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ABSTRACT 

Introduction: Cysteine-rich secretory protein 3 (CRISP3) is expressed at low levels in normal human prostate but often overexpressed 
in prostate cancer (PCa). The relevance of this overexpression for the malignancy of PCa is still unclear. The prognostic value of the 
currently used prostate specific antigen (PSA) test can be misleading under certain circumstances, resulting in overtreatment of 
indolent tumors. New biomarkers are needed to reduce overtreatment and improve quality of life of men. Objective: Evaluate if 
CRISP3 expression could be a good biomarker for PCa. Methods: CRISP3 expression was determined by immunohistochemistry in 
tissue sections of prostate cancer from twenty-five patients subjected to radical prostatectomy. Gleason grading system was used 
as prognostic indicator and the staging of PCa was defined using the TNM system. Clinical parameters and PSA levels before and 
after surgery were determined. Results: CRISP3 expression was strong in 14 (56%), moderate in four (16%) and weak in seven 
(28%) specimens. There was no correlation between the intensity of CRISP3 expression and pre- and post-treatment PSA levels. 
Fifteen (60%) of PCa biopsies showed extension of the primary tumor pT2. Seven patients (28%) showed Gleason score higher than 
7; thirteen (52%) equal to 7, and five (20%) lower than 7. There were no significant statistical differences between Gleason score 
and CRISP3 expression. Conclusion: CRISP3 is expressed in prostate cancer at different levels. Additional studies are required to 
better evaluate if CRISP3 could be used as a biomarker.

Key words: prostate specific antigen; immunohistochemistry; prostatic neoplasms; prostatectomy; pathology molecular. 

RESUMO 

Introdução: A proteína CRISP3 é expressa em baixos níveis na próstata humana normal, mas superexpressa no câncer de próstata (CaP). 
Contudo, sua relevância em pacientes com CaP ainda não está clara. O teste de antígeno específico da próstata (PSA) pode proporcionar 
interpretações erradas em determinadas circunstâncias, resultando em excesso de tratamento para tumores indolentes. Novos biomarcadores 
são fundamentais para evitar tratamentos desnecessários e melhorar a qualidade de vida do paciente. Objetivo: Avaliar se a expressão 
de CRISP3 poderia ser um bom biomarcador para CaP. Métodos: A expressão de CRISP3 foi determinada por imuno-histoquímica em 
seções de tecido de CaP de 25 pacientes submetidos a prostatectomia radical. O sistema de classificação Gleason foi utilizado como 
indicador prognóstico, e o estadiamento foi determinado pelo sistema TNM. Parâmetros clínicos e níveis de PSA antes e pós-cirurgia foram 
determinados. Resultados: A expressão de CRISP3 foi forte em 14 (56%) amostras; moderada em quatro (16%) e fraca em sete (28%). 
Não houve correlação entre a expressão de CRISP3 e PSA pré e pós-tratamento. Quinze (60%) biópsias de CaP apresentaram extensão do 
tumor primário pT2. Sete pacientes (28%) mostraram escore de Gleason maior que 7; treze (52%), igual a 7; e cinco (20%), menor que 7. 
Não houve diferenças estatísticas significativas entre o escore de Gleason e a expressão de CRISP3. Conclusão: CRISP3 é expresso no CaP 
em diferentes níveis. Estudos adicionais são necessários para avaliar se CRISP3 realmente pode ser usado como biomarcador. 

Unitermos: antígeno prostático específico; imuno-histoquímica; neoplasias da próstata; prostatectomia; patologia molecular.
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INTRODUÇÃO

O câncer de próstata (CaP) é o segundo tipo de câncer 
mais comum entre homens no mundo e a quinta maior causa 
de morte(1). Estima-se que 1.356.176 novos casos de CaP sejam 
reportados em todo o mundo em 2020(2). No Brasil, 65.840 novos 
casos desse tipo de câncer por cem mil habitantes são estimados 
para o ano de 2020, com aproximadamente 15.391 mortes(3).

