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RESUMO 

Câncer de pênis (CaPe) é uma neoplasia rara em países desenvolvidos, entretanto, sua 
incidência é elevada em países subdesenvolvidos. No Brasil, as regiões Norte e Nordeste 
são as regiões com os maiores números de casos da doença. Dentre os fatores de risco, 
destaca-se a má higiene do órgão genital, fimose, inflamação crônica e infecção pelo 
papilomavírus-humano (HPV). Tem sido reportada alterações na via de sinalização 
celular PI3K/AKT/PTEN em diversas neoplasias malignas, entretanto, pouco se sabe 
sobre o envolvimento dessa via nos tumores de pênis. Assim, buscou-se neste trabalho 
verificar o papel da infecção por HPV e a ocorrência de alteração no número de cópias 
(CNAs) em genes da via de sinalização controlada por receptores dos fatores de 
crescimento e PI3K, em uma amostra caracterizada por tumor avançado e alta frequência 
de HPV de alto risco. Para isso, foram coletadas amostras de tecido tumoral (fresco e de 
tecido fixado com formalina e embebido em parafina - FFPE) de 34 pacientes 
provenientes de dois hospitais de referência, Instituto Maranhense de Oncologia Aldenora 
Belo (IMOAB) e o Hospital Universitário Presidente Dutra da Universidade Federal do 
Maranhão (HU-UFMA). As amostras de tumor fresco foram submetidas a detecção e 
genotipagem de HPV por Nested PCR (Polymerase Chain Reaction) e sequenciamento 
direto. As análises de CNAs foram realizadas em amostras de FFPE, HPV positivas 
(91,2%), das quais 88,2% eram de alto risco oncogênico. Utilizou-se o ensaio TaqMan® 
Copy Number Assays (Life TechnologiesTM) e o software CopyCaller versão 2.0 para 
determinação do número de cópias dos genes EGFR, HER3, HER4, AKT1, AKT2, 
PIK3CA e PTEN. Aumento de 3 e 4 cópias foi considerado ganho, enquanto aumento de 
5 ou mais cópias foi considerado amplificação. A presença de uma única cópia gênica foi 
nomeada perda, enquanto a ausência de duas cópias foi nomeada deleção. Os parâmetros 
clínicos e histopatológicos foram analisados quanto a presença de HPV e também quanto 
a CNAs. A via de sinalização celular EGFR/PI3K/AKT/PTEN revelou-se altamente 
alterada nos tumores de pênis. Observou-se que 100% dos tumores apresentaram aumento 
de número de cópias do gene HER3. Destes, 93,9% apresentaram-se amplificados, sendo 
que 84,4% apresentavam 10 ou mais cópias. O gene EGFR apresentou aumento de cópias 
em 87,8% das amostras, das quais 65,6% eram amplificações, sendo que 48,2% 
apresentavam mais de 10 cópias. Além desses, os genes HER4 e AKT1 também 
apresentaram aumento de cópias gênicas, em 20,6% e 15%, respectivamente. AKT1 

apresentou maior porcentagem de tumores com número normal de cópias (78,8%). Por 
outro lado, os genes PI3KCA, HER4, PTEN e AKT2 apresentaram maiores frequências de 
amostras com deleções, com 56%, 52,9%, 39% e 36%, respectivamente. As perdas 
também foram frequentes nos tumores, de modo que os genes AKT2, PTEN e PI3KCA 
apresentaram-se em heterozigose em 60,6%, 54,5% e 37,5%, respectivamente. Nossos 
dados mostram a ocorrência de alterações genéticas que podem justificar a expressão 
diferencial dos receptores de fatores de crescimento e de genes downstream da via 
PI3K/AKT em carcinoma peniano. No entanto, não foi encontrada associação entre 
CNAs e as variáveis clínicas e histopatológicas. Por outro lado, considerando-se a alta 
frequência de HPV nos tumores avaliados, levanta-se a possibilidade de haver uma 
relação entre a integração do HPV no genoma do hospedeiro e a ocorrência de CNAs em 
CaPe. Finalmente, destacamos a alta frequência de tumores com amplificações em HER3 
e EGFR, abrindo a possibilidade desses marcadores serem utilizados como alvos para 
terapias específicas em CaPe.  
 
Palavras-chave: Mutação; Biomarcador; Tumorigênese; Carcinoma de células 
escamosas. 
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ABSTRACT 

Penile cancer (PeCa) is a rare neoplasm in developed countries; however, its incidence is 
high in underdeveloped countries. In Brazil, regions North and Northeast are those with 
the higher number of cases for the disease. Among the factors associated with this 
neoplasm we highlight: poor hygiene, phimosis, chronic inflammation and infection by 
human papilloma virus (HPV). Changes in the PI3K/AKT/PTEN cell signaling pathway 
have been reported for several malign neoplasms, but little is known about the 
involvement of this pathway in penile tumors. Thus, the aim of this study was to verify 
the role of HPV infection and the occurrence of copy number alterations (CNA) in genes 
from the signaling pathway mediated by receptors of growth factors and PI3K in a 
population characterized by advanced tumors and high frequency of high risk HPV. To 
achieve that, we collected tumor tissue samples (both fresh and in formalin-fixed paraffin-
embedded tissue-FFPE) from 34 patients from two reference hospitals: Instituto 
Maranhense de Oncologia Aldenora Belo (IMOAB) and the Hospital Universitário 
Presidente Dutra from the Universidade Federal do Maranhão (HU-UFMA). Fresh tumors 
were submitted to detection and genotyping of HPV by Nested PCR (Polymerase Chain 

Reaction) and direct sequencing. CNA analyzes were carried out in FFPE tissue from a 
subgroup HPV positive (91.2%), of which 88.2% were at high oncogenic risk. TaqMan® 
Copy Number Assays (Life TechnologiesTM) and CopyCaller software version v2.0 were 
performed to determine copy number for EGFR, HER3, HER4, AKT1, AKT2, PI3KCA 
and PTEN. Increase of 3 and 4 copies was considered gains, while increase of 5 or more 
copies was considered amplifications. The presence of a single gene copy was referred to 
as loss, while the absence of two copies was named deletion. Clinical and 
histopathological parameters were analyzed as to the presence of HPV and to CNAs. Our 
data showed that EGFR/PI3K/AKT/PTEN signaling pathway is highly altered in PeCa. 
The results showed that 100% of the tumors presented an increase of the number of copies 
for HER3; out of those, 93.9% were amplified, with 84.4% having 10 or more copies. 
EGFR also showed an increase of copies in 87.8% of tumor samples, out of which 65.6% 
were amplifications, with 48.2% having more than 10 copies. Furthermore, HER4 and 
AKT1 also presented an increase in the number of copies of 20.6% and 15%, respectively. 
AKT1 had a higher frequency of tumors with a regular number of copies (78.8%). On the 
other hand, PI3KCA, HER4, PTEN and AKT2 presented a higher frequency of samples 
with deletions, presenting 56%, 52.9%, 39% and 36%, respectively. Loss of copies was 
also frequent on tumors, so that genes AKT2, PTEN and PI3KCA appeared in 
heterozygosis in 60.6%, 54.5% and 37.5%, respectively. Our data show the occurrence 
of genetic alterations that may justify the differential expression of growth factor 
receptors and the downstream genes of the PI3K/ AKT pathway in penile carcinoma. 
However, in this study there was no association between CNAs and clinical and 
histopathological variables. On the other hand, taking into consideration the high 
frequency of HPV in the evaluated tumors, we suggest that CNAs are related to HPV 
integration into genome host.  Finally, we highlight the high frequency of tumors with 
amplifications in HER3 and EGFR, reinforcing these markers as targets for specific 
therapies in CaPe. 
 
Keywords: Mutation; Biomarker; Tumorigenesis; Squamous Cell Carcinoma. 
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1. INTRODUÇÃO 

O câncer de pênis (CaPe) é uma neoplasia maligna rara em países desenvolvidos. 

No entanto, sua incidência é mais elevada em países da Ásia, África e América do Sul, 

representando cerca de 10% dos tumores malignos no homem (CALMO et al, 2011; 

CHRISTOULIDOU et al., 2015). 

Dentre os países da América do Sul, destaca-se o Brasil, com uma das maiores 

taxas de câncer de pênis, 2,9-6,8/ 100.000 habitantes (CURADO et al., 2007; FAVORITO 

et al., 2008). Os casos de CaPe no Brasil são frequentemente relatados nas regiões Norte 

e Nordeste, somando 53,2% dos casos registrados no país (FAVORITO et al., 2008; REIS 

et al., 2010; PAIVA et al., 2015). 

O CaPe é considerado um grande problema de saúde pública devido à alta 

incidência em países subdesenvolvidos e sua associação com baixos indicadores 

socioeconômicos (TORBRAND et al., 2016). No Brasil, nas regiões Norte e Nordeste, o 

CaPe corresponde a 5,7% dos cânceres que acomete o homem (FAVORITO et al., 2008). 

Além disso, o diagnóstico em geral é tardio e a sobrevida é reduzida em 70% dos casos 

após o diagnóstico inicial (FICARRA et al., 2002). 

No Maranhão, a carência de estudos epidemiológicos têm mascarado a real 

incidência local desta doença e a falta de serviços de referência impossibilita a triagem 

adequada dos pacientes. Foi realizado um levantamento em um hospital de São Luís- MA 

entre 2004 e 2014 e foram diagnósticados 286 novos casos de CaPe, ressaltando a alta 

frequência desse tumor no estado.  

A gênese desta neoplasia não está totalmente esclarecida, entretanto, alguns 

fatores de risco tem sido fortemente associado a doença. Destacam-se a má higiene, 

tabagismo, baixas condições socioeconômicas, fimose e infecção pelo Papiloma Vírus 

Humano (HPV) (SENKOMAGO et al., 2016; POW-SANG et al., 2010). A fimose é uma 

condição que pode causar a retenção de esmegma e a longo prazo pode ocasionar uma 

inflamação crônica (MADSEN et al., 2008; BLEEKER et al., 2009). O papel do HPV na 

etiologia do câncer de pênis não está claro, porém parece ser uma importante variável no 

desenvolvimento desse carcinoma (POW-SANG et al., 2010). 

Trabalhos sobre a base genética do câncer peniano ainda são poucos, comparados 

a outros tipos de cânceres. Isto provavelmente se dá em virtude da baixa incidência dessa 

neoplasia em países desenvolvidos. Nesse contexto é importante destacar que alterações 

nas vias de sinalização envolvidas em mecanismos de crescimento, proliferação e 

sobrevivência celular tem sido investigadas em vários tipos câncer, porém são raros os 
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trabalhos em carcinoma peniano. Alguns poucos trabalhos imunohistoquímicos 

investigaram a expressão de proteínas da via PI3K/AKT e de receptores epidermais em 

CaPe (GONZALEZ et al., 2009; MOTA et al., 2017). 

Desse modo, nosso trabalho teve como objetivo central investigar a ocorrência de 

alterações em genes da via de sinalização celular PI3K/AKT e de genes codificantes de 

fatores de crescimento epidermal. Para isso, foram analisadas 34 amostras de carcinoma 

peniano de células escamosas, quanto a presença de HPV e de alterações no número de 

cópias dos genes EGFR, HER2, HER3, HER4, PI3KCA, AKT1, AKT2 e PTEN. As 

principais alterações genéticas foram avaliadas em relação a presença de HPV e a varáveis 

clínico-histopatológicas.   

Nossos dados revelaram uma alta frequência de alterações na via PI3K/AKT em 

carcinomas penianos positivos para HPV de alto risco. Esses dados reforçam a 

importância dessa via na carcinogênese peniana, bem como papel da infecção por HPV. 

