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RESUMO - Racional - O cancer de esofago esta entre as seis neoplasias malignas mais comuns do mundo. Devido a sua grande agressividade clinica,

o subtipo carcinoma epidermoéide constitui um dos tumores de pior prognéstico, com alto indice de morbi-mortalidade. Marcadores de biologia
molecular tem sido apontados como forte coadjuvante no diagnostico e graduagdo de tumores. A angiogénese, evento essencial para a progressao
tumoral, pode ser estudada pelo marcador CD34. Objetivo - Determinar por citofotometria, usando o sistema SAMBA 4000, a expressao do
marcador CD34 no carcinoma epidermoide de esofago e, correlaciona-los com dados clinico-patoldgicos (idade, sexo, grau de diferenciagdo do
tumor, estadio, tamanho, localiza¢do, profundidade e acometimento de linfonodos). Métodos - Avaliaram-se 29 amostras teciduais de carcinoma
epidermoide de esdfago utilizando-se coloragdo imunoistoquimica com marcador anti-CD34. A quantificagdo da expressao deste marcador foi re-
alizada por citometria de imagem, pelo sistema SAMBA 4000 nas variaveis indice de marcagem e densidade optica. A correlagdo entre subgrupos
e analise estatistica dos resultados foi realizada com o programa SPSS. Resultados - A expressao média do marcador CD34 foi de 73,40% + 15,20
no indice de marcagem e 56,10 + 23,54 na densidae optica. O CD34 nao apresenta correlagdo estatisticamente significativa com as caracteristicas
clinico-histopatologicas estudadas (idade, sexo, grau de diferenciacdo do tumor, estadio, tamanho, localiza¢do, profundidade e acometimento de
linfonodos). Conclusdo - O marcador CD34 apresenta expressdo no carcinoma epidermoéide de esdfago, com maior valor no indice de marcagem

em relagdo a densidade oOptica. Ele4 ndo apresenta correlagdo com as caracteristicas clinico-histopatologicas estudadas.
DESCRITORES - CD34. Citofotometria, SAMBA. Carcinoma epidermoide de esofago.

INTRODUCAO

O cancer de esdfago estd entre as seis neoplasias
malignas mais comuns no mundo, e ¢ considerado pela
Organizacdo Mundial de Satide importante problema de
saude publica. Devido a sua grande agressividade clinica,
constitui um dos tumores de pior progndstico, com alto
indice de morbi-mortalidade®.

Sua incidéncia varia em diferentes regides do mundo,
alcanca seus maiores indices em paises asidticos como a
China, sendo também freqiiente no Japdo, sudeste da Africa
e América do Sul®. No Brasil, de acordo com a estimativa
de incidéncia de cancer para 20067, devem ocorrer cerca
de 10.580 novos casos (7.970 entre os homens e 2.610
entre as mulheres) neste ano. O Estado do Rio Grande
do Sul apresenta um dos maiores indices mundiais, com
21,17 casos para cada 100 000 homens e 7,88 para cada
100 000 mulheres’.

Dentre os diferentes tipos de tumores que podem acom-
eter o es6fago, o mais freqiiente, e que responde por mais
da metade dos tumores deste 6rgdo na estatistica mundial,
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¢ o carcinoma epidermdide, também chamado espinoce-
lular, pois origina-se do epitélio normal de revestimento
do esofago'.

O estudo da biologia molecular dos tumores tem des-
pertado o interesse de grande ntimero de pesquisadores,
uma vez que possibilita maior compreensao da génese
tumoral, abrindo grande nimero de linhas de pesquisas
na busca de melhor manejo tanto na prevencao, quanto no
diagnostico, progndstico e, conseqiientemente na conduta
em relagdo ao cancer’.

