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Expressao imunohistoquimica do marcador tumoral CD34 e
P27 como fator prognéstico em adenocarcinoma de préstata
clinicamente localizado apés prostatectomia radical

Immunohistochemistry expression of tumor markers CD34 and P27 as a
prognostic factor of clinically localized prostate adenocarcinoma after radical

prostatectomy
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RESUMDO

Objetivo: Analisar a expressdo imunoistoquimica do marcador CD34 e p27, como fator prognostico em pacientes com neoplasia de
préstata localizada. Métodos: Andlise de 100 casos de pacientes portadores de neoplasia prostatica localizada submetida a cirurgia
curativa. Realizou-se o preparo histolégico habitual, seguido da reacdo imunoistoquimica para a deteccdo do acimulo da proteina
CD34 e p27 seguida de andlise estatistica. Resultados: Na avaliacdo do marcador P27 e na correlacdo com as varidveis, observou-
se diferenca significativa no escore de Gleason com expressdo positiva (P27 positivo) relacionada com PSA médio mais baixo
(p=0,091), escore de Gleason mais baixo (p<0,0001) e menor area de tumor no CD34 (p=0,036). Correlacionando-se o marcador
CD34 na area tumoral observou-se quanto menor o CD34 positivo menor é o valor do PSA (p<0,0001), e menor é o escore de
Gleason (r=0,5726 ; p<0,0001) e quanto maior o CD34 positivo maior é o estadiamento (r=0,3305 ; p<0,0001) e a chance de recidiva
(p=0,002). Os pacientes com estadiamento mais alto, também tinham maior area CD34 positivo (p<0,0001). Conclusdo: Os
marcadores P27 e CD34 estdao associados com os eventos préprios ao cancer de prostata; contudo, apenas o CD34 foi capaz de

determinar a possibilidade de recidiva bioquimica.

Descritores: Prostatectomia. Neoplasias da prostata. Produtos do gene rex. Antigenos CD34.

INTRODUCAO

cancer da prostata é a neoplasia maligna visceral

mais comum em homens, e a incidéncia tende a au-
mentar nas proximas décadas com o aumento da expecta-
tiva de vida'3. Aproximadamente 543 mil novos casos sao
diagnosticados a cada ano no mundo. No Brasil, o Instituto
Nacional do Cancer previu 49.530 casos novos em 2008,
um numero que corresponde a risco estimado de 52 novos
casos para cada 100 mil homens, sendo 0 mais comum
tumor ndo cutaneo que vem sendo diagnosticado em to-
das as regides do pais®.

Apesar do ganho de conhecimento epidemio-
l6gico e biomolecular no cancer de préstata ndo se pode
prever quais pacientes irdo desenvolver a doenca clinica-
mente significativas e quais permanecerdo com tumor con-
finado>’. A deteccdo precoce do cancer de préstata com
antigeno prostatico especifico (PSA) tem permitido a mui-
tos pacientes a possibilidade de tratamento radical com
intencao curativa. No entanto, até 30% dos pacientes sub-

metidos a prostatectomia radical para a doenca clinica-
mente localizada experimentara recidiva bioguimica. Em
alguns casos, recidiva bioguimica representa doenca micro-
metastatica, ndo detectdvel antes da operacao e quase
sempre ainda nao detectavel no momento da recidiva do
PSAS.

No cancer prostatico, a analise histopatoldgica
tem grande relevancia clinica®®. Exames histoldgicos e
sorolégicos descrevem grande nimero de importantes al-
teracbes, permitindo o monitoramento da evolucdo da
doenca'®™. No entanto, o método imunoistoquimico quali-
tativo demonstrou grande disparidade e variabilidade de
resultados entre diferentes observadores 1213, A fim de
proporcionar escala numérica e reprodutivel de padrées de
marcacao dos tecidos, aumentando a sensibilidade e ana-
lise de controle de qualidade, se tem procurado cada vez
mais refinamentos tecnoldgicos utilizando métodos
automatizados morfométricos'.