Nossos resultados são inéditos quanto a frequência de amplificações detectadas nos genes 

HER3 e EGFR, o que justifica o aumento da expressão desses receptores epidermais em 

CaPe, previamente relatados por outros autores (STANKIEWICZ et al., 2011; 

POLLOCK et al., 2015).  Finalmente, os dados apresentados sugerem os marcadores 

EGFR e HER3 como potenciais alvos para terapia de CaPe. Para isso, futuros estudos 

devem ser realizados para sustentar essa hipótese. 

 
2. REFERENCIAL TEÓRICO 

2.1. Epidemiologia 

O câncer de pênis é raro em países desenvolvidos, mas no Brasil representa, 

aproximadamente, 2% de todos os tipos de câncer (LYNCH et al., 2002). As regiões 

Norte e Nordeste (53,2%) destacam-se por apresentar os maiores números de casos da 

doença, as quais possuem os menores índices de desenvolvimento humano e econômico 

(REIS et al., 2010).  

No Nordeste, o Maranhão é o estado com maior prevalência de casos (CURADO 

et al., 2007) e, segundo a Sociedade Brasileira de Urologia, é responsável por 10,7% dos 

casos de câncer de pênis no Brasil, além de ser considerado um dos cincos estados com 

maior prevalência (SOCIEDADE BRASILEIRA DE UROLOGIA, 2015). Esse número 

de casos deve ser ainda maior, uma vez que muitos pacientes não buscam ou não têm 

acesso ao serviço de saúde. Assim, faz-se necessária a realização de um estudo 
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epidemiológico mais detalhado para que seja conhecida a realidade sobre a ocorrência 

desta doença no Maranhão.  

Uma análise epidemiológica dos casos de câncer de pênis demonstrou que, em 

relação ao perfil socioeconômico dos portadores, a neoplasia atinge principalmente 

homens de classe social e nível de instrução baixos, sendo as regiões carentes dos países 

em desenvolvimento as áreas de maior incidência (POW-SANG et al., 2010; CHAUX et 

al., 2011). 

O risco para o desenvolvimento de CaPe parece aumentar de acordo com a idade, 

porém, indivíduos mais jovens também podem ser acometidos pela doença (KOIFMAN 

et al., 2011). No Brasil, cerca de 7% dos pacientes possuem idade inferior a 35 anos 

(FAVORITO et al., 2008; KOIFMAN et al., 2011). 

A baixa incidência de casos de câncer de pênis em países desenvolvidos tem como 

consequência o pequeno número de publicações científicas sobre o assunto se comparado, 

por exemplo, aos dados disponíveis sobre câncer de próstata ou mama. Dessa forma, 

questões importantes a respeito da etiologia, terapêutica e evolução do câncer peniano 

continuam pouco elucidadas (POW-SANG et al., 2010).  

 

2.2. Fatores de risco 

A etiologia do câncer de pênis não está totalmente elucidada, no entanto, vários 

fatores de risco tem sido associado a esta neoplasia. Dentre eles destacam-se a má higiene, 

idade, tabagismo, etilismo, fimose, número de parceiros sexuais e infecção por HPV 

(BLEEKER et al., 2009; RODNEY, 2016; SENKOMAGO et al., 2016). 

A doença acomete preferencialmente homens entre a faixa etária de 50 a 70 anos 

(FONSECA et al., 2010). Em trabalhos realizados no Brasil, as médias de idade 

observadas foram de 58 anos no Rio de Janeiro, 60 anos no Maranhão e 68 anos em 

Pernambuco (COUTO et al., 2014; DE SOUSA et al., 2015).  

Diversos trabalhos têm reportado a associação da fimose com o desenvolvimento 

do CaPe. Esta condição anatômica impossibilita a retratação do prepúcio, sendo frequente 

entre os recém-nascidos. No entanto, é comum que aproximadamente 90% dos prepúcios 

estejam retrateis até os 3 anos de idade, e quando não é realizada a circuncisão, apenas 

uma pequena parcela persiste com esta condição (MORRIS et al., 2017). Episódios de 

inflamação como o líquen escleroso e balanites podem surgir como consequência de 

irritações do epitélio e na presença de fimose pode se tornar crônico (SONPAVDE et al., 

2013; LEE et al., 2013). 
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O tabagismo também é um fator de risco que tem sido associado com o 

desenvolvimento de diversas neoplasias (INCA 2017). Trabalhos recentes relataram a 

maior incidência de CaPe em homens fumantes quando comparados com os não fumantes 

(DALING et al. 2005; KOIFMAN et al., 2011; COUTO et al., 2014).  

Embora esteja bem estabelecido o papel da infecção por HPV em câncer de cérvix, 

vulva, ânus e orofaringe, a associação dessa infecção com o câncer de pênis não está clara 

(AKAGI et al., 2014; GAO e  SMITH, 2016). STANKIEWICZ et al. (2009) e AFONSO 

et al. (2017) mostraram que pode existir uma forte associação entre o desenvolvimento 

do CaPe e a infecção viral, uma vez que, a frequência de detecção deste vírus neste 

carcinoma é elevado. A interação dessas oncoproteínas com a maquinaria das células 

hospedeira pode levar a disrupção do ciclo celular e desencadear o início da tumorigênese 

(PASTREZ et al., 2017).  

 
2.3. Câncer de pênis e HPV 

 O Papiloma vírus humano é membro da família Papillomaviridae, gênero 

Papilomavírus. Apresenta DNA de fita dupla circular com aproximadamente 8.000 pb, 

não envelopado e envolvido por um capsídeo icosaédrico (NEVES et al., 2002). O vírus 

infecta mucosas e tecidos cutâneos, sendo classificados como mucosotrópicos e 

cutaneotrópicos. O genoma deste vírus tem organização simples, que pode ser dividida 

em duas regiões codificantes e uma não-codificante. As regiões codificantes são 

denominadas de precoce “E” (do inglês early) e tardia “L” (do inglês later). Enquanto a 

não-codificante é uma longa região de controle, denominada Long Control Region (LCR), 

e outra região onde se localizam os genes de transcrição precoce (E) e tardia (L) 

(DOORBAR et al., 2012). 

Os genes da região E são subdivididos em E1, E2, E4, E5, E6 e E7, estes são 

normalmente expressos logo após a infecção e codificam as proteínas envolvidas na 

indução e regulação e síntese do DNA viral. Enquanto os genes da região L são expressos 

em estágios posteriores da infecção e codificam as proteínas do capsídeo viral (Tabela 1) 

(HOWIE, 2009; GHITTONI et al., 2015). 
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 Tabela 1: Oncogenes virais e suas respectivas funções. 

 

 

 

 

 

 
Fonte: GHITTONI et al., 2015. 

 
De acordo com a capacidade de transformar células epiteliais em células 

cancerígenas, podem ser classificados em HPV de alto risco e HPV de baixo risco. Os 

subtipos virais 16, 18,31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, e 59 são considerados de alto risco 

e associados a lesões de alto grau e neoplasias malignas (SOUSA et al., 2015; 

BENEVOLO et al., 2016). Os subtipos de baixo risco, como 6 e 11estão associados a 

lesão de baixo grau e verrugas genitais (LEBELO et al., 2014; SUDENGA et al., 2016).  

Os HPVs de alto risco são associados a uma alta porcentagem significativa de 

carcinomas de cérvix (SABEENA et al., 2016) anal (BENEVOLO et al., 2016), vulva e 

câncer de cabeça e pescoço (DOK e NUYTZ, 2016), orofaringe (CLEARY et al., 2016) 

e pênis (SOUSA et al., 2015). Segundo Flaherty et al., (2014), a prevalência global é de 

36-40%, com maior contribuição dos subtipos HPV-16 (60,23%), HPV-18 (13,35%) e 

HPV-6/11 (8,13%) e os subtipos virais 6/11 mais prevalentes em lesões verrucosas 

(LEBELO et al., 2014). Além disso, a prevalência do vírus pode variar de acordo com o 

subtipo histológico, sendo mais frequente nos subtipos basaloides (80%) e verrucosos 

(100%) (MC DANIEL et al, 2015). 

No Brasil, poucos estudos têm relatado a prevalência do HPV em carcinoma de 

pênis. Em dois estudos realizados no Rio de Janeiro a prevalência variou de 60,7%-75%, 

sendo o subtipo 16 o mais frequente (SCHEINER et al., 2008; AFONSO et al., 2012). 

Recentemente, Sousa et al., (2015) identificaram uma prevalência de 63,15% de HPV 

sendo mais frequente os subtipos 16, 18, 45 e 69.  

Os mecanismos moleculares envolvidos no processo de tumorigênese mediados 

pelo HPV incluem oncogenes virais chaves na multiplicação viral e desregulação celular 

(CAMUS et al., 2007). Após a infecção viral na região basal do epitélio estratificado, o 

genoma do HPV forma elementos extracromossômicos ou pode se integrar ao DNA 

nuclear da célula hospedeira para se estabilizar, levando a um aumento do número de 

cópias do vírus. O potencial oncogênico do HPV é atribuído as proteínas E5, E6 e E7, 

Expressão Gênica Genes Função 

 E1 Replicação do DNA viral 

 E2 Controle da replicação e transcrição 
E (Precoce) E4 Maturação do vírus 

 
E5, E6, 
E7 

Estímulo da proliferação e transformação 
celular 

L (Tardio) L1, L2 Codificam proteínas do capsídeo viral 
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atuando na regulação homeostática celular de forma a promover transformação e 

proliferação celular (ZUR et al., 2000). A oncoproteína E6 atua sobre a proteína 

supressora tumoral p53, por sua vez, a oncoproteína E7 atua sobre a proteína pRB levando 

ativação constitutiva do ciclo celular, podendo também perturbar os mecanismos de 

duplicação cromossômica e induzindo consequentemente a instabilidade genômica (LIU 

et al., 2015; KHATTAK et al., 2017).  

As proteínas E6 e E7 são expressas geralmente na camada basal do epitélio para 

que o genoma viral seja replicado nas células que estão se dividindo (PYEON et al., 

2009). Além disso, nas células superficiais são expressos os genes L1 e L2 que codificam 

o capsídeo viral que levam a formação de novos vírus (FLORIN et al., 2002). Segundo 

PETER et al. (2006), a integração viral em células do epitélio de útero mostrou-se ser um 

passo importante para a evolução das neoplasias intraepiteliais para os tumores invasivos.    

Os cânceres relacionados ao HPV possuem uma biologia distinta e mostraram 

respostas melhores ao tratamento. As razões para o rastreamento de pacientes com câncer 

de pênis coinfectados com o vírus HPV incluem estratificação de risco, estabelecimento 

de regimes de tratamento específicos que são apropriados para a biologia do câncer e 

identificação de moléculas virais para terapias-alvo específicas para HPV (FLAHERTY 

et al., 2014). 

 
2.4. Aspectos clínicos e histopatológicos 

  Os carcinomas de células escamosas (CEC) compreendem 95% dos casos de 

câncer de pênis, sendo o tipo histológico mais frequente, e caracteriza-se 

histologicamente por queratinização, formação de pérola córnea e apresentação de vários 

graus de atividade mitótica. O principal subtipo histológico do CEC é o usual (48-65%), 

seguido pelo condilomatoso (17%), verrucoso (8%), papilar (7-10%) e basaloide (5-15%) 

(CUBILLA et al., 2009; CHAUX et al., 2010). Os demais subtipos possuem padrões 

infiltrativos e de crescimento variados (CALMON et al., 2011). 

O CaPe apresenta normalmente tumores bem ou moderadamente diferenciados, 

com perda da diferenciação das células da camada basal em direção à camada apical, 

apresentando núcleos hipercromáticos com tamanhos variados (CULKIN e BEER, 2003). 

