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RESUMDPO

Objetivo: Descrever, correlacionar e comparar a expressdo dos marcadores tumorais CD-34 (angiogénese) e caspase-3 (apoptose)
em carcinoma ductal invasor de mama. Métodos: Foram utilizados 22 casos de adenocarcinoma infiltrante de mama provenientes
de blocos de parafina e, apds preparo especifico para imunoistoquimica, 15 apresentaram leitura satisfatéria e foram avaliados pelo
sistema de fotocitometria de imagem SAMBA 4000® e software IMMUNO®. Os parametros analisados foram o indice de marcagem
e densidade Optica. Resultados: Para o CD-34 ndo houve normalidade dos dados na andlise do indice de marcagem, com obtencéo
de P=0,019, havendo normalidade para a andlise da densidade optica, com P=0,199. Para a caspase-3 houve normalidade de dados
para o indice marcagem com P=0,306 e para a densidade 6ptica com P=0,114; ndo houve diferenca estatistica significativa entre
eles em relacdo a média do indice de marcagem (P=0,872) e da densidade éptica (P=0,816), quando analisados os parametros que
definem a expressdo dos marcadores; existiu tendéncia a associacdo entre a densidade Optica e o indice de marcagem do marcador
tumoral caspase-3, com P=0,025. Nao foi observada tendéncia a associacao quando comparados densidade Optica e indice de
marcagem do marcador tumoral CD-34; indice de marcagem do marcador tumoral caspase-3 e indice de marcagem do marcador
tumoral CD-34; e densidade optica da caspase-3 com a do CD-34. Conclusdo: Dos 22 casos incluidos foi possivel verificar a
expressao do marcador CD-34 em 18 laminas e da caspase-3 em 22 laminas; Para o CD-34 ndo houve normalidade dos dados na
andlise do indice de marcagem, havendo sim normalidade para a anélise da densidade Optica. Para a caspase-3 houve normalidade
de dados tanto para o indice de marcagem como para a densidade optica. Existe tendéncia a associacdo entre a densidade optica
e o indice de marcagem da caspase-3. Nao foi observada tendéncia quando comparados densidade Optica e indice de marcagem no

CD-34.

Descritores: Neoplasias da Mama. Apoptose. Imunoistoquimica. Citometria por imagem.

INTRODUCAO

O cancer constitui o maior problema de saude publica
nos EUA e paises desenvolvidos. Estudos estatisticos
estimam uma em cada quatro mortes devido a neoplasias
malignas. Dentre as mulheres, o da mama figura entre os
mais incidentes e com maiores indices de letalidade.

A luz dos atuais conhecimentos nao existem da-
dos consistentes que apontem fatores de protecdo primaria
para o cancer de mama, mas sim de reducdo de risco’.
Dentre eles estao a idade acima de 50 anos, local de nas-
cimento (América do Norte e Europa) e histérico de cancer
de mama em mae e irma2.

Quanto ao diagnéstico precoce e métodos de
rastreamento populacional, a Sociedade Americana de
Cancer recomenda exame clinico anual a partir do 20 anos
e mamografias a cada ano a partir dos 40 anos. Entretanto
0 aumento substancial dos exames mamograficos na déca-
da de 80 ndo afetou os indices de mortalidade nos anos
seguintes?.

O diagnostico precoce, entdo, ndo sé tem impac-
to nos indices de mortalidade, mas também nas politicas de
saude, alterando as proporc¢ées de gastos no tratamento®.

Dentre os fatores prognésticos encontram-se o
tamanho do tumor, o comprometimento linfonodal, o grau
histolégico e a idade®.

A sobrevida em cinco anos, englobando todos os
estagios, atinge 98%, reduzindo-se para 26% nos casos
diagnosticados com metastase a distancia®.

O desenvolvimento tecnoldgico permitiu avancos
cientificos na area de biologia molecular e genética, possi-
bilitando compreender melhor os processos de proliferacao
celular e fatores ligados a oncogénese. Dentre os envolvi-
dos no processo de desenvolvimento de tumores encon-
tram-se a apoptose e a angiogénese.

