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RESUMO 

Kaiano JHL. Correlação entre o polimorfismo do códon 72 do gene p53 e a 

presença de DNA de papilomavírus humano (HPV) em carcinoma de pênis. São 

Paulo (BR); 2000. [Tese de Metrado- Fundação Antonio Prudente]. 

O papilomavírus humano está fortemente associado ao desenvolvimento de 

neoplasias ano genitais. As oncoproteínas E6 e E7 dos HPV s de alto risco têm um 

papel importante na transformação celular. A proteína E6 forma um complexo com a 

p53, levando esta proteína à degradação através do mecanismo proteolitico 

dependente de ubiquitina. O gene p53 possui um polimorfismo no códon 72 do exon 

4, que apresenta as variantes alélicas: arginina (p53Arg) e prolina (p53Pro ). As 

freqüências destes alelos se distribuem de forma diferente entre os grupos étnicos, 

assim como nos diferentes tipos de tumores observados. Recentemente, sugeriu-se 

que a variante arginina é mais susceptível à degradação pela interação da proteína E6 

de HPV; além disto verificou-se que indivíduos homozigotos para arginina 

(p53Arg/ Arg) têm maior risco de desenvolver lesões malignas de colo de útero e 

cutâneas associadas ao HPV. Com base nesses resultados, objetivamos determinar o 

possível envolvimento deste polimorfismo como fator de nsco para o 

desenvolvimento de neoplasia de pênis, em casos positivos e negativos para a 

presença de DNA de HPV no tecido tumoral. Nossos resultados mostraram que entre 

os 65 casos de câncer de pênis e 247 amostras controles, os indivíduos heterozigotos 

foram mais freqüentes nos casos do que nos controles (OR, 1,8; 95 % CI, 1,05-3,16; 

P = 0,03), além de risco de 2,3 vezes maior de ser portador de câncer de pênis no 



grupo branco (95 %, 1,21-5, 12; P = 0,0 12). Além disso, o ale lo p53Pro apresentou 

um risco aumentado de 3 vezes para o mesmo grupo, enquanto que o alelo p53Arg 

sugere um risco positivo no grupo negro ou mulato, mas este resultado não mostrou 

diferença significativa. Entretanto, nenhuma evidência de correlação entre a presença 

de HPV e o polimorfismo do códon 72 do gene p53 no câncer de pênis foi observada 

neste estudo, mas observou-se uma associação positiva entre os portadores do alelo 

p53Arg de apresentarem tumores HPV negativos para qualquer grupo étnico. Isto 

poderia indicar que, os carcinomas de pênis HPV positivos e negativos se 

originariam através de mecanismos diferentes. 

Descritores: papilomavírus humano, p53, polimorfismo, carcinoma de pênis, fator 

de risco 



SUMMARY 

Kaiano JI--IL. Correlação entre o polimorfismo do códon 72 do gene p53 e a 

presença de DNA de papilomavírus humano (HPV) em carcinoma de pênis 

[Correlation between polymorphism at codon 72 of p53 gene and risk of penile 

cancer associated \\tith HPV infection]. São Paulo (BR); 2000. [Tese de Metrado -

Fundação Antonio Prudente]. 

The human papillomaviruses (HPV) are associated with cervical cancer and 

another anogenital cancers. The E6 and E7 oncoproteins ofhigh-risk HPV types have 

the important role in cellular transformation. The E6 protein binds to as cellular 

tumor-suppressor protein p53 and directs its degradation through the ubiquitin 

pathway. The p53 gene has a common polymorphism at codon 72 of exon 4, 

encoding either variants arginine (p53Arg) o r proline (p52Pro ). Frequencies o f allelic 

variants of p53 differ widely depending on tumor type and ethnical group of the 

subjects under study. Recently, it has been suggested that individuais homozygous 

for p53Arg at codon 72 ofthe p53 gene are about 7 times more susceptible to HPV-

related carcinogenesis than heterozygotes. Based on these fmdings, we investigated 

the possible correlation between this polymorphism and risk of penile cancer 

associated with HPV infection from 65 cases and 247 controls. Our results show that 

the heterozygotes were more frequent among cases than controls (OR 1.8; 95 % CI 

1.05-3.16; p=0.03) and they were 2.3 times more associated with cancer in the 

Caucasian group (95% CI 1.21 -5.12; p=O.Ol2). Moreover, the allele p53Pro shovved 



a 3-fold increase in risk in the same group, while p53Arg was positively associated 

among Blacks and Mulattos. This difference, however, did not reach statistical 

significance. No evidence of correlation between p53 polymorphism on codon 72 

and penile cancer was found in relation to HPV infection in our population sample, 

but a positive association with p53Arg was observed in patients with HPV-negative 

cancers, in both ethnic groups. These results suggest that different mechanisms may 

be involved in the genesis o f penile cancers according to their HPV status. 

Descriptors: human papillomavirus, p53 polymorphism, penile cancer, risk factor 



1 INTRODUÇÃO 

1.1 BIOLOGIA DOS P APILOMA VÍRUS HUMANO 

Os papilomavírus humanos (HPV) pertencem à família Papovaviridae, são 

vírus pequenos, não envelopados que apresentam um diâmetro de aproximadamente 

55 nm. A partícula viral apresenta-se de forma icosaédrica com 72 capsômeros 

formados pelas proteínas L I e L2 (Revisado por ZUR HAUSEN, I996). 

Atualmente a taxonomia dos HPV é defmida pela análise das seqüências 

nucleotídicas dos genes L I, E6 e E7, podendo ser classificados em tipo, subtipos e 

variantes. O HPV é definido como um novo tipo quando a diferença genotípica for 

maior que I O o/o dos tipos de HPV já conhecidos. Quando a diferença nucleotídica for 

entre I O a 2 o/o é considerado como um subtipo e quando for menor que 2 % ele é 

considerado como variante de um tipo (BERNARD et al., I994). O HPV está 

fortemente associado ao desenvolvimento de neoplasias anogenitais e pode ser 

classificado, conforme seu potencial oncogênico, no grupo de alto risco, baixo risco e 

de risco intermediário (IARC, I 995). 

O genoma do HPV consiste de uma simples molécula circular de DNA dupla fita de 

8.000 pares de bases, onde todos os genes ou ORF ("Open Reading Frames") estão 

localizados na mesma fita de DNA. O genoma viral é dividido em três regiões: Uma 

região controladora (LCR-"Long Control Region"), uma região precoce (E) e uma 

região tardia (L). A LCR contém a origem de replicação do DNA e elementos 

regulatórios da expressão gênica dos HPV. A região precoce apresenta 6 genes ou 



2 

ORF (E l-E7), que codificam proteínas envolvidas na replicação do DNA viral (E 1 ), 

no controle da transcrição (E2), na maturação do vírus e alteração da matriz 

intracelular (E4) e no estímulo de proliferação e transformação celular (E5, E6, E7). 

A região tardia compreende aos genes L1 e L2 que codificam, respectivamente, a 

proteína estrutural principal e secundária do capsídeo viral (Revisado por VILLA, 

1997) (Figura 1 ). 

O genoma viral está presente na fonna epissomal, livre no núcleo das células 

de tecidos com alterações benignas ou pré-malignas, enquanto que na maioria dos 

carcinomas os DNA de HPV 16, 18, 31, por exemplo, estão integrados ao genoma da 

célula hospedeira. Este evento não ocorre em locais específicos dos cromossomos 

celulares, apesar de que em alguns casos observou-se a integração na proximidade do 

oncogene celular myc (DÜRST et a!., 1987, SffiRASAWA et a!., 1987, 

COUTURIER et a!., 1991 ). A integração ocorre sempre pela interrupção da região 

precoce do genoma viral, envolvendo na maioria das vezes os genes E 1 e E2 

(CULLEN et a!., 1991) (Figura 2). 



Proteína principal do 
capsídeo 

L1 

Proteína secundária do 
capsídeo 

LCR 

Estímulo da proliferação 
celular 

E6 

3 

p97~"' 
E7 

E5 

E1 

Regulação da 
replicação viral 

Alteração da matriz 
intracelular 

Regulação da transcrição viral 

Estímulo da proliferação 

Figura 1: Organização genômica do HPV 16. O genoma circular é representado com 

o promotor principal (p97), os genes precoces (El a E7) e os genes tardios (Ll e L2). 

A montante do gene E6 está a região regulatória (LCR). AE e AL representam os 

sinais de poliadenilação dos transcritos precoces (E) e tardios (L). 



1 

2 

3 

4 

E7 

Figura 2: Organização genômica do HPV na forma integrada ao genoma humano. 

A conseqüência desta integração é invariavelmente a perda de função do gene 

E2, responsável pelo controle da transcrição do genoma viral. Os produtos desses 

genes são responsáveis pela repressão da transcrição ao nível do promotor principal 

localizado no início da região precoce, pelo qual se inicia o principal transcrito 

desses genes virais. Dessa forma, ao ocorrer à integração, as proteínas precoces (E6 e 

E7) passam a ser sintetizadas de forma desregulada (SANG e BARBOSA, 1992). 

Entretanto, esse evento isoladamente não explica todo o processo de transformação 

maligna, já que queratinócitos transfectados com HPV 16 e 18 tomam-se 

imortalizados, mas não são transformados, conforme mencionado acima. 
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1.1.1 POTENCIAL ONCOGÊNICO DO HPV 

Os papilomavírus são vírus epiteliotrópicos e até o presente, mais de 80 tipos foram 

identificados na pele, na região do epitélio anogenital e na mucosa da orofaringea. 

Aproximadamente 50 % destes infectam o trato anogenital, os quais foram 

encontrados em amostras de biopsias tumorais. Estes tipos possuem propriedades de 

imortalização e transformação celular, e são considerados do grupo de alto risco 

oncogênico (Revisado por ZUR HAUSEN, 2000). 

As oncoproteínas E6 e E7 dos HPV de alto risco (tipos 16, 18, 31 e 45 entre outros) 

têm um papel importante na transformação celular. Na gênese dos tumores 

associados ao HPV observa-se a síntese contínua de duas oncoproteínas (E6 e E7), 

sendo considerada uma etapa essencial para o desenvolvimento de tumores malignos 

do trato anogenital. A função gênica associada a essa capacidade de transformação 

foi mapeada nos genes E6 e E7 dos HPV de alto risco oncogênico (MÜNGER et ai., 

1989). Por outro lado, esses mesmos genomas virais não são capazes de transformar 

células primárias em cultura (tanto de animais quanto humanas). Entretanto, é 

possível obter clones transformantes se a transformação for feita juntamente com um 

oncogene ativado como ras (MATLASHEWSKI et ai., 1987b). 

