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RESUMO 
Miola EC. Avaliação do viroma e do bacterioma em carcinomas de pênis por 

sequenciamento de nova geração. [Dissertação]. São Paulo: Fundação Antônio Prudente; 

2021. 

O câncer de pênis é uma neoplasia rara, responsável por 2% de todos os tumores que atingem 

os homens no Brasil. Sua incidência é maior nas regiões Norte e Nordeste e em homens com 

idade superior a 50 anos, tendo como fatores de risco a má higiene, fimose, e infecção pelo 

vírus HPV. Um estudo multicêntrico nacional pioneiro do A.C.Camargo Cancer Center 

(ACCCC) demonstrou a associação entre sexo com animais (SWA) e o câncer de pênis, 

levantando a hipótese de que alguns microrganismos presentes em animais possam estar 

envolvidos nesta carcinogênese. Neste sentido, este estudo teve como objetivo caracterizar o 

viroma e o bacterioma tumoral de indivíduos diagnosticados com câncer de pênis visando a 

melhor compreensão da microbiota associada à esta neoplasia. As amostras foram coletadas de 

indivíduos que foram tratados no ACCCC e na Fundação Centro de Controle de Oncologia do 

Estado do Amazonas (FCECON). O viroma foi avaliado em 23 amostras negativas para a 

presença dos vírus EBV e HPV por meio do enriquecimento de partículas virais extracelulares 

antes da extração do DNA, seguido por sequenciamento de nova geração com alta cobertura na 

plataforma NextSeq 500. Identificamos genomas virais em 9/23 amostras, com predomínio dos 

gêneros Circovirus e Parvovirus. No entanto, muitas sequências ainda permaneceram não 

anotadas devido à escassez de sequências anotadas disponíveis nos bancos de dados virais.  

Através de análises das sequências humanas off-target do sequenciamento do viroma, 

avaliamos a ancestralidade molecular dos 24 pacientes, que mostrou que o componente 

ameríndios foi mais enriquecido nas amostras do estado do Amazonas, enquanto que as 

amostras da coorte de São Paulo não tiveram predominância de nenhuma ancestralidade 

específica. Para caracterização do bacterioma, as regiões V3-V4 do gene 16S rRNA foram 

amplificadas e sequenciadas de 53 amostras tumorais e 6 tecidos não neoplásicos de borda de 

lesão, independente do seu status de EBV ou HPV. De maneira geral, houve predomínio dos 

gêneros Fusobacterium, Corynebacterium e Pseudomonas. A diversidade bacteriana foi maior 

nas amostras coletadas na FCECON, e a composição bacteriana variou significativamente de 

maneira quantitativa e qualitativa quando comparadas com as amostras do ACCCC, sendo que 

o gênero Alcaligenes foi mais abundante na coorte de São Paulo e Pseudomonas nos pacientes 

do Amazonas. Pacientes sem fimose apresentaram maior riqueza e diversidade bacteriana em 



 

 

comparação ao grupo com fimose, sendo que o gênero Enterococcus (anaeróbios facultativos) 

foi mais abundante nos pacientes com fimose e o gênero Oligella (aeróbio) mais enriquecido 

nos pacientes sem fimose. O gênero Alcaligenes é um possível marcador para presença tanto 

de invasão perineural, quanto de metástase linfonodal na coorte de São Paulo, sugerindo que 

sua presença possa estar associada a um pior prognóstico na evolução do câncer de pênis. Os 

resultados preliminares obtidos neste estudo serão validados em uma coorte maior de pacientes, 

incluindo dados de sequenciamento shogun que permitirão obtermos classificação das bactérias 

a nível de espécie e cepa, além de permitir caracterização de outros microrganismos, como 

fungos.      

 

 

 

Palavras-chaves: Câncer de pênis, sequenciamento de nova geração, viroma, bacterioma, 

ancestralidade. 



 

 

SUMMARY 

Miola EC. [Virome and Bacteriome analysis from penile carcinoma by Next Generation 

Sequencing]. [Dissertação]. São Paulo: Fundação Antônio Prudente; 2021. 

Penile cancer is a rare neoplasm, responsible for 2% of all tumors that affect men in Brazil. Its 

incidence is higher in the North and Northeast regions and in men over 50 years of age, with 

risk factors such as poor hygiene, phimosis, and HPV virus infection. A pioneering national 

multicenter study by the A.C.Camargo Cancer Center (ACCCC) demonstrated the association 

between sex with animals (SWA) and penile cancer, raising the hypothesis that some 

microorganisms present in animals may be involved in this carcinogenesis. In this sense, this 

study aimed to characterize the tumor virome and bacteriome of individuals diagnosed with 

penile cancer, in order to better understand the microbiota associated with this neoplasm. 

Samples were collected from individuals who were treated at the ACCCC and the Amazonas 

State Oncology Control Center Foundation (FCECON). Virome was obtained for 23 samples 

negative for the presence of EBV and HPV viruses by enriching extracellular viral particles 

before DNA extraction, followed by next-generation sequencing with high coverage in the 

NextSeq 500 platform. We identified viral genomes on 9/ 23 samples, with a predominance of 

Circovirus and Parvovirus. However, many sequences remained unclassified due to the scarcity 

of annotated sequences available in viral databases today. Through analysis of human off-target 

sequences from the viroma sequencing, we assessed the molecular ancestry of the 24 patients, 

which showed that the Amerindian component was more enriched in samples from the state of 

Amazonas, while samples from the São Paulo cohort did not have a predominance of any 

specific ancestry. To characterize the bacteriome, we sequenced the V3-V4 regions of the 16S 

rRNA gene from 53 tumor samples and 6 non-neoplastic tumor lesion margins, regardless of 

their EBV or HPV status. In general, there was a predominance of the genera Fusobacterium, 

Corynebacterium and Pseudomonas. Bacterial diversity was greater in the samples collected at 

FCECON, and the bacterial composition varied significantly quantitatively and qualitatively 

when compared to the ACCCC samples, with Alcaligenes and Pseudomonas being 

differentially abundant between the two cohorts. In addition, individuals who not had phimosis 

showed greater bacterial diversity, although we did not observe significant differences in their 

composition compared with those who did have this condition (beta diversity). The preliminary 

results obtained in this study will be validated in a larger cohort of patients, including shogun 



 

 

sequencing data that will allow us to obtain classification of bacteria at the level of species and 

strain, besides allowing the characterization of other microorganisms, such as fungi. 

 

Keywords: Penile cancer, sequencing, virome, bacteriome, ancestry.  
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1. INTRODUÇÃO 
 

1.1 NEOPLASIA MALIGNA DE PÊNIS  
 

Quando combinados, os tumores raros representam aproximadamente 25% de todos os 

cânceres e seu estudo é uma das linhas estratégicas de pesquisa do A.C.Camargo Cancer Center 

(ACCCC) avaliadas no projeto Instituto Nacional de Ciência e Tecnologia em Oncogenômica 

e Inovação Terapêutica (INCiTO-INOTE). Quando comparado a outros tipos mais frequentes, 

os tumores raros tendem a ter um pior prognóstico, em parte por serem menos estudados e 

apresentarem um leque limitado de terapias-alvo adequadas (1). Neste sentido, o ACCCC 

possui uma casuística relevante de tumores raros, que se apresenta muito valiosa para a pesquisa 

científica e com potencial de beneficiar futuros pacientes. 

A neoplasia maligna de pênis é um tipo de tumor raro que atinge por volta de 22.000 

homens por ano no mundo (2).  No Brasil foram contabilizados 458 óbitos em 2019, sendo sua 

maior incidência nas regiões do Norte e Nordeste, com o estado do Maranhão apresentando a 

maior incidência de câncer de pênis no Brasil e no Mundo (3). Esse tipo de câncer afeta homens 

principalmente a partir dos 50 anos de idade (4) e está associado a fatores de risco como a 

infecção por HPV, fimose, baixo nível socioeconômico, más condições de higiene e tabagismo 

(5,6). Além desses fatores, um estudo multicêntrico nacional pioneiro do ACCCC demonstrou 

a associação entre sexo com animais (SWA) e câncer de pênis, levantando a hipótese de que 

microorganismos infecciosos pudessem estar envolvidos em sua carcinogênese (7). Por serem 

raros e mais incidentes em países não-desenvolvidos (8), estudos sobre a neoplasia maligna de 

pênis em nosso país são de grande importância, pois permitem um melhor entendimento da 

etiologia e desenvolvimento desta neoplasia rara, podendo oferecer caminhos futuros para o 

desenvolvimento de terapias mais efetivas.  

Assim como na maioria dos tumores, o diagnóstico precoce está associado a um melhor 

prognóstico na neoplasia maligna de pênis. Segundo dados americanos do Surveillance, 

Epidemiology, and End Results (SEER), pacientes diagnosticados com tumores localizados 

apresentam uma taxa de sobrevida relativa em 5 anos de 82%, enquanto que pacientes que 

apresentam tumores com disseminação regional, tem sua sobrevida média reduzida para cerca 

de 50% (9).  

O câncer de pênis pode ser confirmado ou descartado através de uma biópsia, podendo 

ser uma biópsia excisional ou por aspiração, dependendo da extensão e localização da lesão, 



 

 

 

https://www.cancer.org/cancer/penile-cancer/about/what-is-penile-cancer.html
https://www.cancer.org/cancer/penile-cancer/about/what-is-penile-cancer.html


 

 
Fonte: 

 
 
 
 
 

https://www.cancer.org/cancer/penile-cancer/detection-diagnosis-staging/staging.html
https://accamargo.org.br/tipos-de-cancer/penis
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1.2 BACTERIOMA E VIROMA 
 

O microbioma bacteriano, ou bacterioma, é o conjunto dos genomas das bactérias 

presentes em um determinado ambiente ou amostra. As bactérias são microorganismos 

procariotos e que são tradicionalmente classificadas de acordo com sua forma (19). O DNA 

bacteriano pode ser avaliado por meio do método de sequenciamento de produtos de PCR das 

regiões conservadas do gene codificador do RNA ribossomal 16S (rRNA 16S), ou pela 

metodologia de sequenciamento shotgun, tendo cada método suas vantagens e desvantagens 

dependendo do objetivo da pesquisa.  

 O gene 16S rRNA é um marcador genético universal das bactérias que apresenta regiões 

hipervariáveis e específicas para cada bactéria. O sequenciamento destas regiões hipervariáveis 

é utilizado em grande parte das pesquisas de microbioma que tem como objetivo estudar as 

apenas as bactérias, evitando assim o sequenciamento de outros microrganismos, ou mesmo do 

material genético do hospedeiro. Tal estratégia é importante especialmente em amostras que 

contém muito DNA humano (como biópsias teciduais) além de ser um método mais econômico 

e que proporciona a identificação até nível de gênero em mais de 90% dos casos. Dentre suas 

desvantagens está o fato de esta abordagem não permitir a determinação taxonômica à nível de 

espécie e cepas e por ser dependente de oligonucleotídeos, que levam a uma amplificação 

seletiva de algumas regiões gênicas, podendo não detectar alguns microrganismos (20,21). Em 

um estudo de Engelbrektson et al, 2010, em que foi avaliado o sequenciamento de amplicons 

por 16S, foi evidenciado a relação entre a riqueza e uniformidade dos taxa encontrados com o 

tamanho dos amplicons e os iniciadores utilizados (22). Isso ressalta a importância da escolha 

dos iniciadores e da região hipervariável do gene 16S rRNA a ser sequenciada para cada estudo. 

Por outro lado, o sequenciamento shotgun fornece informações mais completas sobre os 

microrganismos, pois capta todo material genético presente na amostra e está menos sujeito a 

viés na amplificação por não depender da escolha de oligonucleotídeos. Tal abordagem pode  

proporcionar a identificação a nível de espécie e cepa, no entanto, é uma metodologia bem mais 

cara (Figura 2) (23,24). Em nosso estudo, optamos por avaliar o gene 16S rRNA devido ao 

custo e porque tínhamos interesse em avaliar o bacterioma associado ao tecido.  
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V3-V4 do gene rRNA 16S. Os gêneros Corynebacterium e Provotella foram as mais 

abundantes e diferenças significativas na composição da microbiota de homens com e sem 

infecção foram identificadas. A maior abundância relativa de Staphylococcus, e de bactérias 

associadas a vaginose bacteriana (Prevotella , Peptinophilus e Dialister), foi correlacionado 

com infecções por HIV e HPV, respectivamente (26). 

