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RESUMO 

 

 

SOUZA, Paulo Ornellas de. Carcinoma epidermóide invasivo de pênis: subexpressão dos 

fragmentos C3 e C4A/B do sistema complemento detectado no plasma pela plataforma 

proteômica ClinProt/MALDI/TOF. 2013. 87f. Dissertação (Mestrado em Ciências Médicas) – 

Faculdade de Ciências Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2013. 

 

O carcinoma epidermóide de pênis (CEP) representa 95% das neoplasias penianas e afeta 

quase sempre pacientes não circuncidados estando muitas vezes associado à falta de higiene local 

adequada e à fimose. No Brasil a sua incidência é de 2,7 % porém em algumas áreas do país pode 

chegar a 17% dos casos diagnosticados por ano. O tumor pode ocorrer em qualquer parte do órgão 

sexual masculino e o tipo de estadiamento empregado é controverso. A classificação de Broders é 

a mais utilizada. Estudos sugerem a relação entre o desenvolvimento do carcinoma de pênis com a 

infecção por HPV (Papiloma Vírus Humano). O método de avaliação dos linfonodos inguinais 

permanece controverso sendo difícil a diferenciação entre linfadenomegalia inflamatória reacional 

e metastática.   O exame físico não é um preditor confiável do comprometimento linfonodal pois 

pacientes com linfonodos palpáveis podem não apresentar metástases. Há poucas publicações 

sobre os mecanismos moleculares envolvidos na gênese e progressão do CEP. Apesar de vários 

marcadores terem sido avaliados, atualmente a aplicação clínica destes é limitada. A maior parte 

dos marcadores estudados requer procedimentos invasivos para obtenção do tecido tumoral. 

Existe a necessidade de encontrar através de uma técnica pouco invasiva marcadores tumorais 

circulantes capazes de diferenciar portadores de CEP com e sem envolvimento metastático. Neste 

tipo de neoplasia, a descoberta de biomarcadores que avaliem o prognóstico é relevante, pois o 

exame físico não é um indicador confiável do comprometimento linfonodal e da sobrevida.Os 

objetivos foram 1) revisar e discutir a epidemiologia, a etiologia, os diversos tipos de abordagem 

cirúrgica e as controvérsias no tratamento cirúrgico do câncer de pênis 2) investigar através da 

plataforma ClinProt/ MALDI / TOF a presença de marcadores plasmáticos capazes de discriminar 

indivíduos saudáveis de pacientes afetados por carcinoma epidermóide de pênis (CEP) 3) avaliar a 

importância destes marcadores na evolução da doença. Foram coletados e analisados pela 

plataforma ClinProt / MALDI / TOF o plasma de 36 indivíduos saudáveis e 25 pacientes com 

CEP invasivo, submetidos a tratamento cirúrgico entre junho de 2010 e junho de 2011, nos 

serviços de urologia do Instituto Nacional de Câncer e do Hospital Mário Kröeff (Rio de Janeiro). 

Nossos resultados apontaram para um conjunto de dois peptídeos (A = m / z 1897,22 + -9 Da e B 

= m / z 2021,99 + -9 Da) que foram capazes de diferenciar pacientes com CEP de indivíduos 

controles. Esses peptídeos foram posteriormente identificados como fragmentos C3 e C4 A/B do 

sistema complemento. A validação cruzada, utilizando toda casuística apresentou 62,5% e 86,76% 

de sensibilidade e de especificidade, respectivamente, com uma alta sensibilidade (100%) e 

especificidade (97%) nos pacientes que morreram pela doença. Além disso, os pacientes com 

envolvimento ganglionar obtiveram uma sensibilidade e uma especificidade de 80 % e 97%, 

respectivamente. Ficou demonstrado que à medida que a doença progride mais subexpressos está 

o conjunto de peptídeos quando comparados com indivíduos saudáveis. Estes resultados podem 

ser úteis como ferramentas para a avaliação do prognóstico destes pacientes. 

 

Palavras-chave: Câncer de pênis. Linfadenectomia. Subexpressão dos fragmentos C3 e C4A/B do 

sistema complemento. Proteômica. Plataforma ClinProt/MALDI/TOF 

 

 



ABSTRACT 

 

 

SOUZA, Paulo Ornellas de. Invasive squamous cell carcinoma of the penis: subexpression of 

the fragments C3 and C4A/B of the complement system detected in plasma by proteomic 

platform ClinProt / MALDI / TOF. 2013. 87f. Dissertação (Mestrado em Ciências Médicas) – 

Faculdade de Ciências Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 

2013. 

 

Squamous cell carcinoma of the penis (SSCP) represents 95% of penile cancers. It 

affects mostly uncircumcised patients and is often associated with lack of adequate local 

hygiene and phimosis. In Brazil, the incidence is 2.7% but in some areas of the country can 

reach 17% of diagnosed cases of cancer per year. The tumor can occur in any part of the 

sexual organ and the type of staging to be used is controversial. The Broders classification is 

more often used to classify tumors. Studies suggest the relationship between the development 

of penile carcinoma and HPV infection (Human Papilloma Virus). The evaluation method of 

inguinal lymph nodes remains controversial and it is difficult to differentiate inflammatory 

reaction from metastatic lymphadenopathy. Physical examination is not a reliable predictor of 

lymph node involvement since patients with palpable lymph nodes can not present 

metastases. There are few publications about the molecular mechanisms involved in the 

genesis and progression of the SSCP. Although several markers have been evaluated, 

currently the clinical application of these is limited. Most of the markers studied require 

invasive procedures for obtaining tumor tissue. There is a need to find through a minimally 

invasive technique circulating tumor markers able to differentiate SSCP patients with  and 

without metastatic involvement. In this type ofmalignancythediscovery of biomarkers that 

assessthe prognosisis relevant since physical examination is not a reliable predictor oflymph 

node involvementand survival. The objectives of this study were: 1) to review and discuss the 

epidemiology, etiology, different types of surgical approach and controversies in the surgical 

treatment of penile cancer 2)to investigate via the platform ClinProt / MALDI / TOF presence 

of plasma markers able to discriminate healthy subjects from patients affected by squamous 

cell carcinoma of the penis (SCCP) 3) to evaluate the importance of these markers in disease 

progression. Between June 2010 and June 2011, plasma samples from 36 healthy subjects and 

25 patients with penile carcinoma who underwent surgical treatment in the 

UrologyServicesofNational Cancer InstituteandMarioKröeffHospital were collected and 

analyzed by the ClinProt/MALDI/TOF platform. Our results found a cluster of 2 peptides 

(A=m/z 1897.22 +-9 Da and B=m/z 2021.99 +-9 Da that was able to discriminate patients 

from controls subjects. These peptides were further identified as C3 and C4 A/B fragments 

from complement system. Cross validation analysis using the whole casuistic showed 62.5% 

and 86.76% of sensitivity and specificity, respectively with a very high sensitivity (100%) and 

specificity (97%) for SCCP patients that have died by disease. Moreover, patients with lymph 

node involvement present a sensitivity and specificity of 80% and 97%, respectively.  The 

results showed that as the disease progresses more under express are the cluster comparing 

with healthy subjects. These results may be useful as prognostic toll. 

 

Keywords: Penile cancer. Limphadenectomy.Subexpression of fragments C3 and C4A / B of 

the complement system.Proteomics. Platform ClinProt / MALDI / TOF 
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INTRODUÇÃO 

 

 

O carcinoma epidermóide de pênis (CEP) representa 95% das neoplasias penianas. Os 

5% restantes, decorrem de metástases originadas em tumores de outros órgãos e de lesões 

tumorais menos frequentes (GURSEL et al., 1973). No Brasil a sua incidência é de 2,7 % 

porém em algumas áreas do país pode chegar a 17% dos casos diagnosticados de câncer por 

ano (BRUNINI et al., 1982, ORNELLAS et al., 1994).  

O CEP pode ocorrer em qualquer região do órgão genital masculino, no entanto, as 

áreas mais afetadas em ordem decrescente de apresentação são: glande (48%), prepúcio 

(21%), glande e prepúcio (9%), sulco coronal (6%) e haste peniana (< 2%) (SUFRIN  et al, 

1991). Em ordem para estabelecer o diagnóstico do tumor peniano, o primeiro passo é a 

confirmação histológica da lesão primária por biópsia. No grupo dos carcinomas 

epidermóides, os tipos histológicos mais comuns são o carcinoma epidermóide invasivo 

(figura 1), uma variante deste, o carcinoma verrucoso e o carcinoma in situ. A eritroplasia de 

Queyrat e a doença de Bowen são dois tipos descritos de carcinoma in situ do pênis, que são 

formas não invasivas.  

No que diz respeito ao estadiamento, há muitas controvérsias a respeito de qual seria o 

melhor sistema de estadiamento a ser utilizado. Nenhum sistema de estadiamento para o 

carcinoma peniano é universalmente aceito. Atualmente, o método de estadiamento para o 

carcinoma peniano mais utilizado é a classificação TNM 2002 (Quadro 1) da União 

Internacional Contra o Câncer (UICC) adotado pelos Serviços de Urologia do Instituto 

Nacional de Câncer (INCA) e do Hospital Mário Kröeff (Rio de Janeiro – RJ). Este sistema 

de classificação permite a avaliação do tumor primário e dos linfonodos da região inguinal, 

com base no grau de invasão das estruturas penianas pelo tumor primário e a extensão da 

doença linfonodal inguinal. T - representa o tamanho do tumor, N- o comprometimento dos 

linfonodos regionais por células metastáticas e M- a avaliação das metástases à distância. 

Sob o ponto de vista histológico o CEP é graduado utilizando a classificação de 

Broders. Em 1991, MAICHE e colaboradores introduziram uma modificação a este sistema 

de forma a classificar os tumores penianos de forma mais objetiva. Este sistema modificado é 

baseado no grau de queratinização, número de mitoses, atipia celular e presença de células 

inflamatórias. Utilizando este sistema modificado, os autores foram capazes de identificar 

uma taxa de sobrevida de 80% para tumores grau I, 50% para tumores grau II e 3 e 30% para 
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tumores grau 4. No entanto a maioria dos tumores de pênis é de baixo grau histológico 

(MAICHE et al, 1991, STAUBITZ, 1955). 

O carcinoma epidermóide invasivo afeta quase sempre pacientes não circuncidados 

estando muitas vezes associado à falta de higiene local adequada e à fimose. Estudos sugerem 

a relação entre o desenvolvimento do carcinoma de pênis com a infecção por HPV (Papiloma 

Vírus Humano) (SCHEINER et al 2008; McCANCE et al 1986; LONT et al 2006). Os 

papilomavírus são vírus de DNA, da família Papilomaviridae, mucoepiteliotrópicos e 

espécie-específicos, que são transmitidos por meio de contato direto da mucosa sadia com a 

mucosa afetada. Até o momento foram descritos mais de 200 tipos de HPVs (HAEDICKE & 

IFTNER, 2013). Apesar de apresentarem uma organização genômica semelhante, os 

diferentes tipos de HPV infectam epitélios em regiões anatômicas específicas. Os vírus podem 

se replicar de forma epissomal, fora dos cromossomas, e podem causar lesões 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 são classificados segundo o prognóstico clínico das lesões ou segundo o seu 

potencial de malignidade, como: de “baixo risco” (tipos 6 e 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). 

