela técnica
de PCR, representando um total de 88,4% de todas as infec¢oes relatadas pelos artigos avaliados

na meta-analise.

Heidman e colaboradores (2007) descrevem como sendo bastante evidente o papel do
HPV 16 no desenvolvimento do carcinoma peniano. Discute, ainda, que o HPV 16 presente nas
infecgoes penianas por HPV, é observada a partir da analise da expressdao génica caracteristica da
regido expressa pelo HPV 16 e também pela alta carga viral. Embora os individuos que

desenvolvem carcinoma peniano mostram ter maior exposi¢ao prévia aos demais tipos de HPV,
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nao ha evidéncias suficientes que determinam que outros tipos de HPV superem o papel

desenvolvido pelo HPV 16 na carcinogénese de pénis.

E notavel a importancia do HPV 16 na etiologia do carcinoma peniano, visto que a
transmissao sexual do HPV evidencia uma grande contaminacao pelos subtipos de alto risco
oncogeénico, representado pelo HPV 16 em 92%, como o trabalho de Madsen e colaboradores
(2008). Assim também foi observado em outros trabalhos, como o de Daling e colaboradores
(2005), onde encontraram a presenca do HPV 16 em 69% dos tumores infectados pelo HPV, e
os achados de Pascual e colaboradores (2007), cuja infec¢do por HPV 16 representou o

equivalente a 65% do total de HPVs de alto risco oncogénico.

Prowse e colaboradores (2008), enfatizam que os HPVs de alto risco estao relacionados a

pelo menos 50% dos processos tumorais envolvendo cancer de pénis, principalmente o HPV 16.

Além disso, ele sugere a implantacio de estratégias que envolvem vacinas baseadas nos genes
) g P ¢ glas g g

expressos por esses subtipos, de forma a prevenir os canceres cervicais.

Ja o HPV 18 foi observado em maior quantidade no trabalho de Senba e colaboradores
(2000), apesar de relatos prévios da prevaléncia do HPV 16. Da mesma forma, o HPV 18 esteve
mais presente nos resultados observados por Picconi e colaboradores (2000), embora a diferenga
em relagio ao grupo amostral ndo tenha sido muito significante, onde de um total de vinte e
quatro (24) amostras com HPV detectados, oito (8) estavam infectados pelo HPV 16 e outros

onze (11) pelo HPV 18.

Assim, apos realizada analise dos artigos, os mesmos foram submetidos a avaliagao de
Odds Ratio (OR) com os intervalos de confianca de 95% (IC 95%). Os graficos gerados na meta-
analise sao do tipo forest plot. Neste tipo de grafico, cada linha representa um estudo, sendo que a
ultima, no formato de um losango, representa a combina¢iao dos resultados. O resultado de cada

estudo ¢ descrito nas formas grafica e numérica. Na forma grafica, os guadrados centrais
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representam o risco relativo (RR) ou a razao de riscos e os #ragos, os intervalos de confianga (IC).
Quando o IC nio ultrapassa a linha de nulidade (posi¢ao 1.0 no grafico), pode-se afirmar que o
estudo ¢é estatisticamente significante, tanto isoladamente quanto para o valor combinado.
Quanto maior for o grupo amostral considerado no estudo, mais estreitos serdo os ICs e maiores
serdo as areas dos quadrados, evidenciando resultados mais precisos e maior contribuicdo para a

meta-analise (Silva AMTC, 2009).

No contexto das meta-analises, é importante avaliar a heterogeneidade entre os estudos
agrupados, pois a natureza distinta dos diferentes estudos, em termos de delineamento e em
relagio aos métodos empregados em cada um ¢é o principal obsticulo na combinacio de
resultados (DerSimonian & Laird, 1986). Assim, a heterogeneidade pode ser de trés tipos: clinica,
metodologica ou estatistica. Com o intuito de minimizar estes parametros, definem-se com

alargada precisao os critérios de inclusao e exclusio (Silva, 2009).

