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RESUMO

Introducao: A proteina CRISP3 € expressa em baixos niveis na prostata humana normal, mas superexpressa no cancer de prostata (CaP).
Contudo, sua relevancia em pacientes com CaP ainda nao esta clara. O teste de antigeno especifico da prstata (PSA) pode proporcionar
interpretacdes erradas em determinadas circunstancias, resultando em excesso de tratamento para tumores indolentes. Novos biomarcadores
sdo fundamentais para evitar tratamentos desnecessrios e melhorar a qualidade de vida do paciente. Objetivo: Avaliar se a expressao
de CRISP3 poderia ser um bom biomarcador para CaP. Métodos: A expressao de CRISP3 foi determinada por imuno-histoquimica em
secdes de tecido de CaP de 25 pacientes submetidos a prostatectomia radical. O sistema de classificacdo Gleason foi utilizado como
indicador progndstico, e o estadiamento foi determinado pelo sistema TNM. Parametros clinicos e niveis de PSA antes e pos-cirurgia foram
determinados. Resultados: A expressdo de CRISP3 foi forte em 14 (56%) amostras; moderada em quatro (16%) e fraca em sete (28%).
Nao houve correlagio entre a expressdo de CRISP3 e PSA pré e pds-tratamento. Quinze (60%) bidpsias de CaP apresentaram extensdo do
tumor primdrio pT2. Sete pacientes (28%) mostraram escore de Gleason maior que 7; treze (52%), igual a 7; e cinco (20%), menor que 7.
Nao houve diferencas estatisticas significativas entre o escore de Gleason e a expressdo de CRISP3. Conclusao: CRISP3 € expresso no CaP
em diferentes niveis. Estudos adicionais sdo necessarios para avaliar se CRISP3 realmente pode ser usado como biomarcador.

Unitermos: antigeno prostatico especifico; imuno-histoquimica; neoplasias da préstata; prostatectomia, patologia molecular.

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 cerlain circumstances, resulting in overtreatment of
indolent tumors. New biomarkers are needed lo reduce overtreatment and improve qualily 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 lwenty-five patients subjected fo radical prostateciomy. Gleason grading system was used
as prognostic indicator and the staging of PCa was defined using the TNM system. Clinical paramelers 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.
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Primeira submissdo em 13/05/20; ltima submissdo em 16/05/20; aceito para publicacdo em 21/05/20; publicado em 20/03/21

€3222021
1

] Bras Patol Med Lab. 2021; 57: 1-7.

10.5935/1676-2444.20210012
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RESUMEN

Introduccion: La proteina rica en cisteina secretora 3 (CRISP3) se expresa en bajos niveles en la prostata humana normal, pero
estd mayormente expresada en el cancer de prostata (CaP). Todavia, su relevancia en pacientes con CaP avin no estd clara.
La prueba de antigeno prosidtico especifico (PSA) puede generar inlerpretaciones erroneas bajo ciertas circumstancias, acarreando
sobretratamiento de tumores indolentes. Nuevos biomarcadores son fundamentales para evilar tratamientos innecesarios y
mejorar la calidad de vida del paciente. Objetivo: Evaluar se la expresion de CRISP3 podria ser un buen biomarcador de CaP.
Métodos: Se determind la expresion de CRISP3 por inmunobistoquimica en cortes de tejido de CaP de 25 pacientes sometidos a
prostatectomia radical. La clasificacion Gleason fue utilizada como indicador prondstico, y la estadificacion fue determinada
por el sistema TNM. Pardmetros clinicos y niveles de PSA antes y después de la cirurgia fueron determinados. Resultados: La
expresion de CRISP3 fue fuerte en 14 (56%) muestras; moderada en cuatro (16%) y débil en siete (28%). No hubo relacion entre
la expresion de CRISP3 y PSA pre y post-tratamiento. Quince (60%) biopsias de CaP tuvieron extension del tumor primario p12.
Siele pacientes (28%) demostraron escala de Gleason mayor que 7; trece (52%), igual a 7, y cinco (20%), menor que 7. No hubo
diferencias estadisticas significativas entre la escala de Gleason y la expresion de CRISP3. Conclusion: CRISP3 se expresa en CaP
en diferentes niveles. Se necesitan estudios adicionales para evaluar se CRISP3 puede realmente ser usado como biomarcador.

Palabras clave: antigeno prostdtico especifico; inmunobistoquimica; neoplasias de la prostata; prostatectomia; patologia molecular.