A busca de um fator prognostico ideal no cancer
de prostata, que inclua a decisao do paciente sobre o tipo
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de tratamento, tem sido um dos grandes desafios da medi-
cina. Quando identificar-se as variaveis bioldgicas que aju-
dem a indicar a terapia adjuvante, isto provavelmente re-
duzira as taxas de recorréncia tumoral'™ '8, Muitos estudos
tém demonstrado a importancia de novos marcadores
imunoistoquimicos que possam, no futuro, ser utilizados
como preditores do prognoéstico e do desenvolvimento de
tumora|11,12,15-18.

Este trabalho tem por objetivo analisar a expres-
sdo imunoistoquimica do marcador CD34 e p27, como fa-
tor prognostico em pacientes com neoplasia de préstata
localizada.

METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa em Seres Humanos do Hospital de Clinicas
da Universidade Federal do Parana e esta em conformida-
de com a legislacao nacional e do Comité Internacional
sobre a harmonizacao das regras de boa pratica clinica.
(Res. 196/96 CNS-MS e ICH GCP).

Caracterizacdo da amostra

Os pacientes foram identificados usando o ban-
co de mais de 500 amostras de homens com cancer de
prostata clinicamente localizado submetidos a
prostatectomia radical e linfadenectomia pélvica entre ja-
neiro de 2000 e dezembro de 2006. Depois de andnimos e
excluindo os pacientes que receberam no pré-operatorio
inibidores de 5-alfa-redutase ou terapia neoadjuvante
antiandrogénica, 100 pacientes foram selecionados. O se-
guimento médio foi de 36 meses.

Todos foram diagnosticados com
adenocarcinoma da préstata, tipo acinar usual, com es-
tagio clinico pré-operatorio de T1c e T2c. A historia
clinica, exame fisico geral e uroldégico e os exames
laboratoriais (geral e especifico de avaliacdo
hematolégica com PSA) foram sistematicamente ana-
lisados pelo mesmo observador.

A avaliacdo da ultrassonografia transretal e
biépsia foram feitas pelo mesmo profissional. Uma
bidpsia transretal foi realizada de forma ampliada, com
amostras da regido lateral e na zona de transicao, com
12 ou 14 amostras. Os pacientes foram submetidos a
testes para estadiamento pré-operatério com
cintilografia 6ssea, radiografia de térax e tomografia
computadorizada ou ressonancia magnética da pelve,
conforme a necessidade. Eles foram classificados de
acordo com a atualizacao mais recente proposta pela
Unido Internacional contra o Cancer, TNM. Apds a con-
firmacado do diagnéstico por bidpsia, esperou-se de qua-
tro a seis semanas para a operacao. Os espécimes ci-
rurgicos foram colhidos e analisados no mesmo labora-
torio e esses blocos e relatérios foram revistos por um
uropatologista.

Processamento histolégico

Os espécimes cirurgicos foram submetidos a cor-
tes seriados, compreendendo as fatias com 0,5 cm de es-
pessura em toda a glandula, e obedecer a rotina e ao pro-
tocolo. O material foi incluido em tinta nanquim para me-
lhor identificacao e avaliacdo das margens cirtrgicas. As
fatias que representam cortes macroscépicos com
micrétomo rotativo (American Optical Instruments ®) fo-
ram submetidas a inclusdo em parafina para fazer cortes
histolégicos de 3 im de espessura e corados com
hematoxilina-eosina. Uma vez estabelecido o diagndstico
pelo patologista, entao, areas de tumor foram separados
os blocos de parafina, a fim de ser estudado.

A lamina com a melhor representacao tumoral
foi selecionada para estudo imunoistoquimico. O micros-
copio utilizado foi uma marca Nikon ®, modelo Eclipse E-
400. Todas as laminas foram avaliadas pelo mesmo
uropatologista.

Coloragao imunoistoquimica e avaliagao
microscépica

A graduacao histolégica foi estabelecida de acor-
do com os critérios de Gleason. A reacdo imunoistoquimica
foi preparada para detectar o acimulo de CD34 e p27. Os
cortes histolégicos foram relavados e hidratados em con-
centracoes decrescentes de etanol e lavado com agua des-
tilada. Foi colocado em solucéo de citrato (pH 6,0) e con-
duzido a forno de micro-ondas em temperatura médio-
maximas de 15 minutos, depois de serem removidos e
deixados em repouso a temperatura ambiente por 15 mi-
nutos. Depois de adicionar o material em solucdo tampao
PBS (pH = 7,6) foram usados bloqueadores da peroxidase
endodgena; os cortes foram incubados em solugdo de
peréxido de hidrogénio 3% em metanol por 30 minutos
em temperatura ambiente.