O processo de apoptose esta intimamente ligado
a acdo de proteases, denominadas caspases. Dentre estas,
a caspase-3 tem sido largamente usada como marcador
imunoistoquimico por representar a confluéncia entre os
mecanismos intrinsecos e extrinsecos da apoptose’.

Trabalho realizado na Faculdades Integradas da Unido Educacional do Planalto Central - FACIPLAC, Brasilia, Distrito Federal, DF, Brasil.
1. Mestre do Programa de Pés-Graduacdo em Principios da Cirurgia do Hospital Universitario Evangélico de Curitiba/Faculdade Evangélica do
Parand, Curitiba, PR-BR. 2. Doutor, Professor Permanente do Programa de Pés-graduacao em Principios da Cirurgia do Hospital Universitario
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Em relacdo ao processo de angiogénese, diver-
sos marcadores sao utilizados, com o objetivo de expressar
a microdensidade vascular®.

A andlise da expressdo celular destes marcadores
pode ser executada de diversas maneiras, dentre elas a
marcacdo com técnica de imunoistoquimica analisada sub-
jetivamente pelo patologista ou auxiliado por interpretacdo
computacional®.

Existem diversos métodos de andlise
citofotomeétrica, dentre eles o SAMBA (Systeme d'analyse
microscopique a balayage automatique — Sistema de ana-
lise microscopica de busca automatica) desenvolvido pela
Alcatel (Grenoble - Franca).

Os objetivos deste estudo no carcinoma ductal
infiltrante de mama sdo: 1. descrever a expressdo dos
marcadores tumorais CD-34 e caspase-3; 2.Verificar se havia
normalidade dos dados entre eles; 3. Comparar as expres-
soes em relacao ao indice de marcagem e densidade 6ptica
média.

METODOS

Este trabalho foi avaliado e aprovado pelo Comi-
té de Etica em Pesquisa da Sociedade Evangélica Benefi-
cente, Curitiba PR.

Foram selecionados 22 casos de operacoes reali-
zadas por carcinoma ductal invasor com gradacodes
histolégicas variadas, obtidos no arquivo do Laboratorio
Citolab, em Curitiba, PR, Brasil.

Diante do exame histolégico realizado por pato-
logista, foram utilizados os blocos de parafina tendo como
critério o bom estado de conservacao e areas com boa
representatividade do tecido tumoral (andlise em microscopia
oOptica de laminas coradas pela hematoxilina-eosina).

As laminas, entao, foram preparadas com técni-
ca especifica para imunoistoquimica para os marcadores
caspase-3 e CD-34 e hematoxilina-eosina.

Para determinacdo imunoistoquimica de
apoptose foi utilizado o anticorpo anti-CPP32 humano,
policlonal derivado de coelho, fabricado pela Biogen®,
DakoCytomation®, com diluicdo de 1 microlitro do anticorpo
para cada 500 microlitros de diluente.

Para determinacdo imunoistoquimica do proces-
so de angiogénese utilizou-se o anti-CD-34, anticorpo anti-
humano, monoclonal derivado de plasma de rato, clone
QBENd/10, tipo IgG, fabricado pela Labdivision®, com a
diluicdo de 1 microlitro para cada 200 microlitros de diluente.

Para quantificacdo computadorizada utilizou-se
o sistema SAMBA 4000®. Esse sistema é constituido de
hardware composto por: computador, dois monitores, im-
pressora, microscopio e camera colorida.

A captura de imagens pelo sistema padroniza as
cores verde, azul e vermelha (sistema RGB — “red, green,
blue”) proporcionando captacdo homogénea.

A imagem captada é transformada em pontos
de imagem (pixel) com 4rea equivalente a 0,16 im? por
ponto e enviada ao computador.

O software utilizado para interpretacdo e andlise
das imagens foi o IMMUNO 4.0®.

A etapa inicial foi a calibragdo do sistema, se-
guindo protocolo especifico em 3 fases: controle de entra-
da de luz; white balance e black balance; calibragem no
primeiro campo a ser estudado.