Os subtipos histológicos têm um papel crucial no prognóstico do paciente, uma vez que 

eles podem ser associados com a infecção por HPV e ao risco de metástases e óbitos 

(GUIMARÃES et al., 2009). 
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O carcinoma peniano geralmente inicia-se como uma lesão na glande que, quando 

não tratada estende-se para o prepúcio e evolui infiltrando-se em tecidos adjacentes como 

o tecido subepitelial conjuntivo, o corpo esponjoso e o corpo cavernoso até invadir órgãos 

adjacentes como próstata e bexiga levando à auto-amputação (POMPEO et al., 2006; 

KOIFMAN et al., 2011).  

Metástases linfonodais nas regiões femoral e ilíaca são vias de disseminação no 

carcinoma de pênis, consideradas principal fator prognóstico nesse tipo de câncer. A 

invasão perineural também se associa a um pior prognóstico e está relacionada ao 

comportamento biológico do tumor (VELAZQUEZ et al., 2008; CUBILLA, 2009). 

Segundo COUTO et al. (2014), aproximadamente 31,9% dos cacos de CaPe apresentaram 

metástase linfonodal unilateral ou bilateral. O comprometimento dos linfonodos é 

variável prognóstica importante, uma vez que, a sobrevida livre da doença (SLD) para 

casos com linfonodos negativos é de cinco anos e diminui com o acometimento linfonodal 

(SHAH et al., 2016).   

Quanto ao padrão de diferenciação, o carcinoma de pênis é classificado segundo 

o critério de Broders em três categorias: Grau I (bem diferenciado); Grau II 

(moderadamente diferenciado); Grau III (indiferenciado). Em relação ao estadiamento 

tumoral são utilizados critérios para possibilitar a identificação das características 

histológicas, estruturais e anatômicas envolvidas nos tumores analisados. Para o 

estadiamento clínico utiliza-se o critério de Jackson que é dividido em quatro estágios: 

Estágio I (Circunscrito à glande e ao prepúcio, sem envolvimento do corpo do pênis); 

Estágio II (Invasão do corpo cavernoso do pênis, mas sem disseminação para os 

linfonodos); Estágio III (Disseminação clínica dos linfonodos regionais da virilha e a 

possibilidade de cura depende do número e da extensão dos nodos envolvidos); Estágio 

IV: Invasivo, apresentando extenso envolvimento dos linfonodos, sem possibilidade de 

ressecção dos mesmos (PIZZOCARO et al., 2010). 

O estadiamento clínico histopatológico se dá pelo sistema de classificação TNM 

(Tabela 2) o qual foi proposto pela Union for International Cancer Control juntamente 

com a American Joint Committee on Cancer (UICC/AJCC), que leva em consideração 

extensão do tumor (T), o comprometimento de linfonodos regionais (N) e a presença de 

metástase a distância (M).  
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Tabela 2: Sistema de classificação TNM. 

 

2.5. Tratamento 

Os pacientes com câncer de pênis são diagnósticados por exames clínicos e 

histopatológicos. O tratamento do câncer de pênis deve ser individualizado e baseia-se 

nas características da lesão primária e no estadiamento TNM. Em relação as modalidades 

terapêuticas, o tratamento cirúrgico continua sendo o mais empregado e com melhores 

resultados (POMPEO et al., 2010). 

A penectomia ainda continua sendo o “padrão ouro” para a lesão primária do 

câncer de pênis e, dependendo da extensão, a penectomia pode ser parcial ou total (NAM 

et al., 2017). Além disso, existem as opções terapêuticas como a radioterapia ou a 

braquiterapia. Entretanto, o câncer de pênis costuma ser radiorresistente e os casos com 

boa resposta inicial tem níveis significativos de recidiva local (POMPEO et al., 2010).  

Estágio Descrição 
Tumor (T) 

Tx 
T0 
Tis 
Ta 

Tumor primário não é passível de avaliação. 
Sem evidência de tumor primário. 

Carcinoma in situ. 
Tumor verrucoso não invasivo. 

T1 
T1a 
T1b 
T2 
T3 
T4 

Tumor invade tecido conectivo subepitelial. 
Sem invasão linfovascular e bem ou moderadamente diferenciado (Grau 1-2). 
Com invasão linfovascular ou pouco diferenciado/indiferenciado (Grau 3-4). 

Tumor invade corpo esponjo/ corpo cavernoso 
Tumor invade a uretra. 

Tumor invade outras estruturas adjacentes. 

Linfonodos 
regionais 

 

NX 
N0 
N1 
N2 
N3 

Linfonodos regionais não passiveis de avaliação. 
Sem evidência de infiltração. 

Metástase unical. 
Metástase múltiplas ou bilaterais superficiais. 

Metástase em linfonodos profundos pélvicos ou inguinais. 
Metástase 
distante 

 

MX 
M0 
M1 

Metástase distante não é passível de avaliação. 
Nenhuma metástase distante. 

Metástase à distância. 
Graduação 

Histopatológica 
 

Gx 
G1 
G2 
G3 
G4 

O grau de diferenciação não pode ser avaliado. 
Bem diferenciado. 

Moderadamente diferenciado. 
Pouco diferenciado. 

Indiferenciado. 
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A linfadenectomia tem sido realizada como medida profilática, uma vez que, 20% 

dos linfonodos clinicamente negativos possuem metástases ocultas, enquanto que em 

50% dos cacos com linfonodos palpáveis não histologia positiva para câncer quando 

operados (O’BRIEN et al., 2017; CHIPOLLINI et al., 2017). Além disso, a preocupação 

com o comprometimento linfonodal inguinal é justificada pelo grande impacto no 

prognóstico. O acometimento de mais de dois linfonodos inguinais reflete um maior risco 

de recidiva e morte por doença. Lopes et al., (2012) encontraram taxas de sobrevida global 

de 76,7% para pacientes com até dois linfonodos comprometidos e de 28,1% para 

pacientes com mais de dois linfonodos positivos. 

Os atuais métodos de diagnóstico por imagem apresentam baixa sensibilidade e 

especificidade para detectar os tumores primários e metástases linfonodais, sendo 

utilizado apenas na detecção de metástases à distância (POMPEO et al., 2010). Desta 

forma, é de extrema importância identificar marcadores moleculares afim de auxiliar no 

prognóstico e tratamento desse tipo de câncer. 

 
2.6. Via de sinalização celular PI3K/AKT 

Estudos têm demonstrado que a via de sinalização celular PI3K/AKT, envolvida 

nos mecanismos de crescimento, proliferação, sobrevivência, mortalidade celular e 

angiogênese está alterada em diversas neoplasias malignas, entretanto, pouco se sabe 

sobre o envolvimento dessa via em câncer de pênis (KRAUSS, 2008). A manutenção da 

regulação dessa via de sinalização é essencial para evitar a tumorigênese. Além disso, nas 

últimas décadas, esta via tem sido caracterizada como um importante alvo terapêutico 

(MILANEZI et al., 2008; POLLOCK et al., 2015). Alguns trabalhos têm relatado a sua 

participação na carcinogênese por superexpressão, desencadeando a ativação de genes 

pertencentes a via de sinalização PI3K/AKT (STANKIEWICZ et al., 2011).  

As PI3Ks (fosfatidilinositol-3 quinase) são enzimas que pertencem à família das 

cinases lipídicas. Após ser ativada, a PI3K fosforila a PIP2 (fosfatidilinositol-4,5-

bifosfato) que posteriormente é convertida em PIP3 (fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato). 

Por sua vez, a PIP3 recruta AKT (proteína quinase B) para a membrana plasmática 

fosforilando-a. E depois de ativada, a AKT regula diversos processos envolvidos na 

proliferação celular (ENGELMAN et al., 2006). Por sua vez, o gene supressor de tumor 

PTEN (Fosfatase homóloga a tensina) age regulando negativamente esta via e está 

frequentemente mutado em câncer de mama, câncer de cabeça e pescoço, câncer 

colorretal e câncer cervical (Figura 1) (STANKIEWICZ et al., 2011). 
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Figura 1: Via de sinalização celular PI3K/AKT.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Adaptado de MOTA et al., 2017. 

 
Estudos imunohistoquímicos relataram a participação dos fatores de crescimento 

epidermal na carcinogênese de pênis. Os resultados demonstraram que EGFR, HER3 e 

HER4, mas não HER2, estão associados ao câncer de pênis (STANKIEWICZ et al., 

2011). Em outro trabalho, observou-se que amostras de câncer de pênis apresentavam 

mutações no gene PIK3CA, independente do subtipo histológico (SITHANANDAM et 

al., 2008).   

O aumento da expressão de AKT tem sido observado em muitas neoplasias 

humanas (LI et al., 2015). Essa ativação pode ocorrer pela amplificação do gene ou 

mutações em componentes envolvidos na sua sinalização (NICHOLSON e ANDERSON, 

2002; LI et al., 2015). Além disso, a proteína AKT regula proteínas-alvos que estão 

envolvidas no mecanismo de apoptose e proliferação celular (LING DENG et al., 2015). 

 Quanto ao gene supressor de tumor PTEN, este é o mais frequentemente deletado 

em câncer de próstata (STANKIEWICZ et al., 2011). Mutações em células germinativas 

são encontradas em várias síndromes raras, como a síndrome de Cowden, na qual cerca 

de 80% dos pacientes têm mutação no gene PTEN e desenvolvem câncer de mama, 

tireóide e endométrio, mostrando o importante papel deste gene na tumorigênese 

(HOLLANDER et al., 2011).  
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2.6.1. Componentes da via de sinalização PI3K/AKT  

Os fatores de crescimento são proteínas solúveis e de baixo peso molecular que 

trabalham na regulação do ciclo celular. Apresentam um importante papel nos processos 

de proliferação, diferenciação e sobrevivência celular. Estas moléculas ligam-se a 

proteínas de membrana (receptores) para exercer seu papel biológico (NORMANNO et 

al., 2006). 

 Estas proteínas ligam-se a seus receptores (família de receptores do fator de 

crescimento epidermal ErBb) causando uma mudança em sua estrutura. Após essa 

modificação, ocorre a transdução de sinais do meio externo para o meio intracelular 

desencadeando a ativação da transcrição de genes alvos envolvidos nos processos de 

proliferação celular, apoptose, angiogênese e sobrevivência.  

Os mais importantes grupos de receptores de membrana são aqueles com atividade 

tirosina quinase (EGFR, HER2, HER3 e HER4). Estas proteínas podem fosforilar outras 

quinases e como consequência transmitem e amplificam o sinal recebido (NORMANNO 

et al., 2006; STANKIEWICZ et al., 2011; ROSKOSKI, 2014). Estudos mostraram sua 

expressão amplificada em câncer de mama, próstata e ovário, sendo por estes motivos, 

bastante estudados como alvos terapêuticos (BURGESS et al., 2003; LI et al., 2015). 

As proteínas desta família são formadas por três regiões distintas (Figura 2). A 

porção extracelular que se liga a um fator de crescimento, a região transmembrana que 

ancora a proteína na membrana plasmática, porção intracelular com capacidade de 

fosforilar outros alvos e a região regulatória C-terminal (BURGESS et al., 2003; 

ROSKOSKI, 2014).  

 
Figura 2: Estrutura dos receptores da família ErbB. 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: Adaptado de BURGESS et al., 2003 
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A região extracelular entre os receptores da família ErbB apresenta uma grande 

diversidade, o que permite a ligação de um amplo número de ligantes diferentes. A região 

extracelular é formada por quatro domínios: dois domínios homólogos (L) e dois 

domínios ricos em cisteínas (CR). No domínio II está localizado o braço de dimerização, 

estrutura responsável pela formação dos dímeros entre os receptores (ROSKOSKI, 2014).  