INTRODUQAO de CaP, bem como o aumento do tratamento radical desnecessario,
como radioterapia e prostatectomia® . Adicionalmente, sempre se
enfatizou a necessidade de melhores sistemas para discriminar entre

0 cancer de prostata (CaP) é o segundo tipo de cancer
mais comum entre homens no mundo e a quinta maior causa
de morte™. Estima-se que 1.350.176 novos casos de CaP sejam

tumores indolentes e agressivos, além da busca por biomarcadores
novos e mais confidveis'?.

reportados em todo 0 mundo em 2020?. No Brasil, 65.840 novos A proteina secretora rica em cistefna 3 (CRISP3) € uma
casos desse tipo de cAncer por cem mil habitantes sdo estimados ~ proteina expressa no aparelho reprodutor masculino, onde
para 0 ano de 2020, com aproximadamente 15.391 mortes®. desempenha um papel na funcio e fertilizacio de esperma, e no

aparelho reprodutor feminino, onde desempenha um papel na
receptividade da implantacio embriondria™ ', Demonstrou-se
que CRISP3 4 capaz de inibir o crescimento de subgrupos de

Embora varios estudos tenham focado em compreender
a etiologia do CaP a patogénese da doenca permanece
desconhecida®. Ao mesmo tempo, fatores genéticos, ambientais,
e comportamentais tém sido associados ao risco aumentado de
CaP®. 0 CaP pode ter muitas vezes um curso indolente e requerer
tratamento minimo ou nenhum tratamento; no entanto, estagios

linhagens de células de CaP™. Além disso, a superexpressao
de CRISP3 combinada com a expressdo de gene relacionado aos
ETS (ERG) e fosfatase homologa a tensina (PTEN) associa-se
ao pior prognostico, sugerindo-se seu uso como marcador
progndstico para CaP"?. O knockdown de CRISP3 em células
LNCaP nao afetou a viabilidade celular, entretanto causou reducio
de invasividade"®. Ndo obstante, varias controvérsias surgem em

A detecgio precoce do CaP baseia-se no exame digital retal e relac?io ao pretenso uso dessa protefna como biomarcador de CaP
na deteccdo de niveis plasmaticos de antigeno prostatico especifico

elevados [(PSA) > 4 ng/ml]. Entretanto, uma vez que homens
sem cancer também podem apresentar PSA elevado, a bidpsia do  OBJETIVO

mais avangados desse cdncer podem se tornar metastaticos
e, por essa razao, monitoramento, vigilancia ativa e cirurgia,
quimioterapia e radioterapia sao necessrios®.

tecido prostatico € usada para confirmar o diagndstico”.

Os resultados dessa andlise ajudam nos pardmetros progndsticos Nosso objetivo foi investigar o nivel da expressio de CRISP3
pré-tratamento que incluem escore de Gleason, avaliacio da  em um painel de CaP e tentar correlacionar essa expressao com
extensdo do tumor, PSA pré-cirtirgico e parimetros clinicos®. Muitos  pardmetros clinicos e patoldgicos, como valores PSA, escore de
estudos questionam o uso do PSA como biomarcador no diagndstico ~ Gleason e estadiamento TNM.
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METODOS

Amostras teciduais

Vinte cinco bidpsias de prostata de pacientes submetidos a
prostatectomia radical diagnosticados com adenocarcinoma
no perfodo de 2009 a 2013 foram fornecidas ao laboratério de
Patologia e Citopatologia do Centro de Prevencdo de Jatai, Goids,
Brasil. O protocolo experimental usado neste trabalho foi aprovado
pelo comité ético em pesquisa humana da Universidade Federal de
Goids, nimero de protocolo 1.500.280.

Preparacio e processamento dos tecidos

Exame macroscopico e determinacdo de tamanho e peso
foram feitos nos espécimes cirdrgicos de tecido prostatico, vesiculas
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 descartavel Leica. Inclusio e
obtencdo de cortes de tecidos de prostata em blocos de parafina
foram feitos de acordo com protocolo padrao descrito por Michalany
(1980)™. Cortes de 4 1M de espessura foram obtidos usando um
microtomo American Optical 820 e transferidos para laminas de
microscopio Dako Flex THC. A desparafinizacio foi realizada a
50°G por 30 min, seguida de reidratacio e entdo os cortes foram
corados com hematoxilina e eosina (HE) ou submetidos a imuno-
histoquimica. As [aminas foram montadas com capas de vidro e
examinadas com microscopio optico Olympus Cx21 a 40x, 200x
e 400x de magnificacio para confirmar a hipdtese clinica de
acordo com os achados histopatologicos e determinar o escore de
Gleason e o estadiamento.

