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RESUMO 

 

O câncer peniano é representado por 2% dos casos de câncer associados ao 

Papilomavírus humano (HPV). Seu diagnóstico costuma ser tardio, levando a 

tratamentos caros e agressivos, à mutilação e até mesmo amputação do membro. O 

HPV também está associado a uma lesão proliferativa benigna denominada de 

condiloma acuminado, que tem alta morbidade. Existem fortes evidências de que 

pacientes com condiloma acuminado apresentam maior chance de desenvolver 

tumores malignos quando comparados aos pacientes sem essa lesão. Por isso, este 

estudo pretendeu avaliar a presença e a genotipagem do HPV por Reação em Cadeia 

da Polimerase (PCR), em 23 amostras de câncer peniano e 86 de condiloma 

acuminado, além de verificar a carga viral do HPV-6/11 e HPV-16 e o estado físico do 

HPV-16 por PCR em tempo real. A prevalência da infecção por HPV foi de 52% nas 

amostras de carcinoma e 80% nas amostras de condiloma. Múltiplas infecções com 

vírus de alto e baixo risco carcinogênico foram encontradas em 12% das amostras, 

sendo algo frequente em lesões benignas. Foi encontrado ampla variação de carga 

viral tanto do HPV-6/11, quanto do HPV-16. Pode-se observar a presença frequente 

de altas cargas virais em lesões mais graves, entretanto a grande variação encontrada 

pode dificultar a utilização da carga viral como marcador no diagnóstico precoce do 

câncer peniano. A maioria das amostras de condiloma acuminado infectadas pelo 

HPV-16 apresentou algum grau de integração (75%), assim como todas as amostras 

de carcinoma peniano, sugerindo que a integração é um fenômeno frequente e que 

pode constituir um fator importante para a carcinogênese, mas não único. 

 

 

Palavras-chave: Câncer peniano. Condiloma acuminado. Carga viral. Estado físico 

DNA-HPV. 

  



ABSTRACT 

 

Penile cancer is represented by 2% of the cases of cancer associated with Human 

Papillomavirus (HPV). Their diagnosis is usually late, leading to expensive and 

aggressive treatments, mutilation and even limb amputation. HPV is also associated 

with a benign proliferative lesion called condyloma acuminata, which has high 

morbidity. There is strong evidence that patients with condylomata acuminata are more 

likely to develop malignant tumors when compared to patients without condyloma. 

Therefore, this study aimed to evaluate the presence and genotyping of HPV by 

Polymerase Chain Reaction (PCR), in 23 penile cancer and 86 condylomata 

acuminata samples, as well as to verify HPV-6/11 and HPV viral load -16 and the 

physical state of HPV-16 by real-time PCR. The prevalence of HPV infection was 52% 

in the carcinoma samples and 80% in the condyloma samples. Multiple infections with 

high and low risk carcinogenic viruses were found in 12% of the samples, being 

frequent in benign lesions. A wide range of viral load was found for both HPV-6/11 and 

HPV-16. It can be observed the frequent presence of high viral loads in more serious 

lesions, however the great variation found may hinder the use of viral load as a marker 

in the early diagnosis of penile cancer. Most HPV-16 infected condyloma acuminata 

samples showed some degree of integration (75%), as well as all samples of penile 

carcinoma, suggesting that integration is a frequent phenomenon and may be an 

important factor for carcinogenesis, but not unique. 

 

 

Keywords: Penile cancer. Condylomata acuminata. Viral load. Physical state of DNA-

HPV. 
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1 INTRODUÇÃO E RELEVÂNCIA 

 

A infecção pelo Papilomavírus humano (HPV) é uma das infecções 

sexualmente transmissíveis (ISTs) mais comuns em todo o mundo. Considerados 

como um dos mais potentes carcinógenos humanos, os HPVs de alto risco 

oncogênico são responsáveis, anualmente, por aproximadamente 630 mil casos de 

câncer em todo o mundo (4,5% de todos os casos) (DE MARTEL et al. 2017; 

PLUMMER et al., 2016). Estes vírus são responsáveis pela ocorrência de todos os 

casos de cânceres cervicais, 88% dos cânceres anais, 24,9% dos cânceres vulvar, 

78% dos cânceres de vagina, 30,8% dos cânceres orofaríngeos, 2,2% dos cânceres 

da cavidade oral, 2,4% do câncer de laringe e 50% dos cânceres de pênis (DE 

MARTEL et al., 2017). 

A grande maioria (83%) dos casos de câncer relacionados ao HPV são de 

câncer cervical, já o câncer peniano é representado por 2% dos casos (SERRANO et 

al., 2018). 

Apesar da incidência do câncer peniano ser baixa, seu estudo não pode 

ser considerado de menor importância, pois geralmente seu diagnóstico costuma ser 

tardio, levando a tratamentos caros e agressivos, à mutilação e até mesmo amputação 

do membro. Deve-se levar também em consideração o papel que o homem 

desempenha na transmissão do HPV às suas parceiras sexuais, atuando como 

reservatório do vírus. 

Além dos HPVs de alto risco, existem também os HPVs de baixo risco 

oncogênico, que apresentam menor relevância clínica por estarem frequentemente 

associados a lesões mais simples, menos graves e de fácil resolução. Estes vírus de 

baixo risco podem causar neoplasias intraepiteliais de baixo grau, sendo rara sua 

evolução para lesões malignas, algo relatado em pacientes imunossuprimidos, e 

podem também se manifestar na forma de lesões exofíticas e benignas denominadas 

condilomas acuminados, vulgarmente conhecidas como verrugas genitais. O HPV-6 

e o HPV-11 são os tipos virais mais prevalentes, sendo responsáveis por 90% dos 

casos de condilomas acuminados, lesão genital mais frequente na população 

masculina.  

Apesar das lesões provocadas por HPVs de baixo risco serem 

consideradas pouco relevantes na progressão para o câncer, existem fortes 

evidências de que pacientes com condiloma acuminado apresentam maior chance de 
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desenvolver tumores malignos quando comparados aos pacientes sem essa lesão. 

Com base no conhecimento atual disponível, acredita-se que o aumento do risco 

nestes pacientes se deve à potencialização da ação carcinogênica dos HPVs de alto 

risco presentes em múltiplas infecções com HPVs de baixo risco, ou à presença de 

uma deficiência imunológica prévia, não sendo o risco aumentado uma consequência 

da ação direta destes tipos virais (BENNETTS et al., 2015). 

Portanto, seja por ação direta ou indireta (potencializando a ação 

carcinogênica dos HPVs de alto risco), a presença de HPVs de baixo risco pode estar 

relacionada à progressão ao câncer. Estudos que examinem os mecanismos 

biológicos subjacentes a estas observações, envolvendo pacientes com condiloma 

acuminado, com única ou múltiplas infecções e seu risco real de desenvolvimento de 

lesões neoplásicas se tornam necessários. Cabe ressaltar a necessidade de 

desenvolvimento de métodos de triagem e diagnóstico precoce para estes pacientes. 

Lesões neoplásicas penianas são pouco frequentes, seu diagnóstico é difícil e quando 

preciso e precoce possibilita uma rápida intervenção, garante tratamentos adequados 

e menos agressivos e dispendiosos, possibilitando também a estratificação do risco 

de evolução para câncer e o acompanhamento do paciente mais grave, além de 

reduzir gastos (VYAS et al., 2015). 

Estudos em mulheres associam fortemente a presença de altas cargas 

virais à persistência de infecção e ao desenvolvimento e agravamento de lesões, 

promovendo um aumento na frequência da integração viral (SCHMELER; STURGIS 

2016; DONG et al., 2018). Entretanto, não foram encontrados estudos que 

demonstrem como as múltiplas infecções podem influenciar na carga viral, na 

frequência de integração, na persistência da infecção e no agravamento de lesões em 

amostras penianas. 

Destaca-se que este estudo pretende acrescentar informações a uma 

literatura escassa relacionada à detecção, genotipagem e determinação da carga viral 

e do estado físico do DNA do HPV em lesões penianas benignas e malignas. São 

poucos os trabalhos desenvolvidos na população masculina quando comparada à 

feminina, além de contribuir para um melhor entendimento sobre os mecanismos 

envolvidos no desenvolvimento de lesões neoplásicas em homens, e a influência das 

múltiplas infecções no aparecimento e progressão dessas lesões. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

  

2.1 O HPV 

 

O vírus HPV promove infecções em pele e mucosas, sendo essas, em sua 

maioria, assintomáticas. No entanto, quando manifestações clínicas se fazem 

presentes, essas variam desde lesões benignas, como o condiloma acuminado, até 

lesões graves, como o câncer (CHOW et al., 2010). 

Este vírus pertence à família Papillomaviridae, um grupo heterogêneo, mas 

que compartilha a mesma estrutura e organização genômica (BRAVO; SANCHEZ, 

2015). São classificados de acordo com o sequenciamento do seu gene estrutural L1, 

sendo definido um novo tipo quando esta sequência se difere, de pelo menos, 10% 

da sequência dos outros já classificados. Isolados de HPV do mesmo tipo que diferem 

de 10% em toda a sua sequência genômica são classificados em linhagens, sub-

linhagens e variantes. Estas diferenças estão associadas ao poder carcinogênico viral 

(BURK; HARARI; CHEN, 2013; EGAWA; DOOBAR, 2017). 

Até o momento cerca de 200 tipos de papilomavírus foram identificados e 

agrupados em diferentes gêneros (Alpha-, Nu-/Mu-, Beta- e Gamma-papillomavirus), 

de acordo com sua estrutura genômica e tropismo. Aproximadamente 40 tipos podem 

infectar a mucosa anogenital (de VILLIERS, 2013; EGAWA; DOOBAR, 2017; VAN 

DER WEELE; MEIJER; KING, 2017) (Figura 1). O gênero Alpha, inclui os genótipos 

que foram descritos como os principais causadores de câncer, enquanto as infecções 

pelos tipos virais pertencentes ao grupo Beta são geralmente assintomáticas, exceto 

em casos de imunossupressão, os quais podem aumentar a predisposição ao câncer 

(DOORBAR et al., 2012). 

Os HPVs também podem ser classificados como baixo risco oncogênico 

(fraca associação ao câncer) e alto risco oncogênico (forte associação ao câncer). De 

acordo com a Agência Internacional de Pesquisa em Câncer (IARC), 12 tipos de HPV 

(16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 e 59) foram classificados como carcinógenos 

em humanos (de SANJOSÉ; BROTONS; PAVÓN, 2018). O HPV-6 e o HPV-11 são 

os mais comuns considerados de baixo risco e geralmente são os causadores de 

lesões benignas, como as verrugas genitais (EGAWA; DOOBAR, 2017). 
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Figura 1 - Árvore filogenética do HPV 

 
Os tipos de HPV encontrados em humanos se enquadram em cinco gêneros, com os vírus Alpha 
(amarelo e rosa), Beta (verde) e Gamma-papillomavirus (azul) representando os maiores grupos. 
Os HPVs do gênero Alpha-papillomavirus são frequentemente classificados como cutâneo de 
baixo risco e mucoso de baixo risco (amarelo); ou mucoso de alto risco (rosa) de acordo à sua 
associação com o desenvolvimento do câncer. Neste último grupo, os vírus em vermelho são 
comprovadamente cancerígenos e os demais classificados como "prováveis". Esta árvore 
filogenética é baseada no alinhamento dos genes E1, E2, L1 e L2 (Doorbar et al., 2012). 
Fonte: adaptado de EGAWA; DOOBAR, 2017, p. 120. 
 

O HPV é um vírus de DNA circular, dupla fita, não envelopado, medindo, 

aproximadamente 55 nanômetros de diâmetro. Seu genoma possui aproximadamente 

8.000 pares de bases, que codificam todas as funções virais (CHOW et al., 2010). Ele 

pode ser dividido em três regiões funcionais: a região early (E, precoce), que codifica 

genes transcritos precocemente, e que são necessários para a replicação do DNA 

viral (genes E1, E2, E4, E5, E6 e E7); a região late (L, tardio), a qual codifica as 

proteínas do capsídio L1 e L2; e a região denominada como long control region (LCR, 

região de controle longa), também denominada de upstream regulatory region (URR, 

região reguladora a montante), uma região não codificadora contendo a origem de 

replicação viral e sítios de ligação dos fatores de transcrição que regulam a expressão 

gênica do HPV (DOORBAR et al., 2012) (Figura 2). 
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Figura 2 - Estrutura do genoma do HPV-16 e as proteínas virais 

 
Estrutura do genoma do HPV-16, as proteínas virais codificadas (E1, E2, E4, E5, E6, E7, L1, L2) 
e a região reguladora (URR). 
Fonte: adaptado de DE SANJOSÉ; BROTONS; PAVÓN, 2018, p. 4. 

 

Os genes E1 e E2 são responsáveis pela replicação do DNA viral e controle 

da transcrição dos demais genes, estando envolvidos na proliferação viral. A proteína 

E1 juntamente com a E2 formam um complexo que se liga na região LCR, 

direcionando fatores de transcrição do hospedeiro e favorecendo a replicação viral. 

E2, por sua vez, participa da regulação da transcrição do DNA viral, ativando ou 

inibindo. E1 e E2 são essenciais para a estabilização do DNA viral e possuem papel 

importante na regulação da expressão das proteínas E6 e E7, favorecendo a 

manutenção da forma epissomal (KADAJA et al., 2009). 

O gene E4 codifica uma proteína associada à maturação e à montagem 

viral. E4 se associa com ceratinas do citoesqueleto da célula hospedeira, abrindo uma 

ampla cavitação em torno do núcleo conhecida morfologicamente como coilócito. A 

abertura deste espaço favorece a montagem dos vírions e é a marca microscópica da 

infecção por HPV (DOOBAR et al., 2012). 

A região de E5 codifica uma proteína hidrofóbica, que se associa às 

membranas do complexo de Golgi, do retículo endoplasmático, tendo destino final a 

membrana citoplasmática das células do hospedeiro. A proteína E5 é produzida logo 

no início da infecção, e atua estimulando o crescimento celular através de interações 

com várias outras proteínas transmembranosas, como os receptores do fator de 

crescimento epidérmico (EGFR), do fator de crescimento derivado de plaquetas 

(PDGF), entre outros. A presença de E5 parece estimular o EGFR na presença de 

seu ligante. Age conjuntamente com a proteína E7, possuindo, então, função sinérgica 
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ao fator de crescimento epidérmico (EGF), estimulando a proliferação celular e 

impedindo a apoptose (CAI et al., 2012; YUAN et al., 2012). 

Para a sua replicação, o HPV precisa da DNA polimerase e dos fatores de 

transcrição, que são abundantemente produzidos pelas células do epitélio escamoso 

estratificado do hospedeiro durante a divisão celular. Esta produção é cessada à 

medida que as células escamosas começam a amadurecer e se diferenciar. Esse 

problema é resolvido pela atuação dos genes E6 e E7, os quais codificam proteínas 

que podem viabilizar a manutenção da maquinaria de replicação celular, levando a 

erros durante a duplicação do DNA e cooperando para a imortalização celular 

(DOORBAR et al., 2012; NGUYEN; MÜNGER, 2009; YUAN et al., 2012).  

As proteínas E6 e E7 são as condutoras do papel carcinogênico, através 

de vários mecanismos, principalmente a inibição dos supressores de tumores, como 

a proteína p53 e da proteína do retinoblastoma (pRB) (DE SANJOSÉ; BROTONS; 

PAVÓN, 2018; PSYRRI; DIMAIO, 2008).  

A E7 promove a instabilidade genômica e o acúmulo de anormalidades 

cromossômicas. Essas atividades criam um ambiente propício para a transformação 

das células epiteliais. E7 se liga à pRb em seu sítio de ligação a fatores de transcrição. 

Esta interação leva à liberação do fator de transcrição E2F do complexo repressor 

transcricional, desencadeando uma proliferação celular descontrolada e destruição de 

pRb via ubiquitinação (MCBRIDE; WARBURTON, 2017).  

As funções de E6 incluem ativação da telomerase e desregulação das vias 

envolvidas na resposta do sistema imune, da diferenciação epitelial e proliferação 

celular (MCBRIDE; WARBURTON, 2017). A proteína E6 complementa o papel 

desempenhado por E7, evitando a indução de apoptose em resposta à proliferação 

celular mediada por E7. Esta oncoproteína se liga à proteína p53, uma proteína 

supressora de tumor que regula a expressão das proteínas responsáveis pelo controle 

do ciclo celular, causando sua degradação proteolítica via ubiquitinação. A ligação da 

proteína E6 anula as propriedades de p53 e interrompe sua habilidade de corrigir erros 

de duplicação, de bloquear o ciclo celular e de induzir a apoptose (DOORBAR et al., 

2012; NGUYEN; MÜNGER, 2009; YUAN et al., 2012). 
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2.1.1 Ciclo biológico do HPV 
 

Através de pequenos traumas que podem ocorrer na barreira epitelial, os 

vírus infectam as células da camada basal (STUBENRAUCH; LAIMINS, 1999). 

Inicialmente, após infecção, o HPV é mantido em baixo número de cópias, ficando a 

replicação viral dependente da replicação celular. Este período é conhecido como fase 

latente. Estudos relatam que o baixo número de cópias virais (10-200 cópias por 

células) nas células basais, favorece a manutenção da forma epissomal, colaboram 

para a estabilidade genômica e dificultam a identificação da célula infectada pelo 

sistema de defesa do hospedeiro (DOORBAR, 2005; KADAJA et al., 2009). O tempo 

de duração da fase latente pode variar de indivíduo para indivíduo. Ainda não se 

conhece o motivo, mas acredita-se que devido a alguma fragilidade imunológica, o 

HPV sai do estado de latência e, sob a forma epissomal, entra em estado replicativo, 

agora de forma independente da divisão celular. Dá-se, então, início à fase 

proliferativa da infecção. Durante a proliferação viral, primeiramente ocorre um 

aumento da expressão dos genes E1 e E2, seguido do aumento na expressão de E5, 

E6 e E7, sendo E4 o último gene precoce a ser expresso, já em células maduras, 

formando assim os coilócitos. Os últimos genes do HPV a serem expressos são L1 e 

L2. É dentro do coilócito que estas proteínas se organizam formando o capsídeo e 

dando origem a uma nova partícula viral (vírion), a qual será liberada na superfície 

epitelial (Figura 3). 

O aumento na expressão de E1 e E2 é necessário para o aumento do 

número de cópias virais (DOORBAR et al., 2012). A replicação muito intensa do DNA 

viral proporciona níveis elevados de E1 e o aparecimento de formas aberrantes por 

erros na duplicação e na transcrição, o que ameaça a estabilidade do genoma viral, 

sendo este um possível gatilho para a sua integração (KADAJA et al., 2009). 
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Figura 3 - Infecção pelo HPV no colo do útero, diferenciação dos 

queratinócitos e expressão das proteínas virais 

 

O HPV pode-se ligar a receptores na membrana basal (linha cinza) e infectar as células da 
camada basal do epitélio. Alternativamente, o HPV também pode entrar nas células da junção 

escamo-colunar (HERFS et al., 2012). A divisão das células epiteliais basais infectadas pode 

dar origem a uma célula amplificadora transitória que é capaz de se diferenciar. Os genomas 
virais são segregados em células filhas após a divisão celular basal e podem ser transportados 
para as camadas epiteliais superiores. O processo de diferenciação dos queratinócitos permite 
um padrão de expressão gênica viral conforme indicado no lado direito. As células são 
mostradas em bege, núcleos em rosa e partículas de vírus em azul claro. A membrana basal é 
mostrada como uma linha cinza. Os receptores de entrada são mostrados como uma linha com 
um arco acima. 
Fonte: adaptado de GRAHAM, 2017, p. 2206. 

 

Existem evidências de que o processo de integração do genoma do HPV 

ao do hospedeiro (Figura 4, passos 1 e 2) é gradativo, podendo ocorrer em qualquer 

fase do processo infeccioso e estando presente desde células normais até às 

tumorais. É sabido também que a integração viral contribui significativamente para o 

processo carcinogênico atuando basicamente de 2 formas: 1) com a linearização do 

genoma viral, os genes E1 ou E2 são danificados e todo o mecanismo de regulação 

da replicação e transcrição viral pode ser perdido. A proteína E2 atua como o principal 

inibidor da expressão de E6 e E7 e, como consequência, estas proteínas aumentam 

significativamente em número acelerando o processo de transformação; 2) estudos 

mostram ser importante também para a carcinogênese, o local onde o vírus se integra, 

podendo haver ativação de genes oncogênicos e inativação de supressores de tumor, 

não só pelo processo de integração em si, mas também pelas metilações que irão 
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ocorrer nas regiões flanqueadoras (DOORBAR et al., 2012; MCBRIDE; 

WARBURTON, 2017). 

A forma mista, portanto, é uma forma considerada intermediária entre a 

epissomal, encontrada em lesões mais simples, e a integrada, frequente em lesões 

mais graves e cancerosas (Figura 4, passos 2 e 3). 

 Kadaja et al. (2007) investigaram a expressão concomitante de genes 

pelas formas virais epissomais e integradas, algo semelhante à infecção mista. 

Plasmídeos expressando E1 e E2 foram usados para transfectar células SiHa e HeLa, 

as quais contém, respectivamente, os genomas integrados dos HPVs-16 e 18. Através 

dos resultados obtidos, os autores propuseram o modelo ilustrado na Figura 4. Os 

experimentos demonstraram que o genoma do HPV integrado permanece ativo e 

disponível à replicação e transcrição, sendo controlado pelas proteínas E1 e E2, as 

quais são produzidas pela forma epissomal. O material genético integrado, assim 

duplicado, conterá o genoma do HPV integrado, como também as regiões 

flanqueadoras, pertencentes ao genoma do hospedeiro, gerando um intermediário 

replicativo, ainda ligado ao genoma da célula hospedeira. Esse genoma amplificado 

será novamente integrado ao genoma do hospedeiro, aumentando assim o número 

de cópias virais e intensificando o processo de integração. Os autores chamaram este 

mecanismo de formação “de novo” (Figura 4, passo 3). O aumento do número de 

cópias do HPV integrado promove um aumento da quantidade das proteínas E6 e E7 

disponíveis, aumentando mais a instabilidade genômica. A atuação das proteínas 

oncogênicas, conjuntamente com a ocorrência de vários eventos de integração viral 

“de novo”, promovem ganhos e perda de função de genes do hospedeiro e favorecem 

o processo de carcinogênese. Infecções causadas por tipos diferentes de HPV, ou 

uma reinfecção pelo mesmo tipo viral, podem mimetizar o que ocorre na forma mista 

da infecção, contribuindo também para aumentar o estado de instabilidade genômica 

celular (Figura 4, passo 5). Com a integração total das formas epissomais (Figura 4, 

passo 4), a replicação viral fica limitada à multiplicação celular, estabelecendo um ciclo 

produtivo incompleto (ciclo abortivo), em que partículas virais não chegam a ser 

formadas (DOORBAR, 2005). 
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Figura 4 - Instabilidade genômica da célula hospedeira induzida pela 

maquinaria de replicação do HPV 

 

Infecção e instabilidade genômica promovida pelo HPV (passos 1, 2 e 3). Transição entre os 
estados físicos epissomal (1), misto (2 e 3) e integrado (4). Instalação do ciclo incompleto do 
HPV (4). Influência de múltiplas infecções sobre o processo de instabilidade genômica. URR = 
upstream regulatory region (região reguladora a montante).  
Fonte: adaptado de Kadaja et al., 2007, p. 2188. 

 

Os HPVs de alto risco são mais eficientes na transformação celular e na 

manutenção do estado proliferativo. Uma explicação para esse fenômeno se deve à 

atividade das oncoproteínas E6 e E7, que apesar de estarem presentes também nos 

HPVs de baixo risco, tem seu papel limitado para desencadear o desenvolvimento de 

lesões pré-neoplásicas e câncer por estes tipos virais (SCHIFFMAN et al., 2016).  

Existem algumas estratégias utilizadas pelos HPVs de alto risco, para evitar 

a sua detecção pelo sistema imune do hospedeiro; uma delas é manter um perfil muito 

baixo de cópias virais (STANLEY; PINTO; TRIMBLE, 2012). A retenção intracelular 

dos antígenos virais também pode comprometer a detecção do vírus pelo sistema 

imune (BRYAN; BROWN, 2001). Além disso, o HPV possui mecanismos que limitam 

a apresentação de epítopos, nas camadas mais baixas do epitélio (GRABOWSKA; 

RIEMER, 2012; HOWIE et al., 2009), sendo estes fatores importantes para a 

persistência viral e progressão para as doenças neoplásicas. 

A integração do HPV ao genoma humano também tem sido associada à 

manutenção da infecção persistente (MANAWAPAT et al., 2012), sendo essa 

considerada o principal fator para o desenvolvimento do câncer cervical 

(WALBOOMERS et al., 1999). 
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2.2 Doenças causadas pelo HPV na população masculina 

 

A infecção genital por HPV é muito comum em homens podendo progredir 

para as seguintes formas: 1) condiloma acuminado, a lesão mais frequente nesta 

população; 2) Neoplasias Intraepiteliais que podem ser penianas (NIP) ou Neoplasias 

Intraepiteliais Anais (NIA), sendo estas consideradas lesões precursoras do câncer 

peniano HPV dependente e anal, respectivamente, algo similar ao que ocorre nas 

mulheres; 3) Câncer, que pode ser peniano, anal e de cabeça e pescoço (CUBILLA; 

VELAZQUEZ; YOUNG, 2004). 

 

2.2.1 Condiloma acuminado 

 

Visivelmente e de forma clínica, A infecção pelo HPV pode manifestar-se 

como condiloma acuminado, uma lesão vulgarmente conhecida como verruga 

anogenital (COSTA-SILVA et al., 2017). O condiloma acuminado pode ser confundido 

com outras lesões papilares tais como o molusco contagioso, a ceratose seborréica, 

o líquen plano, e até mesmo alguns tipos de cânceres de células escamosas. Por este 

motivo, necessita de diagnóstico diferencial. Muitas vezes a classificação é confusa e 

controversa, devido à semelhança histopatológica dessas lesões (CHAN, 2018).  