Em seguida, procedeu-se a um ciclo de lava-
gem com agua destilada e o material foi incubado por 30
minutos em solucdo contendo 4% de soro normal em
PBS. A producao de anticorpos especificos (DO-7, Dako
A /S, Dinamarca), foram preparadas com diluicado 1:50
em PBS e incubadas com as seccdes de 12 horas em ca-
mara Umida. Depois de um novo ciclo de lavagens, os
cortes foram novamente colocados em camara Umida
para incubacdo de 30 minutos com o anticorpo secunda-
rio anti-mouse IgG biotina (Vectastain, Vector Lab., CA,
EUA) diluido 1:600 em PBS. Depois outra rodada de lava-
gens, o material foi incubado em camara Umida por 60
minutos com o complexo avidina/biotina (Streptococcus
ABC, Vectastain, Vector Lab CA, E.U.A.) com diluicdo de
1:800 em PBS. A cor da reacdo de imunoperoxidase foi
realizada por imersao, por oito minutos em solucao con-
tendo o cromoégeno DAB (tetra-cloridrato de 3,5-diamino-
benzidina) e peréxido de hidrogénio. Apds a lavagem em
agua corrente, foi realizada contra a coloracdo com
hematoxilina de Harris (Merck, Darmstadt, Alemanha) por
dois minutos.
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Cada grupo de secbes foi submetido a analise e
também foram incluidos controles positivos e negativos. A
leitura da reacao foi feita em microscépio dptico e foram
observados os critérios de positividade para p27 utilizado
por outros autores, sendo a percentagem minima de
neoplasia com 40% ou mais de células tumorais coradas
por um campo de grande aumento (X400). O estudo pato-
l6gico de circulos idénticos nas laminas coradas pelo CD34+,
garantem gue as mesmas areas foram contados em cada
lamina. O método de contagem foi a forma modificada
pelo protocolo descrito por Weidner et al."a mesma area
foi cercada na lamina e nas outras consecutivas para ter
certeza de que 0s vasos na mesma area foram contados.
Em seguida, a contagem foi realizada em 10 campos sepa-
rados, usando ampliacao de 400X (microscépio Olympus ®
BH2). Todas as células endoteliais coradas ou do agrupa-
mento de células foram contadas como um microvaso. Se
dois ou mais focos positivos parecessem pertencer a um
mesmo vaso, Unico e continuo, eles eram contados como
um microvaso. A MVD (densidade microvascular) contada
foi definida como a soma das trés maiores contagens.

Andlise estatistica

A correlacdo entre a expressdes CD34 e p27 e
as caracteristicas clinico-patolégicas foram avaliadas por
testes paramétricos t de Student e ndo paramétrico Mann-
Whitney; comparacdo entre duas proporcdes através do
software Primer of Biostatistics, Chi - quadrado e exato de
Fisher (Epi-Info). O nivel de significancia adotado foi menor
que 5% (p <0,05).

RESULTADOS

Avaliacdao demogréfica

Foram avaliados 100 pacientes com cancer de
prostata, com idade média de 63,7 + 6,8 anos, variando
de 44,0 a 75,0 anos com maior concentracao para a faixa
etaria de 60 a 69 anos (58,0%). O PSA desses pacientes
foi de 7,8 £ 4,5 ng/dl (mediana de 6,5) variando de 2,3 a
24,0 ng/dL, sendo que a maioria dos pacientes (70,0%)

localizado apés prostatectomia radical

tinha PSA variando entre 4,0 e 9,9 ng/dL .Foi observado
maior proporcdo de escore de Gleason até 6 (72,0%); o
estadio patoldgico predominante foi pT2¢ (65,0%)

Expressao do marcador P27

Com o marcador P27 foi observado, em geral,
maior proporcdo de expressao positiva (60.0%) contra a
negativa (40%) (p <0.0007).