Ainda em investigaca, técnicas de biologia molecular
parecem ter futuro promissor no diagnostico patologico
e graduagdo de tumores. Estudos de marcadores de an-
giogénese sdo exemplos de um importante coadjuvante na
pesquisa do cancer, e tém demonstrado forte correlagdo
com a intensidade da carcinogénese’®.

Os biomarcadores que modulam a formacao de novos
vasos pela angiogénese, como o C34, uma glicoproteina
transmembrana expressa em todas as células progenitoras
hematopocéticas, tém sido avaliados em diversos tipos de
tumores como marcador de grande potencial prognoésticol,
uma vez que a angiogénese ¢ reconhecida como pré-req-
uisito fundamental para o crescimento e metastatizacao
tumoral®.

Associado a imunoistoquimica, a citofotometria de
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imagem computadorizada representa grande contribuig@o
na analise de marcadores tumorais. Com a informatizagéo
dos resultados, a analise quantitativa pode ser realizada de
forma mais acurada; o carater subjetivo dado pelos olhos
do patologista observador ¢ excluido com a padronizagao
dos resultados. O sistema SAMBA 4000 (Sistema de
Analise Microscopica por Busca Automatica), um sistema
informatizado para analise citomorfométrica de imagens,
foi desenvolvido com esta finalidade e exerce importante
papel na analise de marcadores tumorais imunomarcados?>.
Assim, este estudo tem por objetivos: 1. determinar por
citofotometria (pelo sistema SAMBA 4000) a expressao
imunoistoquimica do marcador CD-34 no carcinoma epi-
dermoide de esdfago nas variaveis indice de marcagem e
densidade dptica; 2. avaliar a correlagdo do marcador CD34
nas variaveis indice de marcagem (IM) e densidade optica
(DO), com sexo, idade, grau de diferenciagdo do tumor,
estagio, tamanho, localizacdo, nivel de profundidade (T)
e acometimento de linfonodos.

METODOS

A amostra constituiu-se de 30 blocos de parafina
contendo carcinoma epidermdide de esofago. Eles eram
provenientes de pacientes diagnosticados e tratados com
esofagectomia, entre os anos de 1995 ¢ 2005. Cada amostra
foi submetida a avaliacdo histologica prévia para inclusao
no estudo. Todos os tumores estavam identificados e pro-
cessados de acordo com técnicas histologicas de rotina,
conservados em solugdo de formol, tamponados ¢ fixados
em parafina.

Para melhor uniformidade da amostra, foram estab-
elecidos critérios de inclusdo e exclusdo dos blocos. Os
critérios de inclusdo foram: pacientes portadores de car-
cinoma epidermoide de es6fago confirmado por histopa-
tologia; material bioldgico proveniente de peca cirurgica;
amostra tumoral representativa no bloco de parafina para
que pudesse ser obtido pelo menos trés cortes; material
de boa qualidade e em bom estado de preservagdo. Os
critérios de exclusdo foram: pacientes com tratamentos
prévios (quimioterapia e/ou radioterapia); prontuarios de
pacientes ndo qualificados, com dados incompletos; analise
histopatologica ndo definida.

De cada paciente foi extraido um conjunto de infor-
magdes que incluiram: dados clinicos (idade < 55 anos / >
55 anos); sexo; dados histologicos (grau de diferenciagéo
tumoral segundo a OMS em bem diferenciado, modera-
damente diferenciado, pouco diferenciado); classificacdo
TNM do caso; tamanho tumoral (< 3 cm /> 3 c¢cm); local-
iza¢ao do tumor (segmento superior, médio ou inferior).

Processamento histolégico

Os tumores estudados foram previamente emblocados
em parafina seguindo normas técnicas do servigo de origem.
Na avaliag@o histologica, cada bloco foi submetido a nova
microtomia para obteng@o de novos cortes com espessura
de 3um. A seguir, foram corados com a técnica de hema-

toxilina e eosina (HE) e reavaliados, independentemente,
por dois patologistas para se obter a confirmagio do laudo
histologico efetuado previamente. Os casos em que nao
houve concordancia total entre os dois observadores foram
submetidos a avaliagdo por um terceiro patologista. As
laminas de diagnostico discordante ou com material tumor-
al escasso, foram repetidas a partir dos blocos de parafina
ou excluidas. Todas as laminas foram analisadas segundo
os critérios histoldgicos para o diagnéstico de carcinoma
epiderméide de esofago e seu grau de diferenciagao.