Para infeccdo com os tipos de HPV 16 e 18, obteve-se o grafico forest plot para meta-
analise para verificar a associagao entre os tipos virais 16 e 18 e o carcinoma de pénis nos 39

estudos analisados.
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Figura 7 - Odds ratios (OR) e intervalo de confianga de 95% (IC 95%) entre detecgao de HPV e genotipagem
para HPVs de alto risco oncogénico 16 e 18 nos estudos com o teste do Qui-quadrado de heterogeneidade
significativos (Teste de DerSimonian-Laird).
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Legenda:

1- Kiyabu et al., 1989

4- Wiener et al., 1992

7- lwasawa, 1993

10- Gregoire et al., 1995
13- Levi et al., 1998

16- Rubin et al., 2001

19- Perceau et al., 2003
22- Nascimento et al.,2004
25- Reis et al., 2005

28- Gentile et al., 2006
31- Heideman et al.,2007
34- Poblet et al., 2008

37- Krustrup et al., 2009

2- Shibata et al., 1989
5- Sarkar et al., 1992
8- Chan et al., 1994
11- Cupp et al., 1995
14- Nasca et al., 1999
17- Bezerra et al., 2001
20- Humbey et al., 2003
23- Salazar et al., 2005
26- Senba et al., 2006
29- Protzel et al.,2007
32- Madsen et al.,2008
35- Prowse et al.,2008

38- Sousa et al., 2009

52

Larissa Fernandes de Carvalho - 2010

3-Varma et al., 1991

6- Maden et al., 1993
9- Suzuki et al., 1994
12- Ding et al., 1996
15- Picconi et al., 2000
18- Meijer et al., 2003
21- Lieg et al., 2004

24- Daling et al.,2005
27- Lont et al., 2006
30- Pascual et al.,2007
33- Scheiner et al.,2008
36- Tornesello et al., 2008

39- Cubilla et al et al., 2010

. . . 2
A Figura 7 mostra um resumo de todos os artigos, com seus respectivos testes do y~ de

heterogeneidade, indicando o p-valor, que determina o tipo de teste utilizado na meta-analise. Os

testes de verificagdo da associagao entre o HPV e o carcinoma peniano, foram de efeito

randomico de DerSimonian-Laird. Todos os valores de p, na meta-analise, revelaram presenca de

associagao significativa entre as variaveis estudadas (p < 0,0001), em relagao aos tipos de HPV 16

e 18.

Quando analisados os subtipos de HPV de alto risco oncogénico isolados, sobre mesma

avaliacio de Odds Ratios com 1C 95%, nio se percebe a mesma correlagio entre o carcinoma

peniano e a presenga do HPV. O HPV 16 evidencia, diante da meta-analise, uma forte correlagao

na etiologia e alta prevaléncia nos HPVs presentes nos carcinomas penianos, observado na figura

8. Porém, a prevaléncia do HPV 18, também considerado de alto risco oncogénico em mucosas,
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nao demonstrou correlacio direta ao carcinoma peniano nos estudos analisados, como

demonstrado na figura 9.
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Figura 8 - Odds ratios (OR) e intervalo de confianca de 95% (IC 95%) para o HPV 16 nos estudos

analisados com o teste do Qui-quadrado de heterogeneidade significativos (Teste de DerSimonian-Laird).
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Figura 9 - Grafico forest plot para meta-analise para verificar a associagao entre o tipo viral 18 e o cancer de
pénis nos 19 estudos analisados. Visto que foram excluidos 20 artigos, por ndo apresentarem genotipagem
do HPV 18.

A meta —analise demonstra que os dados combinados indicam diferenca entre os grupos
estudados pelo teste do Qui-quadrado de heterogenidade, sendo o valor de p<0,0001. Pode-se
observar que o IC dos estudos combinados nao ultrapassa a linha de nulidade, permitindo assim
afirmar que os estudos foram considerados estatisticamente significativos. Neste contexto, os
dados apresentados combinados (HPV 16 e 18, de alto risco oncogénico) demonstram a

associac¢ao entre o HPV e o risco relativo ao desenvolvimento de cancer.
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5. CONCLUSAO

Apesar de sua reconhecida utilidade, como qualquer método ou técnica, a meta-analise
pode ser mal utilizada, levando a conclusées erroneas ou tendenciosas. Ela tem o seu nicho de
aplicacio e nele deve ser utilizada, pois oferece vantagens O6bvias quanto a relagao

custo/beneficio na pesquisa.