Na avaliacdo do P27 e na correlacdo com as
variaveis observou-se diferenca significativa no escore de
Gleason, independente de conjunto de valores, onde paci-
entes com expressao positiva (P27 Positivo) apresentaram
maior proporcado de escore igual ou inferior a 6 (p=0,015).
Na comparagao das varidveis do marcador P27, foi obser-
vado que os pacientes com expressao positiva (P27 Positi-
vo), também apresentaram PSA médio mais baixo
(p=0,091), escore de Gleason mais baixo (p<0,0001) e
menor area de tumor no CD34 (p=0,036). (Tabela 1)

Expressao do marcador CD34

Correlacionou-se 0 CD34 na area tumoral e obser-
vou-se quanto menor o CD34 menor é o valor do PSA
(p<0,0001), menor o CD34 menor é o escore de Gleason
(r=0,5726 ; p<0,0001), indicando que quanto maior o CD34
maior é o estadiamento (r=0,3305 ; p<0,0001) e a chance de
recidiva (p=0,002). Os pacientes com estadiamento mais alto,
também tinham maior drea CD34 (p<0,0001) (Tabela 2).

Correlacdo CD34 e P27

A anélise de correlacdo demonstrou que os pa-
cientes com expressao positiva para o P27 apresentaram
menor area CD34 (p=0,036) (Tabela 3).

DISCUSSAO

A proliferacéo celular e a progressiva aquisicao
do fendtipo especializado mostram processos de desenvol-
vimento que podem ser influenciados por uma série de
varidveis, incluindo parametros fisicos, componentes da
matriz extracelular, moléculas de adesao celular e com-

Tabela 1 - Correlacdo dos dados em relacdo ao P27 em 100 pacientes postadores de adenocarcinoma de prostata.
Dados Correlacao(r) P Significancia
Estadio Patoldgico + 0,1367 0,175 NS
Escore de Gleason

-Valor 1 - 0,2027 0,043 S

- Valor 2 - 0,2239 0,025 S

- Total - 0,3000 0,002 S
Tempo de Follow-up (meses) - 0,0235 0,816 NS

PSA (ng/dL) - 0,1351 0,180 NS
Evolucao do PSA (Cura / Recidiva) - 0,0745 0,462 NS

Nota: Andalise de correlacao.
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Tabela 2 - Correlacao dos dados em relacdo ao CD34 e area tumoral.

Dados Correlacao(r) P Significancia
|dade (anos) - 0,0724 0,474 NS
PSA (ng/dL) + 0,6307 <0,0001 S
Escore de Gleason

* Valor 1 + 0,2153 0,031 S
* Valor 2 + 0,5115 <0,0001 S
* Total + 0,5726 <0,0001 S
Estadio Patoldgico + 0,3305 <0,0001 S
Tempo de Follow-up (meses) +0,1179 0,243 NS
CD34 - &rea normal + 0,1936 0,054 NS

Nota: Andalise de correlacao.

Tabela 3 - Estatistica descritiva da evolucao do PSA, estadiamento patologico, P27 em relacdo ao CD34 e area tumoral.
CD34 Area Tumor N° Média Desvio Padrao Minimo Méaximo Mediana Valor de p™
PSA (ng/dl) 0,002

* Cura 74 42,1 15,8 18,0 84,0 39,0

* Recidiva 26 57,2 21,2 19,0 91,0 62,0

Estadiamento <0,0001 @
*1a 08 31,9 8,6 21,0 46,0 -

* 2a 18 32,5 8,8 19,0 58,0 -

*2b 04 45,8 12,0 30,0 59,0 -

* 2c 65 50,7 19,1 18,0 91,0 -

*3a/3b 05 57,6 17,5 38,0 84,0 -

* 3a 01 38,0 - - - -

* 3b 04 62,5 15,8 48,0 84,0 -

Marcador P27 0,036

* Negativo 40 51,2 19,1 18,0 84,0 47,0

* Positivo 60 42,7 17,4 19,0 91,0 39,0

Nota: Desvio-padrao muito elevado, recomenda-se utilizar a mediana(1) Mann-Whitney, (2) Andlise de varidncia (ANOVA one way).

plexos de juncao entre as células da membrana apostas. O
crescimento exponencial das células tumorais também re-
quer suporte de vasos sanguineos nutrientes®. Ao nivel
celular o aparecimento de neovascularizacdo aumenta o
crescimento tumoral através de perfusdo e efeitos
paracrinos. Mostra-se que ha maior densidade de
microvasos no centro do tumor de prostata do que na peri-
feria, sugerindo que os promotores angiogénicos tém mai-
or atividade no centro do cancer?°2".

