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RESUMDO

Obijetivo: 1. Avaliar em qual percentual as células tumorais se marcam com caspase-3 e CD-34; 2. quantifica-los nas células
tumorais; 3. verificar correlacao entre quantificagdo e grau de malignidade tumoral; 4. correlaciona-los entre si. Métodos:
Estudaram-se 38 blocos com adenocarcinoma, classificados por Gleason e marcacdo imunoistoquimica para caspase-3 e CD-34. As
proteinas imunomarcadas foram quantificadas no software Immuno do Sistema Samba 4000 de citofotometria de imagem, pelo
indice de marcagem e densidade 6ptica. Resultados: Imunomarcou-se 25 laminas para caspase-3 e 34 para CD-34. As quantificacbes
da caspase-3 para o indice de marcagem foram acima de 50 em 76% e, para densidade Optica, abaixo de 50 para 96%. Em relacao
ao CD-34, indice de marcagem foi acima de 50 em 59% e densidade Optica abaixo de 50 em 56%. As correlagdes entre expressoes
dos marcadores e a gravidade do tumor, assim como entre os marcadores, nao evidenciaram significancia estatistica. Ndo se mostrou
relacdo de expressdo com o score de Gleason. Conclusdo: A presenca caspase-3 e CD-34 foi de 73,5% e 100%, respectivamente;
2. caspase-3 e CD-34 apresentaram alta expressao do indice de marcagem, e baixa para densidade éptica; 3. ndo houve correlagao
entre as quantificacbes com a classificacao de Gleason; 4. ndo houve correlacdo das expressdes dos dois marcadores entre si.

Descritores: Caspase 3. Antigenos CD34. Citofotometria. Imunoistoquimica. Adenocarcinoma. Neoplasias da prostata.

INTRODUCAO

diferenciagdo entre tumores que evoluirdo para doen-

ca metastatica e aqueles que apresentardo uma evo-
lucdo lenta e controlavel representa um desafio para os
pesquisadores’.

A patogénese molecular e a progressao do can-
cer de prostata permanecem pouco conhecidas. Mecanis-
mos genético-moleculares tém sido implicados na
tumorigénese prostatica e na evolucao da doenca. Na pro-
gressao normal, o ciclo celular apresenta uma sequéncia
de eventos que duplica os componentes celulares e poste-
riormente ocorre a divisdo em duas células. Durante a evo-
lucdo do cancer, da-se um processo de multiplicacdo
incontrolavel nas células devido as respectivas mutacoes
que ocorreram inicialmente.

Biomarcadores tumorais consistem em indicado-
res bioguimicos da existéncia de tumores, incluindo
antigenos de superficie celular, proteinas citoplasmaticas,
enzimas e hormoénios. A morte celular programada, conhe-
cida como apoptose, assim como a angiogénese, apresen-
tam forte correlacdo com a intensidade da carcinogénese?.
Os biomarcadores estudados em tais condi¢des tornaram-
se coadjuvantes importantes na investigacdo diagnostica,
da progressdo do tumor e no tratamento do cancer. Tais
marcadores estao incluidos nos fatores prognosticos para

carcinoma de prostata na categoria lll, sequndo o American
Pathologist Consensus 3, descrita como fatores nao sufici-
entemente bem estudados para demonstrar seu valor prog-
nostico.

Marcadores de morte celular programada, tais
como a cisteina protease 32, conhecida como caspase-3,
responsavel pela clivagem proteolitica de varias proteinas,
tém sido estudados utilizando-se blocos em parafina con-
feccionados a partir de diferentes amostras de tumor
prostatico a fim de quantificar sua expressao *.

A perda de controle da apoptose em favor da
proliferacao celular pode ser responsavel pela iniciacdo e
progressao do cancer de prostata’.

Biomarcadores que modulam a angiogénese no
cancer de proéstata, tais como os antigenos CD-34 expres-
sos nas células endoteliais, também tém sido avaliados atra-
vés de leitura imunoistoquimica em estudos recentes®. A
neoformacdo de vasos dependerad da interacdo entre as
proprias células e com o seu microambiente, incluindo cé-
lulas endoteliais, matriz extracelular e fatores solUveis ®.