De acordo com o trabalho de ROSKOSKI et al., (2014) e LEMMON et al. (2010), 

a região intracelular é muito conservada entre os membros da família ErbB. Entretanto, 

HER-3 não apresenta atividade tirosina quinase devido a uma modificação em seu sítio 

catalítico, podendo ser ativado quando forma dímeros entre os outros receptores. Cada 

proteína se liga a um grupo específico de fatores de crescimento.  

O fator responsável pela modificação conformacional e exposição do braço de 

dimerização é o reconhecimento do ligante pelo receptor (Figura 3). Os receptores em 

estado inativo não apresentam braço de dimerização exposto, com exceção de HER-2. 

 
Figura 3: Reconhecimento do ligante pelo receptor e exposição do braço de dimerização. 

 

 

 

 

 
 
 

 

Fonte: Adaptado de WIEDUWILT e MOASSER (2008).  

 

Os receptores HER-2 e HER-3 não desencadeiam sinais sozinhos, porém, por 

meio da formação de heterodímeros podem gerar forte sinais celulares (SCALTRITI, 

2006). As principais vias ativadas por estes receptores são a via Ras/Raf/MAP e a via 

PI3K/AKT. Ambas participam do processo de tumorigênese aumentando a proliferação 

e sobrevivência celular (CARMELIET e JAIN, 2000; NORMANNO et al., 2006; MOTA 

et al, 2017).  

O receptor EGFR membro da família ErbB é codificado pelo gene localizado no 

7p12. Esta proteína está superexpressa em 40 a 50% dos casos de câncer, dentre eles, 

mama, pâncreas, esôfago, canal anal, pulmão e cabeça e pescoço (GRUNWALD e 

HIDALGO,2003; CHAUX et al., 2014). Além disso, BAIOCCHI et al., (2009) mostrou 
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que a superexpressão de EGFR em tumores de esôfago, cabeça e pescoço, colo de útero 

e bexiga estão associados com a menor sobrevida e prognóstico ruim. A desregulação de 

EGFR, bem como, suas vias de sinalização estão fortemente associadas com a progressão 

de tumores sólidos, sendo considerado um importante alvo terapêutico (SCHWARTZ e 

MURRAY, 2011).  

O receptor HER-2 é codificado pelo gene localizado 17q21.  HER-2 apresenta seu 

braço de dimerização constantemente exposto, característica que o difere dos outros 

membros da família. Além disso, este receptor não apresenta ligantes conhecidos 

(ROSKOSKI, 2014). Em tumores de cólon e cabeça e pescoço, a superexpressão de HER-

2 não está associada com prognóstico ruim ou risco de metástase (ANGIERO et al. 2008). 

Em câncer de mama, HER-2 é um marcador de prognóstico que indica doença mais 

agressiva sendo necessário terapia adjuvante. Pacientes com amplificação para este gene 

fazem terapia utilizando inibidores de tirosina quinase (NAGATA et al., 2004). 

O receptor HER-3 é codificado pelo gene localizado em 12q13. Esta proteína ativa 

principalmente a via de sinalização celular PI3K/AKT (BASELGA e SWAIN 2009). Esta 

proteína sozinha não tem autonomia para desencadear um sinal, porém ao formar 

dímeros, é capaz de induzir a ativação da via MAPK (BAIOCCHI et al., 2009; MOTA et 

al, 2017). Além disso, em um estudo realizado em 2001, observou-se que uma isoforma 

de HER-3 pode inibir os outros receptores dos fatores de crescimento epidermal (LEE et 

al., 2001; BASELGA e SWAIN, 2009). 

O receptor HER-4 é codificado pelo gene localizado no 2q33. É o menos estudado 

de todos os receptores e seu papel na tumorigênese não está totalmente estabelecido. 

Estudos sugerem que este membro posso participar da inibição do ciclo celular 

BASELGA e SWAIN, 2009). Sua superexpressão em câncer de mama foi associado com 

prognóstico ruim (YAMAUCHI et al., 2000; STANKIEWICZ et al., 2011). 

A superexpressão de EGFR, HER-2, HER-3 e HER-4 tem sido associado com 

prognóstico ruim em muitas neoplasias, entretanto, seu comportamento no câncer de 

pênis não está elucidado (LAVENS et al, 2010; STANKIEWICZ et al., 2011).  

As PI3Ks (fosfatidilinositol-3 quinase) são classificadas em três classes com 

diversas subunidades e isoformas, cada uma específica para um substrato. No entanto, a 

classe I é descrita como o grupo de proteínas diretamente envolvidas no desencadeamento 

da tumorigênese. PI3K é um heterodímero formado pela subunidade regulatória p85 e a 

subunidade catalítica é p110 (ENGELMAN et al.; 2007). 



30 

 

A ativação de PI3K ocorre quando a subunidade p85 associa-se com resíduos de 

tirosina fosforilada pelo domínio SH2. Após este evento, a subunidade catalítica p110 

transfere fosfatos para os fosfolipídios da membrana celular. Assim, os segundos 

mensageiros PIP2 e PIP3 são formados e iniciam a cascata de sinalização (STEELMAN 

et al., 2011). Mutações de PI3K em sua subunidade catalítica são frequentes em cânceres 

humanos. Essas alterações são encontradas em câncer de mama, endométrio, colorretal, 

gástrico, pulmão, próstata e cabeça e pescoço, porém pouco estudados em neoplasias de 

pênis (STEELMAN et al., 2011). 

A proteína PTEN é formada por 403 aminoácidos e pertence à família das 

proteínas tirosina fosfatases. A proteína PTEN codificada pelo gene PTEN é um supressor 

tumoral localizado em 10q23. Atua como antagonista da via PI3K/AKT regulando a 

fosforilação de PIP2/PIP3 (ENGELMAN et al.; 2007). A deleção ou silenciamento do 

gene PTEN é frequente em cânceres humanos. Sua desregulação resulta na ativação 

constitutiva da via PI3K/AKT (PLANCHON e WAITE 2008).  

A proteína AKT é um componente importante na sobrevivência celular, regulando 

o crescimento, funções metabólicas e apoptose. Esta proteína apresenta três isoformas 

(AKT1, AKT2 e AKT3) e são distribuídas de formas diferentes entre os tecidos. As 

proteínas AKT1 e AKT2 estão distribuídas na maioria dos tecidos e a proteína AKT3 está 

localizada nos tecidos do sistema nervoso central e são constitutivamente ativas em 

células onde PTEN está deletado ou silenciado (STEELMAN et al, 2011). Sua associação 

com o câncer é devido a sua interferência em mecanismos de inibição das vias pró-

apoptóticas, no entanto, sua atuação em tumores de pênis é pouco conhecida (YUAN e 

CANTLEY, 2008).   

 
2.7. Via de sinalização celular RAS/RAF/MEK/ERK 

Tem sido reportado nos últimos 25 anos que a via de sinalização celular Ras/Raf/ 

MEK/ERK desempenha papel fundamental na transmissão de sinais proliferativos de 

receptores de membrana. Mutações em seus genes ou em receptores upstream ativam 

constitutivamente esta via de sinalização, sendo associados com mau prognóstico em 

pacientes com câncer e envelhecimento precoce (MCCUBREY et al., 2008; STEELMAN 

et al., 2011). 

Ras é a primeira etapa para a ativação da castata MAPK, sendo uma proteína G, 

com atividade GTPase intrínseca e regulador da via de sinalização. Esta proteína é 

recrutada na membrana e é ativada por um processo que envolve fosforilação, sendo uma 
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das primeiras proteínas com importante papel na regulação do ciclo celular (ADJEI e 

FRIDAY, 2008). Esta proteína atua em moléculas que influenciam na regulação do ciclo 

celular como a p16 e p21, parando o ciclo celular na fase G1, induzindo a senescência 

dependente da via Ras/Raf/ MEK/ERK (MOR e PHILIPS, 2006).  

As proteínas quinases ativadas por PI3K/AKT e RAS podem atuar nas redes de 

sinais que estão envolvidas na ativação de receptores como EGFR, induzindo a sobrevida 

e proliferação celular (MCCUBREY et al., 2008). Além disso, estudos têm demonstrado 

que a sinalização mediada por HER3 e HER4 também pode ativar a via 

RAS/RAF/MEK/ERK, induzindo a migração, proliferação e diferenciação das células 

cancerígenas (MOTA et al, 2017).  

RAF é uma serina/treonina quinase que quando ativada é recrutada na membrana 

plasmática e interage com o RAS. Uma vez ativado, todos os membros da família RAF 

iniciam cascatas de fosforilação, na qual, a ativação de RAF e MEK simultaneamente 

ativam ERK (MCCUBREY et al., 2008; STEELMAN et al., 2011). 

MEK (proteína ativada por mitógeno) também é uma proteína quinase e sua 

atividade é regulada pela fosforilação de RAF e por sua vez ativará ERK (STEELMAN 

et al., 2011). A desregulação da via RAS/RAF/MEK/ERK tem um papel importante na 

tumorigênese como em carcinoma hepatocelular e parece está associado com a 

progressão de CaPe, uma vez que, mutações em RAS foi identificado em tumores mais 

avançados (ANDERSSON et al., 2008). No entanto, mais estudos são necessários para 

compreender melhor o papel desta via de sinalização no desencadeamento da 

tumorigênese peniana.  

 

2.8. Estudos de Alteração no Número de Cópias do DNA 

Alterações no número de cópias do DNA (CNAs) são frequentemente observadas 

no genoma de tumores e são consideradas responsáveis pelas modificações na expressão 

gênica. Essas mudanças no DNA podem ser denominadas de alterações no número de 

cópias (CNAs, do inglês: copy number Alteration) e podem envolver ganhos ou perdas 

de grandes segmentos cromossômicos (COOPER et al., 2008). As CNAs são de 

importante interesse para a biologia tumoral, visto que, estão associadas com a 

desregulação da expressão gênica de oncogenes ou supressores tumorais.  

As alterações no DNA podem ser detectadas e analisadas por metodologias que 

podem abranger o genoma completo ou regiões específicas (LEE e JEON, 2008). A 

técnica de array-CGH é um método citogenético molecular que pode mapear o genoma 
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através de sondas específicas, atuando na identificação de alterações no número de cópias 

(CNAs). Devido a sua abrangência, os arrays permitem identificar deleções, 

microdeleções e amplificações gênicas que podem não ser observadas em outras 

metodologias. (REIS-FILHO et al., 2005). Além disso, reação em cadeia da polimerase 

quantitativa (qPCR – do inglês Quantitative Polimerase Chain Reaction) também é 

utilizado para estudos de CNAs (D'HAENE et al., 2010).  

A análise do genoma tem sido aplicada ao estudo do câncer e outras doenças. 

Como consequência, estes trabalhos têm contribuído para a identificação de genes e vias 

genéticas associados com etiologia e progressão de doenças (REIS-FILHO et al., 2005).  
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3. OBJETIVOS 

3.1. Objetivo Geral 
• Investigar a ocorrência de mutações por ganho ou perda de genes envolvidos na 

via de sinalização celular EGFR/PI3K/AKT/PTEN em câncer de pênis e correlacionar as 

alterações observadas com parâmetros clínicos e histopatológicas do tumor. 