Assim como no caso de outros tumores associados a vírus, a progressão das lesões 

precursoras depende de uma série de fatores predisponentes. No caso do câncer de 

colo de útero, os fatores que influenciam são a promiscuidade, idade precoce da 

primeira relação sexual, ingestão de contraceptivos orais, gravidez, fumo, 

imunossupressão, deficiência nutricional, higiene; enquanto que nos casos dos 

tumores cutâneos são a exposição à luz solar e doenças genéticas, possivelmente 

~~~. ~,_.1,,......,_'1'~~~·· ._.~~; ... ,,-t:~",,•,';'\_r1of "":· '(IÇ\~; 

~ ~:,; ;,; D:\Ç .:•. () ,.:., t~i T C :\J lO ~ 
;~~ ~~~~.)r; r:: J·1-r F. 

~·-.; I '. . . . :; \ .c\ 
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afetando a imunidade (VESSEY et ai., 1986; SCHIFFMAN et ai., 1992; VILLA, 

1997; MURTHY e MATHEW, 2000). 

Os estudos realizados na última década desvendaram as funções dessas duas 

oncoproteínas virais, explicando em parte o seu papel oncogênico. A proteína E7 

interage com pRB, uma proteína celular de aproximadamente 105.000 daltons, 

produto do gene do retinoblastoma, que exibe uma função importante na regulação 

negativa do ciclo celular, através de sua fosforilação específica, ciclo-dependente 

(DYSON et ai., 1989). Como conseqüência, a célula progride para a próxima etapa 

do ciclo celular, provavelmente devido à liberação do fator de transcrição E2F que 

estava complexado a pRB, controlando a proliferação celular (HICKMAN et ai., 

1994; HOWLEY, 1996) (Figura 3). Este processo é adicionalmente perturbado pela 

proteína E6 do HPV de alto risco através da sua ligação com a proteína supressora de 

tumor p53, culminando na degradação de p53 (SCHEFFNER et ai., 1990; 

HOWLEY, 1996) (Figura 8). A eliminação deste controle de proliferação e reparo do 

DNA celular provoca, em última análise, o acúmulo de mutações nas células que 

expressam tais oncoproteínas de certos papilomavírus, resultando no fenótipo 

transformado (MÜNGER et ai., 1989). Podem contribuir adicionalmente para a 

progressão maligna a ativação de oncogenes celulares e a modificação de outros 

genes supressores de tumores, como de fato sugerem estudos citogenéticos sobre a 

perda de heterozigose em determinados cromossomos de células provenientes de 

carcinomas de colo de útero (LAZO, 1999). 
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Figura 3: Interação da proteína E7 de HPV com pRB (Modificado de HOWLEY, 

1996). 
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1.2 GENE P53 

O gene p5 3 faz parte de uma classe de genes conhecidos como supressores de 

tumor. Este se localiza no braço curto do cromossomo 17 (17p13) e possui um 

tamanho de aproximadamente 20 Kb. Apresenta 11 exons e uma região 3' não 

traduzida (3' UTR) (LAMB e CRA WFORD, 1986). O primeiro exon não é 

codificante e está localizado a 8-10 Kb antes dos exons 2-11 (CHANG, 1993) 

(Figura 4). 

(a) 

lia llb 111 

(b) ·-
12s-32 1 

IV V 

19 
2817 
~ 

110 
919 

\2_~_20303 
·1&1 I 

I Seqüência não traduzida D Seqüência não codificante I Seqüência codificante 

Figura 4: Representação esquemática do Gene p53. (a) Os exons E1 -E11. e os 

introns 11 -110. (b) Os domínios evolutivamente conservados 1-V. O domínio 11 é 

dividido em duas regiões por um intron. 

(http://perso .curie.fr/Thierry.Soussilseqp53/Gene_p53.html). 
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Mutações genninativas do gene p53 são encontradas em 50 % dos 

indivíduos com a síndrome do câncer familial de Li-Fraumeni. Esta síndrome é 

caracterizada por ser autossômica dominante e causar múltiplas neoplasias primárias 

em crianças e adultos jovens (MALKIN et a/., 1990). Mutações somáticas são 

comumente relatadas em diversos tipos de tumores humanos (FROMENTEL e 

SOUSSI, 1992). Todas as classes de mutações (inserção, deleção, substituição) têm 

sido encontradas em p53, mas a mutação pontual, principalmente a que causa a 

substituição de aminoácidos, é a mais prevalente. As mudanças de aminoácido 

podem alterar a conformação e estabilidade da proteína p53; estas mutações podem 

também indiretamente alterar a seqüência de ligação específica do DNA e a atividade 

de fator de transcrição de p5 3 (VOGELSTEIN e KINZLER, 1 992). 

Aproximadamente 90 % das substituições nucleotídicas são encontradas entre 

os exons 5 e 8, o que corresponde a quatro dos cinco domínios evolutivamente 

conservados da proteína p53 (domínios II a V) (FROMENTEL e SOUSSI, 1992; 

CHANG et a/., 1993; LEVINE et a/., 1997; OZBUN e BUTEL et a/., 1996). O gene 

p53 apresenta seis códons mais freqüentemente mutáveis. Os códons 175, 245, 248 

249, 273 e 282 são considerados regiões de maior freqüência de mutação ("hotspot") 

e representam 20% de todas as mutações encontradas no gene p53 (Figura 5). Estes 

códons estão localizados no domínio de ligação a seqüências específicas do DNA, o 

que leva a alteração da estrutura e função da proteína p53 (Figura 6) (CHO et a/., 

1994; PRIVES, 1994). Estas mutações podem ser classificadas em classe I, quando 

afetam diretamente os resíduos de ligação da proteína ao DNA, e em classe li, 

quando interferem na integridade estrutural da proteína (MA Y e MA Y, 1999). 
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Figura 5: Gráfico das localizações dos códons de maior freqüência de mutação 

("hotspot") do gene p53. As linhas verticais representam as freqüências mutacionais 

de cada sítio. R =arginina e G=glicina .. 

(http:/ /perso.curie.fr/Thierry.Soussilp53 _ Story _gst.html) 
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Figura 6: Estrutura tridimensional do complexo DNA-p53 (difração de raios-X). O 

DNA (azul) e o domínio central da p53 (turquesa) são mostrados com o átomo de 

zinco (vermelho) e com as posições dos seis aminoácidos mais freqüentemente 

mutáveis ou "hot spot" (amarelo). Figura reproduzida a partir de CHO et a/. (1994). 
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1.2.1 A PROTEÍNA P53 

O produto do gene p53 é uma fosfoproteína nuclear de 393 aminoácidos (53 

kDa), que está dividida em três grandes regiões: Região N-terminal, Região central e 

Região C-terminal (Figura 7) (Revisado por MA Y E MA Y, 1999). 

• A região N-terminal é altamente acídica que constitui um domínio de 

ativação transcricional (resíduos 1-40) que interage com os componentes regulatórios 

envolvidos em transativação tanto positiva (p. ex., TFIID) quanto negativa (p.ex., a 

proteína E 1B-55Kd dos adenovírus e a proteína humana MDM2). Esta região 

também apresenta o domínio SH3 (resíduos 63-97). 

• A região central é a região interna hidrofóbica (resíduos 1 02-292) da 

proteína que consiste num domínio de ligação a seqüências especificas de DNA. 

Nesta região encontram-se quatro dos domínios evolutivamente conservados 

(domínio li-V). 

• A região C-terminal é altamente básica (resíduos 31 0-393), formada pelos 

domínios de tetramerização (resíduos 323-356) e de ligação a seqüências não 

especificas de DNA (resíduos 363-393). 

A proteína p53 é expressa em baixos níveis nas células normais, porém 

encontra-se em níveis elevados em muitos tumores. A vida média da proteína p53 

selvagem é de aproximadamente 1 O minutos; a proteína mutada, por sua vez, tem 

uma vida média de várias horas (ROGEL et ai., 1985). 
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.____ _ _____.li.____ ___ ___.I I.______ _ ___. 

Região N-terminal Região Central Região C-terminal 

Figo ra 7: Representação esquemática da estrutura da proteína p5 3. Nas caiXas 

superiores estão representadas as proteínas celulares e virais que interagem com os 

seus respectivos domínios. (Modificado de MA Y e MA Y, 1999) 
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1.2.2 O PAPEL DA P53 NA REGULAÇÃO DO CICLO CELULAR 

A proteína p53 atua como fator de transcrição no controle negativo da 

proliferação celular e na indução de apoptose, em resposta a dano de DNA induzido 

por algum "stress" como radiação ultravioleta, irradiação y, infecções por certos 

vírus e drogas quimioterápicas (LINKE et a/., 1997). A proteína p53 retarda a 

passagem da fase G 1/S e G2/M do ciclo celular através da transativação do gene 

Wafl/Cipl, o qual codifica para a proteína p21. Esta por -sua vez, inibe uma quinase 

dependente de ciclina (ciclina-CDK), havendo a formação do complexo p21/ciclina

CDK que impede a fosforilação da proteína pRB, não ocorrendo liberação do fator 

de transcrição E2F (HARPER et ai., 1993). Este é um fator associado à transcrição 

de uma série de genes importantes à proliferação celular (Figura 8). 

Estudos relatam que o antígeno LT dos SV40, a proteínaE1B dos adenovírus 

e a proteína E6 dos HPV podem ligar e inativar a p53 (HUIBREGTSE et a/. , 1994) 

(Figura 9). A proteína E6 dos HPV de alto risco forma um complexo com p53, 

promovendo a degradação desta proteína, através do mecanismo proteolítico 

dependente de ubiquitina (WERNESS et ai., 1990; SCHEFFNER et ai. , 1990; 

HUIBREGTSE et ai., 1994) (Figura 1 0). Este processo promove uma vantagem 

seletiva de proliferação nas células infectadas, explicando em parte a imortalização 

celular provocada por estes vírus. 
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Ativação Transcricional 
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E2F 

Progressão do ciclo celular 

Figura 8: Modelo de ativação da parada do ciclo celular na fase G 1 pela ação da 

proteína p53 (Modificado de BATES e VOUSDEN, 1996). 
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Figura 9: Representação esquemática da regulação celular por p53. Após infecção 

viral, os níveis de p53 aumentam promovendo a transativação do gene p21 e 

conseqüentemente a parada do ciclo celular. Contudo, a proteína E1B dos adenovírus 

e o antígeno LT dos símios vírus 40 podem ligar-se a p53 formando um complexo 

inativo e estável. A proteína E6 dos HPV, por sua vez promove a degradação da p53 

diminuindo os níveis protéicos e alterando a regulação do ciclo celular (Modificado 

de HOWLEY, 1996). 
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Figura 10: Representação esquemática da degradação de p53 dependente de 

ubiquitina. A enzima E 1 transfere o radical ubiquitina para a enzima conjugada E2 e 

desta para a enzima ligase E3, transferindo o radical ubiquitina para p53 promovendo 

a ativação do complexo proteolítico dependente de ubiquitina. A proteína E6 dos 

HPV liga-se a um complexo celular E6-AP formando um complexo que age como a 

ligase E3 (Modificado de HOWLEY, 1996). 
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1.3 POLIMORFISMO DO GENE P53 

Polimorfismos genéticos consistem de variações alélicas de um gene e ocorre 

com uma freqüência inferior a 1 o/o na população, enquanto que mutação é uma 

alteração nucleotídica do gene que pode levar a um possível polimorfismo e alterar 

ou não a sua proteína. 

Os genes podem apresentar alelos idiomorfos, monomorfos e polimorfos. Os 

alelos idiomorfos são aqueles que apresentam uma freqüência alélica inferior a 1 o/o 

na população; os monomorfos apresentam uma freqüência superior a 99%, enquanto 

que os alelos polimorfos apresentam freqüências alélicas intermediárias entre 1 o/o e 

99%. Em um loco po limórfico podem ser incluídos os ale los a ele pertencentes e um 

ou mais alelos idiomorfos. 

O gene p53 apresenta polimorfismos distintos em diversos grupos étnicos e 

tem sido amplamente estudado tanto em tecidos normais como em tecidos tumorais 

(HILLEBRANDT et a/., 1997), possuindo pelo menos 1 O polimorfismos diferentes, 

localizados nas suas regiões: codificadoras ( códon 21, 36, 4 7, 72, 213) e não 

codificadoras (intron 1, 3, 6, 7) (WESTON et a/., 1997b ). O polimorfismo do códon 

72 do gene p53 é o mais estudado. 

O polimorfismo do códon 72 do gene p53 está localizado no exon 4 e dentro 

do domínio funcional de ligação do SH3. O domínio SH3 contém cinco repetições de 

seqüências PXXP (P designado para prolina e X para outro aminoácido qualquer). 

Este domínio rico em pro I in a é essencial para a eficiente supressão do crescimento 
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celular (WALKER e LEVINE, 1996) e indução de apoptose mediada por p53 

(SAKAMURO et a!., 1997) (Figura 11 ). 

O polimorfismo do códon 72 do gene p53 apresenta três alelos: arginina (Arg, 

CGC), prolina (Pro, CCC) e cisteína (Cys, TGC). Os alelos arginina e prolina são 

ale los polimorfos, enquanto que o alelo cisteína é idiomorfo. (MA TLASHEWSKI et 

a/., 1987a). A proteína p53 que apresenta a variante arginina (p53Arg) difere 

estruturalmente da variante prolina (p53Pro) (MATLASHEWSKI et al., 1987a), 

contudo não altera sua atividade biológica (MOREAU e MATLASHEWSKI, 1992) 

(Figura 11 ). 

Estudos realizados em diferentes grupos étnicos demonstraram que a 

freqüência alélica da variante prolina é mais alta nas populações negras da África (63 

o/o) e da América (61 o/o), seguida da população do sul da Índia (54%) e da China (38 

o/o), enquanto que na população caucasiana varia de 17 a 34 o/o (BECKMAN et a/., 

1994). Além dos estudos em indivíduos normais, este polimorfismo tem sido 

