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RESUMO

SOUZA, Paulo Ornellas de. Validag¢ao experimental da subexpressio de C3a do sistema
complemento no plasma de pacientes com carcinoma epidermoide de pénis. 2018. 102 f.
Tese (Doutorado em Ciéncias Médicas) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do
Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

O carcinoma epidermoéide do pénis (CEP) representa 95% dos tipos de cancer de pénis.
No Brasil, a incidéncia ¢ de 2,7%, mas em algumas areas do pais, a incidéncia pode chegar a
17% dos casos diagnosticados de cancer por ano. E uma doenca agressiva cuja sobrevida em 5
anos pode variar entre 85%, para os estadios I e II, a 11 % para os casos avangados. O
estadiamento clinico ndo ¢ um indicador confidvel do comprometimento linfonodal e da
sobrevida. Sendo assim ¢é importante que se tenha novas estratégias de classificagdo.
Marcadores tumorais podem ser uma nova estratégia. Em nosso estudo anterior foi descrito que
os fragmentos de C3 e C4a/b do sistema complemento encontravam-se subexpressos em
pacientes com CEP em relacdo aos individuos saudéaveis. O objetivo do presente estudo foi
validar a subexpressdo da proteina C3a do sistema complemento como biomarcador em
pacientes com CEP. No6s investigamos a possibilidade da proteina C3a ser um biomarcador no
diagnodstico desses pacientes usando um kit comercial de ensaio imuno-enzimatico (ELISA —
BD BioscienceOptEIA™ Humano C3a Kit). A proteina C3a foi avaliada em amostras de
plasma de 39 pacientes com CEP, 50 individuos saudéaveis e 15 pacientes com cancer de
prostata. Adotou-se o teste de Mann-Whitney ndo paramétrico de comparagdao das medianas
entre os grupos. Corroborando com nossos resultados anteriores, a proteina C3a mostrou-se
significativamente subexpressa em pacientes com CEP em comparagdo com os grupos de
individuos controles e pacientes com cancer prostata (p<0,05). Neste contexto, o C3a mostrou
ser experimentalmente um biomarcador plasmatico do CEP. A identificacdo de biomarcadores
no plasma de pacientes com CEP sdo de extrema importancia pois sdo Uteis para o manejo
clinico, auxiliando nos processos de diagndstico, estadiamento, avaliagdo de resposta
terapéutica, detec¢do de recidivas e prognotico e para teste de novos tratamentos.

Palavras-chave: Cancer Epidermoéide de Pénis. Biomarcador. Sistema Complemento. C3a



ABSTRACT

SOUZA, Paulo Ornellas de. Experimental validation of the complement protein C3a
down expression in the plasma of patients with squamous cell carcinoma of the penis.
2018. 102 f. Tese de doutorado em Ciéncias Médicas — Faculdade de Ciéncias Médicas,
Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2018.

Squamous cell carcinoma of penis (SCCP) accounts for 95% of all types of penile
cancer. In Brazil, the incidence is 2.7%, but in some areas of the country, the incidence can
reach 17% of the diagnosed cases of cancer per year. It is an aggressive disease whose survival
over 5 years is around 85% for stages I and II, but can reach 11% in advanced cases. Clinical
practice is not a reliable indicator of lymph node involvement and survival. Therefore, it is
important to have new classification strategies. Tumor markers may be a new strategy. In our
previous study it was described that the C3 and C4a/b fragments of the complement system
were underexpressed in patient with SCCP when compared with health individuals. The
objective was to validate the subexpression of the complement system C3a protein as a
biomarker. We investigated the possibility of C3a protein being a biomarker in the diagnosis
of these patients using a commercial enzyme immunoassay kit (ELISA - BD BioscienceOptEIA
™ Human C3a Kit). The C3a protein was evaluated in plasma samples from 39 patients with
SCCP, 50 healthy controls and 15 patients with prostate cancer. The non-parametric Mann-
Whitney test was used to compare the medians between groups. Corroborating with our
previous results, C3a protein was shown to be significantly underexpressed in patients with
SCCP compared to control and prostate cancer patients (p <0.05). In this context, C3a proved
to be experimentally a plasma biomarker of PEC. The identification of biomarkers in the plasma
of patients with SCCP is extremely important for clinical management, assisting in the
diagnosis, staging, therapeutic response, relapse and prognosis detection and testing of new
treatments.

Keywords: Penile epidermoid carcinoma. Tumor Biomarkers. Complement System. C3a
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INTRODUCAO

O carcinoma epidermdide de pénis (CEP) ¢ uma neoplasia rara que acomete homens
principalmente entre os 50 aos 70 anos de idade (POW-SANG et al., 2010, MOSCONI et al.,
2005). O CEP representa 95% das neoplasias penianas. Os 5% restantes, decorrem de
metastases originadas em tumores de outros orgaos e de lesdes tumorais menos frequentes
como carcinoma verrucoso, a eritroplasia de Queyrat e a doenga de Bowen (GURSEL et al.,
1973). O cancer de pénis tem uma baixa incidéncia global, representando cerca de 0,4%- 0,6%
das neoplasias malignas nos Estados Unidos e na Europa e ¢ responsavel por 0,1 % das mortes
por cancer nestas regides (MORRIS ez al., 2011; HELLER et al., 2016). E uma doenga mais
comum em areas menos desenvolvidas no mundo, como na Africa, Asia e América do Sul.
Nestas areas, o cancer de pénis pode representar 10 a 20 % de todas as neoplasias em homens.
O Brasil tem uma das maiores incidéncias atingindo de 2,7 a 6,8 por 100.000 casos. Em
algumas areas do pais, esta incidéncia, pode chegar a 17% dos casos de cancer diagnosticados
por ano, sendo o quarto tipo mais comum em homens no Brasil (BRUNINI et al., 1982,
ORNELLAS et al., 1994, FAVORITO et al., 2008, COUTO et al., 2014). O CEP pode ocorrer
em qualquer regido do 6rgdo genital masculino. No entanto, as areas mais afetadas em ordem
decrescente de apresentagdo sdo: glande (48%), prepucio (21%), glande e prepucio (9%), sulco
coronal (6%) e haste peniana (< 2%) (SUFRIN et al., 1991).

Entre os fatores de risco envolvidos com o CEP destacam-se: fimose, nimero de
parceiros sexuais, infec¢do pelo papiloma virus humano (HPV) e exposi¢do ao tabaco. Uma
higiene adequada e a pratica de circuncisdo neonatal funcionam como fatores de protecdo.
(DOUGLAWTI et al. 2017, ORNELLAS ef al. 2008, RAVI et al. 1993). Desse modo,
processos inflamatdrios estdo diretamente relacionados a diversos tipos de cincer e ao cancer
de pénis em especial, onde a relacdo causal entre inflamag¢do, imunidade inata e cancer ¢ mais
amplamente aceita (MOSCONI et al., 2005).

Apesar das vias moleculares que ligam a inflamacdo cronica ao cancer terem sido
preconizadas por Virchow ha cerca de 150 anos atrds, sO recentemente seus mecanismos
comecgaram a ser desvendados . Além das modificagdes genéticas e epigenéticas que podem
estimular a proliferagdo de células cancerigenas e sua resisténcia a morte, o0 microambiente
tumoral é reconhecido como um promotor chave da tumorigénese por desencadear e apoiar
processos locais de inflamagdo, angiogénese e metastase (HANAHAN E WEINBERG, 2011).

Na inflamacao, varias vias determinam o estado de ativacao das células do sistema imune inato
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e adaptativo. Entre elas a ativagdo do sistema complemento no microambiente tumoral pode
modular a imunidade local e resultar em inflamagdo e na supressdo de respostas antitumorais
(HAJISHENGALLIS et al., 2017, REIS et al., 2017).

Recentemente, aplicando abordagem protedmica baseada na técnica ClintProt, nosso
grupo identificou dois peptideos diferencialmente expressos no plasma de pacientes com CEP
e controles, que correspondiam fragmentos de C3 ( m/z1896.17) e C4a/b (m/z 2021.26)
do sistema complemento. Nossos resultados demonstraram que quanto mais avancada
era a doencga mais subexpressos eram os fragmentos de C3 e C4 a/b (ORNELLAS et al.,
2012). Esses fragmentos parecem estar predominantemente subexpressos em pacientes
com doenca metastatica e a resposta imune inata desses pacientes poderia estar
suprimida (PARDOLL, 2003). Com base nesses resultados, realizamos a validacao
experimental da expressao de C3a no plasma de pacientes com CEP. Comparamos os
niveis de C3a em pacientes com CEP, pacientes com cancer de prostata (CP) e individuos
sadios, usando ensaio imunoenzimatico comercial (ELISA) (ORNELLAS et al, 2017).
Optou-se por esta técnica por ter menor custo quando comparada com a abordagem
protedmica usada anteriormente (ORNELLAS et al., 2012). A validacdo pelo método de
ELISA é importante porque nenhum método protedomico é 100% seguro e variagoes
podem ocorrer. Além disso, o método usado no artigo anterior é um método experimental
de alto custo e ndo se enquadra como um exame laboratorial de rotina. Diante disso, se ha
intencdo de usar o C3a como um marcador, isto deve ser realizado usando um método

simples que possa ser empregado de rotina como o ELISA.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Carcinoma Epidermoide de Pénis e o HPV

Estudos sugerem a relagdo entre o desenvolvimento do carcinoma de pénis com a
infec¢ao por HPV (Papiloma Virus Humano) (SCHEINER et al., 2008; McCANCE et al., 1986;
LONT et al., 2006). Estima-se que o papilomavirus surgiu na Africa durante a era Paleozodica
ha 330 milhdes de anos. A partir desse momento, se espalhou pelo mundo, tornando-se assim
a familia de virus mais antiga e mais conhecida da humanidade (ARALDI ef al., 2017). Os
papilomavirus sdo constituidos de DNA, da familia Papilomaviridae, mucoepiteliotropicos e
espécie-especificos, que sao transmitidos por meio de contato direto da mucosa sadia com a
mucosa afetada. At¢é o momento foram descritos mais de 200 tipos de HPVs (HAEDICKE e
IFTNER, 2013). Apesar de apresentarem uma organiza¢do gendmica semelhante, os diferentes
tipos de HPV infectam epitélios em regides anatomicas especificas. Os virus podem se replicar
de forma epissomal, isto ¢ o DNA viral permanece circular no nicleo do hospedeiro, nao
estando integrado ao DNA do mesmo, podendo causar lesdes escamosas, denominadas
verrugas, papilomas ou condilomas. Aproximadamente 30 tipos de HPV infectam a mucosa do
trato anogenital. Estes tipos de HPV que também podem ser detectados na mucosa oral sido
classificados segundo o progndstico clinico das lesdes ou segundo o seu potencial de
malignidade, como: de “baixo risco” (tipos 6 € 11, mais incidentes) ou “alto risco” (tipos 16,
18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 e 66) (BOCARDO e VILLA, 2010).

O cancer de pénis pode ser subdividido em casos positivos e negativos para o HPV, de
forma semelhante a que ocorre nos carcinomas vulvar e de cabeca e pescoco (BEZERRA et al.,
2001, CUBILLA et al., 2001). Os casos que sao negativos para o HPV parecem estar ligados a
alteragdes epigenéticas. Além de outros fatores de risco ja citados anteriormente também foram
associados a carcinogénese do pénis, a presenga de outros virus, como o Epstein-Barr virus
(EBV), conhecido por estar envolvido em varios tipos de cancer (MULLER-COAN et al.,
2018). O EBV foi frequentemente encontrado no trato genital, incluindo descargas uretrais,
ulceras genitais, bem como em mucosas saudaveis (VOOG, 1996). Em um estudo do nosso
grupo (AFONSO et al., 2017) foi demonstrado que 79 de 122 pacientes (64.8%) tinham
amostras de cancer de pénis positivas para o HPV e uma prevaléncia de 50.8% (62/122) para

0 EBV. As co-infec¢des por HPV/EBV foram encontradas em 27,3% dos casos. Em relagdo ao
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status de metilagio do p16™*? nas amostras, 64.5% (71/110) eram hipermetiladas, 25,5%
(28/110) ndo metiladas e 10% (11/110) negativas na eletroforese de agarose (AFONSO et al.,
2017).