O condiloma acuminado se apresenta na forma de pápulas únicas ou 

múltiplas, e se desenvolvem em toda a região genital como no períneo, ânus, pênis, 

escroto e uretra, assim como em toda a cavidade oral, acometendo boca, faringe e 

laringe. Os sintomas clínicos destas lesões podem incluir prurido, sensação de 

queimação e sangramento (GROSS; PFISTER, 2004; INSINGA et al., 2003 apud 

PATEL et al., 2013). 

O epitélio do condiloma acuminado é acantótico com grau variável de 

papilomatose. Comparado com as papilas "pontiagudas" em verruga vulgar, as 

papilas do condiloma acuminado são mais arredondadas, com contornos ondulantes, 

e com hiperceratose menos robusta (NUOVO et al., 1989) (Figura 5). 

Os HPVs-6 e 11 são responsáveis por aproximadamente 90% dos casos 

de condiloma acuminado (da SILVA et al., 2017; GIULIANO et al., 2008; SCHILLER; 

LOWY; MARKOWITZ, 2013). Há evidências de associação entre indivíduos com 

histórico de condiloma acuminado e o aumento do risco de desenvolvimento de 

câncer. Diversos estudos sugerem que, múltiplas infecções com HPVs de alto risco 
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conferem ao condiloma acuminado um risco potencial para o desenvolvimento de 

tumores malignos (BENNETS et al., 2015; BLOMBERG et al., 2012; POW-SANG et 

al., 2010). Anic et al. (2011) em seu estudo realizado com homes de diversas 

nacionalidades, detectou múltiplas infeções dos HPVs-16 e 18 e HPVs-6 e 11 em 

12,5% dos condilomas acuminados. 

 

Figura 5 - Representação histológica do Condiloma Acuminado 

 

(A) Pápula papilomatosa típica com hiperqueratose leve. As papilas têm pontas arredondadas e 
núcleos fibrovasculares proeminentes. (B) Coilócitos contendo núcleos aumentados, 
irregulares e hipercromáticos, halos perinucleares e cerato-hialina grossa. Os grânulos são 
encontrados nas camadas espinhosas granular e superior. O resto dos queratinócitos parecem 
normais. Coloração por hematoxilina-eosina, ampliações de A (x40) e B (x400). 
Fonte: adaptado de Chan, 2018, p. 4. 

 

O termo verruga também é utilizado, em alguns casos, como sinônimo de 

condiloma acuminado, causando certa confusão. A verruga (verruga vulgaris) ocorre 

em regiões extragenitais e da pele, geralmente em áreas de atrito como cotovelos, 

joelhos e dedos. Já o condiloma acuminado é uma lesão que ocorre nas mucosas das 

regiões anogenitais e orais. Tanto o condiloma acuminado quanto a verruga são 

causados por HPV de baixo risco. No entanto, em contraste com o condiloma 

acuminado que é predominantemente causado pelos HPVs-6 e 11, a verruga é mais 

comumente induzida por HPV-2, seguido por HPV-1, 4, 65 e 27, entre outros tipos 

(HAGIWARA et al., 2005). A morfologia das verrugas e dos condilomas acuminados 

são semelhantes, ambos se apresentam como pápulas exofíticas e verrucosas, mas 

a verruga tende a ser mais hiperqueratótica do que o condiloma acuminado (CHAN, 

2018) (Quadro 1). 

Já o papiloma é uma lesão proliferativa benigna que pode ser ou não 

provocada pelo HPV, e é frequentemente encontrada  no epitélio oral (SYRJÄNEN, 

2003). Histologicamente, apresenta uma discreta estrutura exofítica e papilar, e um 
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pedúnculo que geralmente é visualizado como um espaço entre as folhas 

papilomatosas, compostas de um tecido epitelial com diferentes graus de 

queratinização e por um conjuntivo normal (EVERSOLE, 2000) (Quadro 1). 

 

Quadro 1 - Resumo das características clínicas e histopatológicas do 

Condiloma Acuminado, Verruga e Papiloma anogenitais 

Características Condiloma 

acuminado 

Verruga 

(verruga vulgaris) 

Papiloma 

Faixa etária de 

pico 

Terceira década Crianças Sexta a sétima 

década 

Região anogenital 

comumente 

afetada 

Qualquer região Qualquer região Glande do pênis 

Tamanho Pequena pápula Pequena pápula 5.6 cm (média) 

Formato das 

papilas 

Pontas 

arredondadas 

Delgado com 

pontas 

pontiagudas 

Formatos 

irregulares e de 

comprimentos 

variáveis 

Núcleos 

fibrovasculares 

Proeminente Proeminente, 

contendo 

capilares dilatados 

Variável 

Hiperqueratose Geralmente leve Colunas de 

paraqueratose 

sobre pontas de 

papilas  

Variável 

Base do tumor Ondulante, 

redondo 

Convergência de 

longo, cristas 

pontiagudas 

Esfarrapado e 

infiltrativo 

Coilocitose Presente Presente, mas 

pode ser sutil 

Ausente 

   /continua 
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Mitoses 

Poucos, 

confinados ao 

terço inferior do 

epitélio 

 

Raro 

 

Variável 

Outras 

características 

Não aplicável Hipergranulose 

acentuada em 

“vales” entre 

papilas 

Não aplicável 

 

Associação com 

HPV 

HPV de baixo 

risco (comuns tipo 

6/ 11) 

HPV de alto risco 

(comumente tipo 

2) 

Não 

Fonte: adaptado de Chan, 2018, p. 2-3. 

 

A incidência de condilomas é maior nos homens mais jovens (< 30 anos) e 

decresce significativamente com a idade (ANDERSON et al., 2009; ANIC et al., 2012; 

da SILVA et al., 2017; LAZCANO-PONCE et al., 2018). 

Condilomas acuminados são mais frequentemente diagnosticados com 

base em sua aparência clínica, com aspecto semelhante a couve-flor, sendo que 

testes para a presença de HPV não são recomendados. O exame histológico pode 

ser realizado para se descartar a presença de neoplasias intraepiteliais e de 

carcinomas, e para diagnósticos diferenciais. É possível a coexistência de diferentes 

lesões em uma mesma amostra (BLOMBERG et al., 2012). 

Blomberg et al. (2012) realizaram um estudo com objetivo de se avaliar o 

risco de desenvolvimento de câncer em homens e mulheres com o diagnóstico prévio 

de verrugas genitais. Um total de aproximadamente 50.000 pacientes (33% homens 

e 67% mulheres) foram incluídos no estudo. O tempo médio de seguimento foi de 12 

anos para homens e de 13 anos para mulheres. No total, foram observados 2.363 

casos de câncer. A estimativa de risco mais alta foi encontrada para o câncer anal em 

homens, onde foram diagnosticados 29 casos, sendo uma incidência de risco 

padronizada de 21,5, e em mulheres de 7,8. O valor da incidência de risco 

padronizada para câncer de pênis foi de 8,2. Para os demais tipos de câncer a 

incidência encontrada foi de 14,8 para o câncer vulvar; 5,9 para câncer de vagina, 1,5 

para o câncer cervical e de 2,8 para o câncer de cabeça e pescoço.  
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Baydar et al. (2013) buscaram em seu trabalho determinar a incidência de 

displasias em homens portadores de condilomas penianos associados a HPVs de alto 

risco. Neste trabalho, as displasias foram observadas em 13 das 58 amostras de 

condilomas (22%) e HPVs de alto risco foram encontrados em 5 das 10 amostras 

displásicas (50%). Os autores consideraram que a investigação dos tipos de HPV 

presentes em condilomas é de suma importância para o acompanhamento do 

paciente e prevenção de recorrências. 

Cho et al. (2017) realizaram um estudo nacional em Taiwan, para analisar 

o risco de malignidades, entre homens e mulheres com diagnóstico prévio de verrugas 

genitais. Entre janeiro de 2000 e dezembro de 2013, aproximadamente, 3 milhões de 

pacientes foram avaliados. Destes pacientes, 21.763 foram diagnosticados com 

verrugas genitais. No mesmo período, um total de 21.354 casos de câncer foram 

relatados, dos quais 1.002 foram registrados entre os pacientes com verrugas 

genitais. Foi encontrado um aumento no risco de desenvolver câncer anogenital 

relacionado ao HPV, nesses pacientes com verrugas genitais prévias. 

Uma hipótese elaborada para expressar a razão de pacientes infectados 

por vírus de baixo risco oncogênico evoluirem para o câncer seria a condição 

imunológica do indivíduo, onde a supressão ou redução da resposta imunológica local, 

poderia favorecer a persistência e a multiplicação do HPV de baixo risco, aumentado 

as chances de desenvolver o câncer (BLOMBERG et al., 2012; SHACTER; 

WEITZMAN, 2002). Verrugas anogenitais são mais frequentes em pacientes 

imunodeficientes, portadores do vírus da imunodeficiência humana (HIV) (HIV-

positivos), se comparados com indivíduos HIV-negativos, observando-se também 

maiores recidivas dessas lesões e presença de displasias de alto grau nesses 

pacientes (18 a 56% das verrugas anogenitais apresentaram displasias) (KREUTER 

et al., 2016; WIELAND; KREUTER, 2017). 

Esta lesão não está associada à mortalidade, mas são consideradas um 

grande problema de saúde pública, pois podem desencadear problemas psicossociais 

com redução da qualidade de vida, além de gerar custos para o estado e o indivíduo 

(CHONDROS et al., 2018; PATEL et.al, 2013).  

Domenech-Viñolas et al. (2018), em estudo realizado no México, 

verificaram que o impacto psicossocial causado pela presença dos condilomas 

acuminados foi ligeiramente maior no sexo masculino do que no feminino, e que o 

custo anual estimado com o tratamento dessas lesões, foi de US$ 195 milhões. Nos 
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EUA, o custo anual para o tratamento de verrugas genitais no ano de 2005 foi 

estimado em US$ 200 milhões (GIULIANO et al., 2008). Outro estudo, desenvolvido 

na Dinamarca, verificou um custo anual para o tratamento de câncer cervical de 10,2 

milhões por ano, e de 8 milhões para o tratamento de condiloma acuminado (OLSEN; 

JEPSEN, 2010). 

O tempo médio relatado entre a infecção por esses tipos, e o 

desenvolvimento de verrugas genitais é de 11 a 12 meses em homens e 5 a 6 meses 

em mulheres. E aproximadamente um terço das verrugas penianas regride sem 

tratamento, sendo que a média de tempo da resolução é de aproximadamente 9 

meses (PATEL et al., 2013). Os tratamentos consistem na destruição do tecido 

afetado e estão associados com reações locais na pele, incluindo prurido, queimação 

e algumas vezes, erosões e dor. Em geral, tem-se como tratamentos a aplicação 

tópica de substâncias citotóxicas, a crioterapia, a laserterapia ou a remoção cirúrgica 

de qualquer lesão visível (LACEY et al., 2013; PARK et al., 2015; STERN et al., 2012; 

YUAN et al., 2018). 

Lacey et al. (2013) relatam que recidivas são algo comum e ocorrem depois 

de todos os tratamentos existentes, com taxas de cerca de 20-30% ou mais. Um 

estudo de Giuliano et al (2019), mostrou que há uma maior recidiva das verrugas 

genitais em homens: observou-se uma alta taxa de episódios repetidos de verrugas 

genitais em 44,3% dos homens. 

Em um estudo de Mann et al. (2018), realizado nos EUA em 27 clínicas que 

atenderam pacientes com infecções sexualmente transmissíveis, entre 2010 e 2016, 

observou-se um declínio na prevalência de verrugas anogenitais em todas as faixas 

etárias, mas a queda foi mais expressiva em mulheres com idade <40 anos e em 

homens que tem relações sexuais apenas com mulheres com idade <40 anos e 

homens que tem relações sexuais com homens em todas as faixas etárias. Os autores 

relatam que a causa desta queda não é clara, mas sugerem que a morbidade causada 

pelo HPV está diminuindo entre os pacientes que frequentam as clínicas de IST, e que 

é provável que algumas das diminuições observadas possam estar relacionadas com 

a cobertura vacinal do HPV. 
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2.2.2 Neoplasias intraepiteliais 

 

As neoplasias intraepiteliais no homem podem ocorrer tanto na região anal 

(NIA) quanto na região peniana (NIP). As NIAs são mais bem estudadas que as NIPs 

e, a maior parte dos estudos se concentram na população de homens que praticam 

sexo com outros homens, e em portadores do HIV (CLARKE; WENTZENSEN, 2018; 

DAVIS; ORANGIO, 2018). 

A Neoplasia Intraepitelial Peniana (NIP) é uma lesão pré-maligna que pode 

afetar a glande, o prepúcio ou o eixo do pênis (ZREIK et al., 2017). Apesar de ser rara, 

a incidência dessa lesão vem aumentando nas últimas décadas, sendo que o risco 

para uma evolução maligna é de 30% (RODNEY; ARYA; MUNEER, 2017; SPIESS et 

al., 2016). 

O diagnóstico e o tratamento precoces são importantes para se prevenir a 

progressão para o carcinoma invasivo de células escamosas, e se reduzir a 

necessidade de cirurgias mutiladoras. Porém, o seu diagnóstico é difícil, pois pode 

apresentar características variadas, dificultando a sua identificação e diferenciação 

com outras dermatoses genitais, tais como psoríase, verrugas genitais, erupção 

medicamentosa, ceratose seborreica, entre outros (CHAN et al., 2018). 

As NIPs, assim como as lesões cervicais, podem ser classificadas pela 

histopatologia em NIP I, II e III de acordo com o grau de comprometimento da 

espessura epitelial pelas células alteradas. Também podem ser classificadas como 

lesões escamosas intraepiteliais de baixo e alto grau (CUBILLA; VELAZQUEZ; 

YOUNG, 2004). Condilomas planos ou papilomatosos podem ser classificados como 

lesões de baixo grau. As lesões de alto grau apresentam atipias mais frequentes e 

acentuadas. Estudos estimam que cerca de 60-100% das NIPs são positivas para o 

DNA-HPV (AYNAUD et al., 1994; da SILVA et al., 2017; KRUSTRUP et al., 2009; 

RUBIN et al., 2001; SUDENGA et al., 2016; WIELAND et al., 2000). 

Três variantes clinicamente distintas constituem a maioria dos casos de 

NIP: a doença de Bowen, a eritroplasia de Queyrat e a papilomatose bowenóide. Estas 

diferem em sua epidemiologia, associações etiológicas e prognóstico. 

Histopatologicamente, essas variantes podem ser indistinguíveis, sendo semelhantes 

ao carcinoma peniano in situ, que pode ser subdividido em subtipos diferenciados e 

indiferenciados (CHAN et al., 2018; SPIESS et al., 2016). 
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As NIPs classificadas como diferenciadas, não estão associadas ao HPV, 

já as indiferenciadas/ bowenóides são HPV dependentes. As NIPs diferenciadas são 

caracterizadas pela presença de: acantose, maturação epitelial anormal com atipia 

celular nas regiões basais/parabasais ou acima dessas, queratinócitos amplos com 

abundante eosinofilia citoplasmática, pontes intercelulares proeminentes, núcleos 

vesiculares e ocasionais nucléolos proeminentes, hiperceratose e formação de 

pérolas córneas. Já as NIP indiferenciadas/ bowenóides podem apresentar três 

variantes: 1) NIP basalóides, onde o epitélio é substituído por uma população de 

células de tamanho pequeno a médio, redondas a ovais, imaturas, com alta relação 

núcleo/ citoplasmática. A superfície epitelial é plana ou ligeiramente irregular, com 

paraceratose e coilocitose focal; 2) NIP condilomatosa, caracterizada por epitélio 

espessado, com paraceratose, pleomorfismo celular, coilocitose e disceratose; e 3) 

NIP condilomatosa-basalóide caracterizada por sobreposição de ambos os tipos, 

basalóide nos 2/3 basais do epitélio e aspecto condilomatoso na superfície. A NIP 

diferenciada está mais associada ao carcinoma de células escamosas ceratinizante, 

enquanto as NIPs condilomatosa e basalóide são encontradas mais frequentemente 

acompanhando os carcinomas condilomatosos e/ou basalóides. A classificação em 

NIP diferenciada e indiferenciada seria mais apropriada, visto que, na opinião de 

alguns autores, ela reflete melhor a patogênese e a história natural destas lesões 

(BRADY et al., 2012; CHAUX et al., 2012; RENAUD-VILMER et al., 2010; SPIESS et 

al., 2016) (Figura 6). 

 

Figura 6 - Representação histológica das Neoplasias Intraepiteliais Penianas 

 

(A) Hiperplasia escamosa mostrando ausência de atipias, (B) Neoplasia Intraepitelial Peniana 
Basalóide com pequenas células azuis e alta taxa de mitoses. Coloração por hematoxilina-
eosina, ampliações de A e B (x10). 
Fonte: adaptado de Downes, 2015, p.335. 
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Alguns estudos buscam determinar a incidência de lesões genitais externas 

associadas ao HPV e sua progressão, principalmente lesões do tipo de condiloma 

acuminado e NIP. Observou-se que o condiloma é causado principalmente por HPVs 

de baixo risco, como HPV-6 ou HPV-11, enquanto as NIPs são principalmente 

associadas com tipos de alto risco (CHAN et al.; 2009; HAWKINS et al., 2013). No 

entanto, no trabalho de Ingles et al. (2015), 14 amostras foram diagnosticadas como 

NIP, sendo que em 50% dessas lesões foram encontrados HPVs do tipo 6 e 11 em 

infecções múltiplas com outros tipos virais de HPV de alto risco. No entanto, é 

interessante notar que duas amostras com NIP, neste estudo, continham apenas um 

único genótipo de baixo risco (HPV-6 ou 11). O HPV-6 foi encontrado como uma única 

infecção em uma lesão NIP III, e o HPV-11 foi encontrado como uma única infecção 

em uma lesão NIP I.  

Sudenga et al. (2016), tiveram como objetivo detectar a presença de HPV 

genital em homens e a possível progressão para dois tipos de lesões: condiloma e 

NIP, a serem confirmadas histopatologicamente. Neste estudo, 1.788 homens com 

infecção por HPV foram acompanhados. Durante o acompanhamento, 5% 

desenvolveram lesão genital (86 homens tinham condiloma e 9 homens apresentaram 

lesões NIP). A maioria das lesões de NIP foi positiva para HPV-16 (60%) e, destas, 

33% também foram positivas para HPV-6 ou HP-V11. Infecções únicas com HPV-11 

e HPV-6 em lesões NIP I e NIP III, respectivamente, também foram observadas. A 

presença de apenas um tipo viral de baixo risco nessas lesões pré-cancerosas é 

consistente com resultados publicados previamente, nos quais esses tipos de lesões 

de alto-grau, embora raramente, podem ser associados a um único tipo viral de HPV 

baixo-risco (CORNALL et al., 2013; GUIMERA et al., 2013). 

Da Silva et al. (2017) também buscaram determinar entre homens 

saudáveis, residentes no Brasil a incidência de lesões genitais externas, condilomas, 

NIPs e progressão da infecção pelo HPV para algum tipo de lesão. Entre os 1.118 

homens, 73 pacientes (7%) desenvolveram algum tipo de lesão durante o 

acompanhamento. Os homens desenvolveram principalmente condiloma, o número 

amostral (n) foi de 36, lesão sugestiva de condiloma (n=27), NIP (n=6) e lesão não 

relacionada ao HPV (n=20). Entre as 6 NIPs prevalentes e incidentes, 100% foram 

positivas para HPV e 66,7% foram positivas para ≥1 genótipo de HPV de alto risco. O 

HPV-16 e HPV-18 foram detectados em duas (33,3%) e uma (16,7%) das lesões de 

NIP, respectivamente. Além disso, dois outros HPVs de alto risco também foram 
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detectados em lesões NIP: o HPV-39 foi encontrado em duas amostras, enquanto o 

HPV-68 foi detectado em uma amostra. Os tipos de HPV de baixo risco foram 

encontrados principalmente nas lesões de NIP com múltiplas infecções com um HPV 

de baixo risco. No entanto, o HPV-6 foi detectado como uma única infecção em uma 

das lesões NIP I e uma NIP III. 

Estudos também mostram a diferença significativa de idade ao comparar 

homens que desenvolveram NIP e os que não desenvolveram. Sendo que homens 

mais jovens (<30 anos) foram mais propensos a desenvolver a lesão (15,2% a mais) 

(INGLES et al., 2015; SUDENGA et al., 2016). 

Para o tratamento dessas neoplasias são utilizadas duas principais 

substâncias tópicas: 5-fluorouracil (5-FU) e o imiquimode. O fluororacil exerce seus 

efeitos quimioterápicos através da inibição da enzima timidilato sintetase 

(EAGLSTEIN; WEINSTEIN; FROST, 1970 apud MANJUNATH et al., 2017; MICALI et 

al., 2014). O imiquimode é uma droga imunomoduladora que age em vários níveis do 

sistema imune adaptativo (DEEN; BURDON-JONES, 2017). Outros tratamentos como 

a terapia fotodinâmica são usados, mas em menor grau (KORBELIK, 2011; ST DENIS 

et al., 2011 apud MANJUNATH et al., 2017). 

Apesar das NIPs serem um evento raro na população, é importante que 

estudos sejam realizados para investigar o papel dos vírus de alto e baixo risco nessas 

lesões, e também o papel das múltiplas infecções no desenvolvimento dessas lesões. 

 

2.2.3 Câncer  

 

O HPV na população masculina pode provocar diferentes tipos de câncer: 

o peniano, o anal e o de cabeça e pescoço. As taxas de incidência mundial 

determinadas em 2012 para esses tipos de câncer são muito mais baixas quando 

comparadas à do câncer do colo do útero. Globalmente, nos homens, 60.000 casos 

de câncer associados ao HPV foram diagnosticados, 17.000 no ânus e 13.000 no 

pênis. Sobre a relação do HPV a esses dois tipos de tumores, 87% dos casos de 

câncer anal e 50% dos casos de câncer peniano encontram-se associados ao HPV. 

Os cânceres de cabeça e pescoço representam um grupo grande e heterogêneo de 

neoplasias malignas, para as quais o consumo de tabaco e álcool há muito tem sido 

reconhecido como causa predominante em todo o mundo. No entanto, uma fração 

desses cânceres é causada pelo HPV, particularmente o de orofaringe e, em uma 
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menor proporção, o câncer da cavidade oral e da laringe. Globalmente, 534.000 casos 

de câncer de cabeça e pescoço são diagnosticados, com apenas 37.200 casos (7%) 

atribuíveis ao HPV, sendo que destes 30.200 (81%) ocorrem em homens (DE 

MARTEL et al., 2017). 

Segundo dados mundiais, no ano de 2012, o continente com maior 

ocorrência de câncer peniano foi a Ásia, sendo a Índia o país com taxa mais alta, 

3.200 casos, seguida pela Europa com 2.700 e a América Latina com 2.000 casos 

(DE MARTEL et al., 2017). É uma neoplasia rara e representa menos de 1% de todas 

as neoplasias malignas de ocorrência na Europa e nos Estados Unidos, mas nos 

países em desenvolvimento apresenta risco significativo (DOUGLAWI; MASTERSON, 

2017). No Brasil, tem uma maior incidência com 2,8 a 6,8 casos por 100.000 homens, 

sendo considerado o 4º tumor mais comum na população masculina (COUTO et al., 

2014; FAVORITO et al., 2008), uma das mais altas taxas do mundo (PARKIN et al., 

2008). 

Embora, o câncer peniano seja altamente tratável em seus estágios iniciais, 

seu diagnóstico, geralmente é difícil e tardio, e o tratamento muitas vezes confere 

consequências físicas e psicológicas. Além disso, devido ao estigma social da doença, 

existe um retardo na procura por tratamento de até 1 ano em 15 a 50% dos pacientes 

(MISRA; CHATURVEDI; MISRA, NC, 2004). 

Em relação a região anatômica acometida pelo câncer peniano, 48% 

acometem a região da glande, seguida pelo prepúcio (21%), glande e prepúcio (9%), 

sulco coronal (6%) e mais raramente no corpo (<2%). O subtipo histológico mais 

comum diagnosticado no carcinoma peniano é o carcinoma de células escamosas, 

sendo responsável por 95% do diagnóstico (MOSCONI et al., 2005 apud DOUGLAWI; 

MASTERSON, 2017). A presença de condiloma acuminado aumenta em 3,7 o risco 

de desenvolver o carcinoma. O HPV-16 e 18 são os tipos mais comuns encontrados 

(60% e 13%, respectivamente) (CUBILLA et al., 2011; FERNÁNDEZ-NESTOSA et al., 

2017; POW-SANG et al., 2010). 

Acredita-se que a menor incidência observada deste tumor é devido à uma 

menor susceptibilidade dos tecidos presentes neste órgão à transformação maligna 

quando comparada ao colo do útero (PALEFSKY, 2007 apud PEDER et al., 2018). 

Existem hipóteses que tentam justificar a possível resistência da mucosa peniana à 

ação oncogênica do HPV, e umas das teorias mais aceitas é a ausência nessa região 

anatômica da junção escamo-colunar (JEC). As células metaplásicas presentes nessa 
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junção possuem alto potencial de multiplicação e um microambiente próprio, o que 

facilita a infecção pelo HPV (HERFS et al., 2012). Outros fatores que poderiam 

interferir na evolução das lesões na região peniana são a menor prevalência de 

infecções persistentes e o elevado clearance da infecção, devidos possivelmente a 

uma maior descamação das células epiteliais e à presença de menores cargas virais 

(GIULIANO et al., 2011; MARKS et al., 2011). 

