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RESUMO: A angiogénese é uma das responsaveis pelo equilibrio homeostatico entre as células. Durante o desenvolvimento do
processo de degener agdo maligna celular o seu desequilibrio é considerado um impor tante mar co neoplasico e o CD-34 par ece ser
um bom marcador de angiogénese. Objetivos—Avaliar qual a expressdo citofotométrica do CD-34 no adenocar cinoma de célon; se
apresenta alter agdes nas diferentes fases evolutivas na classificagdo modificada de Dukes; e como se expressa no colon direito e
esquer do. Métodos - Utilizaram-se 19 casos submetidos a técnica imunoistoquimica com anticor po anti CD-34. Apos, as laminas
foram lidas pelo sistema SAMBA com o softwar el mmuno 4, analisando dois indices: mar cacéo e densidade 6ptica. Os parametros
foram marcagao e expressao do marcador, quer individual quer relacionado a classificagao de Dukes e lado. Resultados - A média
do indice de marcacéo foi 66,54 e densidade dptica 43,60. Em relacéo a classificagdo de Dukes, 12 do tipo B, tiveram indice de
mar cacao 67,95 e densidade Optica 43,21 e, para os sete do tipo C, indice de marcacgéo 64,12 e densidade Optica 44,27. Nao foi
possivel identificar diferenca em relacdo a classificagdo de Dukes. Quanto ao lado do tumor, os 11 esquer dos tiveram indice de
mar cagao 72,08 edensidade Optica 46,70, eosoito direitos, indice de mar cagéo 58,93 e densidade Optica 39,44. Em relagdo ao indice
de marcacao houve diferenca significante, mas quanto a densidade éptica ndo. Conclusdes - O CD-34 apresentou expressdo
discreta como marcador de angiogénese; sem diferenca entre tipos B e C de Dukes mostrando atividade angiogénica maior a
direita do que a esquerda.

Descritores: Neoplasias do cdlon. CD-34. Imunoistoquimica. Classificagdo de Dukes. Angiogénese.

INTRODUCAO de 6bitos por ano. Na época de aparecimento apenas
70% dostumores sdo ressecavei s, sendo 75% curaveis,
O adenocarcinoma de célon € a segunda cau- entretanto 25% terd@o recorréncia da doenca *.
sa mais comum de morte por cancer em homens e Os padlipos colorretais podem dar origem a

mulheres, sendo responsavel por maisde cinco milhGes neoplasiacolorretal, 0 que determinaanecessidade de
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vigilancia destas lesdes através de estudos genéticos
de padrdes de crescimento e degeneracdo da mucosa
colorretal. O reconhecimento dos mecanismos de de-
senvolvimento das neoplasias transcorre por ateragéo
entre a taxa proliferativa nas criptas e a de morte por
apoptose, sendo necesséaria modificacgo genética em
ambas para o crescimento tumoral. A inabilidade da
célula para submeter-se amorte celular programada é
um importante marcador da propensdo amalignidade.

As ateragdes cromossdmicas de cada tumor
tornaram-se passos decisivos para o correto entendi-
mento de seu aparecimento, sendo 0 acumulo destas
modificacBes genéticas o fator decisivo para o
surgimento neoplasico. Varias ateragdes nos genes e
seus produtos centrais afetam as fases do desenvolvi-
mento celular, demonstrando o fendtipo molecular da
célulatumoral 2.

O prognostico e o tratamento desta doenca
estdo ligados ao momento do diagndstico, invasao
linfonodal, comprometimento local e disseminacéo a
disténcia. O avancgo naeficaciado tratamento nos Ulti-
MOS cinco anos se deve aos conhecimentos sobre a
tumorigénese dos tumores de célon ereto 2.

A fase de crescimento e invas&o tumoral tem
na angiogénese seu principal suporte somado as ca
racteristicas genéticas e fatores de crescimento dife-
rentes das do processo normal de reparacdo *. Estes
fatostornam adens dade microvascular importante para
avaliagdo prognostica. Ela pode ser estudada com di-
versos marcadores, dentre eles uma glicoproteina de-
nominada CD-34 5.

Pode-se utilizar paraestafinalidade, o método
padrao manual de coloracdo eleituraimunoistoquimica.
Apesar deamplamente utilizado, a subjetividade, erros
de coloraco e dificuldade de comparagéo dos dados a
partir deste método, suscitaram na literatura davidas
metodoldgicas. O desenvolvimento de softwares de
forma progressiva facilitou as andlises comparativas
dos diversos biomarcadores em relagéo as neoplasias.
O sistema de multiplos par@metros de analise
computadorizadadeimagens, naatualidade, revelou em
varios estudos ser maisrépido, confidvel e menos pas-
sivel de vieses, tornando as pesquisas de melhor
confiabilidade®.