O importante é ter em mente que, apesar de nao ser possivel, no estrito sentido do termo,
aleatorizar os dados que comporiao uma meta-analise, deve-se procurar garantir que a forma de
escolha dos ensaios a serem incluidos, a ocorréncia de dados discrepantes, a heterogeneidade
associada ao ambiente de coleta e a presenca de causas de variagio nao controladas, nao

contaminem de forma tendenciosa o conjunto a ser estudado.

E importante ressaltar, neste contexto, que as instituicoes ¢ empresas de pesquisa devem
se ocupar do armazenamento, sobretudo correto e seguro, dos seus maiores patrimonios, Os
dados brutos gerados pelos seus projetos de pesquisa. Isso porque, os dados brutos representarao
uma riquissima fonte de matéria-prima para futuras investigacées que poderdo levar a novas ou

diferentes conclusoes.

No presente estudo de associagao entre o HPV e o carcinoma peniano, observa-se que os
artigos em questio apresentam heterogeneidade, embora tendem a ser significativos quando
combinados em relagao a IC 95%. Assim, pode-se concluir que a associacao entre Cancer de

pénis e HPV nao se confirmam pelo teste de DermonSaimonian-Laird (meta-analise).

Diante da presente meta-analise e da avaliagio dos estudos, é possivel concluir que o
HPV esta fortemente associado ao carcinoma peniano, principalmente o HPV do tipo 16 de alto
risco oncogénico em mucosas. Fica claro, também, que estudos isolados apresentam certa
inseguranca nos resultados das inferéncias estatisticas, devido ao fato de ser tratar de uma doenga

rara e por apresentarem um grupo amostral reduzido. Além disso, é importante que se facam
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valer os achados no presente estudo por apresentar uma forga estatistica maior em relacao aos
estudos isolados, visando o desenvolvimento de alternativas e estratégias de prevencao e cuidados

com o cancet.
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Anexo 2 - Resultados de Odds Ratios (OR), Intervalo de confianga e valor de

P para cada um dos estudos isolados.

2.1. Meta-analise de efeito aleatério (HPV 16 e 18)

- Meta-analise: Efeito Aleatério -

Amostra Odds IC Inf. IC Sup. Peso
01 0.1430 0.0050 4.4690 0.3240
02 1.0000 0.0170 58.4390 0.2320
03 2.0780 0.4670 9.2570 1.7220
04 0.0240 0.0010 0.4640 0.4430
05 0.1430 0.0060 3.1610 0.4010
06 0.4340 0.1820 1.0350 5.0860
07 0.0120 0.0010 0.2000 0.4870
08 0.1830 0.0330 1.0040 1.3270
09 0.8970 0.1560 5.1530 1.2580
10 0.0430 0.0130 0.1440 2.6530
11 0.2410 0.0740 0.7820 2.7740
12 0.0430 0.0020 0.7970 0.4540
13 2.0200 0.9810 4.1580 7.3710
14 0.3330 0.0100 11.3400 0.3090
15 0.6580 0.2000 2.1650 2.7090
16 0.4290 0.2310 0.7940 10.0940
17 0.4110 0.1670 1.0100 4.7470
18 0.0430 0.0070 0.2510 1.2220
19 0.5650 0.0970 3.3060 1.2310
20 4.4530 1.6740 11.8440 4.0150
21 1.0000 0.0170 59.9980 0.2290
22 2.2700 0.2910 17.6920 0.9110
23 0.0260 0.0010 0.4400 0.4750
24 1.5420 0.8600 2.7640 11.2730
25 0.0140 0.0000 0.5270 0.2970
26 5.3450 2.4900 11.4710 6.5860
27 1113.6910 67.8490 18280.49100.4910
28 0.4860 0.0570 4.1700 0.8310
29 102.8180 5.2550 2011.7980 0.4340
30 0.2290 0.0540 0.9690 1.8510
31 0.8790 0.4270 1.8110 7.3630
32 0.7490 0.3380 1.6590 6.0750
33 8.7630 4.0250 19.0790 6.3460
34 5.0000 0.1130 220.6370 0.2680
35 1.1600 0.3280 4.1040 2.4060
36 19.1540 4.6620 78.7000 1.9240
37 0.1570 0.0720 0.3440 6.2990
38 0.0260 0.0010 0.4820 0.4460
39 0.1340 0.0690 0.2570 8.9690
Combinado 0.6130 0.3510 1.0700
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2.2. Meta-analise de efeito aleatorio (HPV 18)