Embora vários estudos tenham focado em compreender 
a etiologia do CaP, a patogênese da doença permanece 
desconhecida(4). Ao mesmo tempo, fatores genéticos, ambientais, 
e comportamentais têm sido associados ao risco aumentado de 
CaP(5). O CaP pode ter muitas vezes um curso indolente e requerer 
tratamento mínimo ou nenhum tratamento; no entanto, estágios 
mais avançados desse câncer podem se tornar metastáticos 
e, por essa razão, monitoramento, vigilância ativa e cirurgia, 
quimioterapia e radioterapia são necessários(6).

A detecção precoce do CaP baseia-se no exame digital retal e 
na detecção de níveis plasmáticos de antígeno prostático específico 
elevados [(PSA) > 4 ng/ml]. Entretanto, uma vez que homens 
sem câncer também podem apresentar PSA elevado, a biópsia do 
tecido prostático é usada para confirmar o diagnóstico(7-9).

Os resultados dessa análise ajudam nos parâmetros prognósticos 
pré-tratamento que incluem escore de Gleason, avaliação da 
extensão do tumor, PSA pré-cirúrgico e parâmetros clínicos(6). Muitos 
estudos questionam o uso do PSA como biomarcador no diagnóstico 

de CaP, bem como o aumento do tratamento radical desnecessário, 
como radioterapia e prostatectomia(10, 11). Adicionalmente, sempre se 
enfatizou a necessidade de melhores sistemas para discriminar entre 
tumores indolentes e agressivos, além da busca por biomarcadores 
novos e mais confiáveis(12).

A proteína secretora rica em cisteína 3 (CRISP3) é uma 
proteína expressa no aparelho reprodutor masculino, onde 
desempenha um papel na função e fertilização de esperma, e no 
aparelho reprodutor feminino, onde desempenha um papel na 
receptividade da implantação embrionária(13, 14). Demonstrou-se 
que CRISP3 á capaz de inibir o crescimento de subgrupos de 
linhagens de células de CaP(15). Além disso, a superexpressão 
de CRISP3 combinada com a expressão de gene relacionado aos 
ETS (ERG) e fosfatase homóloga à tensina (PTEN) associa-se 
ao pior prognóstico, sugerindo-se seu uso como marcador 
prognóstico para CaP(16). O knockdown de CRISP3 em células 
LNCaP não afetou a viabilidade celular, entretanto causou redução 
de invasividade(12). Não obstante, várias controvérsias surgem em 
relação ao pretenso uso dessa proteína como biomarcador de CaP.

OBJETIVO

Nosso objetivo foi investigar o nível da expressão de CRISP3 
em um painel de CaP e tentar correlacionar essa expressão com 
parâmetros clínicos e patológicos, como valores PSA, escore de 
Gleason e estadiamento TNM.

RESUMEN 

Introducción: La proteína rica en cisteína secretora 3 (CRISP3) se expresa en bajos niveles en la próstata humana normal, pero 
está mayormente expresada en el cáncer de próstata (CaP). Todavía, su relevancia en pacientes con CaP aún no está clara. 
La prueba de antígeno prostático específico (PSA) puede generar interpretaciones erróneas bajo ciertas circumstancias, acarreando 
sobretratamiento de tumores indolentes. Nuevos biomarcadores son fundamentales para evitar tratamientos innecesarios y 
mejorar la calidad de vida del paciente. Objetivo: Evaluar se la expresión de CRISP3 podría ser un buen biomarcador de CaP. 
Métodos: Se determinó la expresión de CRISP3 por inmunohistoquímica en cortes de tejido de CaP de 25 pacientes sometidos a 
prostatectomía radical. La clasificación Gleason fue utilizada como indicador pronóstico, y la estadificación fue determinada 
por el sistema TNM. Parámetros clínicos y niveles de PSA antes y después de la cirurgía fueron determinados. Resultados: La 
expresión de CRISP3 fue fuerte en 14 (56%) muestras; moderada en cuatro (16%) y débil en siete (28%). No hubo relación entre 
la expresión de CRISP3 y PSA pre y post-tratamiento. Quince (60%) biopsias de CaP tuvieron extensión del tumor primario pT2. 
Siete pacientes (28%) demostraron escala de Gleason mayor que 7; trece (52%), igual a 7; y cinco (20%), menor que 7. No hubo 
diferencias estadísticas significativas entre la escala de Gleason y la expresión de CRISP3. Conclusión: CRISP3 se expresa en CaP 
en diferentes niveles. Se necesitan estudios adicionales para evaluar se CRISP3 puede realmente ser usado como biomarcador.