As imagens analdgicas tais quais percebidas
pelo patologista, foram captadas através da camara e
transformadas em imagens numeéricas. Este processo,
chamado de numerizagdo da imagem, envolve inicial-
mente a geracdo de imagem da matriz em niveis de
cinza, e considera 0 como igual a pontos de imagem
sem densidade (transparentes) e 255 a maior densidade.
Entre os dois niveis de cor, existe gradacdo em cinza
representando a maior ou menor dificuldade de passa-
gem da luz pelo tecido existente na lamina, ou seja,
onde nado existe tecido é 0 e quando o tecido é o maior
em intensidade, dificultando ao maximo a passagem do
luz, é 255. A variacdo numérica ird representar a dife-
rente concentracao do marcador.

Para melhor aproveitamento das imagens em
cada lamina utilizou-se os locais de maior acdo do marcador,
denominados hot spots. O aumento utilizado foi de 20 ve-
zes em todo tecido marcado.

Na analise computacional, o software determina
o indice de marcagem, que demonstra o quanto da super-
ficie da lamina foi marcado (em analise percentual), e a
densidade 6ptica, que demonstra a concentracdo do
marcador na area analisada .

Para apresentacdo da frequéncia do indice de
marcagem do CD-34, as laminas foram divididas em amos-
tras com indices em cinco grupos de: 30,01% a 40%;
40,01% a50%; 50,01% a 60%; 60,01% a70e70,01% a
80%.

Para a frequéncia da densidade optica do CD-
34, as laminas foram divididas em amostras com densida-
de em seis grupos de: 30,01 a 40; 40,01 a 50; 50,01 a 60;
60,01 a 70; 70,01 a 80 e 80,01 a 90.

Para a frequéncia do indice de marcagem da
caspase-3, as laminas foram divididas em amostras em cin-
co grupos com indices de: até 20%; 20,01 a40%; 40,01 a
60%; 60,01 a 80% e 80,01 a 100%.

Para a distribuicao da frequéncia da densida-
de 6ptica da caspase-3, as laminas foram divididas em
sete grupos com densidade de: 20,00 a 30 ; 30,01 a 40;
40,01 a 50; 50,01 a 60; 60,01 a70; 70,01 a 80 e 80,01
a 90.

Os resultados obtidos no estudo foram expressos
por médias, medianas, valores minimos, valores maximos
e desvios-padrao.

A condigdo de normalidade das varidveis quanti-
tativas foi investigada usando-se o teste de Shapiro-Wilks.
Para avaliar o grau de associacao entre a expressdo dos
marcadores, foi estimado o coeficiente de correlacdo de
Pearson ou o de Spearman. A comparacao dos marcadores
foi feita usando-se o teste t de Student para amostras
pareadas. Valores de P<0,05 indicaram significancia esta-
tistica.
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RESULTADOS

Neste estudo foram considerados 22 casos. Com
o marcador CD-34 foi possivel a leitura de 18 laminas e
com a caspase-3 foram lidas 22 laminas.

Apds a leitura foi elaborada tabela que demons-
trou o numero de campos lidos, o nimero de cada caso, o
indice de marcagem e a densidade éptica (Tabela 1).

Quando comparadas as expressdes dos dois
marcadores entre eles, utilizou-se 15 casos, o que corresponde
as laminas lidas pelos dois marcadores (Tabela 2).

Marcador CD-34

Distribuicdo de frequéncia do indice de marcagem

Na tabela 3 sao apresentadas as distribuicoes de
frequéncias do indice de marcagem segmentados nos cin-
CO grupos.

Testou-se a hipdtese nula de que os dados
teem distribuicdo normal versus a alternativa de que

Tabela 1 -

eles ndo a teem. Os resultados indicaram que nao ha
normalidade dos dados para o indice de marcagem
(P=0,019).

Distribuicdo da frequéncia da densidade éptica

Na tabela 3 sao apresentadas as distribuicoes de
frequéncia da densidade optica do marcador CD-34, seg-
mentados nos seis grupos.

Testou-se a hipétese nula de que os dados teem
distribuicdo normal versus a alternativa de que eles nao a
teem. Os resultados dos testes indicaram que, para CD-34,
nao houve rejeicao da hipotese de normalidade dos dados
para a densidade 6ptica (P=0,199).