Os objetivos deste estudo foram: 1. avaliar
qual é a expressao citofotométrica computadorizada
do marcador CD-34 no adenocarcinoma de colon; 2.
se ele apresenta alteracdes nas diferentes fases
evolutivas na classificagdo modificada de Dukes; e
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3. como se expressa quando localizado no cdélon di-
reito e esquerdo.

METODOS

O estudo foi realizado no Instituto de Pesqui-
sas Médicas (IPEM) do Programa de Pés-Graduagéo
em Principios da Cirurgia do Hospital Universitario
Evangélico de Curitiba / Faculdade Evangélica do
Parana e no Laboratdrio de Citologia e Histopatologia
Ltda, de Curitiba. Estapesquisafoi aprovada pelo Co-
mité de Etica em Pesquisa da Sociedade Evangélica
Beneficente de Curitiba

O material deestudo foi constituido por amos-
tras de pecas de colectomias de 19 casos de
adenocarcinomas de colon fixadas em formol e con-
servadas em blocos de parafina. Este material foi pro-
veniente do arquivo do Servigo de Patol ogiado Hospi-
tal das Forcas Armadas de Brasilia. Foram também
registrados o grau da classificag&o de Dukes (B ou C)
aque pertenciam, e o lado do célon (direito ou esquer-
do) onde selocalizavam.

Os 19 blocos foram re-examinados ap6s no-
vos cortes, e coloracéo hematoxilina-eosinafoi re-
alizada por dois patologistas para confirmacéo do
laudo e avaliacdo da viabilidade do material a ser
submetido a imunoistoquimica (Figura 1). Termi-
nada a confecgdo das |laminasfoi realizadaa andli-
se quantitativa daimunoistoquimica, utilizando-se
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Figura 1 — Exemplo de marcagéo imunoistoquimica do CD-34.
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o software IMMUNO®, sendo possivel a leitura
de 19 laminas. Foram estudados o indice de mar-
cacdo e a densidade Optica para determinar a ex-
presséo do marcador.

Osresultados obtidos foram descritos por mé-
dias, valores minimos, val ores maximos e desvios-pa-
drdo. A comparagdo entre grupos definidos pelo lado
do cdlon e pela classificagdo de Dukes foi feita usan-
do-se o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney. A
condic¢éo de normalidade dosdadosfoi verificadapelo
teste de Kolmogorov-Smirnov. Vaoresde P<0,05 indi-
caram significancia estatistica.

RESULTADOS

Dos 19 adenocarcinomas, 13 eram moderada-
mente diferenciados, quatro bem diferenciados e dois
mucinosos. Dez tumores eram localizados no célon
esguerdo, oito no direito e um no reto. O estudo da
expressao cifotométrica do marcador CD-34 nos dois
parémetros, indice de marcacéo e densidade optica,
foi possivel em todos. Natabela 1 so apresentados 0s

valores de média, minimo, maximo e desvios-padréo
obtidos.

Para o indice de marcagdo e a densidade
Optica, testou-se a hipoétese nula de que tumores com
classificagdo tipo B de Dukestém resultadosiguais a
tumores com classificagdo tipo C, versus a hipotese
aternativa de resultados diferentes. Na tabela 2 sdo
apresentados os val ores de média, minimo, maximo e
0 desvio-padrdo obtidos para tumores na classifica-
¢éo de Dukes.

Parao indice de marcagéo e adensidade dptica,
testou-se a hipotese nula de que tumores de colon di-
reito tém resultados iguais atumores de célon esquer-
do, versus a alternativa de resultados diferentes. Na
tabela 3 sdo apresentados os valores de média, mini-
mo, maximo e desvio-padrao obtidos paratumores de
colon direito e esquerdo.

DISCUSSAO

Durante aandlise histopatol gicaredlizadaapds
a coleta do material, houve a necessidade de despre-

Tabela 1 - Valores estatisticos do indice de marcagdo e densidade Optica do marcador CD-34.

CD-34 N M édia Minimo M aximo Desvio-
indice de marcagéo 19 66,54 12,02 92,38 20,33
Densidade éptica 19 43,6 32383 61,46 8,52

Tabela 2 - Valores estatisticos dos tumores na classificacdo Dukes x CD-34.