1.2 Vacinacao contra o HPV

O principal objetivo dos programas de vacinagdo contra o virus do HPV no mundo tem
sido a preven¢ao do cancer de colo uterino (KOUTSKY ., 2009). Desde que foi estabelecida a
correlacdo entre o virus do HPV com o céancer colo uterino nos anos 70, alguns sorotipos foram
relacionados a tumores epiteliais na vulva, vagina, anus, pénis e orofaringe (VORIS et al.,
2018). Entretanto, os dados mais robustos na literatura em relacdo a vacina¢do contra o HPV
se referem a eficacia na prevencao da neoplasia intra-epitelial de colo uterino e do cancer de
colo uterino. Uma recente revisao de 10 anos e meta-analise de varios ensaios clinicos
randomizados citam a eficdcia da vacinacdo numa propor¢do de 89,8 a 100% em um
seguimento num intervalo de 34,9 meses a 9,4 anos (ANGIOLI et al., 2016). O evento adverso
mais comum foi dor no local da inje¢do da vacina . Nenhum evento adverso sério foi
relacionado a vacina (ANGIOLI et al., 2016). Outra revisao de mais de 10 anos, encontrou
eficacia semelhante, especificamente para as vacinas bivalente e 9-valente (HARPER et.,
2017). Em relacdo aos casos masculinos de infec¢do por HPV, uma preocupag¢ao significativa
¢ a baixa taxa de soroconversdo apos a infec¢ao natural (GIULIANO et al., 2015). Além disso,
foi sugerido que a soropositividade do anticorpo contra o HPV em homens nio fornece
imunidade significativa a infec¢des futuras, como ocorre em mulheres (LU et al., 2012).
Felizmente, a vacina quadrivalente contra o HPV demonstrou ser altamente imunogénica em
homens de 16 a 26 anos, com soroconversao até o 7° més, permanecendo elevada mesmo aos
36 meses, com titulos comparaveis aos das mulheres (HILLMAN et al., 2012). Na Suécia, o
atual programa de imunizagdo contra o HPV inclui apenas mulheres jovens, e sugere-se que
coberturas acima de 50% nesses programas oferecam imunidade de rebanho (OSTENSSON et
al., 2017; DROLET et al., 2015). Desde a introducao da vacina contra o HPV na Suécia, a
incidéncia de verrugas anogenitais diminuiu entre a populagao feminina vacinada e a populagao
masculina ndo vacinada, sugerindo que a imunidade coletiva foi alcancada (HERWEIJER et
al.,2014; HERWEIER et al., 2017). No entanto, entre os homens que fazem sexo com outros

homens, a imunidade de rebanho ainda nao foi comprovada, razao pela qual um estudo recente
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recomendou estratégias de prevencao direcionadas para alcangar esta populagdo (BOGAARDS
et al., 2015). A Organizacdo Mundial de Satide recomenda fortemente a vacinagdo de criancas
de ambos os sexos. Apds o inicio da vacinagdo, taxa de infeccdo foi reduzida. Nos EUA,
recomenda-se a vacinagdo de criancgas, homens e mulheres de 9 a 26 anos (JIN, 2018).

No entanto, ndo esté claro se a vacinacgdo contra o HPV seria suficiente para erradicar ou reduzir
a prevaléncia de cancer de pénis. Maior educag¢do do paciente juntamente com estratégias de
prevencdo tais como uso de preservativo, medidas de higiene, cessacdo do tabagismo e a
prevencao de estados de inflamatérios cronicos podem ter impacto consideravel

na patogénese de lesdes pré-cancerosas do pénis. Embora, a adog¢do da vacinagdo contra o HPV
tenha levado a algum sucesso em mulheres, os resultados ainda ndo foram elucidados na
populagdo masculina. Mais estudos sdo necessarios a longo prazo para declarar que vacinagao

contra o HPV € eficaz contra o CEP (ORNELLAS et al., 2018).

1.3 Estadiamento

Atualmente, o método de estadiamento para o carcinoma peniano mais utilizado € a
classificagdo TNM de 2002 da Unido Internacional Contra o Cancer (UICC) adotado pelos
Servigos de Urologia do Instituto Nacional de Cancer (INCA) e do Hospital Mario Kroeff (Rio
de Janeiro — RJ). Este sistema de classificacdo permite a avaliagdo do tumor primario e dos
linfonodos da regido inguinal, com base no grau de invasdo das estruturas penianas pelo tumor
primario e a extensdo da doenga linfonodal inguinal. T - representa o tamanho do tumor, N - o
comprometimento dos linfonodos regionais por células metastaticas e M - a avaliagdo das

metastases a distancia (Quadro 1).
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Quadro 1-Sistema TNM (AJCC, UICC), 2002.
Sistema TNM (AJCC/UICC) 2002

T — Tumor primario
Tx — tumor primario ndo avaliado
TO — sem evidéncia de tumor
Tis — carcinoma in situ
Ta — tumor verrucoso ndo-invasivo
T1 — tumor invade tecido conjuntivo subepitelial
T2 — tumor invade corpo cavernoso ou esponjoso
T3 — tumor invade uretra ou prostata
T4 — tumor invade estruturas adjacentes
N — Linfonodos regionais
Nx — linfonodos nao avaliados
NO - sem linfonodos positivos
N1 — metastase tinica em linfonodo inguinal superficial
N2 — metastases multiplas ou bilaterais em linfonodos inguinais superficiais
N3 — metastases em linfonodos inguinais profundos ou pélvicos
M — Metastases a distancia
Mx — metéstases ndo avaliadas
MO — sem metastases a distdncia

M1 — metastases a distancia

Fonte: TNM: classificagdo de tumores malignos, 6. ed — Rio de Janeiro: INCA, 2004. p 189

Pacientes com carcinomas in sifu e/ou tumores verrucosos nao apresentam
envolvimento ganglionar e metastases. E importante ressaltar a importancia da associagdo de
duas caracteristicas patoldgicas da lesdo primdria (grau e invasdo). Por exemplo, somente 4%
dos pacientes com tumores grau 1 ou 2 e sem invasdo dos corpos cavernosos, apresentaram

ganglios regionais comprometidos (McDOUGAL, 1995).
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Quadro 2 — Graduagado Histopatologica

Sistema de Classificagdo de Broders

G — Graduacao Histopatologica
Gx — Grau ou diferenciagdo ndo podem ser avaliados
G1 — Bem diferenciados
G2 — Moderadamente diferenciados

G3-4 Pobremente diferenciados / indiferenciados

Fonte: http://portaldaurologia.org.br/medicos/wp-content/uploads/2017/06/98.pdf

A profundidade da lesdo € outro ponto importante, quando ndo existe a invasao do corpo
cavernoso. Na literatura ha relatos que mostram que nenhum individuo com doenga superficial
apresentou envolvimento ganglionar (FRALEY et al., 1989). Em contraposi¢dao quando o tumor
¢ invasivo, 61 a 75% dos pacientes vao apresentar comprometimento nodal (HORENBLAS et
al., 1993; McDOUGAL et al., 1986).

A linfadenectomia ¢ o método mais efetivo de identificar e eliminar metastases
linfonodais. Ela € necessaria nos casos de linfonodos palpéveis, estadios T1G3, T2-T4, quando
existe mutacdo do gene TP53 e invasdo linfovascular. A presenca de coilocitose na peca

cirirgica peniana caracteriza melhor progndstico (ORNELLAS et al., 2008)

1.4 Marcadores Tumorais Teciduais

Os marcadores tumorais sd3o macromoléculas presentes no tumor, no sangue ou em
outros liquidos biologicos, cujo aparecimento e/ou alteragdes em suas concentracdes estdo
relacionados com a génese e o crescimento de células neoplasicas (CAPELOZI, 2001). O
marcador ideal retine como caracteristicas permitir: o diagndstico precoce das neoplasias,
identificacao de sua origem, estabelecimento da extensdo da doenca, monitoracao da resposta
terapéutica e a deteccdo precoce da recidiva (REIS, 2005). Além disso, deve ser o6rgdo-sitio
especifico e ter meia-vida curta, permitindo acompanhar temporariamente as mudangas do

tumor (SILVEIRA et al., 2005).
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A principal proteina induzida pelo estresse em processos inflamatorios ¢ a Hsp70 (heat
shock protein). A Hsp70 protege as células a partir de uma vasta gama de estimulos apoptéticos
e necroticos. Com isso, assumiu-se que as proteinas Hsp70 possam conferir vantagem de
sobrevivéncia para as linhagens celulares tumorais. NYLANDSTED et al, (2000)
demonstraram que a deple¢do de Hsp70 por um adenovirus expressando antisense Hsp70
resultou numa morte celular massiva de linhagens de células tumorais de cancer de mama,
colon, prostata e figado. Estes autores defendem que as proteinas Hsp70 sejam um pré-requisito
para a sobrevivéncia de células tumorais. AGHDASSI et al. (2007) demonstraram que a
deplecdo de Hsp70 induz a apoptose no adenocarcinoma pancreas. A Hsp70 também foi
detectada no tecido tumoral dos nossos pacientes com cancer de pénis (KOIFMAN et al., 2015).

Plectina ¢ uma proteina da familia plakina. Plakinas conectam filamentos intermediarios
a desmossomas e hemidesmossomas, estabilizam células mecanicamente, regulam a dindmica
do citoesqueleto e servem como uma plataforma para sinalizagdo de moléculas. NIWA et al.
(2009) relataram que a expressao de plectina leva ao deslocamento do centrosoma, contribuindo
assim para a instabilidade genomica e desenvolvimento do cancer. Nosso grupo detectou
plectina em tecido tumoral peniano (KOIFMAN et al., 2015).

Enolase ¢ uma enzima glicolitica que foi usada como marcador de diagnostico para
identificar cancer de pulmao (HE et al, 2007). Nas células cancerosas, a enolase ¢ sobre-
expressa € localiza-se na sua superficie, onde atua como uma proteina chave na metastase
tumoral, promovendo o metabolismo celular em condi¢des anaerobicas e conduzindo invasao
tumoral através da ativacdo do plasminogénio e degradagdo da matriz extracelular. Ela também
exibe um padrao caracteristico de acetilacdo, metilacdo e fosforilagao que regula as funcdes
proteicas e a imunogenicidade. As isoformas alfa e beta enolase foram identificadas

exclusivamente nos tecidos tumorais penianos dos nossos pacientes (KOIFMAN et al., 2015).

1.5 Marcadores Tumorais Circulantes

A importancia do plasma para o diagnostico de determinada doenca baseia-se em duas
caracteristicas: a facilidade com que ele pode ser obtido de forma segura e o fato de fornecer
em forma abrangente, amostras do fen6tipo, mostrando o estado do corpo num ponto particular

do tempo.
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A maioria dos marcadores urologicos peca pela falta de especificidade e sensibilidade
(ROSA et al., 2005). Excecdo deve ser feita ao PSA que ¢ utilizado para rastreamento de
neoplasia prostatica e ¢ o marcador tumoral de maior utilidade clinica at¢ o momento. Ele ¢
secretado no lumen dos ductos prostaticos, estando presente em grandes concentragdes no
liquido seminal (aproximadamente 2mg/mL). Aparentemente, teria a funcdo de liquefazer o
codgulo seminal. Muitos estudos demonstraram que o PSA ¢ util para o diagnéstico do cancer
de prostata. Em geral, o valor preditivo positivo do PSA ¢ de 20% em pacientes com valores
ligeiramente elevados (entre 4,0 ng/mL e 10,0 ng/mL), e de 60% em pacientes com valores de
PSA superiores a 10ng/mL (ALMEIDA et al., 2007). Hoje em dia, existem diversos exames de
sangue com combinam o PSA total com outros marcadores. O teste phi (Prostate Heath Index)
¢ um método inovador que consiste em um indice multivariado obtido a partir de algoritmo
matematico para avaliacao de risco de tumor prostatico. O calculo utiliza os valores combinados
de trés dosagens: PSA total, PSA livre e p2PSA. A partir do indice phi € possivel obter uma
probabilidade de cancer de prostata utilizando-se apenas uma amostra de soro, que resulta em
diminui¢do de bidpsias desnecessarias (LOEB et al., 2014). Existe também o 4KScore que
consiste em um teste que combina e mensuracdo das 4 calicreinas incluindo o PSA total, PSA
livre, PSA intacto e a calicreina humana 2 (hK2). O resultado deste teste ¢ combinado em um
algoritmo com a idade do paciente, exame retal digital e bidpsia negativa prévia. O teste
4Kscore preve a pontuacao percentual de risco de <1% a> 95% de um homem apresentar cancer
de prostata agressivo em uma futura biopsia (PAREKH et al., 2015).