A informatica aplicada a area médica possibili-
tou a analise de imagens de células tumorais através da
citofotometria, contribuindo para o diagnéstico de
neoplasia’.

A analise computadorizada de imagens
histoldgicas permite quantificar varios marcadores de pro-
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teinas, glicoproteinas ou glicoistoquimicos. Dessa forma,
dados de microscopia e matematicos podem ser obtidos a
partir da analise; o processamento das imagens da
microscopia as transforma em ndmeros, possibilitando a
elaboracao da andlise estatistica.

O presente estudo sobre o adenocarcinoma de
prostata tem como objetivos os seguintes: 1. avaliar o
percentual de expressao da caspase-3 e CD-34 nas células
tumorais; 2. quantificar os biomarcadores caspase-3 e CD-
34 nas células tumorais; 3. verificar a relacdo entre os
biomarcadores do tumor e sua malignidade; 4. correlacionar
0s préprios marcadores entre si.

METODOS

Tecidos de prostata humana foram obtidos de
38 pacientes do Hospital de Brasilia, Distrito Federal, Brasil.
Todas as amostras de tumores foram identificadas, fixadas
em formol, e incluidas em parafina. Além disso, cada corte
incluido em parafina foi submetido a nova microtomia com
3um de espessura. Subsequentemente, as laminas foram
processadas com coloracdo de hematoxilina-eosina e exa-
minadas independentemente por dois patologistas para um
laudo histopatolégico e incluidas no estudo. Quatro blocos
foram excluidos: a confirmacao histopatolégica do diag-
noéstico de adenocarcinoma de préstata nao foi efetivada
em trés deles, e o escore de Gleason ndo foi determinado
para um bloco.

As laminas foram classificadas segundo o siste-
ma de graduacao de Gleason, o qual descreve a infiltracao
e diferenciacdo dos tumores, demonstrando que 79,4%
foram considerados malignos, variando de cinco a sete
(tabela 1).

O processamento imunoistoquimico seguiu a ro-
tina de preparagao de laminas. As imunoexpressdes da
caspase-3 e do CD-34 foram obtidas através do complexo
streptavidina—biotina—peroxidase. O processamento foi re-
alizado em etapas. Primeiramente, procedeu-se aos cortes
histolégicos de 3im a 5im a partir de material incluido em
parafina. As secdes foram colocadas em laminas

Tabela 1 - Frequéncia e percentual do sistema de gradua-
cao de Gleason em 34 pacientes apresentando

neoplasia prostatica.

Sistema de Graduacao Numero de Casos %
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identificadas. Para a fragmentacdo da parafina, o material
foi incubado a 37°C no periodo da noite. O material foi
desparafinizado sob lavagem com xilol e etanol.

Para o anticorpo caspase-3, obteve-se a recupe-
racdo do antigeno utilizando-se tampao de solucdo de
citrato, preparado a partir da diluicdo de acido citrico e
solucdo de citrato de sédio em agua destilada. Apos a se-
cagem, as laminas foram colocadas em frascos contendo a
solucdo-tampéo e foram submetidos a aguecimento. Quan-
do a temperatura atingiu 97°C, foi cronometrado o tempo
de 20 minutos. Os frascos foram entao retirados e resfria-
dos. Em seguida, a atividade da peroxidase enddgena foi
bloqueada através de imersao em peréxido de hidrogénio
a 3%.

Com o proposito de manter o pH, as secoes fo-
ram submetidas a solucdo-tampao PBS na concentracao
0,2 M, obtida pela diluicao de fosfato de sédio monobasico
e fosfato de sédio dibasico, usando Tween 20. Com uma
caneta hidrofobica, tracou-se um circulo em torno do corte
histoloégico. As laminas foram, entdo, incubadas com um
anticorpo primario contra caspase-3 e/ou CD-34, por um
periodo de 18 horas (da noite para o dia).

A seguir, as laminas foram lavadas com &gua
destilada e colocadas em solucao-tampao PBS. Posterior-
mente, o anticorpo secundario biotina foi incubado e colo-
cado na solucdo-tampao PBS. O procedimento de incuba-
cao foi realizado com Streptavidina-HRP, sequido por outra
lavagem em solucao-tampao PBS, quando o cromdégeno
DAB foi adicionado sobre as laminas. Subsequentemente,
realizou-se a coloracdo com eosina-hematoxilina. O pro-
cesso foi finalizado com a preparacdo e identificacdo das
laminas.