O câncer peniano é mais comum em homens com idade entre 50 e 70 anos 

(POW-SANG et al., 2010), embora, qualquer homem possa ser afetado. Os fatores de 

risco responsáveis pelo aumento do risco em se desenvolver uma doença invasiva 

são: a fimose (responsável por 25-60% dos casos), a não-adesão à prática da 

circuncisão como fator protetor (essa atuaria como fator protetor uma vez que homens 

não circuncisados possuem risco para o câncer aumentado de 3 vezes), a obesidade, 

a falta de higiene, a imunossupressão e o tabagismo (> 10 cigarros por dia) que 

aumenta o risco em 2,14 vezes (DOUGLAWI; MASTERSON, 2017; POW-SANG et 

al., 2010). Acredita-se que a circuncisão favoreça uma melhor higiene do órgão e 

diminua o risco de transmissão do HPV e do HIV, bem como reduza a inflamação 

crônica e a balanite (CHRISTODOULIDOU et al., 2015).  

Portadores do HIV, bem como receptores de órgãos transplantados são 

conhecidos por estarem em maior risco de adquirir o HPV e de desenvolverem lesões 

malignas (VIENS et al., 2016). O mecanismo tem sido associado à imunossupressão 

e não por um efeito direto do HIV (GUIDRY; SCOTT, 2017; KELLY; MAYAUD; DE 

SANJOSÉ, 2015). Um estudo verificou que pacientes transplantados apresentaram 

um aumento 17 vezes no risco de infecção por HPV. Em pacientes HIV positivos foi 

encontrado um aumento da infecção por múltiplos subtipos de HPV, o que pode levar 

a um risco aumentado de desenvolver doença invasiva (MISRA, CHATURVEDI; 

MISRA, NC, 2004; VIENS et al., 2016). Em estudos realizados na África, a incidência 

de HPV de alto risco foi maior em homens HIV positivos (42,0-72,9/100 pessoas ao 

ano) do que em homens HIV negativos (19,7-32,9/100 pessoas ao ano). Estudos 

conduzidos na Espanha relataram maior incidência de HPV em homens HIV positivos 

que fazem sexo com homens, se comparado com homens que tem relações sexuais 

com mulheres (respectivamente, 11,6 versus 5,1/100 pessoas) (GRAY et al., 2010; 

MBULAWA et al., 2012 apud TAYLOR et al., 2016; TOBIAN et al., 2012). 

O carcinoma de células escamosas do pênis tem características biológicas, 

etiológicas e morfológicas heterogêneas, características essas que formam a base 
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para vários esquemas de classificação (CUBILLA et al., 2018). Em razão a estas 

diferenças, o carcinoma peniano de células escamosas pode ser caracterizado como: 

carcinomas basalóide, condilomatoso, verrucoso, papilífero, sarcomatóide, misto e 

adenoescamoso (Figura 7). 

 

Figura 7 – Representação histológica de carcinomas epidermóides do pênis 

 
Carcinomas epidermóides penianos. (A) Verrucoso, (B) Sarcomatóide, (C) Condilomatoso, (D) 
Basalóide, (E) Papilífero e (F) Adenoescamoso. 
Fonte: adaptado de Cubilla et al., 2018. 
 

 Tumores basalóides e condilomatosos estão fortemente associados ao 

HPV (80-100%), sendo que em carcinomas penianos verrucosos a taxa de incidência 

é de 31-35%; em ambos os casos a presença do HPV-16 é de 60 a 70% (CUBILLA et 

al., 2018; DALING et al., 2005; GIULIANO et al., 2008; DO et al., 2013). 

Em um estudo de meta-análise, Olesen et al. (2018) selecionaram 73 

artigos publicados entre 1986 a 2017, com o objetivo de verificar a prevalência do 

DNA-HPV no câncer de pênis (52 estudos; n = 4199). A prevalência encontrada foi de 

50,8%. As taxas mais elevadas de prevalência do DNA-HPV foram observadas nos 

carcinomas basalóides (84%) e no carcinoma verrucoso (75,7%). O tipo de HPV 

predominante no câncer de pênis foi o HPV-16 (68,3%) seguido pelo HPV-6 (8,1%) e 

o HPV-18 (6,7%). A prevalência de DNA-HPV nas amostras NIP foi de 79,8%. 

Sakamoto et al. (2019) estudaram 34 casos de pacientes com carcinoma 

peniano, o DNA foi extraído de amostras parafinadas e genotipadas pela técnica de 

Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), onde foram testados 37 diferentes tipos de 

HPV. O DNA-HPV foi encontrado em 14 casos (41,1%) e HPVs de alto risco estavam 
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presentes em 12 casos (85,7%), sendo que estes se apresentavam como única 

infecção. O DNA do HPV-16 foi o mais prevalente entre os tipos de alto risco (64,3%). 

Apenas 2 amostras (14,3%) apresentaram positividade para DNA-HPV de baixo risco, 

porém esses casos apresentaram múltiplas infecções.  

Quanto ao tratamento do câncer peniano, tem sido empregada a 

penectomia total ou parcial, o que acarreta impacto significativo na qualidade de vida 

do paciente, como dificuldades na micção, atividade sexual, além de transtornos 

psicossociais (ANTUNES; DALL'OGLIO; SROUGI, 2007; SHABBIR et al., 2011). A 

radioterapia pode ser combinada com quimioterapia, se necessário. Atualmente 

sugere-se tratar a doença concomitamente com radioterapia e o medicamento 

cisplatina (KORZENIOWSKI; CROOK, 2017). 

Em relação ao câncer anal, sua prevalência vem aumentando 

constantemente. É uma das doenças mais comuns entre os adultos infectados pelo 

HIV e homens que fazem sexo com homens, mulheres com doença prévia relacionada 

ao HPV e em populações imunossuprimidas (não relacionadas ao HIV) (DAVIS; 

ORANGIO, 2018).  

Na região anal, assim como no colo do útero, há uma zona de 

transformação entre o epitélio escamoso e o epitélio colunar do reto, que é suscetível 

à infecção pelo HPV e subsequente transformação (PALEFSKY; RUBIN, 2009). A 

neoplasia intraepitelial anal, assim como a NIP, é uma lesão precursora do câncer 

anal, sendo que mais de 90% dos casos estão associados ao vírus HPV-16 e 18 

(DAVIS; ORANGIO, 2018). 

No estudo de Cornall et al. (2013), DNA-HPV de baixo risco foram 

encontrados em carcinomas invasivos e em lesões intraepiteliais escamosas de alto 

grau em biópsias anal e perianal. Dos sete casos testados, 4 carcinomas invasivos 

foram positivos apenas para o HPV-6, sendo que em três casos não era sabido o 

status da infecção para HIV, e um caso apresentou-se como HIV negativo. Um 

carcinoma invasivo negativo para HPV, e duas lesões intraepiteliais escamosas de 

alto grau foram positivas apenas para o HPV-11, sendo um desses casos positivo para 

o HIV. A carcinogênese do HPV pode ser influenciada pela terapia anti-retroviral e/ou 

pelas interações com proteínas do HIV. Além disso, o controle imunológico reduzido 

associado à infecção pelo HIV pode permitir que infecções por HPV persistam por 

mais tempo e, assim, aumentar o risco de desenvolvimento do câncer. Estes 
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resultados demonstram que os HPVs-6 e 11 podem, ocasionalmente, estar 

associados com o desenvolvimento do câncer e lesões de alto grau. 

 

2.3 Carcinogênese viral 

 

Atualmente, é consenso na literatura mundial que a infecção persistente 

por HPVs de alto risco oncogênico é o fator mais importante na carcinogênese 

cervical, porém não é o único (MITRA et al., 2016). Além de aspectos relacionados à 

própria infecção, como carga viral, frequência de integração, local de integração e 

infecção única ou múltipla, fatores ligados ao hospedeiro, como a imunidade, a 

genética, o status hormonal, a anatomia (presença de junção escamo-colunar) e o 

comportamento sexual, parecem influenciar os mecanismos que determinam a 

regressão ou a persistência da infecção e também a progressão para lesões 

precursoras ou câncer (CHOW et al., 2010; DE SANJOSÉ; BROTONS; PAVÓN, 

2018). A carcinogênese é um processo lento, que pode levar vários anos até que uma 

célula cancerosa prolifere e dê origem a um tumor propriamente dito (ZARDO et al., 

2014). Evidências mostram uma resistência relativa da mucosa peniana à ação 

oncogênica provocada pelo HPV e ao surgimento do carcinoma invasivo (AYALA et 

al., 2005). 

Múltiplas infecções, carga viral e estado físico do DNA-HPV podem ser 

fatores que, em associação, permitam a avaliação de risco do paciente e possível 

evolução para câncer. Acredita-se que múltiplas infecções dificultem o surgimento de 

uma resposta imune eficaz, favorecendo a persistência da infecção e o aumento da 

carga viral. Acredita-se também que a presença de vírus de baixo risco em múltipla 

infecção com vírus de alto risco potencialize a ação carcinogênica destes últimos. 

Com o aumento da carga viral, a expressão e, por consequência, a quantidade das 

oncoproteínas presentes dentro das células aumentam, favorecendo o 

desenvolvimento e agravamento de lesões. Com o aumento da taxa de expressão 

gênica e replicação viral é dado o gatilho para o processo de integração, que se torna 

cada vez mais frequente, aumentando ainda mais a quantidade das oncoproteínas e 

acelerando o processo de transformação celular. A instabilidade genômica criada pela 

ação destas oncoproteínas favorecem o surgimento e acúmulo de mutações 

transformando a célula hospedeira normal em uma célula neoplásica. 
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2.3.1 Múltiplas infecções 

 

Alguns autores consideram a infecção múltipla como um fator de risco que 

pode levar à carcinogênese, e que o câncer do colo do útero está frequentemente 

associado à infecção por múltiplos tipos de HPV (DICKSON et al., 2014). Wentzensen 

et al. (2009), relatou que a maioria dos casos de câncer cervical invasivo se tornam 

cada vez mais progressivos, devido a prevalência de múltiplos tipos de HPV.  

Existem vários relatos de infecções múltiplas com a presença de HPVs de 

alto risco em lesões condilomatosas (ANIC et al., 2011; BALDWIN et al., 2003; BALL 

et al., 2011; HO et al., 1998; KATELARIS et al., 1988; LÖWHAGEN et al., 1993; 

SKERLEV et al., 2002). 

Alguns estudos relatam que as infecções por HPV com múltiplos tipos, são 

aparentemente mais facilmente transmitidas de parceiro a parceiro, o que também 

torna o estudo de infecções múltiplas importante (SOHRABI et al., 2017). 

Acredita-se que o aumento do risco no desenvolvimento de neoplasias se 

deve à potencialização da ação carcinogênica dos HPVs de alto risco presentes em 

múltiplas infecções, ou à presença de uma deficiência imunológica prévia e não a uma 

ação direta destes tipos virais (BENNETTS et al., 2015).  

Em contrapartida, trabalhos conduzidos tanto em homens (VACCARELLA 

et al., 2011), quanto em mulheres (CHATURVERDI et al., 2011), demonstraram que 

infecções por vários tipos de HPV ocorrem ao acaso, e que há pouca evidência de 

aumento de susceptibilidade/exclusão competitiva, ou de proteção cruzada com 

qualquer tipo específico de HPV. Dessa forma, consideram que aspectos como 

comportamento sexual e a resposta imunológica podem influenciar na prevalência de 

múltiplas infecções (CHATURVERDI et al., 2011). 

Sohrabi et al. (2017) buscaram determinar a presença de múltiplas 

infecções, em amostras de raspado cervical de mulheres que não apresentavam lesão 

cervical maligna. Foram genotipados 21 tipos de HPV através da técnica de 

Hibridização de produtos de PCR com sondas tipo-específicas. Foram incluídas no 

estudo 563 amostras, onde 40,59% tinham algum tipo de DNA-HPV, presentes em 

70,69% com infecção única, 28,42% em infecções múltiplas e em 0,89% os HPVs não 

puderam ser tipados. Os 5 tipos de HPV encontrados predominantemente nas 

infecções foram os HPVs 6, 11, 31, 16 e 53, os quais foram encontrados em 52,35% 

dos casos HPV positivos. 



42 

 

Xi et al. (2009) e Wheeler et al., (2009) relatam a existência de proteção 

cruzada entre HPVs filogeneticamente próximos.  

Em seu trabalho, Hajia e Sohrabi (2018) buscaram definir quais os tipos de 

HPV estavam presentes em um grupo de mulheres com neoplasia genital, e se estes 

vírus possuíam interações sinérgicas quando em múltiplas infecções. Os tipos 

encontrados foram HPV-6, HPV-11, HPV-16, HPV-31 e HPV-53. O HPV-16 foi 

detectado na maior parte das múltiplas infecções juntamente com os tipos 31, 52, e 

53, enquanto o HPV 53 apareceu ligado ao HPV 16, 51 e 56 em infecções 

concomitantes. Concluiu-se que o HPV-16 e o HPV-53 podem ter tendências 

significativas para se manterem em múltiplas infecções, quando comparado com 

outros genótipos. 

 Senapati et al. (2017) estudaram 346 amostras femininas, 172 casos de 

câncer invasivo e 174 com citologia normal. As amostras foram genotipadas para 15 

tipos diferentes de HPV (HPV-16, 18, 51, 39, 66, 68, 45, 35, 6/11, 58, 43 e 42), sendo 

que estes foram divididos de acordo com seu grupo filogenético. A prevalência de 

múltiplas infecções foi encontrada em 23,41% das amostras, enquanto a prevalência 

de infecção única foi de 76,59%. Não houve diferença significativa entre a prevalência 

de múltiplas infecções em amostras de câncer, e em amostras com citologia normal. 

No entanto, múltiplas infecções com genótipos específicos foram associadas ao 

carcinoma cervical. Casos com genótipos filogeneticamente relacionados 

apresentaram risco 2,9 vezes maior de estarem em múltipla infecção no carcinoma 

invasivo, do que aqueles infectados com outros genótipos. 

Múltiplas infecções também foram associadas quanto ao resultado da 

progressão e do tratamento em câncer cervical. 

Kaliff et al. (2018) estudaram a prevalência e a distribuição dos tipos de 

HPV em 204 amostras de câncer cervical, por meio da técnica de PCR em tempo real. 

Foi avaliada também a influência do HPV no prognóstico dos pacientes. Os resultados 

mostraram que a prevalência do HPV foi de 93%, sendo que 13% apresentaram 

múltiplas infecções, tipicamente com dois tipos de HPV de alto risco. Pacientes com 

tumores contendo vários tipos de HPV, e particularmente genótipos de HPV 

pertencentes às espécies alfa 7 e 9 juntos, tiveram uma taxa significativamente maior 

de recidivas do tumor, e pior taxa de sobrevida específica do câncer. 

Munagala et al. (2009) tiveram como objetivo determinar a relação entre a 

prevalência do tipo de HPV e a resposta ao tratamento com radioterapia. No total, 40 
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de 43 amostras foram positivas para HPV, sendo a tipagem realizada pelo método de 

PCR multiplex. Infecções únicas foram detectadas em 82% das amostras e infecções 

múltiplas em 18% das amostras. A falha no tratamento foi quase 5 vezes maior no 

grupo de pacientes apresentando infecções múltiplas (57%), em comparação aos 

pacientes portadores de infecção única (12%) (p = 0,005). 

A presença de múltiplos tipos virais também pode estar associada ao 

desenvolvimento de lesões neoplásicas na região anal em homens, podendo atuar 

para o desenvolvimento de câncer. Pacientes infectados pelo HIV têm um risco 

aumentado de infecção por HPV e lesões relacionadas, devido a resposta imunológica 

e às interações virais (ZEIER et al., 2015). 

Em um estudo, Rovelli et al. (2017) buscaram verificar a presença de 

múltiplos tipos de HPV em associação com o HPV-16 em homens HIV positivos, e se 

as infecções múltiplas estariam associadas a lesões escamosas intraepiteliais anais 

nesses indivíduos. No geral, concluiu-se que em homens infectados pelo HIV, a 

prevalência de achados citológicos anormais foi de 29%, e de HPVs de alto risco foi 

de 66%. A presença concomitante de HPV-16 e múltiplos genótipos de HPV de alto 

risco foi associada a um risco aumentado de achados citológicos anormais.  

Resultados semelhantes foram observados, no trabalho de Cheng et al. 

(2018), que também incluíram pacientes do sexo masculino HIV positivos, com lesões 

anais pré-cancerosas. Foi verificado que a maioria dos pacientes que apresentaram 

lesões pré-neoplásicas possuíam múltiplas infecções por HPV, se comparado com os 

que não apresentavam lesão (93,1% versus 67,3%); e que a probabilidade de se 

desenvolver lesão aumentava com o número crescente de tipos de HPV em múltiplas 

infecções. Os tipos de HPV cobertos pela vacina nonavalente do HPV foram 

detectados em 70,1% dos pacientes deste estudo. 

Destaca-se que não foram encontrados trabalhos que estudassem a 

influência de múltiplas infecções na persistência da infecção ou no desenvolvimento 

de lesões em amostras penianas. 

 

2.3.2 Carga viral 

 

Existem vários estudos, principalmente em mulheres, correlacionando o 

tipo de HPV detectado e a presença de lesões neoplásicas, além da associação entre 

altas cargas virais a persistência da infecção e a progressão destas lesões.  
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Schmeler e Sturgis (2016) relatam que a infecção persistente por HPV de 

alto risco é um importante fator etiológico para o câncer do colo do útero, da vagina, 

ânus e pênis.  

Dong et al. (2018) propuseram avaliar a associação entre as cargas virais 

de HPVs de alto risco e lesões cervicais. A carga viral de 1.396 amostras positivas 

para DNA-HPV de alto risco foi analisada pelo método multiplex de PCR em tempo 

real. As cargas virais foram correlacionadas com a gravidade da lesão cervical. Altas 

cargas virais dos tipos do HPV-16, 31, 33, 52 e 58 foram significativamente associadas 

a pacientes com lesão escamosa intraepitelial de alto grau, usando uma média de 

ponto de corte de 4,36 cópias/10.000 células. Enquanto, para os tipos HPV-18, 45, 56 

e 59, não houve significância entre a associação da carga viral e gravidade da lesão. 

Outros estudos também relataram que a carga viral do HPV-18 não teve correlação 

com o grau da lesão cervical (CONSTANDINOU-WILLIAMS et al., 2010; SEGONDY 

et al., 2018; THOMSEN et al., 2015; WU et al., 2017).  

Fu Xi et al. (2017), buscaram determinar a associação entre a carga viral 

de outros tipos de HPVs oncogênicos, que não sejam os tipos HPV-16 e HPV-18 e o 

tipo de lesão cervical. Os resultados sugerem que o risco associado à carga viral do 

HPV em NIC II e NIC III é dependente do tipo, restringindo às espécies 

filogeneticamente relacionadas ao HPV-16. 

Hong et al. (2017), tiveram como objetivo avaliar a patogênese do HPV-16 

em sua forma epissomal em amostras de câncer cervical. Através de PCR em tempo 

real foi avaliado o estado físico (relação E2/E6), a carga viral e os níveis de transcrição 

do mRNA de E6. A frequência de metilação do promotor do HPV-16 foi detectada por 

PCR e pirosequenciamento. Em 93 amostras, 21,5% (20/93) apresentaram-se na 

forma integrada, 53,8% (50/93) na forma mista e 24,7% (23/93) na forma epissomal. 

A expressão média de E6 em amostras epissomais foi 7,13 vezes maior do que em 

genomas integrados e a carga viral em genomas epissomais foi 4,53 vezes maior do 

que nas formas integradas. A expressão do ácido ribonucleico mensageiro (RNAm) 

E6 foi aumentada concomitantemente com a carga viral em casos de câncer 

puramente epissomais. Não houve diferenças entre as amostras em relação à 

metilação do promotor do HPV-16. Conclui-se que as formas epissomais do HPV-16 

super-expressam mRNA de E6, provavelmente devido ao alto nível de carga viral 

evidenciado. 
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Ao contrário do exposto acima, Cheung et al. (2006) não encontraram 

diferença significativa entre as cargas virais e diferentes graus de lesões cervicais 

escamosas induzidas por HPV. Argumentam que a replicação viral não seria 

necessária para a manutenção do fenótipo canceroso. 

São poucos os trabalhos que avaliaram a carga viral do HPV em amostras 

anogenitais em homens. A maioria deles tem investigado a carga viral em amostras 

anorretais de pacientes HIV positivos. Estes pacientes, frequentemente, apresentam 

alta carga viral, o que tem sido associada com persistência da infecção e progressão 

de lesões nesta população, assim como em mulheres (ALVAREZ et al., 2010; 

BLEEKER et al., 2006; SALIT et al., 2009). Homens que se relacionam sexualmente 

com outros homens são mais susceptíveis a desenvolverem lesões anais, sendo que 

em indivíduos HIV positivos essas chances aumentam. Estudando indivíduos dessa 

população, Kreuter et al. (2007) encontraram uma prevalência de 81% de infecção por 

HPV em portadores de neoplasias intraepiteliais anais. A carga viral média foi de 92 

cópias de DNA viral/cópias de β-globina. Variações entre 0,03 e 17.634 cópias de 

DNA viral/cópias de β-globina foram encontradas. 

Em outro estudo, Utaipat et al. (2016) encontraram associação entre a 

carga viral de HPVs de alto risco e o desenvolvimento de lesões intraepiteliais anais. 

Neste estudo foram comparados grupos de homens HIV positivos e HIV negativos, 

sendo a genotipagem dos tipos virais e a carga viral realizadas pela técnica de PCR 

em tempo real. As cargas virais do HPV-16 e 18 aumentaram em relação à 

anormalidade dos diagnósticos citológicos. Maior carga viral do HPV-18 (104,23 

cópias/5000 células) foi associada à positividade para o HIV do que em HIV negativos 

(100,18 cópias/5000 células). 

Marra et al. (2017), procuraram verificar se havia relação entre carga viral 

e persistência da infecção do HPV, comparando homens HIV positivos e HIV 

negativos que se relacionam sexualmente com outros homens. Swabs anais foram 

coletados de 6 em 6 meses no período de 2010 a 2011. Foram pesquisados 25 tipos 

de HPV por meio da técnica de PCR; a carga viral dos vírus HPV-16 e HPV-18 foram 

quantificadas através de PCR em tempo real. Dos homens HIV negativos, 54 e 22 

homens eram, respectivamente, positivos para HPV-16 e HPV-18. Em relação aos 

homens HIV positivos, 64 e 39 homens eram, respectivamente, positivos para HPV-

16 e HPV-18. A média da carga viral para o HPV-16 foi de 19,6 vírus/células e para o 

HPV-18 foi de 8,6 vírus/células. A carga viral do HPV-16 e 18 não diferiu 
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significativamente entre os grupos. Porém alta carga viral do HPV-16 foi um fator 

determinante para a persistência da infecção. 

Poucos trabalhos dedicados ao estudo da carga viral em amostras 

penianas foram encontrados. 

Em um estudo realizado na China, Liu et al. (2018) tiveram como objetivo 

investigar a associação entre a carga viral e a persistência da infecção, em amostras 

genitais de homens. Foram coletados raspados do corpo, glande, sulco coronal e 

escroto. Através da técnica de PCR, 18 tipos de HPV (10 de alto risco e 8 de baixo 

risco) foram pesquisados e a carga viral detectada através de PCR em tempo real. Os 

pacientes foram acompanhados por duas visitas anualmente entre 2009 e 2013. 

Homens com múltiplos parceiros sexuais foram 2,42 vezes mais propensos a terem 

níveis mais altos de carga viral de HPV de alto risco. Níveis mais altos de carga viral 

do HPV de alto risco em relação ao primeiro diagnóstico, conferiu (i) maior 

probabilidade de o indivíduo permanecer positivo para o mesmo tipo de HPV até 12 

meses; e (ii) um aumento na probabilidade de infecção persistente/intermitente (vírus 

detectado repetidamente, com ou sem um período de negatividade intercorrente) em 

comparação com infecções transitórias. Através deste estudo concluiu-se que: altas 

cargas virais de HPV de alto risco foram associados à redução do clearance do HPV, 

levando à persistência da infecção; e que o hábito de ter múltiplos parceiros sexuais 

ao longo da vida está associado ao aumento da carga viral de HPVs de alto risco em 

amostras de raspado genital masculinos. 

Senkomago et al. (2016), propuseram em seu trabalho avaliar a associação 

entre a carga viral do HPV-16 e 18 em amostras penianas, e a sua subsequente 

depuração em homens. A cada 6 meses, por dois anos, foram realizadas esfoliações 

de dois locais anatômicos (glande e sulco coronal) para a coleta de amostras. A 

detecção do DNA-HPV foi realizada pelo método de PCR e a carga-viral por PCR em 

tempo real. Resultados acima de 250 cópias de vírus por célula foram classificados 

como alta carga viral, e abaixo ou igual a 250 cópias por células, como baixa carga 

viral. Um total de 291 amostras positivas para HPV-16 e 131 positivas para HPV-18 

foram analisadas ao longo de 24 meses. A alta carga viral em comparação com baixa 

carga viral foi associada à redução do clearance do vírus HPV-16 e 18, o que pode 

ter gerado uma (i) maior probabilidade de desenvolvimento de lesões penianas com 

infecção por HPV e alta carga viral, assim como, (ii) o aumento da transmissão do 

HPV para suas parceiras. 
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São vários os trabalhos que avaliam a carga viral de HPVs de alto risco, 

porém poucos os que avaliam a carga viral de vírus de baixo risco, apesar de se saber 

que os condilomas acuminados estão fortemente associados ao aumento do risco de 

desenvolvimento de câncer (ALVAREZ et al., 2010; BENNETTS et al., 2015; UTAIPAT 

et al., 2016). Registra-se que a maior parte desses trabalhos foi realizada com 

amostras obtidas da população feminina. 