 
3.2. Objetivos específicos 

• Traçar o perfil clínico-histopatológico dos pacientes com câncer de pênis atendidos 

nos Hospitais de Referência do Maranhão; 

 

• Analisar alterações do número de cópias dos genes EGFR, HER3, HER4 PIK3CA, 

AKT1, AKT2 e PTEN; 

 

• Associar as alterações no número de cópias dos genes com a presença dos subtipos 

virais de HPV; 

 

• Correlacionar as mutações gênicas com os parâmetros clínicos e histopatológicos. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1. Caracterização da amostra 

Foram analisadas 34 amostras de tumor de pênis de pacientes provenientes de dois 

hospitais de referência em São Luís, Instituto Maranhense de Oncologia Aldenora Bello 

(IMOAB) e o Hospital Universitário Presidente Dutra da Universidade Federal do 

Maranhão (HU-UFMA). As amostras foram coletadas mediante autorização do paciente, 

após a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo A). 

 
4.2. Critérios de inclusão 

Pacientes maiores de 18 anos com diagnóstico clínico, anatomopatológico de 

câncer de pênis e sem tratamento prévio.  

 
4.3. Critérios de não inclusão 

Dados incompletos do prontuário médico e ausência de material adequado 

disponível para a realização das técnicas moleculares ou se o paciente não concordar em 

assinar o Termo de Consentimento Livre Esclarecido (Anexo A). 

 
4.4. Aspectos éticos 

Este projeto está vinculado ao projeto guarda-chuva “ANÁLISE DE 

ALTERAÇÕES GENÔMICAS E NA EXPRESSÃO GÊNICA E PROTEICA AM 

CÂNCER PENIANO”, na qual foi aprovado pelo Comitê de ética em Pesquisa- CAAE: 

46371515.5.0000.5087 (Anexo B). 

 

4.5. Amostras 

Durante o procedimento cirúrgico foi coletado um fragmento tumoral que foi 

lavado com soro fisiológico para minimizar contaminação com células sanguíneas. Logo 

após, os fragmentos de tecido tumoral foram embebidos em TLN - Tampão de Lise 

Nuclear (Tris HCl 10mM, EDTA 2mM, NaCl 400mM pH=8,0) e encaminhados ao 

Laboratório de Genética e Biologia Molecular da Universidade Federal do Maranhão, em 

São Luís- MA, onde foram codificados e armazenados a - 20ºC até serem processados 

para obtenção de material genético.  
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4.6. Detecção e genotipagem de HPV 

4.6.1. Extração de DNA de tecido fresco 

A extração de DNA foi realizada em amostras frescas de tumores de pênis. Os 

tecidos foram descongelados e picotados em uma placa de Petri estéril utilizando bisturis 

estéreis individuais para cada tecido. Em seguida, o tecido picotado foi ressuspendido 

com 500 μL de TLN (NaCl 400mM; TRIS HCl 25mM pH=8,0; EDTA 50mM pH=8,0) e 

transferido para microtubos de 1,5 mL. Logo após foi adicionado 40 μL de SDS 10% 

(Dodecil sulfato de Sódio) e colocado em banho-maria à 37° C por 30 minutos. O material 

foi resfriado a temperatura ambiente por aproximadamente 10 minutos e logo em seguida 

adicionado 40 μL de proteinase K 20 mg/mL (PK). Posteriormente foi levado ao banho-

maria à 55° C por 12 horas. No dia seguinte, se o material não estivesse bem digerido, 

era adicionado mais 20 μL de PK e a amostra voltava ao banho-maria por 1 hora. 

Decorrido esse tempo, foi retirado do banho-maria e acrescentado 20 μL de RNAse, 

homogeneizando e deixado novamente no banho-maria a 37ºC por 30 minutos. 

Posteriormente, foram adicionados 500μL de solução de fenol/clorofórmio/álcool 

isoamílico (25:24:1). Em seguida o material foi homogeneizado lentamente por cerca de 

10 vezes. Logo depois, foi centrifugado a 14000 RPM à 4° C por 15 minutos. Após isto, 

o sobrenadante foi transferido para um novo microtubo, onde foram adicionados 500 μL 

de clorofórmio/ álcool isoamílico, homogeneizando novamente o material invertendo-se 

o microtubo por cerca de 10 vezes. Os tubos foram centrifugados nas mesmas condições 

anteriores e em seguida o sobrenadante foi removido e transferido para um outro tubo 

onde foram adicionados 200 μL de Acetato de sódio (AcNa 3M, pH 4,8) e o volume 

completado com isopropanol gelado. As amostras foram armazenadas em freezer -20° C 

por 12 horas. Passado o período, o material foi centrifugado à 12000 RPM à 4° C por 15 

minutos, descartando-se o sobrenadante e invertendo o tubo totalmente e lentamente para 

não perder o pellet. Foi adicionado 500 μL de etanol 70% gelado para ressuspender o 

pellet. Os tubos foram novamente centrifugados à 12000 RPM à 4° C por 15 minutos. Em 

seguida, foi descartado o etanol 70% e o material foi deixado a temperatura ambiente para 

secagem. Após isso, o pellet foi então diluído em 25 ou 50 μL de TE (Tris-HCl 10 mM, 

pH 8,0; EDTA 1 Mm) dependendo do tamanho do pellet. A leitura da concentração de 

DNA foi realizada por espectrofotômetro e somente foram consideradas para as análises 

moleculares as amostras que apresentarem razão A260nm/A280nm com valor entre 1,8 e 

2,0. Após análise de qualidade do material, as amostras foram armazenadas em freezer a 

- 20ºC. 
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4.6.2. Genotipagem 

4.6.2.1. PCR Multiplex 

Para a primeira rodada de amplificação, utilizou-se a reação de PCR, um conjunto 

de primers consenso MY09 (Manos et al., 1985) e nove novos iniciadores degenerados 

(cinco MY09A-D e cinco MY11-1-5). Foram designados como uma versão modificada 

do sistema de iniciadores MY09/11 original (Manos et al., 1985) para cobrir todas as 

sequências de genótipos de 40 HPV. O gene constitutivo da β-globina (BG) foi utilizado 

como controle positivo da reação.  

Cada mistura de PCR foi realizada num volume final de 30 μL, contendo 200 

ng/μl de DNA genômico, KCl 50 mM, Tris-HCl 10 mM (pH 8,3), MgCl2 1,5 mM, uma 

concentração final 200 uM de desoxinucleósido trifosfato (dNTP), 1,5 U de Taq DNA 

Polymerase (Phoneutria), 7,5 a 22,5 pmol de cada iniciador (MY09 e MY11) e 2 pmol de 

cada primers BGS1 e BGA2. A reação foi incubada durante 40 ciclos a 94 ° C 1 min, 50 

° C 1 min, 72° C 2 min e um ciclo de extensão final a 72 ° C 5 min.  

 

4.6.2.2. PCR Nested Multiplex 

Na segunda reação, 40 iniciadores específicos marcados com fluoróforos foram 

dispostos numa PCR multiplex para 40 subtipos virais, incluindo genótipos de baixo e 

alto risco oncogênico. Foi utilizado o par de primers BGA2 e BGS3 para o gene 

constitutivo da β-globina.  

O protocolo de genotipagem foi desenvolvido pelo laboratório BioGenetics Molecular 

Technologies, Uberlândia, MG, Brasil, e está sob patente (número de processo BR 10 

2017 004615 0) de modo que os primers não serão detalhados aqui.  

Na segunda amplificação de PCR o volume final foi 15 μL, KCl 50 mM, Tris-HCl 

10 mM (pH 8,3), MgCl2 1,5 mM, potenciador (1X), 200 μM de dNTPs, 1,0 U de Taq 

DNA Polymerase (Taq Platinum, Invitrogen), 0,5 pmol de cada iniciador específico de 

cada subtipo viral e 0,2 pmol de iniciadores de controle (BGA2 e BGS3). Foram 

utilizados dois microlitros dos produtos de PCR MY11/09 como alvos de amplificação. 

A reação foi incubada por 36 ciclos a 95 ° C 2 min, 56 ° C 1 min, 72 ° C 40 segundos e 

um ciclo de extensão final a 72 ° C 5 min. 

 
4.6.2.3. Eletroforese capilar 

O produto amplificado da Nested PCR foi diluído 200X e 1 μL submetido à 

eletroforese capilar (MegaBace 1000, Amersham Pharmacia Biotech, EUA), utilizando o 
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peso molecular padrão ETRox550 (GE Healthcare) para análises das amostras. Para a 

análise dos eletroferogramas, foi construído um novo filtro de pico no software Fragment 

Profiler com três sondas marcadas com fluoresceína: FAM (6-carboxifluoresceína), HEX 

(5'-hexaclorofluoresceína fosforamidita) e TAMRA (6-carboxietrametilrhodamina). Os 

resultados foram classificados como positivos na presença de amplificação para uma 

(única infecção) ou mais tipos virais de HPV (infecções múltiplas), gerando tamanhos de 

fragmentos de 74 a 338 pb, com presença ou ausência de amplificação de controle interno 

(gene de β-globina - 366 pb). Os resultados negativos foram considerados apenas quando 

o gene da β-globina foi amplificado. 

 

4.6.3. Sequenciamento automático 

O sequenciamento automático para o HPV foi realizado utilizando o kit Big Dye 

Terminator v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems) seguindo o protocolo sugerido 

pelo fabricante. Após a montagem dos reagentes a solução final foi submetida a uma 

reação de PCR com um ciclo de 5 minutos a 94ºC seguido a 45 ciclos de 45 segundos a 

94ºC, 1 minuto a 60ºC e 1 minuto a 72ºC finalizando com resfriamento das amostras a 

15ºC. 

Para a precipitação do DNA amplificado se utilizou 750μL de Solução Sephadex 

e 5ul do DNA em um microtubo com coluna. Os tubos foram centrifugados a 4.400 rpm 

por 4 minutos. Posteriormente a coluna foi descartada e ao precipitado se adicionou 10ul 

de formamida. A solução resultante foi inserida na placa de sequenciamento.  

A reação foi realizada no equipamento de sequenciamento automático ABI 

PRISM 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) e a análise foi realizada pelo 

software MEGA 6.0. As sequências, após análise, foram comparadas com as do banco de 

dados do GeneBank/NCBI, utilizando-se o Blast (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 

 

5. Análises de número de cópias gênicas 

5.1. Desparafinização das amostras 

A análise de CNAs foi realizada em uma amostra de 34 tumores e todas as análises 

estatísticas concernentes a associação com varáveis clínico-histopatológicas e presença 

de HPV foram realizadas nesse subgrupo amostral. Para isso, foram obtidas três secções 

(10 µm) do bloco de parafina para cada amostra tumoral. Em seguida, transferiu-se as 

secções para um microtubo de 2 µl. Adicionou-se 1mL de xilol e homogeneizou-se por 

20 segundos. Posteriormente incubou-se à 50ºC por 5 minutos. Decorrido o tempo, as 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi


38 

 

amostras foram centrifugadas a 14000 rpm por 2 minutos. Após isso, o sobrenadante foi 

descartado e repetiu-se a lavagem com xilol três vezes. Em seguida adicionou-se 1ml de 

etanol 100%. Homogeneizou-se por 20 segundos e centrifugou-se 14000 rpm por 2 

minutos. Descartou-se o sobrenadante e repetiu-se a lavagem com xilol e etanol 100%. 

Após isso, deixou-se o pellet secando a temperatura ambiente por 1 hora. Por último as 

amostras foram armazenadas em freezer -20°C para a extração de DNA. 