Marcador caspase-3

Distribuicdo de frequéncia do indice de marcagem

Na tabela 4 sao apresentadas as distribuicoes de
frequéncias do indice de marcagem da caspase-3, segmen-
tados nos cinco gupos.

Resultados da andlise do indice de marcagem e densidade déptica dos marcadores tumorais CD-34 e caspase-3.

N° de campos lidos

(CD-34 / caspase-3) Cédigo CD-34 caspase-3
do caso Indice de marcagem Densidade 6ptica Indice de marcagem Densidade 6ptica
10/10 K51 72,94% 64,57 70,42% 64,28
K52
10/10 K53 67,83% 70,64 76,95% 60,33
10/10 K54 71,51% 68,55 69,46% 62,17
K55
10/10 K56 77,10% 49,89 67,60% 89,7
10/10 K57 73,47% 83,79 92,26% 78,74
10/10 K58 53,96 % 79,6 82,79% 66,73
K59
10/10 K60 75,35% 68,86 58,26% 56,83
10/10 K61 64,26% 79,57 57,90% 58,73
10/10 K62 62,77% 46,95 40,18% 59,59
10/10 K63 74,70% 62,33 76,09% 45,2
K64
K65
10/10 K66 75,04% 68,56 49,62% 55,28
K67
10/10 K68 78,92% 68,25 14,56% 27,62
K69
10/10 K70 39,19% 30,93 48,63% 55,57
10/10 K71 44,09% 38,42 83,71% 49,16
10/10 K72 47,07% 41,08 73,34% 72,38
Tabela 2 - Valores de média, mediana, maximo, minimo e desvio-padrdo do indice de marcagem e densidade optica dos
marcadores CD-34 e caspase-3.
Variavel n Média Mediana Minimo Méaximo Desvio-padrao
fndice de marcagem do CD-34 15 65,21 71,51 39,19 78,92 13,04
Densidade optica do CD-34 15 61,47 68,25 30,93 83,79 16,20
fndice de marcagem da caspase-3 15 64,12 69,46 14,56 92,26 19,91
Densidade optica da caspase-3 15 60,15 59,59 27,62 89,70 14,38
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Tabela 3 - Distribuicdo de frequéncia do indice de marcagem e distribuicdo de frequéncia da densidade optica do marcador
CD-34.
Indice de marcagem do CD-34 Frequéncia Percentual
30,01 a 40 1 6,67
40,01 a 50 2 13,33
50,01 a 60 1 6,67
60,01 a 70 3 20,00
70,01 a 80 8 53,33
Total 15 100
Condicdo de normalidade: P=0,019 (Teste de Shapiro-Wilks)
Densidade Optica Frequéncia Percentual
30,01 a 40 2 13,33
40,01 a 50 3 20,00
50,01 a 60 0 0,00
60,01 a 70 6 40,00
70,01 a 80 3 20,00
80,01 a 90 1 6,67
Total 15 100

Condicdo de normalidade: P=0,199 (Teste de Shapiro-Wilks).

Tabela 4 -
tumoral caspase-3.

Distribuicdo de frequéncia do indice de marcagem e distribuicdo de frequéncia da densidade 6ptica do marcador

Indice de marcagem Frequéncia Percentual
Até 20 1 6,67
20,01 a 40 0 0
40,01 a 60 5 33,33
60,01 a 80 6 40,00
80,01 a 100 3 20,00
Total 15 100
Condicdo de normalidade: P=0,306 (Teste de Shapiro-Wilks)

Densidade O6ptica Frequéncia Percentual
20,00 a 30 1 6,67
30,01 a 40 0 0
40,01 a 50 2 13,33
50,01 a 60 5 33,33
60,01 a 70 4 26,67
70,01 a 80 2 13,33
80,01 a 90 1 6,67
Total 15 100

Condicdo de normalidade: P=0,704 (Teste de Shapiro-Wilks).

Testou-se a hipdtese nula de que os dados teem
distribuicdo normal versus a alternativa de que eles néo a
teem. Os resultados indicaram que nao houve rejeicao da
hipotese de normalidade dos dados para o indice de
marcagem (P=0,306).