Procedimento imunoistoquimico

As expressdes imunoistoquimicas do antigeno CD34
foram obtidas através do método da streptoavidina-biotina-
peroxidase. Ele ¢ realizado em duas etapas, em apenas
um dia, ou em dois dias com intervalo de 2 horas entre
as etapas.

Na primeira etapa, os procedimentos se iniciaram pela
obtengdo de cortes histologicos de 3 a 5 um do material
emblocado em parafina. Estes cortes foram estendidos em
laminas previamente limpas, desidratadas e silanizadas.
Em seguida, foi colocado em estufa a 37°C pelo periodo
noturno para fragmentacgdo da parafina. O passo seguinte
constituiu na desparafinizagdo da lamina com dois banhos
de xilol com duragao de dez minutos cada. Seguiu-se a isso,
a hidratacdo do material com 2 banhos de etanol absoluto
com duracdo de 3 minutos cada e, na seqiiéncia, 2 banhos
de um minuto cada em agua destilada.

A segunda etapa foi a de recuperagéo antigénica. Os cor-
tes foram colocados em solugdo tampao de citrato, obtida
através de dilui¢do de acido citrico e citrato de s6dio em
agua destilada. As laminas depois de secas foram colocadas
uma a uma nos frascos da solugéo tampao e todo o conjunto
colocado em banho-maria. Esperou-se a temperatura atingir
97° C e contado o tempo de 20 minutos. Retiraram-se os
frascos e os mesmos esfriados por periodo de 30 minutos.
A seguir, as laminas foram lavadas em agua corrente e,
entdo, foi realizado o bloqueio da peroxidase endogena
com solu¢do de peroxido de hidrogénio a 3%.

Para nao ocorrer alteragdes significativas de pH, os
cortes foram submetidos a rapida incubacdo em solucéo
tampao PBS na concentragido de 0,2 M. obtido pela diluigdo
de fostato disddico monobasico e fosfato disddico bibasico
juntamente com o detergente “tween” 20. Utilizando uma
caneta hidrofobica, formou-se um circulo envolvendo o
corte histoldgico, como se fosse uma barreira. As laminas
foram colocadas nas bandejas com bastante agua e a seguir
incubadas com anticorpo primario contra o CD34 durante
18 horas .

Nesta fase, os procedimentos se iniciavam pela lava-
gem das laminas em agua destilada, seguida por banho
em tampdo PBS por 5 minutos. A seguir procedeu-se a
incubagdo com o anticorpo secundario biotinylated link
universal-biotina por 30 minutos e novo banho por 5
minutos. em tampao PBS. Seguiu-se a incubagdo com
Streptoavidina-HRP por 30 minutos. Realizou-se novo
banho com tampdo PBS por 5 minutos e colocou-se o
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cromégeno DAB sobre as laminas, usando tempo de 5 a 20
minutos. Procedeu-se com a coloragdo com hematoxilina,
finalizando com a montagem das ldminas e a colocagédo das
etiquetas identificadoras.

Os anticorpos para antigenos CD34 foram anticorpo
monoclonal de camundongo, clone QBEnd/10, Cat347660
, peso molecular de 105-120 kDa e com reatividade espe-
cifica para humanos, do Lab Vision Corporation.

Para a analise qualitativa da expressdao do CD34 foram
selecionados cortes histologicos apds o procedimento
imunoistoquimico, devidamente corados pela HE e repre-
sentativos da neoplasia, sem artefatos técnicos.