Foi descrito em outros estudos a associação entre as microbiotas peniana e vaginal. Em 

Mehta et al, 2020 foram recrutados homens e suas parceiras sexuais para avaliar o potencial da 

microbiota peniana como fator de predição de vaginose bacteriana (VB) incidente, através do 

sequenciamento do gene rRNA 16S (regiões V3-V4 avaliadas) de amostras de esfregaço 

vaginal e esfregaços das regiões meatal, glande e coronal do pênis. Foi observado que a 

microbiota peniana previu com precisão a incidência de vaginose bacteriana (VB), sendo que a 

modulação do microbioma peniano pode contribuir para o microbioma vaginal (27). 

As bactérias que fazem parte da microbiota peniana têm perfis distintos, podendo ser 

aeróbias, anaeróbias facultativas e anaeróbias obrigatórias, além das microaerófilas, que são 

aquelas sensíveis a altas concentrações de oxigênio, mas ainda capazes de crescer na presença 

de mesmo. A circuncisão por exemplo, está associada a uma diminuição de bactérias anaeróbias 

(28). Em um estudo de Price e colaboradores de 2010, foram avaliadas as microbiotas de 

amostras de esfregaço do pênis de homens negativos para HIV. Através da amplificação e 

sequenciamento das regiões V3-V4 do gene rRNA 16S, foi observada uma diminuição de 

anaeróbios e uma mudança significativa na microbiota foi associada à circuncisão. Duas 

bactérias eram mais abundantes antes da circuncisão, as da ordem Clostridiales e família 

Prevotellaceae, enquanto após a circuncisão observou-se uma diminuição de bactérias 

anaeróbias  (29). 

Um dos grupos componentes da microbiota é o viroma, que é definido como o conjunto 

dos genomas de todos os vírus presentes em um determinado nicho (30). Os vírus variam de 

acordo com o tipo de material genético que eles possuem (DNA ou RNA), se esse material é 

simples ou dupla fita (ssDNA, ssRNA, dsDNA ou dsRNA), sua estrutura (linear ou circular), 

seu método de replicação (lítico ou lisogênico), e o tipo de célula que eles infectam (procarioto 

ou eucarioto). Com o avanço das técnicas de genômica, principalmente de sequenciamento de 

nova geração, ou NGS (next generation sequencing), hoje é possível analisar o material 

genético (DNA ou RNA) de todos os vírus presentes em uma amostra, de modo abrangente e a 

um custo relativamente baixo. O NGS possibilita uma melhor compreensão da relação entre os 

vírus e hospedeiros, devido à enorme quantidade de sequências genômicas que são geradas. Os 

dados gerados em estudos de metagenômica por NGS podem ser utilizados para identificação 
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de ácidos nucleicos virais, assim como para a caracterização de genes do hospedeiro, e também 

alterações na expressão gênica (se o RNA for avaliado simultaneamente) através da 

metatranscriptômica, durante a infecção do hospedeiro pelo vírus (31). 

Apesar da recente e constante melhoria nas técnicas de sequenciamento e análise 

metagenômica, os bancos de dados de referências virais ainda são incompletos pois a maioria 

dos estudos ainda é focado na caracterização de bactérias (32). Além disso, devido a diversidade 

e complexidade viral, não existem marcadores universais que poderiam auxiliar na sua 

atribuição taxonômica, como é o caso do gene 16S rRNA para bactérias. O National Center for 

Biotechnology Information (NCBI) mantém um dos principais bancos de dados de sequências 

virais, que hoje inclui mais de 3 milhões de sequências nucleotídicas, contendo 15 mil genomas 

virais completos. Também há bancos de dados específicos para análise de variação viral (Virus 

Variation Resource), para os vírus influenza, dengue, ebola, rotavírus e Zika, dentre outros 

vírus relevantes. 

Alguns estudos de viroma focam na avaliação das partículas virais extracelulares, que 

estão relacionadas com infecção ativa, enquanto outros são realizados com base em sequências 

virais integradas no genoma humano. Aproximadamente 8% do genoma humano consiste de 

elementos retrovirais endógenos, que não causam infecção (33). Cantalupo e colaboradores 

analisaram a presença de sequências virais em tecidos tumorais (34), utilizando dados do The 

Cancer Genome Atlas (TCGA), um banco de dados de sequenciamento de DNA composto de 

milhares de amostras de 33 tipos de câncer (35). Dentre os achados estão a detecção de 

sequências de vírus do papiloma humano (HPV) inseridas no genoma de praticamente todos os 

carcinomas cervicais, e também em alguns tumores de cabeça e pescoço e de bexiga; presença 

de vírus da hepatite B e hepatite C em alguns tumores de fígado; e de EBV em alguns tumores 

de estômago (34).  

O microbiologista Jeffrey Gordon e seus colegas isolaram e caracterizaram o viroma de 

gêmeos idênticos adultos supostamente saudáveis e de suas mães utilizando amostras de fezes 

coletadas três vezes no decorrer de um ano. O número de vírus identificados nas amostras variou 

consideravelmente de 52 a 2773 em média por amostra, porém interessantemente o perfil viral 

de cada pessoa se manteve relativamente constante ao longo do tempo, demonstrando que 

pessoas saudáveis “estão cheias de vírus”.  

Estudos como o realizado por Charles Langelier et al, 2018 demonstram a utilidade do 

NGS no manejo clínico (36). Foram sequenciados e analisados aspirados traqueais de 92 

pacientes entubados na UTI com insuficiência respiratória aguda, infecções que são de difícil 

identificação em razão das limitações dos testes microbiológicos atualmente realizados (36). 
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Combinando dados de patógenos, microbiota comensal e transcriptoma do hospedeiro humano, 

foi possível identificar os agentes etiológicos (bacterianos e virais) das infecções em pacientes, 

cujos testes microbiológicos tradicionais foram negativos (36). A técnica de NGS também vêm 

sendo utilizada para identificação de agentes etiológicos em líquido cefalorraquidiano e tecido 

cerebral, buscando a elucidação das causas de doenças como meningite e encefalite e para 

identificação de casos de infecções oculares, incluindo crônica causada por rubéola intra-ocular 

(37). 

Já muito caracterizados são os vírus de DNA oncogênicos, neste conjunto estão incluídos 

o Herpesvírus que está associado ao sarcoma de Kaposi, EBV, poliomavírus humano e o HPV. 

Esses agentes estão relacionados a 20% de todos os cânceres (38). 

 

1.3 VÍRUS ASSOCIADOS AO CÂNCER DE PÊNIS: EBV E HPV 
 

O HPV (Human papiloma-virus) é um vírus com grande potencial oncogênico, 

pertencente à família do Papillomaviridae e relacionado a vários tipos de carcinomas (39). Já 

existem hoje mais de 200 tipos de HPV identificados, que são organizados de acordo com seu 

risco oncogênico baixo ou alto e de acordo com os tipos de lesões que eles estão mais associados 

(39). O HPV de alto risco pode causar câncer nas mucosas onde infecta, como por exemplo no 

câncer de pênis, onde as células escamosas são infectadas. Dentre os vários tipos, os mais 

encontrados e de alto risco são os tipos 18 e 16, sendo este último o mais comum e considerado 

um carcinógeno tipo 1 para câncer de pênis (40). Neste sentido, estudos demonstraram que mais 

de 60% das neoplasias malignas de pênis estão associadas a infecções pelo HPV (41). O 

mecanismo de carcinogênese do HPV está relacionado principalmente a superexpressão das 

oncoproteinas virais E6 e E7, que induzem a desregulação do ciclo celular por meio da 

inativação de p53 e pRb, levando a proliferação celular descontrolada (42).  

Dentre os vírus oncogênicos mais estudados, o EBV (Epstein-Barr virus) é um vírus da 

família Herpesviridae (43), cujo potencial oncogênico foi confirmado devido à sua associação 

com linfoma de Burkitt, carcinoma nasofaringeal e alguns adenocarcinomas gástricos (44). 

Porém sua relação com o câncer de pênis ainda não é bem esclarecida, embora alguns estudos 

tenham sugerido que a expressão desajustadas de proteínas latentes de membrana LMP-1 , 

LMP-2A e LMP-2B, atuando nos receptores de células B, expressas durante a latência de vírus 

podem levar ao desenvolvimento deste tipo tumoral (45,46). A infecção por EBV atinge 

principalmente os países mais pobres e está relacionado a aproximadamente 200 mil novos 

casos de câncer/ano no mundo (44).  Alguns estudos têm buscado determinar a relação entre o 
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câncer de pênis e o EBV, como neste realizado no Brasil, que detectou a presença do DNA de 

EBV em 20/21 amostras de tumores de câncer peniano e foi identificada a proteína LMP-1 em 

duas amostras com tumores e positivas para EBV (47). Em outro estudo, os pesquisadores 

avaliaram 135 tecidos tumorais de pênis de homens brasileiros e encontraram 46,7% de 

prevalência para EBV, e 26,7% de co-infecção de HPV e EBV, sendo que a prevalência de 

HPV era de 60,7 %, e destes 29,7% apresentaram HPV 16 e 5,5% HPV 18 (48). Portanto, é 

possível que existam agentes etiológicos ainda não descritos, associados a esta neoplasia. 

 
 

1.4 ANCESTRALIDADE GENÉTICA 
 

A população brasileira é caracterizada predominantemente por três componentes 

genéticos de ancestralidade, europeia, africana e ameríndia. Para determinar a ancestralidade 

genética de indivíduos são utilizados Marcadores Informativos de Ancestralidade (AIMs) que 

exibem diferenças de frequências entre as populações, como os polimorfismo de nucleotídeos 

únicos  (SNPs) que são diferenças em um único nucleotídeo, ou inserções-deleções (INDEls) 

que são diferenças em dois ou mais nucleotídeos que podem estar inseridos ou ausentes no 

DNA (49,50). Em uma meta-análise de 2015 sobre a população brasileira, os autores 

observaram que a ancestralidade genética europeia (0,62) é a mais abundante na nossa 

população, seguida pela africana (0,21) e ameríndia (0,17) (51). Entretanto esta proporção pode 

variar significativamente dependendo da região geográfica (51). Em 2011, Pena e 

colaboradores  identificaram os componentes da ancestralidade molecular através de 

polimorfismos de DNA de brasileiros das quatro regiões mais populosas. Foi observado que a 

ancestralidade europeia foi a mais abundante em todas as regiões brasileiras, enquanto que a 

africana foi mais predominante nas regiões Nordeste e Sudeste. Já o componente ameríndio, 

como esperado, foi maior no Norte (52) (Figura 3). 
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Figura 3 - Proporção de população por regiões incluídas no estudo (Brasil). Legenda: 1- Norte 2- 
Nordeste 3- Sudeste 4- Sul. Índice de componente genético identificado nos pacientes em relação a região 
geográfica. Fonte: Figura retirada de Pena et al, 2011 (52) 

 

O Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE) classifica as etnias em cinco 

categorias: branca, parda, negra, amarela e indígena. Em 2008 foi observado que 190 milhões 

de pessoas no Brasil se autodeclaram  em sua maioria como brancos (48,4%), pardos (43,8%), 

ou negros (6,8%) (52). Um estudo realizado em 2016 por Slopnick e colaboradores, avaliou a 

disparidade racial no tratamento e diagnóstico de 12.090 homens com carcinoma de células 

escamosas de pênis utilizando o Nacional Cancer Database (NCDB) de 1998 a 2012, 

estratificando os dados por raça/etnia e dados clínicos, tais como os indivíduos que foram 

submetidos a cirurgia, tipo de cirurgia, estágio da doença, tratamento e sobrevida. Foram 

identificados 76,8% indivíduos brancos, 10,2% afro-americanos e 8,7% hispânicos. Eles 

concluíram que os hispânicos com câncer de pênis têm maior probabilidade de desenvolver 

uma doença de alto risco em relação aos indivíduos brancos, com sobrevida comparável. 

Enquanto que os afro-americanos têm uma menor probabilidade de realizar um tratamento 

cirúrgico, porém apresentam altas taxas de mortalidade (53). 