pesquisado em diversos tipos de cânceres, como o de pulmão (JIN et a/., 1995; 

WESTON et a/., 1997a,), ovário (BULLER et a/., 1997), nasofaríngeo 

(BIRGANDER et a/., 1996), coloretal, estômago, bexiga, mama (WESTON et a/., 

1997b), colo do útero e de pele (STOREY et a/., 1998), correlacionando a freqüência 

alélica nos grupos étnicos com a predisposição ao câncer e possível utilização como 

marcador tumoral. 
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ATG CCA GAG GCT GCT CCC CCC GTG GCC CCT GCA CCA GCA GCT 
MET PRO GLU ALA ALA PR PRO V AL ALA PRO ALA PRO ALA ALA 

ATG CCA GAG GCT GCT CCC CGC GTG GCC CCT GCA CCA GCA GCT 
MET PRO GLU ALA ALA PRO ARG V AL ALA PRO ALA PRO ALA ALA 

Figura 11: Localização do polimorfismo do códon 72 do exon 4 do gene p53. As 

variantes p53Pro (CCC) e p53Arg (CGC) estão representadas em vermelho 

(Modificado de MATLASHEWSKI et al., 1987a). 
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Estudo recente, associando o polimorfismo do gene p53 aos cânceres 

cervicais e cutâneos com a presença do DNA de HPV, demonstrou in vivo que a 

variante Arg é mais susceptível à degradação pela interação com a proteína E6 do 

vírus (STOREY et a/., 1998). 

Scheffner e colaboradores (1990) observaram que a proteína E6 de HPV de 

baixo risco não degradava p53. Entretanto, Storey e colaboradores demonstraram que 

a interação da proteína E6 de HPV de baixo risco não degrada a p53 com a variante 

prolina, mas degrada a p53 com a variante arginina, sendo que esta degradação não é 

tão eficiente quanto àquela decorrente da interação com E6 de HPV de alto risco. 

Além disso, este mesmo estudo verificou que os pacientes homozigotos para Arg têm 

maior risco de desenvolver uma lesão maligna de câncer cervical associado ao HPV 

quando comparados aos portadores het~rozigotos e homozigotos para prolina 

(STOREY et a/., 1998). 

Publicações recentes apóiam estes achados (MAKNI et a!., 2000; VAN 

DUIN et a/., 2000; AGORASTOS et a/., 2000; ZEHBE et a/., 1999), entretanto, há 

outros estudos que não encontram essa mesma associação (GIANNOUDIS et a/., 

1999; MINAGUCHI et a!., 1998; HA YES et a!., 1998; HELLAND et a!., 1998; 

JOSEFSSON et a!., 1998; HILDESHEIM et a/., 1998). 
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1.4 CARCINOMA DE PÊNIS 

O carcinoma de pênis é uma neoplasia rara e essencialmente uma doença 

locoregional, acometendo mais indivíduos com idade em torno de 60 anos. A 

metástase nos linfonodos é um fator de pior prognóstico; a principal causa de morte 

pela evolução natural das doenças metastáticas são a septicemia, hemorragia devido 

à ruptura dos grandes vasos e a caquexia. A principal forma de tratamento para o 

carcinoma de pênis é a cirurgia, onde se baseia na ressecção do tumor primário e 

linfadenectomia bilateral. Quando não tratados, os pacientes com metástase morrem 

dentro de 2 anos (LOPES et a/., 1996). 

O carcinoma de pênis pode apresentar duas formas de crescimento: exofitico 

(vegetante) ou infiltrativo (ulcerado). A forma de crescimento exofitico localiza-se 

principalmente na glande, prepúcio e sulco coronal, evoluindo com infiltração e 

destruição dos tecidos locais e metastizando para os linfonodos inguinais e ilíacos. 

Outros sintomas observados são sangramento, secreção, prurido, dor e 

linfadenomegalia (NARA Y AMA et a/., 1982; PERSKY e DEKERNION et a/., 

1986). 

O carcinoma de pênis com a forma de crescimento vegetante ou verrucoso 

pode apresenta-se com deficiência de suprimento sanguíneo, o que resulta em 

necrose, ulceração e infecção secundária. Os pacientes geralmente apresentam estado 

geral regular, contudo com a decorrêcia de sangramentos contínuos da lesão possa 

ocasionar uma possível anemia (BURGERS et a/., 1992). 
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As neoplasias malignas do pênis são representadas por carcinomas 

espinocelulares (epidermóide) com uma freqüência de 95 à 97% dos casos. 

H isto logicamente são caracterizados por queratinização, formação de pérolas córneas 

e varios graus de atividade mitótica (SCHELLHAMMER et ai., 1992). Os 

carcinomas de células basais, melanomas e sarcomas raramente acometem esse orgão 

(GOLDMINZ O et a/., 1989; AL-RIKABI AC et a/., 1999; DEMITSU Teta/, 2000) 

O carcinoma verrucoso de pênis ou tumor de Busch-Loewenstein é outra 

forma rara de neoplasia do pênis. Inicialmente, o carcinoma verrucoso de pênis toi 

descrito como uma variante do condiloma acuminado e, embora possa invadir 

estruturas adjacentes, raramente evolui com metástases. Apresenta, portanto, um bom 

prognóstico (JOHNSON DE et a/., 1985). 

A incidência de câncer de pênis é muito baixa em relação às outras neoplasias 

do homem. A freqüência relativa no Brasil e nos Estados Unidos é de 2,1 o/o e 0,4 a 

0,6 o/o, respectivamente (WIENER et a/., 1992; LOPES et a/., 1996), podendo atingir 

em alguns países em desenvolvimento a taxa de 7% de incidência (SYRJÃNEN et 

a/., 1987; TORNESELLO et a/., 1992). Em alguns estados brasileiros, como o 

Maranhão e o Piauí, o câncer de pênis é a segunda neoplasia mais freqüente em 

homens, inferior apenas aos carcinomas de pele (Boletim do INCA, 1991). No estado 

de São Paulo, a incidência se aproxima a dos países desenvolvidos, enquanto que, na 

cidade do Recife, a incidência superou a taxa de 7 % (CARVALHO e FRANCO, 

1986). A incidência de câncer de pênis coincide com as de câncer do colo do útero, 

nestas e outras regiões, o que sugere que exista um agente comum para as duas 

neoplasias e que seja sexualmente transmissível (FRANCO et ai., 1988). 
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Estudos relatam a associação do HPV como causador de lesões precursoras e 

de câncer do colo do útero (MORRISON, 1994). Em tomo de 90% dos tumores 

malignos e lesões precursoras da cérvice uterina contêm o material genético de 

alguns tipos destes vírus, o que reforça o seu papel na indução destas neoplasias 

(VILLA, 1996). Nos carcinomas de pênis foram detectados alguns tipos oncogênicos 

de HPV, preferencialmente o tipo 16 (IARC Working Group, 1995). No Brasil, 

estudos feitos em tumores de pênis obtidos na cidade do Recife demonstraram a 

prevalência do HPV 16 em 49 o/o (MCCANCE et ai., 1986) e na cidade de São Paulo 

do HPV 18 em 39 % (VILLA E LOPES, 1986) e HPV 16 em 50 % dos espécimes 

(LEVI, 1 998). 

Bosch e colaboradores (1996) estudando os parceiros masculinos de pacientes 

portadoras de câncer do colo do útero verificaram que o comportamento sexual do 

homem deve ser considerado um importante fator de risco para a neoplasia cervical. 

Nas neoplasias intraepiteliais penianas (PIN) foi detectada a presença do DNA viral 

(predominantemente o HPV 16) em 75 %dos pacientes com PIN de grau I, em 93 % 

dos pacientes com PIN de grau II e 100 % dos pacientes com PIN de grau III 

(A YNAUD et ai., 1994). Por outro lado, a análise de vários trabalhos na literatura 

indica que a porcentagem do DNA de HPV nos carcinomas de pênis varia de 32 %a 

82 o/o. Gregoire e colaboradores (1995) sugerem que a diminuição na prevalência do 

HPV entre os casos de PIN de grau III e câncer invasivo se deva ao fato que apenas 

uma proporção das lesões precursoras progrida ao câncer invasivo de pênis. Ainda 

mais interessante, é a alta freqüência (75 o/o) de associação do DNA de HPV nos 

tumores basalóides, que é um tipo histológico de pior prognóstico (GREGOIRE et 

ai., 1995). 
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Recentemente, Levi e colaboradores ( 1998) estudaram uma série de 

carcinomas de pênis para a presença de DNA de HPV e alterações no gene p53. 

Dentre estes tumores, 56 o/o continham o DNA viral, mas apenas uma pequena 

proporção destes apresentou mutações em alguns exons deste gene supressor de 

tumor (2 em 9). Dentre os tumores HPV negativos, em torno de 40 % apresentaram 

mutações em p53. 
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2 OBJETIVO 

Verificar uma possível correlação entre o polimorfismo do códon 72 do gene 

p53 e a presença de DNA de papilomavírus humano em carcinoma de pênis. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 AMOSTRAS 

Foi analisada uma série de carcinomas de pênis, provenientes do 

Departamento de Pélvis do Hospital do Câncer, em São Paulo, chefiado pelo Dr. 

Adernar Lopes, obtida entre os anos de 1985 à 1992. Todos os casos foram 

confrrmados histopatologicamente pelo Dr. H. Torloni, do mesmo Hospital. Destes, 

dispomos de 71 amostras de DNA obtidas de tecidos frescos (LEVI et a/., 1998), mas 

apenas 65 amostras foram analisadas, devido a algumas amostras não apresentarem 

DNA suficiente ou por serem inadequadas para a reação de PCR. 

Os controles foram cedidos pelo Banco de Sangue do Hospital do Câncer. 

Estes foram constituídos por 24 7 amostras de sangue coagulado que seriam 

descartadas pelo Hemocentro do hospital. As amostras eram de doadores masculinos, 

presumidamente saudáveis. 

3.2 ISOLAMENTO DE DNA 

O isolamento do DNA dos casos foi obtido conforme protocolo tradicional 

descrito anteriormente (LEVI et a/., 1998). Estes O NAs já estavam disponíveis no 
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laboratório, estocados a -20°C. As amostras controle foram isoladas através do 

método de sal-clorofórmio (KANAI et a/., 1994). 

3.2.1 EXTRAÇÃO DE DNA DE SANGUE COAGULADO 

Em um tubo tipo "eppendorf' de 1,5 ml foram adicionados 200 J.l.l de sangue 

coagulado em 250 J.l.l de uma solução de lise (350 J.l.g/ml de proteinase K, I 50 mM de 

cloreto de sódio, 50 mM EDTA, I% dodecil sulfato de sódio) e incubado à 55-60°C, 

por no mínimo de três horas, com agitação periódica. Após a incubação, foram 

adicionados 150 J.l.l de cloreto de sódio saturado (6 M) e 600 J.l.l de clorofórmio, 

agitando vigorosamente por inversão durante I O minutos e centrifugando-se à 5000 

rpm por 5 minutos. Retirou-se a fase aquosa e repetiu-se o processo com clorofórmio 

apenas. A seguir, 400 J.l.l da fase aquosa foram transferidos para um tubo de 1,5 ml 

contendo 800 f.l.l de etano I 90 % gelado ( -20°C). Incubou-se à -20°C por uma noite ou 

à -70°C por 1 hora. O sedimento foi recuperado por centrifugação à 5000 rpm por 5 

minutos. Depois de lavado com etanol 70 %, o sedimento foi ressuspendido em 100 

ml de água Mili-Q ou em solução de TE (10 mM Tris-HCI, I mM EDTA pH 7,4). 
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3.3 REAÇÃO DE POLIMERIZAÇÃO EM CADEIA (PCR) PARA 

DETECÇÃO DE P APILOMA VÍRUS HUMANO 

Para a detecção do DNA viral foi realizada uma PCR multiplex utilizando os 

oligonucleotídeos genéricos MY09 e MYll que amplificam parte do gene LI do 

HPV (MANOS et al., 1989) e oligonucleotídeos iniciadores GH20 e PC04 

específicos para o gene de ~-globina (SAIKI et ai., 1988) (Tabela 1 ). 

O gene da ~-globina é um gene constitutivo o qual foi utilizado como 

controle interno da integridade do DNA. 

Tabela 1 - Seqüências dos oligonucleotídeos iniciadores para PCR multiplex (HPV

~-Globina). 

OLIGONUCLEOTÍDEO SEQÜÊNCIA 

MY09 5' -CGTCCMARRGGA W ACTGATC-3' 

MYll 5'-GCMCAGGGWCATAAYAATGG-3' 

HMBOl 5'-GCGACCCAATGCAAATTGGT-3' 

GH20 5' -GAAGAGCCAAGGACAGGTAC-3' 

PC04 5' -CAACTTCATCCACGTTCACC-3' 
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Os oligonucleotídeos iniciadores MY09 e MY11 são degenerados em 

algumas posições, tornando possível a ligação de mais de um tipo de nucleotídeo 

durante a reação de PCR. As posições degeneradas são: M=A ou C, R=A ou G, W=A 

ou T, Y=C ou T. Além do oligonucleotídeo iniciador HMB01, a reação de PCR com 

MY09111 contém os seguintes reagentes: 50 mM de KCl, 1 O mM Tris-HCl (pH 8,3), 

200 J.lM de cada dNTP, 3,0 mM de iv1gCb, 1,25 U de Taq DNA polimerase (Cenbiot, 

RS, Brasil) e 50 pmoles de cada oligonucleotídeo (a saber, MY09, MY11 e HMB01), 

inclusive os oligonucleotídeos para f3-globina GH20-PC04. O perfil de ciclagem é 

de 40 ciclos com desnaturação à 95° C- 1 min (1 o ciclo- 5 min), anelamento à 55° C 

- 1 min, extensão à 72° C- 2 min (último ciclo- 7 min) (BAUER et a/., 1992). 

3.3.1 ANÁLISE DOS PRODUTOS AMPLIFICADOS 

Os produtos amplificados da PCR multiplex (HPV-f3-globina) foram separados por 

eletroforese em géis de agarose 1 %, corados com brometo de etídio O, 7 % e 

analisados através de visualização em um transiluminador de luz ultravioleta. O 

produto amplificado de f3-globina apresenta um fragmento de 268 pb e de HPV um 

fragmento de 450 pb. 
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3.4 TIPAGEM DOS DIFERENTES TIPOS DE PAPILOMAVÍRUS 

HUMANO POR MAPA DE RESTRIÇÃO 

Este método pode diferenciar 43 tipos de HPV através da digestão do produto 

amplificado pelos os oligonucleotídeos iniciadores MY09111. A digestão do produto 

amplificado em reação que não contem os oligonucleotídeos para J3-globina foi 

analisada através do padrão de digestão de cada enzima de restrição utilizada 

(BERNARD et a/., 1994). Foram utilizadas as seguintes enzimas: BamH I, Ddei, 

Haeiii, Hinjl, Psti, Rsal, Sau3AI. Para cada 80 J.ll da reação de PCR foram 

adicionados 16 J.ll do tampão de digestão (Tris-HCl 1 O mM pH=7 .5, NaCl 100 mM, 