 

5.2. Extração de DNA de tecido desparafinizado 

A extração de DNA foi realizada do material desparafinado conforme o subitem 

4.1. Adicionou-se ao microtubo 540 ul de TLN (Quiagen) e 60 ul proteinase K (PK) 20 

mg/Ml. Incubou-se a 55ºC no shaking a 500 pm overnight. Em seguida, incubou-se os 

microtubos a 95ºC por 10 minutos. Adicionou-se 2,7 ul de RNAse e incubou-se os 

microtubos a 37ºC por 1h30 minutos. Após isso, os microtubos ficaram a temperatura 

ambiente para o resfriamento. Em seguida, adicionou-se 542,7 ul de fenol/clorofórmio, 

homogeneizou-se e centrifugou-se a 14000 rpm por 5 minutos. Transferiu-se o 

sobrenadante para um novo microtubo e adicionou-se 0,2 volume (volume da fase aquosa 

x 0,2) de acetato de amônia 5mM (ou 10mM). Em seguida, adcionou-se 0,8 volume 

(volume da fase aquosa x 0,8) de glicogênio (total do volume resultante da etapa anterior 

x 0,08). Após isso, adicionou-se 2 volumes (volume da fase aquosa x 2) de Etanol 100%. 

Refrigerou-se as amostras por 3 horas. Em seguida, centrifugou-se 14000 rpm por 5 

minutos, descartou-se o sobrenadante e o pellet secou por 25 minutos. Adicionou-se 100 

ul de Etanol 70% e centrifugou-se 14000 rpm por 5 minutos. Descartou-se o sobrenadante 

e o pellet secou por 25 minutos. Ressuspendeu-se o pellet com 200 ul de água ultrapura. 

A leitura da concentração de DNA foi realizada utilizando-se espectofotômetro 

(NanoDrop® 2000). 

 

5.3. PCR quantitativa em tempo real 

A técnica de PCR quantitativa em tempo real foi realizada para a determinação de 

alterações do número de cópias dos genes EGFR, HER3, HER4, AKT1, AKT2, PIK3CA e 

PTEN. 

 As sondas utilizadas foram adquiridas da ThermoFisher™ e as reações de 

amplificação foram realizadas na máquina ABI 7500 Fast. Foi utilizado o ensaio 

TaqMan® Copy Number Assays da empresa Life TechnologiesTM. Essa metodologia foi 

baseada em uma reação dupla de PCR em tempo real que detecta a sequência do gene 
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alvo do estudo e a sequência de um gene de referência (RNASE P) conhecido por 

apresentar duas cópias em um genoma diploide.  

A PCR foi realizada em um volume total de 10 µl por poço em uma placa de 96 

poços. Cada poço continha 5 µl TaqMan Universal MasterMix, 2 μl de DNA (5ng/μl), 

0,5 μl de cada primer e sonda (Taqman® Copy Number Assays) e 2μl de água ultrapura. 

Todas as reações de amplificação foram feitas em triplicata e, além das amostras tumorais, 

foi incluído DNA controle com número diploide para todos os genes alvos. RNASE P foi 

utilizado como gene de referência. As condições da PCR incluíram 1 ciclo de 10 minutos 

a 95ºC, 40 ciclos de 15 segundos a 95ºC e 60 segundos a 60ºC. Somente foram 

consideradas para análise as amostras que apresentaram valor de CT > 33 ciclos e valor 

de z-score ≥ 2.65, conforme especificado pelo fabricante. O número de cópias foi 

calculado pelo método da quantificação relativa: 2 - ΔΔCT multiplicado por 2 (indivíduos 

diploides). As análises dos dados foram realizadas utilizando-se o software CopyCaller 

(Life TechnologiesTM). Os reagentes utilizados nestas reações e suas especificações do 

ciclo de PCR encontram-se descritos na Tabela 3. Neste trabalho, aumento de 3 e 4 cópias 

foram considerados ganhos, aumentos de 5 ou mais cópias, amplificações. Deleções e 

perdas são aquelas com zero e uma cópia gênica, respectivamente. 

 
Tabela 3: Sondas TAQMAN®, reagentes e ciclo de amplificação utilizados nos ensaios 
de PCR em tempo real 

 
 
 
 
 

    SONDA TAQMAN® 

    Marcação 

 

EGFR 

HER3 

HER4 

AKT1 

AKT2    
Genes Alvo PIK3CA    

 PTEN    
    5'= Repórter - VIC 

Gene de Referência RNASE P    3'= Quentcher - TAMRA 

Master Mix 
        

Taq Gold DNA polymerase (Hot start), dNTPs 

Ciclos de PCR 

  
Hold: 95°C - 10 minutos 

40 Ciclos: 95°C - 15 segundos/ 60°C - 60 segundos 
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6. RESULTADOS 

6.1. Capítulo I- Artigo I: Copy number analyzes of the PI3K/AKT reveal 
HER3/EGFR amplification and PTEN deletion in hrHPV penile carcinoma 
 

Artigo submetido na revista: The Journal of Urology  

Qualis Medicina I: A1 

Fator de impacto:  5.157 
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Copy number analyzes of the PI3K/AKT reveal HER3/EGFR amplification and 
PTEN deletion in hrHPV penile carcinoma. 
 
Marta R. C. Belfort, Juliana M. Macedo, Antônio A. L. Teixeira Júnior, Elis V. L. Silva, Leudivan 
R. Nogueira, José Calixto, Ronald W. P. Coelho, Jaqueline D. Pinho, Luciane R. Cavalli, Gyl E. 
B. Silva and Silma R. F. Pereira. 

From the Department of Biology (SRFP, JMM, MRCB, AALTJ), Pathology (GEBS) and 
Medicine II (EVLS, JC), Universidade Federal do Maranhão and Instituto Maranhense de 
Oncologia Aldenora Belo (LRN, RWPC) São Luis, MA, Brazil and Department of Genetics and 
Molecular Biology (JDP), Universidade Federal do Pará, Brazil and Department of Oncology, 
Georgetown Lombardi Comprehensive Cancer Center Washington, DC. 

* Correspondence: Department of Biology, Universidade Federal do Maranhão, Av. dos 
Portugueses, 1966 Bacanga, São Luis, Brazil, CEP:65080-540 (email: silma.pereira@ufma.br) 

Purpose: Penile cancer is a rare neoplasm in developed countries; however, its incidence is high 
in developing countries. The etiology for this disease is heterogeneous and environmental factors 
such as phimosis, precarious sanitation and HPV infection, are considered risk factors. The 
knowledge of genetic alterations that are involved in the onset and progression of penile cancer 
is limited; Alterations on the PI3K/AKT cell signaling pathway are present in several types of 
cancers, however, it is not well known the role of this pathway in penile cancer. 

Material and Methods: Thirty four formalin-fixed paraffin embedded (FFPE) samples of 
squamous cell carcinoma (SCC) from patients with penile cancer were analyzed for copy number 
alterations in the EGFR, HER-3, HER-4, PTEN, AKT-1, AKT2 and PIK3CA  genes. The analysis 
was conducted by Taqman Copy Number Assays, and the data correlated with clinical-
histopathological parameters and HPV-infection status.  

Results: A high frequency of the cases analyzed presented copy number increase for the HER3 
(100%) and EGFR (90.6%) genes, followed by the HER4 (20.6%) and AKT1 (15.1%). Deletions 
were observed for the PIK3CA HER4, PTEN and AKT2 in 56.2%, 52.9%, 39.4% and 36.4% of 
the cases, respectively.  No significant association was observed between copy number alterations 
and any of the clinical-histopathological variables analyzed. However, most of the patients with 
CNAs presented with HPV infection (91.2%), out of which 87% were of high oncogenic risk. 
 

Conclusions: In this study, we observed copy number alterations in the PI3K/AKT pathway in a 
high frequency of penile cancer patients, most of which presenting with hrHPV infection. This 
data indicate the relevance of this pathway for penile carcinogenesis and warrants further studies 
to determine their impact in gene and/or protein expression levels, most notably in hrHPV + 
patients.  

Keywords: mutation, tumorigenesis, squamous cell carcinoma, biomarker, EGFR 
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INTRODUCTION 

Penile cancer is a rare malign neoplasm in developed countries, however presents a major 
social impact in developing countries, where its incidence can be as high as 10% in some countries 
of Asia, Africa and South America (CALMO et al., 2011; CHRISTOULIDOU et al., 2015). 
Among South American countries, Brazil stands out with one of the world’s highest occurrence 
rates, 2.9-6.8/100.000 inhabitants, with rising incidences after the fourth decade of life 
(FAVORITO et al., 2008; POW-SANGET al., 2010). Strong risk factors associated with the 
disease include poor socioeconomic conditions, lack of hygiene, phimosis and infection by 
Human Papilloma Virus (HPV) (KAYES et al., 2007; SOUSA et al, 2015). 

Epidemiological and molecular studies on penile cancer are scarce and the biology of this 
tumor is still poorly understood (DI LORENZO et al, 2013). Patients are usually diagnosed in 
advanced stages of the disease, when therapeutic options are less efficient (BLAIS et al, 2014). 
In fact, the treatment for PeCa, based mostly in the tumor stage and location, is limited to partial 
or total penectomy.  Although distant metastasis is rare in patients with PeCa, the presence on 
lymph node metastasis is considered a significant poor prognostic factor, which can reduce the 5 
year survival rate to below 40% (GUIMARÃES et al, 2009; CUBILLA et al, 2009). High 
histological grade and presence of vascular and perineural invasion are also associated to a 
unfavorable prognosis. (AITA et al., 2015). 

HPV’s role on the etiology of penile cancer is also unclear, but it is known that the 
medium global prevalence is of 46.9% (AFONSO et al., 2012), mainly for viral subtypes HPV16 
and HPV18 (BRADY et al., 2013). Genomic instability is a common characteristic for HPV-
induced cancers (AKAGI et al., 2014), in such a way that when interacting with the host’s 
genome, different molecular pathways are disrupted. One of the most notorious mechanisms 
related to HPV-mediated carcinogenesis is the ability of viral oncogenes to interfere with the 
activity of TP53 and Rb proteins, mediating cell transformation and proliferation, as it has been 
described already for cervix cancer (GIULIANO et al, 2011; BURT et al, 2014). However, other 
possible molecular pathways involved in penile carcinogenesis are still poorly known, be them 
associated or not to HPV infection. 

The tyrosine kinase receptor family ErbB or HER (Human epidermal growth factor 
receptor) regulates a series of biological processes that control cell cycle. Members of that family 
include HER1 (EGFR), HER2, HER3 and HER4, which are frequently found overexpressed in 
many types of cancers (EARP et al, 2003; HSIEH e MOASSER, 2007; FREDERICK et al, 2008). 
Literature reports that overexpression of these receptors activates downstream genes from the 
PI3K/ATK pathway involved in the control of cell growth, progression and survival, angiogenesis 
and apoptosis (WEIGELT et al, 2012; PROTZEL e SPIESS, 2013). Some works have reported 
the interaction of HPV with genes from the ErbB family on the development of cervix cancer, 
where overexpression of EGFR and decrease of HER3 took place after viral integration 
(PAOLINI et al., 2016). 

 On the other hand, genes from the PI3K/ATK pathway have been reported as altered in 
many solid tumors (YADAV et al., 2016). Recently, KONGAR et al. (2017) described that 
PI3KCA is the most frequently mutated gene in anal squamous cell cancers, cervix cancers, as 
well as oropharyngeal and vulvar cancers, followed by the loss of PTEN. In the same way, genetic 
signature has been a target for studies in squamous cell carcinoma in the head and in the neck, 
with or without HPV infection. These studies have showed a different mutational profile 
according to the HPV status, including genetic alterations in the receptor pathways linked to 
growth factors and PI3K (SEIWERT et al., 2015). 