A subestrutura étnica e os diversos ancestrais genéticos são fatores que podem contribuir 

para uma predisposição ao desenvolvimento do câncer, assim como para o prognóstico da 

doença, principalmente em populações miscigenadas, como a brasileira (54). Alguns estudos 

vem demonstrando essa relação como o realizado por Leal e colaboradores, que avaliou 

ancestralidade em 427 pacientes brasileiros com adenocarcinoma de pulmão e encontrou uma 

associação entre mutações nos genes EGFR e KRAS, com uma maior e menor proporção de 
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ancestralidade asiática, respectivamente (55). Um outro estudo de Silva e colaboradores avaliou 

137 pacientes diagnosticadas com adenocarcinoma gástrico e 262 indivíduos sem câncer, e 

avaliou a influência da ancestralidade genética na susceptibilidade a estes tumores. Os 

resultados apontam que uma maior contribuição da ancestralidade europeia pode ser um 

elemento de proteção para o desenvolvimento do câncer gástrico na população Amazônica 

avaliada (54). Em muitos estudos relacionados ao câncer de próstata, por exemplo, estes 

tumores parecem afetar principalmente homens de ascendência africana, que possuem um risco 

maior de seu desenvolvimento e um quadro clínico mais agressivo (56,57).  

Tais estudos demonstram a importância de discutir sobre a ancestralidade genética 

correlacionando com os componentes étnicos, fatores ambientais e condições clínicas para 

compreender melhor o câncer em populações específicas, reduzindo as disparidades ao 

tratamento e visando o desenvolvimento de uma medicina personalizada. Principalmente em 

relação ao Ca de pênis em que os pacientes acabam procurando atendimento médico tardio, 

quando o tumor já está muito desenvolvido, em grande parte são de países em desenvolvimento 

e com baixo nível socioeconômico. No entanto, ainda não há estudos de ancestralidade de 

pacientes com câncer de pênis e um dos objetivos de nosso estudo é exatamente avaliar se este 

componente pode influenciar no desenvolvimento e agressividade destes tumores.  
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2. OBJETIVOS 
 

 

Objetivo geral 
 

Caracterizar o viroma e bacterioma de amostras tumorais de carcinomas de pênis 

coletados no ACCCC em São Paulo e na FCECON no Amazonas. 

 

Objetivos específicos 

 

• Avaliar por NGS o perfil de partículas virais em amostras de câncer de pênis (sem 

infecção por HPV e EBV) de duas instituições brasileiras: A.C. Camargo Cancer Center em 

São Paulo - SP e Fundação Centro de Controle de Oncologia do Estado do Amazonas em 

Manaus – AM;  

 

• Determinar o bacterioma de tumores de pênis, por sequenciamento de nova geração 

de amplicons do gene 16S rRNA; 

 

• Comparar o perfil do viroma e bacterioma identificadas nas amostras dos estados, 

de São Paulo e Amazonas, correlacionando-as com dados anatomopatológicos e clínicos 

dos pacientes; 

 

• Utilizar sequências off-target do genoma humano para determinar a ancestralidade 

molecular dos pacientes incluídos no estudo 
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3. PACIENTES E MATERIAIS E MÉTODOS 
 

3.1 ASPECTOS ÉTICOS E POPULAÇÃO ESTUDADA 
 

Este é um estudo retrospectivo que foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa – 

CEP do ACCCC através do número 2689/19 (Anexo 1) e pelo Comitê de Ética da Fundação 

Centro de Controle de Oncologia do Estado do Amazonas pelo parecer 2.230.007, dentro do 

estudo intitulado através do estudo: “Análise metagenômica do viroma das neoplasias 

penianas” (Anexo 2).  

Foram incluídas no presente estudo todas as 15 amostras de tecido tumoral congelado 

de pacientes com CID C60 (Neoplasia maligna do pênis) disponíveis no biobanco do ACCCC, 

e foram coletadas no hospital entre Junho de 2006 a Março de 2018. As amostras foram 

disponibilizadas seguindo as Diretrizes Nacionais para Biorrepositório e Biobanco de Material 

Biológico Humano com Finalidade de Pesquisa.  

Adicionalmente, foram utilizadas neste estudo 40 amostras tumorais de indivíduos com 

câncer de pênis recrutados pela FCECON no período de Outubro de 2012 a Junho de 2018. Tais 

amostras foram obtidas através das colaboradoras Kátia Luz Torres Silva e Valquíria do Carmo 

Alves Martins.   

Para o sequenciamento do viroma foram selecionadas amostras negativas para HPV e 

EBV (23/55 = 42%), dado que o objetivo era identificar novos vírus potencialmente 

oncogênicos nestes tumores. Amostras positivas para estes vírus foram usadas no estudo do 

bacterioma e um número menor foi utilizado no estudo do viroma, como controle positivo. Para 

o bacterioma foram utilizadas 37 amostras da FCECON e 19 amostras do ACCCC de tecido 

congelado com câncer de pênis, além de 8 amostras de tecidos congelados de pênis de margem 

cirúrgica sem neoplasia (Figura 4). 
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min, e uma extensão final de 72ºC 10 min. A PCR foi avaliada por eletroforese em gel de 

agarose 1%, utilizando como controle positivo a linhagem de células Caski - DNA de carcinoma 

epidermoide cervical positivo para HPV 16. O tamanho de banda esperado para o produto de 

amplificação do HPV foi de 450 pb correspondente a região do gene L1. 

A triagem do EBV foi realizada utilizando a técnica de PCR quantitativo em tempo real 

(qPCR) no qual foi preparado um mix contendo 10μl de TaqMan™ Fast Universal PCR Master 

Mix, 1μl de EBVW Assay (20X) (F: 5'-GCAGCCGCCCAGTCTCT-3 '; R: 5'-

ACAGACAGTGCACAGGAGCCT-3'), 1μl de ACTB3 Assay (20X) (F: 5′-

CCATCTACGAGGGGTATGC-3 ′; R: 5′-GGTGAGGATCTTCATGAGGTA-3 ′), 7μl de 

água e 1μl de DNA. A reação é um multiplex com sonda de hibridização para o EBV marcada 

com fluoróforo FAM e sonda de hibridização para o controle humano β-actina marcada com o 

fluoróforo VIC. A qPCR foi realizada no aparelho de real time StepOne Plus (Thermo Fisher, 

EUA) com a ciclagem: 95ºC 20 seg, seguida de 40 ciclos de 95ºC 3 seg, 60ºC 30 seg, e 

finalmente 60ºC 30 seg (60). 

 

3.4 ISOLAMENTO DE PARTÍCULAS VIRAIS 

 
O protocolo de isolamento de partículas virais que foi utilizado neste projeto foi o descrito 

por Conceição-Neto e colaboradores (61). Esse protocolo é baseado no enriquecimento de 

partículas virais extracelulares por centrifugação, filtração e tratamento com nucleases antes da 

extração dos ácidos nucléicos (DNA e RNA) contidos dentro dos capsídeos virais (Figura 5). 

Nosso intuito ao utilizar esta metodologia foi identificar vírus que tivessem em infecção ativa 

e pudessem estar putativamente associados a neoplasia maligna de pênis. 
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contendo esferas cerâmicas, que permitem uma dissociação mecânica do tecido quando o tubo 

é agitado no equipamento Precellys. Foi adicionado 1mL de PBS filtrado aos tubos com as 

amostras, os quais foram agitados no Precellys a 6.500 rpm por 4 vezes durante 15 seg. 

 

3.6 ENRIQUECIMENTO DE PARTÍCULAS VIRAIS 

 
Após a homogeneização dos tecidos tumorais foi realizada uma centrifugação a 17.000g 

durante 3 min para retirar células humanas e partículas maiores. Todo o sobrenadante foi 

recuperado e 500μl filtrado a 2.000g de 2 a 10 min em filtro de 0,8μm, para eliminação de 

bactérias. Ao volume de 130μl do filtrado foi adicionado 8,4μl do Tampão 20X (Tris 1M, CaCl2 

100mM e MgCl2 30mM), 1μl de microccocal nuclease (NEB) e 2μl de benzonase nuclease 

(Millipore) e incubado no thermomixer a 37ºC por 2h. Este tratamento com nucleases foi 

realizado para a digestão de ácidos nucleicos livres (Fora das partículas virais). Para término da 

reação enzimática foi adicionado 7ul de EDTA 0,2M. 

 

3.7 EXTRAÇÃO E QUANTIFICAÇÃO DE DNA/RNA 

 
Para extração dos ácidos nucleicos (DNA/RNA) contidos dentro dos capsídeos virais foi 

utilizado QIAamp® Viral RNA Mini Kit (Qiagen, EUA). Foi inserido 560μl de lysis Buffer 

(AVL) utilizando o vortex para misturar por 15 seg e logo após incubado por 10 min a 

temperatura ambiente. 560μl de etanol absoluto foi adicionado nas amostras com nuclease e 

misturado novamente no vortex por 15 seg em seguida foi adicionado 630μl da mistura à coluna 

QIAamp Mini a qual foi centrifugada durante 1 min a 6.000g. Todo o tubo contendo o filtrado 

foi descartado e o procedimento foi repetido até que todo lisado tivesse sido conduzido na 

coluna. Para purificação das amostras foi adicionado 500μl de Buffer AW1 e centrifugado a 

6.000g por 1 min (sendo o tubo contendo o filtrado descartado e a coluna transportada para um 

novo tubo). Foram acrescentados 500μl do Buffer AW2, realizando uma centrifugação por 3 

min a 20.000g e 14.000rpm (o processo de descarte do tubo foi repetido) e centrifugado por 

mais 1 min. A coluna QIAamp Mini foi transportada para um novo tubo de 1,5mL (filtrado 

descartado), onde adicionamos 2 vezes 30μl do Buffer AVE de modo que não se aproximasse 

muito da membrana do filtro, que foi incubada por 1 min em temperatura ambiente e 

posteriormente centrifugada por 1 min 6.000g e 8.000rpm. O DNA e RNA eluídos foram 
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quantificados por fluorímetria, com os kits Qubit RNA HS Assay e Qubit dsDNA HS Assay  

(Thermo Fisher, EUA). 

 

3.8 AMPLIFICAÇÃO DO DNA/RNA E PREPARO DA BIBLIOTECA 

 
A etapa de amplificação do DNA/RNA é fundamental para adquirirmos massa suficiente 

para fazer o sequenciamento. O Complete Whole Transcriptome Amplification Kit WTA2 

(Sigma-Aldrich, EUA), se baseia na transcrição reversa de RNA para cDNA através de 

oligonucluotídeos randômicos, contendo uma sequência universal que é utilizada 

subsequentemente para amplificação por PCR. A cada 2,82μl da amostra extraída (5-25ng de 

RNA) foi adicionada 0,5μl de Library Synthesis Solution, que foi então incubada no 

termociclador por 2 min a 95ºC. Em seguida foi adicionado 0,5μl de Library Synthesis Buffer, 

0,78μl de água isenta de RNase e 0,4μl de Library Synthesis Enzyme, seguido de incubação no 

termociclador (18ºC por 10 min, 25ºC por 10 min, 37ºC por 30 min, 42ºC por 10 min, 70ºC por 

20 min e resfriando até 4ºC). A esses 5μl de biblioteca foi adicionado 7,5μl de Amplification 

Mix, 60,2μl de água, 1,58μl de WTA dDNTP mix, 0,75μl de Amplification enzyme, seguido de 

incubação no termociclador por: 94ºC por 2 min; seguido por 20 ciclos de 94ºC por 30 seg; e 

70ºC por 5 min, e resfriando até 4ºC. 

O QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen, EUA) foi utilizado para a purificação das 

amostras amplificadas. Aos 75μl de produto amplificado foi adicionado 375μl de Buffer PB, 

transferido para a coluna QIAquick, e centrifugado por 17.900g por 1 min. O eluato foi então 

descartado e a coluna lavada com 750μl de Buffer PE. O DNA foi eluído da coluna com 50μl 

de água. Com o fluorímetro Qubit (Thermo Fisher, EUA) o DNA foi quantificado. 