MgCb 7 mM, J3-mercaptoetanol 7 mM e O, 1 %de albumina de soro bovino), e 50 f.! I 

de água destilada e deionizada. Foram feitas oito alíquotas de 19 J.ll desta mistura aos 

quais foi adicionada 1 J.ll de enzima de restrição diferente em cada alíquota e como 

controle negativo de digestão foi utilizado um tubo contendo apenas o tampão da 

enzima e o produto de PCR. Os tubos foram incubados durante a noite, à 3 7°C. Os 

produtos das digestões foram analisados em gel de poliacrilamida 8 o/o, corados por 

nitrato de prata (SANGUINETTI et a/., 1994), e comparados aos mapas de restrição 

dos diferentes tipos de HPV (BERNARD et ai., 1994). 
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3.5 PCR PARA SEQÜÊNCIAS POLIMÓRFICAS DO GENE P53 

O gene p53 é um gene autossômico, por isso ele não está relacionado ao sexo. 

Contudo, preferimos utilizar como controles os doadores de sangue do sexo 

masculino. As amostras de sangue foram colhidas no Banco de Sangue do Hospital 

do Câncer de forma aleatória, excluindo apenas os doadores com idade menor de 20 

anos. 

A PCR para as seqüências polimórficas do códon 72 do gene p53, foi 

padronizada com oligonucleotídeos iniciadores específicos para os alelos prolina e 

arginina (STOREY et a/., 1998) (Figura 12). 
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-P53 

Códon 72 do exon 4 

p53+: 5
' TCCCCCTTGCCGTCCCAA 3' 
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' CTGGTGCAGGGGCCACGC 3
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p53Pro+: 5
' GCCAGAGGCTGCTCCCCC 3

' 

p53-: 5
' CGTGCAAGTCACAGACTT 3' 
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Figura 12: PCR para a detecção dos alelos de p53. Localização do polimorfismo do 

códon 72 do exon 4 e as posições dos oligonucleotídeos usados para a detecção do 

alelo prolina e arginina. Para a amplificação do alelo arginina (p53Arg) são usados 

os pares de oligonucleotídeos p53+/p53Arg gerando um produto de 141 pb. Para a 

amplificação do alelo prolina (p53Pro) são usados os pares de oligonucleotídeos 

p53Pro/p53- gerando um produto de 177 pb (Modificado de STOREY et al., 1998). 
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Estas reações foram do tipo "Hot Start" e envolveram diferentes condições de 

ciclagem para cada alelo. Padronizamos uma PCR utilizando oligonucleotídeos 

marcados com [y-32 P] A TP, na seguinte condição: para a marcação dos 

oligonucleotídeos foram usados: 2,5 Jll de cada oligonucleotídeo à 200 J.tM. Estes 

foram misturados e marcados na extremidade 5' com 1 O 1-1Ci [y-32 P] ATP 

(Amersham Pharmacia Biotech) pela enzima T4 polinucleotídeo quinase (5 UIJ.tl) 

(Gibco, BRL) em tampão próprio num volume de 15 J.il. Na reação de PCR foram 

usados 2 Jll da mistura dos oligonucleotídeos marcados (66,6 pmoles/Jll), 1,5 mM de 

MgCh, 50 mM KCI, 1 O mM TRIS-HCl (pH 8,5), 200 JlM de cada dNTP, 2 U de Taq 

DNA Polimerase (Cenbiot, RS, Brasil) e 3 Jll de DNA, num volume fmal de 50 Jll. 

10 1-1l do produto foram fracionados em um gel de poliacrilamida 7 % em tampão 

TBE 1 x que, após seco, foi exposto a filme de raio X. O tempo de exposição variou 

de 6 à 24 horas. Quando as amostras apresentavam sinais fracos ou quando não 

apresentavam sinais após um longo período de exposição, as reações foram repetidas 

utilizando maior quantidade de DNA (tumoral ou de sangue) de cada amostra. Foram 

utilizados três controles disponíveis para a reação de PCR: um controle negativo de 

reação sem a adição de DNA, um controle homozigoto prolina e um controle 

heterozigoto, previamente estabelecido. 

A reação de PCR para prolina gera um fragmento de 177 pb após o seguinte 

esquema de ciclagem: 25 ciclos com desnaturação à 94°C, 1 min, (1 o ciclo: 94°, 5 

min), anelamento à 59°C, 1 min, extensão à 72°C, 1 min (último ciclo: 7 min). 
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A reação de PCR para arginina gera um fragmento de 141 pb após o seguinte 

esquema de ciclagem: 25 ciclos com desnaturação à 94°C, 1 min (1 o ciclo: 94°, 5 

min), anelamento à 62°C, 1 min, extensão à 72°C, 1 min (último ciclo: 72°C, 7 min). 

Posteriormente, optou-se por seguir um protocolo otimizado, por nós, 

empregando uma reação de PCR não radioativa e com revelação dos resultados por 

eletroforese em gel de poliacrilamida 7 % seguida de coloração por nitrato de prata 

(SANGUTNETII et a/. , 1994 ). Mantiveram-se as mes_mas condições da reação 

anteriormente descrita, exceto pela concentração fmal dos oligonucleotídeos que 

passou para 0,8 J.!M por reação. 

3.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

A análise estatística para teste de freqüência foi realizada através de tabelas 

de contingência, aplicando teste de qui-quadrado ( 0 2
) ou teste exato de Fisher 

bilateral (ZAR, 1974) dependendo da casuística com intervalo de confiança de 95 % 

de significância. 

Foram calculadas as razões de chances (OR = "odds ratios") não ajustada 

(bruta)e ajustada e os respectivos intervalos de confiança (IC) de 95 %, através do 

modelo de regressão logística não condicional, utilizando-se o programa 

computacional SPS~ 1 O. O (SPSS Inc., EUA). 
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3.7 SEQÜENCIAMENTO DIRETO 

Algumas amostras foram seqüenciadas para confirmar os resultados obtidos 

pela PCR alelo específica. Primeiramente foi feita uma PCR para amplificação do 

exon 4 e em seguida a PCR de seqüenciamento direto. 

3.7.1 PCR PARA O EXON 4 DO GENE P53 

Na reação de-PCR foi usado 0,8 J.!l de cada oligonucleotídeo p53+ e p53-(20 

pmoles/J.!I), 1,5 mM de MgCh, 50 mM KCl, 1 O mM TRIS-HCl (pH 8,5), 200 J.!M de 

cada dNTP, 2 U de Taq Gold DNA Polimerase (Perkin Elmer-ROCHE) e 2 J.!l de 

DNA, num volume final de 50 J.!l. Uma alíquota de 8 pl do produto foi fracionada em 

gel de poliacrilamida a 7 % em tampão TBE 1 Xe revelado pela coloração por nitrato 

de prata (SANGUINETTI et a/., 1994 ). 

A reação de PCR para o exon 4 gera um fragmento de 279 pb após o seguinte 

esquema de ciclagem: 25 ciclos com desnaturação à 94°C, 1min (1 o ciclo: 94°, 9 

min), anelamento à 62°C, 1 min, extensão à 72°C, 1 min (último ciclo: 7 min). 

Quando as amostras apresentavam sinais fracos ou quando não apresentavam sinais, 

as reações eram repetidas utilizando maior quantidade de DNA de cada amostra. 
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3.7.2 PCR DE SEQÜENCIAMENTO DIRETO 

O seqüenciamento das amostras foi realizado através de seqüenciamento 

automático. Uma alíquota de 1 J..!l de cada produto de PCR foi utilizado para a reação 

de seqüenciamento do Kit ABI PRISM™ Big Dye™ Cycle Sequencing Ready 

Reaction Kit (Perkin Elmer, USA). A reação de seq üenciamento inclui apenas um 

ciclo inicial de desnaturação (96°C por 5 minutos) e 25 ciclos de amplificação (96°C 

por 30 segundos, 42°C por 15 segundos e 62°C por 4 minutos), realizada em 

termociclador automático. Os produtos foram precipitados utilizando-se isopropanol 

60 o/o, seguido de centrifugação por 20 minutos a 14000 rpm; o sobrenadante foi 

desprezado e os sedimentos ("pellets") lavados duas vezes com álcool etílico 70 %. 

Os ''pellets" secos foram ressuspendidos em tampão desnaturante (95% formamida e 

5 % "blue dextran"). Após serem aquecidas a 95°C por 3 minutos, as amostras foram 

aplicadas em gel de poliacrilamida desnaturante (Long Ranger™ Gel Protocols -

FMC®), utilizando-se o seqüenciador ABI PRISM™ 377 DNA Sequencer (Perkin 

Elmer, USA). 
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4 RESULTADOS 

A detecção de DNA de HPV foi realizada apenas nos casos (n=65), devido às 

amostras controles serem extraídas de sangue periférico. Dentre os casos, 30,77 % 

(20/65) apresentaram o DNA viral, através da detecção por PCR genérica (Figura 

13). A tipagem desse vírus foi realizada por mapa de restrição (RFLP) (Figura 14), 

tendo-se obtido 70 o/o do tipo 16 (14/20), 20 % do tipo 6 ( 4/20)e 5 % do tipo 1 1 

(I /20) e 5% do tipo 45 ( 1 /20). Apenas uma amostra apresentou infecção múltipla por 

HPV 16 e 11. 

A idade dos casos variou de 31 a 103 anos com uma média de idade de 60 

anos. No fSI1:1PO controle a idade variou de 30 a 63 anos (média de 40 anos). 

Avaliando o grupo étnico dessas amostras, dos 65 casos apenas 9 não foram 

analisados, devido à falta de dados para serem computados. Dentre os casos e 

controles foi observada uma maior freqüência do grupo étnico branco; 9 indivíduos 

do grupo étnico oriental estão representados apenas nas amostras controles, como 

mostra a Tabela 2. 

A pesquisa do polimorfismo do códon 72 do gene p53 nessa série de 

carcinoma de pênis foi realizada conforme padronização da técnica em uma série de 

carcinoma de colo de útero (MAKNI et ai., 2000). No início do estudo foram 

realizados os testes do polimorfismo do códon 72 do gene p53 nos casos com a PCR 

radioativa (Figura 15 e 16). A seguir, optamos por utilizar uma PCR não-radioativa, 

igualmente eficiente e sensível. Os casos foram testados com as duas metodologias, 

havendo concordância total de resultados. As amostras controle foram testadas 

apenas com a PCR não radioativa (Figura 17). Algumas amostras dos casos e 
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controles que apresentaram resultados duvidosos foram seqüenciadas para 

confirmação da análise. O seqüenciamento nos deu maior confiança nos resultados, 

excluindo assim algum erro classificatório, como visto no trabalho da variação 

genotípica interlaboratorial (Figura 18) (MAKNI et ai., 2000). 

Para avaliar o risco do polimorfismo do códon 72 do gene p53 ao câncer de 

pênis associado ao HPV foi feito o cálculo de regressão logística não condicional, 

utilizando OR ("odds ratios" - razões de chance) não ajustadas e ajustadas pela idade 

e raça com intervalo de confiança (IC) de 95 %. Este ajuste é necessário, pois a idade 

e a raça são duas variáveis consideradas de "confusão", que influenciam na análise 

de associação, pois a incidência do câncer de pênis ocorre com maior freqüência em 

homens mais velhos (INCA, 1991) e a distribuição do polimorfismo do códon 72 do 

gene p53 difere entre os grupos étnicos (BECKMAN et ai., 1994). 

A freqüência dos alelos arginina e prolina do gene p53, e a freqüência 

genotípica, foram analisadas entre casos e controles, sendo p53Arg o alelo mais 

freqüente nos dois grupos. Quanto aos genótipos, observou-se um predomínio de 

heterozigotos nos casos, que é significativamente diferente dos controles (p=0,035) 

com OR bruta de 1,8 (IC 95 %: 1,05-3, 16) (Tabela 3). 

A seguir, foram analisadas as freqüências de portadores dos alelos p53Arg e 

p53Pro (Tabela 4) e as freqüências genotípicas entre os grupos étnicos (Tabela 5). 

Foi feita tanto uma análise bruta como também uma análise ajustada por idade. A 

Tabela 4, mostra um aumento pontual nas OR dentre os casos e controles, quando 

ajustada por idade, do alelo p53Arg para o grupo étnico negro ou mulato. Estes 

valores aumentaram de 3,2 a 12,8, mas estas diferenças não foram estatisticamente 

significantes. Para o alelo p53Pro, observou-se um risco de quase 2,5 vezes maior 
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dos portadores do alelo p53Pro serem portadores de câncer de pênis no grupo étnico 

branco (p=0,020). Este valor aumentou para quase 3 vezes, quando ajustado por 

idade, sendo a diferença estatisticamente significativa. Por outro lado o risco dos 

portadores do ale lo p53 Pro apresentou-se com significância estatística marginal para 

um efeito protetor no grupo étnico negro ou mulato. 

Como pode ser visto na Tabela 5, observou-se um risco aproximado de 2,3 

vezes maior dos portadores do genótipo heterozigoto (p53Arg!Pro) serem portadores 

de câncer no grupo étnico branco (IC 95 %: 1,21-5, 12; p=O,O 12). Quando a análise 

foi feita ajustando-se por idade, esse risco aumentou para quase 2,5, tendo sido esta 

diferença marginalmente significativa (IC 95 %: 0,94-6,48; p=0,064). A presença do 

genótipo homozigoto arginina (p53Arg/Arg), no grupo étnico branco, exibiu um 

efeito protetor, tanto na análise bruta quanto ajustada por idade. Por outro lado, no 

grupo étnico negro ou mulato, os portadores do genótipo p53Arg/Arg tiveram um 

risco pontual de quase 12 vezes maior de serem portadores de câncer, quando a 

diferença entre os grupos foi ajustada por idade. Esta diferença foi marginalmente 

significativa (p=0,057). 

Quando se analisou a freqüência dos alelos e a freqüência genotípica em 

relação à presença de DNA de HPV, observou-se uma maior freqüência do alelo 

p53Arg nos casos de câncer de pênis HPV positivos e negativos quando comparado à 

variável ter o alelo p53Pro. Entretanto, o genótipo heterozigoto (p53Arg/Pro) 

apresentou-se em maior freqüência, tanto nos pacientes com tumores HPV positivos 

quanto nos negativos, quando foram comparados aos portadores de genótipos 

homozigotos para p53Arg e p53Pro. Estes resultados não apresentaram diferenças 

significativas (Tabela 6). 
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A freqüência de portadores dos alelos arginina e prolina entre os grupos 