Variavel Dukes N Média Minimo Maximo Desvio Padréo Valor dep
indice de marcagéo B 12 67,95 12,02 92,38 20,11 0,902

C 7 64,12 28,05 87,15 22,10
Densidade 6ptica B 12 4321 31,07 65,82 9,77 0,650

C 7 44,27 35,87 54,00 6,30

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

N Média Minimo Méaximo

Desvio Padrao Valor dep

Variavel Lado do Tumor

indice de marcacgo Direito 8 5893
Esquerdo n 7208

Densidade éptica  Direito 8 3934
Esquerdo 11 46,70

28,05 77,9 16,82 0,033
12,02 92,38 21,58
37,57 48,84 6,16 0,062
33,93 65,82 8,81
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zar algunsblocos por apresentarem defeitos como: tipo
e tempo de fixagdo, ponto de fusdo da parafina, desi-
dratacdo defeituosa e quebra dos blocos por envelhe-
cimento. Todo tecido que ap0s a desparafinizagdo, ou
etapa anterior, era considerado de baixa qualidade foi
excluido do estudo.

O trabalho com blocos armazenados para o uso
em imunoistoquimi canecessitade bom preparo nauni-
dade de processamento, sendo este o ponto mais im-
portante para evitar grandes perdas. Neste caso, o
objetivo principal ao setrabalhar com este tipo de ma-
terial, é preservar aarquiteturatecidual eamorfologia
celular para adequada exposi¢ao dos antigenos a se-
rem marcados. Os fixadores sao os responsaveis dire-
tos para a formagdo de um bloco de bom estado para
estudo. Atualmente, s30 universalmente aceitas as so-
lugBes de formaldeido em concentracfes variadas na
forma tamponada.

Utilizou-se atécnicaimunoistoquimicaindireta
da streptavidina-biotina. Este método é considerado
cinco a 10 vezes mais sensivel que o basico de
imunoistoquimicadaavidina-biotina’.

Analise da imunoistoquimica

Neste estudo utilizou-se sistema
computadorizado deimagem quefoi desenvolvido com
o intuito de minimizar e tornar mais objetivaaandise
dos fenémenos biol 6gicos. Estaanalise é feita através
da quantificagdo e aumento das varidveis a serem es-
tudadas, permitindo maior preciséo no laudo final. O
resultado assim obtido é dificilmente igualado através
dainterpretaco somente humana da lamina.

As pesquisasiniciais por este método foram
desenvolvidas por KISS et al & em 1989 com ver-
sdo inicial representada pelo SAMBA 200 que atra-
vés de up-grades estd em constante evolugdo e no
SAMBA 4000 foi aversdo utilizada neste trabal ho.
O desenvolvimento deste equipamento permitiu a
ampliagdo das pesquisas desta &rea, inclusive as
quantificacdes histoquimicas de outros marcadores
tumorais °.

O software escolhido para este trabalho foi o
Imunno 4.00, versdo 2.0 que utiliza apenas dois
parametros, considerando os valores minimos de
mensuracdo citofotométrica para a andise: indice de
marcacdo e densidade Optica. O fator decisivo para
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suautilizag8o foi afacilidade de manuseio que éreali-
zado por inser¢do dos dados no sistema Windows da
Microsoft®.

Marcador tumoral

Angiogénese é termo que se refere a formar
¢a0 de novosvasos apartir deum leito capilar existen-
te. No comego da atividade de neovascularizagéo, a
neoplasiadeve adquirir o chamado fenétipo angiogénico
iniciado precocemente (inicio com 1 a2 mm de tama-
nho tumoral) 2,

O adenocarcinomade c6lon é um dostumores
de angiogénese mais estudados, depois do carcinoma
de mama. O modelo baseia-se no indice de
microdensidade vascular, que marca 0s vasos por téc-
nicas deimunoistoquimicacom Fator V111, CD-31, CD-
34 e CD-105 %2, A idéia nas pesquisas era determinar
se 0s tumores com maior indice de vascularizaggo ti-
nham algum significado progndstico com sobrevida,
metéstases erisco derecidiva®. Encontrar marcadores
angiogénicos, significa caracterizar a precocidade do
inicio neoplasico, projetar progndstico e relacionar as
diversas classificagfes oncol dgicas.

Neste estudo foi utilizada a molécula CD-34
gue é umaglicoproteinatransmembranade cadeia ini-
ca expressa em células progenitoras e células
endoteliaisde pegueno calibre, procurando-se esclare-
cer 0 seu potencial como marcador angiogénico.

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

CONCLUSOES

1. O marcador CD-34 possui expresséo dis-
creta e constitui-se em fator de estudo importante na
angiogénese coldnica.

2. Em relagdo a classificagdo Dukes ndo
houve diferenca entre os tipos B e C no marcador
CD-34.

3. Em relagdo ao lado do tumor ha diferenca
significativa entre os de colon direito em relagdo ao
esquerdo no indice de marcagao do CD-34 mostrando
atividade angiogénicamaior 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-34isoneimportant 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
iseither 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 weretumor expression, itsintensity,
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 possibleto identify any differencerelated 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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