McCANCE et al. (1986), demonstraram que a incidência dos subtipos de alto risco 

HPV16 e HPV18 nos carcinomas malignos de pênis alcança 50% nos pacientes brasileiros.  
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1REVISÃO DA LITERATURA 

 

1.1Tratamento Cirúrgico do Tumor Primário 

 

Pacientes portadores de lesões penianas restritas ao prepúcio podem ser tratados com 

segurança através de postectomia. Lesões que acometem a glande sem invasão de estruturas 

profundas (tumores T1) podem ser tratados conservadoramente através de técnicas ablativas 

como o laser. Pacientes com lesões superficiais extensas na glande (tumores T1) podem ser 

submetidos à ressecção parcial ou total da glande, com o objetivo de manter o máximo de 

tecido peniano saudável. Pacientes com lesões maiores que 4 cm ou que acometam mais da 

metade da glande devem ser tratados com ressecção completa da glande, uma vez que a 

ressecção exclusiva destas lesões pode acarretar sérias deformidades penianas, com 

importante prejuízo funcional.  

A penectomia parcial (figura 2A e B) está indicada para pacientes portadores de 

lesões invasivas distais penianas, promovendo excelente controle local da doença com taxas 

de recorrência inferiores a 6%. (HORENBLAS S, 1992).  A excisão cirúrgica deve respeitar 

uma margem de tecido saudável de 1,5 a 2,0 cm, o que normalmente permite ao paciente 

urinar em posição ereta e manter a capacidade de ereção e penetração vaginal. Biópsias de 

congelação das margens cirúrgicas proximais são mandatórias para confirmação da ressecção 

livre de neoplasia.  

A penectomia total (figura 3) é reservada para pacientes com lesões tumorais 

invasivas cujo tamanho e localização impedem a ressecção adequada com um remanescente 

peniano funcional. Avaliação psiquiátrica pré e pós-operatória são recomendadas para 

confirmação da capacidade emocional do paciente em aceitar a cirurgia proposta e suas 

implicações futuras. 

 

1.2Abordagem das Áreas de Disseminação Metastática 

 

Os vasos linfáticos do pênis drenam para ambas as regiões inguinais através de 

intercomunicações dos canais linfáticos do prepúcio, da glande e do corpo do pênis. O CEP se 

dissemina predominantemente por difusão pelos canais linfáticos para os linfonodos inguinais 

superficiais e profundos e subsequentemente para os linfonodos pélvicos. A drenagem dos 

gânglios inguinais ocorre para os linfonodos pélvicos ipsilaterais. Vinte e cinco por cento dos 

pacientes com CEP apresentam acometimento de cadeia linfonodal inguinal no momento do 
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diagnóstico. O exame físico não é um preditor confiável do comprometimento linfonodal 

(ORNELLAS et al., 2008) pois pacientes com linfonodos palpáveis podem não apresentar 

metástases. Por outro lado micrometástases podem estar presentes em até 39% dos linfonodos 

clinicamente negativos (ORNELLAS et al., 1994). O método de avaliação dos linfonodos 

inguinais permanece controverso sendo difícil à diferenciação entre linfadenomegalia 

inflamatória reacional e metastática. A linfadenopatia inguinal está presente em 50% dos 

casos de câncer de pênis, porém isto necessariamente não quer dizer que os linfonodos 

estejam comprometidos pelo tumor já que não foram encontrados metástases linfonodais em 

50% dos pacientes com linfonodos palpáveis na região inguinal. 

 

 

Figura1: Carcinoma epidermóide invasivo ocupando glande e corpo do pênis 
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Figura 2: Amputação peniana parcial  

 

 

 Legenda: (A) Amputação peniana parcial com exposição dos corpos cavernosos e individualização da 

uretra. 

(B) Aspecto final da cirurgia.após sutura da uretra e da pele 
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Quadro 1: Sistema de estadiamento do câncer de pênis (TNM 2002) da União  Internacional 

Contra o Câncer (UICC)   

 

T TUMOR PRIMÁRIO 

 

Tx: Tumor primário não avaliado 

T0:  Sem evidência de tumor 

Tis: Carcinoma in situ 

Ta: Tumor verrucoso 

T1: Tumor invade tecido conectivo subepitelial 

T2: Tumor invade corpo cavernoso e/ou esponjoso 

T3: Tumor invade uretra ou próstata 

T4: Tumor invade estruturas adjacentes 

 

N LINFONODOS REGIONAIS 

 

Nx: Linfonodos não avaliados 

N0: Sem metástases em linfonodos 

N1: Metástase única em linfonodo inguinal superficial 

N2: Metástases múltiplas ou bilaterais em linfonodos inguinais superficiais 

N3: Metástases em linfonodos inguinais profundos e/ou ilíacos 

 

M METÁSTASES A DISTÂNCIA 

 

Mx: Metástases não avaliadas 

M0: Ausência de metástases a distância 

M1: Metástases a distância 
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Figura 3: Amputação peniana total 

 

 

Legenda:  Os corpos cavernosos foram totalmente ressecados. A bolsa escrotal foi utilizada  para fechar 

o defeito resultante  da cirurgia. A uretra foi reimplantada de forma a  permitir a micção do 

paciente em pé, direcionando o jato urinário com a  bolsa escrotal. 
 
 

Desta forma há o risco de pacientes serem operados desnecessariamente se 

submetermos todos  à linfadenectomia rotineira. Ao mesmo tempo, 20% dos pacientes sem 

comprometimento linfonodal ao exame clínico apresentam micrometástases. Diante desses 

fatos, linfadenectomia inguinal bilateral profilática é considerada desnecessária em mais de 

80% dos pacientes com CEP e linfonodos impalpáveis (ABI-AAD et al., 1992). 

A linfadenectomia inguinal e/ou pélvica tem sido associada com altas taxas de 

complicações (BEVAN-THOMAS et al., 2002). Na tabela 1 são mostradas as taxas de 

complicação de séries cirúrgicas contemporâneas. CABANAS (1977) recomenda a biópsia de 

linfonodos sentinelas que seriam os primeiros sítios de metástases do carcinoma de pênis na 

tentativa de identificar metástases para linfonodos inguinais sem submeter os pacientes 

portadores de carcinoma epidermóide invasivo à linfadenectomia. 

A técnica de linfocintigrafia com injeção intradérmica peri-tumoral de tecnécio 99mm 

(figura 4A,B,C,D,E) tenta melhorar a sensibilidade do método de detecção do linfonodo 

sentinela. A linfocintigrafia pré-operatória combinada com mapeamento linfático intra-

operatório (com azul patente e manipulação com gama probe para detectar radiação) foi 
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associada, na experiência do Instituto Nacional de Câncer Holandês, com uma taxa de falso-

negativos de 16% (6/37 pacientes), (KROON, 2005). 

Outro aspecto a ser enfatizado é a evolução dos pacientes com metástases inguinais 

que não foram submetidos à linfadenectomia e apresentam lesões metastáticas avançadas 

(figura 5 e 6). Frequentemente o cirurgião é pressionado a resolver uma situação insolúvel. 

Ocasionalmente, porém, a ressecção da massa metastática (figura 7) aliado a técnicas de 

reconstrução promove algum grau de paliação para pacientes com doença loco-regional 

avançada (figuras 8A, B, C e D). Os resultados, a curto prazo, com as cirurgias paliativas 

higiênicas são bons já que este tipo de tratamento é proposto senão para visar a cura, para 

proporcionar aos pacientes uma reintegração social. A maior parte dos pacientes volta ao 

convívio de seus familiares sem as feridas infectadas causadas por recidivas e metástases. A 

longo prazo os resultados não são bons quando analisamos a sobrevida dos pacientes.  

Na figura 9 mostramos um algorítimo utilizado no Instituto Nacional de Câncer e no 

Hospital Mário Kröeff para o tratamento do tumor primário e das regiões inguinais de 

pacientes portadores de câncer de pênis.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_AbstractPlus&term=%22Kroon+BK%22%5BAuthor%5D
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Tabela 1: Complicações operatórias associadas à linfadenectomia inguinal            segundo 

várias séries publicadas na literatura mundial 

 

Estudo Ano 

# 
de 

Pcs 

Taxa de 
complicação 

(%) 
Infecção    

(%) 
deiscência + necrose 

(%) 
Linfocele 

(%) 
Linfedema 

(%)  

Johnson 
et al. 1984 67 82 14 50 9 50  

Ornellas 
et al.* 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 
al.  1988 85 – 12 14 3 

32 
(severa)  

Ayyappan 
et al.  1994 78 – 70 36 87 

57 
(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 
al.  2004 22 – 

7.5 
(menor) 2.5 (necrose) 15 15  

Spiess et 
al.  2008 43 49 9 11 2 17  

Koifman 
et al   2013 170 10.3 0.9 1.5 (necrose) 2 4.1  

 

# número de  pacientes 

* Incisão de Gibson   

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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Figura 4: Linfocintilografia 

 

 

 

Legenda: (A) Administração intradérmica de corante azul patenteado e de tecnécio-99 m ao redor do tumor 

primário. (B e C) Detecção do linfonodo sentinela através do transdutor de raios gama. (C) 

Linfocintilografia pré-operatória. (E) Identificação intraoperatória do linfonodo  
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Figura 5: Imagens de ressonância magnética de câncer de pênis em estágio avançado 

 

 

Legenda: Imagens evidenciando grande massa na região inguinal direita compressão dos vasos ilíacos e da 

bexiga. Além do comprometimento da região ilíaca há expansão da massa para o espaço 

retroperitonial 
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Figura 6: Tumor metastático ulcerado na região inguinal direita  

 

Figura 7: Grande defeito decorrente da ressecção de tumor metastático inguinal 
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Figura 8: Correção do grande defeito inguinal 

 

 

Legenda: (A) Marcação da área do enxerto que será utilizada. (B) Início da mobilização do retalho. (C) O retalho 

miocutâneo é liberado até a inserção dos seus vasos sanguíneos. (D) O retalho é girado na sua base de 

forma a cobrir o defeito inguinal, área exposta na coxa é coberta com enxerto livre de pele 
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Figura 9: Esquema de tratamento para os diversos estágios do carcinoma epidermóide 

de  pênis  
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1.3 Marcadores Tumorais 

 

Ao longo da História, foram descritos vários biomarcadores de neoplasias. Entre os 

principais marcadores tumorais estão: AFP (alfafetoproteína) que é usada na monitorização do 

carcinoma de testículo e no diagnóstico de hepatocarcinoma; MCA (antígeno mucóide 

associado ao carcinoma), utilizado na monitoração do carcinoma mamário; Cromogranina A 