A maioria dos estudos que visam identificar marcadores progndsticos para cancer de
prostata tem incidido sobre biomarcadores de tecido. Por causa da natureza multifocal da
maioria dos casos de cancer de prostata e da heterogeneidade intratumoral (CAl ef al., 2012),
biomarcadores teciduais estdo sujeitos as mesmas limitagdes que as amostras histopatologicas
resultantes de biopsias. Por esse motivo, o desenvolvimento da bidpsia liquida representa um
avango significativo para a descoberta de novos biomarcadores. Essa abordagem, possibilita a
avaliacdo de moléculas circulantes em diferentes fluidos bioldgicos tais como o plasma, soro,
urina e liquido cefalo raquidiano (DI MEO et al., 2017). Este método representa uma
vantangem sobre a bidpsia tecidual tradicional por ser menos invasivo e refletir um perfil
genomico melhor de todos os subclones tumorais presentes no paciente, diferente do obtido
pela amostra tecidual que € obtida a partir de um unico sitio tumoral (CHENG et al., 2016).

Existem inlimeras proteinas que sdo expressas no plasma em processos inflamatorios.
ABE et al, (2004) demonstraram que os niveis plasmaticos de Hsp70 estavam

significativamente maiores em pacientes com cancer de prostata em relagdo ao grupo controle.
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Também foram identificados niveis plasmaticos de a-enolase superiores em pacientes com
carcinoma de células renais (KANEKO et al., 2013). O fibrinogénio ¢ uma proteina sérica
secretada pelos hepatocitos que desempenha um papel central na coagulagao (KAMATH &
LIP, 2004). Elevados niveis de fibrinogénio estao associados ao desenvolvimento tumoral e as
metastases hematogénicas (PALUMBO et al., 2000; SON et al., 2013). Niveis excessivos de
fibrinogénio podem atuar como uma barreirra fisica capaz de proteger as células malignas do
ataque imune mediado pelas células NK (WANG et al., 2017). Desta forma, niveis elevados de
fibrinogénio melhoram a sobrevida das células tumorais em um primeiro momento,
protegendo-as do ataque do sistema imune inato (PALUMBO et al., 2005). Diversos estudos
j4 demonstraram que o aumento plasmatico dos niveis de fibrinogénio esta relacionado com
varios tipos de cancer, incluindo cancer coloretal,-(YAMASHITA et al., 2009.; TANG et al.,
2010.; KAWAIl et al., 2011), cancer de pulmao (JONES ef al.,2006), cancer de pancreas (GUO
et al., 2009), cancer de ovario (POLTERAUER al., 2009) e cancer gastrico (YAMASHITA et
al., 2006).

Ye et al (2017), avaliando os niveis plasmaticos de C3a e C4, pré e pds operatorio, em
pacientes com carcinoma gastrico, verificaram que aqueles com deplecdo dessas proteinas
apresentaram uma maior taxa de complicac¢do pds operatdria, maior tempo de internagdo, menor
sobrevida global e menor sobrevida livre de doenca. Em um estudo de revisdo anterior foi
sugerido que a ativacao do sistema complemento poderia estimular o sistema imune inato contra
o cancer através da lise direta das células tumorais ou pela citotoxidade dependente do sistema
complemento (GELDERMAN, ef a/.2004). Em relagdo ao cancer de pénis, demonstramos que
fragmentos de complemento humano C3 e C4a/b estavam reduzidos no plasma dos pacientes
com cancer em relagdo aos controles. Esta redugdo seria um potencial biomarcador que poderia

ser utilizado de modo preditivo ou prognostico (ORNELLAS et al., 2012)

1.6 Sistema do Complemento

O sistema complemento ¢ composto por proteinas de membrana plasmatica que sao
soluveis no sangue e que participam das defesas inatas (natural) e adquiridas (memoria) do
paciente. Essas proteinas reagem entre elas para opsonizar os patdgenos e induzir uma série de
respostas inflamatdrias que auxiliam no combate a microorganismos invasores com a depuragao

de complexos imunes. O sistema complemento também ¢ importante na eliminagao de células


http://pt.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
http://pt.wikipedia.org/wiki/Sangue
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mortas, apoptoticas e tumorais (HAJISHENGALLIS et al., 2017). Inimeras proteinas do
sistema complemento sdo proteases que se auto-ativam por clivagem proteolitica. Como um
componente fundamental da imunidade inata, a cascata do complemento contém algumas das
moléculas pré-inflamatoérias, incluindo mais notavelmente as anafilatoxinas C3a e C5a (figura
1). A contribui¢ao da cascata do complemento ¢ a inflamagdo aguda bem estabelecida, assim
como a ativagdo e consumo continuo de proteinas do complemento em estados inflamatérios

cronicos (GUO et al., 2005, KOHL et al., 2001).
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Figura 1 — Cascata do sistema complemento
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Nota: A cascada do sistema complemento compreende as vias classica, alternativa e MBL (lectina ligadora de

manose). A via classica ¢ ativada pela por¢ao Fc da ligacdo das imunoglobulinas ligadas a antigenos, células
apoptoticas, bactérias gram negativas e virus. O complexo C1, formado por Clg, Clr e subunidades de
Cls, iniciam a cascata da via classica. Apds a ligagdo C1q mediada por um estimulo, Clr catalisa a quebra
da ligagdo de éster de Cls, resultando na ativagdo e subsequente clivagem de C2 e C4 em seus respectivos
fragmentos "a" e "b". A formagdo de C2a4b cria C3 convertase responsavel pela clivagem de C3 em C3a e
C3b. O C3b se liga a outras C3 convertases, formando C2a4b3b, também conhecida como C5 convertase.
Isto facilita a etapa final da cascata por dividir C5 em C5a e C5b. Este Gltimo fragmento é a proteina que
se combina com C6, C7, C8 e multiplas proteinas C9 para formar o MAC (complexo de ataque a membrana
responsavel pela lise de células e patdogenos). A via MBL liga-se a residuos de manose e outros agticares,
organizados em um padrao, que recobrem superficialmente muitos patégenos. A MBL ¢ uma molécula
formada por duas a seis cabegas, semelhante a Clq, que formam um complexo com duas serina proteases
a MASP-1 ¢ MASP-2. Quando a MBL ¢ ativada, resulta na clivagem de C2 e C4, com subsequente
producdo de C3 convertase e ativacdo da cascata complemento assemelhando-se a via classica. Por tltimo,
a via alternativa ¢ ativada por multiplos agentes infecciosos incluindo varias bactérias, virus, fungos e
também células neoplasicas. Esta via inicia-se a partir da hidrolise espontanea tiol-éster localizada na
cadeia alfa do componente C3, gerando o C3(H»0). Esta molécula exibe sitios reativos que permite a ligagdo
de uma proteina plasmatica, fator B (fB), formando o complexo C3(H,O)B. O fB entdo ¢é clivado por uma
enzima denominada fator D (fD). Esta clivagem origina 2 fragmentos Ba e Bb. O fragmento Bb fica ligado
a C3(Hx0), gerando 0oC3(H,0)BDb, que na presenga de ions Mg, tem atividade serino-protease, clivando
0 C3 em C3a e C3b. Assim como o C3(H»0), C3b também apresenta sitio de ligacdo com o fB. Formando
o complexo C3bBb, apos clivagem do fB em fBb e fBa pelo fD. O C3bBb atua entdo como C3 convertase,
clivando mais moléculas de C3, formando C3bBb3b que cliva C5 em C5a e C5b. Embora as trés vias
tenham inicialmente diferentes formas de ativacdo, todas elas comumente clivam C3 em C3a e C3b,
resultando na formagao terminal do MAC

Fonte: Extraida e modificada de RUTKOWSKI ef al., 2010 .
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Postula-se que eventos inflamatorios cronicos estejam relacionados a génese neoplésica
ao passo que processos inflamatdrios agudos a combatem (LOVELAND et al, 2008;
OSTRAND-ROSENBERG et al., 2008). Durante a evolucdo de um conjunto de células
neoplasicas, neo-antigenos sdo produzidos. Estes antigenos, produzidos pelas células tumorais
diferem dos antigenos das células normais. Com isso, o sistema imunoldgico ¢ capaz de
identificar e eliminar estas células tumorais do organismo (HANAHAN et al., 2000; SMYTH
et al., 2001). Embora a maioria das observagdes in vivo sustentem que muitos tumores ativem
o sistema do complemento autélogo, ¢ também bem conhecida que a eficacia da citotoxidade
mediada pelo complemento seja prejudicada por varios mecanismos de protecdo do tumor
(JURIANZ et al., 1999).

Os fragmentos C3, C4a e C4b estdo envolvidos na via classica e na via alternativa do
sistema complemento. Estes peptideos apresentaram-se subexpressos (p<0,05) em pacientes
com CEP quando comparados com individuos saudaveis (ORNELLAS et al., 2012). Neste
mesmo estudo, ficou demonstrado também que a medida que a doenga progride mais
subexpressos ficam os fragmentos de C3 e C4a/b. A degradagao do sistema complemento foi
também observada em pacientes com cancer de mama (SHEN ef al., 2010). No caso de C3, a
degradacdo foi apenas nos fragmentos C3d, C3g, C3al e C3p. As convertases C3, peptideos
responsdveis por um papel central no sistema complemento, apresentam diferentes niveis de
degradacdo em pacientes com cancer de mama. Pacientes com cancer apresentam
aproximadamente cinco vezes mais peptideos degradados que individuos saudaveis. Em relagao
ao C4, a degradacdo foi apenas observada no fragmento C4b e C4p (SHEN et al., 2010).
KOIFMAN et al., (2015) estudando o tecido de pacientes com cancer de pénis detectaram uma
subexpressao de C3 do sistema complemento nos pacientes com cancer em relacao a populagao
saudavel.

A superexpressdao de proteinas reguladoras do sistema complemento em células
tumorais ¢ uma forma destas células se protegerem do ataque deste sistema de defesa. Acredita-
se que CD46, CD55 e CD59 sejam as mais importantes proteinas de membrana reguladoras do
sistema complemento, expressas tanto em células normais quanto tumorais. As células tumorais
podem também evitar este ataque ligando-se a inibidores do complemento soluveis no soro, tais
como o fator H. E também interessante notar que o fator H seja um marcador para o cancer de
bexiga, sugerindo uma ligacao entre a resisténcia ao complemento e o escape da vigilancia
imunologica (FEDARKO et al., 2000). O CDS55 foi identificado como um antigeno associado
ao cancer. Uma superexpressao de CD55 no tecido tumoral de pacientes com cancer colorretal

estd correlacionada com uma significativa diminui¢do na sobrevivéncia (DURRANT et al.,
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2003). Além disso, tem sido demonstrado que os niveis de CD46 sdo inversamente
proporcionais aos niveis de C3 depositados no tecido tumoral de pacientes com cancer renal
e do colo do utero (BLOK et al., 2000).

Em um estudo de CAMPOS et al., (1998) foi detectada menor atividade das células
natural killer (NK) em pacientes com cancer de pénis. As células NK s3o também parte da
resposta imune inata e foram as primeiras a serem identificadas pela sua capacidade em matar
células tumorais, sem imunizacdo ou ativacdo prévias. Elas também sdo capazes de matar
células infectadas por certos virus e atacar preferencialmente as células que nao possuem
expressdo de antigenos do complexo de histocompatibilidade classe I (MHC). Portanto, ¢
evidente a importancia da resposta imune inata dos pacientes ao cancer pois a atividade das
células natural killer (NK) pode estar reduzida significativamente em pacientes com CEP em
relacdo ao grupo controle (CAMPOS et al., 1998). Apesar da crescente evidéncia sugerindo
que uma variedade de mecanismos responsaveis pela tolerancia e repressdo relacionada ao
tumor, pouco se sabe sobre a ligacdo cronologica e reciproca entre estes processos. A teoria
amplamente aceita da imuno-edi¢do descreve uma evolugao estruturada no tempo da relagdo
que ocorre entre o tumor e o sistema imunologico do hospedeiro (DUNN et al., 2002; SMYTH
etal.,2006). O mecanismo de escape do tumor em pacientes com cancer parece ser um processo
cumulativo que envolve fatores soltiveis derivados do tumor, inducdo de elementos reguladores
de varias linhagens de células e diferentes micro ambientes (BRONTE et al., 2006). Em uma
analise simplificada, o mecanisno de evasdo a atividade imune induzida pelo tumor resulta de
duas atividades principais: 1) da indugdo de tolerancia do sistema imune aos antigenos tumorais;
i1) e da supressdo funcional dos linfocitos que normalmente combatem o crescimento tumoral
(RABINOVICH et al., 2007; ZITVOGEL et al., 2006). Entretanto, outros estudos revelam que
proteinas do sistema complemento C3, C4 e C5a possam auxiliar o crescimento tumoral
através de imunossupressao (MARKIEWSKI et al., 2008), desregulacao das vias de sinaliza¢ao
mitogénicas, proliferacdo celular sustentada, facilitacio da angiogénese, evasdo da imuno
vigilancia e resisténcia a apoptose (RUTKOWSKI et al., 2010) . A deposi¢ao de proteinas do
sistema complemento, incluindo o complexo do complemento terminal C5b-9, foi demonstrado
no cancer de mama (NICULESCUS et al., 1992) e no carcinoma papilar de glandula tire6ide
(YAMAKAWA et al., 1994; LUCAS et al., 1996). A ativagao do complemento através da via
da lecitina foi demonstrada no carcinoma colorretal (BAATRUP et al., 1994, YTTING et al.,
2004). Em pacientes com cancer de ovario, fragmentos do sistema complemento foram
detectados em ascites (BJORGE et al., 2005). A ativacdo do complemento também foi

confirmada pela presenca de C5a no plasma de pacientes com cancer de pulmao com excessao
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dos tumores de pequenas células. Além disso, o valor do C4d como biomarcador progndstico
foi demonstrado para cancer de pulmao (AJONA et al., 2013) e mesotelioma maligno da pleura
(KLIKOVITS et al., 2017). Diversos estudos demonstraram a ativacdo do sistema
complemento em diferentes neoplasias (REIS et al., 2018). Entretanto, a via de ativacao do
complemento que desempenha um papel crucial nos diferentes tipos de cancer ainda ndo esta
clara (KOLEV et al., 2018).