Palabras clave: antígeno prostático específico; inmunohistoquímica; neoplasias de la próstata; prostatectomía; patología molecular.
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MÉTODOS

Amostras teciduais

Vinte cinco biópsias de próstata de pacientes submetidos a 
prostatectomia radical diagnosticados com adenocarcinoma 
no período de 2009 a 2013 foram fornecidas ao laboratório de 
Patologia e Citopatologia do Centro de Prevenção de Jataí, Goiás, 
Brasil. O protocolo experimental usado neste trabalho foi aprovado 
pelo comitê ético em pesquisa humana da Universidade Federal de 
Goiás, número de protocolo 1.500.280.

Preparação e processamento dos tecidos 

Exame macroscópico e determinação de tamanho e peso 
foram feitos nos espécimes cirúrgicos de tecido prostático, vesículas 
seminais e linfonodos obturadores direitos e esquerdos. Os tecidos 
foram fixados em formol 10% e cortes de 4-5 mm de espessura 
foram obtidos com um bisturi descartável Leica. Inclusão e 
obtenção de cortes de tecidos de próstata em blocos de parafina 
foram feitos de acordo com protocolo padrão descrito por Michalany 
(1980)(17). Cortes de 4 µM de espessura foram obtidos usando um 
micrótomo American Optical 820 e transferidos para lâminas de 
microscópio Dako Flex IHC. A desparafinização foi realizada a 
50°C por 30 min, seguida de reidratação e então os cortes foram 
corados com hematoxilina e eosina (HE) ou submetidos a imuno-
histoquímica. As lâminas foram montadas com capas de vidro e 
examinadas com microscópio óptico Olympus C×21 a 40×, 200× 
e 400× de magnificação para confirmar a hipótese clínica de 
acordo com os achados histopatológicos e determinar o escore de 
Gleason e o estadiamento.

Imuno-histoquímica

A imuno-histoquímica foi realizada em um sistema 
autostainer Link 48 automatizado Dako, seguindo as instruções 
do fabricante. O anticorpo policlonal CRISP3 (coelho, Abcam) 
foi utilizado para a detecção da expressão de CRSP3. A ligação 
do anticorpo primário foi visualizada usando o kit EnVision Dako 
(Dako, Dinamarca) e a coloração foi avaliada de acordo com dois 
parâmetros: intensidade da coloração e fração de células tumorais 
positivas registradas para cada local de tecido. A intensidade foi 
classificada seguindo um sistema de quatro níveis: sem coloração 
(0); somente visível em alta magnificação ou coloração fraca (1+); 
visível em baixa magnificação ou coloração moderada (2+); e 
coloração acentuada em baixa magnificação ou coloração forte 
(3+). O escore final construído com base nesses dois parâmetros 
foi: negativo – ausência de coloração; fraco – intensidade de 1+ 

em ≤ 70% de células tumorais ou intensidade de coloração de 2+ 
em ≤ 30% das células tumorais; moderado – intensidade de 1+ 
em > 70% de células tumorais, ou intensidade de coloração de 
2+ em > 30%, mas ≤ 70% de células tumorais ou intensidade 
de coloração de 3+ em ≤ 30% células tumorais; forte – intensidade de 
coloração de 2+ em > 70% de células tumorais ou intensidade 
de coloração de 3+ em > 30% de células tumorais. A análise foi 
realizada por um patologista qualificado.

Parâmetros químicos

Registros médicos foram usados para avaliar a descrição 
demográfica e os parâmetros clínicos, tais como níveis de PSA 
antes e depois da cirurgia, assim como informação histológica das 
biópsias de prostatectomia.