Foi utilizado 3ng do DNA amplificado para a construção da biblioteca com o Nextera XT 

DNA Library Preparation Kit (Illumina, EUA). Foi preparado um mix contendo 5μl de 

Tagment Buffer, 2,5μl de Amplicon Tagment Mix e 2,5μl de DNA amplificado (diluído para 

1,2ng/μl). Essa reação foi então incubada no Hybex Microsample Incubator (SciGene) a 55ºC 

por 4 min para o processo de tagmentação. Foi adicionado 2,5μl de Neutralize Tagment Buffer 

para parar o processo. Na sequência, foram adicionados então os componentes: 2,5μl de 

iniciadores 1 (i7, N70X diferente para cada amostra) 2,5μl de iniciadores 2 (i5, S50X diferente 

para cada amostra) e 7,5μl de Nextera PCR master mix. Em seguida a reação foi incubada no 

termociclador a: 72ºC por 3 min; 15 ciclos de 95ºC por 30 seg; seguido por 15 ciclos de 95ºC 

por 10 seg; 72ºC por 15 seg e resfriando até 4ºC.  
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As bibliotecas foram purificadas com AMPure magnetic beads (Thermo Fisher, EUA). 

Foi adicionado 15μl das esferas magnéticas a 25μl de produto de PCR, que foi incubado a 

temperatura ambiente por 5 min e posicionado no suporte magnético por 2 min para ligação das 

esferas ao imã. O sobrenadante foi removido e as esferas lavadas utilizando 200μl de etanol 

80%. O etanol foi removido, as beads secas e as bibliotecas eluídas das esferas utilizando 

26,25μl de Resuspension Buffer. Após ligação das esferas ao ímã, 25μl do sobrenadante, 

contendo as bibliotecas purificadas, foi transferido para novos tubos. A concentração das 

bibliotecas foi determinada pelo Qubit (Thermo Fisher, EUA) e a distribuição de tamanhos dos 

fragmentos de DNA determinada pelo Bioanalyzer (Agilent, EUA). As bibliotecas foram 

quantificadas por qPCR com o KAPA Library Quantification Kit (Illumina, EUA). 

Diluições de 1:500 e 1:5000 das bibliotecas foram preparadas para que ficassem dentro 

da curva padrão fornecida no Kit. Foi adicionado a 4μl de amostra diluída 6μl de uma mistura 

de 2X KAPA SYBR FAST qPCR Master Mix/10X Iniciadores Premix/ROX High. O qPCR foi 

realizado no equipamento StepOne Plus (Thermo Fisher, EUA) com o programa: 95ºC 5 min, 

seguido por 35 ciclos de 95ºC 30 seg e 60ºC 45 seg. Cada biblioteca foi diluída para uma 

concentração final de 4nM, utilizando para tal a concentração obtida no qPCR e o tamanho 

médio obtido no Bioanalyzer. Uma mistura equimolar das bibliotecas foi então preparada para 

o sequenciamento. 

 

3.9 SEQUENCIAMENTO DAS AMOSTRAS 

 
O sequenciamento foi realizado na plataforma NextSeq 500 (Illumina, EUA) com leitura 

pair-end de 150bp, utilizando o High-output flow cell, com capacidade esperada de gerar até 

400 milhões de sequências. Nosso objetivo foi obter aproximadamente 20 milhões de leituras 

por amostras. 

 

3.10 ANÁLISE DE BIOINFORMÁTICA DO VIROMA 

 
As análises dos viromas foram primeiramente feitas utilizando um pipeline montado pelo 

grupo de Bioinformática do Dr. Israel Tojal, do ACCCC. O programa metaSPAdes (59) foi 

utilizado para montagem “de novo” das sequências e geração de contig anotados com o 

programa Kraken2 (62), utilizando o banco de dados de nucleotídeos de vírus do NCBI (nt) 

(63). Em colaboração com o Dr. Wilson Araújo da Silva Jr e seu aluno de mestrado Rafael dos 
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Santos Bezerra, nossos dados foram também analisados com um pipeline alternativo utilizado 

pelo grupo do Departamento de Genética da Faculdade de Medicina de Ribeirão da USP. 

Primeiramente, os dados brutos do sequenciamento foram submetidos ao controle de qualidade 

utilizando o software FastQC (64). Após avaliar a qualidade das sequências foi realizada uma 

seleção daquelas com a melhor qualidade (Phred score >30), sendo que o corte para as 

sequências de baixa qualidade foi executado de duas maneiras distintas: pelo uso do 

Trimmomatic (65), para remover sequências de baixa qualidade, duplicatas e bases ambíguas; 

e uso do Cutadapt (66) para remoção de adaptadores Illumina. Para as análises subsequentes 

foram utilizadas apenas sequências com uma qualidade acima de 30 pontos. Uma segunda etapa 

de corte de sequências inadequadas foi feita usando o software AfterQC (67), que faz a remoção 

de caudas poli-X e bases ambíguas foi realizada. Para fazer a classificação taxonômica das 

sequências, foi utilizado  o programa Kraken 2 (68). A montagem “de novo” foi realizada 

usando o programa SPAdes (69) e finalmente, a fim de identificar a similaridade de 

nucleotídeos e aminoácidos, realizou-se  respectivamente o BLASTn e BLASTx com o uso do 

Diamond (70). O Diamond utiliza uma estratégia baseada na tradução das bases nucleotídicas 

para proteínas. Desta forma ele minimiza o esforço computacional e contrapõe essas proteínas 

contra um banco de dados específico, o que inclusive acelera muito o processo de análise. No 

caso utilizamos o banco de dados completo de proteínas disponível no NCBI (63). Por fim, foi 

utilizada uma opção de virtualização de máquina com o Docker (71). Mantendo assim a 

estabilidade do script e dos programas bases utilizados.  

 

3.11 ANCESTRALIDADE GENÉTICA 
 

A ancestralidade genética foi feita a partir das sequências off-target provenientes do 

sequenciamento dos viromas de todos os pacientes. Estas sequências mapearam no genoma 

humano e faziam parte de um conjunto total de 120 mil SNPs indicativos de ancestralidade, 

obtidos a partir de nove populações-referência (72). Esta abordagem já havia sido realizada com 

sucesso no nosso laboratório recuperando em média mais de 400 marcadores informativos de 

ancestralidade, numa coorte de câncer gástrico com sequenciamento de exomas ou painéis 

gênicos (73). Foram utilizadas as boas práticas do GATK (74), e realizada a chamada de 

variantes utilizando o método HaplotypeCaller (75). Por se tratar de regiões off target, uma vez 

que o objetivo principal do sequenciamento era identificação de vírus, optamos por fazer a 
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inferência por amostra, filtrando os SNPs presentes em bancos de dados e que tinham uma 

cobertura mínima de 3 reads. 

 

3.12 EXTRAÇÃO DE DNA DAS AMOSTRAS SELECIONADAS PARA O 

BACTERIOMA 
 

Avaliamos as amostras selecionadas para o bacterioma independente do status de HPV e 

EBV. Todas as amostras congeladas foram cortadas em nitrogênio líquido, para obtenção de 25 

a 30mg de tecido. Primeiramente foi adicionado 1mL de SLX-Mlus Buffer do kit da Omega 

E.Z.N.A.®Universal Pathogen (Omega, EUA) em tubos com beads de vidro, para auxiliar na 

dissociação do tecido, que foi em seguida centrifugado a 2000g por 15 sec. Foram adicionados 

às amostras 40μl de proteinase- K e 72μl de DS Buffer, que foram incubadas no banho maria 

por 3h a 60ºC.  Logo após, o lisado foi centrifugado a 12.000g por 5 min e todo o sobrenadante 

foi recuperado. 600μl de RBB Buffer foram adicionados ao sobrenadante e mantido em 

temperatura ambiente por 5 min. Na coluna MicroElute LE DNA foi transferido 700μl da 

mistura, a qual foi centrifugada a 14.000rpm durante 1 min. Após o descarte do filtrado foram 

adicionados 500μl de HBC Buffer à coluna, que foi então centrifugada por 30 seg a 14.000rpm. 

700μl de DNA Wash Buffer foram adicionados as novas colunas, que foram centrifugadas, e 

em seguida para remoção de qualquer traço de etanol, foi realizada mais uma centrifugação de 

14.000rpm por 30 seg. Para eluição do DNA, foram adicionados 50μl de Elution Buffer, seguido 

de incubação por 2 min em temperatura ambiente e posteriormente centrifugada por 1 min a 

14.000rpm. Com o mesmo volume foi realizada uma segunda eluição nas colunas. O DNA foi 

quantificado por fluorímetria com o kit Qubit dsDNA HS Assay Kit (Thermo Fisher, EUA). 

 

3.13 GERAÇÃO DOS AMPLICONS DAS REGIÕES V3-V4 DO GENE rRNA 

16S 

 
Foram usados oligonucleotídeos para a amplificação das regiões hiper-variáveis V3 e 

V4 do gene rRNA 16S. Para gerar os amplicons uma reação de PCR convencional foi realizada 

padronizando 50ng como massa de DNA a ser amplificado. Foi preparado um mix contendo 

17,5μl da enzima Kapa 2G Robust Hotstart Ready Mix, 3,5μl de 5μM de cada um dos 

iniciadores 
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 U341F (5’-

ACTCTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCTCCTACGGGRSGCAGCAG-3’) e 806R 

(5’-GTGACTGGAGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTGGACTACHVGGG 

TWTCTAAT-3’) (as sequências dos adaptadores Illumina estão sublinhadas e as sequências 

complementares ao gene bacteriano em negrito); e 10,5μl de DNA diluído em água para 

completar o volume final de 35μl. A ciclagem foi realizada no termociclador por:  95ºC 2 min, 

seguida de 32 ciclos de 95ºC 20 sec, 55ºC 15 sec, e extensão final de 72ºC 5 min, resfriando até 

4ºC. Os amplicons foram analisados por uma eletroforese em gel de agarose 1% corado com 

SYBR Safe (Thermo Fisher, EUA), utilizando 4μl de produto de PCR amplificado e como 

controle positivo o DNA de E.coli. As bandas foram visualizadas em luz ultravioleta (UV) 

conforme o observado na Figura 6.  

 

 

 

 

 

 

 

Em seguida, os amplicons gerados foram purificados com AMPure magnetic beads XP 

(Thermo Fisher, EUA), através da adição de 90μl das esferas magnéticas a 50μl de volume 

contendo água mais produto de PCR. Os tubos foram incubados por 5min a temperatura 

ambiente e em seguida foram colocados na raque magnética por 3min. Todo o sobrenadante foi 

descartado e 200μl de etanol 70% foi adicionado para lavar as beads. Logo em seguida as 

amostras foram incubadas em temperatura ambiente por 30 sec. O etanol foi removido e uma 

segunda lavagem com etanol 70% foi realizada. Após a remoção de todo etanol, as beads 

ficaram na raque magnética por aproximadamente 5min a temperatura ambiente para secarem. 

O DNA foi eluído das beads em 15μl de água. A concentração dos amplicons foi determinada 

por leitura no Qubit (Thermo Fisher, EUA).  

As amostras seguiram para a construção de bibliotecas e sequenciamento em um serviço 

terceirizado prestado pela empresa Neoprospecta Microbiome Technologies (Florianópolis, 

Figura 6 -Análise de amplificação das regiões V3 e V4 do rRNA 16S em gel de agarose 1% 
de amostras de pacientes do Amazonas e de São Paulo. Legenda: 1- 27A 2- 30A 3- 37A 4- 41A 5- 
43A 6- 46A 7- PA45T 8- PA54T 9- PA56T 10- PA60T 11- PA65N 12- PA55N 13- 52A 14- 63A 15- Controle 
positivo (E.coli) 16 – Controle negativo (sem DNA). 
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Santa Catarina -Brasil). A construção das bibliotecas foi feita 

em triplicata, utilizando 5ng dos amplicons purificados por cada reação, mais enzima Taq 

Platinum (Invitrogen, EUA) e barcodes específicos para cada amostras. As triplicatas foram 

combinadas e purificadas com Ampure XP Beads e em seguida foi realizado o pool de 

bibliotecas utilizando uma mistura equimolar de cada amostra (76). As bibliotecas foram 

quantificadas por qPCR com o KAPA Library Quantification Kit (Kapa Biosystems) e o 

sequenciamento foi realizado na plataforma MiSeq com o kit MiSeq Reagent v2 (500 ciclos) 

na plataforma MiSeq (Illumina), visando gerar ≥ 50.000 reads por amostra.  