Desde a sua descoberta, o sistema do complemento tem sido principalmente
considerado como um efetor da imunidade inata com a capacidade de "complementar" a
depuracgdo, mediada por anticorpos, de patdgenos e a eliminacdo de células mortas através de
processos inflamatorios (RICKLIN et al., 2007). Esta ultima propriedade é um fator patogénico
reconhecido de um amplo espectro de doencas inflamatorias crdnicas, incluindo a artrite
reumatoide, a glomerulonefrite, a aterosclerose, a asma e a esclerose multipla. Assim, ¢ evidente
que a patogénese mediada pelo sistema complemento seja desencadeada principalmente pela
imunidade disfuncional causada tanto pela auséncia quanto pela hiperatividade de proteinas

do complemento (MARKIEWSKI et al., 2007).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar experimentalmente o C3a como biomarcador em pacientes com carcinoma

epidemoide de pénis através de ensaio imunoenzimatico comercial.

2.2 Objetivos Especificos

e Comparar os niveis de C3a em pacientes com carcinoma epidermdide de pénis em

relacdo a individuos saudaveis.

e Comparar os niveis de C3a em pacientes com carcinoma epidermoide de pénis em

relagdo pacientes com cancer de prostata.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Pacientes e amostras

Esta pesquisa foi aprovada pelos Comités de Etica do Instituto Nacional de Céancer (#
38/05) e do Hospital Universitario Pedro Ernesto, Universidade do Estado do Rio de Janeiro
(CAAE: 46751515.2.0000.5259), incluindo pacientes dessas instituicdes e também pacientes
do Hospital Mario Kroeff e do Hospital Souza Aguiar. O consentimento informado foi obtido
de todos os pacientes e controles entre 2006 ¢ 2017. Foram utilizados neste estudo 104 amostras
de plasma humano. O C3a foi avaliado em amostras de plasma de 39 pacientes com CEP (tabela
1), 50 individuos saudaveis e 15 pacientes com cancer de prostata (tabela 2), através do o ensaio
imunoenzimatico comercial (ELISA — BD Bioscience OptEIA™ Humano C3a Kit). As
amostras de sangue dos pacientes foram coletadas antes dos procedimentos cirurgicos.
Aproximadamente 5 mL de sangue foram coletados usando BD vacutainer com &cido
etilenodiamino tetra-acético e aproximadamente 2,5 mL do plasma foram obtidos apos
centrifugacdo em 1.500g por 10 minutos dentro de 4 horas apds a coleta. O plasma foi
imediatamente coletado, aliquotado e, consequentemente, armazenado a - 80°C até a analise.

A idade média foi de 63 anos para pacientes com cancer de pénis e 67 anos para
pacientes com com cancer de prostata. A idade média dos controles saudaveis foi de 60 anos.
Pacientes e controles com infecc¢des ativas ou disturbios auto-imunes foram excluidos. Nenhum
paciente recebeu nenhuma forma de quimioterapia sistémica ou qualquer outro tratamento
neoadjuvante antes da coleta da amostra para o estudo. Os pacientes com CEP foram
classificados de acordo com o sistema TNM de 2002 (Tumor, linfonodos € metastase). Dentre
todos os 39 casos de CEP incluidos, 6 (15%) eram T1, 19 (48%) eram T2, 11 (28%) eram T3 e
3 (7,6%) eram T4. A distribuicdo da categoria N revelou 20 (51%) com estagio NO, nenhum
N1, 5 (13%) eram N2 e 12 (31%) eram N3. Os 2 pacientes restantes (5%) foram estadiados
como NX porque eles recusaram a realizar linfadenectomia. Também estratificamos por estagio
sendo o grupo [ (TINO, TIN1 e T2NO-1), II (TIN2, T2N2 e T3NO0-2) e I1I (T1-3N3, T4NO-3 ¢
T4NX). Dos 39 casos, 15 (38%) foram incluidos no grupo I, 10 (25%) no grupo Il e 14 (36%)
no grupo III. Todos os tumores foram classificados de acordo com o grau histolégico pelo
sistema Broder. No total, de 10 (25%) pacientes tinham tumores bem diferenciados, 27 (55%)

moderadamente diferenciados, € 2 (5%) mal diferenciados.
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Em 2006, HUNGERHUBER et al., propuseram uma estratificacdo por risco baseada
em achados de exames clinicos, estadiamento e grau de diferenciacdo. De acordo com os
resultados histopatologicos de 39 pacientes, o grupo de pacientes estratificados por risco foi
separado em pacientes de baixo risco (T1G1 e T1G2), de risco intermediario (T2G1, T2G2,
T3G1 e T3G2) e tumores de alto risco (T1-3G3 e T4G1-3). A estratificacdo por risco revelou 6
casos (15%) com baixo risco, 28 (72%) com risco intermedidrio e 5 (13%) com alto risco.

Os pacientes com cancer de prostata (CP) foram avaliados de acordo com a idade,
dosagem sérica de antigeno especifico da prostata (PSA), pontuagdo de Gleason ¢ TNM. As

principais caracteristicas dos pacientes com CEP e CP sdo apresentadas nas Tabelas 1 e 2.



Tabela 1— Cacteristicas da populagdo de pacientes com CEP

Variavel No. (% ou intervalo)
Idade , média 63 (38-92)

Grau, No. (%)

Bem Diferenciado 10 (25%)

Moderadamente diferenciado 27 (55%)

Pouco Diferenciado 2 (5%)
Total 39(100%)

TNM: T- tumor; N- nodos; M-
metastase

pT, No. (%)

pT1 6 (15%)
pT2 19(49%)
pT3 11(28%)
pT4 3(7.6%)
pN, No. (%)
pNoO 20(51%)
pN1 0(0%)
pN2 5(13%)
pN3 12(31%)
pNX (Nao avaliado) 2(5%)
M
Mo 39(100%)
M1 0(0%)
Total 39(100%)
Estratificacio por risco
I1(T1G1, T1G2) 6(15%)
II (T2G1, T2G2, T3G1 T3G2) 28(72%)
III (T1-3G3 T4G1-3) 5 (13%)
Total 39(100%)
Estratificagdo por estadiamento
I (TINO, TIN1,T2 NO-1) 15(38%)
IT (TIN2, T2N2,T3 N0-2) 10(23%)
IIT (T1-3N3, T4 N0-3, T4NX) 14(36%)
Total 39(100%)

Fonte: O Autor, 2018.
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Tabela 2— Cacteristicas da populacdo de pacientes com cancer de prostata

No. (%)

Idade , media

Gleason, mediana

PSA, media

TNM: T- tumor; N- nodos; M-

metastase

Pt

pT2c
pT3a
pT3c

PN, No. (%)
pNO

M, No. (%)
Mo
Total

66 (54-74)

7(6-9)

6.7(0.9-18)

5(33%)
9(60%)
1(6%)

15(100%)

15(100%)
15

Fonte: O Autor, 2018.

3.2 Ensaio imunoenzimatico

O ensaio imunoenzimatico comercial (ELISA — BD Bioscience OptEIA™ Humano C3a

Kit) ¢ um teste sanduiche de fase sélida que € usado para a determinacao quantitativa in vitro

de C3a no plasma humano com EDTA, soro e outras amostras bioldgicas. Ele utiliza um

anticorpo monoclonal C3a especifico para humanos, revestido numa placa de 96 pocos. Os

padrdes e as amostras sao adicionados aos pocos € qualquer amostra que contenha C3a liga-se

ao anticorpo imobilizado. Os pocgos sdo lavados e uma mistura de anticorpo biotinilado anti-

humano de C3a e de estreptavidina-peroxidase policlonal ¢ adicionado, produzindo um

"sanduiche"anticorpo-antigeno-anticorpo. Os pogos sdo novamente lavados e uma solugdo de

substrato ¢ adicionada, o que produz uma cor azul (figura 2) em proporcao direta a quantidade

de C3a presente em cada amostra inicial. A solu¢do de parada/interrupgao da reagdo muda a cor



de azul para amarelo, e a absobancia da reacdo deve ser lida em espectrofotometro

comprimento de onda 450 nm (figura 3).

Figura 2 — Placa de ELISA com solug¢do de parada

Fonte: O Autor, 2018.

Figura 3 — Placa de ELISA com substrato que cora amostras com C3a
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Fonte: O Autor, 2018.
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Preparacao do reagente:
Todos os reagentes e as amostras diluidas foram mantidas a temperatura ambiente (18 - 25°C)
antes de comecar o experimento. Todos os padroes e as amostras foram testadas em duplicada.
Uma curva padrao foi realizada para cada ensaio.
1. Preparacdo do padrao:
a) O frasco padrao liofilizado foi reconstituido com volume necessario de diluente padrao
(informado pelo fabricante) para preparar um padrao de estoque 5 ng/mL.
b) Foi adicionado 300 uL de diluente padrao (Diluent - F) para 6 tubos. Estes 6 tubos foram
etiquetados de 2,5 ng/mL, 1,25 ng/mL, 0,63 ng/mL, 0,31 ng/mL, 0,16 ng/mL, e 0,08 ng/mL

seguindo o esquema apresentado na figura 4.

Figura 4 — Distribui¢do do diluente padrao

300 pl
200l 00 pl 00 ul 200 el

/ﬂf“\f"\f‘\f‘yﬁ_

g U

5 ng/mi 2.5 ngdmil 1.25ng/ml  063ng/ml  031ng/ml 096 ng/ml  0.02 ng/ml

Fonte: ELISA — BD Bioscience OptEIA™ Humano C3a Kit

c¢) Foram realizadas dilui¢des em série, adicionando 300 uL de cada padrao para o proximo
tubo e agitados em vortex entre cada transferéncia (figura 3). O padrdo ndo diluido, s6

reconstituido (5 ng/mL), serve como o padrdo elevado/mais alto.

Tampao de Lavagem:

a) Foi diluida a quantidade necessaria do tampao de lavagem 20X (wash - G) com agua
destilada e homogeizada. Foi prepararado 1L, adicionando 50 mL do tampao de lavagem
concentrado 20x, a 950 mL de 4gua destilada. Pelo menos 500 mL de solu¢do deve estar

preparada para uma placa de 96 pogos completa.
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Reagente Substrato TMB (H):
Nao mais do que 15 minutos antes do uso, foi adicionado volume necessario do reagente
substrato TMB One-Step (informado pelo fabricante) para um tubo limpo. Para evitar a

contaminagao, foi pipetado para fora do tubo/reservatorio, em vez de diretamente do frasco.

Procedimento de Ensaio:

1. Foi pipetado 50 uL do diluente de ELISA (em todos os pogos da placa).

2. Foi pipetado 100 uL de cada diluicdo do padrao (ja preparado) e das amostras a serem
testadas nos seus respectivos pogos, seguindo o desenho pré-elaborado para o experimento.
Obs: Uma dilui¢ao inicial de 1:500, com Padrao/Diluente de Amostra , das amostras de plasma
humano (com EDTA) a serem testadas ¢ recomendado.