Ball et al. (2011) estudaram amostras de pacientes com condiloma 

acuminado positivas para DNA-HPV em relação à carga viral através do método de 

PCR em tempo real. A prevalência dos HPVs-6/11 foi de 97% e 35% estavam 

infectadas pelos HPV-16 ou 18, ou por ambos. Múltiplas infecções foram 

determinadas em 71% das amostras, sendo 48% dos condilomas infectados por vírus 

de alto e baixo risco, concomitantemente. As cargas virais encontradas para os HPV-

6, 11 e 16 foi entre os valores de 2 a 870 cópias/célula. Apenas três amostras foram 

positivas para HPV-16, sendo as cargas virais encontradas de 11, 16 e 177 

cópias/célula. A expressão do gene E6 também foi avaliada e não foi encontrada 

associação entre carga viral e expressão, questionando-se assim a importância da 

carga viral no surgimento da lesão. 

Coutlée et al. (2009), buscaram determinar a associação entre a presença 

de lesão de baixo grau e a carga viral do HPV-6. Amostras de esfregaço cervical foram 

colhidas com cytobrush de 90 mulheres (67 sem lesão, 11 com lesão intraepitelial 

cervical de baixo grau (low-grade squamous intraepitelial lesion - LSIL), 5 com lesão 

intraepitelial cervical de alto grau (low-grade squamous intraepitelial lesion – HSIL), 6 

com lesão de grau desconhecido e 1 com LSIL e colposcopia normal). As amostras 

foram analisadas quanto à presença do HPV-6, carga viral e integração através de 

PCR em tempo real. A carga viral do HPV-6 variou de 1,8 x 102 a 4,25 × 108 cópias 

por g de DNA celular. A carga viral foi maior em mulheres com LSIL, com ou sem 

coinfecção com tipos de HPV de alto risco, do que em mulheres sem lesão. Carga 

viral do HPV-6 maior que 8,76 x 106 cópias por g DNA, correspondendo à carga média 

de HPV-6 medida em mulheres com LSIL, foi mais frequentemente detectada nessas 

mulheres com LSIL do que em mulheres sem LSIL. O DNA-HPV-6 não se apresentou 

integrado em nenhuma das amostras, confirmando dados da literatura. 

Forslund et al. (2016), pesquisaram a carga viral do HPV-6, o estado físico 

e o nível de transcrição do gene E7, em 25 amostras de papilomas de pacientes que 

sofriam de Papilomatose Respiratória Recidivante, utilizando o método de PCR 
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Luminex e PCR em tempo real. Como resultados os autores constataram que a carga 

viral do HPV-6 foi consistentemente maior no papiloma quando comparada à mucosa 

normal enquanto que os níveis de transcrição do gene E7 (RNAm) foram semelhantes 

em ambas. 

 

2.3.3  Estado físico do DNA-HPV 

 

Em células malignas, a proporção dos genes E1 ou E2 é modificada 

quando o genoma viral é integrado ao cromossomo da célula hospedeira. Ao se 

linearizar, o genoma do HPV, na maioria das vezes, se quebra nestes genes, sendo 

E2 o principal responsável pela repressão da expressão dos genes E6 e E7.  

Durante a integração, Arias-Pulido et al. (2006) relataram uma prevalência 

de quebra no gene E2 de 67,6% na região codificadora da porção aminoterminal da 

proteína E2, e de 78,4%, na região de dobradiça desse mesmo gene. Pequena é a 

probabilidade de quebra no gene E1. Cheung et al. (2006), relataram uma prevalência 

de quebra na região codificadora da porção aminoterminal da proteína E2 em 86,5% 

dos casos, e em 12,2% dos casos na região de dobradiça. 

Além de provocar um aumento numérico das oncoproteínas E6 e E7 dentro 

da célula, estudos demonstraram que o HPV integra, preferencialmente, em locais 

frágeis do genoma humano, ou nas proximidades de genes que controlam as funções 

celulares associadas à proliferação e maturação, como genes supressores de tumor, 

oncogenes, genes envolvidos na adesão celular ou em apoptose (DALL et al., 2008; 

KALANTARI et al., 2008; LI et al., 2013; MATOVINA et al., 2009; SCHMITZ et al., 

2012). 

O genoma do HPV integrado tem sido encontrado de duas formas: como 

um único genoma integrado ou como múltiplas repetições em tandem formando um 

concatâmero (MCBRIDE; WARBURTON, 2017). Dois modelos foram propostos na 

tentativa de explicar este fenômeno. O modelo chamado de looping está entre os mais 

aceitos para descrever esses mecanismos, e explica os dois pontos de quebra no 

genoma do HPV encontrado nas células SiHa (AKAGI et al., 2014). Este modelo indica 

que a integração do genoma viral é mediada pela sua replicação e recombinação com 

o genoma do hospedeiro, o que também explicaria a ocorrência de concatâmeros (XU 

et al., 2015). Já Hu et al. (2015) propuseram outro modelo de integração, este mediado 

por micro-homologias nas sequências. Este modelo foi proposto com base no achado 
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de zonas ricas em micro-homologias, entre os sítios de integração do genoma viral 

com o do hospedeiro. Neste modelo, a integração do HPV ocorre durante o reparo do 

DNA, principalmente por meio de dois mecanismos: via FoSTeS (Fork Stalling and 

Template Switching) e MMBIR (Microhomology-Mediated Break-Induced Replication). 

O mecanismo chamado de FoSTeS envolve a integração do genoma viral durante 

uma parada da forquilha de replicação. No MMBIR, a replicação é induzida para 

quebra mediada por regiões de micro-homologia, onde o HPV se integra durante a 

replicação do DNA hospedeiro. 

Estes mecanismos podem ser ativados durante a infecção pelo HPV a 

qualquer momento, em especial na presença de certos elementos genômicos locais, 

tais como DNA satélite, sequencias repetitivas SINE (short interspersed elements) do 

tipo Alu, e sequencias de micro-homologia. O vírus utilizaria as vias de Reparação do 

genoma do hospedeiro para fazer a integração (HU et al., 2015). 

Rusan et al. (2015) reforçam a importância da integração para o processo 

carcinogênico, e descrevem três pontos de relevância: 1) perda de função dos genes 

supressores de tumor, 2) aumento da expressão de oncogenes e 3) rearranjos inter e 

intra cromossômicos. 

A primeira integração do HPV ao genoma humano foi descrita em 1987 em 

células SiHa (EL AWADY et al., 1987). Estudos recentes usando sequenciamento 

paralelo massivo mostraram que não é necessária a quebra do gene E2 para haver 

uma expressão descontrolada dos oncogenes E6 e E7. Outros locais de quebra ao 

longo do genoma viral foram identificados, sugerindo outros mecanismos que regulam 

a expressão de E2 (BHATTACHARJEE; SENGUPTA, 2006; HU et al., 2015; OJESINA 

et al., 2013). 

Os genes localizados próximo aos locais de integração dos genomas virais 

(regiões flanqueadoras) podem sofrer alterações nos níveis de expressão com efeitos, 

tanto positivos quanto negativos. Uma recente análise de sítios de integração relatou 

a presença de vários genes afetados pela integração do genoma viral. Estes 

apresentavam funções em vias como angiogênese, transcrição, diferenciação celular, 

migração, proliferação e regulação da morte celular, entre outras (ZHANG et al., 

2016). 

A estrutura do vírus HPV pode ser modificada por enzimas do hospedeiro 

como as Histonas acetiltransferases (HATs) e Histonas desacetilases (HDACs), que 

podem permitir ou bloquear o acesso ao maquinário de transcrição, respectivamente 
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(KALANTARI et al., 2008). Adicionalmente, DNA metiltransferases do hospedeiro são 

capazes de adicionar grupos metil a citosinas CpG em locais do genoma viral que 

podem alterar a expressão do HPV. A metilação do CpG na região Early do DNA do 

HPV16, na extremidade 3’ da Long Control Region (3’LCR), associada à presença de 

formas epissômicas do genoma viral com, consequentemente, E1 e E2 intactos, 

bloquearia o acesso da proteína viral E2 aos locais de ligação de E2. Contudo, ainda 

não está claro se a metilação na região 3’LCR do DNA do HPV-16 também pode 

alterar outras características do tumor, além do estado físico do DNA viral (FILHO et 

al., 2017). 

Sobre o efeito da integração viral nos padrões epigenéticos, foi observado 

que nos estágios tardios do câncer cervical, os padrões de metilação aumentaram e 

esse fato foi associado ao estado físico do DNA viral (FERNANDEZ et al., 2009). 

Padrões de metilação estão correlacionados com o número de cópias virais integradas 

ao genoma do hospedeiro. Foi observado diferenças significativas entre os níveis de 

metilação nas amostras em que o HPV está presente apenas na forma epissomal, ou 

se cópias únicas ou múltiplas estão integradas ao genoma do hospedeiro 

(CHAIWONGKOT et al., 2013). 

Um estudo buscou avaliar se o nível de metilação dos quatro locais CpGs 

do genoma do HPV-16: no local de ligação do SP1, E2BS #3 e E2BS #4, na região 

3’LCR do HPV-16, poderiam estar associados com a idade do paciente e integridade 

de E1 e/ou E2. O pirosequenciamento de DNA foi usado para medir o nível de 

metilação em 69 amostras de câncer cervical invasivo, obtidas de biópsias de 

pacientes atendidos no Instituto Nacional do Câncer (INCA). Amplificações por PCR 

foram realizadas para avaliar o estado de quebra dos genes E1 e E2 do HPV16. A 

média de metilação por amostra variou amplamente, de <1 a 88,00%. A presença de 

genes intactos E1/E2, a idade do paciente e o tipo de tumor (carcinomas de células 

escamosas ou adenocarcinomas), foram positivamente associadas à metilação média 

em ambas as análises. Esses achados mostraram que a presença de E1/E2 intactos 

foi associada a altos níveis de metilação do DNA, e que pacientes mais velhas 

apresentaram níveis mais elevados de metilação do que os mais jovens (FILHO et al., 

2017). 

Essas evidências mostram os diferentes padrões de expressão gênica 

entre amostras que apresentaram formas epissomais e integradas do HPV. Estes 

padrões alterados de expressão gênica poderiam emergir além da metilação, também 
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da acetilação, mutações, variações do número de cópias, entre outros, e deve ser 

considerado como influenciadores (ZHANG et al., 2016).  

Sendo assim, pode-se dizer que a integração do HPV afeta frequentemente 

aqueles genes que estão sendo constantemente expressos durante a transcrição e 

reparo do DNA, favorecendo o desenvolvimento da carcinogênese (GUO et al., 2017; 

ROSENTHAL et al., 2013; VEMULA et al., 2015). Portanto, a integração do HPV é 

proposta como uma mutação voltada para a progressão do câncer, não sendo apenas 

dependente da super expressão de E6 e E7 apenas. 

Os métodos convencionais para investigar o estado físico do genoma viral 

desenvolvidos antes do sequenciamento de nova geração, baseiam-se na relação 

E2/E6, devido à quebra do gene E2 quando o vírus se integra ao genoma do 

hospedeiro (CHOO et al., 1987; CRICCA et al., 2009; HO et al., 2011; KAHLA et al., 

2014a; TORNESELLO et al., 2013). Entretanto, estudos têm mostrado que pode 

ocorrer a quebra no gene E1 ou em um dos oncogenes E6 ou E7 (KISELEVA et al., 

2013, 2014; KAHLA et al., 2014b; TSAKOGIANNIS et al., 2015). Portanto, apesar 

desta metodologia fornecer sensibilidade significativa na identificação de eventos de 

integração viral por meio da análise da razão E2/E6, ela apresenta uma certa limitação 

considerável em relação aos eventos de integração que ocorreram através da ruptura 

de outros genes (TSAKOGIANNIS et al., 2015).  

Segundo Tsakogiannis et al. (2015), a técnica de PCR em tempo real 

utilizada para os fins de avaliação da integração é útil para diferenciar o DNA-HPV 

integrado do epissomal, é rápida, de baixo custo, de alta sensibilidade e 

especificidade, não necessita de procedimentos de pós-amplificação, permite a 

detecção da infecção viral em todos os estágios da displasia, e é suficiente para o 

diagnóstico de rotina de integração do DNA-HPV. Como pontos negativos, os autores 

relatam a impossibilidade de se detectar o local da inserção do DNA viral, a fragilidade 

ao determinar os locais de ruptura do DNA-HPV, a possibilidade de gerar resultados 

falso-negativos para eventos de integração que ocorram em genes não utilizados 

como alvo. 

Mesmo diante desses argumentos o modelo Razão E2/E6 permanece 

sendo utilizado por vários pesquisadores na determinação do estado físico do HPV 

em diferentes amostras (CHEN et al., 2017; CHOI et al., 2018; KHANAL et al., 2018; 

LORENZI et al., 2017; MANAWAPAT-KLOPFER et al., 2018; SZOSTEK et al., 2017; 

YAMASHITA et al., 2018). 
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São poucos os trabalhos que avaliaram a prevalência do estado físico do 

DNA-HPV-16 em amostras masculinas (ALVAREZ et al., 2010; de LIMA ROCHA, 

2013; DO et al., 2012; KALANTARI et al., 2008; KARBALAIE NIYA et al., 2018; 

TORNESELLO et al., 1997). Alvarez et al. (2010), detectaram em amostras anais de 

pacientes HIV positivos, que 94,3% do DNA-HPV-16 estavam na forma epissomal, 

3,3% na forma mista e 1,4% na forma integrada. No entanto, outros autores 

verificaram em amostras de câncer peniano a integração do DNA-HPV-16 em 75,6% 

(KARBALAIE NIYA et al., 2018), 90% (de LIMA ROCHA, 2013), 89% (DO et al., 2012), 

80% (TORNESELLO et al., 1997) e, em 73%, quando a integração estava associada 

ou não à forma epissomal (KALANTARI et al., 2008). 

No trabalho de de Lima Rocha et al. (2013), a carga viral e a integração do 

HPV-16 ao genoma humano foram avaliadas pela técnica de PCR em tempo real, 

onde foram quantificados os genes E2 e E6, em 38 amostras penianas de indivíduos 

com condiloma acuminado ou assintomáticos, sendo estes últimos parceiros de 

mulheres com lesão escamosa intraepitelial de alto grau. Esses parâmetros foram 

também estudados em 9 amostras de carcinoma peniano. A maioria dos homens 

infectados pelo HPV-16 (90%) apresentou o genoma viral com algum grau de 

integração, assim como todas as amostras de carcinoma peniano estudadas, 

sugerindo que a integração pode constituir um fator importante para a carcinogênese 

peniana, mas não o único. Neste trabalho, a integração do genoma do HPV-16 parece 

não ser influenciada pela presença de condiloma acuminado ou de múltiplas 

infecções, entretanto cabe ressaltar o pequeno número de amostras analisadas. 

Karbalaie Niya et al. (2018), tiveram como objetivo avaliar o estado físico 

do DNA-HPV-16 em quatro dos principais cânceres relacionados ao HPV: câncer de 

cabeça e pescoço (n=156), colo retal (n=66), peniano (n=14) e cervical (n=436). O 

DNA foi extraído de 672 amostras parafinadas. O método utilizado para detecção do 

HPV foi a genotipagem por INNOLipa HPV e sequenciamento por PCR. Foram 

incluídos na pesquisa os pacientes positivos para HPV-16, e em múltipla infecção com 

outros tipos virais. O método de PCR em tempo real foi utilizado para detecção da 

integração, onde foram quantificados os genes E2 e E7. Foram selecionadas para 

análise da integração, com base no estado clínico e disponibilidade das amostras, 45 

casos, sendo que 11 (24,4%) encontraram-se na forma epissomal, 16 (35,6%) 

integrada e 18 (40%) na forma mista. O estudo mostrou que houve uma associação 

significativa entre a integração do HPV-16 e as lesões cancerosas em estágio mais 
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avançado, onde foi encontrada maior frequência de integração (69,2%) em lesões de 

alto grau em amostras cervicais, se comparado com outros tipos de lesões. Nas 

amostras penianas, obteve-se resultado significativo apenas na correlação entre a 

forma epissomal e lesão de alto grau. No total foram analisadas 11 amostras de lesões 

penianas, onde 6 (54%) apresentaram positividade para o HPV-16, sendo que 1 (17%) 

com lesão de alto grau se apresentou na forma integrada, 3 (50%) na forma epissomal, 

todas essas lesões de alto grau e 2 (33%) na forma mista, sendo uma lesão de alto 

grau e outra de baixo grau. O trabalho mostrou que a forma epissomal é mais comum 

em amostras penianas com lesão de alto grau, sugerindo que pode haver uma menor 

instabilidade cromossômica ou menor frequência de integração do HPV em amostras 

masculinas, quando comparadas a pacientes com alterações neoplásicas do colo do 

útero. 

Kalantari et al. (2008), estudaram a presença de metilação do DNA viral, a 

variação genômica do HPV-16 e a frequência de integração viral utilizando o método 

de PCR, em 15 amostras de carcinoma peniano de homens brasileiros. Dentre as 

amostras estudadas, 11 (73%) apresentaram DNA viral integrado ao DNA celular (6 

na forma integrada e 5 na forma mista, apenas 4 na forma epissomal). Com base nos 

dados obtidos, tais como a frequente metilação do DNA viral e a integração genômica, 

além da alta prevalência de variantes de HPV de alto risco (HPV-16 AA), os autores 

sugeriram que o carcinoma peniano pode apresentar parâmetros etiológicos e 

epidemiológicos similares ao do colo uterino HPV-dependente. Este estudo 

demonstrou que metilações podem ocorrer: 1) na região LCR viral reprimindo a 

transcrição do DNA do HPV em células indiferenciadas, sendo esta metilação perdida 

no processo de diferenciação celular; 2) nas regiões de junção do DNA-HPV e DNA 

do hospedeiro, acontecimento aparentemente importante na carcinogênese; 3) em 

sequências promotoras impedindo a ligação de E2 (repressor) e favorecendo a ligação 

de ativadores (como Sp1). 

Tornesello et al. (1997) também encontraram uma maior prevalência do 

estado físico integrado do HPV-16 (80%) em amostras de câncer peniano. Foram 

analisadas 13 amostras, sendo 5 infectadas pelo HPV-16. 

O estudo de Alvarez et al. (2010) compila informações de carga viral e 

estado físico do DNA-HPV-16 em amostras masculinas. Os autores trabalharam com 

247 homens HIV positivos. Amostras anais foram coletadas e a infecção pelo HPV-16 

foi encontrada em 55% delas. Foi utilizado o método de PCR em tempo real, sendo o 
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estado físico do DNA-HPV determinado pela razão E6/E2, e a carga viral 

correspondente ao estado pela subtração dos valores encontrados para o gene E2 do 

gene E6. Múltiplas infecções foram encontradas em 96,3% destas amostras e foram 

associadas a Neoplasias intraepiteliais anais (NIA) de alto grau (OR=1,4, IC 95%: 1.1–

1.8). A mediana da carga viral das amostras onde o HPV-16 mostrou-se integrado foi 

de 0 cópias virais/célula, com variações de 0 a 31,7. Para as amostras com estado 

físico epissomal a mediana foi de 22,3 cópias virais/célula, com variações de 0,1 a 

31.289. Neste trabalho, 94,3% das amostras anais coletadas estavam na forma 

epissomal, 3,3% na forma mista e 1,4% integrada. A quantidade de HPV-16 na forma 

epissomal foi associada com NIA de alto grau. O fenômeno de integração não foi 

associado à gravidade de lesão e nem à progressão das mesmas. Foram encontrados 

12% de integração em amostras sem NIA, 9,8% nas NIA I e 3,5% nas amostras de 

NIA II/III, não havendo diferença estatística entre elas. Apenas 16,7% das amostras 

que evoluíram para NIA II/III apresentaram o DNA-HPV-16 na forma integrada. Neste 

trabalho, o fumo foi associado às lesões de alto grau. 

Do et al. (2013) trabalharam com 120 amostras de câncer peniano das 

quais 27 (22,5%) encontravam-se infectadas pelo HPV. Neste trabalho, 89% das 

amostras infectadas apresentaram algum grau de integração (39% integradas e 50% 

com a forma mista). O HPV-16 foi o mais prevalente sendo identificado em 89% das 

amostras (24/27). A mediana da carga viral do HPV-16 encontrada, utilizando-se o 

método de PCR em tempo real, foi de 60,1255 e 0,0355 cópias/célula, para os grupos 

de amostras consideradas como de alta e baixa carga viral, respectivamente. A 

variação da carga viral encontrada para os mesmos grupos foi de 10,7-1239 

cópias/célula para o grupo com alta carga e 0,002-0,322 cópias/célula para o de baixa 

carga viral. 

 

2.4 Diagnóstico da infecção por HPV e de sua neoplasia associada 

 

Vários testes moleculares encontram-se disponíveis para determinar a 

presença da infecção pelo HPV em diferentes amostras. Dentre eles, os mais 

utilizados são a PCR e a Captura híbrida. Entretanto, tais testes são apenas utilizados 

na clínica no contexto de rastreamento ou acompanhamento de citologia ou histologia 

de lesões cervicais. Não há recomendações para sua utilização no acompanhamento 

de parceiros masculinos de mulheres com HPV ou mulheres com < 25 anos, no 
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diagnóstico de verrugas genitais ou como um teste geral de IST (WORKOWSKI; 

BOLAN, 2015). 

A aplicação de ácido acético a 3% a 5% tem sido utilizada por alguns 

médicos no exame de peniscopia com a finalidade de identificar as lesões aceto-

brancas, áreas possivelmente acometidas pela infecção por HPV, e para direcionar a 

coleta de biópsias. Entretanto, a utilização deste método para o rastreamento de 

lesões em homens não é recomendada, devido à baixa especificidade e à alta 

prevalência de resultados falsos negativos das biópsias. Além disso, o resultado 

destes exames não interfere no manejo clínico (WORKOWSKI; BOLAN, 2015). 

O rastreamento de lesões intraepiteliais do pênis, utilizando a citologia, 

também não é indicado. Em homens, alterações citológicas decorrentes da infecção 

pelo HPV, apesar de similares às que ocorrem nas mulheres (coilocitose, disceratose 

e alterações nucleares), são menos frequentes, o que torna o diagnóstico pouco 

sensível. Alguns trabalhos demonstram que a ocorrência de coilócitos em amostras 

penianas é de apenas 4-5% e outros fatores como pequena quantidade de células, a 

baixa aderência das mesmas à lâmina e a sua frequente queratinização (presença de 

numerosas escamas córneas) dificultam ainda mais o diagnóstico citológico (BOON 

et al., 1988; de LIMA ROCHA et al., 2008; FERENCZY, 1995; NICOLAU et al., 1997). 

Devido à todas estas limitações, o rastreamento de lesões pré-malignas do 

pênis não é realizado, o que torna o diagnóstico tardio e o tratamento agressivo. Neste 

contexto, a busca por novos marcadores de diagnóstico precoce para lesões malignos 

do pênis se torna essencial.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 



56 

 

3 JUSTIFICATIVA 

 

Por meio desta revisão, pode-se observar que, apesar de raro, o estudo do 

câncer peniano não pode ser considerado de menor importância, devido a inexistência 

de métodos de triagem para o diagnóstico precoce do câncer peniano. Vale ressaltar 

que a incidência deste tumor, no Brasil, é uma das maiores no mundo (PARKIN et al., 

2008). Sendo também, por isso, de grande importância, a avaliação do risco de 

desenvolvimento de lesões neoplásicas em pacientes com condiloma acuminado 

peniano, a lesão mais frequente provocada pelo HPV na população masculina. 

Poucos estudos foram desenvolvidos com objetivo de verificar o papel do 

HPV na carcinogênese peniana e mais raros ainda são os estudos envolvendo 

múltiplas infecções. Acredita-se que estas possam dificultar o surgimento de uma 

resposta imune eficaz, favorecendo a persistência da infecção e o aumento da carga 

viral e da integração, o que acarretaria no desenvolvimento e no agravamento das 

lesões. Estudos avaliando a carga viral, principalmente em relação aos vírus de baixo 

risco, são raros. Estudos sobre o estado físico do DNA-HPV em lesões penianas 

também.  

Diante dessas considerações, este estudo se justifica ao tentar 

compreender a influência das múltiplas infecções, o comportamento da carga viral 

quando em múltipla infecção e sua importância na carcinogênese peniana, além de 

avaliar a integração do DNA-HPV-16 nas amostras de câncer e condiloma acuminado 

penianos. Visa acrescentar informações a uma literatura escassa e vislumbrar uma 

possível utilização destes marcadores no diagnóstico precoce do câncer peniano. 
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4 OBJETIVOS 
 

4.1 Objetivo Geral 

 

Avaliar a presença e a carga viral do HPV-6/11 e HPV-16 e o estado físico 

do HPV-16 em amostras de condiloma acuminado e carcinoma penianos. 