Anticorpos primarios caspase-3 (anticorpo
policlonal de coelho anti-CPP32, nimero de cédigo A3537
Biogen, fracao imunoglobulina de antissoro coelho) e CD-
34 (anticorpo monoclonal de rato, clone QBEnd/10, peso
molecular 105-120 kDa, reacdo de ligacao especifica para
humanos) foram usados no estudo.

Cortes histoldgicos foram escolhidos para anali-
se imunoistoquimica a partir da coloracdo da preparacdo
de hematoxilina representando neoplasia e ndo contendo
artefatos técnicos.

A analise de células com imunoexpressao positi-
va para o anticorpo anti-caspase-3 e para anti-CD34 foi
realizada sob microscopia Optica, utilizando-se citofotometria
através do Sistema Analisador de Imagem SAMBA 4000,
em campos de alta concentracdo conhecidos como
hotspots.

O sistema de analise de imagem era composto
por uma camera de video, dois monitores, impressora,
microcomputador e o software especifico Immuno® para
interpretacao e andlise de imagens histoldgicas. O sistema
analisador desenvolvido pela Alcatel (Grenoble, Franca) tem
o nome em inglés Microscope Analysis System by Automatic
Scanning (SAMBA 4000).

Inicialmente, para que se pudesse utilizar o
software, foram feitas a calibragem do sistema e a confi-
guracao do padréo.
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As imagens analdgicas do microscépio sao cap-
turadas através da camera e enviadas ao computador. O
respectivo software analisador permite que o computador
forme pontos digitais de imagem (pixels), transformando-
0s em imagem numérica. Tal processo atribui um valor para
cada ponto na imagem. A luz absorvida pelo tecido em
cada segmento é quantificada. A quantificacao é expressa
pela variacao na escala de cinza, variando de zero (preto),
pontos sem resisténcia ao feixe de luz, a 255 (branco), apre-
sentando resisténcia — em outras palavras, onde o tecido é
mais denso.

Foi efetuado a varredura do campo visual para
localizacdo dos hotspots e o procedimento de leitura foi
realizado em barra grega.

Objetivas de 20x foram usadas num ndmero
de campos variando de 3 a 10 para cada lamina, a fim
de identificar, no nlcleo e no citoplasma, os
biomarcadores de apoptose, e em 10 campos por lami-
na para identificar, na membrana celular endotelial, os
biomarcadores de angiogénese. A superficie total exa-
minada variou de 60.000 pm?a 120.000 pm?. O tempo
consumido na leitura de cada lamina foi de aproximada-
mente 40 minutos.

Os parametros avaliados consistiram em duas
varidveis para quantificar a expressdo dos marcadores: in-
dice de marcagem e densidade 6ptica média. O indice de
marcagem descreve o percentual da drea marcada. A den-
sidade optica médica refere-se a intensidade da coloracao.
Essa varidvel é expressada em numeros absolutos.

A interpretacao estatistica dos dados foi realiza-
da através de analise univariada, calculando-se a expres-
sao, frequéncia e percentagem dos biomarcadores positi-
vos. No modelo bivariado, foi utilizado o teste exato de
Fisher para correlacionar o escore histopatolégico de Gleason
(<7 ou =7) com os biomarcadores, os quais também foram
subdivididos em dois grupos. O primeiro grupo incluiu valo-
res <50, considerados de baixa expressao, e o segundo
grupo, de valores =50 considerados como alta expressao.
Finalmente, considerou-se o grau de associagao entre os
biomarcadores, por meio do teste de correlacdo de postos
de Spearman, estimando os coeficientes e verificando sua
significancia.

RESULTADOS

Foram avaliadas trinta e quatro amostras
histopatolégicas de pacientes apresentando neoplasia
prostatica. Todas as amostras foram imunomarcadas para
caspase-3 e CD-34, obtendo-se resultados positivos em
73,5% e 100%, respectivamente (P =0,002).