43 

 

Among the genomic alterations found on cancers, copy number alterations (CNAs) have 
a critical role in activating oncogenes and deactivating suppressor genes of tumors, taking part in 
signaling cascades that control cell cycle. Taking into consideration that HPV is an induction 
factor for squamous cell cancer, integrating itself in the human genome (CHU-YI LIU et al, 2015), 
and knowing that the rise of copy numbers is one of the genetic mechanisms involved in epithelial 
cell carcinoma (LIDA et al, 2011; JIÃO et al, 2015), we have attempted to verify the role of the 
virus in the disruption of the pathway mediated by epidermal growth factors and PI3K. We have 
tried to shed a light on the role of HPV in the establishment and progression of penile cancer in a 
sample characterized by advanced tumors and high frequency of high risk HPV. 
 
MATERIAL AND METHODS 
PATIENTS AND TUMOR SAMPLES 
 

Fifty-five patients diagnosed with penile cancer (PeCa), not submitted to neoadjuvant 
treatment, went under surgical procedures at the Instituto Maranhense de Oncologia Aldenora 
Bello (IMOAB) and at the Hospital Universitário Presidente Dutra at the Universidade Federal 
do Maranhão (HU-UFMA), in São Luís, Maranhão, Brazil. All patients signed a consent form 
approved by the Research Ethics Committee from the Universidade Federal do Maranhão, Brazil, 
under protocol number CAAE: 46371515.5.0000.5087, which authorizes sampling of tumors for 
this study. These patients were characterized according to their socioeconomic conditions, 
smoking habits, alcoholism and tumor clinical and histopathological parameters. All tumors were 
classified as squamous cell carcinoma (SCC). 

Analyses for copy number alterations (CNAs) were performed in a subset of 34 formalin-
fixed paraffin-embedded tissue (FFPE), containing more than 70% of tumor cells. Previously, 
MACEDO et al. (2017) detected HPV DNA in these tumor samples, in which 91.2% (31/34) had 
HPV infection, and of these, 87.1% had high oncogenic risk. 

 
COPY NUMBER ALTERATIONS (CNAS) ANALYSIS 
 

Prior to DNA isolation, 10 µm FFPE tissue sections containing more than 70% of tumor 
epithelial cell populations were selected by an expert pathologist at Presidente Dutra Hospital 
from the Universidade Federal do Maranhão. Samples were dewaxed with 3 bath cycles of 1ml 
xylene for 5 minutes at 50ºc, followed by centrifugation for 2 minutes at 14,000 rpm. Then, the 
material was dehydrated in 3 baths with absolute alcohol. For DNA extraction we added 540 µl 
of ATL (Qiagen) and 60 µl of Proteinase K at 55ºc (overnight). We then added 2.7 µl of RNAse 
at 37ºC for 1h 30min. DNA was extracted using phenol-chloroform and precipitated with 
ammonia acetate 5 mM, glycogen and cold ethanol 100%; afterwards, it was washed using ethanol 
70%. DNA pellet was diluted with 50 µl ultrapure water. DNA concentration level was read using 
a spectrophotometer (NanoDrop® 2000). 

TaqMan® Copy Number Assays (Life TechnologiesTM) was used to determine CNA for 
genes EGFR, HER3, HER4, AKT1, AKT2, PIK3CA, PTEN. Probes were acquired from 
ThermoFisher™ and amplification reactions were run in an ABI 7500 Fast machine. PCR was 
performed in a total volume of 10 μl per well in a 96-well plate. Each well contained: 5 µl TaqMan 
Universal MasterMix, 2 μl DNA (5 ng/μl), 0.5 μl of each primer and probes (Taqman® Copy 
Number Assays) and 2μl ultrapure water. All amplification reactions were performed in triplicates 
and, in addition to tumor samples, control DNA with diploid number was included for all target 
genes. RNASE P was used as a reference gene. Conditions for PCR run included: 1 cycle of 10 
minutes at 95ºc, 40 cycles of 15 seconds at 95ºc and 60 seconds at 60ºc. Only samples with a CT 
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value > 33 cycles and z-score value ≥ 2.65 were considered for analysis, as specified by the 
manufacturer. The number of copies was calculated by the relative quantification method: 2 - ΔΔCT 
multiplied by 2 (diploid individuals). Data analysis was carried out using CopyCaller software 
(Life TechnologiesTM). For this study, an increase of 3 and 4 copies was considered as gain; an 
increase of 5 or more copies, amplifications. Deletions and losses are those with zero and one 
copy, respectively. 

 
STATISTICAL ANALYSIS 

  
Statistical analysis was conducted on the STATA® ver. 14 program. Chi-square test, or 

Fisher’s exact test, was used to compare clinic-histopathological, variables with copy number 
alterations. We considered as statistically significant values with p < 0.05. 
 
RESULTS 
CHARACTERIZATION OF PATIENTS AND TUMORS 

  
The patients (N=55) were diagnosed with penile cancer with an average age of 62 + 17.9, 

ranging from 23 to103 years old. Most of them (78%) were married; had low levels of studying, 
with only 7.5% having a high school degree; 51% were smokers; 30% have declared to regularly 
drink alcohol; 67% presented phimosis; and 94% were infected by HPV. The most common 
occupations were farmer (39%), fisherman (8.9%) and security person (3.6%). As for the tumors, 
100% were classified as SCC, 37.5% being restricted to the glans; most belonged to the usual 
histological subtype (43.6%) and presented high type II histological grade (63%) (table 1). 
Regarding surgical treatments, patients were submitted to partial (71%) or total (23%) penectomy. 

We did not observe any association between HPV infection and the presence of phimosis, 
alcoholism, smoking, staging or lymphatic invasion. However, we did notice higher infection 
rates by HPV in condylomatous and usual tumor subtypes (p = 0.037), with 70% of tumors 
belonging to the usual subtype being positive for HPV, out of which 50% were of high oncogenic 
risk. We also observed an association between differentiation degree and tumor size (p = 0.026), 
so that smaller tumors were presented as more differentiated (grade I), contrasting with larger 
tumors, which were little or moderately differentiated (grade II and III). 
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Table 1: Clinical and histopathological characteristics of 55 penile tumors. 

Tumor parameters Total (%) 
Topography 
   Glans 
   Glans + foreskin 
   Glans and other areas 

 
21 (37.5) 
11 (19.6) 
24 (42.8) 

Histological Type 
   Squamous Cell Carcinoma 

 
55 (100) 

Histological Subtype 
   Usual 
   Condylomatous 
   Mixed 
   Basaloid 
   In situ 

 
24 (43.6) 
17 (31) 
9 (16) 
4 (7.2) 
1 (2) 

Differentiation Grade:  
   I 
   II 
   III 

 
8 (15) 

34 (63) 
12 (22) 

Primary tumor (T): 
   pT1 
   pT2 
   pT3 

 
11 (21) 
19 (37) 
22 (42) 

 

HER3 AND EGFR ARE HIGHLY AMPLIFIED IN hrHPV+ PENILE CANCER  
 

Tables 2 and 3 reveal the copy number alterations (CNAs) for genes related to the 
signaling pathway PI3K/AKT (EGFR, HER-3, HER-4, AKT1, AKT2, PIK3CA, PTEN) detected 
in penile tumors (n=34). We observe that 100% of the tumors presented an increase in HER3 
copies number, with an increase rate average of 13.5+ 5.3. Out of those, 93.9% presented as 
amplified, with 84.4% having 10 or more copies (Figure 1). EGFR also showed an increase in 
copies for 87.8% of tumor samples, out of which 65.6% were amplifications, with 48.2% having 
more than 10 copies. Besides, genes HER4 and AKT1 also presented an increase in the number of 
copies of 20.6% and 15%, respectively, but with a smaller increase rate average (5.8+ 2.2 and 3.6 
+ 0.9, respectively). AKT1 had a higher percentage of tumors with a regular number of copies 
(78.8%). On the other hand, genes PI3KCA, HER4, PTEN and AKT2 presented a higher 
percentage of samples with deletions, with 56%, 52.9%, 39% and 36%, respectively. Loss of 
copies was also frequent on tumors, so that genes AKT2, PTEN and PI3KCA appeared in 
heterozygosis in 60.6%, 54.5% and 37.5%, respectively. Thus, these three genes displayed a loss 
of at least one copy in more than 90% of penile tumors. 

We could not find a significant association between copy number alterations and clinical-
histopathological variables. However, we highlight the fact that the sampling subgroup for which 
CNAs were analyzed (N=34) presented a high HPV infection rate (91.2%), out of which 87% 
were of high oncogenic risk. 
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Table 2 Molecular profile of genes from the PIK3/AKT signaling pathway in 34 PeCa. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Case 

number 

HPV 

Genotyping 

Histological 

Subtype 

Tumor 

grade 

Tumor 

size 

DNA Copy Number Alteration 

    HER3 EGFR HER4 PTEN AKT1 AKT2 PIK3CA 

01 11,06 Usual II 2,1-5 Amp Amp Del Loss Loss Loss Del 

02 11 Usual II 2,1-5 Amp Normal Del Loss Normal Loss Loss 

03 negative Usual II 2,1-5 Gain Normal Del Del Loss - Del 

04 16 Usual II 2,1-5 Amp Amp Del Loss Gain Normal Loss 

05 16 Condy II 5,1-10 Amp Gain Del Del Normal Del - 

06 negative Usual II 2,1-5 Amp Gain Normal Del Normal Del Del 

07 18,53 Condy II 2,1-5 Amp Amp Del Loss Normal Del Del 

08 30 Usual II 5,1-10 Amp Gain Del Del Normal Del Loss 

09 30 Condy I 2,1-5 Amp Amp Normal Loss Normal Loss Loss 

10 73,74 Mixed I 0,6-2 Amp Amp Amp Normal Normal Loss Loss 

11 35,59 Usual II 2,1-5 Amp Amp Gain Loss Normal Loss Loss 

12 59 Mixed II 2,1-5 Amp Amp Del Del Normal Del Del 

13 16,74 Mixed I 0,6-2 Amp Normal Del Del Normal Del Del 

14 16,06 Mixed III 2,1-5 Amp Amp Amp Loss Normal Loss Normal 

15 58 Mixed III 2,1-5 - - Normal Del Normal Loss Del 

16 51,58 Mixed II 2,1-5 Amp Amp Amp Loss Normal Loss Loss 

17 16 Condy III 2,1-5 Amp Amp Gain Loss Normal Loss Loss 

18 16 Usual III 2,1-5 Amp Amp Normal - Gain Del Del 

19 59,66 Condy II 2,1-5 Amp Amp Normal Loss Normal Loss Del 

20 16 Usual III 5,1-10 Amp Amp Normal Loss Normal Loss Loss 

21 16,66 Condy I 5,1-10 Amp Amp Del Loss Normal Del Del 

22 negative Usual II 2,1-5 Amp Amp Del Del Normal Del Del 

23 52 Condy II 2,1-5 Amp Gain Del Del Normal Del Del 

24 16 Usual II 5,1-10 Gain - Del Del - Loss Del 

25 56 Basal II 5,1-10 Amp Amp Amp Loss Normal Loss Loss 

26 11,35,59 Condy II 5,1-10 Amp Amp Normal Loss Normal Loss Del 

027 16,74 Condy II 2,1-5 Amp Amp Loss Del Normal Del Del 

28 16,35,59 Usual II 2,1-5 Amp Amp Del Normal Normal Loss Normal 

29 16 Condy I 5,1-10 Amp Amp Del Del Normal Del Del 

30 16,44,74 Mixed II 2,1-5 Amp Amp Normal Loss Normal Loss Loss 

31 16 Basal III 2,1-5 Amp Amp Amp Del Normal Loss Del 

32 16,3 Condy I 2,1-5 Amp Normal Del Loss Gain Loss Del 

33 16 Condy II 5,1-10 Amp Gain Del Loss Amp Loss Loss 

34 16 Usual III 2,1-5 Amp Gain Del Loss Gain Loss - 

Abbreviations: Condy, condylomatous; Basal, basaloid; Amp, amplification; Del, deletion. 
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Table 3: Summary of copy number alterations detected in penile tumors for seven genes of the 
PI3K/AKT signaling pathway. 
 