De uma perspectiva clinica, a neovascularizacao
permite aos tumores crescer e metastatisar, por isso que a
angiogénese é fator importante na progressao e aumento
na neoplasia solida. Recentes estudos de bexiga, utero e
colo do utero, melanoma e cancer de mama tém mostra-
do que a vascularizacao tumoral em neoplasias invasivas
tem indicador muito significativo e preciso em predizer prog-
nostico global e livre de recidiva?®?223,

A densidade de microvascular no cancer de proés-
tata foi descrita em 1993%°. A primeira observacao foi a
significativa diferenca em MVD (densidade de microvasos)

comparando as areas benignas e areas tumorais. Outros
autores mostraram que a densidade microvascular em tu-
mores de pacientes em quem a doenca metastatica se
desenvolveu foi significativamente maior do que naqueles
sem metdstases?#?>. Na analise multivariada, a densidade
microvascular foi um importante preditor de doenca
metastatica e preditor independente de progressao da do-
enca apos prostatectomia radical?®?2%¢, Sabe-se que a MDV
estad associada com a recorréncia, mas nao ha um ponto
de corte definido para esta avaliacao?2°. A biomarcador
CD34 pode ser usado para quantificar a densidade
microvascular do cancer de préstata e estratificar os paci-
entes que correm maior risco de recorréncia apos
prostatectomia radical®®.

Aimportancia da angiogénese no cancer de pros-
tata esta bem estabelecida. Muitos estudos tém demons-
trado agora a sua correlacdo direta com escore de Gleason,
estagio do tumor, progressao, metastase e sobrevida?’3'.
Além da MDV, ha outros biomarcadores como VEGEF,
MMP-2, MMP-9, HIF-1 que estdo associados com CD34,
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estagio do tumor e grau de doenca e sobrevida especifica
em pacientes com cancer de préstata?0:222432.33,

O PSA sérico, o escore de Gleason e estadio clinico
e patoldgico foram utilizados individualmente e em conjunto
para melhorar a previsao de recidiva sorolégica e clinica ap6s
prostatectomia radical®. A MVD pode ser usada para prever
com mais precisao o retorno em especial naqueles pacientes
que sdo classificados como de risco intermedidario de Gleason
pré-operatoério e estadio patoldgico?®3233, Neste estudo o
biomarcador CD34 esteve associado significativamente com
a contagem e grau nuclear, com a soma do escore de Gleason
e estadio patologico, e a densidade microvascular (MVD)
permaneceu significativa em predizer a recorréncia.

O gene P27, cujo produto protéico é um regulador
negativo do ciclo celular, e um supressor tumoral potencial,
pertence a familia Cip/Kip inibidores da proteina quinase de-
pendente de ciclina, que promovem diminuicao na prolifera-
cao celular. Niveis baixos de P27 estdo associados com pior
progndstico em pacientes com cancer de mama, cancer de
célon, astrocitoma cérebral, pulméao, carcinoma epidermaéide
oral, linfoma e cancer de ovario, e vem sendo considerado
um dos marcadores mais promissores na prostata cancer3+32,

A baixa expressao do marcador P27 é conside-
rada um preditor independente de mau progndstico em
cancer de proéstata. Sua avaliacao nas biodpsias e amostras
de espécimes de prostatectomia radical podem ajudar a
distinguir entre doenca potencialmente agressiva e poten-
cialmente ndo-doenca agressiva no rastreamento do can-
cer da prostata®. Ela estd associada a alteracdes na
apoptose e na expressao de diferentes marcadores como:
Caderinas, Ki-67, BCL-2, a expressao da proteina p53 na
bexiga e da prostata, Akt/proteina kinase B, Skp2 (fase S
proteina quinase), modificacdes nas histonas®"3*4°. Varios
autores descreveram a correlacdo entre o P27 e parametros
pré e pés-operatdrio como escore de Gleason, extensao
extra capsular, envolvimento das vesiculas seminais,
ganglios linfaticos metastase pélvica, margens cirtrgicas
positivas, a coexisténcia de neoplasia intra-epitelial
prostatica de alto grau, tamanho do tumor, o volume da
prostata e niveis de PSA%-44,