Nas laminas marcadas com caspase-3, foi obser-
vada uma coloracdo castanha, tanto para as regides cora-
das do nucleo como para as do citoplasma. Foi observada
coloragao azul nas regides ndo coradas (Figura 1).

Nas laminas marcadas com CD-34, observou-se
no endotélio a mesma cor castanha para as regides cora-
das e a cor azul para as nao coradas (Figura 2).

A guantificacao do indice de marcagem e a den-
sidade dptica obtidas para os marcadores sdo detalhadas
nas tabelas 2 e 3. A caspase-3 foi considerada em interva-
los de 50, em 25 pacientes, e a proteina CD-34 também
foi considerada em intervalos de 50, em 34 pacientes.

A tabela 4 demonstra a correlacdo entre a
guantificacdo do indice de marcagem e da densidade 6ptica
para o marcador caspase-3 e os dois grupos de pacientes
definidos por dois graus conforme a classificacdo de Gleason:
<7 e =7. Nenhuma das correlacoes foi estatisticamente sig-
nificativa (P> 0,05).

Figura 1 —  Microfotografia exibindo o padrdo de alta expressdo
de caspase-3 em adenocarcinoma de prostata grau 6
segundo o escore de Gleason (aumento de 400x). As

setas indicam células coradas pelo anticorpo.

Figura 2 -

Microfotografia exibindo a alta expressdo do padrdo
de CD-34 em adenocarcinoma prostdtico grau 6 se-
gundo o escore de Gleason (aumento de 400X). A
seta mostra o endotélio imunomarcado.
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Atabela 5 apresenta os dados da correlacao entre
a quantificacdo do indice de marcagem e da densidade
Optica para o marcador CD-34 e os dois grupos de pacien-
tes definidos pelos respectivos graus de acordo com o esco-
re de Gleason: <7 e =7. Nenhuma das correlacdes foi esta-
tisticamente significativa (P> 0,05).

A respeito dos coeficientes de correlacao entre
caspase-3 e CD-34, o indice de marcagem foi 0,017
(p=0,936) a densidade 6ptica foi 0,234 (p=0,272), mos-
trando que as varidveis nao apresentaram significancia es-
tatistica entre si (P> 0,05).

DISCUSSAO

Melhorias no diagnostico precoce do
adenocarcinoma de préstata tém visado a novos
biomarcadores, devido as limitacées no uso do PSA como
marcador diagndstico e progndstico.

Weidner et al.® concluiram que a descoberta de
indicadores progndésticos acurados que tenham correlagao
com a evolucao da doenca ajudaria a identificar pacientes
gue poderiam precisar de terapia agressiva. Atualmente, a
origem genética da neoplasia prostatica é bem conhecida.
Alers et al. ® confirmam a possibilidade de documentar al-
teracdes cromossémicas associadas com o estadiamento
do cancer de prostata.

Gleason'® recomenda que seria preferivel, em es-
tudos menores de cancer de prostata ou quando o objetivo
fosse comparar parametros “bons” e “ruins” para tumores,
separar os pacientes em dois grupos de acordo com a conta-
gem histoldgica final em <7 ou =7. Com base nessa reco-
mendacao, o ponto de corte também foi aplicado no pre-
sente estudo para comparagdes na analise estatistica.

As células tém a faculdade de passar por uma
forma de morte celular programada, conhecida como
apoptose, e o crescimento de tumores é determinado por
um desequilibrio entre crescimento e morte celular.

A apoptose consiste numa forma de morte celu-
lar programada em organismos pluricelulares, mediada por
enzimas proteoliticas conhecias como caspases, responsa-
veis por iniciar o processo de morte celular pela clivagem
de proteinas especificas localizadas no nucleo e no

Tabela 2 — Frequéncia e percentual referentes ao marcador
caspase-3.

CASPASE-3 n %

fndice de marcagem

0-50 6 24

51-100 19 76

Densidade optica

0-50 24 96

51-100 1 4

Tabela 3 — Frequéncia e percentual referentes ao marcador
CD-34.

