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RESUMO: A angiogênese é uma das responsáveis pelo equilíbrio homeostático entre as células. Durante o desenvolvimento do
processo de degeneração maligna celular o seu desequilíbrio é considerado um importante marco neoplásico e o CD-34 parece ser
um bom marcador de angiogênese. Objetivos – Avaliar qual a expressão citofotométrica do CD-34 no adenocarcinoma de cólon; se
apresenta alterações nas diferentes fases evolutivas na classificação modificada de Dukes; e como se expressa no cólon direito e
esquerdo. Métodos - Utilizaram-se 19 casos submetidos à técnica imunoistoquímica com anticorpo anti CD-34. Após, as lâminas
foram lidas pelo sistema SAMBA com o software Immuno 4, analisando dois índices: marcação e densidade óptica. Os parâmetros
foram marcação e expressão do marcador, quer individual quer relacionado à classificação de Dukes e lado. Resultados - A média
do índice de marcação foi 66,54 e densidade óptica 43,60. Em relação à classificação de Dukes, 12 do tipo B, tiveram índice de
marcação 67,95 e densidade óptica 43,21 e, para os sete do tipo C, índice de marcação 64,12 e densidade óptica 44,27. Não foi
possível identificar diferença em relação à classificação de Dukes. Quanto ao lado do tumor, os 11 esquerdos tiveram índice de
marcação 72,08 e densidade óptica 46,70, e os oito direitos, índice de marcação 58,93 e densidade óptica 39,44. Em relação ao índice
de marcação houve diferença significante, mas quanto à densidade óptica não. Conclusões - O CD-34 apresentou expressão
discreta como marcador de angiogênese; sem diferença entre tipos B e C de Dukes mostrando atividade angiogênica maior à
direita do que à esquerda.
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INTRODUÇÃO

O adenocarcinoma de cólon é a segunda cau-
sa mais comum de morte por câncer em homens e
mulheres, sendo responsável por mais de cinco milhões

de óbitos por ano. Na época de aparecimento apenas
70% dos tumores são ressecáveis, sendo 75% curáveis,
entretanto 25% terão recorrência da doença 1.

Os pólipos colorretais podem dar origem à
neoplasia colorretal, o que determina a necessidade de
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vigilância destas lesões através de estudos genéticos
de padrões de crescimento e degeneração da mucosa
colorretal. O reconhecimento dos mecanismos de de-
senvolvimento das neoplasias transcorre por alteração
entre a taxa proliferativa nas criptas e a de morte por
apoptose, sendo necessária modificação genética em
ambas para o crescimento tumoral. A inabilidade da
célula para submeter-se a morte celular programada é
um importante marcador da propensão a malignidade.

As alterações cromossômicas de cada tumor
tornaram-se passos decisivos para o correto entendi-
mento de seu aparecimento, sendo o acúmulo destas
modificações genéticas o fator decisivo para o
surgimento neoplásico. Várias alterações nos genes e
seus produtos centrais afetam as fases do desenvolvi-
mento celular, demonstrando o fenótipo molecular da
célula tumoral 2.

O prognóstico e o tratamento desta doença
estão ligados ao momento do diagnóstico, invasão
linfonodal, comprometimento local e disseminação à
distância. O avanço na eficácia do tratamento nos últi-
mos cinco anos se deve aos conhecimentos sobre a
tumorigênese dos tumores de cólon e reto 3.

A fase de crescimento e invasão tumoral tem
na angiogênese seu principal suporte somado às ca-
racterísticas genéticas e fatores de crescimento dife-
rentes das do processo normal de reparação 4. Estes
fatos tornam a densidade microvascular importante para
avaliação prognóstica. Ela pode ser estudada com di-
versos marcadores, dentre eles uma glicoproteína de-
nominada CD-34 5.

Pode-se utilizar para esta finalidade, o método
padrão manual de coloração e leitura imunoistoquímica.
Apesar de amplamente utilizado, a subjetividade, erros
de coloração e dificuldade de comparação dos dados a
partir deste método, suscitaram na literatura dúvidas
metodológicas. O desenvolvimento de softwares de
forma progressiva facilitou as análises comparativas
dos diversos biomarcadores em relação às neoplasias.
O sistema de múltiplos parâmetros de análise
computadorizada de imagens, na atualidade, revelou em
vários estudos ser mais rápido, confiável e menos pas-
sível de vieses, tornando as pesquisas de melhor
confiabilidade 6.

Os objetivos deste estudo foram: 1. avaliar
qual é a expressão citofotométrica computadorizada
do marcador CD-34 no adenocarcinoma de cólon; 2.
se ele apresenta alterações nas diferentes fases
evolutivas na classificação modificada de Dukes; e

3. como se expressa quando localizado no cólon di-
reito e esquerdo.

MÉTODOS

O estudo foi realizado no Instituto de Pesqui-
sas Médicas (IPEM) do Programa de Pós-Graduação
em Princípios da Cirurgia do Hospital Universitário
Evangélico de Curitiba / Faculdade Evangélica do
Paraná e no Laboratório de Citologia e Histopatologia
Ltda, de Curitiba. Esta pesquisa foi aprovada pelo Co-
mitê de Ética em Pesquisa da Sociedade Evangélica
Beneficente de Curitiba.