3. A placa foi agitada por 5 segundos para misturar. Os pogos foram cobertos com uma tampa

de placa e incubadas por 2 horas a temperatura ambiente.

Preparacio do anticorpo de detec¢ao (detector do ensaio):
a) Por um tempo de 15 minutos antes do uso, foi pipetado o volume de anticorpo de
detecgdo para um tubo limpo ou frasco.
b) Foi adicionada a quantidade necessaria do concentrado de enzima (250X - D), em
seguida agitada no vortex para misturar bem. Para um total de placa de 96 pogos, foram
adicionados 48 uL de concentrado de enzima (250X - D) em 12 mL de anticorpo de

deteccgao.

4. O conteudo dos pocos foram descartados. Os pogos foram lavados com pelo menos 300
mL/tampao de lavagem (G) anteriormente preparado (ver acima) e, em seguida, o conteudo dos
pocos foram descartados. Esse procedimento foi repetido 4 vezes, em um total de 5 lavagens.
Apos a ultima lavagem, verter a placa batendo em papel absorvente para remover qualquer
tampao residual. A remocao completa do liquido ¢ necessaria para o desempenho adequado.

5. 100 uL do detector do ensaio foi adicionado preparado no méaximo 15 minutos antes, em
cada pogo. A placa foi agitada por 5 segundos para misturar bem. Os pogos foram cobertos com
vedante de placa e também com papel aluminio (protegendo da luz) e incubados durante 1 hora
a temperatura ambiente.

6. Etapa Final de Lavagem: O contetido dos pogos foi descartado. Os pogos foram lavados
com pelo menos 300mL/tampao de lavagem e, em seguida, o contetido dos pogos descartado.

A lavagem foi repetida 6 vezes, em um total de 7 lavagens. Apos a ultima lavagem, a placa foi
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vertida batendo em papel absorvente para remover qualquer tampao residual. A remog¢ao
completa do liquido € necessaria para o desempenho adequado.

7. O volume de 100 uL de reagente substrato TMB One-Step foi adicionado em cada poco. A
placa foi agitada por 5 segundos para misturar bem. A placa foi incubada durante 30 minutos
a temperatura ambiente no escuro.

8. O volume de 50 uL de solugdo de parada (STOP SOLUTION) foi adicionada em cada pogo.
A placa foi agitada por 5 segundos para misturar bem.

9. A absorbancia foi lida em um leitor de ELISA sob comprimento de onda de 450 nm. A placa

foi lida em no méaximo 30 minutos ap6s parar a reagao.

3.3 Analise estatistica

Para a avaliacdo de diferencas entre os tipos de cancer e a variavel C3a dos pacientes
pesquisados, foram utilizados testes nao paramétricos, pois a suposi¢ao de normalidade para
essas variaveis foi violada. Como a comparagdo possui somente duas categorias, foi adotado o
teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, para a comparagao das medianas entre os grupos. Os
dois pacientes com CEP pouco diferenciado foram agrupados com o grupo pacientes
moderadamente diferenciados para fins estatisticos.

Os dados da pesquisa foram tratados no programa estatistico Predictive Analytics
Software (PASW 18). Em todos os testes estatisticos utilizados, foi considerado um nivel de
significancia de 5%. Dessa forma, sdo consideradas associagdes estatisticamente significativas

aquelas cujo valor p foi inferior a 0,05.
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4 RESULTADOS

Nossos resultados mostraram que os niveis plasmaticos de C3a (ng/mL) do grupo
controle, com individuos saudéveis, apresentaram diferenga estatisticamente significativa pelo
teste de Mann-Whitney em comparagdo com os niveis plasmaticos nos pacientes com CEP.
Quando estes pacientes foram estratificados em 3 grupos de estadios, as concentragdes de C3a
também mostraram diferenga significativa em relagdo ao grupo controle (Tabela 3). O grupo
controle apresentou maior concentragdo mediana de proteina (11,93 ng/mL) do que os pacientes
com CEP nos grupos estratificados nos 3 estagios (2,63, 3.04, e 2.69, respectivamente). Embora
a comparacao entre controles saudaveis e pacientes com CEP tenha sido estatiscamente
significativa neste ensaio, ndo correlacionamos nossos resultados para distinguir os pacientes
com CEP nos diferentes estadiamentos. A Tabela 4 mostra que a concentracdo plasmatica de
C3a (ng/mL) também ¢é menor em relagdo aos controles em pacientes com CEP apos
estratificacdo pelos 3 grupos de risco diferentes. Independentemente se fosse de alto risco ou
de baixo risco, a concentracao plasmatica de C3a revelou-se baixa em pacientes com CEP.
Entretanto neste ensaio, ndo conseguimos diferenciar significativamente os pacientes com CEP
nos diferentes grupos de risco.

Nossos resultados mostraram uma significante menor concentragao plasmatica de C3a
em pacientes com CP quando os comparamos com individuos saudéaveis (P < 0,001). Os niveis
de C3a também foram significantemente menores em pacientes com CEP quando comparados

com o grupo de pacientes com CP (P =0,003) (Tabela 5).
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Tabela 3 — Comparacdo dos niveis de C3a (ng/mL) entre controles e pacientes com CEP

estratificados por estagios

Grupo Concentragdo de C3a (ng/mL)
N Média DP | Mediana |P-valor
Controles 50 11.43 4.63 11.93 < 0,001
CEP total 39 3.71 2.22 2.68
CEP estagio 1 15 3.76 2.46 2.63 < 0,001
CEP estagio 2 10 4.10 255 3.04 < 0,001
CEP estagio 3 14 3.38 1.77 2.69 < 0,001

Legenda: - As probabilidades de significancia (p-valor) referem-se ao teste de Mann-Whitney
- Os valores de p-valor em negrito indicam diferengas significativas.
- Os resultados significativos foram identificados com asteriscos, de acordo com o nivel de significancia,
a saber: p-valor < 0.01** (nivel de confianga de 99%) e p-valor < 0.05 * (nivel de confianca de 95%)
- CEP: cancer epidermdide de pénis; D.P: desvio padrdo

Fonte: O Autor, 2018.

Tabela 4 — Comparacdo dos niveis de C3a (ng/mL) entre controles e pacientes com CEP

estratificados por risco

Grupo Concentragao de C3a (ng/mL)
N Média D.P | Mediana |P-valor
Controles 50 11.43 4.63 11.93 < 0,001
CEP total 39 3.71 2.22 2.68
CEP risco 1 6 3.66 2.37 2.50 0,001
CEP risco 2 28 3.77 2.33 2.65 < 0,001
CEP risco 3 5 3.44 1.67 2.75 0,002

Legenda: - As probabilidades de significancia (p-valor) referem-se ao teste de Mann-Whitney
- Os valores de p-valor em negrito indicam diferengas significativas.
- Os resultados significativos foram identificados com asteriscos, de acordo com o nivel de significancia,

a saber: p-valor < 0.01** (nivel de confianca de 99%) e p-valor < 0.05 * (nivel de confianga de 95%)
- CEP: cancer epidermdide de pénis; D.P: desvio padrao

Fonte: O Autor, 2018.
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Tabela 5 — Comparagdo dos niveis de C3a (ng/mL) entre controles e pacientes com CP, e CP
vs. CEP

Grupo Concentragido de C3a (ng/mL)
N Média D.P | Mediana |P-valor
Controles 50 11.43 4.63 11.93 < 0,001
cP 15 5.46 2.57 6.73
CP 15 5.46 2.57 6.73 0,003
CEP 39 3.71 2.22 2.68

Legenda: - As probabilidades de significancia (p-valor) referem-se ao teste de Mann-Whitney
- Os valores de p-valor em negrito indicam diferencas significativas.
- Os resultados significativos foram identificados com asteriscos, de acordo com o nivel de
significancia, a saber: p-valor < 0.01** (nivel de confianga de 99%) e p-valor < 0.05 * (nivel de
confianca de 95%)
- CEP: cancer epidermdide de pénis; CP: cancer de prostata; D.P: desvio padrdo

Fonte: O Autor, 2018.
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5 DISCUSSAO

A relagdo entre o cancer e a inflamagdo foi a primeiramente proposta por Rudolf
Virchow no século XIX (GRIVENNIKOV et al., 2010). Virchow observou que a inflamagao
de longo prazo estabelecia um ambiente que favorecia o crescimento de células malignas
(BALKWILL et al., 2001). O sistema complemento exerce uma parte central na imunidade
inata pois serve como primeira linha de defesa contra microorganismos externos e células do
proprio organismo alteradas (RICKLIN et al., 2010). O sistema complemento ¢ composto de
proteinas plasmaticas produzidas principalmente pelo figado ou por proteinas de membrana
expressas na superficie celular. (KOLEV et al., 2010)

As proteinas do sistema complemento desempenham um papel duplo no microambiente
tumoral. A presenga de produtos da divisao do complemento, tais como Clq, C3, C3a, C4, CS5,
e o0 MAC (complexo de ataque a membrana) ¢ uma caracteristica proeminente do estado
inflamatorio no microambiente tumoral (NICULESCU et al, 1992). Classicamente, as
proteinas do sistema complemento desempenham um papel importante na defesa contra o
cancer através de sua citotoxicidade direta e indireta mediada por anticorpos (GELDERMAN,
2004). Infelizmente, as células neoplasicas expressam uma ampla variedade de defesas contra
o ataque mediado pelo complemento. Proteinas reguladoras ligadas a membrana e inibidores
do complemento, incluindo CD21, CD35, CD46, dificultam o poder citotdoxico do sistema
complemento (FISHELSON, 2003). Na interagdo entre as proteinas do sistema complemento e
as c¢lulas neoplasicas, a evasdo tumoral ¢ parcialmente facilitada pela neutralizagdo do ataque
do complemento. Isto ressalta os papéis opostos do complemento na carcinogénese. Evidéncias
sugerem que uma melhoria das propriedades liticas das proteinas do complemento, como o
MAC seria uma terapia eficaz contra o cancer (GELDERMAN, 2004). Ao mesmo tempo, as
proteinas do sistema complemento, tais como C3a, apresentaram propriedades anti-
inflamatérias que impediriam a amplificagdo subsequente de produtos do complemento
necessarios para a citotoxicidade. Além disso, estudos sugerem que o sistema complemento
desempenha papéis antagénicos na promog¢ao da angiogénese. Em pacientes com degeneragdo
macular relacionada com a idade tem-se demonstrado um papel crucial do complemento no
desenvolvimento da doenca. Nesta doenga, ocorre um processo conhecido como
neovascularizagdo da cordide onde uma angiogénese exacerbada desta estrutura promove uma
invasdo vascular para a retina. Proteinas como o C3 e C5 parecem ter um papel angiogénico

nestes casos (NOZAKI M et al., 2006). Por outro lado, em estudos com ratos com retinopatia
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prematura e disfungdes placentdrias foi demonstrado que proteinas do complemento podem
inibir a angiogénese (GIRARDI G et al., 2006).

Ultimamente, inimeros estudos tem explorado o papel de terapias mediadas por
proteinas do complemento no combate ao cancer. Existe um interesse particular no
desenvolvimento de anticorpos monoclonais contra inibidores soluveis ligados & membrana de
proteinas do sistema complemento expressos por varios tumores. Esta estratégia visa melhorar
a citotoxidade antitumoral mediada pelo complemento e por anticorpos. Apesar de alguns
estudos com resultados promissores, (GELDERMAN et al., 2002) esta estratégia ignora o fato
do sistema complemento também promover, em certas ocasides, a progressio € o
desenvolvimento neoplasico. Aparentemente, o sistema complemento deve ser rigorosamente
regulado para manter a homeostase do organismo (HAJISHENGALLIS ef al., 2017). Diante
do complexo cendrio atual, existe a demanda de mais estudos sobre a interagao do sistema
complemento com o cancer.