 
 
 
Figure 1: Gene HER3. Increase in copy number for 33 PeCa. CN: Normal penile tissue. 
 

 

Figure 2: Gene EGFR. Increase in copy number for 32 penile tumor samples. CN: Normal penile 
tissue. Source: author. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Genes 
Copy Number alterations 

Normal Loss Deletion Gain Amplification 

HER3 (n= 33) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 2 (6,1) 31 (93,9) 

EGFR (n = 32) 4 (12,5) 0 (0,0) 0 (0,0) 7 (21,9) 21 (65,6) 

HER4 (n= 34) 8 (23,5) 1 (2,9) 18 (52,9) 2 (5,9) 5 (14,7) 

AKT1 (n=33) 26 (78,8) 2 (6,06) 0 (0,0) 4 (12,1) 1 (3,03) 

AKT2 (n=33) 1 (3,03) 20 (60,6) 12 (36,4) 0 (0,0) 0 (0,0) 

PIK3CA (n=32) 2 (6,25) 12 (37,5) 18 (56,25) 0 (0,0) 0 (0,0) 

PTEN (n=33) 2 (6,06) 18 (54,5) 13 (39,4) 0 (0,0) 0 (0,0) 
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DISCUSSION 
 

In this study we investigated copy number alterations in the EGFR/PI3K/AKT signaling 
pathway in penile tumors of an economically disadvantaged population, poorly schooled and 
socially vulnerable. Individuals had an average age of 62 years when diagnosed, corroborating 
with studies that mention that the high incidence of the disease occurs from the sixth decade of 
life (FAVORITO et al, 2008; COUTO et al, 2014; TORBRAND et al, 2016). However, we 
emphasize that 12.7% of the patients were diagnosed when younger than 40 years old, showing 
that several risk factors may impact this population and that lack of information on prevention 
methods for this illness is still a reality. 

All tumors were classified as squamous cell carcinoma (SCC), agreeing with previous 
studies conducted by CALMON et al. (2011) and CHAUX et al. (2012). Most tumors were in an 
advanced stage and patients were surgically submitted to partial or total penectomy. This 
treatment compromises sexual function, what is considered an aggravation of this tumor, since 
studies show that 50% of the patients suffer from psychiatric disorders post-surgery, 
compromising significantly patient social life (MADDINENI et al, 2008; NAM et al, 2017). 

Presence of phimosis and infection by HPV were the main risk factors observed for the 
studied population. The high percentage of men with phimosis in this study contrasts with the low 
incidence of penile cancer where neonatal circumcision is frequent, what reinforces that phimosis 
is one of the development factors of PeCa (BUSSO-LOPES et al, 2015). Even though recent 
studies have not found a specific carcinogen for smegma, it has been suggested that absence of 
circumcision makes proper hygiene of the glans difficult, what associated to the presence of 
Mycobacterium smegmatis could cause chronic inflammation in the tissue, ultimately 
contributing to the etiology of the disease (CHRISTOULIDOU et al, 2015). 

The majority of patients were infected by hrHPV, presenting an association between 
condylomatous and usual subtypes. Besides, we highlight that 50% of tumors belonging to the 
usual subtype presented high risk HPV, contrasting with other studies that established that the 
highest incidence of infection happens on basaloid and condylomatous subtypes (FERRÁNDIZ-
PULIDO et al, 2012; ALEMANY et al, 2016). Genotyping of the virus in the investigated 
sampling subgroup for CNAs (n=34) revealed that 91.2% were positive for high risk virus. This 
high frequency of hrHPV reinforces the importance of the role of the virus in penile 
tumorigenesis. In anogenital carcinomas, especially in cervix carcinoma, degradation of P53 and 
Rb proteins is mediated by the viral oncogenes E6 and E7, respectively, due virus integration into 
genome host (AKAGI et al, 2014). However, these mechanisms are still unclear in penile cancer. 

Concerning CNAs, we detected gains, amplifications, losses and deletions in all tumor 
samples. Genomic gains constitute one of the mechanisms through which proto-oncogenes can 
be activated (BUSSO et al., 2014). Furthermore, genomic losses can induce deletion of tumor 
suppressor genes (SAAL et al., 2007). Among the CNAs detected in this study, we highlight 
HER3 and EGFR alterations, observed in 93.9% and 87.8% of tumors, respectively. 

Our data corroborate STANKIEWICZ et al. (2011), who reported increased HER3 
protein expression in 86% penis HPV+ squamous cell carcinoma. Furthermore, POLLOCK et al. 
(2015) also reported increased protein expression of HER2 and HER3 in head and neck HPV+ 
squamous cell carcinoma. Other studies have been demonstrating changes in the expression of 
these receptors in breast, ovarian and prostate tumors. HER3 and HER4 expression, as well as 
phosphorylation of these receptors, has been associated to the worst prognostic and to resistance 
to treatment with EGFR inhibitors (MOTA et al., 2017). We emphasize that amongst members of 
the epidermal receptors family, HER3 has been identified as the most critical activator of the 
PI3K/AKT pathway, so that a monoclonal antibody, seribantumab (MM-121), was designed to 
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bind itself to this receptor and block the signaling pathway induced by extracellular growth factors 
heregulin and betacellulin (SHOEBERL et al, 2017). 

In the present study, EGFR presented high frequency of tumors with an increase in copy 
number (90.7%) and increased mRNA expression in the same tumor samples (MACEDO et al, 
2017). EGFR amplification and its overexpression have been associated to the worst prognostic 
for squamous cell carcinoma of head and neck, breast and lung cancer (CHUNG et al, 2006; 
REIS-FILHO et al, 2005; LEE et al, 2013; Li et al, 2015). Our data has shown too that all tumor 
specimens for which EGFR amplified also amplified HER3, all being positive for HPV (two in 
regular tissue adjacent to the tumor), reinforcing the role of the PI3K/AKT pathway in penile 
tumorigenesis. These findings contrast with STANKIEWICZ et al. (2011), who correlated 
increased expression of HER3 to viral infection, while increased EGFR expression was related to 
virus absence. Despite these immunohistochemical studies suggest that EGFR expression is a 
common event in penile carcinoma (STANKIEWICZ et al, 2011; CHAUX et al, 2013), studies 
did not demonstrate the genetic mechanism that would lead to this increased protein expression. 

Our data also show a loss of PTEN in 54.5% of tumor tissue, and deletion in homozygosis 
in 39.4%. These data corroborate with CHAUX et al. (2014) when they related that for 75% of 
penile tumors there has been a reduction of PTEN protein expression, besides loss of expression 
in 13% cases. Similar immunohistochemical data were obtained by STANKIEWICZ et al. (2011) 
who found a reduction of PTEN expression in 62% of the tumors; however, these authors did not 
find alterations in copy numbers through fluorescent in situ hybridization (FISH) that could justify 
low protein expression. Thus, our study reports the genetic mechanism involved in the 
deregulation of the EGFR/HER/PTEN pathway in penile cancer, reinforcing the usefulness of 
these markers to select candidate patients for specific therapies. 

Most tumors require PI3K/Akt signaling for their survival, and this is often achieved by 
upstream receptor tyrosine over activity, by mutational activation of PI3K, or inactivation of 
PTEN (CAMPBELL et al, 2010). Our results reveal that most tumors presented regular or 
heterozygous copy numbers for AKT1 and AKT2. In these cases, we believe that amplification of 
epidermal factors receptors activate constitutive signaling of the PI3K/AKT pathway. However, 
the occurrence of deletions in genes PI3KCA and AKT2 by 56.2% and 37.5% of tumors, 
respectively, suggests that for penile tumors with such molecular profile constitutive signaling of 
the HER receptor family may lead to tumorigenesis through other signaling pathways. MOTA et 
al. (2017) emphasizes that heregullin activates several intracellular pathways when linked to 
HER3 or HER4. Pathways activated by HER3 include: MAPK/ERK, JAK/STAT and PKC, 
besides PI3K/AKT/MTOR, while HER4 activates pathways JAK/STAT and PI3K/AKT.  
Furthermore, SHOEBERL et al (2017) defined ErbB3 as the most sensitive node with respect to 
AKT inhibition, opening up the possibility to use anti-HER therapy to treat penile cancer.  

Viral integration seems to be favored in fragile sites of the host genome. The regions have 
great genomic instability, generated by the formation of secondary structures stable in DNA and 
by the presence of AT and CGG repetitions, which interfere on molecule replication (GAO and 
SMITH, 2016), what could lead to variation in copy number of genes located in these same 
regions or next to them (AKAGI et al., 2014). Therefore, we propose that there is a relationship 
between hrHPV integration and the occurrence of CNAs in penile carcinoma. This hypothesis is 
sustained by some studies that have already identified genes located in sites of viral integration 
(WENTENSEN et al., 2004).  Although these sites seem to be distributed randomly in all 
chromosomes, GAO and SMITH (2016) cited that 50% of HPV16 and 60% of HPV18 have been 
integrated to fragile sites, such as FRA10A, in which gene PTEN is located. 

Finally, considering the high frequency of HPV in evaluated tumors, we believe that copy 
number alterations in penile cancer are related to virus integration. The EGFR/PI3K/AKT/PTEN 
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pathway has been displayed highly altered in penile tumors infected by hrHPV. Herein, we 
describe the genetic mechanisms that lead to differential expression of epidermal receptors and 
their downstream targets. Genes EGFR, HER3 and HER4 are being upregulated while PTEN is 
downregulated in penile carcinoma. Our data point out to genes HER3 e EGFR as relevant 
biomarkers in penile carcinogenesis, and potential targets for future studies on specific therapies. 

Finally, considering the high frequency of HPV in evaluated tumors, we believe that copy 
number alterations in penile cancer are related to virus integration. The EGFR/PI3K/AKT/PTEN 
pathway has been displayed highly altered in penile tumors infected by hrHPV. Herein, we 
describe the genetic mechanisms that lead to differential expression of epidermal receptors and 
their downstream targets. Genes EGFR, HER3 and HER4 are being upregulated while PTEN is 
downregulated in penile carcinoma. Our data point out to genes HER3 e EGFR as relevant 
biomarkers in penile carcinogenesis, and potential targets for future studies on specific therapies. 
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Os dados obtidos neste trabalho mostraram alta frequência alterações no número 

de cópias dos genes da via de sinalização EGFR/PI3K/AKT/PTEN associados a alta 

prevalência de HPV em tumores de pênis. Assim, sugerimos que estas alterações estão 

relacionadas com a integração viral. Foi descrito pela primeira vez os mecanismos 

genéticos que levam a alteração na expressão dos membros da família ErBb e de seus 

alvos downstream em carcinoma peniano. Além disso, nossos resultados apontam os 

genes EGFR e HER3 como candidatos importantes para terapias alvo-específicas no 

CaPe.   

Nesse sentindo, ressaltamos também a necessidade de avaliar a expressão gênica 

e proteica desses genes no tecido tumoral para avaliar seu comportamento, uma vez que, 

a etiologia do CaPe é heterogênea e estudos sobre sua base genética é pouco conhecida. 

Nessa perspectiva, seria importante estabelecer linhagens tumorais a partir das amostras 

alterados, afim de, estudar melhor as consequências dessas alterações para a tumorigênese 

peniana.  Além disso, reforçamos a necessidade de testar drogas anti-EGFR e HER3 

nessas linhagens celulares para avaliar sua influência na modulação da atividade desses 

receptores e seus alvos em tumores de pênis.  
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