O material de estudo foi constituído por amos-
tras de peças de colectomias de 19 casos de
adenocarcinomas de cólon fixadas em formol e con-
servadas em blocos de parafina. Este material foi pro-
veniente do arquivo do Serviço de Patologia do Hospi-
tal das Forças Armadas de Brasília. Foram também
registrados o grau da classificação de Dukes (B ou C)
a que pertenciam, e o lado do cólon (direito ou esquer-
do) onde se localizavam.

Os 19 blocos foram re-examinados após no-
vos cortes, e coloração hematoxilina-eosina foi re-
alizada por dois patologistas para confirmação do
laudo e avaliação da viabilidade do material a ser
submetido à imunoistoquímica (Figura 1). Termi-
nada a confecção das lâminas foi realizada a análi-
se quantitativa da imunoistoquímica, utilizando-se

Figura 1 – Exemplo de marcação imunoistoquímica do CD-34.
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o software IMMUNO®, sendo possível à leitura
de 19 lâminas. Foram estudados o índice de mar-
cação e a densidade óptica para determinar a ex-
pressão do marcador.

Os resultados obtidos foram descritos por mé-
dias, valores mínimos, valores máximos e desvios-pa-
drão. A comparação entre grupos definidos pelo lado
do cólon e pela classificação de Dukes foi feita usan-
do-se o teste não-paramétrico de Mann-Whitney. A
condição de normalidade dos dados foi verificada pelo
teste de Kolmogorov-Smirnov. Valores de P<0,05 indi-
caram significância estatística.

RESULTADOS

Dos 19 adenocarcinomas, 13 eram moderada-
mente diferenciados, quatro bem diferenciados e dois
mucinosos. Dez tumores eram localizados no cólon
esquerdo, oito no direito e um no reto. O estudo da
expressão cifotométrica do marcador CD-34 nos dois
parâmetros, índice de marcação e densidade óptica,
foi possível em todos. Na tabela 1 são apresentados os

valores de média, mínimo, máximo e desvios-padrão
obtidos.

Para o índice de marcação e a densidade
óptica, testou-se a hipótese nula de que tumores com
classificação tipo B de Dukes têm resultados iguais a
tumores com classificação tipo C, versus a hipótese
alternativa de resultados diferentes. Na tabela 2 são
apresentados os valores de média, mínimo, máximo e
o desvio-padrão obtidos para tumores na classifica-
ção de Dukes.

Para o índice de marcação e a densidade óptica,
testou-se a hipótese nula de que tumores de cólon di-
reito têm resultados iguais a tumores de cólon esquer-
do, versus a alternativa de resultados diferentes. Na
tabela 3 são apresentados os valores de média, míni-
mo, máximo e desvio-padrão obtidos para tumores de
cólon direito e esquerdo.

DISCUSSÃO

Durante a análise histopatológica realizada após
a coleta do material, houve a necessidade de despre-

Tabela 1 - Valores estatísticos do índice de marcação e densidade óptica do marcador CD-34.

CD-34 N Média Mínimo Máximo Desvio-

Índice de marcação 19 66,54 12,02 92,38 20,33
Densidade óptica 19 43,6 32,83 61,46 8,52

Tabela 2 - Valores estatísticos dos tumores na classificação Dukes x CD-34.

Variável Dukes N Média Mínimo Máximo Desvio Padrão Valor de p

Índice de marcação B 12 67,95 12,02 92,38 20,11 0,902
C 7 64,12 28,05 87,15 22,10

Densidade óptica B 12 43,21 31,07 65,82 9,77 0,650
C 7 44,27 35,87 54,00 6,30

Tabela 3 - Valores estatísticos do marcador CD-34 x lado do tumor.

Variável Lado do Tumor N Média Mínimo Máximo Desvio Padrão Valor de p

Índice de marcação Direito 8 58,93 28,05 77,96 16,82 0,033
Esquerdo 11 72,08 12,02 92,38 21,58

Densidade óptica Direito 8 39,34 37,57 48,84 6,16 0,062
Esquerdo 11 46,70 33,93 65,82 8,81
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zar alguns blocos por apresentarem defeitos como: tipo
e tempo de fixação, ponto de fusão da parafina, desi-
dratação defeituosa e quebra dos blocos por envelhe-
cimento. Todo tecido que após a desparafinização, ou
etapa anterior, era considerado de baixa qualidade foi
excluído do estudo.

O trabalho com blocos armazenados para o uso
em imunoistoquímica necessita de bom preparo na uni-
dade de processamento, sendo este o ponto mais im-
portante para evitar grandes perdas. Neste caso, o
objetivo principal ao se trabalhar com este tipo de ma-
terial, é preservar a arquitetura tecidual e a morfologia
celular para adequada exposição dos antígenos a se-
rem marcados. Os fixadores são os responsáveis dire-
tos para a formação de um bloco de bom estado para
estudo. Atualmente, são universalmente aceitas as so-
luções de formaldeído em concentrações variadas na
forma tamponada.