 
4.2 Objetivos Específicos 

 

• Análise histopatológica das amostras de câncer e de condiloma acuminado, 

a fim de classificá-las e verificar se há algum grau de displasia em amostras 

de condiloma acuminado; 

• Avaliar a presença dos vírus HPV-6/11 e HPV-16 em amostras de 

condiloma acuminado e câncer peniano; 

• Avaliar a carga viral dos vírus HPV-6/11 e HPV-16 em amostras de 

condiloma acuminado e câncer peniano; 

• Avaliar o estado físico do genoma do HPV-16 em amostras de condiloma 

acuminado e câncer peniano; 

• Comparar a carga viral do HPV-6/11 e HPV-16, de forma isolada e em 

múltipla infecção, nas amostras de condiloma acuminado e câncer peniano, 

correlacionando aos achados histológicos; 

• Comparar o estado físico do genoma do HPV-16, de forma isolada e em 

múltipla infecção, nas amostras de condiloma acuminado e câncer peniano, 

correlacionando com a carga viral e aos achados histológicos.  
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5 METODOLOGIA 
 
 
5.1 População Estudada 

 

Fizeram parte desse estudo 109 amostras incluídas em parafina, sendo 86 

amostras de condiloma acuminado e 23 de câncer peniano de pacientes que foram 

submetidos à remoção cirúrgica. Estas amostras foram cedidas pelos seguintes 

laboratórios de Anatomia Patológica de Belo Horizonte – Minas Gerais: Laboratório 

Tafuri (73 amostras), Laboratório Citodiagnóstico (16 amostras) e Laboratório do 

Hospital Luxemburgo (20 amostras), aos quais foi enviada uma Carta Convite de 

Participação no Projeto de Pesquisa (Anexo A). Após o aceite, os laboratórios 

assinaram uma Carta de Aceite de Participação no Projeto de Pesquisa (Anexo B). 

Os dados clínicos e epidemiológicos dos pacientes doadores das amostras 

são restritos, consistindo apenas do diagnóstico laboratorial da lesão e idade do 

paciente. 

O presente trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa 

(COEP) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), e registrado com o número 

73908117.9.0000.5149 (Anexo C). 

 

5.2 Análise Histopatológica 

 

Os cortes histológicos corados por H&E (hematoxilina e eosina) foram 

examinados ao microscópio óptico no Departamento de Anatomia Patologica da 

Faculdade de Medicina da UFMG com o próposito de confirmar a presença das lesões 

alvo nas amostras. Essas lesões foram classificadas de acordo com critérios descritos 

estabelecidos na literatura médica (CHAN, 2018; CUBILLA et al., 2018).  

 

5.3 Análise molecular 

 

5.3.1 Desparafinização da amostra e extração de ácidos nucléicos 

 

Cinco cortes de 10 µm obtidos de cada amostra (condiloma acuminado e 

câncer peniano) foram colocados em tubos eppendorffs de 1,5 mL previamente 

autoclavados para eliminação de interferentes e identificados. O micrótomo 
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(MICROM, modelo HM315R) e a navalha foram cuidadosamente limpos com xilol, 

etanol e solução de hipoclorito de sódio a 2,5%, nesta ordem, entre a coleta de 

amostras distintas para prevenir a contaminação cruzada (WRIGHT & MANOS, 1990). 

Para a extração do DNA das amostras parafinadas, foi utilizado o protocolo 

de extração descrito por Wright & Manos (1990), com algumas modificações feitas 

pelo Laboratório de Patogênese Molecular do Departamento de Morfologia do Instituto 

de Ciências Biológicas (ICB) da UFMG. Para a etapa de remoção da parafina, os 

cortes foram imersos em 1 mL de xilol, aquecido a 65ºC, sob rotação em 

homogeneizador (PROENIX®, modelo AP 22), por 10 minutos. As amostras foram 

centrifugadas (centrífuga B. BRAUN SIGMA®, modelo 2K15) a 5000 rpm por 2 

minutos. Após centrifugação, o sobrenadante foi desprezado. Este processo foi 

repetido duas vezes. Em seguida, os fragmentos desparafinizados foram lavados 2 

vezes em álcool etílico absoluto, com consecutiva centrifugação (centrífuga B. BRAUN 

SIGMA®, modelo 2K15) a 10.000 rpm por 2 minutos e desprezo do sobrenadante. 

Este procedimento foi repetido com álcool etílico a 95% e reidratado com álcool etílico 

70%. Estas etapas de lavagem do material são importantes para a retirada de todo 

xilol, pois este inativa a proteinase K, utilizada na etapa seguinte para digestão das 

proteínas. Finalmente, foi realizada a lise do tecido com 500 µL de solução de digestão 

preparada no Laboratório de Patogênese Molecular do Departamento de Morfologia 

do ICB - UFMG e 5 µL de proteinase K (10 mg/mL), pela incubação em banho-maria 

(FANEM®, modelo 32683) a 56oC por cerca de 3 a 5 dias. Após a digestão completa 

do tecido, os tubos com as amostras foram incubados a 95oC, durante 10 minutos, 

para inativação completa da proteinase K e outras proteínas. Assim, obteve-se o que 

denominamos a amostra na forma de “lisado”. 

A seguir, para purificação do DNA, com o lisado em temperatura ambiente, 

foi adicionado 300 µL de solução de fenol:clorofórmio:álcool isoamílico (na proporção 

de volume de 25:24:1) a cada tudo, homogeneizados por 20 segundos e submetidos 

à centrifugação (centrífuga B. BRAUN SIGMA®, modelo 2K15)  a 10.000 rpm por 3 

minutos para a precipitação das proteínas. Em seguida, o sobrenadante contendo o 

material genético foi transferido para um novo tubo eppendorff de 1,5 mL. Esse 

processo foi repetido adicionando-se ao sobrenadante obtido, 300 µL de solução de 

clorofórmio:álcool isoamílico (na proporção de volume de 24:1), com posterior 

homogeneização e centrifugação (centrífuga B. BRAUN SIGMA®, modelo 2K15) dos 

tubos para a precipitação de proteínas residuais. Em seguida o volume de 
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sobrenadante foi medido e adicionado em uma proporção de 3 vezes a quantidade de 

álcool absoluto e 1/10 do volume de solução de acetato de sódio 3M. Agitou-se 

suavemente os tubos, e esses foram colocados overnight em freezer vertical a -20oC 

(Eletrolux® modelo FE26). Posteriormente, foram centrifugados (centrífuga B. BRAUN 

SIGMA®, modelo 2K15) a 13.000 rpm por 20 minutos a 4oC. O sobrenadante foi 

desprezado. O precipitado contendo o DNA purificado foi ressuspendido em 100 µL 

de água bidestilada estéril, e as amostras de DNA obtidas foram estocadas em freezer 

vertical -20oC (Eletrolux® modelo FE26) até o momento de uso. Assim obteve-se o 

que chamamos de “DNA purificado”. 

As amostras na forma de lisado e DNA purificado foram quantificadas em 

espectrofotômetro Nanodrop ND-Lite (Thermo Scientific®), com o objetivo de verificar 

e comparar a concentração e a pureza do DNA extraído. As amostras na forma de 

lisado e DNA purificado também foram testadas na PCR convencional e na PCR em 

tempo real, sendo avaliadas em qual dessas formas de extração teria uma melhor 

eficiência na amplificação do DNA e melhor índice de positividade.  

 

5.3.2 Amplificação do gene de β-globina, identificação da infecção por HPV e 

tipagem 

 

Após a extração, a concentração e a pureza do DNA foram avaliadas pelo 

espectrofotômetro Nanodrop ND-Lite (Thermo Scientific®). O esperado é que as 

amostras apresentem uma taxa de pureza (absorbância de 260/280 nm) entre 1,8 e 

2. 

Foram utilizados os métodos de identificação e tipagem do HPV de acordo 

com técnicas já padronizadas no Laboratório de Patogênese Molecular do 

Departamento de Morfologia do ICB - UFMG, e no Laboratório de Biologia Molecular 

do Departamento de Análises Clínicas e Toxicológicas da Faculdade de Farmácia - 

UFMG. 

Durante o processamento dos tecidos, após a excisão cirúrgica, os 

mesmos foram fixados em formaldeído. A fixação de tecidos com este reagente 

provoca o crosslink de vários componentes e a fragmentação de ácidos nucléicos. Os 

fragmentos de DNA resultantes apresentam, em média, de 300 a 400 pares de base 

(pb) e os fragmentos de RNA em torno de 200 pb (ALVAREZ-ALDANA; MARTÍNEZ; 

SEPÚLVEDA-ARIAS, 2015; LEHMANN & KREIPE, 2001). Consequentemente, a 
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eficiência dos primers de PCR que geram um produto pequeno é consideravelmente 

maior do que os conjuntos de primers que produzem produtos maiores (KLETER et 

al., 1998). Por este motivo, foram utilizados oligonucleotídeos capazes de amplificar 

fragmentos menores. Adicionalmente, com o objetivo de aumentar a sensibilidade e 

especificidade da técnica de PCR, utilizou-se como metodologia protocolos do tipo 

PCR-nested e hemi-nested-PCR nas quais, o segmento genômico é amplificado 

primeiro de forma abrangente, e depois, utilizando este primeiro produto em uma 

segunda reação de PCR, ocorre a amplificação da real sequência-alvo. As técnicas 

de PCR-nested provaram ser mais sensíveis para a detecção de HPV do que os 

métodos de PCR baseados em apenas uma reação de amplificação 

(CHAIWONGKOT et al., 2007; WINDER et al., 2009). 

A análise molecular foi realizada a partir de uma alíquota retirada da 

amostra de DNA isolado. Inicialmente foi realizada a PCR para amplificação do 

fragmento do gene da -globina, que funciona como controle da integridade da 

amostra, uma vez que permite verificar indiretamente a integridade do DNA extraído. 

Posteriormente foram feitas a pesquisa do DNA-HPV e a identificação dos HPVs tipos 

6/11 e 16. Os testes foram iniciados com uma alíquota de 2 µL do DNA extraído. Caso 

a amplificação fosse negativa, a quantidade de DNA seria ajustada. Foram testados 

os volumes de 1 e 3 µL da amostra original e 3 µL de uma diluição de 1:10. Não 

havendo positividade nessas tentativas, a amostra foi considerada negativa para o 

HPV. 

As reações de PCR foram realizadas em termocicladores (Applied 

Biosystems®, modelo 2720). As etapas de extração do DNA, preparo da solução com 

os reagentes da reação de PCR, adição do DNA à solução de reagentes e eletroforese 

foram realizadas em ambientes diferentes para evitar contaminação. Em todas as 

reações de PCR foram incluídos controles positivos (amostras sabidamente positivas 

obtidas no próprio laboratório por testes aleatórios) e branco da reação (tubo que 

continha todos os reagentes da PCR, exceto o DNA). Os produtos da PCR, juntamente 

com o padrão de peso molecular, foram submetidos à eletroforese em gel de 

poliacrilamida a 6% e impregnados pelo nitrato de prata. 

Após a tipagem, as amostras de condiloma acuminado e câncer penianos 

infectadas pelos vírus HPV-6/11 e/ou HPV-16 foram encaminhadas para os testes de 

carga viral do HPV-6/11 e/ou HPV-16 e integração do DNA-HPV-16. 
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5.3.2.1 Amplificação do gene β-globina 

 

Para verificação da integridade do DNA extraído de cada amostra, foram 

utilizados em uma primeira reação de PCR os oligonucleotídeos GH20 (5’-GAAGAG 

CCAAGGACAGGTAC-3’) e PC04 (5’-CAACTTCATCCACGTTCACC-3’) (SAIKI et al., 

1988). Em seguida, os produtos da primeira reação foram submetidos a uma segunda 

reação com os oligonucleotídeos PC03 (5’-ACACAACTGTGTTCACTAGC-3’) e PC04 

(5’-CAACTTCATCCACGTTCACC-3’) (SAIKI et al., 1988). As condições de preparo da 

reação de PCR e o programa de amplificação utilizado estão descritos nos Quadros 

2, 3 e 4. 

Quadro 2 - Componentes da reação de PCR para amplificação do gene β-
globina (268 pb) 

Reagentes Concentração Concentração / 

tubo 

Volume / tubo 

GH20 (Eurofins®) 10 pmol/µl 10 pmol 1 µl 

PC04 (IDT®) 10 pmol/µl 10 pmol 1 µl 

Tampão IB (phoneutria®) 10x 1x 1 µl 

dNTP Mix (Bio-Rad®) 2,5 mM 200 µM 0,8 µl 

Taq DNA pol. (phoneutria®) 5 UI/µl 1UI 0,2 µl 

H2O - - 8 µl 

Volume final de 14 microlitros: 12 µl de MIX + 2 µl de DNA (407 ng/ µl) da amostra 

 

Quadro 3 - Componentes da reação de PCR, amplificação do gene β-globina 
(110 pb) 

Reagentes Concentração Concentração / 

tubo 

Volume / tubo 

PC03 (IDT ®) 10 pmol/µl 10 pmol 1 µl 

PC04 (IDT ®) 10 pmol/µl 10 pmol 1 µl 

Tampão IB (phoneutria®) 10x 1x 1 µl 

dNTP Mix (Bio-Rad®) 2,5 mM 200 µM 0,8 µl 

Taq DNA pol. (phoneutria®) 5 UI/µl 1UI 0,2 µl 

H2O - - 6 µl 

Volume final de 12 microlitros: 10 µl de MIX + 2 µl do produto da 1ª reação de 

amplificação de 268 pb. 



63 

 

Quadro 4 - Programa de amplificação do gene β-globina (268 e 110 pb) 

Passo Temperatura Tempo 

1 95ºC 5 minutos 

2 94ºC 1 minuto 

3 55ºC 1 minuto 

4 72ºC 1 minuto 

5 39 vezes ao passo de 2 ao 4 - 

6 72ºC 10 minutos 

7 4ºC 10 minutos 

8 FIM  

 

5.3.2.2 Determinação da infecção por HPV 

  

As amostras de DNA que tiveram a sua integridade confirmada através da 

prévia amplificação do gene de β-globina foram submetidas a PCR com os 

oligonucleotídeos genéricos para o HPV: MY09 (5’-CGTCCMARRGGAWACTGATC-

3’) e MY11 (5’-GCMCAGGGWCATAAYAATGG-3’), capazes de amplificar um 

fragmento de 450 pb do gene L1 de diversos tipos de HPV (MANOS et al., 1989). 

As condições de preparo da reação de PCR e o programa de amplificação 

utilizado estão descritos nos Quadros 5 e 6. 

 

Quadro 5 - Componentes da reação de PCR para amplificação de um 

fragmento de 450 pb do genoma viral  

Reagentes Concentração Concentração / 

tubo 

Volume/tubo 

MY09 (IDT ®) 10 pmol/µl 10 pmol 1 µl 

MY11 (IDT ®) 10 pmol/µl 10 pmol 1 µl 

Tampão IB (phoneutria®) 10x 1x 1 µl 

dNTP Mix (Bio-Rad®) 2,5 mM 200 µM 0,8 µl 

Taq DNA pol. (phoneutria®) 5 UI/µl 1UI 0,2 µl 

H2O - - 6 µl 

Volume final de 13 microlitros: 10 µl de MIX + 3 µl de DNA (407 ng/µl) da amostra. 
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Quadro 6 - Programa de amplificação do fragmento de 450 pb do genoma viral 

Passo Temperatura Tempo 

1 95ºC 4 minutos 

2 55ºC 1 minuto 

3 72ºC 2 minutos 

4 95ºC 1 minuto 

5 39 vezes ao passo de 2 ao 4  

6 55ºC 1 minuto 

7 72ºC 5 minutos 

8 4ºC 10 minutos 

9 FIM  

 

Com o objetivo de aumentar a chance de detecção do DNA-HPV nas 

amostras sob análise, os produtos da reação descrita no Quadro 5, foram submetidos 

a PCR com os oligonucleotídeos genéricos para os HPVs: GP5+ (5’-TTTGTTACT 

GTGGTAGATACTAC-3’) e GP6+ (5’-GAAAAATAAACTGTAAATCATATTC-3’) (DE 

RODA HUSMAN et al., 1995), capazes de amplificar um fragmento de 150 pb do gene 

L1 de diversos tipos de HPV. As condições de preparo da reação de PCR e o 

programa de amplificação utilizado estão descritos nos Quadros 7 e 8. 

 

Quadro 7 - Componentes da reação de PCR para amplificação de um 

fragmento de 150 pb do genoma viral  

Reagentes Concentração Concentração / 

tubo 

Volume / tubo 

GP5+ (IDT ®) 10 pmol/µl 10 pmol 1 µl 

GP6+ (IDT ®) 10 pmol/µl 10 pmol 1 µl 

Tampão IB (phoneutria®) 10x 1x 1 µl 

dNTP Mix (Bio-Rad®) 2,5 mM 200 µM 0,8 µl 

Taq DNA pol. 

(phoneutria®) 

5 UI/µl 1UI 0,2 µl 

H2O - - 6 µl 

Volume final de 12 microlitros: 10 µl de MIX + 2 µl do produto da 1ª reação de 

amplificação de 450 pb. 
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Quadro 8 – Programa de amplificação do fragmento de 150 pb do genoma viral 

Passo Temperatura Tempo 

1 95ºC 4 minutos 

2 95ºC 1 minuto 

3 45ºC 1 minuto 

4 72ºC 1 minuto 

5 39 vezes ao passo de 2 ao 4  

6 72ºC 1 minuto 

7 4ºC 10 minutos 

8 FIM  

 

5.3.2.3 Tipagem do HPV-16 

 

Para a detecção do DNA do HPV-16 nas amostras de DNA isoladas em 

nosso estudo, empregou-se um protocolo de hemi-nested PCR utilizando-se os 

iniciadores descritos por Yamaguchi et al. (2002). No estudo desenvolvido por esses 

autores não havia sido descrita a técnica de hemi-nested PCR, mas observamos que 

os autores descreveram a utilização de iniciadores capazes de amplificar um 

fragmento genérico da região dos genes E6 e E7 do HPV com os iniciadores E7CR3 

(5’-TGAGCTGTCGCTTAATTGCTC-3’) e E6CF4 (5’-ATTCTGTGTATGGAGAAACAT 

TAGAA-3’). Descreveram ainda, que fragmentos tipo-específicos de HPV eram 

amplificados por meio de reações de PCR independentes, utilizando-se o primer 

reverso E7CR3 e os iniciadores diretos (16SF1, 18SF2, 31SF1 e 52SF2), para 

amplificação específica dos HPVs 16, 18, 31 e 52, respectivamente. 

Dessa forma, foi padronizado em estudo prévio desenvolvido no 

Laboratório de Patogênese Molecular do Departamento de Morfologia, ICB, UFMG, o 

protocolo de hemi-nested PCR utilizado em nosso estudo para a detecção do DNA-

HPV-16, protocolo baseado na utilização dos iniciadores E7CR3 e E6CF4 para a 

amplificação de um fragmento genérico de 306 a 343 pb dos genes E6 e E7, utilizado 

posteriormente em uma segunda reação de PCR com os iniciadores E7CR3 (5’-TGA 

GCTGTCGCTTAATTGCTC-3’) e 16SF (5’-TGTATGTCTTGTTGCAGATCATCA-3’) 

(YAMAGUCHI et al., 2002), para detecção do fragmento de 149 pb do genoma do 
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HPV-16. As condições de preparo da reação de PCR e o programa de amplificação 

utilizado estão descritos nos Quadros 9, 10 e 11. 

 

Quadro 9 - Componentes da reação de PCR para amplificação de um 

fragmento que varia de 306 a 343 pb do genoma viral 

Reagentes Concentração Concentração / 

tubo 

Volume / tubo 

E6CF4 (Eurofins®) 10 pmol/µl 10 pmol 1 µl 

E7CR3 (Eurofins®) 10 pmol/µl 10 pmol 1 µl 

Tampão IB (phoneutria®) 10x 1x 1 µl 

dNTP Mix (Bio-Rad®) 2,5 mM 200 µM 0,8 µl 

Taq DNA pol. 

(phoneutria®) 

5 UI/µl 1UI 0,2 µl 

H2O - - 6,0 µl 

Volume final de 14 microlitros: 12 µl de MIX + 2 µl de DNA (407 ng/µl) 

 

Quadro 10 - Componentes da reação de PCR para amplificação de um 

fragmento de 149 pb do genoma viral 

Reagentes Concentração Concentração / 

tubo 

Volume/tubo 

16SF (Eurofins®) 10 pmol/µl 10 pmol 1 µl 

E7CR3 (Eurofins®) 10 pmol/µl 10 pmol 1 µl 

Tampão IB (phoneutria®) 10x 1x 1 µl 

dNTP Mix (Bio-Rad®) 2,5 mM 200 µM 0,8 µl 

Taq DNA pol. 

(phoneutria®) 

5 UI/µl 1UI 0,2 µl 

H2O - - 6 µl 

Volume final de 12 microlitros: 10 µl de MIX + 2 µl do produto da 1ª reação 
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Quadro 11 – Programa de amplificação dos fragmentos virais representados 

nos Quadros 9 e 10 

Passo Temperatura Tempo 

1 95 ºC 5 minutos 

2 54 ºC 1 minuto 

3 72 ºC 1 minuto 

4 95 ºC 1 minuto 

5 39 vezes ao passo de 2 ao 4  

6 54 ºC 1 minuto 

7 72 ºC 10 minutos 

8 4 ºC 10 minutos 

9 FIM  

 

5.3.2.4 Tipagem do HPV-6/11 

 

A tipagem do HPV 6/11 foi realizada baseada em um protocolo utilizado no 

Laboratório de Biologia Molecular da Faculdade de Farmácia da UFMG. Os 

oligonucleotídeos utilizados HPV-6/11 senso (5’-TACACTGCTGGACAACATGC-3’) e 

HPV-6/11 antisenso (5’-GTGCGCAGATGGGACACAC-3’) foram descritos por Grce et 

al. (1997). As condições de preparo da reação de PCR e o Programa de Amplificação 

utilizado estão descritos nos Quadros 12 e 13. 

 

Quadro 12 - Componentes da reação de PCR para amplificação de um 

fragmento de 301 pb 

Reagentes Concentração Concentração / 

tubo 

Volume / tubo 

HPV-6/11 senso (IDT ®) 10 pmol/µl 10 pmol 0,25 µl 

HPV-6/11 antisenso (IDT ®) 10 pmol/µl 10 pmol 0,25 µl 

Tampão IB (phoneutria®) 10x 1x 1 µl 

dNTP Mix (Bio-Rad®) 2,5 mM 200 µM 0,8 µl 

Taq DNA pol. (phoneutria®) 5 UI/µl 1UI 0,2 µl 

H2O - - 6,50 µl 

Volume final de 10 microlitros: 9 µl de MIX + 1 µl de DNA (407 ng/µl) 
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Quadro 13 – Programa de amplificação do fragmento de 301 pb do genoma 

viral 

Passo Temperatura Tempo 

1 95ºC 5 minutos 

2 94ºC 30 segundos 

3 68ºC 30 segundos 

4 72ºC 1 minuto 

5 4 vezes ao passo de 2 a 4  

6 94ºC 30 segundos 

7 65ºC 30 segundos 

8 72ºC 1 minuto 

9 34 vezes ao passo de 6 a 8  

10 72ºC 5 minutos 

11 4ºC 10 minutos 

12 FIM  

 

5.3.3 Determinação da carga viral dos vírus HPV-6/11 e HPV-16, e estado físico 

do DNA-HPV-16 

 

Após a tipagem, as amostras de condiloma acuminado peniano contendo 

apenas os HPVs-6/11, ou em múltipla infecção pelos vírus HPV-6/11 e HPV-16, e as 

amostras de câncer peniano infectadas apenas por HPV-16 e em múltipla infecção 

por HPV-16 e HPV-6/11 foram identificadas e encaminhadas para os testes de carga 

viral e determinação do estado físico do DNA-HPV-16. 

 

5.3.3.1 Plasmídeos pE6, pHPV-16, pHPV-11, pHPV-6 e célula SiHa 

 

Para a análise de carga viral e integração foram utilizados plasmídeos para 

a construção de curvas padrão. 

Os plasmídeos pHPV-6 e pHPV-11 contendo, respectivamente, os 

genomas completos dos HPVs-6 e 11 foram gentilmente cedidos pela Dra. Jaquelline 

Germano de Oliveira, do Centro de Pesquisa Renée Rachou da Fundação Oswaldo 

Cruz (Fiocruz) e utilizados na determinação das cargas virais destes HPVs.  
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Foi realizado o repique dos clones bacterianos transformados com os 

respectivos plasmídeos e bactérias Escherichia coli TOP 10 competentes, preparados 

no Centro de Pesquisa Renée Rachou – Fiocruz. Os clones foram descongelados, 

posteriormente 20 µL dos mesmos foram adicionados em tubos contendo cada um, 

10 mL de meio LB (Luria-Bertani) com 10 µL de ampicilina (10 µg/µL) e incubados a 

37ºC, overnight sob agitação a 200 rpm. O DNA plasmidial foi extraído utilizando o kit 

de purificação de DNA plasmidial (Wizard® Plus SV Minipreps DNA purif Sytem, 

Promega, EUA) e quantificado em espectrofotômetro Nanodrop ND-Lite (Thermo 

Scientific®). Uma PCR de colônia foi realizada, utilizando-se os iniciadores específicos 

para o HPV-6/11 descritos no Quadro 15 para a confirmação da presença do 

plasmídeo contendo a sequência completa do HPV-6/11 no interior da bactéria. 

O pE6, plasmídeo contendo fragmento de 614 bp do gene E6 do HPV-16, 

da janela de leitura (open reading frame - ORF) nucleotídeos 22 a 617; número de 

acesso no GenBank, K02718) foi obtido por estudo anterior (de LIMA ROCHA, 2013), 

e utilizado na quantificação da carga viral do HPV-16 e de E6 necessária para a 

obtenção da relação E2/E6 utilizada na avaliação do estado físico do DNA-HPV-16. 

O plasmídeo pHPV-16 contendo o genoma completo do HPV-16 foi 

gentilmente cedido pela Drª. Alison McBride (DNA Tumor Virus Section - Laboratory 

of Viral Diseases NIAID - National Institute of Allergy and Infectious Diseases - National 

Institutes of Health - Bethesda – EUA), também obtido por estudo anterior (de LIMA 

ROCHA, 2013). Esse plasmídeo foi utilizado na quantificação do gene E2 necessária 

para a obtenção da relação E2/E6 utilizada na avaliação do estado físico do DNA-

HPV-16. 