Análise estatística

Diferenças na expressão de CRISP e variáveis clinicopatológicas 
foram determinadas pelo teste qui-quadrado de Pearson. 
A associação entre expressão de CRISP3 e níveis de PSA nas 
mesmas amostras foi analisada pela análise de variância (Anova). 
Diferenças estatisticamente significativas foram consideradas para 
um nível de p < 0,05.

RESULTADOS

A média de idade dos pacientes analisados foi 65,8 (± 6,5) anos 
(variação 54-80). A maior parte dos valores de PSA pré-tratamento 
variou de 4 a 10 ng/ml (36%), seguidos de níveis de PSA entre 
10 e 20 ng/ml (24%). Esses valores não apresentaram diferença 
estatisticamente significativa em relação ao escore de Gleason 
(Tabela 1). Monitoramentos pós-tratamento variaram de 2-80 
meses, com uma média de 30 meses, e a maioria dos pacientes 
(60%) mostrou valores de PSA abaixo do valor de referência para 
a recorrência da doença.

Cortes de tecido de todos os 25 pacientes mostraram 
expressão da proteína CRISP3 determinada por imuno-
histoquímica. Catorze (56%) mostraram forte coloração; 
quatro (16%), coloração moderada; e sete (28%), coloração 
fraca. A Figura 1 mostra imagens representativas de tecido 
prostático com coloração com HE e os parâmetros padronizados 
usados na classificação da expressão de CRISP3. Não houve 
correlação entre os níveis de PSA e a intensidade de coloração 
de CRISP3 em pré ou pós-tratamento (R = 0,09, p = 0,4593 e 
p = 0.4072, respectivamente) (Figura 2).
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A análise histológica dos espécimes de tecido mostrou que a 

maioria 24/25 (96%) foi adenocarcinoma acinar e um foi tipo 

mucinoso (coloide). Somente oito pacientes (32%) apresentaram 

comprometimento da vesícula seminal e 12 (48%) mostraram 

margem cirúrgica positiva. Entre os pacientes prostatectomizados, 

13 (52%) tiveram escore de Gleason igual a 7. Para sete (53,3%) 

desses 13 pacientes, esse escore foi resultado da soma do escore 3 

mais 4 (grupo grau 2). O sistema de estadiamento TNM mostrou 

que 15 (60%) pacientes apresentaram extensão do tumor primário 

(pT2) (Tabela 2). Não houve diferença significativa entre o 

nível de expressão de CRISP3 e os parâmetros clinicopatológicos 

dos pacientes com CaP analisados. Sete pacientes tiveram 

TABELA 1 – Parâmetros clinicoepidemiológicos de pacientes submetidos a pros-
tatectomia radical no período de 2009 a 2013 analisados neste estudo

Parâmetros clinicoepidemiológicos n (%)
Idade (anos)

< 60 5 (20)
60 a 70 15 (60)
> 70 5 (20)

Níveis de PSA pré-tratamento
< 4 3 (12)

4 a 10 9 (36)
10 a 20 6 (24)
> 20 2 (8)

Níveis de PSA pós-tratamento
< 0,2 15 (60) 
≥ 0,2 7 (28)

PSA: antígeno prostático específico.

TABELA 2 – Parâmetros clinicopatológicos de espécimes de tumor obtidos de 
pacientes submetidos a prostatectomia radical e associação com a intensidade de 

coloração positiva de CRISP3

Parâmetros
clinicopatológicos 

CRISP3
n

(%)
Fraco n 

(%)
Moderado n 

(%)
Forte n

(%)
Valor de p 

Avaliação histológica
Acinar usual 24 (96) 6 (25) 4 (16,66) 14 (58,33) 

p = 0,7471
Mucinoso (coloide) 1 (4) 1 (100) 0 0

Invasão da vesícula seminal
Presente 8 (32) 2 (25) 2 (25) 4 (50)

p = 0,3128
Ausente 19 (76) 5 (29,41) 2 (11,76) 10 (58,83)

Invasão da borda cirúrgica
Presente 12 (48) 1 (48) 4 (33,33) 7 (58,4)

p = 0,2896
Ausente 13 (52) 6 (52) 0 7 (58,9)