Imuno-histoquimica

A imuno-histoquimica foi realizada em um sistema
autostainer Link 48 automatizado Dako, seguindo as instrugdes
do fabricante. O anticorpo policlonal CRISP3 (coelho, Abcam)
foi utilizado para a deteccdo da expressdo de CRSP3. A ligacdo
do anticorpo primario foi visualizada usando o 4i# EnVision Dako
(Dako, Dinamarca) e a coloracio foi avaliada de acordo com dois
parametros: intensidade da coloracao e fracao de células tumorais
positivas registradas para cada local de tecido. A intensidade foi
classificada seguindo um sistema de quatro niveis: sem coloracao
(0); somente visivel em alta magnificacdo ou coloracéo fraca (1+);
visivel em baixa magnificacdo ou coloragio moderada (2+); e
coloracdo acentuada em baixa magnificacdo ou coloragdo forte
(3+). 0 escore final construido com base nesses dois parimetros
foi: negativo — auséncia de coloragio; fraco — intensidade de 1+

em < 70% de células tumorais ou intensidade de coloragdo de 2+
em < 30% das células tumorais; moderado — intensidade de 1+
em > 70% de células tumorais, ou intensidade de coloraco de
2+ em > 30%, mas < 70% de células tumorais ou intensidade
decoloraciode 3+ em <30%célulastumorais; forte—intensidade de
coloracdo de 2+ em > 70% de células tumorais ou intensidade
de coloragdo de 3+ em > 30% de células tumorais. A andlise foi
realizada por um patologista qualificado.

Parametros quimicos

Registros médicos foram usados para avaliar a descricao
demogrifica e os parametros clinicos, tais como niveis de PSA
antes e depois da cirurgia, assim como informagao histoldgica das
bidpsias de prostatectomia.

Analise estatistica

Diferencas naexpressao de CRISP evaridveis clinicopatoldgicas
foram determinadas pelo teste qui-quadrado de Pearson.
A associaco entre expressdo de CRISP3 e niveis de PSA nas
mesmas amostras foi analisada pela andlise de variancia (Anova).
Diferencas estatisticamente significativas foram consideradas para
um nivel de p < 0,05.

RESULTADOS

Amédia de idade dos pacientes analisados foi 65,8 (& 6,5) anos
(variacdo 54-80). A maior parte dos valores de PSA pré-tratamento
variou de 4 a 10 ng/ml (36%), seguidos de niveis de PSA entre
10 e 20 ng/ml (24%). Esses valores ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significativa em relacdo ao escore de Gleason
(Tabela 1). Monitoramentos pds-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 referéncia para
a recorréncia da doenca.

Cortes de tecido de todos os 25 pacientes mostraram
expressdo da proteina CRISP3 determinada por imuno-
histoquimica. Catorze (56%) mostraram forte coloraco;
quatro (16%), coloracio moderada; e sete (28%), coloragdo
fraca. A Figura 1 mostra imagens representativas de tecido
prostatico com coloracao com HE e os pardmetros padronizados
usados na classificacio da expressdo de CRISP3. Ndo houve
correlacdo entre os niveis de PSA e a intensidade de coloragio
de CRISP3 em pré ou pés-tratamento (R = 0,09, p = 0,4593 e
p = 0.4072, respectivamente) (Figura 2).
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TABELA 1 — Pardametros clinicoepidemioldgicos de pacientes submetidos a pros-
tatectomia radical no periodo de 2009 a 2013 analisados neste estudo

Parametros clinicoepidemioldgicos n (%)
Idade (anos)
<60 5 (20)
60270 15 (60)
> 70 5(20)
Niveis de PSA pré-tratamento
<4 3(12)
4210 9 (36)
10220 6 (24)
> 20 28
Niveis de PSA pos-tratamento
<02 15 (60)
502 7(28)

PSA: antigeno prosidtico especifico.

FIGURA 1 — Andlise histologica e imuno-histoquimica do tecido de cancer de prostata

A e B) coloragdo com HE; C) coloragdo fraca de CRISP3; D) coloragdo moderada de CRISP3;
E) coloragdo forte de CRISP3.
Magnificagdo 200x. Folomicrografia tirada com uma camera Leica, modelo DS750.

HE: hematoxilina e eosina; CRISP3: proteina secretora rica em cisteina 3.

A andlise histoldgica 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 vesicula seminal e 12 (48%) mostraram
margem cirtirgica 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 extensao do tumor primario
(pT2) (Tabela 2). Ndo houve diferenca significativa entre o

nivel de expressao de CRISP3 e os parimetros clinicopatoldgicos
dos pacientes com CaP analisados. Sete pacientes tiveram
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FIGURA 2 — Comparagdo de niveis de PSA pré e pas-prostatectomia radical com
intensidade de expressio de CRISP3 determinada por imuno-histoquimica. Nao foram
observadas diferengas significativas entre grupos

PSA: antigeno prostdtico especifico; CRISP3: proteina secrelora rica em cisteina 3.