Os 29 casos submetidos ao estudo foram preparados
pelo mesmo pesquisador, de acordo com os antigenos
estudados e avaliados da mesma forma pelos mesmos
observadores.

A analise das células imunopositivas para o anticorpo
contra CD34 foi realizada utilizando a citofotometria pelo
método SAMBA, em campos definidos como “hot spots”
em microscopio optico.

Citofotometria pelo Sistema SAMBA 4000 (Systeme
D’analyse Microscopique a Balayage Automatique
ou Sistema de Analise Microscépica de Busca Au-
tomatica)

O sistema SAMBA 4000 ¢ composto por “hardware”
capaz de captar imagens microscopicas ¢ por “software”
com capacidade para interpretar e analisar matematicamente
as imagens por ele captadas. O hardware ¢ composto por
microscopio, video-camera, microcomputador e impressora.
O microscopio utilizado foi o tipo Zeiss—Axioskop. O fluxo
luminoso, oriundo da ldmpada de Xenon, era controlado por
potenciometro capaz de avaliar com precisao a quantidade
de luz; ele atravessava o condensador, a ldmina e a objetiva.
Em seguida era separado em duas partes: a via destinada a
permitir a observagao visual por meio das oculares e a de
captacdo de imagem por meio da camera, que vai compor a
imagem no monitor do computador.

A captura das imagens foi feita por meio de uma camera
colorida do tipo Sony Dxc-970md 3ced, capaz de padronizar
as cores verde, azul e vermelha, de forma que trabalhe com
o mesmo nivel de captagdo determinado. A imagem captada
por fotodiodos, foi transformada em pontos de imagem
(pixel), com area equivalente a 0.16um? por ponto-imagem
e enviada ao computador.

O software utilizado foi o Imunno 4.00. Inicialmente
realizou-se a calibracdo e padronizagao do sistema. As ima-
gens analogicas - tais como sao percebidas ao microscopio -,
foram captadas através da cdmera e enviadas ao computador,
que utilizando o software Imunno, digitalizou-as em pixels,
transformando-as em imagens numéricas. Este processo con-
feriu valor para cada ponto-imagem (pixel). A luz absorvida
pelo tecido em cada segmento foi quantificada.

Esta quantificacdo foi expressa através de uma escala
de variagoes de niveis de cinza que vai do 0 (preto) a 255
(branco). Este processo correspondeu a numerizagdo da
imagem envolvendo duas etapas: geragao da matriz em tons

de cinza e transformagdo dela em matriz numérica binaria.

O procedimento de leitura foi feito por campos vi-
suais para localizagdo dos “hot spots” em sentido de barra
grega.

Foi utilizada objetiva com aumento de 20 X em 10
campos, para identificar e quantificar os marcadores para
angiogénese e assim também identificar e quantificar os
marcadores de proliferagdo celular. O total de superficies
examinadas variou de 60.000 a 120.000 um?. O tempo de lei-
tura para cada lamina foi de aproximadamente 40 minutos.

Parametros analisados pelo sistema SAMBA 4000

O sistema informatizado Immuno 4000 analisa duas
variaveis para caracterizar quantitativamente, as expressoes
dos marcadores: indice de marcagem e densidade Optica
média.

O indice de marcagem (IM), descreve o percentual de
area tecidual especificamente marcado pela prova histo-
quimica. A densidade optica média (DO) denota a inten-
sidade de coloragdo. A heterogeneidade de concentrag@o
expressa a distribui¢do da concentragdo do marcador nos
campos individuais analisados.

A padronizagdo do sistema para analise microscopica
computadorizada ¢ realizada por uma lamina considerada
controle-negativo, na qual o marcador contra CD34 ¢ omitido
e os parametros acima descritos sdo analisados. A analise
estatistica foi feita pelo proprio software.