étnicos e a exposição ao HPV nos casos de carcinoma de pênis está representada na 

Tabela 7. Observou-se uma maior freqüência do ale lo arginina (p53Arg) nos casos 

tanto HPV positivo quanto HPV negativo entre os dois grupos étnicos. Estes 

resultados não apresentaram diferenças estatisticamente significativas. 

A Tabela 8 mostra a freqüência genotípica entre os grupos étnicos e a 

exposição ao HPV nos casos de carcinoma pênis. Parece haver um predomínio do 

genótipo homozigoto Arg nos casos com tumores HPV positivos, quando 

comparados aos HPV negativos. Entretanto há um número maior de heterozigotos 

entre pacientes brancos portadores de tumores HPV negativos. No caso de pacientes 

negros e mulatos, não se observou diferença estatística entre os genótipos e a 

exposição ao HPV. 



HPV ... 

(3-Giobina ... 

C- C1 Cz 1 2 3 4 

42 

5 6 7 8 9 M 

Figura 13: Eletroforese em gel de agarose a 1 % de produtos de PCR multiplex 

(HPV-f3 -Globina) corados com brometo de etídio 0,7 %. HPV, 450 pb; f3-Globina, 

268 pb; as amostras 1-6 e 8-9 são positivas para f3-Globina e negativas para HPV; a 

mostra 7 é positiva para f3 -Globina e HPV; C-, controle sem DNA; C1, controle 

positivo (f3-Globina e HPV); C2, plasmídio HPV 16; M, marcador de peso molecular 

<j>XHaeiii. 
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M C Bam Dde Hae Hinf Pst Rsa Sau 

Figura 14: Mapa de restrição do HPV16. Eletroforese em gel de poliacrilamida a 8 

% corado por nitrato de prata, representando o padrão de digestão do HPV 16 pelas 

enzimas: Bamm, Ddel, Haeiii, Hinjl, Pstl, Rsal, Sau3AI. M, marcador de peso 

molecular <j>XHaeiii; C, controle utilizando o produto de PCR sem digerir. 
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Figura 15: Autoradiograma representativo do gel de poliacrilamida a 7% mostrando 

os resultados obtidos da PCR específica para o alelo p53Arg (141 pb). C-, controle 

sem DNA; Ct, controle heterozigoto; C2, controle homozigoto prolina; 1-4 e 6, 

amostras positivas; 5, amostra inadequada. 
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Figura 16: Autoradiograma representativo do gel de poliacrilamida a 7% mostrando 

os resultados obtidos da PCR específica para o alelo p53Pro (177 pb). C-, controle 

negativo sem DNA; C1, controle heterozigoto; C2, controle homozigoto prolina; 1, 2, 

3, 5 e 6, amostras positivas; 4, amostra negativa. 
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.. Pro 

Arg .. 

Figura 17: Eletroforese em gel de poliacrilamida a 7 % corado por nitrato de prata 

representando os produtos da PCR alelo específica para o polimorfismo do códon 72 

do gene p53. Arg, produto de p53Arg (141 pb). Pro, produto de p53Pro (177 pb). C1, 

controle p53Arg/Pro. C2, controle p53Pro/Pro. C-, controle negativo da reação de 

PCR. As amostras 1 e 3 são heterozigotas (p53Arg/Pro ); 2, homozigota arginina 

(p53Arg/ Arg) e 4, homozigota prolina (p53Pro/Pro) 
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Figura 18: Seqüenciamento do Exon 4 do gene p53. Padrão de seqüências do 

polimorfismo do códon 72 do gene p53. Genótipo homozigoto arginina (CGC), 

homozigoto prolina (CCC) e heterozigoto (CG/cC). O genótipo heterozigoto 

apresenta uma competição dos picos de guanina e citosina fazendo com que haja uma 

diminuição dos picos, comparada aos homozigotos arginina. 



Tabela 2 - Distribuição étnica nas amostras casos de câncer de pênis e 

controles. 

Freqüência 

Raça Casos Controles 

o =56 (
0/o) N=247 (%,) 

Branco 37 66,1 209 84,6 

Negro ou mulato 19 33,9 29 11,7 

Oriental o o 9 3,6 
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Tabela 3 - Freqüência de portadores do alelo arginina e prolina do gene p53 e 

genotípica em portadores de carcinoma de pênis e indivíduos normais. 

Análise Bruta 

Caso (o/o) Controle e~o> Valor P t 95 °/o IC OR 

AI elos n=65 n=247 

Arginina 60 92,3 218 88,3 0,502 0,59-4,30 1,596 

Prol i na 41 63,1 129 52,2 0,126 0,89-2,74 1,563 

Genótipo n=65 n=247 

Heterozigoto 36 55,4 100 40,5 0,035 1,05-3,16 1,825 

HomoArg 24 36,9 118 47,8 0,126 0,36-1,12 0,640 

Homo Pro 5 7,7 29 11,7 0,502 0,23-1,68 0,626 

Teste exato de Fisher bilateral com 95% de significância 



Tabela 4 -Freqüência de portadores dos alelos arginina e prolina do gene p53 entre os grupos étnicos. 

Arginina Análise Bruta Análise Ajustada por Idade 

Raça Casos (o/o) Controles (o/o) valor P t 95 °/o IC .OR valor P t 95 °/o IC OR 

Branco 34/37 91 ,9 190/209 90,9 1,000 0,31-4,04 1,133 0,665 O, 17-3,00 0,732 

Negro ou mulato 17/19 89,5 21/29 72,4 0,276 0,60-17,30 3,238 0,093 0,65-251,68 12,815 

Oriental O/O o 7/9 77,8 

Prolina 

Branco 26/37 70,3 102/209 48,8 0,020 1,16-5,27 2,480 0,038 1,05-8,11 2,931 

Negro ou mulato 10/19 52,6 21/29 72,4 0,221 o, 12-1,42 0,423 0,057 0,00-1,07 0,085 

Oriental O/O o 6/9 66,7 

f Teste exato de Fisher bilateral com 95 %de significância. 

Vl 
o 



Tabela 5 - Freqüência genótipica do gene p53 entre os grupos étnicos. 

Heterozigoto Análise Bruta Análise Ajustada por Idade 

Raça Casos {o/o) Controles {o/o) valor P t 95 °/o IC OR valor P t 95 °/o IC OR 

Branco 23/37 62,2 83/209 39,7 0.012 1,21-5,12 2,294 0,064 0,94-6,48 2,478 

Negro ou mulato 8119 42,1 13/29 44,8 1,000 0,27-2,87 0,895 0,539 0,08-3,70 0,550 

Oriental o o 4/9 44,4 

Homozigoto Arginina 

Branco ll/37 29,7 107/209 51,2 0,020 0,18-0,85 0,403 0,038 0,12-0,94 0,341 

Negro ou mulato 9/19 47,4 8/29 27,6 0,221 0,70-7,95 2,363 0,057 0,93-149,45 11,790 

Oriental o o 3/9 33,3 

Homozigoto Prolina 

Branco 3/37 8,1 19/209 9,1 1,000 0,24-3,14 0,882 0,665 0,33-5,61 1,367 

Negro ou mulato 2119 10,5 8/29 27,6 0,276 0,05-1 ,65 0,309 0,093 0,00-1,53 0,078 

Oriental o o 2/9 22,2 

f Teste exato de Fisher bilateral com 95 %de significância. 

v. 
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Tabela 6- Freqüência de portadores dos alelos arginina e prolina do gene p53 e genotípica 

entre os casos de câncer de pênis. 

HPV 

Positivo Negativo 

AI elos (n=20) (0/o) (n=45) 

Arginina 

Prolina 

Genótipo 

Heterozigoto 

HomoArg 

Homo Pro 

17 

12 

9 

8 

3 

85,0 

60,0 

45,0 

40,0 

15,0 

Teste exato de Fisher bilateral. 

43 

29 

27 

16 

2 

95,6 

64,4 

60,0 

35,6 

4,4 

OR 

0,264 

0,828 

0,545 

1,208 

3,794 

Análise Bruta 

95 °/o IC 

0,04-1 '71 

0,28-2,44 

0,18-1 ,58 

0,40-3,56 

0,58-24,74 

valor pt 

0, 165 

0,785 

0,291 

0,785 

0,165 
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Tabela 7 - Freqüência de portadores dos alelos arginina e prolina do gene p53 por 

grupo étnico e a exposição ao HPV em casos com carcinoma de pênis. 

HPV Análise Bruta 

Raça Alelos Positivo {o/o) Negativo {o/o) OR 95 °/o IC valor P t 

Branco Arginina 8/10 80,0 26/27 96,3 0,154 0,01-1,92 0,172 

Prol i na 6/10 60,0 20/27 74,1 0,525 0,1 1-2,42 0,442 

Negro ou Arginina 7/8 87,5 10/11 90,9 0,700 0,03-13,17 1,000 

mulato 

Prolina 5/8 62,5 5111 45,5 2,000 0,31-12,84 0,650 

Teste exato de Fisher bilateral. 
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Tabela 8 - Freqüência genotípica do gene p53 entre os grupos étnicos e a exposição 

ao HPV em casos de carcinoma de pênis. 

HPV 

Raça Genótipo Positivo (o/o) Negativo (%) 

Brancot Heterozigoto 4/10 40,0 19/27 70,4 

Homo Arg 4/lO 40,0 7/27 25 ,9 

Homo Pro 2/10 20,0 1/27 3,7 

Negro ou mulato! Heterozigoto 4/8 50,0 4/11 36,4 

HomoArg 3/8 37,5 6/11 54,5 

Homo Pro 118 12,5 l/11 9,1 

t x2 =3,959 p=o, 138 

tx2 =0,540 p=o, 763 

fF7·t .. 7~7::';:;n;:=-;::~:.:~:~;~ 

I_~J~:L~.9i:~~:J 
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5 DISCUSSÃO 

O HPV está associado às neoplasias anogenitais, incluindo os carcinomas de 

pênis. Este é uma neoplasia rara, apresentando uma incidência mais elevada nas 

regiões onde o carcinoma de colo de útero é mais freqüente, como na região nordeste 

do Brasil. Entretanto, os dados epidemiológicos do carcinoma de pênis no Brasil não 

refletem a realidade por não serem registrados adequadamente. Em muitas regiões 

brasileiras, a população ainda mantém o hábito de se tratar através da medicina 

informal, ou seja, o paciente se automedica fazendo uso de drogas inadequadas, 

agravando o estado clínico ou postergando a terapia adequada ao caso. Em muitos 

casos ocorre o desenvolvimento de neoplasias levando a óbitos que nem sempre são 

cadastrados pelos órgãos públicos responsáveis. Os índices de incidência poderiam 

ser mais elevados, se não fosse a falta de instrução da população em procurar auxílio 

médico e a carência de atendimentos adequados em postos de saúde nestas regiões 

brasileiras. 

Poucos estudos têm sido publicados com relação ao carcinoma de pênis, 

devido às dificuldades de obtenção de material apropriado e pela falta de bancos de 

tumores que possam organizar o maior número possível de material. 

Neste trabalho, obtivemos 65 casos de carcinoma de pênis atendidos no Hospital do 

Câncer, em São Paulo, dentre os quais detectamos uma freqüência de 30% de HPV, 

sendo HPV 16 o mais freqüente. Estes dados concordam com os já existentes na 

literatura (IARC. 1995), com exceção de Villa e Lopes (1986) que encontraram uma 
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maior prevalência do HPV 18 em uma série de amostras de carcinoma de pênis, 

também colhidas em São Paulo. 

O polimorfismo do códon 72 do gene p53 está localizado no domínio funcional SH3, 

o qual se caracteriza por apresentar vários motivos contendo resíduos de prolina 

(PXXP) (W ALKER e LEVINE, 1996). Os domínios SH3 são encontrados na maioria 

das proteínas envolvidas na sinalização da tirosina quinase, na regulação da 

transdução de sinal e manutenção do citoesqueleto (PA WSON, 1995). Estudos 

biológicos relatam o potencial do polimorfismo do códon 72 do gene p53 na 

supressão da proliferação celular (W ALKER e LEVINE, 1996) e na indução de 

apoptose (SAKAMURO et a/., 1997). 

Matlashewski e colaboradores (1987a) identificaram a estrutura primária do 

polimorfismo do códon 72 do gene p53, tendo descrito as variantes arginina (CGC), 

prolina (CCC) e cisteína (TGC). A diferença estrutural da proteína que possui a 

variante arginina (p53Arg), com relação a variante prolina (p53Pro), foi identificada 

através da alteração da mobilidade eletroforética destas proteínas, onde se verificou 

que a variante p53Arg migrava mais rapidamente do que a variante p53Pro. Moreau 

e Matlashewski (1992) não encontraram alteração biológica apesar da diferença 

estrutural destas proteínas. Entretanto, Thomas e colaboradores (1999) publicaram 

um estudo em que caracterizaram as diferenças bioquímicas e biológicas do 

polimorfismo do códon 72 do gene p53. Eles relataram que as duas variantes 

(p53Arg e p53Pro) caracterizam um epítopo capaz de interagir com anticorpo 

monoclonal Pab 1620 e que não interage com o anticorpo Pab246, o qual reconhece a 
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forma mutante da proteína p53. Além disso, a variante p53Arg induz a apoptose mais 

eficientemente do que a variante p53Pro. 

Storey e colaboradores (1998) relataram um risco 7 vezes maior de desenvolver o 

câncer de colo de útero associado ao HPV aos portadores do genótipo homozigoto 

arginina (p53Argl Arg) e que a variante p53Arg da proteína p53 é mais susceptível à 

degradação pela interação com a proteína E6 dos HPV de alto risco. Vários trabalhos 

foram publicados com resultados controversos aos dados de Storey e colaboradores 

(GIANNOUDIS et a!., 1999; MINAGUCHI et a/., 1998; HA YES et a/., 1998; 

HELLAND et a/., 1998; JOSEFSSON et a/., 1998; HILDESHEIM et a/., 1998). 

Contudo, outros trabalhos recentemente publicados concordam com o risco maior 

dos portadores do genótipo homozigoto arginina em desenvolver carcinoma de colo 

de útero associado ao HPV (MAKNI et a/., 2000; VAN DUIN et a/., 2000; 

AGORASTOS et a/., 2000; ZEHBE et a/., 1999). MAKNI e colaboradores (2000) 

observaram uma associação positiva entre o genótipo homozigoto arginina e o risco 

do câncer cervical associado ao HPV Esta associação tornou-se ainda mais elevada 

quando as análises foram feitas com apenas os controles HPV positivos, indicando 

possivelmente um efeito relacionado ao vírus. Outro resultado observado foi o efeito 

da variação de resultados interlaboratórios, o que pode afetar a habilidade de 

detecção da correlação entre polimorfismo do códon 72 do gene p53 e o câncer de 

colo de útero associado ao HPV (MAKNI et a/., 2000). Esta observação poderia ser à 

base dos resultados tão discrepantes existentes até o momento na literatura. 

A variabilidade do nucleotídeo 350 (T ou G) do gene E6 de HPV 16 tem sido 

associado ao maior risco de infecção persistente e desenvolvimento de lesão de alto 
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grau (LONDESBOROUGH et a/., 1996; ZEHBE et a/., 1998b ). Entretanto outros 

estudos não encontram a mesma associação (ZEHBE et a/., 1998a; BONTKES et a/., 

1998; NINDL et a/., 1999). Estudos de associação entre o polimorfismo do códon 72 

do gene p53 e as variantes do nucleotídeo 350 (T ou G) do gene E6 de HPV 16 

indicam um maior risco de desenvolvimento do câncer cervical aos portadores do 