O CEP se dissemina predominantemente por difusdo pelos canais linfaticos para
linfonodos inguinais superficiais e profundos e subsequentemente para os linfonodos pélvicos.
Vinte e cinco por cento dos pacientes com CEP apresentam acometimento de cadeia linfonodal
inguinal no momento do diagnostico. O exame fisico ndo ¢ um preditor confidavel do
comprometimento linfonodal (ORNELLAS et al., 2008) pois pacientes com linfonodos
palpaveis podem nao apresentar metastases. O método de avaliagdo dos linfonodos inguinais
permanece controverso sendo dificil a diferencia¢do entre linfadenomegalia inflamatoria
reacional e metastatica. Portanto o método mais confiavel para a avaliagdo dos linfonodos ¢ a
linfadenectomia. Porém a linfadenectomia inguinal e/ou pélvica ndo ¢ uma técnica cirurgica
isenta de complicagdes. Historicamente, a linfadenectomia tem sido associada com altas taxas
de complicacdes (BEVAN-THOMAS et al., 2002). Séries cirirgicas mais contemporaneas
mostram uma taxa global de complicagcdes que podem variar entre 10,3% e 57% para os

pacientes submetidos a esse procedimento como parte do tratamento do CEP ( Tabela 6).
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Tabela 6 — Complicagdes operatorias associadas a linfadenectomia inguinal segundo varias

séries publicadas na literatura mundial

# Taxa de
de complicagdo Infecgcao deiscéncia + necrose Linfocele Linfedema
Estudo Ano Pcs (%) (%) (%) (%) (%)
Johnson
et al. 1984 67 82 14 50 9 50
Ornellas
etal.* 1991 44 - 15 5 9 16
Ravi 1993 112 - - 25 9 16
Kamat et
al. 1993 31 87 - - - -
Lopes et
al 1996 145 - - 18 - 30
Darai et 32
al. 1988 85 - 12 14 3 (severa)
Ayyappan 57
et al. 1994 78 - 70 36 87 (severa)
Coblentz
et al. 2002 22 45 9 9 27.2 0
Bevan-
Thomas
et al 2002 53 57 10 8 (necrose) - 23
Nelson et 7.5
al. 2004 22 - (menor) 2.5 (necrose) 15 15
Spiess et
al. 2008 43 49 9 11 2 17
Koifman
etal.* 2013 170 10.3 0.9 1.5 (necrose) 2 4.1

# numero de pacientes

* Inciséo de Gibson
Fonte: Koifman, L; 2013

A presenca de invasdo linfonodal ¢ o maior fator progndstico para a sobrevida de
pacientes portadores de CEP. Além do acometimento linfonodal outros fatores prognosticos
sd0: a espessura tumoral, o grau de diferenciagao, o tipo histoldgico, a presenca de embolizacao
linfovascular, a presenca de coilocitose e o estagio da doenca (SORIA, 1997; LOPES, 2002;
ORNELLAS, 2008). Como atualmente ndo existem métodos nao-invasivos satisfatorios para
avaliar o comprometimento metastatico dos linfonodos a linfadenectomia estéd indicada para o
tratamento e profilaxia do cancer de pénis. As indicagdes dependem da existéncia de
adenopatias inguinais palpaveis e do estddio do tumor peniano. Pacientes com linfonodos
negativos ao exame fisico e que apresentam micrometastases sO terdo confirmacdo do

diagnodstico pelo exame histopatoldgico das pegas cirtrgicas obtidas pela linfadenectomia.


http://link.springer.com/article/10.1007/s00345-008-0324-6/fulltext.html#CR5
http://link.springer.com/article/10.1007/s00345-008-0324-6/fulltext.html#CR5
http://link.springer.com/article/10.1007/s00345-008-0324-6/fulltext.html#CR3
http://link.springer.com/article/10.1007/s00345-008-0324-6/fulltext.html#CR19
http://link.springer.com/article/10.1007/s00345-008-0324-6/fulltext.html#CR19
http://link.springer.com/article/10.1007/s00345-008-0324-6/fulltext.html#CR41
http://link.springer.com/article/10.1007/s00345-008-0324-6/fulltext.html#CR41
http://link.springer.com/article/10.1007/s00345-008-0324-6/fulltext.html#CR42
http://link.springer.com/article/10.1007/s00345-008-0324-6/fulltext.html#CR42
http://link.springer.com/article/10.1007/s00345-008-0324-6/fulltext.html#CR43
http://link.springer.com/article/10.1007/s00345-008-0324-6/fulltext.html#CR43
http://link.springer.com/article/10.1007/s00345-008-0324-6/fulltext.html#CR18
http://link.springer.com/article/10.1007/s00345-008-0324-6/fulltext.html#CR18
http://link.springer.com/article/10.1007/s00345-008-0324-6/fulltext.html#CR18
http://link.springer.com/article/10.1007/s00345-008-0324-6/fulltext.html#CR28
http://link.springer.com/article/10.1007/s00345-008-0324-6/fulltext.html#CR28
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Além disso, existe grande controvérsia a respeito do momento no qual a linfadenectomia deva
ser indicada, a respeito da extensdo da linfadenectomia e do tipo de intervengdo cirurgica que
varia conforme a experiéncia dos diversos grupos envolvidos no tratamento desses pacientes.
Os pacientes com linfadenectomia negativa precoce apresentam uma maior sobrevida em cinco
anos que os submetidos a linfadenectomia precoce positiva. A taxa de sobrevida para os
primeiros ¢ de 87% contra 29% para os segundos. Portanto, embora a presenca de metéstases
para linfonodos inguinais tenha resultado em um pior prognostico, a linfadenectomia esté
associada a sobrevida a longo prazo e a cura potencial de 29% a 60% dos pacientes
(ORNELLAS, 1994, McDOUGAL, 1986; HORENBLAS ¢ van TINTEREN, 1994). Além
disso, a resseccao imediata de metastases clinicamente ocultas ¢ associada a uma sobrevida
melhorada quando comparada com a ressec¢do retardada de linfonodos positivos (KROON,
2005). Quando comparamos os resultados de linfadenectomias positivas, encontramos uma taxa
de sobrevida no caso de linfadenectomia precoce apos dois e cinco anos de 29% contra
respectivamente 14 ¢ 0% no caso das linfadenectomias tardias (ORNELLAS, 1993,
ORNELLAS, 1994). Se o tumor se espalhou para os linfonodos pélvicos, a sobrevida a longo
prazo ¢ inferior a 10%. Entretanto, CAMPBELL et al. (2017), recentemente, avaliaram que
apenas 63 % de pacientes com CEP em estadios N1 e N2 foram submetidos a linfadenectomia
nos EUA. Isto mostra uma disparidade entre o que € recomendado pelos guidelines € o0 manejo
clinico desses pacientes. Ao mesmo tempo, MATULEWICZ ef al, avaliaram que apenas 4,1 %
dos urologistas nos EUA realizaram cirurgias penianas e linfadenectomia especificamente para
pacientes com CEP. Essses dados sugerem uma maior centralizagdo dos pacientes com esta
enfermidade devido a sua raridade nos EUA. Desse modo, para otimizar o tratamento
multidisciplinar do cancer de pénis avangado ¢ importante referenciar esses pacientes para
grandes centros habituados a tratar esta patologia. (SHREYAS et al., 2018).

Nosso grupo (KOIFMAN et al., 2015) identificou um grande nimero de proteinas em
pecas cirurgicas de pacientes com cancer de pénis e também no grupo controle composto por
pacientes sem cancer submetidos a circuncisdo. Algumas dessas proteinas, encontradas no
grupo de cancer de pénis, também estdo diretamente envolvidas no desenvolvimento de outros
tipos de cancer. Notavelmente, este trabalho reforca que a proteina do complemento C3 seja
uma candidata de biomarcador forte para avaliacao de pacientes CEP. Estudando o tecido de
pacientes com cancer de pénis detectamos uma subexpressao de C3 do sistema complemento
nos pacientes com cancer em relagdo a populacdo saudavel. Uma possivel explicagdo para estes
resultados encontra-se na hipdtese de que os pacientes com neoplasias tém uma pior resposta

imunologica. Além disso, neste estudo todos os pacientes com cancer eram HPV positivos e
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isso poderia explicar a auséncia de complemento C3 ja que as proteinas virais poderiam
neutralizar a resposta imunologica (CAMPO et al., 2010).

A baixa concentragdo de C3a poderia servir como um biomarcador de novas terapias
que estdo emergindo como terapias de alvo molecular e a imunoterapia, ou pelo menos os
tratamentos contra o cancer, devem levar em consideragdo a baixa imunidade desses pacientes.
A concentragdo de C3a ¢ provavelmente uma consequéncia de baixa imunidade nesses
pacientes. Agora ¢ possivel medir um nimero enorme de biomarcadores, mas cada um deve ser
investigado o suficiente para definir suas caracteristicas operacionais para diagnostico ou
progndstico. Em ultima analise, defini¢cdes claras e o melhor acesso publico a informagao
permitira a apropriada avaliagdo de biomarcadores de modo a reduzir ou eliminar esforcos
redundantes para focar a atencdo em pesquisas capazes de responder a questdes criticas (ROBB
etal., 2016).

A maior parte dos marcadores estudados em pacientes com CEP requer procedimentos
invasivos para obtenc¢dao do tecido tumoral. Existe, portanto, a necessidade de se encontrar
através de uma técnica pouco invasiva marcadores tumorais circulantes capazes de diferenciar
portadores de CEP com e sem envolvimento metastatico. Em nosso estudo anterior, nos
demonstramos a subexpressdo de C3 e C4a/b no plasma dos pacientes com CEP quando
comparado com individuos saudaveis (ORNELLAS et al., 2012). Os pacientes com doenca
mais agressiva apresentaram niveis mais baixos de C3 e C4a/b. No presente estudo, validamos
experimentalmente a subexpressdo de C3a no plasma de pacientes com CEP em relacdo aos
controles usando um kit de ELISA comercial. Os pacientes com CEP também foram separados
de acordo com o risco. No entanto, em nossa analise, ndo havia diferenca entre os pacientes
com CEP e doenca mais agressiva e aqueles com doenga mais leve. Embora a concentragao
média de C3a seja inferior em pacientes com doenga mais avangada, esses resultados ndo foram
estatisticamente significativos. A inteng¢ao deste estudo foi validar nossos resultados anteriores.
Possivelmente apos novos estudos com um maior nimero de amostras de pacientes com cancer
de pénis em varios estagios, o objetivo de diferenciar os pacientes de acordo com o estagio
poderia ser alcangado. Embora os biomarcadores tenham que ser preditivos ou progndsticos ou
ambos, tendemos a acreditar que, no futuro, a baixa expressao de C3a pode ser usada como um
marcador Util para cancer de pénis e talvez para outros tipos de cancer. A validacao de nossos
resultados anteriores por um kit comercial foi um primeiro passo necessario antes de novos
estudos. No futuro, havera uma necessidade de um estudo prospectivo maior para testar se
existe uma correlacdo entre carga tumoral, envolvimento linfatico e doenca metastatica com a

baixa expressao do fragmento C3a. Caso isso aconteca, a baixa expressao de C3a serd
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importante para monitorar o controle do tratamento e a detec¢do precoce de recorréncia apos o
tratamento.

Em nosso estudo anterior (ORNELLAS et al, 2012), percebemos que a combinagao de
fragmentos C3 e C4a/b foi capaz de discriminar pacientes com diferentes estagios de cancer.
Este estudo sugere que o C3 seja um marcador da presenca do CEP, e ele sozinho ndo permitiu
distinguir as diferentes condi¢des clinicas. No entanto, foi possivel confirmar a expressao
descendente de C3a no plasma de pacientes com CEP e também no CP. De fato, C3a estava
subexpresso em pacientes com cancer de pénis ¢ CP quando comparado com pacientes
saudaveis (P < 0,001 em ambos os casos). Além disso, os niveis de C3a foram
significativamente menores em individuos com CEP (P = 0,003), quando comparados com os
niveis em pacientes que apresentaram CP inicial, tornando o C3a um biomarcador promissor.
A supressdao da C3a talvez seja importante em outros tipos de cancer, e esta hipdtese merece
ser testada em estudos futuros. Pacientes com CP ndo foram incluidos para validar os resultados
de pacientes com cancer de pénis, mas porque estdvamos curiosos para saber se uma menor
expressao de C3a ocorreria em outro tipo de cincer urologico. A diminui¢do dos niveis de C3a
nas amostras de plasma do pacientes CP acabou por demonstrar que nessas amostras também
havia subexpressdao de C3a. Isso pode ser devido ao cancer, ou o cancer pode ser uma
consequéncia de um sistema imunoldgico debilitado. Ja ficou claro durante anos que o sistema
imunoldgico € subexpresso em pacientes com cancer. No entanto, nossos resultados abrem a
possibilidade de tratamentos imunolodgicos, isto €, que tenham como objetivo ativar o sistema
imunolégico em pacientes com CEP.