(marcador de tumores endócrinos); Telomerase, usada como marcador nos tumores uroteliais 

da bexiga; CA 72.4, utilizado no acompanhamento de tumores gastrointestinais; ß-HCG 

(gonadotrofina coriônica humana), utilizado no diagnóstico, monitoração e diagnóstico de 

tumores de células germinativas; CA 125, usado no seguimento do câncer de ovários; CA 

15.3, marcador do câncer de mama; CA 19.9, indicado no auxílio ao estadiamento e à 

monitoração de tratamento no câncer de pâncreas e do trato biliar; CEA (antígeno 

carcinoembrionário), utilizado no seguimento de pacientes com câncer colorretal; PSA 

(antígeno prostático específico), usado no rastreamento e acompanhamento de pacientes com 

câncer de próstata. O marcador ideal reúne as seguintes características:  ser de fácil acesso, 

possibilitar o diagnóstico precoce de neoplasias e a descoberta da sua origem, estabelecer a 

extensão da doença, monitorar a resposta terapêutica e  detectar precocemente recidivas 

(REIS, 2005; ROSA et al, 2005; GOMES, 1997). Além disso, os biomarcadores ideais devem 

ser órgão-sítio específicos e terem meia-vida curta, permitindo acompanhar temporariamente 

as mudanças do tumor (SILVEIRA et al, 2005). Por ser uma doença rara, há poucas 

publicações sobre os mecanismos moleculares envolvidos na gênese e na progressão do CEP 

(PROTZEL et al, 2008). Apesar de vários marcadores terem sido avaliados, atualmente a 

aplicação clínica destes é limitada. A maior parte dos marcadores estudados é tecidual e 

requerem procedimentos invasivos para obtenção do tecido tumoral.  

Vários marcadores têm diferentes funções biológicas que parecem ser úteis para 

avaliar o prognóstico de pacientes com CEP. Evidências recentes sugerem que a caderina 

epitelial (E-caderina), matrix metaloprotease (MMP-9), a p53, o Ki-67 e a proteína 

KAI1/CD82 podem ser indicadores promissores de metástase em câncer de pênis. As E-

caderinas são moléculas de adesão celular cuja expressão diminuida está envolvida nos 

mecanismos de desenvolvimento de metástases. (BEHRENS, 1989). Uma imunoreatividade 

diminuida à E-caderina tem sido correlacionada ao risco de metástases em vários tipos de 

câncer (UMBAS, 1992; INADA, 1999; RODRIGO, 2002). Matrix metaloproteases (MMP-2 e 

MMP-9) fazem parte de um grupo de enzimas que degradam o colágeno tipo IV na membrana 

basal estando envolvidas no mecanismo de invasão e da instauração de metástases 
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(EGLEBAD, 2002). Campos e colaboradores (2006) em um estudo com 125 pacientes com 

tumor de pênis tratados com amputação e linfadenectomia bilateral mostraram que a baixa 

imunoreatividade de E-caderina estava relacionada com um maior risco para metástase 

linfonodal e que a imunoreatividade para MMP-9 era um fator de risco para recorrência da 

doença. 

O gene supressor de tumor TP53 (p53) está envolvido na apoptose celular e suas 

mutações, estão associadas com a progressão da doença de muitos tipos de tumores (GAO, 

2000). O aumento da expressão imunohistoquímica de TP53 nos carcinomas penianos varia 

de 26% a 40% havendo correlação com a infecção por vírus do papiloma humano (Levi, 

1998; Lam, 1995). Martins e colaboradores (2002)  em um estudo com 50 pacientes 

portadores de câncer de pênis, demonstraram que o aumento de expressão da proteína p53 

estava associada à disseminação metastática e à recorrência, sendo causa de morte específica.  

Ki-67 é uma proteína de matriz nuclear não-histona expressa em todas as fases do 

ciclo celular, exceto em G0. Uma avaliação da expressão da proteína Ki-67, por 

imunohistoquímica é um meio confiável de avaliar a proliferação celular tumoral. 

(SCHOLZEN, 2000). O percentual de marcação Ki-67 está relacionado com o grau do tumor 

no câncer de pênis e pode indicar um maior risco de metástase nodal (BERDJIS, 2005). 

ZHU e colaboradores (2007) em um estudo com 73 pacientes submetidos à amputação 

de pênis e à linfadenectomia regional correlacionaram a expressão das proteínas p53, Ki-67 e 

E-caderina com metástases para linfonodos. Pela análise multivariada, a embolização tumoral 

e a expressão da p53 foram preditores independentes de metástase.  

A proteína da membrana da célula KAI1 ("kang ai" em chinês igual a "anti-câncer"), 

também conhecida como CD82 foi originalmente descrita como supressor de metástase no 

câncer da próstata (DONG, 1995). A subexpressão desta proteína KAI1/CD82 se correlaciona 

com a ocorrência de metástase, com o prognóstico e com a presença de DNA do HPV em 

carcinoma epidermóide do pênis (PROTZEL, 2008).  

Diferentemente dos marcadores acima citados o antígeno do carcinoma epidermóide é 

um antígeno circulante medido no soro do paciente através de uma técnica pouco invasiva. 

Este antígeno foi primeiramente isolado em pacientes com câncer de colo do útero sendo 

descrito em 1977 como TA-4 (Kato, 1977). O TA-4 é uma glicoproteína com o peso 

molecular de aproximadamente 48 kDa. No câncer de colo do útero, a carga tumoral e o 

padrão de crescimento infiltrativo têm sido associados com o aumento sorológico dos níveis 

de TA-4 (CROMBACH, 1989). Em dois estudos envolvendo pacientes com CEP, os níveis de 

TA-4 se apresentaram diretamente proporcionais com o estágio da doença (TAKAHASHI, 
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1987; WISHNOW, 1990). Quanto mais a doença progride com metástases para linfonodos, 

maiores são os níveis deste antígeno. Outro estudo realizado por HUNGERHUBER et al em 

2007, revelou que o TA-4  apenas apresentou uma elevação expressiva em pacientes com 

metástases para outros órgãos ou em estágios avançados com envolvimento linfonodal 

maciço. Dessa forma, o nível deste antígeno parece não ser útil na detecção precoce de 

metástases linfonodais ocultas. No entanto, este marcador parece ser um parâmetro confiável 

para controle do tratamento porque os níveis de TA-4 se correlacionarem com a carga 

tumoral. 

No entanto, novos biomarcadores ainda são necessários para a detecção de metástases 

precoces, prognóstico, seguimento da doença e melhor compreensão da doença ao nível 

molecular. Ainda existe um dilema no tratamento de pacientes com CEP. Especula-se sobre a 

necessidade de linfadenectomia em pacientes sem evidências clínicas de acometimento 

linfonodal já que metástase para região inguinal constitui um importante fator prognóstico 

para sobrevida em pacientes com CEP. Desse modo, na abordagem desses pacientes é 

importante que se faça o estadiamento linfonodal correto para que não sejam necessários para 

isto procedimentos invasivos (ORNELLAS et al, 2008).  

Um estadiamento confiável só pode ser obtido mediante a realização de 

linfadenectomia e envio de peça para análise histopatológica. Além disto, devemos encontrar 

um meio de evitar operar pacientes quando já apresentem doença avançada fora de 

possibilidades cirúrgicas curativas. É necessário encontrar métodos não invasivos confiáveis 

para prever o prognóstico da doença e estabelecer condutas menos agressivas para aqueles 

pacientes com baixo risco para metástases. Portanto é muito importante a pesquisa de 

potenciais biomarcadores visando encontrar fatores de risco para metástases que influenciem 

no prognóstico e na abordagem cirúrgica dos pacientes assim como alvos terapêuticos que 

possam ser utilizados no tratamento do câncer de pênis. 

 

1.4 Proteoma e Proteômica 

 

A medição dos níveis de marcadores específicos em fluidos corporais como soro ou 

plasma, é o método mais comumente utilizado em diagnóstico de doenças. É relativamente 

pouco invasivo e, em certos casos, com treinamento e supervisão adequada, pode ser realizada 

pelos próprios pacientes. Por exemplo, pacientes diabéticos podem mensurar seu nível 

glicêmico através de um teste simples, o hemoglucotest (HGT). No entanto, a maioria dos 

biomarcadores sanguíneos atuais é inadequada em especificidade e sensibilidade para o 
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diagnóstico definitivo da doença. Um dos principais focos da pesquisa biomédica nas últimas 

décadas tem sido a de identificar biomarcadores nos fluidos corporais que tenham associação 

clara com a doença. A maioria dessas atividades está centrada na identificação de 

biomarcadores à base de proteínas, no entanto, o resultado destas pesquisas está longe de ser 

alcançado. O termo proteoma foi usado pela primeira vez em 1995 tendo sido definido como 

o “conjunto de proteínas expressas por um genoma, uma célula ou um tecido num dado 

momento” (WASINGER et al.,1995) . Já a proteômica é “a análise sistemática de proteínas e 

suas características, quantidades e funções”. Ou seja, a proteômica é uma metodologia da 

biologia molecular, a qual tem como objetivo documentar a distribuição geral de proteínas da 

célula, identificar e caracterizar proteínas individuais de interesse e principalmente elucidar as 

suas associações e funções. Sendo assim, proteômica fundamenta-se em princípios 

bioquímicos, biofísicos e de bioinformática para quantificar e identificar as proteínas 

expressas, pois elas se alteram conforme o desenvolvimento de um organismo assim como em 

resposta aos fatores do ambiente. A evolução da biotecnologia proteômica contribuiu para que 

o estudo do proteoma deixasse de ser uma análise isolada de química de proteínas para que se 

tornasse uma tecnologia de larga escala que pode ser aplicada às diversas áreas de pesquisas 

biomédicas e na clínica. A aplicação moderna da espectrometria de massas para identificação 

de sequências peptídicas fez com que a tecnologia proteômica tenha se tornado uma das 

melhores maneiras de analisar a expressão gênica. 

A parte do proteoma que estuda os fluidos biológicos (urina, plasma, saliva, suor, 

líquido amniótico, lágrima, sêmen e liquor) é denominada de Secretoma. Este termo foi usado 

pela primeira vez por TJALSMA et al (2000) referindo-se as proteínas secretadas pela 

bactéria Bacillus subtilis. Em sua série clássica PUTNAM (1975- 1987) definiu proteínas 

plasmáticas verdadeiras como aquelas que realizam suas funções na circulação. Sendo 

excluídas assim, as proteínas que  atuam como mensageiros (por exemplo  hormônios) ou que 

são secretados para o sangue, como resultado de um dano tecidual (por exemplo, mioglobina 

cardíaca lançada no plasma, após um ataque cardíaco). Esta definição funcional enfatizou 

corretamente o fato de que proteínas podem aparecer no plasma para uma variedade de razões 

diferentes. Atualmente, esse termo tem sido aplicado mais amplamente referindo-se às 

proteínas encontradas nos fluidos biológicos associadas às patologias que são consideradas 

marcadores circulantes. 