CD-34 n %

fndice de marcagem

0-50 14 41

51-100 20 59

Densidade optica

0-50 19 56

51-100 15 44

Correlagao entre a quantificacdo dos biomarcadores segundo o Escore de Gleason

Tabela 4 — Correlacdo da quantificacao entre o marcador caspase-3 e o Escore de Gleason (<7 e =7).

CASPASE-3 GLEASON <7n = 13 GLEASON =7n = 10 VALOR DE P*
fndice de marcagem

0-50 3 3 1,0
51-100 10 7

Densidade optica

0-50 12 10 1,0
51-100 1 0

*teste exato de Fisher.

Tabela 5 — Correlacdo da quantificacdo entre o marcador CD-34 e o Escore de Gleason (<7 e =7).

CDh-34 GLEASON <7 n = 20 GLEASON =7 n = 12 VALOR DE P*
fndice de marcagem

0-50 10 4 0,471
51-100 10 8

Densidade optica

0-50 11 8 0,71
51-100 9 4

*teste exato de Fisher.
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citoplasma das células. A familia das caspases é composta
por 10 tipos de proteinas, sendo a caspase-3 uma das prin-
Cipais executoras do processo celular.

A presenca da caspase-3 ja foi demonstrada em
varios tipos de células ". Considera-se que as células
epiteliais da préstata estao entre aquelas que apresentam
expressao de imunorreatividade positiva para a proteina
caspase-3 . Na presente pesquisa, verificou-se a presenca
de caspase-3 em 25 laminas de um total de 34 (73,5%).
Nao obstante isso, ha pontos controversos na literatura re-
ferente a expressao percentual, com alguns trabalhos de-
monstrando uma percentagem menor que a apresentada
aqui'?, enquanto outros mostram expressao em todas as
laminas®.

A quantificacdo da caspase-3 foi obtida neste
estudo por imagens de computador utilizando o software
Immuno® , que expressou numericamente o indice de
marcagem e a densidade Optica. Tal método permitiu a
exclusao de intervencao subjetiva na analise dos dados. A
revisdo da literatura mostrou que relatos de quantificacao
foram obtidos numa analise subjetiva na maioria dos casos
4 Portanto, no presente estudo, os resultados diferentes
observados quando comparados com a literatura podem
ser explicados pelos métodos diferentes de analise quanti-
tativa usados na pesquisa recente.

A respeito da correlacdo entre a quantificacdo
da caspase-3 e a severidade da doenca com base no esco-
re de Gleason, a presente pesguisa nao mostrou associa-
cao significativa. Muitos estudos tém sido elaborados na
busca por possiveis correlacoes, apresentando dados con-
troversos sobre a questao, alguns descrevendo auséncia de
correlacdo, enquanto outros demonstram a existéncia de
possivel associacao®. Autores' ofereceram alguma expli-
cacao sobre os resultados conflitantes obtidos a partir dos
estudos, justificando que as divergéncias poderiam estar
na quantidade de anticorpos usada em cada estudo, sua
concentracao, sua afinidade ao antigeno, periodo de incu-
bacao, sensibilidade do sistema de deteccao, e processo
de fixacdo. Outro ponto a ser considerado consiste no fato
de que 79,4% das amostras analisadas no presente estudo
foram classificadas como Gleason 5-7, apresentando com-
portamento biolégico variavel.

Bostwick et al.3, membros do American College
of Pathologists (Colégio Americano de Patologistas) afir-
maram durante o Consenso de 1999 sobre Fatores Prog-
noésticos no Cancer de Préstata, a respeito do processo de
apoptose, os dados insuficientes na literatura para elaborar
recomendacoes, justificando a necessidade do desenvolvi-
mento de pesquisas sobre o tema.

Folkman' afirmou que a angiogénese, na
neoplasia, consiste num processo continuo e vigoroso ob-
servado na cicatrizacdo ou nos processos inflamatérios e,
em 1986, relatou que tumores sélidos nao eram capazes
de crescer além de 1-2 mm sem a formacao organizada de
vasos. Outros autores demonstraram >'3 que a fim de pro-
mover o crescimento de tumores, torna-se necessario ter a
formacao de novos vasos na area do tumor, e que o indice
de angiogénese tornar-se-ia um fator prognéstico®. Tais afir-

mativas justificam a importancia da compreensao da
angiogénese no cancer prostatico, conforme se percebeu
na presente pesquisa, que demonstrou a presenca do pro-
cesso de angiogénese em todas as laminas analisadas.