Uma funcdo importante do sistema imunoldgico € sua capacidade de distinguir a s
células normais das anormais do organismo. Isso permite que o sistema imunoldgico ataque as
células estranhas, deixando as células normais livres. Para fazer isso, ele usa os pontos de
controle (checkpoints) que sdo moléculas em certas células do sistema imunoldgico que
precisam ser ativadas (ou inativadas) para iniciar uma resposta imune. As cé€lulas tumorais
também podem atuar nos pontos de controle imunoldgico para inibir o sistema imune. Essas
proteinas ajudam a manter as respostas imunes sob controle e podem impedir que as células T
matem as células cancerigenas. Quando essas proteinas sdo bloqueadas, os "freios" no sistema
imunologico sao liberados e as células T sdo capazes de atacar as cé€lulas cancerigenas. Existem
diversas drogas que atuam inibindo os pontos de controle imunoldgicos. As principais atuam
sobre a PD-1, PD-L1 e a CTLA-4 que sdo proteinas ponto de controle imunoldgico que atuam
inibindo o ataque das células T sobre as células tumorais (American Cancer Society). Nos

ultimos 3 anos houve um “ tsunami” de publicacdes sobre drogas inibidoras de pontos de
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controle imunoldgico. Estas potentes drogas anti- cancer mostraram resultados notaveis no
manejo de diferentes neoplasias. Elas foram aprovadas como drogas inibidoras de pontos de
controle imunolégico para melanoma, cancer de pulmdo que ndo € composto por células
pequenas, cancer de bexiga, carcinoma escamoso de cabega e pescogo, carcinoma de células
renais e linfoma de Hodgkin (KOURIE et al., 2017).

Em relagdo ao cancer de pénis, devido a auséncia de terapias eficientes para o tratamento
de pacientes com doenca metastatica, esta rara doenga parece ser um campo promissor para
testar essas novas drogas. Existem ensaios clinicos promissores, em andamento, no tratamento

desses pacientes (EID et al., 2018).
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

- Nossos estudos comprovaram que pacientes com CEP apresentam subexpressao
plasmatica de C3. O C3a mostrou ser experimentalmente um potencial biomarcador plasmatico
do CEP.

- Os niveis de C3a também foram significativamente menores em pacientes com cancer
de prostata, mostrando que o C3a pode ser um biomarcador promissor para outros tipos de
cancer.

- A diminui¢@o dos niveis de C3a pode ndo estar relacionada apenas a pacientes com
CEP, mas a um comprometimento generalizado da imunidade.

- Mais estudos serdo necessarios para validar a associa¢ao entre os nossos achados com

o estagio clinico do cancer de pénis ¢ a sobrevida dos pacientes.
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ARTIGOS PUBLICADOS

APENDICE A - “Downregulation of C3 and C4A/B complement factor fragments in plasma

from patients with squamous cell carcinoma of the penis” (f. 57)

Neste artigo, o objetivo principal foi identificar marcadores de cancer no plasma de pacientes
portadores de carcinomas de pénis e compreender os mecanismos de oncogénese visando a

melhoria no tratamento desses pacientes.

APENDICE B - “Experimental validation of the complement protein C3a down expression in

the plasma of patients with squamous cell carcinoma of the penis ” (f. 68)

Neste artigo, o objetivo principal foi validar experimentalmente o C3a como biomarcador em

pacientes com cancer de pénis através de ensaio imunoenzimatico comercial.

APENDICE C - “Proteomics analysis of tissue samples from patients with squamous cell

carcinoma of the penis and positive to human papillomavirus” (f. 74)

Neste artigo, o objetivo principal foi identificar possiveis biomarcadores protéicos € / ou

candidatos a alvos terapéuticos em tecidos de pacientes com cancer de pénis.

APENDICE D - “HPV vaccination is fundamental for reducing or erradicate penile cancer |

Opinion: NO” (f. 87)
Nesse artigo, o objetivo foi rever na literatura se a vacinagdo contra o HPV na populagao

masculina poderia reduzir ou erradicar o cancer de pénis.
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ABSTRACT

Purpose: To investigate the use of ClinProt technique to identify cancer markers in
plasma of patients suffering from squamous cell carcinoma of the penis (SCCP).
Materials and Methods: Plasma of 36 healthy subjects and 25 patients with penile
carcinoma who underwent surgical treatment between June 2010 and June 2011 was
collected and analyzed by the ClinProt/MALDI/ToF technique. Then the peptides were
identified from the C8 MB eluted fraction of patients’ and control subjects’ plasma by
LIFT MS/MS.

Results: A cluster of 2 peptides (A=m/z 1897.22 + 9 Da and B=m/z 2021.99 + 9 Da)
was able to discriminate patients from control subjects. Cross validation analysis using
the whole casuistic showed 62.5% and 86.76% sensitivity and specificity, respectively.
The cluster also showed very high sensitivity (100%) and specificity (97%) for SCCP pa-
tients that died due to the disease. Furthermore, patients with lymph node involvement
presented sensitivity and specificity of 80% and 97%, respectively. These two peptides
were identified by the proteomic approach based on a MALDI-TOF/TOF as fragments of
C3 (m/z 1896.17) and C4a/b (m/z 2021.26) complement proteins.

Conclusions: The results showed that as the disease progresses, the fragments C3 and
C4 A/B are less expressed in comparison with healthy subjects. These results may be
useful as prognostic tools.
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INTRODUCTION

Squamous cell carcinoma of the penis
(SCCP) is a rare disease in developed countries,
but in emergent countries it can account for 10%
of male neoplasms (1,2). Its etiology is not fully
understood, but there is a strong association with
poor hygienic conditions, phimosis and human

papillomavirus (HPV) infection (2,3). Metastases
from penile carcinoma usually spread through
penile lymphatic vessels to regional nodes, espe-
cially the superficial and deep inguinal nodes, and
subsequently to the iliac nodes within the pelvis.
Tumor involvement of inguinal lymph nodes is
the best indicator of long-term survival in patients
with invasive SCCP (1). Twenty to fifty percent of



patients with penile carcinoma present inguinal in-
volvement at diagnosis and physical examination
is a not a reliable predictor or lymph nodes sta-
tus (2). Therefore, reliable staging information can
only be acquired through surgical procedures with
subsequent histologic examination of the inguinal
lymph nodes. The pathologic factors with known
prognostic value, other than the presence of lym-
ph node metastasis, include tumor thickness, gra-
de, histologic type, lymphovascular embolization,
presence of koilocytosis and stage (4-6). On the
clinical nodal status there is a dilemma: a signifi-
cant number of patients with palpable lymph no-
des do not have metastasis, in the other hand, 20%
of patients with clinically non-suspicious nodes
present micrometastasis at pathological examina-
tion. Thus, prophylactic bilateral inguinal lymph
node dissection is considered unnecessary in up to
80% of penile carcinoma patients with clinically
negative regional lymph nodes (7).

While DNA is the information archive,
proteins do the work for the cell. It has been sho-
wn that direct gene expression is only responsible
for a small part of the complexity of a living or-
ganism (8). Proteomics is the large-scale study of
proteins, and is associated traditionally with dis-
playing a large number of proteins from a given
cell line or organism. Curiously, there is no strict
linear relationship between genes and the protein
complement or ‘proteome’ of a cell. Proteomics is
complementary to genomics, because it focuses on
the gene products, which are the active agents in
cells. There are two strategies for finding protein
biomarkers in tissues or in biological fluids. Seve-
ral possible biomarkers have been identified using
a gel-based approach in bi-dimensional electro-
phoresis (with and without stable isotopic labe-
ling) and mass spectrometry (9,10). However, since
this approach is very laborious and time-consu-
ming, it is not practicable in clinical chemistry la-
boratories. Other methods based on the biological
fluid proteome prefractionation have been recen-
tly made available (11,12). The successful disco-
very of a proteomic profile correlated to an altered
state by the ClinProt method has been reported in
various human diseases, such as oral, bladder, na-
sopharyngeal and neck cancer (13-15). Recently,
we have used this approach to find possible ccRCC

biomarkers in urine and serum (16,17). In view
of these results, we investigated the possibility of
using the ClinProt technique to find possible plas-
ma diagnostic markers that can better distinguish
healthy subjects from patients affected by SCCP.

MATERIALD AND METHODS

Chemicals

The C8-Hydrophobic kit, a-cyano-4-
hydroxycinnamic acid (HCCA) and Protmix1 were
purchased from Bruker Daltonics, GmbH (Bremen,
Germany). acetonitrile from Merck KGaA (Darms-
tadt, Germany) and methanol from Sigma-Aldri-
ch, Inc. (St. Louis, MO).

Patients and Blood Sample Collection

Twenty-five patients with penile cancer
being treated by the National Cancer Institute and
Mario Kroeff Hospital were enrolled in this study
after permission of the hospital’s ethic committee.
In addition, we used blood samples from thirty-six
healthy subjects (blood donor volunteers) who un-
derwent circumcision in Santa Veronica Hospital.
Informed consent was obtained from all patients.
After diagnosis of penile cancer, 5 ml of blood
was collected before surgery and stored in a BD
vacutainer with EDTA. About 2.5 ml of plasma
was obtained after centrifugation at 1500 g for
10 min. within 4 hours of collection. The samples
were frozen on dry ice and sent to Milano Bicocca
University in Italy. All the samples were stored at
-80 °C until being sent to Italy.

The mean age of the patients and controls
was 63.56 (range, 38-90) and 60 years (range, 23-
83), respectively. Follow-up was evaluated in all
patients. Median follow-up was 9 months (range 1
to 36). The data collected from the patients’ medi-
cal records are shown in Table-1. Due to the small
number of patients, no stratification according to
risk factors for penile cancer was performed.

Study Design

The entire data set, composed of 36 con-
trols and 25 penile cancer patients, was randomly
split into two groups. The first group (training data
set: 28 controls and 17 penile cancer patients) was



used for the identification of signals related to
peptides expressed differentially in penile cancer
patients compared with controls (pattern recogni-
tion). The second group (test data set: 8 controls
and 8 penile cancer patients) was used for prelimi-
nary pattern validation of the cluster.

Sample Purification

ClintProt was applied to analyze the plas-
ma samples collected from SCCP patients. Heal-
thy subjects and SCCP patients were randomly
split into two groups for the training and the test
experiments. Because of the high complexity of
spectrum profiles, two algorithms were tested
for biomarker discovery. After the basic statis-
tical analysis, the two algorithms were used for
the selection of a signal cluster that was able
to differentiate patients from controls. Peptides
were extracted from the plasma by ClintProt C8
magnetic beads according to the kit instructions.
Plasma aliquots (40 pL each) were mixed with 5
pL of magnetic beads and 40 pL of the kit buffer,
allowing peptides and proteins to bind to hydro-
phobic C8 surface of the magnetic micro parti-
cles. The supernatant was removed after 1 minute
of incubation and the beads were washed twice
with 45 pL and once with 15 pL of the recommend
washing solution. Peptides were then eluted with
10 pL of 50% acetonitrile. The procedure was au-
tomatically carried out using the ClinProt robot
(Bruker Daltonics, GmbH, Bremen, Germany), thus
reducing variability.

Mass Spectrometry Analysis

Aliquots of eluted peptides (5 pL) were mi-
xed with 10 pL of HCCA matrix solution (6.2 g/L
HCCA in methanol/acetonitrile/water 50/40/10).
About 1 pL of this mixture was spotted four ti-
mes onto a MALDI-ToF MTP 384 target plate
ground steel F (Bruker Daltonics, GmbH, Bremen,
Germany). All preparation steps were performed
automatically by a robot (ClinProt robot, Bruker
Daltonics, GmbH, Bremen, Germany). Mass spec-
tra were acquired by an UltrafleXtreme MALDI
TOF/TOF MS instrument (Bruker Daltonics, GmbH,
Bremen, Germany) operated in positive-ion line-
ar or reflectron mode, recording m/z values from
1000-10000 Da. External calibration was per-

formed using a set of peptide/protein standards
(ProtMix1). MALDI-TOF acquisition parameters
were as follows: total of 1200 shots (200 x 6), laser
power about 70% (linear mode) and 40% (reflec-
tron mode), laser movement hexagonal.