Além disso, esta relacionado diretamente para
predizer maior risco de recorréncia e sobrevida doenca-

ABSTRACT

localizado apés prostatectomia radical

especifica e é Util como um potencial alvo molecular para
novos agentes sistémico no cancer de préstata recorren-
13739404143 Neste estudo observou-se correlacdo entre o
marcador P27 e o escore de Gleason e os valores de PSA.

Roy et al.* analisando o papel dos inibidores
da quinase dependente de ciclina, descreveu que a me-
nor expressao da proteina P27 em tecidos de cancer de
préstata é frequentemente associada com mau prognos-
tico, e os marcadores P21 e P27 mostraram maior densi-
dade microvascular e sua expressao aumentada, tem
funcbes compensatéria em células de cancer de prostata
avancado, e ablacdo ou para modulacao de ambas as
moléculas essencialmente aumentando o fendtipo agres-
sivo carcinoma da prostata. Estes resultados sao seme-
lhantes aos encontrados neste trabalho, onde as princi-
pais areas de MVD/CD34 estao associadas a menor ex-
pressdo da proteina P27.

Aqui investigou-se o valor clinico preditivo da
expressao alterada P27 e do CD34 em pacientes tratados
de cancer de prostata localizado. Estes dados revelaram
que a expressao alterada (negativa) do P27 é um evento
biolégico comum, que sugerem que eles podem ter pa-
pel na patogénese do cancer de prostata, e seu valor
clinico preditivo parece limitado em comparagao com a
PSA e escore de Gleason. A observagao de que a dimi-
nuicdo da expressao de P27 esta alterada é comparavel
com os relatos publicados do P27 em outros grupos 404244,
Na presente andlise, entretanto, ndo se observou a forte
correlacao entre a queda do P27 e expressao de resulta-
dos clinicos.

Os marcadores tumorais P27 e CD34 sdo comuns
eventos bioldgicos no cancer de préstata, mas o P27 parece
limitado em comparacao com os fatores prognésticos-padrao.
Por outro lado, a angiogénese pode ser clinicamente Util como
fator prognéstico no carcinoma de préstata e a medida da
densidade micro-vascular usando imunoistoquimica de CD34
é um fator progndstico associado a sobrevida livre de
recorréncia na prostatectomia radical.

Os marcadores P27 e CD34 estao associados com
0s eventos proprios ao cancer de proéstata; contudo, ape-
nas o CD34 foi capaz de determinar a possibilidade de
recidiva bioquimica.

Objective: to analyze the immunohistochemical expression of P27 and CD34 markers as prognostic factors in patients with localized
prostate cancer. Methods: analysis of 100 patients with localized prostate cancer submitted to curative surgery. We carried out the
usual histological preparation, followed by immunohistochemistry to detect the accumulation of P27 and CD34 protein followed by
statistical analysis. Results: in the evaluation of P27 marker and on the correlation with the variables we found significant difference
in Gleason score with positive expression (positive P27) related to lower mean PSA (p = 0.091), lower Gleason score (p < 0.0001) and
smaller tumor area in CD34 (p = 0.036). Regarding the CD34 marker at the tumor area, it was observed that the smaller the positive
CD34, the lower the PSA value (p < 0.0001) and lower the Gleason score (r = 0.5726, p < 0.0001), and the higher the positive CD34,
the higher the staging (r = 0.3305, p <0.0001) and the chance of recurrence (p = 0.002). Patients with higher stage also displayed
larger positive CD34 areas (p < 0.0001). Conclusion: the markers CD34 and P27 are associated with events specific to prostate
cancer, however, only CD34 was able to determine the possibility of biochemical recurrence.

Key words: Prostatectomy. Neoplasms of the prostate. Rex gene products. CD34 antigens.
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