RESULTADOS

A mediana das idades foi de 58 anos (idade minima de
40 ¢ maxima de 70 anos), sendo que 79% dos pacientes
foram pacientes maiores de 50 anos e 25 (86%) do género
masculino.

A maioria das lesdes tumorais foram maiores de 3 cm
(68%). Vinte (71%) foram classificadas com grau histopa-
tolégico de moderadamente diferenciado, e somente 5
(18%) lesdes bem diferenciadas. Vinte e sete (96%) paci-
entes estavam localizadas no segmento médio ou inferior
do es6fago. A maioria dos pacientes apresentou metastases
linfonodais (79%), e 14 (48%) foram classificados no es-
tagio T3AN1MO (Tabela 1).

Medidas descritivas dos marcadores

Na Tabela 2 s@o apresentadas a média, mediana, valor
minimo, valor maximo e desvio-padrdo da expressdo do
indice de marcagem e densidade optica do marcador CD34,
considerando-se as ldminas incluidas no estudo

Correlacio entre IM e DO

Foi utilizado o coeficiente de correlagdo de Peason
para verificar se existia correlagdo entre as medidas do IM
e da DO que mostrou coeficiente de correlagdao de 0,409
(P=0,028 - Grafico 1).
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TABELA 1 - Caracteristicas das lesdes de 29 pacientes com
neoplasia de esofago

TABELA 3 - Medidas descritivas das expressdes do CD34 (IM
e DO) em diferentes niveis histologicos

Caracteristicas Numero de pacientes % Expressao Carcinoma n Média = DP  Valor de P*
Tamanho da lesdo * Pouco 3 57,23+9,72
Maior de 3 cm 19 68 indice de marcagem Moderado 20 77,04+14,79 0,072
Menor de 3 cm 9 32
. L Bem 6  69,3313,99
Grau histopatologico *
Bem diferenciado 5 18 Pouco 3 52,75%13,56
Moderadamente diferenciado 20 71 Densidade optica Moderado 20 57,97+14,61 0,490
Pouco diferenciado 3 11 Bem 6 51.57+9.85
Nivel esofagico da lesdo * (™) Teste de Kruskal-Wallis
Superior 1 4 ~ ’ e
M?d " 5 Comparaciao do marcador segundo o estagio do
€dio .
Inferior 13 % carcinoma (IIa/IIb versus III)
Linfonodos positivos
Néo 12 41 Nao houve diferenga significativa, conforme
Sim 17 59 demonstrado na Tabela 4.
Estadio (TNM)
T2NOMO 6 21 TABELA 4 - Medidas descritivas das expressdes do CD34 (IM
T2NIMO 3 10 e DO) e estagio do carcinoma
T3NOMO 6 21
T3NIMO 14 48 i
Expressao Esta.glo do n Média £ DP  Valor de P*
carcinoma
) A IIB 15 70,16+13,79
_ : e oA Indice de marcagem 0,217
TABELA 2 M§d1das ,de.scrmvas do indice de marcagem e I 14 7686:1637
densidade optica do marcador CD34
A 1IB 15 57,08+13,46
Densidade optica 0,847
+
Expressio n Média Mediana Minimo Maximo Desvio-padrio 1 14 35,06+14,06
— (%) Teste nao-paraméirico de Mann-Whitney
Indicede 5 340 7112 46,79 98,74 15,20
marcagem Id d d - d d
; ade e sexo segundo a expressao do marcador
Densidade 5 515 549 3696 82,87 13,54 g P
optica
Nido foram observadas diferencas estatisticamente
significante entre os grupos. Nas Tabelas 5 ¢ 6 sdo apre-
cD34 sentados as estatisticas descritivas (média, valor minimo,
indice de marcagem x densidade optica valor maximo ¢ desvio- padréo) e os valores de P
920
. TABELA 5 - Medidas descritivas das expressdes do CD34 (IM
g ® . e DO) pela idade
x
‘s .
% 70 . o . °
2 L ° Expressio Idade n Média = DP  Valor de P*
o
0 60 . ¢ ) At 60 15 743+15,1
B [N Indice de marcagem 0,78
B 50 -~ .o LJ Mais que 60 14 72,43+15,82
7]
5 . ° ° Até 60 15 55,113,771
(S . o Densidade 6ptica 0,683
] . .
. L} Mais que 60 14 57,18+13.8
I (%) Teste nao-paraméirico de Mann-Whitney
40 50 60 70 80 90 100
oo TABELA 6 - Medidas descritivas das expressdes do CD34 (IM
r=0;