 

3.14 ANÁLISE DE BIOINFORMÁTICA DO BACTERIOMA   
 

A análise das sequências foram realizadas com um pipeline desenvolvido em parceria 

com o grupo de Bioinformática do ACCCC, e utilizou o programa Qiime2 (Quantitative 

Insights Into Microbial Ecology) para o processamento dos dados brutos (77,78). As sequências 

obtidas foram clusterizadas com porcentagem de 97% de identidade, para então realização da 

classificação taxonômica das Operational taxonomic Units ou Unidades Taxonômicas 

Operacionais (OTUs) contra o banco de dados SILVA (79). As análises de alfa e beta 

diversidade foram realizadas utilizando o pacote phyloseq no programa RStudios (80,81). Na 

diversidade Alfa foram avaliados os seguintes índices: Observed, onde foi avaliada o número 

de OTUs presente nas amostra; Shannon que considera a abundância e homogeneidade da 

distribuição das OTUS encontradas e o índice de Simpson, que mede a probabilidade das OTUs 

pertencerem ao mesmo taxa (variando de 0 a 1, sendo 1 maior diversidade) (82). Para 

comparação dos grupos foi utilizado o teste não paramétrico de Mann-Whitney para amostras 

independentes e estabelecido o nível de significância com 5% (p<0,05) (82). Para diversidade 

Beta avaliamos a similaridade ou diferença na composição de bactérias entre os grupos de 

amostras, utilizando os índices de Bray-curtis, Unifrac unweighted e Unifrac weighted. Com o 

índice de Bray-curtis é possível avaliar a abundância dos diferentes taxa entre as amostras, 

enquanto com Unifrac unweighted, avaliamos a composição do bacterioma de maneira 

quantitativa, levando em conta a distância filogenética entre as OTUs, ou seja, quanto mais 

distantes há menor similaridade entre os grupos. Por outro lado,  o índice de Unifrac weighted 

baseia-se também na abundância dos taxa entre as amostras, dando informação quantitativa e 

qualitativa sobre a composição bacteriana das amostras (82). A análise estatística destas 

métricas foi realizada pelo teste não paramétrico ANOSIM (analysis of similarities), também, 

com o nível de significância de 5% (p<0,05). O teste LefSe (Linear discriminant analysis effect 
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size) foi aplicado para avaliar gêneros mais enriquecidos e diferencialmente abundantes entre 

os grupos estudados. Esta ferramenta identifica características entre os grupos avaliados, 

considerando sua abundância relativa, acoplado a testes estatísticos padrão e outros testes que 

avaliam a consistência biológica e relevância do achado (83).  
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 

4.1 INFORMAÇÕES CLÍNICAS DOS PACIENTES INCLUÍDOS NO 

ESTUDO DO VIROMA 
 

A coleta dos dados clínicos dos pacientes recrutados no ACCCC foi realizada através da 

consulta dos seus prontuários médicos, com o auxílio das enfermeiras de pesquisa Fernanda 

Pintor e Cássia da Silvia. Após o início das análises foi observado que duas amostras de São 

Paulo eram de um mesmo paciente (PA54T/PA56T), devido a isto há avaliação dos dados 

clínicos de 23 pacientes das 24 amostras sequenciadas. 

Dentre as amostras tumorais analisadas, 39% (n=9) são de pacientes do ACCCC e a 

maior parte 61% (n=14) da FCECON. A idade do diagnóstico dos indivíduos incluídos no 

estudo variou entre 20 e 85 anos, com mediana de 52 anos e média de 50,87 anos, sendo que a 

maior parte dos pacientes 52% (n=12) tinham idade acima de 50 anos. A maior parte dos 

pacientes  48% (n=11) se declararam pardos; 31% (n=7) brancos; 13% (n=3) negros e 4% (n=1) 

indígena. Eram casados 39% (n=9) dos pacientes e em 87% (n=20) dos casos o tipo de serviço 

de atendimento utilizado foi através do SUS (Sistema Único de Saúde) (Tabela 2).  
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Tabela 2 - Características gerais dos pacientes selecionados para avaliação do viroma 

 

Observando os dados dos aspectos histopatológicos, há uma maior predominância dos 

tumores localizados em glande e prepúcio 35% (n=8), sendo que 22% (n= 5) atingem somente 

a glande. A maior parte dos pacientes 70% (n=16) apresenta grau histológico II, sendo que 

pacientes com grau I, III e IV atingem uma porcentagem igualitária dos pacientes, apenas 4% 

(n=1). Contudo, há 18% (n=4) dos laudos sem especificações do local de acometimento do 

tumor. Quanto ao tipo histológico, 74% dos casos (n=17) apresentaram carcinoma epidermoíde, 

o tipo mais comum entre os cânceres de pênis. A maior parte dos casos 57% (n=13) não 

apresentavam metástase linfonodal. Em relação a invasão perineural, 43% (n=10) não 

apresentaram invasão perineural e 56% (n=13) não apresentavam invasão vasolinfática. 

Infelizmente não conseguimos obter em 35% (n=8) dos casos informações para invasão 

perineural e para invasão vasolinfática dos dados clínicos dos pacientes da FCECON (Tabela 

3). 

PARÂMETRO Número  Porcentagem 
Origem das amostras 

  

São Paulo 9 39 
Amazonas 14 61    

Idade do diagnóstico (média  –  50,87) 
  

< 30 2 9 
30 a 50 9 39 
> 50 12 52 
   
Etnia    
Branca 7 31 
Parda 11 48 
Indígena 1 4 
Preta 3 13 
Não responderam  1 4 
   
Estado civil    
Casado 9 39 
Solteiro 6 26 
União estável 3 13 
Viúvo  3 13 
Não responderam 2 9 
   
Tipo de serviço hospitalar    
Convênio 1 4 
Particular  2 9 
SUS 20 87 
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Tabela 3 - Aspectos histopatológicos dos pacientes que tiveram os viromas sequenciados 

PARÂMETROS  Número  Porcentagem 
Local do tumor 

  

Prepúcio 2 9 
Glande 5 22 
Glande e prepúcio 8 35 
Corpo cavernoso e esponjoso 1 4 
Outras especificações  4 17 
Sem especificação 3 13 
   
Grau histopatológico 

  

Grau I  1 4 
Grau II 16 70 
Grau III 1 4 
Grau IV 1 4 
Sem especificação  4 18 
   
Tipo histológico   
Carcinoma epidermoíde 17 74 
Carcinoma verrucoso 1 4 
Outros tipos histológicos 2 9 
Sem especificação 3 13 
   
Metástase linfonodal   
Presente  9 39 
Ausente 13 57 
Sem especificação  1 4 
   
Invasão perineural    
Presente 5 22 
Ausente 10 43 
Sem especificação 8 35 
   
Invasão vasolinfática    
Presente 2 9 
Ausente 13 56 
Sem especificação 8 35 

 

Dentre os parâmetros clínicos dos pacientes das coortes do ACCCC e da FCECON, 

como ocorrência de doenças pré- neoplásicas, observamos que 13% (n=3) dos pacientes 

apresentam Eritroplasia de Queyrat, uma patologia que pode comprometer mucosas e 

semimucosas do pênis e predispor ao carcinoma epidermóide. Em relação à fimose, 52% dos 

pacientes (n=12) já apresentaram fimose ao diagnóstico. Apenas 13% (n=3) dos pacientes 

disseram fazer uso de tabaco, enquanto que a maior parte dos pacientes 52% (n=12) negaram 

fazer uso de tabaco (Tabela 4). 
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Tabela 4 - Parâmetros clínicos dos pacientes selecionados para avaliação do viroma   
PARÂMETROS  Número  Porcentagem 
Doenças pré-neoplásicas 

  

Presente 3 13 
Ausente 20 87  
   
Fimose   
Sim 12 52 
Não 4 17 
Sem especificação  7 31 
   
Tabagismo 

  

Sim 3 13 
Não  12 52 
Ex-tabagista  6 26 
Não responderam  2 9 

 

 

4.2 INFORMAÇÕES CLÍNICAS DOS PACIENTES INCLUÍDOS NO 

ESTUDO DO BACTERIOMA 
 

O bacterioma de 64 pacientes, sendo 27 casos de SP (ACCCC) e 37 do AM (FCECON),  

foram avaliados através do sequenciamento de amplicons das regiões V3 e V4 do gene rRNA 

16S (Figura 4), sendo averiguado os dados clínicos de 63 pacientes. A idade dos pacientes 

variou de 20 a 88 anos, com média de 56 anos e mediana de 57 anos. Em relação a etnia das 

duas coortes de casos de São Paulo e do Amazonas:  a maior parte 53% (n=33) se declarou 

pardo; 33% (n=21) brancos; 8% (n=5) negros e 3% (n=2) se declararam indígenas, ou não 

responderam. Em 46% (n=29) dos casos os pacientes eram casados e 86% (n=54) foram 

atendidos pelo SUS (Sistema Único de Saúde) (Tabela 5).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



29 

 

Tabela 5 - Características clínicas dos pacientes que tiveram o bacterioma avaliado 

 
 

Os aspectos histopatológicos mostram uma maior predominância dos tumores 

localizados na glande em 41% dos casos (n=26), seguido de prepúcio com 6,5% (n=4), assim 

como corpo cavernoso e/ou esponjoso. A maioria dos pacientes 54% (n=34) apresentou grau 

histológico II, sendo que pacientes com grau I perfizeram 24% (n=15).  Casos de graus III e IV 

somaram apenas 3% (n=2) para cada. Quanto ao tipo histológico 86% (n=54) apresentam 

carcinoma epidermoíde e 2% (n=1) carcinomas verrucosos. 56% (n=35) não apresentavam 

metástase linfonodal, enquanto que 38% (n=24) apresentavam metástase. Em sua maioria os  

pacientes 62% (n=39) não apresentavam invasão perineural e nem invasão vasolinfática 64% 

(n=40). Infelizmente não conseguimos obter informações de 13 casos sobre invasão perineural 

e vasolinfática dos dados clínicos dos pacientes da FCECON e apenas para um caso do ACCCC 

(Tabela 6). 

 

 

 

 

 

 

PARÂMETRO Número Porcentagem 
Etnia    
Branca 21 33 
Parda 33 53 
Indígena 2 3 
Preta 5 8 
Não responderam 2 3 
   
Estado civil    
Casado 29 46 
Divorciado 2 3 
Não responderam 2 3 
Solteiro 15 24 
União estável 6 10 
Viúvo  9 14 
   
Tipo de serviço hospitalar    
Convênio 5 8 
Particular  3 5 
SUS 54 86 
Sem informação   1 1 
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Tabela 6 - Aspectos histopatológicos dos pacientes que tiveram bacterioma tumoral avaliado  
PARÂMETROS  Número Porcentagem 
Local do tumor 

  

Prepúcio 4 6,5 
Glande 26 41 
Glande e prepúcio 7 11 
Corpo cavernoso e/ou esponjoso 4 6,5 
Outras especificações  15 24 
Sem especificação 7 11 
   
Grau histopatológico                                                                                              

  

Grau I 15 24 
Grau II 34 54 
Grau III 2 3 
Grau IV 2 3 
Sem especificação  10 16 
   
Tipo histológico 

  

Carcinoma epidermoíde 54 86 
Carcinoma verrucoso 1 2 
Outros tipos histológicos 4 6 
Sem especificação 4 6  
   
Metástase linfonodal 

  

Presente  24 38 
Ausente 35 56 
Sem especificação  4 6  
   
Invasão perineural  

  

Presente 9 14 
Ausente 39 62 
Duvidosa 1 2 
Sem especificação 14 22 
   
Invasão vasolinfática    
Presente 9 14 
Ausente 40 64 
Sem especificação 14 22 

 

 

          Conforme os dados clínicos da Tabela 7, observamos que  21% (n=13) dos 

pacientes apresentavam doenças pré- neoplásicas, dentre elas:  Eritroplasia de Queyrat, 

Balanite, Condiloma acuminado e Leucoplasias. Em relação a fimose, 51% (n=32) 

apresentaram esta condição e a maior parte dos pacientes 43% (n=27) negaram fazer uso de 

tabaco, porém 38% (n=24) são tabagistas. 
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Tabela 7 - Parâmetros clínicos dos pacientes que tiveram o bacterioma avaliado  
PARÂMETROS Número Porcentagem 
Doenças pré-neoplásicas 

  

Presente 13 21 
Ausente  50 79  
   
Fimose   
Sim 32 51 
Não 14 22 
Sem especificação  17 27 
   
Tabagismo 

  

Sim 24 38 
Não  27 43 
Ex-tabagista  8 13 
Não responderam 4 6 

 

 

4.3 EXTRAÇÃO E TRIAGEM PARA HPV E EBV 

 
Após a macrodissecção das amostras, cada tecido foi adicionado a um tubo com 1mL 

PBS filtrado, para lise e homogeneização no equipamento do Precellys®. Parte do 

homogeneizado seguiu para a extração de DNA e RNA com o protocolo para avaliação das 

partículas virais, e a outra parte foi extraído DNA para avaliação de HPV e EBV. Para posterior 

utilização das amostras negativas para HPV e EBV no protocolo de isolamento de partículas 

virais 1mL do sobrenadante foi transferido para um novo tubo e armazenado a -20ºC. Foi 

realizada a avaliação da presença de DNA de HPV por PCR convencional nas 15 amostras 

derivadas do ACCCC. Conforme podemos observar na Figura 7, quatro delas foram positivas 

para HPV, além do controle positivo de DNA da CaSki cell (58).  