Na era pós genômica, é evidente que muitos processos biológicos não estão associados 

apenas ao DNA. Tem sido demonstrado que a expressão genética direta só é responsável por 

uma pequena parte da complexidade de um organismo vivo (ALPANTAKI et al., 2007). A 
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taxa de transcrição, medida através de RNA mensageiro, nem sempre tem uma relação direta 

com a atividade biológica da proteína ou das proteínas, sua função ou a quantidade (BISCH, 

2004). O fato de as células terem o mesmo genoma não implica em dizer que tais células 

apresentem a mesma função e morfologia. Isso acontece devido às diferentes composições de 

proteínas expressas por estas células nas mais variadas condições. Enquanto o DNA é o centro 

de informações da célula, as proteínas realizam o trabalho para a célula. A proteômica é o 

estudo em grande escala das proteínas, e é associada tradicionalmente com a exibição de um 

grande número de proteínas a partir de uma dada linhagem celular ou organismo. A 

proteômica é complementar à genômica, porque se concentra nos produtos dos genes, que são 

os agentes ativos na células.  

A importância de se analisar o conjunto total de proteínas diferencialmente expressas 

entre grupo controle e o grupo de interesse, nos permite observar as proteínas que 

desempenham funções fisiológicas e patológicas. Além disso, estão sujeitas às modificações 

pós-traducionais, as quais vão influenciar o enovelamento correto para formação da estrutura 

tridimensional, a localização, a interação com outras proteínas. A tecnologia de proteômica 

ganhou mais importância por possibilitar o desenvolvimento de novas drogas (BISCH, 2004). 

Geralmente o alvo dos medicamentos são as proteínas e não os ácidos nucléicos. O 

desenvolvimento de drogas direcionadas para uma determinada proteína numa condição 

patológica poderia curar ou amenizar os sintomas com menos efeitos colaterais.  

O plasma sanguíneo contém numerosas proteínas pouco abundantes que são 

importantes para as cascatas de sinalização e regulação de processos biológicos. O câncer 

pode ser acompanhado pela produção e liberação no sangue de um número substancial de 

proteínas. Essas proteínas podem servir como marcadores para avaliar o prognóstico, o 

acompanhamento do tratamento e a detecção precoce de doença maligna. A identificação de 

marcadores clinicamente úteis é um desafio fundamental. 

Em fevereiro de 2001, The Human Proteome Organization (HUPO, 

http://www.hupo.org/) foi fundado para integrar projetos de pesquisas na proteômica, 

ampliando o conhecimento global e o suporte para a análise das proteínas em larga escala 

(HANASH et al., 2002). Um conselho formado por expertises no campo da proteômica foi 

oficialmente formado por acadêmicos e membros do governo. Estes defendem que a 

elucidação de padrões de produção de proteínas seja o elemento central para o entendimento 

das funções celulares. Diversas iniciativas já foram escolhidas incluindo o projeto proteoma 

do cérebro, pulmão e do fígado (TAYLOR et al, 2006). 
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A HUPO concluiu também, um estudo colaborativo para caracterizar o proteoma do 

soro e do plasma humano (STATES, 2006). Baseado neste banco de dados TANNEM e 

colaboradores (2005) comparou amostras de plasma e soro pela técnica peptidômica DPD 

(differential peptide display). A peptidômica resume tecnologias de visualização, 

quantificação e a identificação de proteínas de baixo peso molecular, o "peptidoma." A DPD é 

uma técnica peptidômica para gerar mapas de peptídeos a partir de qualquer amostra biológica 

cobrindo uma faixa de massa de 750-15000Da. Neste estudo um grande número de peptídeos, 

muitos deles de alto peso molecular, estavam apenas presentes no soro e no plasma não era 

detectável. Foi concluído assim, que o plasma era uma amostra preferida na análise de 

peptídeos e proteínas de baixo peso molecular (<20 kDa). 

O processo de coagulação no preparo do soro é um processo proteolítico que libera 

grandes quantidades de peptídeos. Dessa forma, estes peptídeos são derivados de atividades 

enzimáticas ou da liberação de peptídeos do coágulo na coleta das amostras.  A análise de 

proteínas de baixo peso molecular no soro tem sido corriqueiramente avaliada quanto ao seu 

potencial valor diagnóstico de cânceres em estágio inicial por vários estudos (PETRICOIN et 

al., 2002; VILLANUEVA et al., 2004). Os resultados desses estudos iniciaram um debate 

quanto ao seu conteúdo e sua interpretação (DIAMANDIS et al, 2004., CHECK et al., 2004). 

Ainda não está claro se esses peptídeos encontrados no soro refletem diretamente a atividade 

da doença ou se esses peptídeos são gerados devido a fatores secundários após o 

processamento do soro. Doenças malignas podem gerar distúrbios da coagulação e prejudicar 

a etapa de processamento do soro mascarando ou, às vezes, superestimando determinados 

marcadores.  No entanto, o soro pode ser útil na validação de biomarcadores encontrados no 

plasma.  

A abordagem proteômica clássica consiste de duas tecnologias principais: eletroforese 

bidimensional (2-DE) e a espectrometria de massas MALDI-TOF-MS (Matrix Assisted Laser 

Desorption Ionization – Time Of Flight – Mass Spectrometry).  A tecnologia  2-DE pode 

simultaneamente  separar e visualizar centenas a milhares de proteínas de acordo com o seu 

ponto isoelétrico e peso molecular. Já a tecnologia MALDI-TOF MS pode separar proteínas 

alvo com alta sensibilidade e precisão de acordo com as suas velocidades massa-dependentes 

(m / z) (CHANG, 2006). Estas tecnologias encontram barreiras por serem trabalhosas, pouco 

reprodutíveis e não poderem detectar baixas concentrações de proteínas (LI et al., 2002).  

Além disso, o uso de amostras como plasma/soro para a descoberta de novos biomarcadores, 

é uma tarefa desafiadora devido à larga gama de proteínas abundantes no plasma (com mais 

de 10 ordens de magnitude). Aproximadamente 99% do total de massa proteica é composta 
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por  proteínas mais abundantes como albumina, fibrinogênio, anti-tripsina, alfa-2-

macroglobulina, haptoglobina, tranferrina, imunoglobulina IgG e IgA. Com isso, um pré-

fracionamento das amostras de plasma/soro, antes da realização dessas tecnologias, se faz 

necessário à medida que proteínas menos abundantes expressas em determinadas condições 

patológicas poderem ser mascaradas pelas proteínas mais abundantes.     

Uma das primeiras abordagens com pré-fracionamento de fluidos biológicos que 

utilizou como metodologia uma superfície (chip) ativada foi a Surface-Enhanced Laser 

desorption ionization – Time of Flight (SELDI-TOF). A metodologia SELDI-TOF é 

provavelmente uma das mais conhecidas e amplamente usada. Nesta abordagem, fluidos 

biológicos são aplicados diretamente a uma placa com superfície de propriedades 

fisicoquímicas e depois introduzida em um espectrômetro de massa. Superfícies comuns 

incluem CM10 (troca de íons fracos positivos), H50 (superfície hidrofóbica, semelhante a 

cromatografia de fase inversa C6-C12), IMAC30 (superfície metálica de ligação), e Q10 (um 

forte permutador aniônico). Superfícies também podem ter uma função ativada  com 

anticorpos, proteinases e por DNA. Essa tecnologia não é isenta de críticas. Em particular 

referentes a reprodutibilidade dos resultados que não é boa devido ao ruído ou ao uso de 

diferentes lotes de chips. Além disso, a identificação direta destes marcadores não pode ser 

realizada utilizando o sistema SELDI-TOF.  

Uma alternativa à tecnologia de SELDI-TOF surgiu com o uso de esferas magnéticas 

(magnetic beads) com uma superfície ativada ou em cromatografia miniaturizada que 

permitem fracionamento das proteínas presentes nos fluidos antes da análise por 

espectrometria de massas. A seleção de proteínas ou peptídeos com esferas magnéticas 

combinadas com MALDI-TOF-MS tem se mostrado uma alternativa poderosa em relação ao  

SELDI-TOF. A superfície ativa de esferas magnéticas é muito maior do que o SELDI, 

resultando em uma maior capacidade de ligação (Magni et al., 2010).  

ClinProt (Bruker Daltonics, Alemanha) é um sistema comercial integrado para 

separação, preparação, medição e visualização de peptídeos e proteínas diretamente a partir de 

fluidos biológicos. Este sistema é composto por três partes: uma responsável pela preparação 

da amostra com esferas magnéticas; um espectrometro de massa MALDI-TOF para aquisição 

dos íons;  e um software para a inspeção e comparação dos conjuntos de dados, bem como 

para a descoberta do padrão de biomarcadores complexos (Figura 10). 

 Além das esferas magnéticas, outras abordagens podem ser utilizadas para fracionar 

as proteínas antes da análise final por espectrometria de massas. Uma alternativa é o sistema 

recentemente desenvolvido ProteoMiner de pré-fracionamento usando uma combinação de 
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seis peptídeos ligantes acoplados a superfície externa das esferas magnéticas (BOSCHETTI et 

al., 2008.). A lógica era de melhorar a capacidade de separação de proteínas a partir de fluidos 

usando não um único aminoácido mas um pequeno peptídeo. O kit ProteoMiner tem um 

estoque de peptídeos ligados a esferas (bead-bound), onde os peptídeos contêm combinações 

aleatórias de seis aminoácidos, fornecendo pontos de ligação para proteínas diferentes. 

Durante o período de incubação dos biofluidos com as esferas magnéticas, todas as proteínas 

competem por um vasto número de ligação em diferentes pontos. Ao mesmo tempo, há 

apenas um pequeno número de ligantes que se ligam a mesma proteína, limitando assim, o 

número de moléculas mais abundantes idênticas que podem se ligar a coluna com as  esferas e 

enriquecendo as de menor abundância (BANDOW, 2010). 
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Figura 10: Organograma Clint Prot 

 

 
 
Fonte: Bruker Applications Notes # MT-72 Disponível :www.care-bdal.de / www.care-bdal.com 
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2 OBJETIVOS 

 

- Investigar através da plataforma ClinProt/ MALDI / TOF a presença de marcadores 

plasmáticos capazes de discriminar indivíduos saudáveis de pacientes afetados por carcinoma 

epidermóide de pênis (CEP) 

-Avaliar a importância destes marcadores na evolução da doença.  