indice de marcagem (%) P
=0,028

GRAFICO 1 - Correlagio entre o indice de marcagem e densi-
dade optica do marcador CD34

Diferenciacio do carcinoma e expressio do mar-
cador cd34

Na Tabela 3 sdo apresentadas as medidas descritivas
(média, mediana, valor minimo, valor maximo e desvio-
padrdo), considerando-se as classificagdes de diferenciagio
do carcinoma.

e DO) e sexo
Expressao Sexo n Média = DP  Valor de P*
| Masculino 24 74,83+15,52
Indice de marcagem 0,201
Feminino 5 66,51+12,72
Masculino 24 55,70+14,30
Densidade optica 0,674
Feminino 5 58,02+10,13

(%) Teste nao-paramétrico de Mann-Whitney

Tamanho do tumor segundo a expressio dos marcadores

A Tabela 7 contém as medidas descritivas (média, valor
minimo, valor maximo e desvio padrdo) e o valor de P do

teste estatistico.
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TABELA 7 - Medidas descritivas das expressdes do CD34 (IM
e DO) pelo tamanho tumoral

Expressao Tamanho n Média = DP  Valor de P*

. <3 9 74,75+14,57

Indice de marcagem 0,962
>3 19  73,07+16,19
<3 9 59,29+12,30

Densidade optica 0,263
>3 19 53,85£14,02

() Teste nao-paramétrico de Mann-Whitney

Localizacdo do tumor segundo a expressiao dos
marcadores

Comparando-se a expressdo dos marcadores em rela-
¢do a por¢do esofagica acometida pelo tumor ndo foram
encontradas diferencas significativas quanto ao indice de
marcagem e densidade optica do CD34 (Tabela 8).

TABELA 8 - Medidas descritivas das expressdes do CD34 (IM
e DO) pela localizagao tumoral

Expressao Localizagio n Média+DP Valor de P*
| Inferior 15 70,00+13,88
Indice de marcagem 0,234
Médio ou superior 14 77,04+16,21
Inferior 15 58,37+13,76
Densidade optica 0,505

Médio ou superior 14 53,68+13,38
(¥) Teste ndo-parameéfrico de Mann-Whitney

Invasio de linfonodos segundo a expressiao dos
marcadores

Em relagdo a presenca ou auséncia de linfonodos aco-
metidos, ndo houve diferenga estatistica para o marcador
nas duas varaveis analisadas (Tabela 9).

TABELA 9 - Medidas descritivas das expressdes do CD34 (IM
e DO) por linfonodos positivos

Expressao Inv linf n Meédia+DP Valor de P*
, NO 13 68,86+13,78
Indice de marcagem 0,121
N1 ou N2 16 77,08+15,72
NO 13 55,10+13,38
Densidade optica 0,589
NI ouN2 16 56,92+14,06

(¥) Teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney apenas um caso apresentou clas-
sificagdo “superior”

Profundidade segundo a expressio dos marcadores

Nao foram encontradas diferengas significativas con-
forme mostra a Tabela 10.