Utilizou-se a técnica imunoistoquímica indireta
da streptavidina-biotina. Este método é considerado
cinco a 10 vezes mais sensível que o básico de
imunoistoquímica da avidina-biotina 7.

Análise da imunoistoquímica
Neste estudo utilizou-se sistema

computadorizado de imagem que foi desenvolvido com
o intuito de minimizar e tornar mais objetiva a análise
dos fenômenos biológicos. Esta análise é feita através
da quantificação e aumento das variáveis a serem es-
tudadas, permitindo maior precisão no laudo final. O
resultado assim obtido é dificilmente igualado através
da interpretação somente humana da lâmina.

As pesquisas iniciais por este método foram
desenvolvidas por KISS et al 8. em 1989 com ver-
são inicial representada pelo SAMBA 200 que atra-
vés de up-grades está em constante evolução e no
SAMBA 4000 foi a versão utilizada neste trabalho.
O desenvolvimento deste equipamento permitiu a
ampliação das pesquisas desta área, inclusive as
quantificações histoquímicas de outros marcadores
tumorais 9.

O software escolhido para este trabalho foi o
Imunno 4.00, versão 2.0 que utiliza apenas dois
parâmetros, considerando os valores mínimos de
mensuração citofotométrica para a análise: índice de
marcação e densidade óptica. O fator decisivo para

sua utilização foi a facilidade de manuseio que é reali-
zado por inserção dos dados no sistema Windows da
Microsoft®.

Marcador tumoral
Angiogênese é termo que se refere à forma-

ção de novos vasos a partir de um leito capilar existen-
te. No começo da atividade de neovascularização, a
neoplasia deve adquirir o chamado fenótipo angiogênico
iniciado precocemente (início com 1 a 2 mm de tama-
nho tumoral) 10, 11.

O adenocarcinoma de cólon é um dos tumores
de angiogênese mais estudados, depois do carcinoma
de mama. O modelo baseia-se no índice de
microdensidade vascular, que marca os vasos por téc-
nicas de imunoistoquímica com Fator VIII, CD-31, CD-
34 e CD-105 12. A idéia nas pesquisas era determinar
se os tumores com maior índice de vascularização ti-
nham algum significado prognóstico com sobrevida,
metástases e risco de recidiva13. Encontrar marcadores
angiogênicos, significa caracterizar a precocidade do
início neoplásico, projetar prognóstico e relacionar as
diversas classificações oncológicas.

Neste estudo foi utilizada a molécula CD-34
que é uma glicoproteína transmembrana de cadeia úni-
ca expressa em células progenitoras e células
endoteliais de pequeno calibre, procurando-se esclare-
cer o seu potencial como marcador angiogênico.

Devido ao pequeno tamanho da amostra, os
resultados encontrados neste estudo podem ser utiliza-
dos somente como sinalizadores para estudos futuros
afim de que possam confirmar a hipótese.

CONCLUSÕES

1. O marcador CD-34 possui expressão dis-
creta e constitui-se em fator de estudo importante na
angiogênese colônica.

2. Em relação à classificação Dukes não
houve diferença entre os tipos B e C no marcador
CD-34.

3. Em relação ao lado do tumor há diferença
significativa entre os de cólon direito em relação ao
esquerdo no índice de marcação do CD-34 mostrando
atividade angiogênica maior no lado direito do que do
esquerdo.
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ABSTRACT: Angiogenesis is considered to be one of the mechanisms responsible for the homeostatic balance among cells.
During cell malignant degeneration, the unbalanced cell proliferation mechanisms demonstrate to be an important factor in
cancer evolution and CD-34 is one important marker. Objective – To evaluate CD-34 biomarker expression through cytophotometric
analysis of colon adenocarcinoma samples; to verify the presence of tumor marker expression in different stages of tumor
samples according to Dukes modified classification; to determine eventual difference in CD-34 expression while tumor location
is either in right or left colon. Methods – Nineteen samples were submitted to an immunohistochemical method, using anti-CD-
34 monoclonal antibody. Marked slides were analyzed by SAMBA system using Immuno 4 software. Biomarker expression
consisted in label index and optical density. The parameters considered under investigation were tumor expression, its intensity,
correlations to Dukes’ classification and tumor’s side. Results – The mean rate of CD-34 expression was 66.54, and optical
density 43.60. Regarding Dukes’ classification, 12 samples B-type presented label index  67.95 and optical density 43.21; seven C-
type, label index was 64.12 and optical density 44.27. It was not possible to identify any difference related to Dukes’ classification.
Tumor side reflected significant difference in label index, but not in optical density. Eleven samples on the left presented 72.08
of label index and 46.70 of optical density.  Eight right, demonstrated label index of 58.93 and optical density of 39.44. Conclusions
– CD-34 marker presented a low expression as an angiogenesis marker in colon tumors with no difference between Duke’s
tumors type-B and type-C. The tumor had higher angiogenic activity in the right than in left colon.

Key Words: Colon cancer. Angiogenesis. CD-34. Immunohistochemistry.
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