- Comparar o proteoma de amostras de plasma de pacientes com carcinoma de pênis em 

relação ao plasma de homens adultos saudáveis utilizando a plataforma ClinProt.  
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3 DESENHO EXPERIMENTAL 

 

 

3.1Pacientes e amostras 

 

Vinte e cinco pacientes com câncer de pênis tratados no INCA e no Hospital Mário 

Kröeff foram incluídos neste estudo após autorização dos comitês de ética do hospitalar ( 

registrtro CEP: CCEC-38/05). Além disso, utilizou-se amostras de sangue 36 indivíduos 

saudáveis  (doadores de sangue voluntários) que se submeteram à circuncisão no Hospital 

Santa Verônica. A idade média dos pacientes e controles foi de 63,53 (intervalo: 38-90) e 60 

anos (intervalo: 23-83), respectivamente. A média do acompanhamento dos pacientes foi de 9 

meses ( intervalo: 1-36). Os dados coletados estão representados na (tabela 2). Devido ao 

pequeno número de pacientes, não foi realizada a estratificação de acordo com os fatores de 

risco. A maior parte dos pacientes eram portadores de carcinomas bem e moderadamente 

diferenciados, sendo as lesões pouco diferenciadas bastante mais raras. As amostras de tecido 

tumoral foram submetidas à tipagem de HPV por PCR (Reação de Polimerização em Cadeia) 

no Departamento de Microbiologia e Parasitologia da Universidade Federal Fluminense 

(UFF) sob orientação da Dra Silvia Cavalcanti (CAVALCANTI et al., 2003; PEREIRA et al., 

2007). As amostras controle não foram tipadas pois os pacientes não apresentavam lesões 

clinicamente visíveis ou história de infecção prévia por HPV.     

Após o diagnóstico de carcinoma de pênis, 5 mL de sangue foram coletados antes da 

cirurgia em um tubo com EDTA (ácido etilenodiamino tetra-acético). Em torno de 2,5 mL de 

plasma foram obtidos após centrifugação em 1500 g por 10 min. Os plasmas foram 

congelados a -80
o
C e  e enviados para Universidade de Milano Bicocca na Itália, em gelo 

seco. Um total de 25 amostras de plasma de pacientes com carcinoma de pênis, submetidos ao 

tratamento cirúrgico no Hospital Mário Kröeff ou no INCA, foi coletado após a aprovação do 

comitê de ética. Além disso, foram coletadas amostras de plasma de 36 pacientes saudáveis 

submetidos à circuncisão na clínica Santa Verônica. Todos os pacientes assinaram o 

consentimento informado. Os termos de consentimento dos pacientes e dos controles foram 

aprovados pelo comitê de ética do INCA pelos projetos “Secretoma de Câncer de Rim e de 

Pênis, registro 38/05” e “Detecção de oncovírus humanos em lesões malignas do trato genital 

masculino, registro 067/07).  
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Tabela 2: Dados dos pacientes 

 

Pac
. 

Idade Raça
* 

Grau Invasão 
vascular 

Estadiament
o 

Cirurgia Seguimento 
                                       

  Óbitos                    HPV 

  1 41 Mulato MD***   Negativo     pT2N2MX Amp Parcial.  +  linfadenectomia inguinal  bilateral  12 meses       Negativo 
  2 41 Mulato MD   Negativo     pT3N0Mx Amp Parcial . +  linfadenectomia inguinal  bilateral 12 meses          positivo  
  3 62 Negro MD   Negativo     pT2N0Mx Amp. Total .   +  linfadenectomia inguinal  bilateral 36 meses       16+ 
  4 62 Branco MD   Negativo     pT1N0Mx Amp Parcial    2   meses       Positivo 
  5 38 Branco BD**   Negativo         pT1N2Mx Amp Parcial . +  linfadenectomia inguinal  bilateral 1   meses       6,45 
  6 45 Branco MD   Negativo     pT1N1Mx Amp Parcial . +  linfadenectomia inguinal  bilateral 12 meses       positivo 31 
  7 51 Branco MD   Negativo     pT2N0M0 Amp Parcial . +  linfadenectomia inguinal  bilateral 24 meses       negativo my - 
  8 57 Negro BD   Negativo     pT3N2Mx Amp Parcial   +  linfadenectomia inguinal  bilateral 18 meses       positivo  
  9 54 Mulato MD   Negativo     pT2N0Mx Amp Parcial   +  linfadenectomia inguinal  bilateral 3   meses       Negativo 
  10 73 Branco BD   Positivo     pT2N3Mx Amp Parcial . +  linfadenectomia inguinal direita 11 meses 11/08/2008      negativo my - 
  11 76 Negro MD   Negativo     pT2N0Mx Amp Parcial . +  linfadenectomia inguinal  bilateral 5   meses 03/05/2009      negativo my - 
  12 57 Branco MD   Negativo     pT3N0Mx Amp Parcial . +  linfadenectomia inguinal  bilateral 7   meses       Positivo 
  13 80 Branco BD   Negativo     pT2N0Mx Amp Parcial  +   linfadenectomia inguinal  bilateral 24 meses       Sem DNA 
  14 84 Branco MD   Negativo     pT2NxMx Amp Parcial 3   meses 11/30/2008      positivo 6 / 18 
  15 86 Branco MD   Negativo     pT3NxMx Amp. Total .  8   meses       negativo  
  16 64 Branco MD   Negativo     pT3N3Mx Amp Parcial .+  linfadenectomia inguinal  bilateral 5   meses 11/21/2007      45 
  17 80 Branco MD   Positivo     pT4NxMx Emasculação + linfadenectomia inguinal  bilateral 8   meses 11/28/2009      45 
  18 90 Branco PD****   Negativo     pT1NxMx Amp Parcial 1   meses       Sem DNA 
  19 83 Branco BD   Negativo     pT2N3Mx Amp Parcial .+  linfadenectomia inguinal  bilateral 8   meses 12/01/2009      Positivo 
  20 55 Mulato MD   Negativo     pT3N2Mx Emasculação + linfadenectomia inguinal  bilateral 4   meses       Sem DNA 
  21 61 Mulato MD   Negativo     pT2N0Mx Amp. Total . +   linfadenectomia inguinal  bilateral 9   meses       positivo 58 
  22 71 Branco MD   Negativo     pT2N0Mx Amp Parcial .+  linfadenectomia inguinal  bilateral 1   meses       Positivo 
  23 56 Mulato BD   Negativo     pT2N0Mx Amp Parcial +   linfadenectomia inguinal  bilateral 4   meses       Positivo 
  24 60 Negro BD   Negativo     pT2NxMx Amp. Total  1   meses       Sem DNA 
  25 62 Branco BD   Negativo     pT2N3Mx Amp Parcial .+  linfadenectomia inguinal  bilateral 24 meses       Positivo 
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3.2 Desenho do estudo 

 

As amostras de plasma dos controles (36) e dos pacientes (25) foram 

aleatoriamente divididas em dois grupos. O primeiro grupo (dados de treinamento: 28 

controles e 17 pacientes com câncer de pênis) foi utilizado para a identificação de 

peptídeos diferencialmente expressos em pacientes com câncer de pênis em comparação 

com os controles. O segundo grupo (dados de teste: 8 controles e 8 pacientes com 

câncer do pênis) foi utilizado para a validação preliminar do padrão encontrado no 

primeiro grupo a fim de verificar se este seria capaz de diferenciar amostras de 

pacientes e controles. 

 

3.3 Purificação da Amostra e Análise Proteômica 

 

Os peptídeos foram extraídos do plasma por esferas magnéticas ClintProt C8 de 

acordo com as instruções do fabricante. As esferas magnéticas são projetadas para a 

purificação e dessalinização de peptídeos e proteínas antes da análise pelo espectômetro 

MALDI-TOF MS. As esferas possuem micropartículas magnéticas com uma superfície 

altamente porosa e revestimentos hidrofóbicos. Segundo o fabricante as esferas C8 são 

as mais indicadas na preparação de amostras de líquidos biológicos (soro, plasma, 

urina). O pré-fracionamento foi automatizado utilizando o robô da ClinProt (Bruker 

Daltonics, GmbH, Bremen, Alemanha), reduzindo assim a variabilidade (Figura 11). 

Este procedimento consiste obrigatoriamente de quatro etapas dentre elas: 

1. Fase de ligação (binding): Alíquotas de plasma (40 µL cada) foram misturadas 

com 5 μL de esferas magnéticas e com 40 μL de tampão  do kit, permitindo que 

os peptídeos e as proteínas se ligassem à superfície hidrofóbica das micro 

partículas magnéticas C8.  

2. Fase de lavagem (washing): O sobrenadante é removido após 1 min de 

incubação e as esferas foram lavadas duas vezes com 45 μL e uma vez com 15 

μL de solução de lavagem recomendada pelo kit.  

3. Fase de eluição (elution): Os peptídeos são então eluídos com 10 μL de 

acetonitrila a 50%.  

4. Fase de aplicação (spotting): Alíquotas de peptídeos eluídos (5 µL) foram 

misturadas com 10 µL de solução de matriz ácido α-ciano-4-hidroxicinamínico 

(HCCA) (6,2 g / L HCCA em metanol / acetonitrila / água na concentração de  
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50%/40%/10%, respectivamente). Cerca de 1 µL desta mistura foi aplicado 

quatro vezes em uma placa de MALDI-TOF (Bruker Daltonics, GmbH, Bremen, 

Alemanha) para posterior análise por espectometria de massas. 

Antes de se iniciar a análise por espectometria de massa das amostras, foi realizada 

uma calibração externa do instrumento com misturas de proteínas/ peptídeos conhecidos 

de baixo peso molecular (intervalo de 1000-10000 Da) (ProtMix1). Após a calibração 

com o Protmix foi realizada aquisição das amostras depositadas sobre a placa alvo no 

espectômetro de massas. Os espectros foram adquiridos por um MALDI UltrafleXtreme 

TOF / TOF MS (Bruker Daltonics, GmbH, Bremen, Alemanha) (figura 12), operado 

em modo íon- positivo linear ou refletido, gravando valores de massa por carga (m / z) 

de 1000-10000 Da. O espectro de cada amostra foi obtido através do  bombardeamento 

de fótons (disparo) em diversos locais do poço no qual foi depositada a amostra.  Os 

parâmetros de aquisição MALDI-TOF foram: total de 1200 disparos (200 x 6), laser 

com potência de cerca de 70% (modo linear) e 40% (modo refletido),  movimento 

hexagonal do laser. 
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      Figura 11: Robô da ClintProt  

 

 

 

     Figura 12: Espectrômetro de massas MALDI UltrafleXtreme TOF / TOF MS 
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3.4 Análise de dados 

 

A análise dos dados foi realizada utilizando o programa ClinProtTools  2.1  

(Bruker Daltonics, GmbH, Bremen, Alemanha). O ClinProTools foi usado para a 

comparação de múltiplos espectros e identificação de padrões de proteínas de acordo 

com os seguintes parâmetros: (i) normalização dos espectros de acordo com a corrente 

total do íon; (ii) recalibração dos espectros utilizando os picos proeminentes, (iii) 

subtração da linha de base e detecção do pico, e (iv) cálculo das áreas dos picos para 

cada espectro. Apenas um dos 8 espectros obtidos a partir do plasma de cada indivíduo  

pelo MALDI-TOF-TOF foi utilizado para análise estatística. Após o cálculo da média 

espectral do conjunto de dados de cada paciente, o programa seleciona o espectro que é 

mais semelhante à média para  análise estatística subsequente. As análises estatísticas 

básicas, o algoritmo genético (AG) e o Support Vector Machine (SVM) foram então 

usadas para a seleção dos grupos de sinais que fossem capazes de diferenciar controles 

de pacientes com câncer de pênis. Estes sinais foram preliminarmente testados quanto à 

sua capacidade de diagnóstico utilizando os dois diferentes grupos (pacientes e 

controles) separadamente. A curva ROC (receiver operating characteristic curve) e a 

AUC (area under curve) foram calculadas pelo programa ClinProTools 2.1 para 

determinar a eficácia de diagnóstico de cada marcador (Figura 13). O valor de cut-off 

(P <0,001) que corresponde à maior precisão (a menor número de  falsos negativos e 

falsos positivos) também foi calculado, juntamente com a especificidade e sensibilidade. 