TABELA 10 - Medidas descritivas das expressdes do CD34 (IM
e DO) pela profundidade tumoral

Expressao Profundidade n Meédia+DP Valor de P*
. T2 8  65,84+12,06
Indice de marcagem 0,114
T3 21 76,28+15,53
T2 8  59,43+12,32
Densidade optica 0,518
T3 21 54,84+14,06

(%) Teste nao-paraméetrico de Mann-Whitney

DISCUSSAO

Embora muitos autores reportem o declinio da in-
cidéncia do carcinoma epidermoéide de eséfago (CEE)
e o aumento da incidéncia do adenocarcinoma, o CEE
permanece o tipo histologico predominante na estatistica
mundial conforme relatado por Takedo et al.'>. Ainda,
a despeito de novas terapias combinando cirurgia, ra-
dioterapia ¢ quimioterapia, o tratamento permanece
com prognostico desfavoravel e com baixa sobrevida. O
diagnoéstico precoce ¢ terapia adequada parecem ser as
unicas chances de tratamento eficaz desta neoplasia. Em
contrapartida, sabe-se que o tumor exibe comportamento
altamente agressivo e silencioso, o que torna um desafio
a busca do diagndstico precoce desta doenga.

Os avancos da medicina moderna t€ém contribuido para
o melhor entendimento da tumorigénese. Com o reconhe-
cimento dos mecanismos genético-moleculares implica-
dos na génese e na progressao do cancer, novos métodos
de diagnostico e de acompanhamento progndstico, com
melhor caracterizagdo do tumor, tém sido propostos. A
aplicacdo destes conhecimentos na progressao do cancer
epidermoide de esdfago poderia permitir melhor adequa-
cdo da terapéutica no intuito de melhorar a sobrevida.

A correlagdo do marcador CD34 com a angiogénese,
eventos indispensaveis na progressdo do cancer, ja estdo
estabelecidas. Este poderia entdao ser utilizado como
marcador bioquimico, e a analise de sua correlagdo com
o comportamento tumoral utilizada como fator prog-
nostico.

O comportamento bioldgico dos CEE ¢ variavel,
havendo tumores em um mesmo estagio com evolucao
discrepante. Takedo et al.'® reportam, em estudo realizado
com 71 pacientes, longa sobrevida mesmo encontrando-se
no estagio I1I ou IV da classificagdo TNM. Com o uso de
marcadores tumorais analisados por imunoistoquimica, o
prognostico foi mais acurado e o comportamento biologico
do tumor pdde ser analisado de forma individualizada.

Com o proposito de melhor avaliar ¢ padronizar a
expressdo dos marcadores foi utilizada a citometria de
imagem pelo método SAMBA 4000, que traz a pos-
sibilidade de mensurar tanto a expressdo do marcador
pelo indice de marcagem (IM), quanto pela densidade
optica (DO) que avalia a concentrag@o ou a intensidade
de expressdo. Além disto, importante contribuicdo deste
método esta na ndo dependéncia da subjetividade do
observador. A expressdo ¢ quantificada com o uso de um
software ¢ ndo mais graduada pelos olhos do patologista,
de forma subjetiva.

Analisando-se a expressdo do marcador de forma inde-
pendente, ele apresentou expressao positiva para todas as
laminas analisadas, refletindo a presenga de angiogénese
dos tumores epidermoides de esofago.