Escore de Gleason
< 7 7 (28) 2 (28,57) 0 5 (71.43)

p = 0,1297
= 7 13 (52) 3 (23,08) 3 (23,08) 7 (53,84)

 3 + 4 6 (24) 1 (16,6) 1 (16,66) 4 (66,66)
 4 + 3 7 (28) 2 (28,57) 2 (28,57) 3 (42,86)

> 7 5 (20) 2 (40) 1 (20) 2 (40)
Categoria pT (AJCC)

pT1 2 (8) 1 (50) 0 1 (50)

p = 0,3852
pT2 15 (60) 4 (26,66) 2 (13,33) 9 (60)
pT3 7 (28) 2 (28,57) 2 (28,57) 3 (42,86)
pT4 1 (4) 0 0 1 (100)

AJCC: American Joint Committee on Cancer 2010.

FIGURA 1 – Análise histológica e imuno-histoquímica do tecido de câncer de próstata

A e B) coloração com HE; C) coloração fraca de CRISP3; D) coloração moderada de CRISP3; 
E) coloração forte de CRISP3.
Magnificação 200×. Fotomicrografia tirada com uma câmera Leica, modelo DS750.

HE: hematoxilina e eosina; CRISP3: proteína secretora rica em cisteína 3.

FIGURA 2 – Comparação de níveis de PSA pré e pós-prostatectomia radical com 
intensidade de expressão de CRISP3 determinada por imuno-histoquímica. Não foram 
observadas diferenças significativas entre grupos

PSA: antígeno prostático específico; CRISP3: proteína secretora rica em cisteína 3.
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um escore de Gleason menor que 7; entre eles, dois pacientes 
(28,57%) mostraram baixa expressão de CRISP3 e cinco (71%), 
alta expressão. Dos treze pacientes com escore de Gleason igual 
a 7, três (23,08%) mostraram fraca expressão de CRISP3; três 
(23,08%), expressão moderada; e sete (53,3%), expressão alta. 
Cinco pacientes tiveram escore de Gleason maior que 7; entre eles, 
dois (40%) mostraram expressão fraca de CRISP3; um (20%), 
expressão moderada; e dois (40%), expressão alta. A análise 
estatística não mostrou diferenças significativas entre o escore de 
Gleason e a expressão de CRISP3 nas amostras de CaP analisadas 
(Tabela 2, Figura 3).

de pacientes analisado. Curiosamente, Volpert et al. (2018)(21) 
demonstraram que CRISP3 pode induzir migração e invasão 
de células de CaP in vitro. A deleção do gene de codificação de 
CRISP3 atrasou a transição de neoplasia intraepitelial prostática a 
carcinoma in situ bloqueando a transição para a doença invasiva.

Adicionalmente, os resultados mostrados aqui não são 
suficientes para fundamentar a hipótese de que CRISP3 pode 
ser utilizado para diferenciar tumores metastáticos e indolentes. 
Estudos adicionais, incluindo um grande estudo de coorte 
compreendendo tipos agressivos e indolentes de CaP são 
necessários. Apesar disso, a detecção da expressão de CRISP3 
pode ser uma ferramenta adicional na vigilância ativa, já 
que pode ajudar na avaliação do tecido tumoral, especialmente 
no momento da biópsia de agulha e na hora de escolher o 
melhor tratamento, considerando a situação clinicopatológica 
de cada paciente(22). Isso evitaria que pacientes se expusessem a 
tratamentos radicais desnecessários, como a prostatectomia, o 
que pode resultar em sérios efeitos colaterais como incontinência 
urinária, disfunção erétil e morbidade associada a anestesia 
e complicações cirúrgicas(23, 24). Zhang et al. (2016)(25), com o 
objetivo de identificar potenciais biomarcadores para diagnóstico 
acurado de CaP, demonstraram que um painel de três proteínas, 
incluindo CRISP3 urinária, além de PF4V1 sérica e PSA, foi capaz 
de identificar CaP de hiperplasia benigna de próstata (HBP). 
Esse painel mostrou maior habilidade discriminatória que PSA 
isoladamente.