- Meta-analise: Efeito Aleatdédrio HPV 18 -

Amostra Odds IC Inf. IC Sup. Peso
01 23.4000 0.8930 613.0200 0.3600
02 2.6260 0.3930 17.5330 1.0660
03 46.5470 12.4470 174.0720 2.2080
04 0.1830 0.0330 1.0040 1.3270
05 8.9820 2.1460 37.5950 1.8740
06 6.3040 1.5790 25.1660 2.0050
07 16.1050 5.0020 51.8530 2.8100
08 2.7390 0.9410 7.9720 3.3660
09 17.1600 4.6370 63.5070 2.2430
10 116.9100 37.3250 366.1830 2.9470
11 5.6290 2.6250 12.0730 6.5980
12 16513.0000846.4450 322146.4360
0.4350
13 6.3140 0.9280 42.9660 1.0450
14 25.6670 7.8650 83.7580 2.7460
15 15.4110 4.7790 49.6990 2.8020
16 99.6670 18.3460 541.4500 1.3410
17 448.2000 56.5530 3552.1030 0.8960
18 1.1540 0.2640 5.0380 1.7680
19 6.2610 2.2980 17.0580 3.8240
Combinado 14.3350 6.5160 31.5340
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2.3. Meta-analise de efeito aleatorio (HPV 16)

- Meta-analise: Efeito Aleatério risce HPV 16 -

Amostra Odds IC Inf. IC Sup. Peso
01 0.1430 0.0050 4.4690 0.3240
02 7.2220 0.2760 189.2040 0.3600
03 2.0780 0.4670 9.2570 1.7220
04 0.0820 0.0120 0.5460 1.0660
05 0.1430 0.0060 3.1610 0.4010
06 0.4340 0.1820 1.0350 5.0860
07 0.0620 0.0170 0.2320 2.2080
08 0.1830 0.0330 1.0040 1.3270
09 0.8970 0.1560 5.1530 1.2580
10 0.0430 0.0130 0.1440 2.6530
11 0.3880 0.1330 1.1310 3.3560
12 0.3670 0.0920 1.4660 2.0050
13 3.5120 1.4610 8.4400 4.9960
14 0.3330 0.0100 11.3400 0.3090
15 4.5290 1.5090 13.5910 3.1820
16 0.4920 0.2670 0.9060 10.3240
17 0.4110 0.1670 1.0100 4.7470
18 0.0430 0.0070 0.2510 1.2220
19 0.5650 0.0970 3.3060 1.2310
20 4.4530 1.6740 11.8440 4.0150
21 1.0000 0.0170 59.9980 0.2290
22 2.2700 0.2910 17.6920 0.9110
23 0.0260 0.0010 0.4400 0.4750
24 1.7560 0.9870 3.1240 11.5670
25 0.0140 0.0000 0.5270 0.2970
26 343.6960 60.8970 1939.7920 1.2830
27 1230.2270 74.8560 20218.38000.4900
28 1.5450 0.2480 9.6260 1.1480
29 102.8180 5.2550 2011.7980 0.4340
30 0.6700 0.2300 1.9500 3.3610
31 1.1390 0.5570 2.3300 7.4940
32 0.7490 0.3380 1.6590 6.0750
33 9.6720 4.3830 21.3420 6.1330
34 5.0000 0.1130 220.6370 0.2680
35 1.1600 0.3280 4.1040 2.4060
36 21.0860 5.1260 86.7440 1.9200
37 0.1570 0.0720 0.3440 6.2990
38 0.0260 0.0010 0.4820 0.4460
39 0.1850 0.1000 0.3430 10.1750
Combinado 0.8740 0.4900 1.5570
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