Muitos autores afirmam ser o comprometimento
linfonodal o principal fator progndstico para o CEE.
Em estudo realizado por Tajima et al.!*, em série de
240 pacientes, 54 apresentavam linfonodos negativos.
O indice de sobrevida em 5 anos destes pacientes foi
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de 100%, apds ressec¢do mucosa endoscopica. Stein et
al.”® relataram grande queda no indice de sobrevida de
pacientes com CEE precoce quando eles apresentavam
linfonodos acometidos, ndo recomendando técnicas de
ressecgoes limitadas ou linfadenectomia individualizada
para o CEE, o que nao foi valido para o adenocarcinoma.
Entretanto, sabe-se que a esofagectomia tem alto indice
de morbi-mortalidade. Assim, adequado estadiamento e
avaliagdo mais acurada de metastases linfonodais seria
fundamental para escolha do tratamento apropriado.
Exames de imagem, como a tomografia computadorizada
e a ultrasonografia endoscopica, dependem do tamanho
anatomico do linfonodo como previsor de malignidade,
mas ndo podem diferenciar entre hiperplasia linfonodal e
doenga metastatica. O exame histologico do linfonodo ¢
freqlientemente a avaliagdo padrdo. A correlagdo de mar-
cadores tumorais com a presenga de doenga linfonodal tem
sido estudada na tentativa de reduzir a margem de erro.
Existem ainda controvérsias acerca do marcador CD34
e sua correlagdo progndstica com a presenga de metastases
linfonodais. Neste estudo ndo foi encontrada correlagao
corroborando com pesquisas feitas por Okuno et al.''. Ja
em estudos realizados por Tanigawa et al16 para o CD34,
eles foram significativamente correlacionados com a

presenca de linfonodos positivos.

Em relagdo a profundidade do tumor (estadiamento T)
e estadio comparando-se os grupos de pacientes encontra-
dos nos estadios II e III também ndo foram encontradas
diferencas significativas. Como parte do estadiamento
TNM, o grau de profundidade do tumor também ¢ con-
siderado forte fator progndstico.

A localiza¢do do tumor também ndo apresentou sig-
nificancia tanto na variavel densidade optica quanto no
indice de marcagem para o CD34.

Apesar de ser a angiogénese evento linear e propor-
cional, o que foi evidente neste estudo, ¢ que ndo foram
encontradas correlagdes clinico-histopatologicas estatis-
ticamente significantes com o uso do marcador CD34,
o que seria de se esperar tendo em vista os resultados
encontrados com outros marcadores na literatura®.

CONCLUSAO

O marcador CD34 apresenta expressao no CEE, com
maior valor no indice de marcagem em relagdo a densidade
optica e ndo apresenta correlacdo com as caracteristicas
clinico-histopatologicas estudadas.

Lima OAT, Ribas-Filho JM, Czeczko NG, Malafaia O, Aoki SMS, Dietz UA, Aratjo URMF, Ribas FM. Citophotometric expression of CD34 in squa-
mous cell carcinoma of the esophagus. ABCD Arq Bras Cir Dig 2007;20(4):254-60
ABSTRACT - Background — Esophagus carcinoma is rated among the six more common malignant neoplasias in the world. Due to its aggressive

clinical presentation, squamous cell carcinoma of the esophagus is well known to have one of the poorest prognoses, exhibiting high morbid-mortal-
ity rates. Molecular biology markers have been pointed out as great predictors in tumors diagnoses and staging. Angiogenesis, an essential event
for tumor progression, can be studied using CD34 marker. Aim — To determine, by computerized image cytophotometric study, using SAMBA
4000, the expression of CD34 in squamous cell carcinoma of the esophagus and correlate the results with the clinical-pathological data (age, gen-
der, differentiation tumor graduation, staging, size, tumor localization, depth, and lymph node metastases). Methods — Twenty-nine recovery of
sampled-tissue squamous cell carcinoma of the esophagus were evaluated using immunohistochemistry staining with anti-CD34 marker. Analysis
of tumor expression marker was submitted to SAMBA reading using the following parameters: labeling index and optical density. Correlations
among samples and statistical analysis were possible using SPSS program. Results — The average labeling index for CD34 was 73,40% + 15,20
and as for optical density was 56,10 + 23,54 pixels. CD34 doe not show significant statistical correlation with clinical-pathological features con-
sidered (age, gender, differentiation tumor graduation, staging, size, tumor localization, depth, and lymph node metastases). Conclusion- CD34
marker demonstrates expression in squamous cell carcinoma of the esophagus, presenting a greater labeling index value than optical density. The

respective tumor marker does not show correlation with the clinical-pathological features considered in the study.
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