Células SiHa (fibroblasto humano infectado com HPV-16 na forma 

integrada), doadas pela professora Dra. Luisa Lina Villa, chefe do grupo de virologia 

do Instituto Ludwig para pesquisa do Câncer do Hospital Alemão Oswaldo Cruz, São 

Paulo, Brasil, foram cultivadas em meio Dulbeco modificado, em estufa com atmosfera 

de 5% CO2, a 37oC. O DNA dessas células foi extraído e quantificado em equipamento 

Nanoview (G&E, EUA) em estudo prévio por de Lima Rocha (2013). Esse DNA foi 

utilizado como controle positivo nas PCRs convencionais de β-globina, HPV geral e 

HPV-16 e na construção de curvas padrão para a quantificação do gene de β-actina 

utilizado como gene endógeno na determinação de carga viral. 
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5.3.3.2 Determinação da carga viral do HPV-16 

 

Para a determinação da carga viral foi utilizada a metodologia de PCR em 

tempo real em termociclador Applied Biosystems® StepOne® Real-Time PCR 

System, baseada na utilização do corante fluorescente Brilliant III Ultra-Fast SYBR® 

Green QPCR Master Mix (Agilent Technologies), onde a eficiência de reação aceitável 

foi de 90 a 110%. O gene E6 foi quantificado utilizando curva padrão construída com 

diluições sequenciais de 107 a 10 cópias do plasmídeo pE6 e os iniciadores descritos 

por Cricca et al. (2007) (Quadro 14).  

Para a determinação da quantidade de células presentes em cada reação 

foi realizada a quantificação do gene de β-actina (gene endógeno), conforme 

padronizado pelo Laboratório de Biologia Molecular da Faculdade de Farmácia da 

Universidade Federal de Minas Gerais, em estudo desenvolvido por de Lima Rocha 

et al. (2013), utilizando os iniciadores descritos em Wang-Johanning et al. (2002) 

(Quadro 14). Diluições sequenciais de 102 a 10-2 ng de DNA celular (DNA de células 

SiHa) foram preparadas para a construção da curva padrão. 

A conversão de nanogramas de DNA plasmidial para número de cópias foi 

realizada pela utilização da fórmula descrita abaixo (WHELAN et al., 2003): 

 

no. de cópias/ µL =          g/ µL de DNA     x 6,022 x 1023 

        tamanho do plasmídeo em pb x 660 

 

Quadro 14– Iniciadores utilizados na determinação da carga viral do HPV-16 

Iniciadores 

(Tamanho do fragmento 

amplificado) 

Sequência 

β-actina senso (Eurofins®) 5’-TCACCCACACTGTGCCCATCTACGA-3’ 

β-actina antisenso (Eurofins®) 

 (295 pb) 

5’-CAGCGGAACCGCTCATTGCCAATGG-3’ 

E6 senso (IDT®) 

E6 antisenso (IDT®) 

5’-AAAGCCACTGTGTCCTGAAGA-3’ 

5’-CTGGGTTTCTCTACGTGTTCT-3’ 

(130 pb) 
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O valor 6,022 x 1023 corresponde ao número de Avogrado e o valor de 660 

é obtido pelo peso médio dos nucleotídeos (330 Daltons) multiplicado por 2, por se 

tratar de fita dupla (WHELAN et al., 2003). 

Os valores de “ciclo threshold” obtidos pela curva de amplificação foram 

plotados versus (vs) quantidade (número de cópias para o gene E6 ou ng de DNA 

total para gene endógeno) para a construção de curvas padrões. Todos os cálculos 

realizados para a construção destas curvas foram realizados pelo programa de PCR 

em tempo real da Applied Biosystems® StepOne® Real-Time PCR System.  

A amplificação do gene endógeno foi empregada para a normalização dos 

valores de carga viral, expressa em número de cópias de E6/ ng de DNA celular total 

sendo esta obtida pela fórmula: 

 

                             Carga Viral                    =    nº de cópias de E6 

        (cópias de HPV/ ng de DNA total)           ng de DNA total 

 

Posteriormente estes valores foram convertidos em número de cópias de 

E6/ célula assumindo-se que 1ng de DNA total corresponde a, aproximadamente, 150 

células (LEYVA & KELLEY, 1974). 

As condições adequadas para a realização desta análise foram testadas e 

adequadas de acordo com os reagentes utilizados e encontram-se descritas nos 

resultados. 

 

5.3.3.3 Determinação da carga viral dos HPVs-6/11 

 

Para a determinação da carga viral dos HPVs-6/11 foi padronizada 

metodologia de PCR em tempo real em termociclador Applied Biosystems® 

StepOne® Real-Time PCR System, baseada na utilização do corante fluorescente 

Brilliant III Ultra-Fast SYBR® Green QPCR Master Mix (Agilent Technologies), onde a 

eficiência de reação aceitável foi de 90 a 110%.  Nesta quantificação, foram utilizados 

os iniciadores tipo-específicos HPV-6/11 descritos por Grce et al. (1997) (Quadro 15). 

Estes iniciadores detectam, concomitantemente, os dois vírus. 
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Quadro 15 – Iniciadores testados na padronização da PCR em tempo real para 

determinação da carga viral do HPV-6 e 11 

Iniciadores 

(Tamanho do fragmento amplificado) 

Sequência 

HPV-6/11 senso (IDT®) 

HPV-6/11 antisenso (IDT®) 

5’-TACACTGCTGGACAACATGC-3’ 

5’-GTGCGCAGATGGGACACAC-3’ 

(301 pbs) 
 

 

Para tal, foram construídas duas curvas padrão: a primeira contendo 

apenas o plasmídeo pHPV-6 e outra apenas o plasmídeo pHPV-11. O objetivo deste 

experimento foi testar a eficiência de detecção dos oligonucleotídeos utilizados frente 

aos diferentes plasmídeos e avaliar a capacidade de quantificação perante a infecção 

por apenas um tipo viral (ou HPV-6 ou HPV-11). Após a padronização, uma das curvas 

foi escolhida para os experimentos subsequentes (ver resultados). 

Foram construídas curvas padrão com diluições sequenciais de 107 a 10 

cópias do plasmídeo pHPV-6 e pHPV-11.  

Para a determinação da quantidade de células presentes em cada reação 

foi realizada a quantificação do gene de β-actina humana (gene endógeno) conforme 

descrito no item 4.3.3.2. A determinação da carga viral também se encontra descrita 

neste item. 

As condições de realização desta PCR em tempo real foram padronizadas 

e encontram-se descritas nos resultados. 

 

5.3.3.4 Determinação do estado físico do DNA-HPV-16 (razão E2/E6) 

 

Com o objetivo de avaliar o estado físico do DNA-HPV-16 em relação à 

célula hospedeira (integrado e/ou sob forma epissomal) foi determinada a relação 

E2/E6, conforme descrito em Cricca et al. (2007) e padronizado no Laboratório de 

Biologia Molecular da Faculdade de Farmácia da UFMG em estudo desenvolvido por 

de Lima Rocha et al. (2013). 
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As condições adequadas para a realização desta análise foram testadas e 

adequadas de acordo com os reagentes utilizados e encontram-se descritas nos 

resultados. 

Para a determinação desta relação, o gene E6 foi quantificado por 

amplificação em região específica por PCR em tempo real em termociclador Applied 

Biosystems® StepOne® Real-Time PCR System, baseada na utilização do corante 

fluorescente Brilliant III Ultra-Fast SYBR® Green QPCR Master Mix (Agilent 

Technologies), onde a eficiência de reação aceitável foi acima de 90 a 110%. O gene 

E2 foi quantificado nas mesmas condições acima, sendo amplificado na região de 

dobradiça que corresponde a 78,4% das quebras ocorridas nesse gene (ARIAS-

PULIDO et al., 2006), o par de iniciadores utilizados nessa reação foram descritos por 

Gravitt et al. (2003) (Quadro 16). Nos casos onde a integração do DNA-HPV-16 ao 

genoma do hospedeiro não foi detectada, ou seja, onde E2 encontra-se íntegro, outro 

par de iniciadores, descritos por Arias-Pulido et al. (2006), foi utilizado. Nesse caso, a 

amplificação ocorre na região codificante da extremidade aminoterminal da proteína 

E2. O uso desse segundo par de iniciadores aumenta a sensibilidade do teste, 

reduzindo o erro da não determinação da integração de 16% para 5% (ARIAS-

PULIDO et al., 2006) (Quadro 16). Curvas padrão foram estabelecidas pela 

amplificação e quantificação do gene E6 e E2 utilizando-se, respectivamente, 

plasmídeo pE6 e pHPV-16.  Para tal foram preparadas curvas de amplificação com 

diluições sequenciais de 107 a 10 cópias dos plasmídeos.  

 

Quadro 16 – Iniciadores utilizados na determinação do estado físico do HPV-

16, região alvo gene E2 

Iniciadores 

(Tamanho do fragmento amplificado) 
Sequência 

E2 senso (Sigma®) 

E2 antisenso (Sigma®) 

5’-TTTAGCAGCAACGAAGTATCC-3’ 

5’-AGTCTCTGTGCAACAACTTAG-3’ 

Região de dobradiça (184 pb) 
 

E2 senso (Sigma®)  

E2 antisenso(Sigma®) 

Região aminoterminal (281 pb) 

5’-GTGTGTCAGGACAAAATACTAACA-3’ 

5’-AAATACACTTCAAGGCTAACGTC-3’ 
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Foram consideradas três categorias para avaliação da relação E2/E6: 

epissomal, mista (onde as formas epissomal e integrada coexistem) e integrada. Os 

valores da relação E2/E6 para cada categoria foram determinados utilizando-se a 

quantificação dos genes E2 e E6 em amostras conhecidas e predeterminadas 

conforme descrito por de Lima Rocha et al. (2013) e encontram-se relacionados na 

Tabela 1. 

 

Tabela 1 – Amostras preparadas e utilizadas na categorização da relação E2/E6 

e valores dessa relação determinados experimentalmente 

Amostras 

Misturas pHPV16 – pE6 (%) 

Categorização Valores médios da 

relação E2/E6 

100 – 0 Epissomal ≥ 1,08 

80 – 20 Mista  ≥ 0,81 e <1,08 

60 – 40 Mista ≥ 0,66 e < 0,81 

40 – 60 Mista ≥ 0,40 e < 0,66 

20 – 80 Mista > 0e < 0,40 

0 – 100 Integrado 0 

Fonte: de LIMA ROCHA et al., 2013, p. 65. 

 

5.4 Análise estatística 

 

Os resultados foram analisados utilizando-se o programa “Sigma Stat” 

versão 2.03 e apresentados como média e desvio padrão no caso de distribuição 

normal, enquanto os resultados que não seguiram distribuição normal foram 

apresentados como mediana e intervalo interquartil (IQ). Foi utilizado o teste de 

Shapiro Wilk para determinar se a distribuição era normal ou não. Para as variáveis 

com distribuição normal foi empregada a análise de variância (ANOVA) seguido de 

teste de comparação múltipla de Tukey para comparação de três grupos, e para as 

situações de comparação de dois grupos, foi realizado o teste t de Student. Para 

aquelas variáveis que não apresentaram distribuição normal, foi empregado o método 

não paramétrico de KrusKal-Wallis seguido do teste de comparação múltipla de 

Dunn’s para comparação de mais de dois grupos e o teste não paramétrico de Mann 

Whitney para comparação de dois grupos. A investigação da correlação entre os 
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parâmetros estudados foi realizada pela correlação de Pearson para variáveis 

quantitativas e Spearman para variáveis qualitativas. Foi considerado significativo 

valor de p<0,05. 
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6 RESULTADOS 
 
 
6.1 Padronização dos métodos de extração do DNA 

 

Amostras na forma de lisado e DNA purificado foram testadas com o 

objetivo de verificar qual das metodologias de extração seria utilizada neste trabalho. 

As primeiras (amostras de lisado) apresentaram melhor reprodutibilidade e eficiência 

de amplificação por PCR em tempo real (Figura 8), e melhor índice de positividade na 

PCR convencional (dado não mostrado), sendo por isso escolhidas para as demais 

análises. 

 

Figura 8 - Representação das amplificações das amostras testadas através da 

PCR em tempo real 

 

 

Representação das amplificações das amostras a serem utilizadas nas PCRs convencionais e 
em tempo real. A padronização foi realizada testando duas amostras em duplicata extraídas na 
forma de lisado (A), e as mesmas duas amostras em duplicata na forma extraída até a forma de 
DNA purificado (B). 
 

  As amostras na forma de lisado e DNA purificado foram quantificadas 

em espectrofotômetro Nanodrop ND-Lite (Thermo Scientific®), com o objetivo de 

verificar e comparar a concentração e a pureza do DNA extraído. Os resultados 

encontram-se descritos na Tabela 2. 



77 

 

Tabela 2 – Resultado da quantificação de DNA das amostras extraídas 

Amostras Quantificação DNA  Pureza (DNA/proteína) 

Lisado   

1 580,4 ng/µl 0,78 

2 590,0 ng/µl 0,55 

DNA purificado   

1 396,3 ng/µl 1,48 

2 454,6 ng/µl 1,51 

 

6.2 Padronização dos métodos de PCR em Tempo Real  

 

Para a etapa de padronização da quantificação da carga viral dos HPV-

6/11 foram construídas duas curvas padrão, uma contendo apenas o plasmídeo 

pHPV-6 e outra apenas o plasmídeo pHPV-11 (Figura 9).  

 

Figura 9 – Curvas padrão dos plasmídeos pHPV-6 e pHPV-11       

 

Curvas padrão representativas das padronizações das PCRs em tempo real para as curvas com 
os plasmídeos pHPV-11(A) e pHPV-6 (B). 
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Ambas apresentaram a mesma sensibilidade frente aos oligonucleotídeos 

utilizados, como apresentado na Figura 9. Porém, foi escolhida para os experimentos 

subsequentes a curva pHPV-11, pois apresentou melhor uniformidade e melhores 

resultados frente à diluição seriada das concentrações de plasmídeos, conforme 

mostrada na Figura 9. 

As condições utilizadas nas reações de PCR em tempo real padronizadas 

para os genes E6 e E2, regiões de dobradiça e aminoterminal do HPV-16, HPV-6/11 

e β- actina estão descritas nos Quadros 17 e 18. 

 

Quadro 17 – Reagentes utilizados no preparo de 20 L de reação de PCR 

Reagentes 

β- 

actina 

HPV-

6/11 

E6 

HPV-

16 

E2 HPV-16 

(dobradiça) 

E2 HPV-16  

(aminoterminal) 

(Concentração) (L) (L) (L) (L) (L) 

Tampão SYBR-

Green* 

10 10 10 10 10 

Dye* 0,3 0,3 0,3 0,3  

Primer  

“ANTI-SENSE” 

(5 pmol/L) 

3,6 0,8 1,2 1,2 1,2 

Primer “SENSE” 

(5 pmol/L) 

1,2 1,2 3,6 1,2 1,2 

DNA (407 ng/µl) 2 2 2 2 2 

H2O qsp 20 L 2,9 5,7 2,9 5,3 5,3 

* Reagente Brilliant III Ultra-Fast SYBR® Green QPCR Master Mix (Agilent Technologies) 
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Quadro 18 – Etapas dos programas de amplificação das reações de PCR 

Etapas da reação de PCR 

Oligonucleotídeos Desnaturação Anelamento/ 

Extensão 

Nº de ciclos 

β- actina 

β- act 1/ β- act 2 

94°C 

1 minuto 

70°C 

1 minuto 

40 

HPV 6/11 

 

94°C 

1 minuto 

64°C 

1 minuto 

40 

E6 HPV-16 

E6 5/ E6 6 

94°C 

1 minuto 

62°C 

1 minuto 

40 

 

E2 HPV-16 (dobradiça) 

E2 7/ E2 8 

94°C 

1 minuto 

62°C 

1 minuto 

40 

 

E2 HPV-16 (aminoterminal) 

E2 F10/ E2 R10 

94°C 

1 minuto 

60°C 

1 minuto 

40 

 

 

Curvas de amplicação, curvas padrão e curvas melting que exemplificam 

as reações de PCR em tempo real padronizadas e utilizadas durante este estudo 

(genes E6, E2 região de dobradiça e região amino terminal do HPV-16, HPV-6/11 e 

β- actina) encontram-se nas Figuras 10, 11 e 12. Todas as curvas foram construídas 

pelo programa de PCR em tempo real da Applied Biosystems. A curva melt foi utilizada 

como controle de qualidade da reação, permitindo a avaliação da ocorrência de 

amplificações inespecíficas e dímeros de primers. 
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Figura 10 – Curvas de amplificação das reações de PCR em tempo real 

padronizadas e utilizadas durante este estudo 

Curvas de amplificação obtidas pela plotação dos valores de ciclo de PCR vs fluorescência. 
Cada curva sigmóide representa uma amostra da curva padrão e suas réplicas. β-actina (A) – 
Curva padrão 102 a 10-2 ng de DNA total, gene E6 HPV-16 (B), gene E2 HPV-16 região de dobradiça 
(C) e amino terminal (D) e HPV-6/11 (E). Nestes últimos quatro gráficos, a curva padrão foi 
construída nas concentrações de 107 a 10 cópias dos plasmídeos contendo os respectivos 
genes E6 HPV-16 (pE6), E2-HPV-16 (pHPV-16) e o genoma completo HPV-6/11 (pHPV-6/11). 
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Figura 11 - Curvas padrão das reações de PCR em tempo real padronizadas e 

utilizadas durante este estudo 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Curvas padrão construídas a partir da curva de amplificação. Determinado o threshold, associa-
se o ciclo threshold encontrado com a respectiva quantidade e constrói-se a curva padrão por 
regressão linear dos pontos obtidos. Cada ponto vermelho representa uma amostra da curva 
padrão assim obtida. β-actina (A), gene E6 HPV-16 (B) e gene E2 HPV-16 região de dobradiça (C) 
e amino terminal (D), HPV-6/11 (E). A eficiência das curvas padrão variou de 90 a 110% e o slope 
de -2,98 a -3,65, calculados a partir da linha de regressão das curvas padrão. 
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Figura 12 - Curvas melting das reações de PCR em tempo real padronizadas e 

utilizadas durante este estudo 

 

 
Curva melt: derivação repórter x temperatura. Curvas obtidas para controle de qualidade da 
reação. A existência de um único pico garante ausência de bandas inespecíficas e o branco sem 
picos garante a ausência de dímeros de primer. β-actina (A), gene E6 HPV-16 (B), gene E2 HPV-
16 região de dobradiça (C) e amino terminal (D) e HPV-6/11 (E). 
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6.3 Análise histopatológica 

 

Todas as amostras de tecido incluídas em parafina utilizadas neste trabalho 

foram analisadas histopatologicamente, tendo a presença da lesão no bloco 

confirmada e seu diagnóstico revisto e refinado para fins desta pesquisa. As análises 

foram realizadas no Laboratório de Anatomia Patológica da Escola de Medicina da 

UFMG. As lesões do grupo Condiloma foram classificadas histopatologicamente 

como: 1) Papiloma, displasia que pode ou não ser provocada pelo HPV, 2) Verruga e 

3) Condiloma, ambas displasias provocadas pelo HPV, no entanto, o primeiro 

diagnóstico consiste na presença de coilócitos nas camadas superiores e o segundo, 

além dos coilócitos, há também a presença de atipias nas camadas inferiores e uma 

displasia mais intensa. As amostras de câncer peniano também foram analisadas. Os 

diferentes diagnósticos histopatológicos associados ao n amostral encontram-se 

descritos no Quadro 19 e o exame histopatológico realizado tem representação 

fotográfica na Figura 13. Não foram encontradas lesões intraepiteliais de alto grau nas 

amostras de condiloma acuminado. 

 

Quadro 19 - Relação de amostras de condiloma acuminado e câncer peniano 

utilizadas neste estudo e seus respectivos diagnósticos histopatológicos 

Diagnóstico Histopatológico n amostral 

Papiloma 10 

Verruga 49 

Condiloma 27 

Câncer peniano 23 

Total 109 
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Figura 13 – Fotografias representativas das amostras utilizadas neste estudo 
em seus diferentes diagnósticos histopatológicos 

A 

 

B 

 

C 

 

D 

 

 (A) Amostra de Papiloma, da esquerda para direita, aumento de 8x, 20x e 80x. Observar intensa 
proliferação celular, mas sem atipias significativas. (B) Amostra de Verruga, da esquerda para 
direita, aumento de 8x, 20x e 80x. Observar displasia e coilocitose na superfície do tecido. (C) 
Amostra de Condiloma, da esquerda para direita, aumento de 8x, 20x e 80x. Observar displasia 
e coilocitose na parte profunda do tecido. (D) Amostra de Câncer Peniano, da esquerda para 
direita, aumento de 4x, 10x e 10x. Observar blocos de células neoplásicas invadindo o tecido 
conjuntivo subjacente. As imagens foram fotografadas através de microscópio Olympus, 
modelo BX51. 
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6.4 Prevalência da infecção por HPV 

 

Neste estudo, os dados relativos à idade dos pacientes foram obtidos através 

dos laudos fornecidos pelo Laboratório de Anatomia Patológica juntamente com as 

amostras. A média de idade dos homens com diagnóstico de condiloma acuminado 

foi de 35 anos (mínima de 18 e máxima de 69 anos) e mediana de 32. A média de 

idade dos homens com diagnóstico de carcinoma peniano foi 41 anos (mínima de 23 

e máxima de 92 anos) e mediana de 64. 

Foram analisadas 109 amostras e todas as amostras foram positivas para o 

gene de β-globina. Em sequência foram realizadas as PCRs para detecção da 

infecção por HPV e tipagem para o HPV-6/11 e o HPV-16. A Figura 14 mostra alguns 

exemplos de géis de eletroforese em poliacrilamida obtidos na tipagem, apresentando 

os fragmentos de DNA do tamanho esperado. 

 

Figura 14 - Géis de poliacrilamida corados pelo nitrato de prata 

 

Exemplos de géis de eletroforese em poliacrilamida a 6%, corados pelo nitrato de prata, obtidos 
após aplicação dos produtos da PCR (segunda coluna) para identificação do gene de β-globina 
(110 pb), detecção da presença do HPV (150 pb), tipagem do HPV-6/11 (301 pb) e HPV-16 (149 
pb). Na primeira coluna é representado o padrão de peso molecular. 

 

Dentre as 109 amostras analisadas, 86 eram de condiloma acuminado e 

23 de câncer peniano. A prevalência da infecção por HPV foi de 52% (12/23) nas 

amostras de carcinoma, sendo que 75% (9/12) apresentaram apenas o DNA-HPV do 

tipo 16 e 17% (2/12) apresentaram múltiplas infecções sendo positivas para DNA-

HPV-16 e 6/11. Uma amostra foi negativa para estes dois tipos virais. Das amostras 

de condiloma acuminado, 80% (69/86) foram positivas para DNA-HPV, sendo 71% 
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(49/69) positivas apenas para DNA-HPV-6/11, 12% (8/69) apresentaram múltiplas 

infecções sendo positivas para DNA-HPV-16 e -6/11. Das 86 amostras analisadas, 

17% (12/69) foram negativas para ambos os tipos 16 e 6/11. As amostras DNA-HPV 

positivas, porém, negativas na tipagem para HPV-16 e HPV-6/11, podem apresentar 

outros tipos virais não pesquisados. 

As amostras de condiloma acuminado foram estratificadas segundo a 

classificação histopatológica em: papiloma, verruga e condiloma acuminado. A Tabela 

3 mostra a prevalência da infecção por HPV em todas as amostras analisadas. 

 

Tabela 3 – Prevalência da infecção por HPV nas 109 amostras analisadas 

HPV Total  

n (%) 

Estratificação do grupo  

Condiloma Acuminado 

 

  Papiloma  

n (%) 

Verruga  

n (%) 

Condiloma 

n (%) 

Carcinoma 

n (%) 

Apenas 16 9 (8) 0 0 0 9 (39) 

Apenas 6/11 49 (45) 5 (6) 27 (31) 17 (20) 0 

Múltipla infecção 

(16 + 6/11) 

10 (9) 0 3 (3) 5 (6) 2 (9) 

Outros tipos 13 (12) 4 (5) 5 (6) 3 (4) 1(4) 

Negativos 28 (26) 1 (1) 14 (16) 2 (2) 11 (48) 

Total de 

pacientes 

 10 (12) 49 (56) 27 (32)  

109 86 23 

 

6.5 Carga viral 

 

6.5.1 Determinação da carga viral do HPV-6/11 

 

A carga viral do HPV-6/11 nas amostras do grupo condiloma acuminado 

(57) infectadas apenas por esse vírus ou em múltipla infecção com o HPV-16, variou 

de 26,49 a 39.506,66 vírus/célula (mediana: 1.043,66, IQ: 401,14 – 3535,96). A carga 

viral do HPV-6/11 nas amostras de câncer (2) foi de 4,69 e 12,02. Não foi realizado 

teste estatístico de comparação da mediana da carga viral destes dois grupos devido 

ao pequeno número de amostras de câncer peniano (n= 2) (Tabela 4). 
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O grupo condiloma acuminado foi estratificado de acordo com a revisão 

histopatológica em papiloma (5), verruga (30) e condiloma acuminado (22) (Tabela 4). 

Não foi observada diferença significativa para a mediana da carga viral ao comparar 

estes grupos (p= 0,098) (Tabela 4), porém observa-se um aumento da carga viral do 

HPV-6/11 à medida que a lesão se agrava (Figura 15). 

 
Figura 15 - Carga viral do HPV-6/11 em amostras de Papiloma, Verruga e 

Condiloma 
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Comparação dos valores logarítmicos de carga viral do HPV-6/11 em amostras de acordo com a 
classificação histopatológica do grupo Condiloma acuminado. 
 

As duas amostras de câncer positivas para o HPV-6/11, também estavam 

infectadas pelo HPV-16. Das 57 amostras de condiloma acuminado, oito estavam em 

múltipla infecção com este tipo viral. A carga viral do HPV-6/11 foi, portanto, avaliada 

de acordo com a presença ou não da infecção pelo HPV-16 nas diferentes amostras.  