  

3.5 Identificação dos peptídeos pelo MALDI-TOF/TOF 

 

 Os peptídeos, presentes no plasma de pacientes e nos controles, foram 

identificados a partir das frações eluídas das esferas magnéticas C8. Para a identificação 

dos peptídeos, os espectros registrados foram gravados no UltrafleXtremeTM MS 

MALDI-TOF/TOF. As massas dos fragmentos foram analisadas após a sua detecção no 

refletor de íons. As análises foram realizadas usando os seguintes parâmetros de 

aquisição: fonte de íons 1, 7,5 kV; fonte de íons 2, 6,7 kV; lente 3,6 kV; refletor1, 29,5 

kV; refletor 2, 13,95 kV; lift 1, 19 kV; lift 2, 3,15 kV; impulso de íons de extração 80 

ns. 
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Os dados brutos do MS/MS foram processados com o programa FlexAnalysisTM 3.3 

(Bruker Daltonics, Alemanha). A pesquisa de banco de dados foi realizada pelo Mascot 

(versão: 2.3.02) utilizando os seguintes parâmetros: Banco de dados SwissProt Humano 

(acessado em fevereiro 2012 - 20.317 seqüências), sem restrições enzimáticas, fixa e 

variável. As tolerâncias do MS e MS/MS foram geralmente fixadas em 1 Da. Apenas os 

espectros com uma pontuação superior ao limiar de identificação do Mascot  foram 

aceitos. 
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4 RESULTADOS 

 

A maioria dos pacientes (n = 14) foi estadiada como  pT2, em relação aos 

restantes, 4 eram PT1, 6  pT3 e  1 pT4. Os achados patológicos dos pacientes com CEP 

estão na Tabela 1. A histopatologia confirmou CEP invasiva em todos os pacientes. Dos 

25 casos, 8 (32%) eram bem diferenciados, 16 (64%) moderadamente diferenciados e 1 

(4%) pouco diferenciado. A amputação e a linfadenectomia inguinal foram realizadas 

em 20 pacientes. Desses pacientes, 11 (55%) eram N0, 1 (5%) era N1, 4 (20%) eram N2 

e 4 (20%) eram N3.  

  O ClintProt foi aplicado para analisar os peptídeos do plasma das amostras 

coletadas de pacientes com CEP. A comparação dos perfis espectrais obtidos a partir 

dos dados utilizados na fase de treinamento mostrou vários íons diferencialmente 

expressos nas duas populações estudadas (Tabela 3) e um grupo de dois sinais 

estatisticamente diferentes (P <0,05), com m / z de 2021,99 ± 9 e com 1897,22 ± 9, 

foram identificados como capazes de diferenciar as duas populações.  

 A análise estatística preliminar foi realizada para cada marcador 

individualmente e para o conjunto de sinais pela curva ROC (figura 13) e um gel virtual 

proporcionava a visualização de diferença de intensidade de cada sinal (figura 14). A 

área sob a curva (AUC) do pico A com m / z de 1897,14 (p <0,0001) foi de 0,83, o que 

corresponde a um teste moderadamente preciso de acordo com os critérios sugeridos por 

Swets.  A AUC do pico B com m / z de 2021,99 (p <0,0001) foi de 0,91, o que 

corresponde a um teste altamente preciso. Ambos os picos A e B, usados para o 

diagnóstico diferencial entre controles e pacientes, estavam sub-expressos (p <0,05) em 

pacientes em comparação com indivíduos saudáveis (Figura 15).   
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Figura 13: Curva ROC com área sob a curva (AUC) calculada 

 

 

 

 

 

 

Figura 14: Gel virtual mostrando a diferença de intensidade entre o grupo 

 controle e o grupo tumor 
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Tabela 3. Seleção dos picos  diferentemente expressos na fase de treinamento 
(P<0.05) entre controles (n=28) e pacientes com carcinoma de pênis  (n=17)  
 
 
 
 

* P valor pelo test t e ANOVA; valores menores que 0.05 indica significância estatística. 
† P valor calculado pelo teste Wilcoxon/Kruskal–Wallis; valores menores que 0.05 indica 
significância estatística . 
‡ Média das áreas dos picos das amostras controle . 
§ Média das áreas dos picos das amostras CEP. 
¶ Desvio padrão dos picos das amostras controle. 
ǁ Desvio padrão dos picos das amostras CEP 
** Os picos marcados representam os sinais escolhidos para elaboração do modelo 
diagnóstico. 

 

Massa P* P† Ave 1‡ Ave 2§ Std D1¶  Std D2ǁ 

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 

1112.17 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 4.21 65.65 2.97 

8764.21 0.518 0.684 6.15 2.64 7.19 5.36 
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Figura 15: Diferença de intensidade entre os 2 picos (1897 e 2021 m/z) entre 

 grupos controle (class 1) e tumor (class2) 
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A combinação dos dois picos indicou uma melhoria do desempenho em comparação 

com os sinais individuais. Toda a casuística (25 pacientes com CEP e 36 controles) foi 

divida em dois grupos sendo o primeiro representado por 17 pacientes com CEP e 28 

controles (fase de treinamento) e segundo abrangendo 8 pacientes com CEP e 8 

controles (fase teste). O primeiro grupo foi usado para a criação de um modelo 

diagnóstico (capaz de descriminar pacientes com CEP dos controles) e o segundo para 

realização de uma validação externa do modelo criado. Além disso, foi avaliada a 

capacidade de diagnóstico de subgrupos de  pacientes com CEP (total 25) divididos de 

acordo com as mortes  pela doença, presença de comprometimento de linfonodos e  

ausência de comprometimento linfonodal. A tabela 4 resume os resultados obtidos 

referentes a sensibilidade e especificidade do modelo criado aplicado em cada grupo. É 

interessante notar que a medida que a doença se torna mais grave maior é a 

sensibilidade quando se compara com o grupo controle.   

 Alguns dos picos observados no perfil proteico do plasma puderam ser 

identificados pelo LIFT MS / MS (Tabela 5). Em particular, os picos m / z 1897,22 e o 

m / z 2021,99 foram identificados pelo MALDI-TOF / TOF como fragmentos de 

proteínas do sistema complemento, sendo eles C3 (m / z 1896,17) e C4a / b (m / z 

2021,26) (Tabela 5).   

 

Tabela4: . Avaliação dos grupos quanto a eficácia no diagnóstico em relação ao 

acometimento linfonodal  

Grupo Sensibilidade Especificidade 

6 Pacientes mortos pela 
doença 
9 Pacientes linfonodos 
positive 

100% 
 
80% 

97% 
 
97% 

 
11 Pacientes linfonodos 
negativos 

 
 54% 

 
 97% 
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Tabela 5: Peptídeos identificados na fração eluída do plasma de pacientes com CEP e controles pelo LIFT MS/MS.  

Modo refletido m/z Modo Linear 

m/z 

Cálculo da  massa (Da) 

em todas amostras de 

plasma  pre-fracionadas   

Seqüência dos peptídeos  UNIPROT Descrição Peptídeo 

escore 

1896.17 1897.22 1895.024 NGFKSHALQLNNRQI

R 

CO4A_HUMA

N 

 

CO4B_HUMA

N 

Complemento C4-A OS=Homo 

sapiens GN=C4A PE=1 SV=1 

Complemento C4-B OS=Homo 

sapiens GN=C4B PE=1 SV=1 

61 

2021.26 2021.99 2020.097 SSKITHRIHWESASLL

R 

CO3_HUMAN Complemento C3 OS=Homo 

sapiens GN=C3 PE=1 SV=2 

72 

*A tabela mostra os valores m/z observados no MALDI no modo linear e no modo refletido.     
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5 DISCUSSÃO   

 

No Brasil, a incidência de câncer de pênis varia de acordo com a área de estudo, com 

uma maior incidência no Nordeste. Nesta região o CEP representa aproximadamente 5,7% 

das neoplasias malignas dos homens (BRUNINI, 1982). Koifman e colaboradores verificaram 

que em 230 pacientes operados em 3 hospitais do  Rio de Janeiro 72,7% eram originários do 

Sudeste, sendo que 91,6% eram nascidos no Rio de Janeiro e apenas 19,5% no Nordeste. Este 

estudo revelou uma maior prevalência em pacientes brancos, casados, tabagistas, sem 

circuncisão, de religião católica e com idade igual ou superior a sessenta anos (KOIFMAN et 

al, 2011). Um fato interessante neste estudo é a ocorrência da doença em um maior número de 

pacientes casados em comparação com os pacientes solteiros. Este achado pode ser uma 

coincidência, já que os únicos fatores relacionados à presença do câncer foram o nível 

socioeconômico baixo e a falta de higiene, condições presentes tanto no grupo de pacientes 

casados e solteiros. Outro estudo recente (FAVORITO et al., 2008) mostrou que a prevalência 

de câncer de pênis no Sudeste e Nordeste, com taxas de 45,54% e 41,07%, respectivamente. 

Apesar da grande migração para o Sudeste, por ser a região econômica mais forte no país, 

neste estudo, a incidência da doença foi mais prevalente em pacientes nascidos no estado do 

Rio de Janeiro. Portanto, não se trata de um problema de saúde ocorrendo somente em regiões 

menos desenvolvidas do nosso país. 

Apesar de adotarmos atualmente o sistema de classificação TNM 2002 para o 

estadiamento do CEP acreditamos assim como Horenblas e colaboradores (1994) que a versão 

do TNM de 1978, privilegiava mais o estadiamento clínico através da medição do tamanho do 

tumor e pela palpação dos linfonodos. Com o estadiamento atualmente utilizado (Quadro 1) 

não temos uma idéia definitiva do estádio do paciente antes de submetê-lo a cirurgia peniana e 

à linfadenectomia. Por se tratar de uma classificação essencialmente patológica, é 

praticamente impossível determinar clinicamente o nível exato de invasão pelo tumor 

primário e o real estado dos linfonodos inguinais.  