TABELA 2 — Parametros clinicopatoldgicos de espécimes de tumor obtidos de
pacientes submetidos a prostatectomia radical e associacio com a intensidade de
coloragdo positiva de CRISP3

A CRISP3
Parametros
clinicopatoldgicos n - Fracom Moderadon — Forten Valor de p
(%) (%) (%) (%)
Avaliacdo histologica
Acinar usual 24096) 625 416,600  14(5833) = 07471
Mucinoso (coloide) 1 (4) 1 (100) 0 0 '
Invasao da vesicula seminal
Presente 8(32) 2(25 2(25) 4 (50)
s 1906) 594D 2176 10688y L0
Invasdo da borda cirtirgica
Presente 12(48) 1(48)  4(3333) 7 (584)
Ausente 13(52) 6(52) 0 7(589) p=028%
Escore de Gleason
<7 7(28) 2(2857) 0 5(71.43)
=7 13(52) 3(2308) 3(23,08) 7 (53,84)
3+4 6(24) 1(166) 1(16,66)  4(66,60) p=0,1297
4+3 7(28) 2(2857) 2(2857) 3 (42,86)
>7 5(20) 2 (40) 1(20) 2 (40)
Categoria pT (AJCC)
pTl 2(8) 10 0 1(50)
pT2 15 (60) 4(26,660) 2 (1333) 9 (60)
T3 708) 20857 2085  3dage L0
pT4 14 0 0 1 (100)

AJCC: American Joint Committee on Cancer 2010.

€3222021

4



Aparecida de Lourdes Carvalho; Sebastido A. Pinto; Wagner G. dos Santos

um escore de Gleason menor que 7; entre eles, dois pacientes
(28,57%) mostraram baixa expressdo de CRISP3 e cinco (71%),
alta expressdo. Dos treze pacientes com escore de Gleason igual
a7, trés (23,08%) mostraram fraca expressao de CRISP3; trés
(23,08%), expressio moderada; e sete (53,3%), expressio alta.
Cinco pacientes tiveram escore de Gleason maior que 7; entre eles,
dois (40%) mostraram expressdo fraca de CRISP3; um (20%),
expressdo moderada; e dois (40%), expressdo alta. A andlise
estatistica nao mostrou diferencas significativas entre o escore de
Gleason e a expressdo de CRISP3 nas amostras de CaP analisadas
(Tabela 2, Figura 3).

Moderado
B forte

Nimero de pacientes

0 T T T
<7 >7

=7
Escore de Gleason

FIGURA % — Distribuicdo de pacientes de acordo com os escores de Gleason e a
intensidade de coloragdo imuno-histoquimica positiva de CRISP3

A andlise estatistica do teste do qui-quadrado (y2) de Pearson foi realizada usando GraphPad
Prism versdo 5.0. Néo foi encontrada diferenca significativa considerando p < 0,05.

CRISP3: proteina secretora rica em cisteina 3.

DISCUSSAO

A marcacdo imuno-histoquimica de CRISP3 em tecido
prostatico tem sido associada a CaP” '®. Nossos resultados
mostraram que todas as amostras de CaP analisadas foram
positivas para presenca dessa glicoproteina, embora alguns relatos
na literatura mostrem taxas de positividade variando entre 19% e
96% no tecido neopldsico da prostata® 12,

A alta positividade de CRISP3 observada no presente estudo
ndo se deveu a possiveis artefatos técnicos, jd que os controles
apropriados foram usados em cada procedimento de coloragio.
Além disso, controle interno representado por falta de coloragio
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 nivel de sensibilidade.
Amarcacio positiva de células de cancer sugere a possibilidade de
usar CRISP3 como biomarcador diagndstico para CaP. Entretanto,
onivel deexpressao nao poderiaestar associado com a agressividade
do tumor neste estudo provavelmente devido ao pequeno nimero

de pacientes analisado. Curiosamente, Volpert e/ al. (2018)*
demonstraram que CRISP3 pode induzir migracdo e invasdo
de células de CaP in vitro. A delecdo do gene de codificacdo de
CRISP3 atrasou a transico de neoplasia intraepitelial prostdtica a
carcinoma 772 situ bloqueando a transicao para a doenga invasiva.