genótipo homozigoto arginina com infecção pela variante 350T HPV 16 (BRADY et 

a/., 1999; VAN DUIN et a/., 2000). Contudo, esta associação ainda é frac~ 

necessitando ser analisada num estudo caso-controle maior. Até o momento, nenhum 

estudo tem correlacionado o polimorfismo do códon 72 do gene p53 com as variantes 

de E6 de HPV 16 em carcinoma de pênis. 

O polimorfismo do códon 72 do exon 4 do gene p53 tem sido amplamente 

pesquisado nas populações em estudos étnicos e de correlação da predisposição ao 

câncer como um possível marcador tumoral. Beclanan e colaboradores (1994) 

descrevem o polimorfismo do códon 72 do gene p53 como bom marcador 

antropológico, já que as freqüências alélicas do polimorfismo do códon 72 se 

distribuem de maneira distinta para cada grupo étnico. O alelo p53Pro é mais 

freqüente na população negra, enquanto que o alelo p53Arg se encontra mais 

freqüente na população branca. 

O número de pacientes brancos com câncer de pênis, neste estudo, foi maior que o de 

pacientes negros ou mulatos. Devido ao pequeno número de indivíduos negros e 

mulatos, optamos por agrupá-los em um mesmo grupo. A freqüência dos portadores 

dos alelos p53Arg e p53Pro não apresentou diferença entre os casos de carcinoma de 

pênis e os controles normais, contudo a freqüência do alelo p53Arg foi maior quando 
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comparada a do alelo prolina (Tabela 3). Este dado poderia estar influenciando na 

freqüência do genótipo heterozigoto, que se apresentou um risco quase 2 vezes maior 

de ser portador do câncer de pênis (IC95 %:1,05-3, 16; p=0,035). 

Entre os brancos, a presença do alelo p53Pro foi quase 3 vezes mais freqüente nos 

portadores de câncer de pênis (IC 95 %: 1,05-8,11; p=0,038) (Tabela 4). Os 

portadores do genótipo heterozigoto (p53Arg/Pro ), neste grupo, também tiveram um 

risco elevado de serem portadores de câncer de pênis (OR=2,3; IC 95 %: 1,21-5,12; 

p=O,O 12), enquanto que a freqüência do genótipo homozigoto arginina indicou um 

efeito negativo ou protetor para estes mesmos pacientes (IC 95 %: O, 12-0,94; 

p=0,038) (Tabela 5). Ao contrário, entre os negros e mulatos, observou-se uma 

freqüência maior, tanto do alelo p53Arg quanto do genótipo homozigoto arginina, 

nos casos de câncer. Nestes, ser portador do alelo p53Pro parece ter um efeito 

protetor. Contudo, estes valores não foram estatisticamente significativos, 

possivelmente devido ao pequeno número de casos. 

Vale ressaltar que neste trabalho os riscos observados dos alelos do polimorfismo do 

gene p53 foram maiores e significativos ao alelo menos freqüentemente presente em 

cada grupo étnico. 

Até o momento não estão claras as razões para as diferenças de associação do 

polimorfismo do códon 72 do gene p53 para determinados tipos de câncer, como 

visto para o alelo p53Pro nos cânceres de mama (WESTON et a/.,1997b; DUNNING 

et a/., 1999), pulmão (JIM et a/., 1995; FIGUEIRAS et a/., 1996; WESTON et a/., 

1997a; W ANG et a/., 1999), nasofaríngeo (BIRGANDER et a/., 1996; 

GOLOVLEVA et a/., 1997), e para o alelo p53Arg nos cânceres de ovário (BULLER 
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et ai., 1997; PELLER et ai., 1999), de pele (STOREY et ai., 1998; DOKIANAKIS et 

ai, 2000) e do colo de útero (STOREY, 1998; ZEHBE et a!., 1999; MAKNI et a!., 

2000; V AN DUIN et a/, 2000; AGORASTOS et ai., 2000). Beckman e 

colaboradores (1994) sugerem que os alelos polimórficos estão equilibrados e 

mantidos pela seleção natural que atua nestes grupos étnicos. Entretanto, não 

saberiam como associar tais diferenças à seleção natural. Outros estudos são 

necessários para elucidar quais os fatores genéticos, epigenéticos e ambientais que 

poderiam estar influenciando nestas associações. 

Nossos resultados sugerem uma tendência de associação do alelo p53Arg tanto em 

caucasóides quanto negróides portadores de câncer de pênis HPV negativos. Isto 

poderia indicar que os carcinomas de pênis HPV positivos e negativos se originariam 

através de mocanismos diferentes. 

O fato de não termos encontrado correlação entre o polimorfismo do códon 72 do 

gene p5 3 e a presença de HPV nos tumores de pênis pode ser atribuído ao baixo 

número de amostras para esta análise, sendo que apenas 20 casos de carcinoma de 

pênis tinham o DNA viral. Acreditamos que se a casuística fosse maior poderíamos 

comparar esses resultados com os obtidos, por nós, nos casos de carcinoma de colo 

de útero (MAKNI et ai., 2000), onde há uma tendência positiva de correlação, que 

vem sendo analisada por diferentes grupos de pesquisa em todo mundo. 
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6 CONCLUSÕES 

• Observou-se uma maior freqüência de portadores do genótipo heterozigoto 

(p53Arg/Pro) nos casos de carcinoma de pênis, quando comparados aos 

controles. 

• Observou-se uma tendência de associação positiva entre ter o alelo p53Arg 

e o genótipo homozigoto arginina, com risco de câncer de pênis em 

negros e mulatos. 

• No grupo caucasóide, o alelo p53Pro está associado significativamente ao 

câncer de pênis. 

• Não se observou nenhuma associação entre presença de HPV e o 

polimorfismo do códon 72 do gene p53 no câncer de pênis. Entretanto, 

para qualquer grupo étnico, foi observada uma associação positiva entre 

os portadores do alelo p53Arg apresentarem tumores HPV negativos. 
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An association between codon-72 p53 polymorphism and 
risk of human papillomavirus (HPV)-induced cervical cancer 
has been found recent:Jy, but it has been difficult to replicate. 
In this study, we assess the impact of inter-laboratory varia
tion in p53 genotyping on the validity of the proposed asso
ciation. DNA specimens were randomly selected from 54 
invasive, squamous cell carcinoma cases, 52 HPV-negative, 
and 39 HPV-positive controls from a previous case-control 
study in Brazil. Codon-72 polymorphism was blindly anaJyzed 
in three different Jaboratories. We caJculated age- and race
adjusted odds ratios (OR) and 95% confidence intervaJs (CI) 
using logistic regression for gauging the association between 
p53 polymorphism and cervical cancer risk. The proportions 
of the ArgJArg, Arg/Pro, and Pro/Pro genotypes varied sub
stantiaJiy among Jaboratories with Kappa coefficients in the 
0.49-0.63 range. When disagreement between Jabs was aJ
Iowed, the OR for the Arg/Arg genotype, compared to other 
forms, was as low as 1.5 (95% Cl: 0.5- 3.9). In contrast, the OR 
increased to 8.0 (95% CJ: 2.3- 28.5) after exclusion of discor
dant genotypes. Restricting the comparison to HPV-positive 
controls increased the magnitude of the relation appreciably. 
After exclusion of aJI discordant diagnoses, the OR was 21 .5 
(95% Cl: 3.4 - 137.8), whereas with disagreed genotypes the 
association was not significant (OR = 2.9, 95% Cl: 0.7- 11.9). 
Homozygous codon-72 p53-Arg apparently confers a higher 
susceptibility to HPV-associated cervical tumorigenesis. 
However, exposure misclassification consequent to inter-lab
oratory variation in protocols may affect the ability to detect 
the association. lnt. ]. Cancer 87:528 - 533, 2000. 
© 2000 Wiley-Liss, Inc. 

Compelling evidence from both epidemiological and experi
mental studies have incriminated oncogenic human papillomavi
ruses (HPV), such as types 16 aod 18, as the major causal agents 
of cervical cancer (IARC, 1995). One step of pivotal importance in 
the etio1ogy of HPV -induced cervical neoplasia seems to be the 
binding of the products from the two major viral oncogenes, E6 
and E7. to specific tumor suppressor proteins. E7 complexes with 
the cell growth regulator Rb prateio. causing an uncontrolled cell 
proliferation (Dyson e/ al. , 1989; Chellappan er a l. , 1992). Binding 
of E6 to the p53 prateio promotes the degradation of the latter, 
exempting the deregulated cell to undergo p53-mediated control 
(Scheffner et al., 1990: Huibregtse e/ a!., 1993; Thomas e! a!., 
1996). Normally. p53 reacts to any genome damage or cell cycle 
dercgulation by inducing eithcr ao apoptosis ora G 1 arrest to allow 
DNA repair (reviewcd in Lane, 1992). The loss of the p53 tumor 
suppressor activity, consequent to a mutation or to a degradation of 
thc wild-type protein comparable with that induced by HPV-E6, 
has beeo associated with human cancer development (Malkin et 
al .. 1990; Donehower et al., 1992: Levine, 1997). 

Early studies have descrit..:d two structurally different forms of 
wild-type p53 resulting from the substitution of a Proline (Pro) by 
ao Arginine (Arg) at the arnino acid residue 72 (Matlashewski et 
a!., 1987). More recently, it has beeo demonstrated that, a!though 
both p53 forms are wild-type, they are functionally distioct be
cause of inequalities in both their biological and biochemical 
activities (Thomas er al .. 1999). This polymorphism has prompted 

inquiry concerning differences in oncogenic properties of the two 
p53 forms that could coofer a genetic predisposition to tumorigen
esis (Zhang e/ al., 1992; Kawajiri e/ al., 1993; Weston et al., 1994: 
Jin e r a!., 1995). Recent1y, Storey e/ al. (1998) reported a higher 
susceptibility of the p53 Arg allele at codon 72 to HPV-E6-
mediated degradation, a discovery tbat could translate into a new 
important cervical tumorigenesis risk factor to be consídered in 
prevention strategies. However, this finding was refuted by others 
(Helland e/ al. , 1998; H.ildesheim et al., 1998; Josefsson et al., 
1998; Lanham et al., 1998; Minaguchi et al., 1998: Rosenthal et 
al. , 1998; Bertorelle et a!., 1999; Klaes et al., 1999). Thus far, it 
has been corroborated by only one other independent group (Zehbe 
et a!., 1999). 

In this study, we describe how exposure rnisclassification con
sequent to inter-laboratory variation in p53 genotyping could help 
explain these inconsistent findings across studies by masking or 
under-estimating the association between p53 polymorphism at 
codon 72 and HPV -induced cervical cancer. 

MATERIAL AND METHODS 

Suhjects 

We tested the association between codon-72 p53 polymorplúsm 
and risk of cervical cancer using a case-control design. We se
lected a random sample of 54 cases among a group of 320 women 
with invasive squamous cell carcinoma of the uterine cervix who 
participated in a previous hospital-based case-control study con
ducted in Joao Pessoa, Northeast Brazil. Only HPV -associated 
(i.e., those positive for HPV) cases were selected. Controls were 
conscripted among 718 women who attended a city-wide cervical 
cancer screening program based at tbe same hospital. Samples of 
39 HPV -positive and 52 HPV -nega tive subjects without cervical 
abnormalities were drawn at random from the control group . 
Because the overall HPV prevalence among controls was rela
tively low. our selection of HPV -positive subjects was made by 
over-sampling from amoog HPV-positive women in this group. 

Ali cancer cases were histologicaily confirmed. Abseoce of 
cytological evideoce of cervicallesions for controls was based on 
Pap smears performed on exfoliated ectocervical and endocervical 
cell specimens collected with a cytobrush. Every Pap smear was 
read twice by different cytopathologists. HPV DNA from cervical 
specimeos was detected and typed by a consensus-primer PCR 
protocol (MY09/ 11) as previously described (Bauer et a!. , 1991; 
Hildesheim e/ a! .. 1994). 
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Codon-72 p52 polymorphism testing 

p53 genotyping was analyzed blindly with respect to cancer aod 
control status or HPV positivity (for controls) on DNA extracted 
from fresh tumor biopsies for cases and from exfoliated cervical 
cells for contrais. DNA specimens (stored at - 20°C) were re
trieved on the basis of random listings of subject identifiers sub
mitted by the epidemiology team in Montreal to the LudwiQ 
Institute's laboratory in São Paulo. The latter divided each spec~ 
men into three aliquots, kept one for testing, and shipped the 
remaining two aliquots on dry ice to McGill University, MontreaL 
and to the Imperial Cancer Research Fund, London. The three 
laboratories tested the specimens independently and reported the 
genotyping results to the epidemiology team in Montreal for 
analysis. Testing protocols in each laboratory were us follows: 

McGill lahoratory, Montreal. PCR was used to idcntify and 
distinguish between the p53-Pro and p53-Arg alleles of the human 
p53 gene in the DNA samples as follows. Two pairs of primers as 
previously described (Storey et al., 1998) were syothesized at the 
Oligooucleotide Synthesis Purification Facility of The Sbeldon 
Biotechnology Centre of McGill University. One pair of primers 
specifically amplified a 177-bp fragmeot on the p53-Pro allele. The 
other set of primers. p53-Arg and p53+, amplifies a 141-bp 
fragment specific for the p53-Arg allele. Each pair of primers was 
used at a cooceotratioo of 2 ng/1-11 per primer per reaction. Each 
reaction was carried out in 50 1-11 containing 20 mM Tris-HC1, 50 
mM KCl, 1.5 mM MgC12 , 0.4 mM of each dNTP, and 3 U of Taq 