Pacientes com carcinoma bem diferenciado têm uma melhor taxa de sobrevivência em 

10 anos, do que aqueles com carcinoma moderadamente e pouco diferenciado (p <0,0001 e p 

= 0,006, respectivamente) (ORNELLAS 2008a) . Vários estudos também têm enfatizado a 

associação entre a doença de alto grau e metástase nodal regional (THEODORESCU et al 

1996; RAVI 1993a; McDOUGAL 1995b; HEYNS 1997). SOLSONA colaboradores (2001) 

mostraram que o risco de metástases linfonodais em pacientes com grau I de diferenciação foi 

de 15% versus 67% para aqueles com grau II e 75% para aqueles com grau III. Neste estudo, 
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por causa do pequeno número de pacientes com tumores classificados como grau III (apenas 7 

casos), estes foram agrupados com os pacientes classificados como grau II. Gradação 

histológica foi uma variável significativa para o risco de metástase em análise univariada (p = 

0,0112), porém não na análise multivariável. 

A presença de fimose e os efeitos irritativos do esmegma dentro do saco prepucial têm 

sido propostos como agentes etiológicos para o desenvolvimento do carcinoma peniano, 

embora o carcinógeno específico responsável pela degeneração maligna no esmegma humano 

ainda não tenha sido identificado (REDDY et al 1984). Na série de ORNELLAS e 

colaboradores (2008) 94% dos pacientes não eram circuncidados e os 40 pacientes 

circuncidados tinham sido submetidos a circuncisão após a puberdade. A circuncisão na idade 

adulta parece oferecer pouca ou menor proteção contra o desenvolvimento posterior da 

doença. No entanto, a circuncisão em neonatos parece ter um efeito mais protetor quando 

comparamos a pacientes que realizaram postectomia na idade adulta (LICKLIDER, 1961). 

O estudo de LONT et al (2006) analisou o prognóstico nos casos de carcinomas de 

pênis infectados e não infectados por subtipos de HPV de alto risco. Verificou que o grupo de 

pacientes que era positivo para subtipos de HPV de alto risco apresentou sobrevida 

significativamente maior do que o grupo de pacientes não infectados, demonstrando deste 

modo que há 2 caminhos independentes de progressão tumoral nos carcinomas de pênis, 

sendo um está associado ao HPV e o outro não.  

LI et al. (2011), no entanto, estudando tumores de colo de útero, observou que a carga 

viral do HPV (tipo 16) pode não ser um marcador ideal para prever a carcinogênese. Isto se 

deve a uma correlação entre a frequência de integração genômica do HPV (tipo 16) e a 

progressão neoplásica. A frequência de integração genômica pode ser um marcador potencial 

para o diagnóstico precoce para lesões do colo do útero em progressão.  

Ainda não há na literatura uma explicação que elucide o papel do HPV na 

carcinogênese dos carcinomas de pênis. Entretanto, os genes E6 e E7 são os únicos genes do 

HPV expressos de forma consistente nas linhagens celulares derivadas de carcinoma de cérvix 

uterino. Estas proteínas cooperam para imortalizar os queratinócitos humanos in vitro. Entre 

os vários fatores celulares que os produtos destes genes interagem, destaca-se a capacidade da 

proteína E6 de unir-se à proteína supressora de tumor p53 e alterar sua capacidade funcional 

promovendo sua degradação pela via de proteólise dependente de ubiquinitina. Além disso, a 

proteína E7 é capaz de unir-se e inativar a forma supressora de proliferação celular da 

proteína do retinoblastoma (pRB) (BOCARDO e VILLA, 2010). 
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 Pacientes com CEP positivos para HPV costumam apresentar um resultado 

prognóstico variável. Em um estudo realizado por SCHEINER et al. (2008) estudando 80 

pacientes com carcinoma de pênis submetidos à cirurgia no estado do Rio de Janeiro, 

observou-se a presença de HPV em 75% daqueles com carcinoma invasivo e em 50% 

daqueles com carcinoma verrucoso. O HPV tipo 16 foi o mais encontrado e não houve 

correlação entre a infecção pelo HPV e um determinado tipo histológico. Nesse estudo, a 

infecção por HPV não foi significativamente associada com a presença de metástase regional. 

Até o momento, a literatura mostra que o comprometimento da proteína supressora de tumor 

p53 possa ter relação com a sobrevida de pacientes em estágio T1 (LAN et al., 1995; LEVI et 

al., 1998, LOPES et al 2002). Porém, mais estudos são necessários para se estabelecer a 

relação com o acometimento linfonodal. 

A linfadenectomia inguinal e/ou pélvica não é uma técnica cirúrgica isenta de 

complicações. Historicamente, a linfadenectomia tem sido associada com altas taxas de 

complicações (BEVAN-THOMAS et al., 2002). Séries cirúrgicas mais contemporâneas 

mostram uma taxa global de complicações entre 10,3% e 57% para os pacientes submetidos a 

esse procedimento como parte do tratamento do CEP (Tabela 1)  

Cabanas tenta diminuir o número e a extensão das linfadenectomias utilizando para 

isto a biópsia do linfonodo sentinela (CABANAS, 1977). No entanto, outros autores 

apresentaram resultados menos satisfatórios com esta técnica, relatando o desenvolvimento de 

extensas metástases regionais depois de uma biópsia negativa para a malignidade 

(PERINETTI et al., 1980; WESPES et al., 1986). IZAWA e colaboradores (2005) revisaram 

os resultados com a biópsia tradicional dos linfonodos sentinelas nos pacientes sem 

linfonodos inguinais palpáveis. Quando a biópsia tradicional foi o procedimento de escolha 

encontraram uma taxa de recorrência de 16% (24/150) entre sete séries publicadas. Estender a 

área de dissecção não melhorou estes resultados (20% de recorrência, 5/25 pacientes).  

A técnica de linfocintigrafia com injeção intradérmica peri-tumoral de technetium 

99mm foi recentemente alterada com intuito de melhorar sua sensibilidade, com a adição de 

exploração inguinal de rotina mesmo na ausência de detecção do radiofármaco. É realizada 

então uma palpação intra-operatória  procurando por linfonodos anormais, e  uma análise 

anátomo-patológica minuciosa dos linfonodos excisados como meio de reduzir o número de 

resultados falso-negativos. Estas manobras adicionais diminuíram a taxa de falso-negativo 

para 5%, mantendo um baixo risco de complicações (LEIJTE, 2007). No entanto devido a sua 

complexidade este procedimento não pode ser ainda utilizado rotineiramente nos nossos 

hospitais. 
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A presença de invasão linfonodal é o maior fator prognóstico para a sobrevida de 

pacientes portadores de CEP. Além do acometimento linfonodal outros fatores prognósticos 

são: a espessura tumoral, o grau de diferenciação, o tipo histológico, a presença de 

embolização linfovascular, de coilocitose e o estágio da doença (SORIA, 1997; LOPES, 

2002; ORNELLAS, 2008). Como atualmente não existem métodos não-invasivos satisfatórios 

para avaliar o comprometimento metastático dos linfonodos a linfadenectomia está indicada 

para o tratamento e profilaxia do câncer de pênis.  As indicações dependem da existência de 

adenopatias inguinais palpáveis e do estádio do tumor peniano. Pacientes com linfonodos 

negativos ao exame físico e que apresentam micrometástases só terão confirmação do 

diagnóstico pelo exame histopatológico das peças cirúrgicas obtidas pela linfadenectomia. 

Além disso, existe grande controvérsia a respeito do momento no qual a linfadenectomia deve 

ser indicada, a respeito da extensão da linfadenectomia e do tipo de intervenção cirúrgica que 

varia conforme a experiência dos diversos grupos envolvidos no tratamento desses pacientes. 

Os pacientes com linfadenectomia negativa precoce apresentam uma maior sobrevida em 

cinco anos que os submetidos à linfadenectomia precoce positiva. A taxa de sobrevida para os 

primeiros é de 87% contra 29% para os segundos. Portanto, embora a presença de metástases 

para linfonodos inguinais tenha resultado em um pior prognóstico, a linfadenectomia está 

associada a sobrevida a longo prazo e a cura potencial de 29% a 60% dos pacientes 

(ORNELLAS, 1994, McDOUGAL, 1986; HORENBLAS e van TINTEREN, 1994) . Além 

disso, a ressecção imediata de metástases clinicamente ocultas é associada a uma sobrevida 

melhorada quando comparada com a ressecção retardada de linfonodos positivos (KROON, 

2005b). Quando comparamos os resultados de linfadenectomias positivas, encontramos uma 

taxa de sobrevida no caso de linfadenectomia precoce após dois e cinco anos de 29% contra 

respectivamente 14 e 0% no caso das linfadenectomias tardias (ORNELLAS, 1993, 

ORNELLAS, 1994). Se o tumor se espalhou para os linfonodos pélvicos, a sobrevida a longo 

prazo é inferior a 10%. Diante desses fatos, a descoberta de marcadores que indiquem o 

comprometimento linfonodal é de suma importância. 

 A área da proteômica começou a revolucionar a medicina na era pós genoma.  Esta 

abordagem promissora permitiu aos pesquisadores o estudo do papel das proteínas no 

organismo de indivíduos saudáveis e doentes. As proteínas presentes no plasma se originam 

de diversos tecidos e células sanguíneas. Os níveis de proteínas presentes no plasma refletem 

estados fisiológicos e patológicos do organismo podendo ser utilizados para o diagnóstico de 

doenças (ANDERSON, 2002). Amostras do plasma são obtidas na presença de um 

anticoagulante como o EDTA, citrato de sódio ou heparina e centrifugadas para remover as 
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células sanguíneas. Contudo, na ausência de um anticoagulante, o soro sanguíneo é obtido 

depois que o sangue coagula, e os elementos celulares são removidos. Uma grande 

dificuldade encontrada é a padronização das amostras e a escolha entre plasma ou soro, pois a 

composição desses é bastante diferente (LUNDBLAD, 2005). Além disso, o proteoma é 

muito complexo com diversas proteínas que podem estar glicosiladas ou ligadas a outras 

proteínas carreadoras. O desafio está na quantificação das proteínas de forma global.  O 

proteoma sanguíneo é definido como o complemento mais completo expresso pelo sangue 

num dado momento. Este está em constante mudança e, modificações nas células em qualquer 

nível podem resultar em alterações na expressão das proteínas revelando uma fonte rica de 

potenciais biomarcadores celulares. 

A importância do plasma para o diagnóstico de determinada doença baseia-se em duas 

características: a facilidade com que ele pode ser obtido de forma segura e o fato de fornecer 

em forma abrangente, amostras do fenótipo, mostrando o estado do corpo num ponto 

particular do tempo. Apesar de outros tipos de amostras poderem ser obtidos (a saliva, 

lágrimas, urina, pele, cabelo, etc), cada um deles é um pequeno subconjunto do plasma ou 

uma amostragem local restrita da atividade celular (ANDERSON, 2002). 