As amostras de condiloma acuminado quando em múltipla infecção (8) 

apresentaram variação da carga viral de 38,96 a 9.474,15 vírus/células (mediana: 

833,13, IQ: 353,22 - 3625,73) e quando infectadas com HPV-6/11, na ausência de 

HPV-16 (49) tiveram sua carga viral variando de 26,49 a 39.506,66 vírus/célula 

(mediana 1.075,88, IQ: 401,14 - 3535,96) (Tabela 4). Não foi observada diferença 

significativa para a mediana da carga viral do HPV-6/11 nestes dois grupos (p= 0,636) 

(Figura 16). 
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Figura 16 – Carga viral do HPV-6/11 em amostras de Condiloma e Câncer 
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Comparação dos valores logarítmicos de carga viral do HPV-6/11 das amostras do grupo 
condiloma infectadas com HPV-16, grupo condiloma infectadas pelo HPV-16 e HPV-6/11 
(múltipla infecção) e amostras de câncer infectadas com HPV-16 e HPV-6/11 (múltipla infecção). 
* Não foi possível realizar análise estatística devido ao n amostral do grupo “Câncer em múltipla 
infecção HPV-6/11 + HPV-16” (n = 2). Teste Mann-Whitney; p<0,050 como significativo. 
 

A carga viral do HPV-6/11 do grupo condiloma acuminado foi avaliada 

quanto à presença de múltipla infecção com o HPV-16 e quanto à estratificação do 

grupo de acordo com seu diagnóstico histológico. Ambas as análises não foram 

significativas estatisticamente (p = 0,333 e p = 0,938, respectivamente) (Tabela 4).  
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Tabela 4 – Valores de carga viral do HPV-6/11 (vírus/célula) nas amostras analisadas e sua variação em relação ao 
diagnóstico histopatológico e em presença de múltiplas infecções 

1 Teste Kruskal-Wallis; 2 Teste Mann-Whitney; * Não foi possível realizar análise estatística devido ao n amostral do grupo “Câncer em múltipla 
infecção HPV-6/11 + HPV-16” (n = 2); p<0,050 como significativo.

Variáveis (n amostral) Mediana da carga viral (intervalo 
interquartil) (vírus/célula) 

Variações 
(vírus/célula) 

Valor p 

Total de amostras    
Condiloma acuminado (57) 1043,66 (401,14 – 3535,96) 26,49 a 39.506,66 * 

Câncer peniano (2) 8,35 4,69 e 12,02 
    

Grupo condiloma acuminado estratificado de acordo com a 
análise histopatológica 

   

Papiloma (5) 395,90 (104,64 - 980,88) 52,86 a 1.403,63 0,0981 

Verruga (30) 1039,77 (469,22 - 2777,91) 149,35 a 5.816,58 
Condiloma (22) 1990,97 (451,12 - 6864,39) 26,49 a 39.506,66 

    
Grupo condiloma acuminado estratificado de acordo com a 

análise histopatológica e presença de múltipla infecção com o 
HPV-16 

   

Verruga infeção HPV-6/11 (27) 1075,88 (490,17 - 2887,18) 149,35 a 5.816,58 0,3332 

Verruga em múltipla infecção HPV-6/11 + HPV-16 (3) 630,38 (305,20 - 1035,88) 305,21 a 1.035,89 
    

Condiloma infecção HPV-6/11 (17) 1886,98 (424,75 - 7389,59) 26,49 a 39.506,66 0,9382 

Condiloma em múltipla infecção HPV-6/11 + HPV-16 (5) 2130,36 (268,10 - 6799,17) 38,96 a 9.474,15 
    

Grupo condiloma acuminado estratificado de acordo com a 
presença de múltipla infecção com o HPV-16 

   

Condiloma infecção HPV-6/11 (49) 1075,88 (401,14 - 3535,96) 26,49 a 39.506,66 0,6362 

Condiloma em múltipla infecção HPV-6/11 e HPV-16 (8) 833,13 (353,22 - 3625,73) 38,96 a 9.474,15 
    

Total de amostras estratificadas de acordo com a presença de 
múltipla infecção com o HPV-16 

   

Condiloma infecção HPV-6/11 (49) 1075,88 (401,14 - 3535,96) 26,49 a 39.506,66 * 
Condiloma em múltipla infecção HPV-6/11 + HPV-16 (8) 833,13 (353,22 - 3625,73) 38,96 a 9.474,15  

Câncer em múltipla infecção HPV-6/11 + HPV-16 (2) 8,35 4,69 e 12,02 
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6.5.2 Determinação da carga viral HPV-16 

 

A variação na carga viral do HPV-16 no grupo de condiloma acuminado (8) 

foi de 0,01 a 918,96 vírus/célula (mediana: 90,05, IQ: 0,94 - 555,52). Em todas as 

amostras havia múltipla infecção com o HPV-6/11. Nas amostras de câncer (11) a 

variação da carga viral do HPV-16 foi de 0,00003 a 242,06 vírus/célula (mediana: 0,02, 

IQ: 0,0007 - 81,33), sendo que 2 amostras estavam também infectadas pelo HPV-

6/11. Não foram observadas diferenças significativas nos valores de carga viral do 

HPV-16 quando se compara estes dois grupos (p = 0,052) (Tabela 5). 

Foi verificada a variação da carga viral do HPV-16 entre as amostras de 

condiloma acuminado estratificadas de acordo com a análise histopatológica (5 

amostras de condiloma acuminado e 3 amostras de verruga) e também com as 

amostras de câncer peniano (11). Porém não foram observadas diferenças 

significativas nos valores de carga viral do HPV-16 entre os grupos, sendo 

respectivamente, p = 0,786 e p = 0,223 (Tabela 5). Não havia amostras de papiloma 

infectadas pelo HPV-16. 

Não foi possível realizar análise estatística entre a carga viral do HPV-16 

em amostras de câncer quando em múltipla infecção com HPV-6/11 (2) e infectadas 

apenas pelo HPV-16 (9) devido ao n amostral das amostras de câncer quando em 

múltipla infecção com HPV-6/11 (n= 2) (Tabela 5).  

Foi realizado análise estatística da carga viral do HPV-16 entre as amostras 

do grupo condiloma acuminado não estratificado (8) e as amostras de câncer 

infectadas apenas pelo HPV-16 (9), porém não foi encontrado diferença estatística 

significativa (p = 0,074). 

A Figura 17 exemplifica a comparação entre o grupo condiloma, câncer em 

múltipla infecção e câncer sem infecção pelo HPV 6/11. Observa-se que em amostras 

de condiloma a carga viral do HPV-16 apresenta-se maior do que no câncer, sendo 

que em amostras de câncer com múltipla infecção a carga viral apresenta-se maior 

do que nas amostras de câncer não infectadas pelo HPV-6/11. 
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Figura 17 – Carga viral do HPV-16 em amostras de Condiloma e Câncer  
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Valores logarítmicos de carga viral do HPV-16. Comparação entre os grupos condiloma múltipla 
infecção, câncer múltipla infecção e câncer com infecção apenas pelo HPV-16. * Não foi possível 
realizar análise estatística devido ao n amostral do grupo “Câncer em múltipla infecção HPV-
6/11 + HPV-16” (n = 2). 
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Tabela 5 – Valores de carga viral do HPV-16 (vírus/célula) nas amostras analisadas e sua variação em relação ao 
diagnóstico histopatológico e em presença de múltiplas infecções 

1 Teste Kruskal-Wallis; 2 Teste Mann-Whitney; * Não foi possível realizar análise estatística devido ao n amostral do grupo “Câncer em múltipla 
infecção HPV-6/11 + HPV-16” (n = 2); p<0,050 como significativo.

Variáveis (n amostral) Mediana da carga viral (intervalo 
interquartil) (vírus/célula) 

Variações 
(vírus/célula) 

Valor p 

Total de amostras    
Condiloma acuminado (8) 90,05 (0,94 - 555,52) 0,001 a 918,96 0,0522 

Câncer peniano (11) 0,02 (0,0007 - 81,33) 0,00003 a 242,06 
    

Grupo condiloma acuminado estratificado de acordo com a 
análise histopatológica e câncer 

   

Verruga (3) 3,56 (0,0009 - 918,96) 0,001 a 918,96 0,7862 

Condiloma (5) 175,01 (2,58 - 443,06) 0,08 a 667,98 
    

Verruga (3) 3,56 (0,0009 - 918,96) 0,001 a 918,96 0,2231 

 

 

 

Condiloma (5) 175,01 (2,58 - 443,06) 0,08 a 667,98 
Câncer infecção HPV-16 (11) 0,02 (0,0004 - 89,66) 0,00003 a 242,06 

Grupo câncer peniano estratificado de acordo com a 
presença de múltipla infecção com o HPV-6/11 

   

Câncer em múltipla infecção HPV-6/11 + HPV-16 (2) 0,24 0,02 e 0,45 * 
Câncer infecção HPV-16 (9) 0,02 (0,0004 - 89,66) 0,00003 a 242,06  

    
Grupo câncer peniano estratificado de acordo com a 

presença de múltipla infecção com o HPV-6/11 comparado 
com o grupo condiloma acuminado também em múltipla 

infecção 

   

Condiloma acuminado (8) 90,05 (0,94 - 555,52) 0,001 a 918,96 0,0742 

Câncer infecção HPV-16 (9) 0,02 (0,0004 - 89,66) 0,00003 a 242,06 
Câncer em múltipla infecção HPV-6/11 e HPV-16 (2) 0,24 0,02 e 0,45 * 
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6.6 Estado físico do DNA-HPV-16 

  

Das 69 amostras de condiloma acuminado positivas para o DNA-HPV, 

apenas oito apresentaram infecção pelo HPV-16 em múltipla infecção com o HPV-

6/11. Em relação a estas amostras, DNA-HPV-16 encontrava-se na forma epissomal 

em 12% (01/08) e na forma mista (epissomal e integrada) em 76% (06/08), em uma 

delas não foi possível detectar a integração devido a sua carga viral muito baixa (0,001 

vírus/célula). Não foi verificada nenhuma amostra com HPV-16 na forma integrada no 

grupo condiloma.  

As amostras de condiloma acuminado foram estratificadas de acordo com 

a análise histopatológica (papiloma, verruga e condiloma). Não foi encontrado DNA-

HPV-16 nas amostras de papiloma. Devido ao n amostral muito pequeno, não foi 

possível realizar nenhum teste estatístico (Tabela 6).  

 

Tabela 6 – Estado físico do DNA-HPV-16 de acordo com a análise 

histopatológica das amostras 

 

Amostras (n) 

Estado físico n (%) 

Integrado Misto 

 

Epissomal 

Condiloma 

acuminado (7) 

Verruga (2) 0 2 (100) 0 

Condiloma (5) 0 4 (80) 1* (20) 

     

Câncer peniano (11) Múltipla infecção (2) 1* (50) 1* (50) 0 

Infecção HPV-16 (9) 7 (78) 2 (22) 0 
     

Total  8 9 1 

* O pequeno n amostral impossibilitou a realização de análise estatística 

 
Das 12 amostras de câncer positivas para DNA-HPV, 11 foram positivas 

para HPV-16. Em relação ao estado físico do HPV-16 nessas amostras, 73% (8/11) 

apresentavam integrados e 27% (3/11) estavam na forma mista. Duas amostras 

possuíam múltipla infecção com o HPV-6/11, sendo que em uma o DNA-HPV-16 se 

encontrava na forma mista e outra integrado. Nenhuma das amostras possuía o HPV-

16 na sua forma epissomal. Devido ao n amostral muito pequeno, também não foi 

possível realizar nenhum teste estatístico (Tabela 7), mas pôde-se observar uma 
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tendência de integração nas amostras infectadas pelo HPV-16, na ausência do HPV-

6/11 (7/11, 64%). 

O estado físico do DNA-HPV-16 foi comparado à carga viral. Observou-se 

que esta reduz à medida que o vírus se integra no genoma do hospedeiro. Não se 

pode fazer inferências quanto à forma epissomal já que o n amostral é muito pequeno. 

Foi encontrada diferença significativa entre os grupos (Tabela 7). 

 

Tabela 7 – Estado físico DNA-HPV-16 e valores de carga viral (vírus/célula) 

Estado físico (n) Mediana da carga 

viral ± intervalo 

interquartil 

(vírus/célula) 

Variações 

(vírus/célula) 

Valor p 

Integrado (8) 0,01 ± 40,67 0,00003 a 98,00 0,0111 

 

* 

Misto (9) 5,08 ± 229,84 0,05 a 918,96 

Epissomal (1) - 667,98 

1 Teste Mann-Whitney; * Não foi possível realizar análise estatística devido ao n amostral; 
p<0,050 como significativo. 

 

A Figura 18 demonstra a evolução da carga viral à medida que o processo 

de integração acontece. Apesar do n amostral da amostra de estado físico epissomal 

(n=1) impossibilitar a análise estatística, pode-se observar uma redução gradativa. 
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Figura 18 – Carga viral do HPV-16 em amostras de Condiloma e Câncer 
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Valores logarítmicos de carga viral do HPV-16. Comparação entre o grupo Condiloma com DNA-
HPV-16 nas formas epissomal e mista e câncer com DNA-HPV-16 nas formas mista e integrada. 
n amostral da amostra de estado físico epissomal (n=1). 

 

A variação da carga viral do HPV-16 foi também analisada nos diferentes 

estados físicos e os resultados encontram-se descritos na Tabela 8. Novamente o 

pequeno n amostral impossibilitou a maior parte das análises estatísticas. Não foi 

encontrada diferença significativa de carga viral ao se comparar amostras de câncer 

no estado físico integrado com o misto (Tabela 8).  
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Tabela 8 – Estado físico do DNA-HPV-16 em relação ao diagnóstico 

histopatológico e respectiva carga viral 

Amostras (n) Estado físico 

HPV-16 (n) 

Carga viral 

(cópias/células) 

Valor de p 

Grupo condiloma acuminado 

estratificado de acordo com 

a análise histopatológica 

   

Verruga (2) Misto (2) 3,56 e 918,96 * 

Condiloma (5) Misto (4) 

Epissomal (1) 

90,05 ± 206,03 

667,98 

Grupo condiloma acuminado 

e câncer 

   

Condiloma (7) Misto (6) 175,01 ± 664,42 * 

Epissomal (1) 667,98 

Câncer (11) Integrado (8) 0,00961 ± 61,00 0,13331 

Misto (3) 0,45 ± 242,00 

1Teste Mann-Whitney; * Não foi possível realizar análise estatística devido ao n amostral; p<0,050 
como significativo. 
 

A amostra com DNA-HPV-16 na forma epissomal foi também testada para 

verificar a existência de uma possível quebra em outra região da proteína E2, a 

aminoterminal. Esta quebra não foi detectada e a amostra permaneceu classificada 

como epissomal. 
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7 DISCUSSÃO 
  

Neste estudo, 80% das amostras de condiloma acuminado apresentaram-

se positivas para o DNA-HPV. Condilomas acuminados são causados através da 

infecção da mucosa pelo HPV (SARAIYA et al., 2015; SAFI et al., 2013; COSTA-

SILVA et al., 2017). Estudos relatam a detecção de 90 a 100% do HPV em amostras 

de condiloma acuminado (da SILVA et al., 2017; de LIMA ROCHA, 2013), detecção 

essa, maior que a encontrada nesse estudo. Vale ressaltar que nos estudos citados 

acima, o material analisado consistiu de amostras citológicas, e não amostras de 

tecido parafinados como as utilizadas neste trabalho. 

Durante o processamento das amostras para posterior inclusão em 

parafina, os tecidos são fixados em formaldeído. A fixação em formaldeído provoca a 

quebra de vários componentes presentes nos tecidos e a fragmentação de ácidos 

nucléicos, limitando a análise do DNA por redução da quantidade e tamanho dos 

produtos amplificados, em comparação com os produtos obtidos a partir de tecidos 

frescos ou congelados (ALVAREZ-ALDANA; MARTÍNEZ; SEPÚLVEDA-ARIAS, 2015; 

LEHMANN & KREIPE, 2001). O sucesso da amplificação do DNA por PCR em 

amostras parafinadas pode variar com o tipo de fixador utilizado, protocolo de fixação 

e tempo de armazenamento. Além disso, a amplificação pode ser prejudicada por 

inibidores de PCR, que ainda podem estar presentes após o processo de extração 

dessas amostras (DEDHIA et al., 2010; HUIJSMANS et al., 2010; LESNIKOVA et al., 

2010). Alvarez-Aldana, Martínez e Sepúlveda-Arias (2015) relataram em seu estudo, 

que teve como objetivo: a comparação de cinco protocolos de extração de DNA em 

tecidos parafinados para a detecção do HPV, que a fragmentação do DNA é um dos 

principais fatores que limitam o processo de detecção do DNA nessas amostras. 

Relataram ainda que a amplificação por PCR de um gene humano não reflete 

necessariamente o sucesso da extração do DNA viral. Esses fatos podem justificar a 

menor detecção do HPV nas amostras de condiloma acuminado, neste trabalho, se 

comparado com outros estudos. 

Das amostras de condiloma acuminado positivas para o DNA-HPV, 83% 

foram positivas para o HPV-6/11. Este dado condiz com a literatura, onde os HPVs de 

baixo risco são os maiores causadores de condilomas (CHAN et al.; 2009; EGAWA; 

DOOBAR, 2017; HAWKINS et al., 2013); sendo que os HPVs-6 e 11 são os tipos virais 

mais prevalentes, responsáveis por aproximadamente 90% dos casos de condilomas 
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acuminados (BALL et al., 2011; da SILVA et al., 2017; GIULIANO et al., 2008; KUMAR 

et al., 2017; NATUNEN et al., 2011; SCHILLER, 2013). 

Múltiplas infecções causadas pelo HPV-6/11 e HPV-16 foram encontradas 

em 12% das amostras de condiloma. De forma semelhante, trabalhos relatam a 

presença de HPV de alto risco em lesões benignas, variando de 12 a 48 % (ANIC et 

al., 2011, BALL et al., 2011; KUMAR et al., 2017).  

Apesar do condiloma acuminado ser considerado uma lesão benigna e não 

estar associado à mortalidade de seus portadores, essa condição pode desencadear 

problemas psicossociais, com redução da qualidade de vida, além de gerar custos 

para o estado e o indivíduo (CHONDROS et al., 2018; PATEL et.al, 2013). Além disso, 

estudos relatam que condilomas acuminados podem ser um fator de risco para o 

desenvolvimento do câncer, onde a presença do condiloma acuminado aumentaria 

em 3,7 o risco de desenvolver o carcinoma (CHO et al., 2017; POW-SANG et al., 

2010). Múltiplas infecções com HPVs de alto risco conferem ao condiloma acuminado 

um risco potencial para o desenvolvimento de tumores malignos (BENNETS et al., 

2015; BLOMBERG et al., 2012; POW-SANG et al., 2010). Sendo assim, a 

investigação dos tipos de HPV em condilomas acuminados é de suma importância 

para o acompanhamento do paciente, prevenção de recorrências e impedir a 

progressão para lesões mais graves como o câncer. 

 A média de idade dos homens com diagnóstico de condiloma acuminado 

foi de 35 anos, oscilando entre 18 e 69 anos e mediana de 32. Esses dados 

corroboram com aqueles da literatura, onde a incidência de condilomas acuminados 

é maior nos homens mais jovens (< 30 anos) e decresce significativamente com a 

idade (ANDERSON et al., 2009; ANIC et al., 2012; da SILVA et al., 2017; LAZCANO-

PONCE et al., 2018). Mudanças no comportamento sexual são provavelmente o fator 

chave por trás da redução das taxas de verrugas genitais ao longo do tempo, e o 

desenvolvimento de uma resposta imunológica eficaz também pode colaborar para 

essa redução. A supressão ou redução da resposta imunológica local, pode favorecer 

a persistência e a multiplicação do HPV (BLOMBERG et al., 2012; SHACTER; 

WEITZMAN, 2002). Dessa forma, alguns autores consideram que aspectos como 

comportamento sexual e a resposta imunológica podem influenciar na prevalência de 

múltiplas infecções (CHATURVERDI et al., 2011). Além disso, infecções persistentes 

são menos comuns em homens, devido às maiores chances de clearance da infecção, 
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possivelmente devido a uma maior descamação das células epiteliais (GUILIANO et 

al., 2011; MARKS et al., 2011). 

Em relação à idade dos pacientes com diagnóstico de câncer peniano 

encontrada neste trabalho, a média foi de 41 anos, oscilando entre 23 e 92 anos e 

mediana de 64. Pow-Sang et al. (2010) em um trabalho de revisão, relataram que o 

câncer peniano é mais comum em homens com idade entre 50 e 70 anos, o que condiz 

com o dado encontrado neste trabalho. 

Neste trabalho, a prevalência do HPV nas amostras de câncer peniano foi 

de 52%. Estudos relatam que 22% a 63% dos casos de câncer de pênis são 

relacionados ao HPV (DO et al., 2013; DE MARTEL et al., 2017; SAKAMOTO et al., 

2019). O tipo mais comum nos casos de câncer peniano é o HPV-16, sendo sua 

prevalência relatada entre 50 a 89% dos casos (DO et al., 2013; OLESEN et al., 2018; 

SAKAMOTO et al., 2019). Esse dado condiz com o presente trabalho, onde a 

prevalência do DNA-HPV-16 foi de 75% nas amostras de câncer peniano positivas 

para o DNA-HPV. 

Múltiplas infecções pelos HPV-16 e HPV-6/11 estiveram presentes em 17% 

das amostras de câncer peniano. Alguns trabalhos também relataram a presença dos 

HPVs de baixo risco em amostras de câncer peniano. Olesen et al. (2018) verificaram 

que o HPV-6 foi o segundo tipo mais prevalente em carcinoma de pênis, depois do 

HPV-16. Sakamoto et al. (2019) detectaram positividade de 14,3% para DNA-HPV de 

baixo risco em múltipla infecção com outros tipos virais. Existem ainda, estudos em 

pacientes do sexo masculino, HIV positivos, onde foi verificado que a probabilidade 

de desenvolver lesão anal aumentou juntamente com o número crescente de tipos de 

HPV em múltiplas infecções (ALVAREZ et al., 2010; CHENG et al., 2017; ROVELLI et 

al., 2017). Acredita-se que o aumento do risco do desenvolvimento de lesões nestes 

pacientes,  se deve à potencialização da ação carcinogênica dos HPVs de alto risco 

presentes em múltiplas infecções com HPVs de baixo risco ou à presença de uma 

deficiência imunológica prévia e não sendo uma ação direta destes tipos virais 

(BENNETTS et al., 2015).  

Em lesões NIP a prevalência do DNA-HPV tem papel importante, sendo 

que vários estudos relataram a presença de HPVs de baixo risco nessas lesões, 

precursoras do câncer, em múltipla infecção com tipos virais de alto risco (da SILVA 

et al., 2017; INGLES et al., 2015; SUDENGA et al., 2016). A hipótese de Kadaja et al. 

(2007) é de que as proteínas E1 e E2 produzidas pelas formas virais epissomais, 
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podem atuar sob as formas integradas promovendo sua replicação e aumentando a 

frequência de integração. É sabido, que os vírus de baixo risco não se integram 

podendo, portanto, serem fornecedores de E1 e E2 nos casos de múltiplas infecções 

com vírus de alto risco, colaborando assim para potencializar o poder carcinogênico 

destes últimos. Trabalhos relatam a existência de proteção cruzada entre HPVs 

filogeneticamente próximos (FUXI et al., 2009; HAJIA; SOHRABI, 2018; SENAPATI et 

al., 2017; WHEELER et al., 2009). Porém, ainda há questionamentos na literatura sob 

a questão de aumento na susceptibilidade ou exclusão competitiva/proteção cruzada 

entre os tipos virais. Acredita-se que múltiplas infecções dificultem o surgimento de 

uma resposta imune eficaz, favorecendo a persistência da infecção e o aumento da 

carga viral, levando a progressão das lesões ou câncer (CHOW et al., 2010; DE 

SANJOSÉ; BROTONS; PAVÓN, 2018). Altas cargas virais do HPV foram associadas 

à redução do clearance da infecção, levando à persistência da infecção (LIU et al., 

2018; MARRA et al., 2017; SENKOMAGO et al., 2016). 

Neste trabalho, a influência de múltiplas infecções pelos HPVs-16 e 6/11 

no desenvolvimento de lesões e do próprio câncer foi avaliada. Ambos os vírus se 

mostraram presentes em múltipla infecção nos diferentes graus de lesão. Múltiplas 

infecções foram encontradas tanto em condilomas acuminados (8/69, 12%) quanto no 

câncer (2/12, 17%), mas, ao estratificar o grupo condiloma acuminado de acordo com 

os achados histopatológicos, observou-se que a lesão mais simples, verruga, possui 

uma prevalência de múltipla infecção pelo HPV-16 e HPV-6/11 de 6% (3/49), enquanto 

que a lesão mais grave, condiloma apresentou prevalência de 18% (5/27), 3 vezes 

maior. Apesar do pequeno número amostral, pode-se inferir e reforçar o que já se 

encontra descrito na literatura sobre o aumento da probabilidade de progressão de 

lesão na presença de múltiplas infecções. 

Muitos são os estudos que avaliam a carga viral em amostras cervicais 

(CHEUNG et al., 2006; CONSTANDINOU-WILLIAMS et al., 2010; DONG et al., 2018; 

FUXI et al., 2017; SEGOND et al., 2018; THOMSEN et al., 2015; WU et al., 2018). 