Bigler et al. '> e Brawer et al. '® foram os pionei-
ros em avaliar a densidade de microvasos no tumor de proés-
tata, usando um sistema de andlise de imagens
computadorizado. Siegal et al."” demonstraram uma densi-
dade mais alta de microvasos no centro do tumor prostatico
do que na sua periferia, sugerindo que os promotores da
angiogénese apresentam uma atividade mais intensa na
regido central do cancer. O conhecimento da topografia
dos microvasos tem suas implicacdes na quantificacdo do
processo de angiogénese obtida através de amostras de
biopsia’8, diferindo do presente estudo no sentido de que
as amostras foram obtidas de prostatectomias radicais.

Existem varios tipos de anticorpos anti-células
endoteliais e diferentes maneiras de analisar a densidade
dos microvasos. Offersen et al.’® examinaram dois anticorpos
anti-células endoteliais (anti-CD-34 e anti-fator de Von
Willebrand ) e dois métodos diferentes para quantificar a
angiogénese no cancer de prostata: densidade de
microvasos e Chalkley. Ambos os métodos, quando avalia-
dos utilizando-se o anticorpo anti-CD-34, demonstraram uma
acuracia maior para esse marcador, revelando ser o CD-34
mais sensivel do que o anti-fator de Von Willebrand como
marcador de células tumorais. No presente estudo, a con-
tagem de microvasos basearam-se num sistema de leitura
computadorizado, excluindo a contagem subjetiva, melho-
rando, assim, a credibilidade dos dados.

Correlacdo entre o CD-34 e o0 escore de Gleason

A associacdo entre angiogénese e severidade do
tumor ja foi investigada por diversos autores >33,

Na presente pesquisa, ndo foi demonstrada cor-
relacdo entre a expressdo dos antigenos tumorais e seu
grau de severidade. Tais resultados sdo controversos quan-
do comparados com a revisdo dos dados da literatura.

Bigler et al.’> revelaram maior densidade de
microvasos em tumores prostaticos quando comparados com
areas benignas, utilizando o anticorpo anti-fator de Von
Willebrand. A contagem de microvasos por imagem usou
imagens digitais de um software (Bioscan, Edmonds, WA);
um método semelhante ao que foi utilizado no presente
estudo. Outros autores® mostraram, através do anticorpo
anti-fator de Von Willebrand, que a densidade de microvasos
presente em tumores de préstata metastaticos era signifi-
cativamente maior que em tumores nao-metastaticos.
Embora obtida em hotspots, a contagem de microvasos foi
realizada de forma subjetiva e o método de leitura em bar-
ra grega nao foi aplicado, ao contrario do que ocorreu no
presente estudo. Salomao et al.?° observaram correlacdo
positiva entre a infiltracdo de microvasos e o escore de
Gleason em um estudo com 210 pacientes.

Resultados controversos encontrados nesta pes-
quisa ndo puderam ser explicados devido a pequena amos-
tra de populacao investigada. Weidner etal.8também apre-
sentaram uma amostra de populacdo pequena para a in-
terpretacdo do estudo, composta por apenas 15 pacientes.
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Na andlise imunoistoquimica, além do fato de que foi rea-
lizada contagem subijetiva, foi usada uma quantificacéo
diferente da expressdo de anticorpos e biomarcadores,
embora o exame de hotspots tenha sido levado em consi-
deracdo. Na presente investigacao, deve-se considerar tam-
bém o fato de que 78% das amostras avaliadas foram con-
sideradas de grau médio para malignidade; em outras pa-
lavras, ndo foram consideradas como estadiamento de tu-
mor completamente “bom” ou “mau”, em concordancia
com a descricdo de alguns autores' sobre a ndo existéncia
de correlacdo entre a graduacao patolégica no
adenocarcinoma de préstata e os escores de Gleason vari-
ando de cinco a sete. Bostwick et al.? afirmam que os
dados controversos da literatura sao justificados pelos mé-
todos diferentes aplicados e a inconstancia na interpreta-
cao, determinada pelos observadores, bem como o méto-
do de leitura usado nos estudos (contagem geral ou
hotspots). Devido a importancia da angiogénese na biolo-
gia tumoral, os autores recomendam gue novos estudos
sejam desenvolvidos a fim de estabelecer o modelo de
pesquisa e critérios de interpretacdo adequados .