O plasma humano e soro representam um importante material biológico para o 

diagnóstico de determinada doença. No entanto, a concentração de proteínas continua a ser 

um grande desafio para o desenvolvimento de ensaios de diagnóstico. Quando a concentração 

de proteínas biomarcadoras é muito baixa na presença de proteínas de alta densidade, uma 

estratégia prática e eficaz é remover 99% das proteínas sem importância para o diagnóstico, a 

fim de melhorar a detecção destas proteínas de baixa abundância. 

 Descobertas inovadoras têm sido feitas na detecção de tumores em fase precoce. 

Estudos proteômicos de tumores como o de próstata, ovário, rim e bexiga são descritos na 

literatura. Até o momento, este é o primeiro estudo proteômico que aborda o carcinoma de 

pênis.   

 Existe um debate a respeito do papel do processo inflamatório na neoplasia. Tudo 

começou há mais de um século atrás, com as teorias concorrentes de RUDOLPH VIRCHOW 

e WILLIAM COLEY sobre se a inflamação promove ou prejudica o desenvolvimento de 

cancer (BALKWILL et al., 2001;  MARKIEWSKI et al., 2009). A Medicina Clínica oferece 

retrato vívido da associação. Tecidos cronicamente expostos a toxinas tais como o tabaco, 

amianto, e o consumo de álcool geram um processo inflamatório que confere um risco maior 

de câncer brônquico, hepatocelular, gástrico e  de pâncreas (LIN et al., 2007). Processos de 

inflamatórios de doenças endógenas marcados por inflamação também podem predispor ao 
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desenvolvimento futuro de câncer.  É o caso da associação entre o câncer de cólon e a doença 

inflamatória intestinal e o adenocarcinoa de esôfago e o esôfago de Barret. Os pesquisadores 

postularam que a cronicidade da inflamação determina o seu efeito no câncer: processos 

inflamatórios agudos teoricamente combatem o desenvolvimento de células neoplásicas, ao 

passo que a inflamação crônica incentiva a sua gênese e propagação 

(LOVELAND et al., 2008; OSTRAND-ROSENBERG et al., 2008).  

 O Sistema Complemento é composto por proteínas de membrana plasmática que são 

solúveis no sangue e que participam das defesas inatas (natural) e adquiridas (memória) do 

paciente. Essas proteínas reagem entre elas para opsonizar os patógenos e induzir uma série 

de respostas inflamatórias que auxiliam no combate à infecção. Inúmeras proteínas do 

complemento são proteases que se auto-ativam por clivagem proteolítica. Como um 

componente fundamental da imunidade inata, a cascata do complemento contém algumas das 

moléculas pró-inflamatórias mais poderosas no organismo, incluindo mais notavelmente as 

anafilatoxinas C3a e C5a. A contribuição da cascata do complemento é a inflamação aguda 

bem estabelecida, assim como a ativação e consumo contínuo de proteínas do complemento 

em estados inflamatórios crônicos (GUO et al, 2005, KOHL et al, 2001).  

 Os fragmentos C3, C4a e C4b estão envolvidos na via clássica e na via alternativa do 

sistema complemento. Estes peptídeos apresentaram-se subexpressos (p<0,05) em pacientes 

com CEP quando comparados com indivíduos saudáveis. Observamos também que à medida 

que a doença progride mais subexpressos ficam os fragmentos C3, C4a/b. Além disso, foi 

encontrada uma sensibilidade de 100% e uma especificidade de 97% para a subexpressão 

desses fragmentos em pacientes com CEP que morreram pela doença. Pacientes com 

metástase linfonodal apresentaram também sensibilidade e especificidade de 80% e 97%, 

respectivamente, para a subexpressão desses fragmentos. Em pacientes sem acometimento 

linfonodal obtivemos uma sensibilidade de 57% e uma especificidade de 97%. A degradação 

do sistema complemento foi observada em pacientes com câncer de mama. No caso de C3, a 

degradação foi apenas nos fragmentos C3d, C3g, C31 e C3β. As convertases C3, peptídeos 

responsáveis por um papel central no sistema complemento, apresentam diferentes níveis de 

degradação em pacientes com câncer de mama. Pacientes com câncer apresentam 

aproximadamente cinco vezes mais peptídeos degradados que indivíduos saudáveis. Em 

relação ao C4, a degradação foi apenas observada no fragmento C4b e C4β (SHEN et al, 

2010).  

 A contribuição do sistema de complemento para o controle do crescimento do tumor 

tem sido negligenciada por um longo período de tempo, uma vez que a principal ênfase foi 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
http://pt.wikipedia.org/wiki/Sangue
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colocada sobre a resposta imune mediada por células contra o câncer (MARCO et al, 2007). 

O sistema imune inato é a primeira linha de defesa, composta de células e mecanismos de 

defesa do hospedeiro contra a infecção de uma forma não específica. Taneja et. al. (2011) 

estudaram o perfil de proteínas do plasma em pacientes com hepatite E. Neste estudo, os 

níveis das proteínas  C3, C3F, C4 e bradicinina e quininogênio foram menores no plasma de 

pacientes com hepatite E em relação aos controles saudáveis. Qualquer agressão, tal como 

uma infecção viral no fígado, deveria desencadear uma resposta inata intensa como  primeira 

linha de defesa do hospedeiro, mas o oposto foi encontrado. O mecanismo exato desta 

redução não é compreendido neste momento.  

Em nossos pacientes, a subexpressão de C3 e C4 pode ser causado por HPV e / ou 

infecção por EBV, vírus que são altamente prevalentes nas  lesões por CEP (AFONSO et al, 

2012). As proteínas virais  de alguma forma neutralizariam o sistema imunitário  (CAMPO et 

al., 2010). Isto poderia explicar a progressão da doença, juntamente com a subexpressão de 

C3 e C4a / b, sendo uma hipótese a ser testada no futuro.   

A superexpressão de proteínas reguladoras do sistema complemento (PRSC) em 

células tumorais é uma forma destas células se protegerem do ataque deste sistema de defesa. 

Acredita-se que CD46, CD55 e CD59 são as mais importantes proteínas de membrana 

reguladoras do sistema complemento (mCRPs), expressas tanto em células normais quanto 

tumorais. As células tumorais podem também evitar este ataque ligando-se a inibidores do 

complemento solúveis no soro, tais como o fator H (FH). É também interessante notar que FH 

é um marcador para o câncer de bexiga, sugerindo uma ligação entre a resistência ao 

complemento e o escape da vigilância imunológica (FEDARKO et al., 2000). O CD55 foi 

identificado como um antígeno associado ao câncer.   Uma superexpressão de CD55 no tecido 

tumoral de pacientes com câncer colorretal está correlacionada com uma significativa 

diminuição na sobrevivência (DURRANT et al., 2003). Além disso, tem sido demonstrado 

que os níveis de CD46 são inversamente proporcionais  aos níveis de C3 depositados  no 

tecido tumoral de pacientes com câncer renal e do colo do útero (BLOK et al., 2000). 

  Em um estudo de CAMPOS et al (1998) foi detectada menor atividade das células 

natural killer (NK) em pacientes com câncer de pênis. As células NK são também parte da 

resposta imune inata e foram as primeiras a serem identificadas pela sua capacidade em matar 

células tumorais, sem imunização ou ativação prévias. Subsequentemente, foi descoberto que 

elas também  eram capazes de matar células   infectadas por certos vírus e  atacar 

preferencialmente as células que não possuem expressão de antígenos do complexo de 

histocompatibilidade classe I (MHC). Portanto, é evidente a importância da resposta imune 
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inata dos pacientes ao câncer pois  a atividade das células natural killer (NK) pode estar 

reduzida significativamente em  pacientes com CEP em relação ao grupo controle (CAMPOS 

et al., 1998). Apesar da crescente evidência sugerindo que uma variedade de mecanismos  

responsáveis pela tolerância e repressão relacionada ao tumor,  pouco se sabe sobre a ligação 

cronológica e recíproca entre estes processos. A teoria amplamente aceita da imuno-edição 

descreve uma evolução estruturada no tempo  da relação que ocorre entre o tumor e o sistema 

imunológico do hospedeiro (DUNN et al., 2002; SMYTH et al., 2006). O mecanismo de 

escape do tumor em pacientes com câncer parece ser um processo cumulativo que envolve 

fatores solúveis derivado  do tumor (TDSFs), indução de elementos reguladores de várias 

linhagens de células e diferentes micro ambientes (BRONTE et al., 2006). Em uma análise 

simplificada, ao mecanisno de evasão à atividade imune induzida pelo tumor resulta de duas 

atividades principais: i) da indução de tolerância do sistema imune aos antígenos tumorais; ii) 

e da supressão funcional dos linfócitos que normalmente combatem  o crescimento tumoral 

(RABINOVICH et al., 2007;  ZITVOGEL et al., 2006). 

 Entretanto, outros estudos revelam que proteínas do sistema  complemento C3, C4 e 

C5a podem auxiliar o crescimento tumoral  através de imunossupressão (MARKIEWSKI et 

al, 2008), desregulação das vias de sinalização mitogênicas, proliferação celular sustentada, 

facilitação da angiogênese, evasão da imuno vigilância e resistência a apoptose 

(RUTKOWSKI et al, 2010) .   

 Desde a sua descoberta, o sistema do complemento tem sido principalmente 

considerado como um efetor da imunidade inata com a capacidade de "complementar" a 

depuração, mediado por anticorpos, de  patógenos e a eliminação de células mortas através de 

processos inflamatórios (RICKLIN et al, 2007 ). Esta última propriedade é um fator 

patogênico reconhecido de um amplo espectro de doenças inflamatórias crônicas, incluindo a 

artrite reumatóide, glomerulonefrite, a aterosclerose, a asma e a esclerose múltipla. Assim, é 

evidente que a  patogênese mediada pelo sistema complemento é desencadeada 

principalmente pela imunidade disfuncional causada tanto pela  ausência quanto pela  

hiperatividade de proteínas do complemento (MARKIEWSKI et al, 2007). 
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CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

- O estadiamento tumor de pênis é controverso devido à falta de métodos confiáveis de 

avaliação dos linfonodos inguinais sendo difícil a diferenciação entre linfadenomegalia 

inflamatória reacional e metastática. O exame físico não é um preditor confiável do 

comprometimento linfonodal pois pacientes com linfonodos palpáveis podem não apresentar 

metástases.  

- Ficou demonstrado que à medida que a doença progride mais subexpressos estão os 

fragmentos C3 e C4 A/B do sistema complemento em comparação com indivíduos saudáveis.  

- A validação cruzada, utilizando toda casuística apresentou 62,5% e 86,76% de 

sensibilidade e de especificidade, respectivamente, com uma alta sensibilidade (100%) e 

especificidade (97%) para os pacientes que morreram da doença.  

- Pacientes com envolvimento ganglionar obtiveram uma sensibilidade e uma 

especificidade de 80 % e 97%, respectivamente. Estes resultados podem ser úteis como 

ferramentas para a avaliação do prognóstico destes pacientes. 
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