Polymerase. The reaction volumes were brought to 50 1-11 with 
non-autoclaved Diagnostic Grade Water from Fisher Scientific 
(Fair Lawn, NJ). Ali other reagents were purchased from GIBCO 
BRL (Gaithersburg, MD). One microliter of 50 ng/j..Ll DNA was 
used in most reactions. For some samples, however, the amount of 
DNA in the tube was not known. For these. 1 1-11 of the unknown 
concentration was added to the reaction. A negative control con
taining no DNA was also included with each series of reactions to 
allow for the detection of any contamination. In addition, one 
reaction containing 1 j..Lg/1 of the p53-Arg plasmid was included as 
a positive control. Reactions were conducted in a PTC-100 thermal 
controller with a heated lid (MJ Research, Watertown, MA). 
Reaction mixtures were not overlaid with mineral oil. The follow
ing amplification profile was employed: step 1, 94°C for 2 mio; 
step 2, 94°C for 45 sec; step 3, 55°C for 1 mio; step 4, 72°C for 1.5 
mio. Steps 2-4 were carried out for 35 cycles and the reactions 
were then placed at 72°C for 10 mio. Amplification products were 
ruo on 2% agarose gels containing 3 j..Lg/ml of ethidium bromide at 
90-100 V for 20-30 mio. Banding pattems were visualized and 
photographed on a UV transilluminator. If a sample had a specific 
band for one of the alleles (i.e., even a weak signal), it was 
recorded as positive for that alle1e. 

Ludwig lahoratory, São Paulo. The PCR reaction was carried 
out esseotially as previously described using radioactively labeled 
primers (Storey et al., 1998) synthesized in our laboratory. Twen
ty-five cycles were carried out for each primer set as follows: For 
the p53-Arg specific prirner set: 1 mio at 94°C, 1 min at 62°C, and 
1 mio at noc. For the p53-Pro-specific primer set: 1 mio at 94°C, 
1 mio at 59°C. and 1 mio at 72°C. Both reactions were perforrned 
in hot start conditioos. As controls, we included 50 og of DNA 
from CaSki cells and frorn a penile condyloma.. known to be 
heterozygous and homozygous p53-Pro in codon 72, respectively. 
Products were ruo in polyacrylamide gels and exposed to X-ray 
films for 6-24 hr. In rnost cases. the results were read frorn the first 
exposurc. [o some instances. signals were scored after a longer 
exposure. Whenever possible, .:Ve repeated the PCR with rn~re 
DNA. 

Imperial cancer research fund lahoratory, London. The PCR 
reactions were carried out exactly as prcviously described (Storey 
et al., 1998r 

Data analysis 

The goodness of fit of the observed p53 genotype frequencies to 
the Hardy-Weinberg distribution was assessed arnong controls 

(both HPV-positive and HPV-negative) using a chi-square test 
(Russel. 1992). Cohen's kappa coefficients of agreernent were 
cornputed to evaluate the inter-laboratory variability in genotyp
ing. We used unconditional logistic regression to calculate crude 
and age- and race-adjusted odds ratios (OR) and their respective 
95% confidence intervals (95% CI) to estirnate the relative risk of 
cervical cancer attributable to the hornozygous Arg genotype, 
taken as the index category against a referent of cornbined Arg/Pro 
(hetcrozygous) and hornozygous Pro genotypes. 

To ta.ke into account the variability in p53 genotyping among 
labs, two approaches were used in the analysis to define the index 
and referent categories in the "exposure" genotype variablc. First, 
we calculated ORs separately using individual laboratory results. 
Then. we used a cornbination algorithm to examine the effects on 
thc ORs of diffcrent definitions of inter-laboratory agreerneot. 
Three definitioos were used for the index category (Arg/ Arg). One, 
defined as the "disagreed" definition, included in the index cate
gory only subjects with an Arg/ Arg genotype detected by at least 
one laboratory but with different resu1ts (i.e., Arg/Pro or Pro/Pro) 
in at least one other. A second definition, the "a!!reed" one, 
restricted the index category to subjects with ao Arg/ A;g genotype 
ascertained on tbe basis of a complete agreement arnong the three 
labs. Finaliy, an ali-inclusive definition included as the index 
category of exposure any Arg/Arg result, whether based on dis
agreed or agreed genotypes, or even as ao isolated finding in only 
one lab if the other two either failed to arnplify the DNA or did not 
test the corresponding specimen. 

Lik.ewise, the referent category encompassing the Arg/Pro and 
Pro/Pro forms could also be defined as a function of inter-labora
tory agreement in genotyping. Two definitions were used depend
ing on the stringency of criteria in interpreting the combination of 
genotypes. First, using a non-stringent definition, we included in 
the referent category any reported Arg/Pro or Pro/Pro results, 
aliowing disagreernent among laboratories (except Arg/Arg, which 
was never included in the referent category). Second, we used a 
stringent definition for the referent category by excluding from it 
all subjects with discordant Arg/Pro or Pro/Pro genotypes, leaving 
only those with inter-laboratory agreement. Eacb of tbe three 
definitions for the index category (disagreed, agreed, and ali
inclusive) was contrasted to the two definitions for referent cate
gory (non-stringent and stringent) for a total of six combinations 
for which ORs were computed. 

Whether using individuallabs or combined results , each step of 
the analysis evaluating the association between p53 polymorphism 
and cervical cancer risk was based on comparing the case group 
first with ali controls and then with only HPV -positive controls. 

RESULTS 

Cases were slightly older (rnean age: 52.8, range: 27-79 years) 
than both HPV-positive (mean age: 46.4, range: 36-63 years) and 
HPV -negative controls (rnean age: 49 .3, range: 36-7 4 years ). The 
percentage of non-white women was also sornewhat higher in 
cases (33%) than in both sub-groups of controls (23% for HPV
positive and 29% for HPV-negative controls). 

Despite the substantial inter-laboratory variation in genotype 
frequencies, cancer cases had a higher proportion o f the ArgJ Arg 
genotype (32-50%) than both HPV-positive (11-23%) and HPV
negative controls (26-36%; Table I). Conversely, the heterozy
gous genotype was more frequent in HPV-positive controls (59 -
81%) and in HPV-negative controls (56-64%) than in cases 
(24-48%). Finally, the homozygous Pro form was the less fre
quent overali with cornparable frequencies among cases (10 -26%) 
and HPV-positive controls (8-24%) and lower proportions among 
HPV -negative controls (7 -10% ). The p values gauging tbe devi
a tio os from the expected distributions assuming the Hardy-Wein
berg equilibrium among combined controls in each laboratory 
were 0.129, <0.001, and 0.087, for laboratories 1, 2. and 3, 
respectively, indicating a significant departure only for the results 
of the secood laboratory. 
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TABLE I- FREQUENOES OF THE DIFFERENT COOON-72 p53 GENOTYPES 
BY LABORATORY AND SPECIMEN GROUP 

Specimen !ÇUUP 
Genorype frequencies (%) 1 

Arg/Arg Arg/Pru Pru/Pru Non- infonn~tive 2 

Laborarory 
Cancer 19 (50) 9 (24) 10 (26) 16 
Contrai 5 (17) 17 (59) 7 (24) 10 

HPV+ 
Control 16 (36) 25 (57) 3 (7) 8 

HPV-
Laboratory 2 

Cancer 10 (32) 15 (48) 6 (20) 23 
Contrai 3 ( 11) 21 (81) 2 (8) 13 

HPV+ 
Contrai 11 (26) 27 (64) 4 (10) 10 

HPV-
Laboratory 3 

Cancer 20 (50) 16 (40) 4 (lO) 14 
Contrai 5 (23) 14 (63) 3 (14) 17 

HPV+ 
Control 13 (36) 20 (56) 3 (8) 16 

HPV-

1 V alues in parentheses are percentages of each genotype among ali 
conclusive results for each lab.- 2 Genotype inconclusive because of 
non-amplification by PCR, missing specimen, or not tested. 

Table II shows that agreement between laboratory results was 
achieved for most specimens, with a pair-wise concordance at the 
exact genotype ranging from 71 o/o to 78%. Many samples could 
not be tested by two or more laboratories because of problems in 
obtaining a PCR amplification signal or because the specimen had 
been depleted . For this reason, on average, one fourth of all 
pair-wise comparisons were inconclusive in ascertaining agree
ment in genotyping. The between-lab kappa coefficients ranged 
between 0.49 and 0.63, revealing the substantiallevel of disagree
ment in genotyping results (Table II). 

Table III displays the ORs of cervical cancer based on individ
ual laboratory results treated independently. With ali controls 
included in the analysis, the crude ORs disclosed a positive but
except for laboratory 1- non-significantly increased rísk of cervi 
cal cancer for the homozygous p53-Arg subjects as compared to 
those with the heterozygous or homozygous p53-Pro forms. After 
adjustment for age and race, the magnitude of the association 
iocreased for all three laboratories. Interestíngly, after exclusíoo of 
HPV -oegative cootrols, all ORs became appreciably higher and 
significant for ali laboratories usiog the age- and race-adjusted 
estimates. 

Table IV sumrnarizes the analysis of the assocíation betweeo the 
Arg/ Arg form aod cervical cancer rísk usíog the combinatioo 
algorithms to define the exposure geootype variable based oo the 
exteot of agreemeot among the three laboratories. Assumíog tbat 
agrecmeot in results iodicates accurately assigoed genotypes, the 
six combioatioos of defioitioos for the iodex aod refereot catego
ries cover the range from the highest degree of exposure mísclas
sification (non-stringeot for referent and d.isagreed for iodex) to the 
most accurate classification of subjects (stringeot for refereot and 
agreed for index). In every combioation, there is ao iocreasiog 

T ABLE III - OR .A..:'ID 95% O OF INVASIVE CERVICAL CANCER 
A ITRIBUT ABlE TO THE HOMQzyGQUS p53 ARG GENOTYPE 1 USING 

INDIVIDUAL LABORATORY RESULTS 

Type of ~ n~Jysis 

A ll control'i included 
Laboratory 1 
Laboratory 2 
Laboratory 3 

Only HPV...;... controls 
Laboratory 1 
Laboratory 2 
Laboratory 3 

OR (95% O) 

C rude 

2.5 (1.1 - 5.6) 
1.8 (0.7-4.8) 
2.2 (1.0-5 .1) 

4.8 (1.5- 15.2) 
3.7 (0.9-15.1 ) 
3.4 ( 1.1 - 11.0) 

3.2 (1.3-7.9) 
2.8 (0.9- 8.4) 
2.4 ( 1.0-5.9) 

6.5 ( 1.8-22.9) 
6.1 ( 1.2-30.3) 
4.3 (1.2- 15.5) 

1 Relati'.'~ to reference category cornbining Arg/Pro and Pro/Pro 
genotypes.- 2 OR adjusted for age and race. 

trend in both the magnitude of thc ORs aod the sigoificaoce of the 
estimates as we restricted the analysis to agreed geootypes in the 
iodex category. Using a ooo-striogeotly defioed refereot category, 
the adjusted OR for a disagreed Arg/ Arg was 1.5 (95% CI: 
0.5-3 .9) aod iocreased to 3.4 (95% CI: 1.2- 9.9) with Arg/Arg 
defioed with a complete agreemeot betweeo laboratories. By re
stricting the aoalysis eveo further to ioclude ooly agreed genotypes 
in the refereot category, the same pattern was maintained witb a 
higher magnitude aod more sigoifi.caot estimates. With the full 
case-control data set, the best classifi.catioo for the geootypes 
resulted in ao OR of 8.0 (95% Cl: 2.3-28.5), the highest amoog ali 
combinatioos. 

All associatioos became proportiooally strooger wheo cases 
were compared ooly witb HPV -positive controls (Table 4 ), al
though this restriction decreased the precision of the estirnates 
because of the smaller oumbers of subjects included in tbe anal
yses. As above, the most accurately classified geootyping combi
oation (striogeot for refereot and agreed for index) yielded the 
highest OR in the aoalysis: 21.5 (95% CI: 3.4 - 137.8) . This con
trasts to the relatively low, oon-signi.ficant OR of 2.9 (0.7-1 1.9) if 
ooly disagreed genotypes were coosidered. 

DISCUSSION 

Our comparisoo of codon-72 p53 genotypiog data obtaioed 
blindly from three independem laboratories revealed large vari
ability in the results, presumably related to differeoces in PCR 
protocols and other conditions related to testiog that were beyood 
our cootrol. Such ioter-laboratory variability in results may trans
late ioto substaotial exposure mísclassificatioo in assigniog geno
type status in epidemiological studies. As shown in tbis report, 
such mísclassificatioo leads to a bias toward tbe null hypothesis. 
i.e., loss of the ability to detect a significao! correlation betweeo 
codoo 72 geootype and rísk of cervical caocer. 

After the original publicatioo of the fiodings showiog ao io
creased susceptibility of the Arg/ Arg geootype (Storey et al., 
1998), severa! subsequeot studies failed to provide data in support 
of the associatioo despite the larger scale of the case-cootrol 
comparisons (Hellaod et al.. 1998; Hildesheim et al. , 1998; Jo
sefssoo et al. , 1998; Lanham et al., 1998; Mioaguchi et al., 1998; 

TABLE li - INTER-LABORATORY VARIA.BILITY IN p53 GENOTYPING 

In ter- illbOrlltory 
compllnson 

Lab 1 X Lab 2 
Lab 1 X Lab 3 
Lab 2 X Lab 3 

A!,'Tecmcnt 

65 (71) 
67 (78) 
63 (77) 

Frequency of joint genotype re.\ults (~.f- ) 1 

Disagreement Non-informative 2 

27 (29) 53 
19 (22) 59 
19 (23) 63 

Kuppa 
coefficient 3 

0.49 
0.63 
0.58 

1 Values in parenthesis are percentages referring to total o f informa ti v e results in each pair o f 
labs.-2 Nwnber of specirnens with at lea'it one lab reponing an inconclusive genotype (non amplifiable by 