Na triagem para EBV por qPCR, apenas uma amostra de um paciente do ACCCC foi 

positiva, sendo esta mesma amostra negativa para HPV (Tabela 8) (60). As 40 amostras da 

Fundação Centro de Controle de Oncologia do Estado do Amazonas (FCECON) foram 

previamente analisadas para HPV e EBV com a mesma metodologia empregada nas amostras 

dos pacientes do ACCCC. 
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Tabela 9 - Amostras selecionadas para avaliação do viroma. 
INDEX SAMPLE ID ORIGEM 

1 10_PA58T SP 
2 9_PA56T SP 
3 22_74A AM 
4 19_56A AM 
5 1_PA45T SP 
6 7_PA54T SP 
7 16_49A AM 
8 15_46A AM 
9 5_PA48TA SP 

10 2_PA44T SP 
11 12_32A AM 
12 11_30A AM 
13 8_PA55T SP 
14 4_PA10TB SP 
15 14_43A AM 
16 13_41A AM 
17 3_PA40T SP 
18 23_75A AM 
19 21_71A AM 
20 24_39A AM 
21 20_62A AM 
22 18_55A AM 
23 17_51A AM 
24 6_PA50T SP 

 

 

4.4 AVALIAÇÃO DOS VIROMAS TUMORAIS 

 
Após a realização do protocolo escolhido para o enriquecimento de partículas virais 

(Figura 8), as amostras foram sequenciadas na plataforma NextSeq 500 (Illumina, EUA) e o 

sequenciamento gerou 115G de bases com 83% de alta qualidade (Phred quality score 30),  

uma média de 28 milhões de sequências por amostra e com um total de reads gerados de 

674,921,012. Foram mapeados 8,180,640 (13%) sendo 7,619,616 (12,7%) mapeado proper 

pair, o que significa que ambos os reads foram mapeados na orientação e distância esperados. 

As análises de bioinformáticas foram feitas no ACCCC e foi observado que aproximadamente 

99% das sequências mapeiam no genoma humano. Porém cinco amostras mostraram um 

enriquecimento mais expressivo para sequências não-humanas, conforme observado nas barras 

azuis (unmpaped) da Figura 8. 
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Para estas cinco amostras, as sequências analisadas mapearam entre 442.598 a 2.432.037 

com o genoma de bactérias (1,3 a 5,6%); 4.133.983 a 16.411.909 sequências de eucariotos (17,5 

a 48,8%), e 30.955 a 285.717 (0,1 a 1%) com genomas virais (Tabela 10). Os bancos de 

genomas virais ainda são incompletos e muitas sequências de alta qualidade aqui obtidas (37.4-

74.6%) permaneceram como não classificadas, mesmo após anotação com um dos mais 

abrangentes bancos do National Center for Biotechnology Information (NCBI).  

 
 

Tabela 10 – Anotação das sequências do viroma  

AMOSTRA 
NÚMERO DE SEQUÊNCIAS (%) 

NÃO 
CLASSIFICADO 

BACTÉRIA/ 
ARQUEA EUCARIOTO VÍRUS TOTAL 

7-PA54T 10.622.168 (37.4) 1.351.929 (4.8) 16.175.042 (56.9) 285.717 (1.0) 28.434.856 

4-PA10TB 28.390.883 (65.9) 2.432.037 (5.6) 12.093.490 (28.1) 182.670 (0.4) 43.099.080 

6-PA50T 17.660.181 (74.6) 1.791.428 (7.6) 4.133.983 (17.5) 101.738 (0.4) 23.687.330 

9-PA56T 16.178.908 (69.8) 1.123.363 (4.8) 5.795.768 (25.0) 89.073 (0.4) 23.187.112 

1-PA45T 16.777.398 (49.8) 442.598 (1.3) 16.411.909 (48.8) 30.955 (0.1) 33.662.860 

Legenda: Anotação das sequências foi feita no banco de dados do  https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide (63)  

 

Figura 8 - Análise de reads dos viromas dos pacientes com câncer de pênis. Sequências 
alinhadas com hg19 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide
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possui propriedades imunossupressoras, o que pode aumentar a susceptibilidade de infecções 

oportunistas. Desta forma, é possível que a co-infecção de PCV2 com outros patógenos 

aconteça em hospedeiros humanos. Essa informação abre um precedente interessante sobre a 

possibilidade de infecções putativas de Circovirus nos tecidos tumorais de carcinoma de pênis 

estarem associados a causa, ou piora da doença em si (85). Além disso, algumas sequências  de 

Parvovírus  e Circovírus foram identificadas em um estudo de doenças febris tropicais 

utilizando sequenciamento de nova geração, para caracterização de vírus presentes em soro de 

pacientes negativos para vírus da dengue (86). Também identificamos sequências de 

Parvovirus  em mais de uma amostra (PA45T- PA10TB- PA50T- PA54T- PA56T) (Figura 9). 

Este vírus pertence à família Parvoviridae que infectam diferentes espécies de animais e estão 

relacionados a doenças como o eritema infeccioso (87). O parvovirus NIH-CQV  foi descrito 

em amostras de pacientes com hepatite soronegativo (non A e non E) em 2013 por Xu et al, 

como um vírus híbrido de DNA linear pequeno, cuja forma circular do genoma foi denominada 

Parvovirus NIH-CQV-co (88). Em 2013, Smuts et al também descreveram a contaminação em 

Kits de coluna de sílica incluindo a do QIAamp viral RNA Mini Kit (Qiagen) pelo vírus 

Parvovirus NIH-CQV (89). Conforme descrito na extração do viroma, utilizamos esse kit 

(Páginas 22-23) para extração de ácidos nucleicos, o que nos alerta sobre o risco desta 

contaminação. Outros vírus amplamente relacionados a animais como Bovine adenovírus e 

Porcine feces associated IAS virus like virus DNA, também foram observados com quantidade 

menor de sequências em duas das amostras (PA45T-PA56T). Assim, de acordo com a Figura 

9, foram identificados quatro tipos de papilomavirus: unclassifield Gammapapilomavirus, 

Human papilomavirus type 19, Human papilomavirus isolate ICB2, e Betapapilomavirus 4 

46A-PA54T-PA50T-PA45T). Também identificamos o Merkel cell polyomavirus (PA50T) um 

vírus de DNA de dupla fita, sem envelope, encontrado em tecido saudável, porém encontrado 

com alta carga viral em pacientes imunossuprimidos. Este vírus possui potencial oncogênico 

em aproximadamente 80% dos tumores de carcinoma de células de Merkel (90), um tumor 

agressivo e de ruim prognóstico, sendo pouco descrito no trato genital masculino (91,92).  
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Alguns destes vírus identificados serão selecionados para posterior validação por qPCR, 

em outras amostras de carcinoma de pênis, principalmente os Circovirus, Sewage-associated 

circular DNA vírus-14, Gemycircularvirus, conforme pode ser observado na Figura 9, pois se 

mostraram mais frequentes nos tecidos tumorais de alguns pacientes avaliados neste estudo. 

Neste sentido, estamos aumentando nosso biobanco de amostras de câncer de pênis com 

colaboração de grupos do Ceará e Maranhão, e iremos avaliar também o bacterioma destes 

casos em um projeto PRONON já aprovado. Para algumas destas amostras faremos também 

Shotgun sequencing, como previsto no PRONON, o que nos permitirá avaliar não só partículas 

virais, mas também vírus inseridos no DNA humano. Além disso, iremos comparar os 

resultados do viroma das partículas virais descritos nessa tese, com os dados de Shotgun 

Sequencing que serão gerados das mesmas amostras.   

 

4.5 ANÁLISE DE ANCESTRALIDADE MOLECULAR  
 

Determinarmos a ancestralidade molecular de 24 pacientes das coortes de São Paulo e 

Amazonas, a partir de sequências off-target que mapearam no genoma humano, em regiões de 

marcadores informativos de ancestralidade (AIMs- “Ancestry Informative Markers”), em uma 

abordagem que classifica em nove populações referências “NorthEast Asian, Mediterranean, 

South African, SouthWest Asian, Subsaharan African, Oceanian, SouthEast Asian, Northen 

Figura 9 - Composição do viroma em nove amostras de tumores de pênis.  Legenda: O eixo y representa o 
número de reads por amostra. 
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European e Native American”(72). Foi utilizado o pacote de programas GATK (74), e realizada 

a chamada de variantes utilizando o método HaplotypeCaller (75). Por se tratar de regiões off 

target, uma vez que o objetivo principal do sequenciamento era identificação de vírus, optamos 

por fazer a inferência por amostra, filtrando os AIMs presentes em bancos de dados e que 

tinham uma cobertura mínima de 3 reads. Assim obtivemos uma média de aproximadamente 

1500 AIMs, variando de 200 a 6100 por amostra. Conforme podemos observar na Figura 10, 

nas amostras do Amazonas (AM) o componente “Native American” foi bem mais abundante 

que nas amostras de São Paulo (SP), o que corrobora com os dados de etnia reportados pelos 

próprios pacientes. Verificamos que 65% dos pacientes do Amazonas (9 de 14) se declararam 

pardos, e o paciente que teve o resultado de 100% de componente étnico ameríndio foi também 

o único que se autodeclarou indígena (Tabela 2). Enquanto isso, nas amostras de São Paulo 

não houve predominância de nenhuma ancestralidade específica e 60% dos pacientes se auto 

declararam brancos.  

 

 
 
 

4.6 CARACTERIZAÇÃO DOS BACTERIOMAS DAS AMOSTRAS DE 

CÂNCER DE PÊNIS 
 

O sequenciamento das regiões V3-V4 do gene 16S rRNA gerou um total de 3.818.556 

reads, com uma média de 59.665 reads por amostra, sendo que obtivemos um mínimo de 35 e 

um máximo de 95.736 reads brutos. Após processamento das reads brutas no Qiime2 e a 

 

AM  AM  AM  AM  AM  AM  AM  AM  AM  SP  AM  AM  AM  AM  AM   SP    SP    SP    SP     SP    SP   SP    SP    SP 

Figura 10- Ancestralidade molecular de 24 pacientes das coortes do ACCCC (SP) e FCECON 
(AM), que tiveram seus viromas estudados 



 

A 
B 
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que quatro delas são correspondentes as amostras de tecido tumoral dos mesmos pacientes, que 

também foram sequenciados.  

Um total de 1082 OTUs foram anotadas através do banco de dados SILVA (79), sendo 

que destas 6,1% foram classificadas como unknown, uncultured ou NA a nível de gênero. A 

classificação taxonômica das amostras a nível de família e gênero, está representada nas 

Figuras 12 e 13, respectivamente. Podemos observar em alguns indivíduos o predomínio de 

determinadas famílias e gêneros em suas amostras tumorais, como Enterobacteriaceae, 

Corynebaceriaceae e Bacteroidacea, indicando uma baixa diversidade bacteriana nestas 

amostras. Quando observamos a composição da microbiota peniana encontrada nas amostras 

com e sem neoplasia, pudemos observar uma abundância maior de bactérias da família 

Moraxellacea em 2 de 6 amostras de tecido normal, assim como do seu gênero Actinetobacter 

(2 de 6) (Figuras 12 e 13). 

O Actinetobacter é um gênero de bactérias aeróbias, sendo frequentemente encontrado 

em tecidos de indivíduos saudáveis. Porém em alguns casos podem causar graves infecções 

incluindo no trato urinário quando presente em ambiente hospitalar, devido a sua capacidade 

de formação de biofilmes (93).  