Data Analysis

Data analysis was performed using the
ClinProtTools 2.1 software package (18) (Bruker
Daltonics, GmbH, Bremen, Germany). ClinPro-
Tools was used for multiple spectra comparison
and protein pattern identification with the follo-
wing workflow: (i) spectra normalization to their
total ion current; (ii) spectra recalibration using
the prominent peaks; (iii) baseline subtraction
and peak detection; and (iv) calculation of peak
areas for each spectrum. Peak detection was done
with signal-to-noise ratio of 5 and peak areas
were calculated using endpoint level integration
type. Spectra were also “top hat” baseline sub-
tracted with a minimum baseline width of 10%
and processed in a range of 1-10KDa. Only 1 of
the 8 spectra obtained from the plasma of each
subject by MALDI-TOF was used for the next sta-
tistical analysis, with the help of “Support Spec-
tra Grouping” and “Enable Similarity Selection”
options. The program, after calculation of the
mean spectrum of each subject’s data set, selects
the spectrum that is most similar to the average
for subsequent statistical analysis. Basic statistical
analysis, genetic algorithm (GA) (19), and Support
Vector Machine (SVM) (20) were then used for the
selection of signal clusters that were able to di-
fferentiate controls from penile cancer patients.
These signals were preliminarily tested for their
diagnostic capability using the two different data
sets separately. The receiver operating characteris-
tic curve analysis and area under curve (AUC) cal-
culation were performed by the ClinProTools 2.1
software to determine the diagnostic efficacy of
each marker. The cut-off value (P < 0.001) corres-
ponding to the highest accuracy (the lowest false
negative and false positive results) was also calcu-
lated, along with specificity and sensitivity.

Peptide Identification by MALDI-TOF/TOF
The peptides were identified from the C8
MB eluted fraction of patients’ and control sub-
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jects’ plasma by LIFT MS/MS. For peptide identi-
fication, the LIFT-TOF/TOF spectra were recorded
in the UltrafleXtremeTM MALDI-TOF/TOF MS ins-
trument. The fragment masses were analyzed after
their ion reflector detection. Analyses were per-
formed using the following acquisition settings:
ion source 1, 7.5 kV; ion source 2, 6.7 kV; lens 3.6
kV; reflector, 29.5 kV; reflector 2, 13.95 kV; lift 1,
19 kV; lift 2, 3.15 kV; pulsed ion extraction 80 ns.

Raw MS/MS data were processed with the
FlexAnalysisTM 3.3 software (Bruker Daltonics,
Germany). Database searching was performed by
an in-house Mascot search engine (Version: 2.3.02)
using the following parameters: human Swissprot
(accessed Feb. 2012- 20,317 sequences) database,
no enzyme and fixed and variable modifications.
MS and MS/MS tolerances were generally set at 1
Da. Only identifications with a score higher than
Mascot identity thresholds were accepted.

RESULTS

The pathological findings of the SCCP are
shown in Table-1. Most of the patients (n = 14)
were at pT2 level, whereas the remaining were at
pT1 (n = 4), pT3 (n = 6) and pT4 (n = 1) levels.
Histopathology confirmed invasive SCCP in all
patients. Of the 25 cases, 8 (320%) were well di-
fferentiated, 16 (64%) moderately differentiated
and 1 (4%) poorly differentiated. Amputation and
inguinal lymphadenectomy was performed in 20
patients. Of these patients, 11 (55%) were NO, 1
(59%) was N1, 4 (20%) were N2 and 4 (20%) were
N3.

ClintProt was applied to analyze the plas-
ma samples collected from SCCP patients and a
cluster of two peaks was identified. Comparison of
spectrum profiles obtained from the data set used
in the training phase showed several ions diffe-
rentially expressed in the two studied populations
(Table-2). On the basis of the GA and SVM results,
a cluster of two statistically different signals (P
< 0.05), at m/z 2021.99 + 9, 1897.22 + 9, were
identified as able to differentiate the populations.
Preliminary statistical analysis was carried out for
each marker and for the cluster of signals by the
receiver operating characteristic curve analysis.
The AUC of peak A at m/z 1897.22 (P < 0.0001)

was 0.85, which corresponds to a moderately ac-
curate test, according to the criteria suggested by
Swets (21). The AUC of peak B at m/z 2021.99 (P
< 0.0001) was 0.91, which corresponds to a highly
accurate test. The combination of the two peaks
indicated an improvement in the performance
compared to the single signals, with specificity
and sensitivity of 100% and 80%, respectively.
This pattern was subsequently tested for its abili-
ty to differentiate SCCP patients from controls by
external validation using data obtained from a se-
cond group of normal subjects and patients. Sen-
sitivity and specificity were at 63.6% and 100%,
respectively. Cross-validation analysis using the
whole casuistic showed 62.5% and 86.76% sen-
sitivity and specificity, respectively. The cluster of
signals was also evaluated using the entire set of
patient data grouped according to deaths due to
disease and lymph node involvement. The results
showed 100% sensitivity and 97% specificity for
patients who had died of disease. Among patients
with lymph node involvement, the sensitivity and
specificity was 80% and 97%, respectively. Pa-
tients without lymph node involvement showed
549% sensitivity and 97% specificity (Table-3).
Both peeks A and B, included in the diagnostic
cluster, were under-expressed (p < 0.05) in pa-
tients compared with healthy subjects (Figure-1).
Some of the peaks observed in the plasma protein
profile could be identified by LIFT MS/MS (Ta-
ble-4). In particular, signals at m/z 1897.22 (m/z
1896.17 in reflector mode) and at m/z 2021.99
(m/z 2021.26 in reflector mode) were identified
by the proteomic approach based on MALDI-TOF/
TOF as fragments of C3 (m/z 1896.17) and C4a/b
(m/z 2021.26) complement proteins (Table-4).

Preliminary evaluation of the diagnostic
efficacy was determined with an internal valida-
tion. The cluster showed a very high specificity
value in an external validation test with plasma
samples collected from different patients and con-
trols (Table-3).

DISCUSSION

The area of proteomics has begun to re-
volutionize the study of medicine in the post ge-
nomic era, by allowing researchers to study the



Table 2 - Selection of peaks differently expressed (P < 0.05) between controls (n = 28) and penile cancer patients (n = 17)

used for the training phase.

Mass P* Pt Ave 11 Ave 2§ Std D1 Std D2I
6430.52 0.0195 0.00859 50.6 10.16 47.79 13.46
1897.14** 0.0283 0.00859 23.23 5.38 24.34 4.23
1865.76 0.165 0.246 8.89 1.56 13.01 1.71
6628.81 0.28 0.246 129.73 55.2 138.31 41.66
1016.3 0.422 0.546 486.1 391.81 153.1 123.32
2021.91** 0.422 0.000456 70.76 1.09 164.61 4.08
111217 0.422 0.0747 17.16 37.25 8.67 30.63
9420.36 0.422 0.395 23.38 14.85 13.94 10.8
1211.9 0.422 0.0423 4.53 -0.18 11.52 1.01
1229.15 0.422 0.246 6.18 10.52 5.46 5.43
3216.09 0.422 0.57 11.2 6.93 8.58 4.44
9377.51 0.422 0.5 8.02 5.25 5.81 2.94
7763.75 0.491 0.615 17.25 12.1 11.69 6.12
4100.59 0.491 0.184 2.33 -0.66 8.87 1.32
3315.24 0.518 0.71 22.33 15.47 16.59 8.47
1767.61 0.518 0.948 24.21 421 65.65 2.97
8764.21 0.518 0.684 6.15 2.64 7.19 5.36

* P value by t test and ANOVA; values lower than .0.05 indicate statistical relevance.

T P value calculated with the Wilcoxon/Kruskal-Wallis test; values lower than 0.05 suggest statistical relevance.

1 Average area of peaks for control subjects.
§ Average area of peaks for SCCP patients.

1 Standard deviation of peaks for control subjects.
| Standard deviation of peaks for SCCP patients.

** Marked peaks represent signals selected for the diagnostic model

Table 3 - Cluster evaluation: diagnostic efficacy of pattern based on deaths from disease and lymph node involvement.

Group Sensitivity Specificity
6 patients dead by disease 100% 97%
9 patients with positive lymph nodes 80% 97%
11 patients with negative lymph nodes 57% 97%




Figure 1 - Signal intensity of 2 peaks (1897.22 and 2021.99 m/z) discriminating control (class 1) and tumor (class 2).
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Table 4 - Identified peptides in the C8 MB eluted fraction of patients’ and control subjects’ plasma by LIFT MS/MS. All peptide
identification scores were ahove Mascot identity threshold. Table reports the m/z values of the ions observed in MALDI linear

and reflectron mode.

Reflectron Linear Calc. mass (Da) in Peptide sequence Accession Description Peptide
mode m/z mode all pre-fractionated (UNIPRQT) score
m/z plasma samples
1896.17 1897.22 1895.024 CO4A_HUMAN  Complement C4-A 0S=Homo 61
NGFKSHALQLNNRQIR sapiens GN=C4A PE=1 SV=1
CO4B_HUMAN  Complement C4-B 0S=Homo
sapiens GN=C4B PE=1 SV=1
2021.26 2021.99 2020.097 SSKITHRIHWESASLLR ~ CO3_HUMAN Complement C3 0S=Homo 72

sapiens GN=C3 PE=1 SV=2

role that proteins plays in health and disease. By
applying this knowledge, innovative discoveries
in early cancer detection have been made, inclu-
ding kidney, prostate, ovarian, and bladder cancer.
To our knowledge, this is the first study of penile
cancer proteomics.

Although several markers have been eva-
luated, currently the clinical application of these
markers is limited. HPV positive tumors show a
variable prognostic outcome. In a previous article
we reported the analysis of 80 consecutive cases
of patients with penile cancers and HPV status was
not significantly associated with the presence of re-

gional metastases (22). Up to now, P53 status may
correlate with survival in T1 disease but further
studies are required to establish the link to lymph
node spread (23) Therefore, it is still necessary to
find biomarkers for early detection of metastases,
prognosis and follow-up of this disease (23).
Before the use of proteomics in penile
carcinoma, a critical assessment of its diagnos-
tic and prognostic value will be required. There is
a controversy about whether and when patients
should undergo lymphadenectomy. The presence
and the extent of metastasis to the inguinal region
is the most powerful prognostic factor for survi-



val in patients with SCCP. The principal aim in
the management of this disease is correct staging
of patients without invasive procedures, since a
presence of metastatic lymph nodes is an indepen-
dent prognostic factor for survival (6). Therefore,
research into potential biomarkers and biological
targets is very important.

The C3, C4a and C4b complement frag-
ments are involved in the classic and the alterna-
tive complement cascade pathway. These peptides
were under-expressed (p < 0.05) in SCCP patients
compared with healthy subjects. During disea-
se progress, under-expression of C3, C4a/b frag-
ments become more evident. More interestingly,
we have found very high sensitivity (100%) and
specificity (97%) for under-expression of these
fragments in SCCP patients that have succumbed
to the disease. Besides this, patients with lymph
node involvement present sensitivity and speci-
ficity of 80% and 97%, respectively. In the case
of patients without lymph node involvement, we
obtained a sensitivity rate of 57% and specificity
of 97%.

Degradation of complement system con-
vertases was observed for patients with breast
cancer (BCP). For C3, the degradation was solely
on the C3d, C3g, C3a’l and C3p. Convertases C3,
which occupies a central position in the system,
displays differential degradation in the BCP (5-
fold more peptides than in the healthy subjects).
For C4, the degradation was solely on the C4b and
C4P. The degradation of the front portion of the
C4b fragment was observed solely for the tested
BCP (24).

The contribution of the complement sys-
tem to the control of tumor growth has been ne-
glected for a long time, since the main emphasis
has been put on cell-mediated immune response
against cancer (25).The innate immune system is
the first line of defense, comprised of cells and
mechanisms that defend the host from infection
in a non-specific manner. Taneja et al. (26) studied
the plasma protein profile in patients with hepati-
tis E. In that study, the levels of complement pro-
teins C3, C3f, C4, and bradykinin and kininogen
were found to be lower in the plasma of hepatitis
E patients compared to healthy controls. Any per-
turbation, such as a viral infection in the liver,

should trigger a strong innate response as the first
line of host defense, but the opposite was found
to occur, with these proteins being in downregula-
tion. The exact mechanism of this reduction is not
understood at this time.

In our patients, the downregulation of C3
and C4 could be caused by HPV and/or EBV in-
fection, viruses that are highly prevalent in SCCP
lesions (27). Viral proteins counteract the immune
response (28). This could explain the progression
of the disease along with C3 and C4a/b under-
-expression. It is a hypothesis to be tested in the
future.

The over-expression of C regulatory pro-
teins (CRPs) in tumor cells is one way these cells
protect themselves from C attack. CD46, CD55 and
CD59 are thought to be the most important mem-
brane C regulatory proteins (mCRPs), expressed
both on normal and t