Nas últimas décadas, a neoplasia de próstata tem sido 
diagnosticada mais cedo graças às recomendações de rastreio 
aumentadas da doença com base no exame de sangue PSA. 
Desse modo, a detecção de tumores latentes que podem nunca 
progredir para um fenótipo agressivo também aumentaram 
significativamente. Portanto, aumentou o diagnóstico e o 
tratamento de homens que não necessariamente precisariam ser 
tratados já que não têm doença letal, mas por outro lado sofrem os 
efeitos colaterais e a piora na qualidade de vida(4). Por essas razões, 
há uma necessidade urgente de um sistema de avaliação de risco 
que incorpore novos biomarcadores para melhor determinar 
o risco de recorrência e ajudar pacientes a tomar decisões 
informadas sobre o tratamento. 

Há controvérsia sobre o uso do teste sanguíneo PSA 
para diagnosticar CaP em homens sem sintomas da doença. 
Entretanto, o teste PSA é útil para detectar o CaP em estádio 
inicial, particularmente em homens com muitos fatores de 
risco associados. Em contrapartida, o resultado desse teste pode 
indicar outras condições que não câncer em adição a cânceres 
de crescimento muito lento que não seriam uma ameaça à vida 
desses homens. Portanto, a triagem por PSA às vezes pode fazer 

FIGURA 3 – Distribuição de pacientes de acordo com os escores de Gleason e a 
intensidade de coloração imuno-histoquímica positiva de CRISP3

A análise estatística do teste do qui-quadrado (χ2) de Pearson foi realizada usando GraphPad 
Prism versão 5.0. Não foi encontrada diferença significativa considerando p < 0,05.

CRISP3: proteína secretora rica em cisteína 3.
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DISCUSSÃO

A marcação imuno-histoquímica de CRISP3 em tecido 
prostático tem sido associada a CaP(7, 18). Nossos resultados 
mostraram que todas as amostras de CaP analisadas foram 
positivas para presença dessa glicoproteína, embora alguns relatos 
na literatura mostrem taxas de positividade variando entre 19% e 
96% no tecido neoplásico da próstata(8, 9, 19, 20).

A alta positividade de CRISP3 observada no presente estudo 
não se deveu a possíveis artefatos técnicos, já que os controles 
apropriados foram usados em cada procedimento de coloração. 
Além disso, controle interno representado por falta de coloração 
em tecido epitelial normal adjacente ao tumor foi evidente em 
cada corte de tecido analisado. O anticorpo usado em nosso estudo 
foi capaz de detectar CRISP3 em um bom nível de sensibilidade. 
A marcação positiva de células de câncer sugere a possibilidade de 
usar CRISP3 como biomarcador diagnóstico para CaP. Entretanto, 
o nível de expressão não poderia estar associado com a agressividade 
do tumor neste estudo provavelmente devido ao pequeno número 
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homens decidirem por cirurgia e outros tratamentos que podem 
não ser necessários(11). Nesse contexto, um novo biomarcador que 
diferenciaria CaP de crescimento lento de tumores metastáticos 
agressivos seria de grande interesse. Valores de PSA pré e pós-
tratamento não se correlacionaram diretamente com a expressão 
de CRISP3 no nosso estudo. Entretanto, Noh et al. (2016)(26) 
demonstraram que a alta expressão de CRISP3 associada à baixa 
expressão de PTEN, uma proteína supressora de tumor, caracteriza 
um subgrupo de pacientes com prognóstico ruim para recorrência 
bioquímica. Também foi mostrado que CRISP3 é capaz de regular 
a expressão de PSA, assim como genes relacionados com invasão 
celular. Ademais, tem sido demonstrado que o gene promotor 
CRISP3 é epigeneticamente regulado pelo receptor androgênico(12). 
Sabe-se que diferenciação e função prostática, assim como CaP, são 
dependentes de receptor androgênico. Assim, melhor compreensão 
da interação entre receptor de androgênio e CRISP3 poderia jogar 
luz sobre o papel de CRISP3 na progressão e malignidade de CaP.
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