 

 

Figura 12 - Abundância relativa das principais famílias de bactérias identificadas em amostras de pênis 
com e sem neoplasia. 
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Ao avaliarmos os gêneros com frequência maior ou igual a 1% nas 59 amostras de pênis 

(Figura 14), podemos observar que o gênero mais frequente foi o Fusobacterium (14,6%) 

seguido da Corynebacterium (6,3%), Pseudomonas (5,7%), Preptostreptococcus (5,5%) e 

Bacterioides (5,3%). Fusobacterium se trata de um gênero de bactérias anaeróbias, já descrito 

como membro da microbiota vaginal, oral e intestinal em disbiose, (94), além de estar 

fortemente associado a periodontite e a vaginose bacteriana (95). Um estudo realizado por 

Komiya et al 2018, sugere que Fusobacterium iniciaria a disbiose na cavidade oral, e 

posteriormente no colón. Em pacientes com câncer de pênis, talvez a disbiose possa ocorrer 

desta mesma maneira, porém isso teria que ser avaliado em estudos futuros da microbiota oral 

e intestinal em pacientes com câncer de pênis (96). Já o Corynebacterium é um gênero de 

bactérias aeróbias ou anaeróbias facultativas, que podem ser encontrados tanto em animais 

como em humanos, sendo que algumas espécies podem estar ocasionalmente envolvidas em 

infecções e outras fazem parte do microbioma normal. Seu papel no microbioma associado ao 

trato geniturinário ainda é pouco conhecido, no entanto foi relatado um aumento dessa bactéria 

após à circuncisão de pacientes (97). 

  

Figura 13 - Abundância relativa dos principais gêneros de bactérias identificados em amostras de 
pênis com e sem neoplasia. 
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Figura 14 - Gêneros bacterianos com frequência relativa acima de 1% em amostras de câncer 
de pênis.  
 

 

4.7 AVALIAÇÃO ENTRE OS BACTERIOMAS E PARÂMETROS 

CLÍNICOS-PATOLÓGICOS  

 
4.7.1 Correlação entre os bacteriomas de São Paulo (ACCCC) e Amazonas (FCECON) 

 

De posse dos dados gerados dos bacteriomas dos pacientes com neoplasia de pênis, 

buscamos correlacioná-los com alguns dados clínico-patológicos que nos pareceram mais 

relevantes.  

Iniciamos comparando dados da composição dos gêneros de bactérias entre os grupos 

dos pacientes do Amazonas e de São Paulo, sendo que uma correlação positiva mediana foi 

observada, com rô de 0,61 e p de 2.2 e-16, entre os grupos (Figura 1). Desta maneira, podemos 

observar a presença de bactérias que são abundantes nas amostras do Amazonas e pouco 

frequentes ou ausentes nas de São Paulo, e vice-versa. A comparação da microbiota de ambos 

locais e sua associação com Ca de pênis se torna importante principalmente devido à grande 

diferença cultural e econômica entre as duas regiões.  
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Figura 15 - Correlação da abundância relativa (log10) dos gêneros bacterianos entre as 
amostras do Amazonas e São Paulo. Legenda: Teste estatístico utilizado Spearman com diferença 
estatística significativa com p <0,05 e rô representando a correlação entre variáveis. Cada círculo colorido 
representa um gênero bacteriano. 

 

Dos gêneros bacterianos com frequência superior a um por cento nas amostras de São 

Paulo, Fusobacterium se destaca com mais do dobro da frequência do que (18,6%) 

Campylobacter (9,5%) e Bacteroides (8,9%). Já no grupo de pacientes do Amazonas, os 

gêneros de bactérias Fusobacterium (12%), Pseudomonas (8,4%) e Corynebacterium 1 (7,2%) 

foram os mais frequentes. Em ambos os estados o gênero Fusobacterium (SP:18.6%, versus 

AM:12%) foi o mais predominante (Figura 16 e 17). Em relação aos outros gêneros mais 

frequentes em São Paulo, o Campylobacter foi identificado como causador de gastroenterite 

em humanos, sendo comumente encontrada no trato intestinal e genital de animais e podendo 

levar a Campilobacteriose bovina (98,99). Quando observada a frequência nos dois grupos em 

conjunto os gêneros Peptostreptococcus, Corynebacterium 1, Porphyromonas, Peptoniphilus 

também se destacam. Essas bactérias são frequentemente encontradas na microbiota peniana, 

sendo que alguns estudos relatam haver um maior ou menor dessas bactérias associado a 

circuncisão e ao sítio atômico coletado (28).  

Podemos observar que alguns gêneros com frequência superior a 1% aparecem em maior 

frequência apenas nas amostras dos pacientes de São Paulo (Figura 16), como Campylobacter, 

Lactobacillus, Ezakiella, Aggregatibacter e Anaerobacillus; e outros unicamente amostras de 

pacientes do Amazonas (Figura 17), como Staphylococcus, Gamella e Actinomyces. 
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Figura 17 - Gêneros bacterianos com frequência relativa acima de 1% em amostras do estado 
do Amazonas. 

 

Com intuito de comparar a diversidade do microbioma dentro de um grupo, ou na 

comparação entre os dois grupos, foram utilizados os índices de diversidade alfa e beta, 

respectivamente. Em relação ao local de origem das amostras, observamos uma diferença 

Figura 16 - Gêneros bacterianos com frequência relativa acima de 1% em amostras do estado de 
São Paulo.  
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estatisticamente significante (p<0,05) nas três métricas utilizadas para diversidade Alfa (Figura 

18) em Amazonas e São Paulo. A diversidade alfa observada (observed) avalia o número de 

espécies presente em determinada amostra, enquanto que o índice Shannon considera a riqueza 

e homogeneidade da sua distribuição; e finalmente o índice Simpson mensura a diversidade, 

considerando o diferente número de OTUs presentes na amostra. É interessante observar como 

as amostras do Amazonas apresentam maior diversidade bacteriana, independente da métrica 

utilizada.  

As três métricas avaliadas da diversidade Beta (Figura 19) também se mostraram 

estatisticamente significante (p<0.05), indicando diferenças quantitativas e qualitativas na 

composição bacteriana entre as duas coortes. Resumidamente, o índice Bray-Curtis avalia a 

dissimilaridade entre as duas populações avaliadas, com os valores da dissimilaridade variando 

entre 0 e 1, considerando 0 como populações idênticas e 1 como completamente diferentes. Já 

a métrica Unweighted Unifrac considera as relações filogenéticas entre as bactérias nas duas 

amostras avaliadas. Assim, duas bactérias do mesmo gênero são consideradas mais similares 

entre si, do que se fossem de gêneros distintos. E finalmente a métrica Weighted Unifrac, mede 

além da proximidade filogenética entre os grupos, a abundância dos gêneros avaliados. 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 18 – Medidas de diversidades alfa do bacterioma de carcinomas de pênis em relação a 
origem das amostras de SP e AM. Legenda: Teste estatístico de alfa diversidade – Teste de Mann 
Whitney, p<0.05.  
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Utilizamos também a análise LefSe (Linear discriminant analysis effect size), aplicada 

para avaliar gêneros diferencialmente abundantes entre as duas coortes. Esta ferramenta 

identifica características entre os dois grupos avaliados, considerando sua abundância relativa, 

acoplado a testes estatísticos padrão e outros testes que avaliam a consistência biológica e 

relevância do achado. Os gêneros Alcaligenes, para as amostras de São Paulo, e Pseudomonas 

para as amostras do Amazonas, foram aqueles com maior significância estatística (LDA score 

  4) na comparação entre os dois grupos (Figura 20). Apesar de não haver trabalhos na 

literatura associando o gênero Alcaligenes a microbiota tumoral, existem relatos de pacientes 

imunosuprimidos que tiveram infecções oportunistas fatais por Alcaligenes faecalis  (100). Já 

o gênero Pseudomonas, já foi associado a infecções bacterianas e vários estudos 

correlacionaram o mesmo a infecções no trato urinário e até mesmo estudos relacionados ao 

pênis (29). 

 

 

 
 
 

Figura 19 – Medidas de diversidade Beta do microbioma de carcinomas de pênis em relação a 
origem das amostras de SP e AM. Legenda: Teste estatístico de Beta diversidade– ANOSIM, p<0.05 e R- 
coeficiente e correlação. 



47 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 20 - Análise dos gêneros bacterianos diferencialmente abundantes (LefSe) entre as 
amostras tumorais do Amazonas e São Paulo. Legenda: LDA score  4, p ≤ 0.05. 

 

O gênero Alcaligenes apresentou sua frequência relativa variando entre 0,01% a 1,6% 

nas amostras do Amazonas, estando presente em 15/36 (41,6%) destes pacientes, enquanto que 

para as amostras de São Paulo, Alcaligenes teve frequência de 0,01% a 36,9%, e foi encontrada 

em 3/23 (13%) destes indivíduos (Figura 21). Para o gênero Pseudomonas, a frequência variou 

entre 0,01% a 67% em 32/36 (88,9%) dos pacientes do Amazonas, tendo frequência relativa de 

0,01% a 27,1% em 15/23 (62,2%) dos pacientes de São Paulo. 

 

 
Figura 21 - Frequência relativa e distribuição dos gêneros Alcaligenes e Pseudomonas entre as 
amostras tumorais de São Paulo e Amazonas.  
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4.7.2 Análise do bacterioma entre tecido tumoral versus normal  

 

As análises entre as amostras pareadas, com e sem neoplasia (4 pacientes), não 

mostraram diferenças estatísticas significativas (p<0,05) nas diversidades alfa e beta. No 

entanto, o pequeno número de amostras avaliado pode ter influenciado este resultado (Figura 

22 e 23). Embora o número amostral seja pequeno, observamos uma tendência de existir maior 

diversidade bacteriana nas amostras tumorais.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 22 – Medidas de diversidade alfa entre as amostras pareadas de tecido tumoral e tecido 
sem neoplasia (normal). Legenda:  Teste estatístico de alfa diversidade – Teste de Mann Whitney, p<0.05. 
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A análise Lefse (LDA  4) mostrou apenas o gênero Lactobacillus como 

diferencialmente abundante e mais frequente nos tumores, porém, com LDA<4 (Figura 24). 

Geralmente bactérias deste gênero possuem papel anti-tumoral, o que confronta nossos 

resultados, porém a espécie Lactobacillus iners foi previamente associada com a bacteriose 

vaginal causada pelo microbioma peniano do parceiro (27). Ainda assim é importante reafirmar 

que o baixo número de amostras avaliadas pode influenciar neste resultado, e que será 

importante no futuro avaliar mais amostras normais e tumorais pareadas. Além disso, este 

gênero apareceu em baixíssima frequência (≤ 0,4%) nas amostras tumorais, indicando que sua 

importância biológica deve ser pequena nesses casos.  

 

 

Figura 23 – Medidas diversidade Beta das amostras pareadas de tecido tumoral e tecido sem 
neoplasia (normal). Legenda:  Teste estatístico de Beta diversidade– ANOSIM, p<0.05. 
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4.7.3 Avaliação do bacterioma entre amostras de carcinomas de pênis com e sem fimose 

 

A fimose é um fator de alto risco para o desenvolvimento do câncer de pênis, devido a 

má higiene e inflamação crônica do prepúcio (5). Uma metanálise evidenciou que a circuncisão 

protege contra o desenvolvimento de carcinoma de pênis avançado (101).  

 A avaliação da diversidade alfa comparando os casos de câncer de pênis com e sem 

fimose mostram que há uma diferença estatística significativa, nas 3 métricas avaliadas.  É 

possível observar uma maior riqueza e abundância de bactérias em pacientes que não tiveram 

fimose (Figura 25). Porém nenhuma das métricas das análises da diversidade beta mostraram 

uma composição distinta nos gêneros de bactérias entre os dois grupos (Figura 26). 