Existem poucos trabalhos que avaliam a carga viral do HPV em homens, e estes 

diferem quanto ao tipo de amostra. Alguns avaliam a carga viral em amostras de 

condiloma acuminado (ANIC et al., 2011; BALL et al., 2011); outros, lesões anais 

(KREUTER et al., 2007; DE MARRA et al., 2017; UTAIPAT et al., 2015); outros, 

amostras penianas (LIU et al., 2018; SENKOMAGO et al., 2016). Existem ainda 

variações quanto a forma de expressar os valores de carga viral (cópias/10.000 
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células; DNA/cópias, cópias/5000 células, cópias/célula, cópias por g de DNA celular, 

cópias virais/célula, log10 cópias/105 células). Todas essas variações dificultam as 

comparações dos dados gerados nesse trabalho com os dados encontrados na 

literatura. Além disso, neste trabalho houve uma grande variabilidade entre os valores 

de carga viral no mesmo tipo de amostra, sendo que grande número de amostras seria 

necessário para obter análises estatísticas significativas. Essa variabilidade é relatada 

também em outros trabalhos (ALVAREZ et al., 2010; BALL et al., 2011; DO et al., 

2012; KREUTER et al., 2007; UTAIPAT et al., 2015;). Porém, o número amostral 

utilizado nesse trabalho, não difere dos estudos realizados em homens descritos na 

literatura (BALL et al., 2011; BAYDAR et al., 2013; da SILVA et al., 2017; de LIMA 

ROCHA et al., 2013; INGLES et al., 2015; KALANTARI et al., 2008; NIYA et al., 2018; 

SUDENGA et al., 2016). 

Apesar destas variações, é consenso na literatura que lesões precursoras 

do câncer e o próprio câncer são resultado da ação carcinogênica de infecções 

persistentes por HPVs de alto risco e que altas cargas virais, além de dificultarem o 

clearance da infecção, encontram-se associadas à gravidade destas lesões 

(ALVAREZ et al., 2010; BLEEKER et al., 2006; DONG et al., 2018; SALIT et al., 2009; 

SCHMELER; STURGIS, 2016; SENKOMAGO et al., 2016; UTAIPAT et al., 2016). 

Existem poucos estudos sobre a influência da carga viral de HPVs de baixo risco neste 

processo carcinogênico e pouco se entende como estes vírus se comportam quando 

em múltipla infecção. Alguns trabalhos associam a presença de altas cargas virais de 

HPVs de baixo risco à ocorrência de lesão (COUTLÉE et al., 2009; FORSLUND et al., 

2016). 

Neste trabalho, as cargas virais do HPV-16 e HPV-6/11 foram avaliadas 

nas amostras de condiloma acuminado nos seus diferentes diagnósticos 

histopatológicos e nas amostras de câncer peniano, em presença ou ausência de 

múltiplas infecções.  

Maior carga viral, tanto do HPV-16 quanto do HPV-6/11, foi encontrada nas 

amostras de condiloma quando comparadas às amostras de câncer peniano. A menor 

carga viral do HPV-16 em amostras de câncer era esperada e pode ser explicada pelo 

fenômeno da integração, que ao se completar, dá origem a um ciclo produtivo 

incompleto onde partículas virais não são mais formadas e a replicação se torna 

dependente da replicação celular (DOOBAR, 2005). No entanto, esperava-se também 

encontrar altas cargas virais do HPV-6/11, já que elas se encontram associadas à 
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presença e à gravidade das lesões, além de se tratar de um vírus que não se integra 

ao genoma do hospedeiro e não gerar um ciclo produtivo incompleto, mas altas cargas 

virais foram encontradas apenas nos condilomas acuminados e não no câncer 

peniano. Alguns trabalhos questionam a existência de uma possível competição entre 

diferentes tipos virais quando em múltipla infecção, outros relatam sinergismo, mas 

não há consenso na literatura sobre tal comportamento (BENNETTS et al., 2015; 

CHATUVERDI et al., 2011; SENAPATI et al., 2017; VACCARELLA et al., 2011).   

Segundo Kadaja et al. (2007), o genoma do HPV integrado permanece 

ativo e disponível à replicação e transcrição, sendo controlado pelas proteínas E1 e 

E2, as quais são produzidas pela forma epissomal. O material genético integrado e 

assim duplicado pela ação de E1 e E2 produzidas pela forma epissomal, conterá o 

genoma do HPV integrado, como também as regiões flanqueadoras, pertencentes ao 

genoma do hospedeiro, gerando um intermediário replicativo, ainda ligado ao genoma 

da célula hospedeira. Esse genoma amplificado será novamente integrado ao genoma 

do hospedeiro, aumentando assim o número de cópias virais e intensificando o 

processo de integração. Os autores chamaram este mecanismo de formação “de 

novo”.  

De acordo com esta teoria, esperava-se encontrar nas amostras com 

múltipla infecção: 1) menores cargas virais do HPV-16 devido à sua integração; 2) que 

o HPV-16 estivesse, em sua maioria, integrado e não epissomal, sendo a replicação 

“de novo” mantida pelas proteínas E1 e E2 produzidas pelo HPV-6/11 que estaria com 

alta carga viral, pois ele não se integra e 3) agravamento da lesão. 

Neste trabalho, nas amostras agrupadas em condiloma acuminado, uma 

maior carga viral do HPV-6/11 foi encontrada em amostras com diagnóstico 

histopatológico mais grave (Condiloma = mediana: 1990,97, IQ: 451,12 - 6864,39; 

Verruga = mediana: 1039,77, IQ: 469,22 - 2777,91; Papiloma = mediana: 395,90, IQ: 

104,64 - 980,88) (Tabela 4), conforme esperado e em concordância com a literatura. 

Mas quando comparadas ao câncer, as cargas virais mostraram-se menores, 

conforme discutido acima. 

A carga viral do HPV-16 mostrou-se mais alta na lesão com diagnóstico 

histopatológico de condiloma quando comparada às amostras com diagnóstico 

histopatológico de verruga, uma lesão mais leve (mediana: 175,01, IQ: 2,58 - 443,06; 

vs mediana: 3,56, IQ: 0,0009 - 918,96) e reduziu nas amostras de câncer peniano 
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(medicana: 0,02, IQ: 0,0007 - 81,33), comportamento também esperado e já discutido 

anteriormente (Tabela 5). 

Quando se analisa as amostras com múltiplas infecções, a carga viral do 

HPV-6/11 é baixa nas amostras de verruga, uma lesão mais leve, aumenta quando a 

lesão se agrava e volta a reduzir no câncer (Verruga = mediana: 630,38, IQ: 305,20 - 

1035,88; Condiloma = mediana 2130,36, IQ: 268,10 - 6799,17; Câncer peniano = 

mediana: 8,35) (Tabela 4). Acontece o mesmo quando se analisa a carga viral do 

HPV-16 (Verruga = mediana: 3,56, IQ: 0,0009 - 918,96; Condiloma = mediana: 175,01, 

IQ: 2,58 - 443,06; Câncer peniano = 0,24) (Tabela 5). Conforme descrito na literatura, 

altas cargas virais encontram-se associadas à presença e agravamento da lesão, 

entretanto, nas amostras de câncer a carga viral mostrou-se mais baixa, além da 

hipótese da existência de uma possível competição entre diferentes tipos virais em 

uma mesma infecção, vale ressaltar o pequeno número amostral do grupo câncer 

peniano (n = 2), o que impacta significativamente nesta análise. 

Quando se compara o mesmo tipo de lesão, as amostras contendo 

múltiplas infecções apresentaram comportamento de carga viral do HPV-6/11 variável, 

menor carga viral quando em verruga (Verruga apenas HPV-6/11 = mediana: 1075,88, 

IQ: 490,17 - 2887,18 vs Verruga HPV- 6/11 + HPV-16 = mediana: 630,38, IQ: 305,20 

- 1035,88) e maior carga viral quando em condiloma (Condiloma apenas HPV-6/11 = 

mediana: 1886,98, IQ: 424,75 - 7389,59 vs Condiloma HPV- 6/11 + HPV-16 = 

mediana: 2130,36, IQ: 268,10 - 6799,17) (Tabela 4). Esta observação gera o 

questionamento sobre a existência de uma possível competição entre os tipos virais 

e fortalece a hipótese de sinergismo resultando em lesões mais graves. 

Quando as amostras de condiloma não são estratificadas de acordo com o 

diagnóstico histopatológico e apenas estratificadas quanto à presença ou ausência de 

multiplica infecção observa-se uma redução da carga viral do HPV-6/11 quando em 

múltipla infecção (mediana: 1075,88, IQ: 401,14 - 3535,96 vs mediana: 833,13, IQ: 

353,22 - 3625,73). Já este resultado, por sua vez contradiz o anterior e sugere a 

existência de uma competição entre os diferentes tipos virais presentes na mesma 

lesão.  

Quando se compara a carga viral do HPV-16 no câncer peniano em 

presença ou ausência de múltipla infecção com o HPV-6/11, observa-se um aumento 

da carga viral quando em múltipla infecção (Câncer peniano apenas HPV-16 = 

mediana 0,02, IQ: 0,0004 - 89,66 vs Câncer peniano HPV- 6/11 + HPV-16 = 0,24), 
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este achado também refuta a hipótese de competição dos tipos virais e fortalece a do 

sinergismo. 

Essa controvérsia é também descrita na literatura (BALL et al., 2011; 

COUTLÉE et al., 2009; FORSLUND et al., 2016) e o pequeno número amostral deste 

trabalho impediu uma análise mais conclusiva e nenhum dos testes estatísticos 

realizados mostrou diferença significativa entre os grupos. Portanto, segundo os 

dados apresentados, não se pode confirmar a hipótese de competição entre os 

diferentes tipos virais quando em múltipla infecção e nem avaliar sua influência no 

agravamento de lesões. 

Apesar de também não ter sido encontrada diferença estatística entre as 

cargas virais do HPV-16 e 6/11 nas diferentes lesões (papiloma, verruga, condiloma 

e câncer), observa-se uma tendência de aumento da carga viral com o aumento da 

gravidade para ambos os tipos virais estudados. Estes resultados confirmam o que se 

encontra descrito na literatura (ALVAREZ et al., 2010; BLEEKER et al., 2006; 

COUTLÉE et al., 2009; DONG et al., 2018; FORSLUND et al., 2016; SALIT et al., 

2009; SCHMELER E STURGIS, 2016; SENKOMAGO et al., 2016; UTAIPAT et al., 

2016). A carga viral do HPV-16 apenas reduz nas amostras de câncer devido à 

integração (ARIAS-PULIDO et al., 2006; DOOBAR et al., 2012; de LIMA ROCHA, 

2013). 

A utilização de valores de carga viral como biomarcador tem sido 

questionada. Altas cargas virais foram encontradas em amostras com lesões leves e 

até mesmo sem alterações neoplásicas, também existem estudos que mostram 

progressão de lesões em presença de baixas cargas virais (FU XI et al., 2011; LO et 

al., 2005; MONNIER-BENOIT et al., 2006). Por estes motivos, atualmente, a carga 

viral tem sido considerada apenas como um possível preditor de clearance de infecção 

e não marcador de evolução. 

Em relação ao estado físico, dentre as 11 amostras de carcinoma positivas 

para o HPV-16, 73% (8/11) se apresentaram totalmente integradas e 27% (3/11) na 

forma mista, estes dados corroboram com a literatura onde integração do HPV-16 em 

amostras de câncer peniano variam de 73 a 100% (de LIMA ROCHA, 2013; DO et al., 

2012; KALANTARI et al., 2008; ; NIYA et al., 2018; TORNESELLO et al., 1997).  

A presença do HPV-16 foi verificada em 8 amostras de condiloma 

acuminado, mas seu estado físico foi determinado em 7. Uma das amostras não teve 

seu estado físico determinado devido à baixa carga viral. A maior parte destas 



105 

 

amostras encontrava-se sobre a forma mista (86%, 6/7) e apenas 1 amostra (14%) 

sob a forma epissomal.  

Estes dados demostram e corroboram com a literatura, onde a integração 

é considerada um fenômeno frequente em diferentes graus de lesões, não sendo 

determinante para o processo neoplásico, mas considerado um fator importante já que 

sua frequência aumenta com o agravamento da lesão.  

Atualmente, o fenômeno de integração tem se mostrado muito importante 

no processo carcinogênico devido mais aos locais onde o DNA viral se integra e aos 

processos desencadeados a partir desta integração que pelo fenômeno em si. Alguns 

estudos recentes têm questionado se a quebra de E2 interfere tão significativamente 

na desregulação da expressão gênica das proteínas oncogênicas E6 e E7. Eles 

relatam evidências de diferentes padrões de expressão destas proteínas entre 

amostras de estado físico do HPV epissomal e integrada e que estes diferentes 

padrões de expressão se devem a processos pós-integração como a metilação, 

acetilação e outros. Estudos também têm aponta que os locais de integração também 

são muito importantes para o processo carcinogênico do HPV e frequentemente 

ocorrem naqueles genes que estão sendo constantemente expressos durante a 

transcrição e reparo do DNA. Portanto, a integração do HPV é proposta como uma 

mutação voltada para a progressão do câncer, não sendo dependente da super 

expressão de E6 e E7 apenas (GUO et al., 2017; ROSENTHAL et al., 2013; VEMULA 

et al., 2015; ZHANG et al., 2016).  

Apenas 2 amostras de câncer peniano apresentaram múltipla infecção 

pelos HPV-16 e 6/11, uma delas estava sob a forma mista. Das amostras infectadas 

pelo HPV-16, na ausência do HPV-6/11 (9), 7 (78%) estavam totalmente integradas e 

2 sob a forma mista. Observa-se uma tendência de integração em amostras onde o 

HPV-16 não se encontra em múltipla infecção com o HPV-6/11. Entretanto, chama-se 

atenção para o pequeno número amostral (11). 

Ao se comparar a carga viral do HPV-16 aos diferentes estados físicos 

(epissomal, misto e integrado) tanto em amostras de condiloma acuminado quanto de 

câncer, uma diferença estatística foi encontrada (p = 0,011). Este achado corrobora 

com a literatura e é explicado pela implementação do ciclo produtivo incompleto 

descrito por Doobar (2005).  

Foi encontrado apenas um trabalho avaliando o estado físico do HPV-16 

em amostras de condiloma acuminado (de LIMA ROCHA, 2013), e os dados 
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corroboraram com os resultados encontrados neste trabalho, onde mesmo em 

amostras consideradas benignas o HPV-16 pode ter sido encontrado com algum grau 

de integração. Neste trabalho, a integração foi detectada em 90% dos pacientes 

infectados pelo HPV-16, em amostras de condiloma acuminado ou assintomáticos.  

Altas cargas virais proporcionam níveis elevados de E1 e E2, maior 

intensidade de replicação e transcrição viral, o que, por consequência, gera o 

aparecimento de formas aberrantes, isto ameaça a estabilidade do genoma viral e 

pode ser considerado um dos possíveis gatilhos para a sua integração (DOOBAR et 

al., 2012; KADAJA et al., 2009; MANNIK et al., 2002). 

Neste trabalho, a maioria das amostras de câncer (8/11, 72%) estavam 

sobre a forma integrada e a maioria das amostras de condiloma (6/7) possuíam o 

DNA-HPV-16 sob a forma mista. Este resultado condiz com a literatura, já que a forma 

mista é considerada uma forma intermediária entre a epissomal, encontrada em 

lesões mais simples, e a integrada, frequente em lesões mais graves e cancerosas 

(KADAJA et al., 2007). Não foi encontrada diferença significativa em relação a 

associação entre múltiplas infecções em condilomas acuminados e estado físico do 

genoma do HPV. 

O método utilizado para determinar o estado físico do HPV neste trabalho 

foi determinando a razão E2/E6, o mesmo utilizado por vários pesquisadores na 

determinação do estado físico do HPV em diferentes amostras (CHOI et al., 2018; 

KHANAL et al., 2018; KLOPFER et al., 2018; LI et al., 2018; LORENZI et al., 2017; 

MANAWAPAT-KLOPFER et al., 2018; SZOSTEK et al., 2017). 

A presença de integração em pacientes assintomáticas ou com lesões de 

baixo grau, ou a presença das formas epissomais em lesões de baixo grau levaram 

ao questionamento do uso da integração viral como biomarcador (ALVAREZ et al., 

2010; KARBALAIE NIYA et al., 2018). 

O pequeno número amostral deste trabalho foi um forte limitador. São 

amostras raras e de difícil acesso, além disso, não é possível trabalhar com amostras 

muito antigas, pois o material genético encontra-se muito degradado devido ao 

tratamento com formaldeído e inclusão em parafina. O n amostral também reduz 

quando se busca múltiplas infecções que conforme Anic et al. (2011), em seu estudo 

multinacional em homens, detectou múltiplas infeções dos HPVs-16 e 18 e HPVs-6 e 

11 em apenas 12,5% dos condilomas acuminados. O câncer peniano, por sua vez, 

além de ser uma doença rara, apenas metade é associada ao HPV. 
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Devido a esta limitação, este trabalho deve ser considerado apenas como 

descritivo, porém de grande importância na geração de conhecimento em uma 

literatura escassa. Mais estudos são necessários, principalmente no que diz respeito 

às múltiplas infecções e sua influência no processo de carcinogênese viral.  
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8 CONCLUSÕES 

 

• A ampla variação da carga viral tanto do HPV-16 quanto do HPV-6/11, pode 

dificultar a utilização da carga viral como marcador no diagnóstico precoce do 

câncer peniano. 

• A integração é um fenômeno frequente em diferentes amostras, com diferentes 

graus de gravidade de lesão. 

• A integração é um fator importante para a carcinogênese viral, mas não 

determinante. 

• Múltiplas infecções de vírus de alto risco e vírus de baixo risco em amostras de 

condiloma acuminado são frequentes. Sendo assim, a pesquisa de vírus de alto 

risco em amostras benignas é importante, a fim de entender sua influência e 

prevenir a progressão para o câncer. 
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9 PERSPECTIVAS DO ESTUDO 

 

• Ampliar o conhecimento sobre carga viral ao associá-la a biomarcadores como 

p16, MCM7, RAP1A e Ki-67. 

• Avaliar a expressão de biomarcadores imunohistoquímicos e associar sua 

expressão à integração viral. 

• Compreender a influência de múltiplas infecções no processo carcinogênico. 
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ANEXO A - CARTA CONVITE PARA PARTICIPAÇÃO EM PROJETO DE 
PESQUISA 

 
 
Belo Horizonte, <dia> de <mês> de <ano>. 

 
Prezado, 
 

Convidamos o Laboratório sob sua gestão, a participar de um estudo que será 

desenvolvido na Faculdade de Farmácia da Universidade Federal de Minas Gerais 

que tem por finalidade estudar amostras de condiloma acuminado e câncer penianos 

provocados pela infecção por Papilomavírus Humano. 

O condiloma acuminado é a lesão mais frequente na população masculina, 

entretanto, apesar de benigna, encontra-se frequentemente relacionada à coinfecção 

com HPVs de alto risco estando assim associada ao aumento do risco de se 

desenvolver o câncer. 

Lesões neoplásicas penianas são pouco frequentes e seu diagnóstico é difícil. 

Ainda não existem métodos para rastreamento destas lesões, sendo o diagnóstico 

difícil e tardio, levando a tratamentos agressivos, com alta probabilidade de 

amputação do membro. 

O diagnóstico preciso e precoce de lesões provocadas pelo HPV possibilita uma 

rápida intervenção, garante tratamentos adequados e menos agressivos, 

possibilitando também a estratificação do risco de evolução para câncer e o 

acompanhamento do paciente mais grave.  

A carga viral, a avaliação do estado físico do DNA-HPV, a quantificação da 

expressão das oncoproteínas virais e a avaliação de biomarcadores imuno-

histoquímicos têm sido algumas das estratégias estudadas para o diagnóstico precoce 

de lesões neoplásicas, sendo a maioria dos trabalhos relacionados à população 

feminina. A escassez de informações da infecção pelo HPV na população masculina 

dificulta a compreensão de suas manifestações clínicas nesse segmento.  

Portanto, este trabalho tem como proposta caracterizar amostras de condiloma 

acuminado peniano quanto à expressão imuno-histoquímica de p16INK4a, MCM7, 

RAP1A e Ki-67, avaliar a carga viral dos vírus HPV-6, HPV-11 e HPV-16 e o estado 

físico do DNA-HPV-16 e correlacionar os dados moleculares encontrados com a 

presença de lesões neoplásicas de alto grau associadas. Os dados obtidos nas 
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amostras de condiloma acuminado também serão comparados aos das amostras de 

câncer peniano. 

O laboratório, portanto, participaria da pesquisa no fornecimento de amostras 

parafinadas de condiloma acuminado e câncer penianos e com o resultado 

histopatológico destas. Todos os trabalhos científicos produzidos a partir desta 

pesquisa terão o nome do laboratório citado. 

A análise de múltiplos marcadores pode melhorar o entendimento sobre o 

desenvolvimento das neoplasias penianas assim como acrescentar informações 

sobre o papel das múltiplas infecções no desenvolvimento destas lesões. Talvez, o 

emprego destes biomarcadores em conjunto possa possibilitar a identificação precoce 

dos pacientes em risco de evolução para o câncer. O tratamento da doença em sua 

fase inicial, reduziria a agressividade do tratamento, seus gastos, além de colaborar 

para uma redução significativa nas taxas de incidência e de mortalidade causada por 

este tumor. 

 

Agradeço sua atenção. 

 

Maria Gabrielle de Lima Rocha 

Professora Adjunto 

Faculdade de Farmácia  

Universidade Federal de Minas Gerais 
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ANEXO B - CARTA DE ACEITE PARA PARTICIPAÇÃO EM PROJETO DE 
PESQUISA 

 
 
Belo Horizonte, <dia> de <mês> de <ano>. 

 

O <nome da empresa>, após análise do projeto apresentado, intitulado: 

ANÁLISE DA EXPRESSÃO DE PROTEÍNAS E DA INFECÇÃO PELO 

PAPILOMAVÍRUS HUMANO (HPV) EM AMOSTRAS DE CONDILOMA ACUMINADO, 

manifesta interesse em participar deste estudo que será desenvolvido na Faculdade 

de Farmácia da Universidade Federal de Minas Gerais, pelo Programa de Pós-

Graduação em Análises Clínicas e Toxicológicas. 

Declaramos, para os devidos fins, que concordamos em disponibilizar aos 

pesquisadores deste estudo, para o desenvolvimento das atividades referentes ao 

Projeto de Pesquisa, amostras parafinadas de condiloma acuminado e câncer 

penianos, disponíveis no arquivo do laboratório, com o resultado histopatológico 

destas. 

 

 

 

__________________________________________ 

(Nome e assinatura do responsável pela empresa) 
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ANEXO C – Carta de aprovação do Comitê de Ética em pesquisa da 
Universidade Federal de Minas Gerais 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



140 

 

 


	ANÁLISE MOLECULAR DO DNA-HPV-16 E HPV-6/11 EM AMOSTRAS DE CONDILOMA ACUMINADO E CARCINOMA PENIANOS
	ANÁLISE MOLECULAR DO DNA-HPV-16 E HPV-6/11 EM AMOSTRAS DE CONDILOMA ACUMINADO E CARCINOMA PENIANOS
	1 INTRODUÇÃO E RELEVÂNCIA
	2 REVISÃO DE LITERATURA
	2.1 O HPV
	2.1.1 Ciclo biológico do HPV

	2.2 Doenças causadas pelo HPV na população masculina
	2.2.1 Condiloma acuminado
	2.2.2 Neoplasias intraepiteliais
	2.2.3 Câncer

	2.3 Carcinogênese viral
	2.3.1 Múltiplas infecções
	2.3.2 Carga viral
	2.3.3  Estado físico do DNA-HPV

	2.4 Diagnóstico da infecção por HPV e de sua neoplasia associada

	3 JUSTIFICATIVA
	4 OBJETIVOS
	4.1 Objetivo Geral
	4.2 Objetivos Específicos

	5 METODOLOGIA
	5.1 População Estudada
	5.2 Análise Histopatológica
	5.3 Análise molecular
	5.3.1 Desparafinização da amostra e extração de ácidos nucléicos
	5.3.2 Amplificação do gene de β-globina, identificação da infecção por HPV e tipagem
	5.3.2.1 Amplificação do gene β-globina
	5.3.2.2 Determinação da infecção por HPV
	5.3.2.3 Tipagem do HPV-16
	5.3.2.4 Tipagem do HPV-6/11
	5.3.3 Determinação da carga viral dos vírus HPV-6/11 e HPV-16, e estado físico do DNA-HPV-16
	5.3.3.1 Plasmídeos pE6, pHPV-16, pHPV-11, pHPV-6 e célula SiHa
	5.3.3.2 Determinação da carga viral do HPV-16
	5.3.3.3 Determinação da carga viral dos HPVs-6/11
	5.3.3.4 Determinação do estado físico do DNA-HPV-16 (razão E2/E6)

	5.4 Análise estatística

	6 RESULTADOS
	6.1 Padronização dos métodos de extração do DNA
	6.2 Padronização dos métodos de PCR em Tempo Real
	6.3 Análise histopatológica
	6.4 Prevalência da infecção por HPV
	6.5 Carga viral
	6.5.1 Determinação da carga viral do HPV-6/11
	6.5.2 Determinação da carga viral HPV-16

	6.6 Estado físico do DNA-HPV-16

	7 DISCUSSÃO
	8 CONCLUSÕES
	9 PERSPECTIVAS DO ESTUDO
	REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS
	ANEXO A - CARTA CONVITE PARA PARTICIPAÇÃO EM PROJETO DE PESQUISA
	ANEXO B - CARTA DE ACEITE PARA PARTICIPAÇÃO EM PROJETO DE PESQUISA
	ANEXO C – Carta de aprovação do Comitê de Ética em pesquisa da Universidade Federal de Minas Gerais
	Word Bookmarks
	OLE_LINK1
	OLE_LINK2
	OLE_LINK3