Adicionalmente, os resultados mostrados aqui ndo sio
suficientes para fundamentar a hipitese de que CRISP3 pode
ser utilizado para diferenciar tumores metastaticos e indolentes.
Estudos adicionais, incluindo um grande estudo de coorte
compreendendo tipos agressivos e indolentes de CaP sdo
necessdrios. Apesar disso, a deteccdo da expressio de CRISP3
pode ser uma ferramenta adicional na vigilancia ativa, ja
que pode ajudar na avaliacao do tecido tumoral, especialmente
no momento da bidpsia de agulha e na hora de escolher o
melhor tratamento, considerando a situacéo clinicopatologica
de cada paciente®. Isso evitaria que pacientes se expusessem a
tratamentos radicais desnecessdrios, como a prostatectomia, o
que pode resultar em sérios efeitos colaterais como incontinéncia
urindria, disfuncio erétil e morbidade associada a anestesia
e complicagoes cirtirgicas® . Zhang e al. (2016)®, com o
objetivo de identificar potenciais biomarcadores para diagndstico
acurado de CaP, demonstraram que um painel de trés protenas,
incluindo CRISP3 urindria, além de PF4V1 sérica e PSA, foi capaz
de identificar CaP de hiperplasia benigna de prostata (HBP).
Esse painel mostrou maior habilidade discriminatéria que PSA
isoladamente.

Nas ultimas décadas, a neoplasia de prostata tem sido
diagnosticada mais cedo gragas as recomendacdes de rastreio
aumentadas da doenca com base no exame de sangue PSA.
Desse modo, a deteccdo de tumores latentes que podem nunca
progredir para um fendtipo agressivo também aumentaram
significativamente. Portanto, aumentou o diagndstico e o
tratamento de homens que nao necessariamente precisariam ser
tratados ja que nao tém doenca letal, mas por outro lado sofrem os
efeitos colaterais e a piora na qualidade de vida®. Por essas razdes,
ha uma necessidade urgente de um sistema de avaliacdo de risco
que incorpore novos biomarcadores para melhor determinar
o risco de recorréncia e ajudar pacientes a tomar decisdes
informadas sobre o tratamento.

H4 controvérsia sobre o uso do teste sanguineo PSA
para diagnosticar CaP em homens sem sintomas da doenca.
Entretanto, o teste PSA € 1til para detectar o CaP em estidio
inicial, particularmente em homens com muitos fatores de
risco associados. Em contrapartida, o resultado desse teste pode
indicar outras condicdes que néo cancer em adicdo a canceres
de crescimento muito lento que ndo seriam uma ameaca 2 vida
desses homens. Portanto, a triagem por PSA as vezes pode fazer
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homens decidirem por cirurgia e outros tratamentos que podem
nfo ser necessdrios'"”. Nesse contexto, um novo biomarcador que
diferenciaria CaP de crescimento lento de tumores metastaticos
agressivos seria de grande interesse. Valores de PSA pré e pos-
tratamento ndo se correlacionaram diretamente com a expressao
de CRISP3 no nosso estudo. Entretanto, Noh ef al. (2016)”
demonstraram que a alta expressdo de CRISP3 associada a baixa
expressdo de PTEN, uma proteina supressora de tumor, caracteriza
um subgrupo de pacientes com progndstico ruim para recorréncia
bioquimica. Também foi mostrado que CRISP3 é capaz de regular
a expressao de PSA, assim como genes relacionados com invasio
celular. Ademais, tem sido demonstrado que o gene promotor
CRISP3 € epigeneticamente regulado pelo receptor androgénico™?.
Sabe-se que diferenciaco e funcio prostatica, assim como CaP, sdo
dependentes de receptor androgénico. Assim, melhor compreenséo
da interacio entre receptor de androgénio e CRISP3 poderia jogar
luz sobre o papel de CRISP3 na progressao e malignidade de CaP.

Finalmente, embora CRISP3 seja altamente expressa em
tecido prostatico neopldsico, estudos adicionais ainda precisam
ser realizados antes que ela seja usada como biomarcador
no diagnostico de CaP, tanto isoladamente como com outras
proteinas. De modo alternativo, CRISP3 poderia ser uma
ferramenta de vigilancia ativa para ajudar na triagem de CaP se
for provado que niveis de expressao podem diferenciar entre tumor
indolente e agressivo.

CONCLUSAO

A proteina CRISP3 € expressa em CaP, mas nossos dados
ndo sdo capazes de fundamentar seu uso como biomarcador
de estratificacio de pacientes com CaP indolente e agressivo.
Estudos adicionais com um grupo maior de pacientes precisam
ser realizados para melhor avaliar seu valor prognostico como
marcador.
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