polyrnerase chain reaction) or without a result.- 3 Bac;ed on cross-tabulation of three genotype result'i frorn 
each pai.r of laboratorics. 
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TABLE rv -OR AND 95% O OF CERV1CAL CANCER A1TR.IBtJTABLE TO THE p5 3 ARG/ARG GENOTYPE USING COMBINED LABORATORY RESULTS 

Type uf ~ n u l y~i~ 

Detinitiun uf OR (95% O) 

Rcferent t.:ute!(Ury detin itiun 1 index categury 
(A rg/Arg_, 

Adjusted3 
genotypet C rude 

All contrais included Non-stringent Disagreed 1.6 (0.6-4.2) 1.5 (0.5 - 3.9) 
All-inclusi ve 2.4 (1.2-5.0) 2.4 (1.1-5 .3) 
Agreed 2.6 ( 1.0-6.9) 3.4 (1.2- 9.9) 

Stringent Disagreed 2.7 (0.9-8.1) 2.8 (0.9- 8.9) 
Ali-inclusive 4.1 (1.7-10.0) 5.0 (1.9-13.3) 
Agreed 4.5 (1.5-13.4) 8.0 (2.3-28.5) 

Only HPV + contrais N on-stringcnt Disagreed 3.1 (0.9- 11.5) 2.9 (0.7-11.9) 
All-inclusive 4.5 (1.7-12.1) 4.9 (1.7-14.1 ) 
Agreed 7.5 (1.5- 37.4) 11.3 (2.1-61.8) 

Stringcnt Disagreed 4.4 (1.1 - 18.4) 4.5 (0.9- 22.0) 
Ali-inclusive 6.4 (2.1-20.0) 8.6 (2.4-30.3) 
Agreed 10.7 ( 1.9-58.7) 21.5 (3.4-137.8) 

1 The non-stringent definition allows imcr-lab disagreement for the Arg/Pro and the Pro/P~o ge~orypes , whe~as the stringent _definiti?n 
includes only genorypes with a complete agreement amo ng the three labs (sec text for detads).-- Dtsagreed: mcludes only subJeCt<> wtth 
an Arg/Arg genotype determined by at least one lab but with different results from the othcr labs; Agreed: includes only Arg/.Arg subjects with 
complete agrecment among labs; Ali-inclusive: includes any reported Arg/ Arg gcnorype with or without agreement among labs or in isolation 
(see text for detai1s).-3 OR adjusted for age and race. 

Roseothal et a!., 1998; Bertorelle et a!. , 1999; KJaes et al., 1999). 
Our findings support ao association between a homozygous Arg 
genotype in codon 72 of p53 as originally described (Storey et al. , 
1998) and subsequently corroborated by Zehbe et al. (1999). We 
know of one other study, conducted in a Greek population, that has 
independently corroborated the association, but is yet to be pub
lished (Agorastos et al., unpublished data). The two latter studies 
have detected statistically significant threefold (Zehbe et a!., 1999; 
calculated from data given in the paper) or eightfold (Agorastos et 
a!. , unpublished data) elevations in risk of invasive cervical cancer 
for women with the Arg/ Arg genotype, as compared to the other 
two genotypes . 

Most of the previous studies investigated the association of the 
p53 geootype with the risk of both pre-invasive and invasive 
cervicallesions separately (Helland et al. , 1998; Hildesheirn et a!., 
1998; Josefsson et al., 1998; Lanham et al., 1998; Zehbe et al. , 
1999; Agorastos et a!. , unpublished data); others focused exclu
sively on invasive cancer cases (Minaguchi et al., 1998; Rosentha1 
et al., 1998; KJaes et al., 1999); and one study included only 
patients with pre-invasive lesions (Bertorelle et al., 1999). Not 
surprisingly, squamous cell carcinomas were the most frequently 
studied histological type except for the Eastern U.S. study of 
Hildesheim et al. (1998). They included adenocarcinomas and 
other histo1ogical types, but they were analyzed separately. Con
cerning the HPV status of the subjects, only three studies used this 
information to specifically restrict the analysis to HPV -positive 
cancer cases and contrais (Helland era!., 1998; Hildesheim et al. , 
1998; Josefsson er al., 1998). The p53 genotype was determined on 
either blood or cervical tissue using the following laboratory 
techniques: allele-specific assay (Storey et a/., 1998: Lanham et 
al.. 1998; Minaguchi er al., 1998; Rosenthal er al., 1998: Bertorelle 
et a!., 1999; Agorastos et a!., unpublished data), single-strand 
conformational polymorphism (Hildesheim et al., 1998; Zehbe et 
al. , 1999), or restriction fragment length polymorphism (Helland el 

a/., 1998; Josefsson et al., 1998; Klaes et al., 1999). Only 
Hildesheim et al. (1998) verified the p53 genotyping by perform
ing a direct sequencing of the DNA for 60 randomly chosen 
subjects. 

To some extent, the type of exposure rrúsclassification docu
mcnted hcre, particularly the lack of validation of the p53 geno
typing protocols, may have been responsible for the low magnitude 
and lack of significance of the association in the majority of studies 
mentioned above. In fact. had we used the individual data from the 
laboratories perforrn.ing the genotyping in our study, we would 
have rrússed the association almost entirely, even if considering the 
results from an extended batch of specimens tested exclusively by 
bboratory 3. which brought the total number assayed to 111 cases 

and 124 contrais (OR for homozygous Arg = 1.6, 95% CI: 
0.9-2.8). 

A second, but not unrelated, issue affecting our ability to mea
sure the association between p53 genotype and risk was the com
position of the control group. Although a significant association 
could be detected in our entire case-control data set after we 
rrúnimized the effects of genotype misclassification, the associa
tion became much stronger when cases were compared with HPV
positive controls only. In designing the study, we had hypothesized 
that the role of the p53 genotype, if any, would be in mediating 
cervical carcinogenesis induced by HPV infection. Using data and 
specimens from a previous case-contrai study, we selected speci
mens for the contrai group by over-sampling from among HPV
positive women to be able to conduct a restricted analysis with 
HPV -positi v e subjects only. Therefore, our study' s control group 
was not a true representation of the distribution of risk factors in 
the population that would normally be sampled in a conventional 
case-contrai srudy of cervical cancer. The prevalence of HPV 
infection in our control group was set artificially high at 43%. This 
may have been the reason why the association between genotype 
and risk could be revealed, albeit moderately, even in the complete 
data set. Traditional case-contrai studies sampling blindly from the 
general population would miss the association because they would 
be based on much lower prevalence rates for HPV infection among 
controls, probably around 10-20%. In fact, had we used the 
original 18% HPV prevalence in our entire contrai group (Franco 
et al., 1995), the OR for the Arg/Arg genotype would have been 
approximately 1.8 and, as expected, non-significant (data not 
shown). 

Although we attempted to minimize the effects of misclassifi
cation and bias in measuring the association between genotype and 
cervical cancer risk, potentia1 1irrútations need to be addressed . 
With 54 cases and 92 contrais, our study was adrrúttedly small in 
comparison with previous studies failing to identify the associa
tion. However, a low study power was probably of no consequence 
to the validity of our findings. We were able in fact to detect the 
association above the threshold of significance even in severely 
restricted sub-sets of the data. Furthermore, the essential finding 
from the analyses was the gain in the magnirude of the ORs as we 
used an increasingly more accurate dassification for the genotype 
variable. This observation speaks against the possibility that the 
association was detected spuriously by chance alone. 

The results from one of the laboratories revealed a significam 
departure from the Hardy-Weinberg distribution. which suggests a 
bias in the genotyping composition of the contrai group for that 
laboratory. Considering that contrais were choseo to over-repre-
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sent HPV -positive subjects in our previous case-control study and 
given the further loss of specimens due to depletion or genotyping 
failure, we believe that this finding is of no consequence to the 
validity of our findings because no control selection criterion was 
plausibly linked to the p53 genotype. In fact, the deviation from 
the Hardy-Weinberg equilibrium for one of the laboratories may 
be another indicator of inter-laboratory variabilüy in genotyping. 

Our results were adjusted for race to control for aoy distortion 
related to the confounding effect of this variable. We also adjusted 
for age because of the sampling bias introduced in the design of 
our study by the oeed to over-sample for HPV -positive controls, 
which are typically younger. Confounding by race was likely 
because both the exposure (p53 geootype) and the outcome (cer
vical cancer) are plausibly related to race. Altbough we did not 
have proof that the distribution of p53 gcnotypes varies by ethnic
ity in our own population, race-specific variation in the polymor
phism has been documeoted by others (Beckman et al., 1994). 
Empirical evidence of the confouoding effect of race aod age was 
obtained when we compared the crude and adjusted OR estimares. 
It is possible that negative confounding by ethnicity could have 
played a role in studies not detecting the association with the p53 
codon 72 genotype. 

Case and control DNA samples were randomly drawn from a 
weil-preserved specimen coilection that bad been partiaily used in 
a previous study (Franco et a!., 1995). This reduced the possibility 
of any selection biases. The three laboratories performing the p53 
assays received specimens labeled only with numeric identifiers 
and were not told the disease or HPV status for the samples. This 
eliminated the possibility of experimenter's bias either favoring or 
degrading the association. 

The PCR technique used in the three laboratories is based on 
differences in fragment size for the two forms: the p53-Pro allele 
yields a 177-bp fragment and the p53-Arg allele yields a 141-bp 
fragment (Storey et al., 1998). One could bypothesize that shorter 
fragments would have a selection advantage during amplification 
of severely degraded DNA specimens. If the quality of case 
specimens had been relatively degraded in comparison witb tbat of 
controls, the proportion of the p53-Pro form would be artificially 
lowered (and in consequence, that of p53-Arg would be elevated) 
among cases. This could at least conceivably lead to a spurious 
association by under-estimating the proportion of heterozygous 
forms and over-estimating that of the homozygous Arg variant in 
the cancer group. 

This scenario is unlikely for two reasons. Firstly, short frag
ments with less than 200 bp are typically weil amplified irrespec
tive of specimen quality. The small difference in fragment size 
between the two forms would not cause a differential "survival" 
advantage of one over the other. Secondly, ali of our specimens 
had been obtained from fresh biopsy tissue, for cases, and from 
fresh exfoliated cervical cells, for controls, which further mini-

mized the possibility of a detection bias of one form over the other 
depending oo the specimen group. 

Despite the well-preserved state of our specimens, however, the 
amplification failure rate was relatively high, particularly among 
cases. This was due to the fact that our case specirnen collection 
had been more extensively used tban the one for controls with 
many of the randomly chosen specimens having been either de
pleted or haviog very little DNA left, particularly after they were 
divided in to three aliquots. In addition, although rare in HPV
ioduced cervical cancer (Kaelbling er a!., 1992; Storey et a!., 
1998), loss of heterozygosity could also help to explain the failure 
to detect any allelcs in some of the case subject specimens. Studies 
utilizing non-target tissue DNA would not be prooe to this prob
lem, which is likcly to have affected only the precision of the OR 

· estimates but not their magnitude. 
In cooclusion, our study highlighted the potential role of mis

classification and other factors on our understanding of the relation 
between codoo-72 p53 polymorphism and HPV-ioduced cervical 
carcinomas. We were able to detecta relatively stroog association 
between the Arg/ Arg genotype and cervical cancer risk. However, 
this was possible only after careful sub-set analyses anempted to 
minimize the effect of misclassification and revealed the relevance 
of !..~e associat!c:::1 only as a "dov.rnstream" event in a causal 
pathway mediated by HPV infection. The relatively high rate of 
discordance among genotype results from three specialized labo
ratories that routinely perform PCR under-scores the importance of 
laboratory standardization in testing for p53 codon 72 genotyping. 
Nevertheless, we urge caution in interpreting our results because of 
the consistency of previous findings of no association from several 
well-conducted studies and because of potential sample selection 
problems or other issues tbat may bave escaped our control. 
Further studies are urgently needed to elucidate the role of what 
could turn out to be one of the strongest susceptibility factors in 
cancer causation. Lest such a criticai association be incorrectly 
dismissed as non-existent, such studies should be undertaken only 
after a testing protocol is validated and standardized for use in 
epidern.iological studies. 
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