Normalmente os pacientes que apresentaram fimose realizam a cirurgia de postectomia, essa 

cirurgia pode ser realizada na infância quando é considerada um fator protetor contra o Ca de 

pênis, na idade adulta quando é mais comum, ou até mesmo durante a cirurgia oncológica. A 

circuncisão é  um dos fatores mais que podem influenciar na composição da microbiota peniana 

e alguns estudos relatam que a riqueza de espécies da microbiota peniana antes da cirurgia de 

Figura 24 - Análise LefSe e abundância relativa (LefSe) do gênero Lactobacillus nas amostras 
de tecidos normais e tumorais. Legenda:: LDA score   4; p ≤ 0.05. 
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postectomia é maior que após o paciente realizar a cirurgia, ocorrendo uma diminuição das 

bactérias anaeróbias e um aumento das bactérias anaeróbias facultativas (28,29).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 26 – Medidas de diversidades beta em relação ao status de fimose. Legenda:  Teste estatístico de Beta 
diversidade– ANOSIM, p<0.05  

Figura 25 – Medidas de diversidades alfa em relação ao status de fimose. Legenda:  Teste estatístico de alfa 
diversidade – Teste de Mann Whitney, p<0.05 
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A análise Lefse identificou um enriquecimento de bactérias do gênero Enterococcus nos 

pacientes com fimose (LDA4) (Figura 22). São bactérias anaeróbias facultativas presentes nos 

intestinos de muitas espécies, atuando inclusive como um probiótico. No entanto, muitas delas 

são patogênicas, como Enterococcus faecalis, que está relacionado ao câncer colorectal. A 

disbiose do microbioma intestinal pode levar a translocação de Enterococcus para outros 

órgãos, ou até mesmo a bacteremia (102,103) (Figura 27). 

Já nos pacientes sem fimose, o gênero Oligella (LDA  4) se mostrou enriquecido 

(Figura 27). São bactérias aeróbias, que podem causar infecções raras. São mais frequentes em 

infecções urológicas, principalmente em pacientes imunocomprometidos e pode ser encontrada 

na urina de pacientes com cateteres urinários (104). Alguns outros gêneros como Pasteurella e 

Mobiluncus não chegaram a ter um LDA score    4, mas possuem valores próximos ao cut off 

utilizado nesta análise, e serão futuramente avaliados em uma coorte maior de casos. 

 

 
Figura 27 - Análise dos gêneros bacterianos diferencialmente abundantes (Lefse) entre os 
grupos de pacientes com câncer de pênis com e sem fimose. Legenda:  LDA score  4; p ≤ 0.05. 
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4.7.4 Avaliação do bacterioma dos pacientes em relação a ancestralidade molecular 

 

Associamos os dados de ancestralidade obtidos a partir de sequências off-target do 

sequenciamento do viroma as análises do bacterioma. Não há até o momento estudos 

relacionado câncer de pênis e ancestralidade, esperamos que esses dados possam contribuir para 

futuros estudos e investigações relacionadas ao tumor de pênis. 

Dos pacientes sequenciados 19 possuiam resultados de ancestralidade sendo que;  5  

pacientes todos do estado do Amazonas apresentavam o componente amerindio, 4 pacientes 

todos do estado de São Paulo apresentavam o componente mediterrâneo, enquanto que 10 

pacientes apresentavam uma mistura das populações utilizadas como referência. Na avaliação 

de diversidade alfa e beta não houve diferença estatisticamente significativa em nunhuma das 

métricas utilizadas (Figura 28 e 29). Nas análises em Lefse foi identificado como 

diferencialmente abundante para o componente Amerindio o gênero Neisseria, enquanto que 

para os pacientes com componente Mediterrâneo foi observado o gênero Provotella 7 (Figura 

30). Conforme o observado os resultados apresentaram um viés, visto que todos os pacientes 

nativos americanos eram do estado do Amazonas, e os mediterrêneos do estado de São Paulo, 

além disso as bactérias identificadas como enriquecidas apareceram em uma frequência pouco 

relevante nos pacientes (Figura 30).  

Figura 28 - Medidas de diversidades alfa em relação a ancestralidade molecular. Legenda:  Teste 
estatístico de alfa diversidade – Teste de Mann Whitney, p<0.05. 
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Figura 29 - Medidas de diversidades beta em relação a ancestralidade molecular. Legenda:  Teste 
estatístico de Beta diversidade– ANOSIM, p<0.05 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30 - Análise em LefSe e abundância relativa dos gêneros bacterianos em relação a 
ancestralidade molecular. Legenda:  LDA score   4; p ≤ 0.05. 
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4.7.5 Análise do bacterioma dos pacientes em relação ao status de HPV e EBV 

 

Como descrito na introdução (páginas 8 e 9), ambos os vírus HPV e EBV são associados 

com o desenvolvimento do câncer de pênis. Neste sentido, avaliamos o status de HPV e EBV 

nas análises de diversidade Alfa e Beta, separando as amostras nos seguintes grupos: EBV- 

/HPV+ (n=17); EBV- / HPV- (n= 22); EBV+ / HPV- (n= 5) e EBV- / HPV+ (n=17). Estas 

análises não mostraram resultados estatisticamente significantes em nenhum dos grupos 

comparados (Figuras 31 e 32). No entanto, cabe salientar que o número de casos é baixo e 

muito variável entre os grupos, o que pode justificar em parte os resultados obtidos.  

Novas análises serão feitas, buscando aumentar o número de casos nos grupos. Além 

disso, faremos novas análises cruzando dados clínicos com o status de HPV e EBV das 

amostras. 

 

 

 

Figura 31 – Medidas de diversidade alfa em relação ao status dos vírus HPV e EBV em 
amostras tumorais. Legenda:  Mann Whitney, p≤ 0.05 significante 
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4.7.6 Análise do bacterioma dos carcinomas de pênis em relação a invasão perineural 

e metástase linfonodal  

 

Avaliamos os dados de invasão perineural dos casos dos pacientes de São Paulo e 

metástase linfonodal das duas coortes, correlacionando-os com os dados de bacterioma. Dados 

como invasão perineural e outros dados clínicos dos pacientes foram pedidos aos colaboradores 

do Amazonas, que estão reavaliando e atualizando essas informações. Em relação a ambas as 

análises de diversidades alfa e beta dos dados de invasão perineural, nenhum dos resultados foi 

estatisticamente significativo (Figura 33 e 34). Mas novamente, cabe notar o número pequeno 

e díspar de pacientes entre os grupos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32 – Medidas de diversidade beta em relação ao status dos vírus HPV e EBV em amostras tumorais 
. Legenda:  Teste estatístico de beta diversidade– ANOSIM, p<0.05 
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A análise de LefSe para invasão perineural mostrou que ambos os gêneros Alcaligenes 

e Sutterella estão presentes de modo significativo apenas nas amostras de pacientes com 

invasão perineural (Figura 35). Curiosamente, o gênero Alcaligenes já havia sido previamente 

identificado como enriquecido nas amostras de São Paulo (Figura 20). 

O Gênero Suterella, apesar de comensal no microbioma intestinal, já foi descrito por ter 

propriedades pró-inflamatórias, tanto em doenças intestinais, quanto neurológicas, como 

autismo e síndrome de Down (105). 

 

 

Em relação às metástases linfonodais, não foram encontradas diferenças estatísticas 

significativas para as diversidades alfa e beta (Figura 36 e 37). No entanto, o gênero 

Alcaligenes está enriquecido no grupo com metástase linfondal, como mostra a análise LefSe 

(Figura 38). Alcaligenes já havia sido associado anteriormente aos pacientes com invasão 

perineural (106,107) (Figura 35).  

Já o gênero Escherichia Shiguella foi mais frequente nos pacientes sem metástases 

linfonodais. Ambos os gêneros possuem espécies muito similares entre si e são difíceis de serem 

distinguidos, por isso sua anotação conjunta. Esses gêneros são em sua maioria inofensivos, 

mas algumas cepas podem causar infecções e diarréias, como seu enriquecimento observado 

em tumores colorretais (107). 

 

Figura 35 - Análise de LefSe entre os grupos de pacientes com câncer de pênis do estado de 
SP com e sem invasão perineural. Legenda:  LDA score   4; p ≤ 0.05 
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Figura 36 – Medidas de diversidade alfa em relação a metástase linfonodal nos casos de 
carcinoma de pênis de SP e AM. Legenda:  Teste estatístico utilizado Mann Whitney, p≤ 0.05 significante. 

Figura 37 - Medidas de diversidade beta em relação a metástase linfonodal nos casos de câncer de pênis 
de SP e AM. Legenda:  Teste estatístico utilizado ANOSIM, p≤ 0.05 
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4.7.7 Análise do bacterioma dos carcinomas de pênis em relação ao tabagismo 

 

O consumo de tabaco está relacionado ao desenvolvimento de muitos tipos de câncer, e 

também é um fator de risco importante no câncer de pênis, com aumento de até 4,5 vezes de 

desenvolvê-lo em fumantes (108). A avaliação das diversidades alfa (Figura 39) e beta (Figura 

40) dos pacientes fumantes, ex-fumantes e não-fumantes não mostrou nenhuma diferença 

significativa entre os grupos. Na análise de LefSe um único gênero de bactéria se mostrou mais 

enriquecida no grupo não-fumante, com um LDA score próximo a 4. No entanto, este gênero 

ainda não foi descrito, ou anotado (NA) nos bancos de dados bacterianos. É interessante notar 

que em outras análises, outros gêneros de bactérias NA também foram encontradas, como na 

análise LefSe em pacientes com e sem fimose, onde dois gêneros NA12 e NA22 foram mais 

abundantes (LDA score ≥ 2).  

 

 

Figura 38 - Análise LefSe das amostras de câncer de pênis com e sem metástase linfonodal. 
Legenda: LDA score    4; p ≤ 0.05. 
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Figura 39 - Medidas de diversidade alfa em relação ao tabagismo nos casos de câncer de pênis. Legenda:  
Teste estatístico utilizado Mann Whitney, p≤ 0.05 significante. 

Figura 40 - Medidas de diversidade beta em relação ao tabagismo nos casos de câncer de pênis. Legenda:  
Teste estatístico utilizado ANOSIM, p≤ 0.05 
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4.7.8 Avaliação de associação dos dados de bacterioma com outros parâmetros clínicos  

 

Outros dados clínicos dos pacientes, tanto da coorte de São Paulo quanto do Amazonas, 

ainda estão sendo revistos e re-adequados, para que futuras análises de associação com os 

resultados dos bacteriomas sejam gerados. Entre eles destacamos: avaliação do estadiamento 

clínico-patológico (de acordo com a 8º edição da AJCC) e grau tumoral dos tumores, presença 

de invasão vasculolinfática, recidiva tumoral clínica, escolaridade, idade, zoofilia e grau de 

amputação peniana. 
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5. CONCLUSÕES 
 

• Apenas 9/23 (39%) das amostras de carcinoma de pênis estudadas tiveram vírus 

identificados após sequenciamento, sendo que os gêneros Circovirus e Parvovirus os 

mais abundantes;  

  

• A análise de ancestralidade molecular dos 24 pacientes que tiveram o viroma avaliado 

mostrou que o componente ameríndio foi mais enriquecido nas amostras do estado do 

Amazonas enquanto na coorte de São Paulo não obsrvamos predominância de nenhuma 

ancestralidade específica, indicando maior miscigenação nessa região do país;  

 

• O gênero bacteriano Fusobacterium foi encontrado com maior frequência em ambas as 

coortes (18,6% em São Paulo  e em 12% da coorte do Amazonas);  

 

• As amostras derivadas dos pacientes do Amazonas possuem maior diversidade 

bacteriana quando comparadas com as de São Paulo, com maior número de gêneros 

bacterianos identificados, independente da métrica utilizada;  

 
• A diversidade Beta se mostrou distinta entre as coortes do Amazonas e São Paulo nas 

três métricas avaliadas, indicando diferenças quantitativas e qualitativas na composição 

bacteriana entre as duas coortes;  

 

•  Análises de bactérias diferencialmete abundantes entre os grupos mostraram que o 

gênero Alcaligenes é mais abundante nas amostras de São Paulo, enquanto 

Pseudomonas foi mais frequente nas amostras do Amazonas; 

 

• Amostras de pacientes sem fimose apresentaram maior diversidade bacteriana em 

comparação ao grupo com fimose e apresentaram o gênero Enterococcus (anaeróbios 

facultativos) como mais abundante enquanto o gênero Oligella (aeróbio) foi mais 

enriquecido nos pacientes sem fimose. 

 
• O gênero bacteriano Alcaligenes foi mais frequente nas amostras da coorte de São Paulo, 

e se apresentou como um possível marcador para presença tanto de invasão perineural, 
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quanto de metástase linfonodal, indicando que sua presença possa estar associada a um 

pior prognóstico na evolução do câncer de pênis.  
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