Na presente pesquisa, o indice de marcagem de
marcadores tumorais e a avaliacdo da densidade optica
nao mostraram correlacdo significativa. Os dados da litera-
tura ndo estdo estabelecidos claramente nesse aspecto,
portanto, deve-se considerar a realizacdo de novos estudos
a fim de definir uma possivel relacao.

Afirma-se que no epitélio prostatico normal a
proliferacdo celular é equilibrada pelo processo de
apoptose’. A meta em uma terapia eficaz seria corrigir tal
processo de crescimento desequilibrado. Dessa forma, tor-

ABSTRACT

na-se essencial o conhecimento sobre o processo de
apoptose e sua intervencdo adequada . Autores afirma-
ram® que o conhecimento preciso do processo de
angiogénese tem resultado num grande nimero de agen-
tes farmacolégicos testados em estudos pré-clinicos e, atu-
almente, em ensaios clinicos. Ainda ha que se determinar
se a terapia da angiogénese em si é eficaz como
monoterapia ou em associacdo com radioterapia,
quimioterapia ou imunoterapia.

Esta pesquisa com método computadorizado de
expressao de biomarcadores utilizando o sistema SAMBA
4000 é o primeiro ensaio publicado, de acordo com a revi-
sdo da literatura. Outros autores descreveram um procedi-
mento semelhante, embora softwares diferentes tivessem
sido aplicados ™8, O sistema possibilitou quantificar de ma-
neira facil e rapida a percentagem de area marcada e sua
intensidade cromatica, evitando erros subjetivos de leitura.

As conclusbes a que se pode chegar sdo as se-
guintes: 1. os biomarcadores caspase-3 e CD-34 estavam
presentes respectivamente em 73,5% and 100% das amos-
tras tumorais; 2. a caspase-3 apresentou alta expressao com
relacdo ao indice de marcagem em 76% das laminas, de-
monstrando ao mesmo tempo uma baixa expressao na lei-
tura da densidade 6ptica em 96% delas; para a proteina
CD-34, seu indice de marcagem foi altamente expressivo
em 59% das laminas, enquanto que a densidade dptica
mostrou baixa expressao em 56% delas; 3. ndo foi de-
monstrada significancia estatistica entre a expressao dos
biomarcadores e a severidade do tumor segundo o escore
de Gleason; 4. nao se pdde estabelecer correlacao signifi-
cativa entre os proprios marcadores.

Objectives: 1. To evaluate the percentage of caspase-3 and CD-34 expression on adenocarcinoma, 2. to quantify caspase-3 and
CD-34 in tumor cells; 3. to verify the relationship between biomarkers and its malignancy, 4. to correlate biomarkers themselves.
Methods: Thirty-eight human malignant prostate specimens, Gleason’s score, were immunohistochemically stained for caspase-3
and CD-34 protein. Quantification was done under Samba 4000 Immuno System reading, yielding two variables: label index and
optical density. Statistical analyses were based on cross-methods involving univariate and bivariate as well as correlation factors
among independent variables. Results: Immunostaining was revealed in 25 plates for caspase-3 and 34 for CD-34. Caspase-3
expression for label index was over 50 in 76 %, while for optical density was below 50 in 96%. CD-34 expression demonstrated label
index over 50 in 59% and optical density below 50 in 56%. Correlation among expression and severity did not demonstrate to be
statistically significant. There was no correlation between protein expression and Gleason’s score. Conclusion: 1. Caspase-3 and
CD-34 were present respectively in 73.5% and 100% of samples; 2. caspase-3 and CD-34 showed high expression regarding label
index and low expression in optical density; 3. there was no statistical significance among expressions and tumor severity according
to Gleason’s score; 4. no significant correlation could be set between the biomarkers themselves.

Key words: Caspase 3. Antigens, CD34. Cytophotometry. Immunohistochemistry. Adenocarcinoma. Prostatic neoplasms.
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