Distribuicdo de frequéncia da densidade
Optica

Na tabela 4 sdo também apresentadas as distri-
buicdes de frequéncias da densidade 6ptica segmentadas
nos sete gupos.

Testou-se a hipdtese nula de que os dados teem
distribuicdo normal versus a alternativa de que eles néo a
teem. Os resultados indicaram que nao houve rejeicao da
hipotese de normalidade dos dados para a densidade 6ptica
(P=0,704 - teste de Shapiro-Wilks).

Correlagdo entre as expressdes dos
marcadores CD-34 e caspase-3

Indice de marcagem

Testou-se a hipotese nula de que as médias do
indice de marcagem do CD-34 e do indice de marcagem
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da caspase-3 sao iguais versus a alternativa de que as mé-
dias sdo diferentes.

Na tabela 5 sdo apresentados os valores de média,
mediana, minimo, maximo e desvio-padrao do indice de marcagem
dos dois marcadores e também da diferenca entre eles.

O resultado do teste indicou a ndo rejeicdo da
hipotese nula (P=0,872). Sendo assim, ndo se pode afirmar
gue existe diferenca significativa entre CD-34 e caspase-3
em relacdo a média do indice de marcagem.

Densidade 6ptica

Testou-se a hipdtese nula de que as médias da
densidade o6ptica do marcador CD-34 e a caspase-3 sdo
iguais versus a alternativa de que elas sao diferentes.

Na tabela 5 sdo apresentados os valores de média,
mediana, minimo, maximo e desvio-padrao do indice de marcagem
dos dois marcadores e também da diferenca entre eles.

O resultado do teste indicou a nao rejeicdo da
hip6tese nula (P=0,816). Sendo assim, ndo se pode afirmar
gue existe diferenca significativa entre CD-34 e caspase-3
em relacdo a média da densidade optica.

Comparagdo entre as expressdes dos
marcadores

Para avaliar o grau de associacao entre as ex-
pressdes dos marcadores, foram estimados os coeficientes
de correlacao.

Em cada situacao testou-se a hipdtese nula de
auséncia de correlacdo entre as expressdes dos marcadores
versus a alternativa de existéncia (Tabela 6).

Os resultados dos testes estatisticos indicaram
gue, para o marcador caspase-3, valores baixos do indice
de marcagem correspondem a valores baixos da densida-
de Optica, bem como valores altos de indice de marcagem
correspondem a valores altos de indice de densidade dptica,
indicando correlacdo significativa entre o indice de
marcagem e a densidade 6ptica (P=0,025).

DISCUSSAO

O avanco cientifico e tecnolégico das ciéncias
médicas propiciou ao longo dos ultimos séculos revolugdes
em termos de expectativa e qualidade de vida.

Com aumento da expectativa, o cancer vem se
configurando como problema de satde publica em carater
mundial, desafiando a ciéncia na busca de entender me-
lhor os processos biolégicos envolvidos na génese desse
grupo de moléstias, assim como fatores que possam deter-
minar a prevencao primaria e prognéstico.

Pela alta incidéncia do cancer de mama, a ob-
tencdo de amostra para este estudo nao apresentou maio-
res dificuldades. Entretanto o primeiro lote de 50 casos nao
forneceu cortes histolégicos adequados para estudo
imunoistoquimico. Esta primeira amostra foi proveniente
de operacdes realizadas entre 2000 e 2004. Um segundo
lote com 22 casos foi proveniente de outras realizadas em
2006. Dos 22 blocos selecionados, 15 apresentaram leitura
satisfatoria pelo sistema SAMBA 4000®, apresentando,
portanto, indice de aproveitamento dos blocos de 68,2%.

Tabela 5 - Valores de média, mediana, valores minimos, valores maximos, desvio- padrao e valor de P do indice de marcagem
dos marcadores e da densidade dptica dos marcadores CD-34 e caspase-3 e da diferenca entre ambos.
n Média Mediana Minimo Maéaximo Desvio-padrdo Valor de P *
indice de marcagem do CD-34 15 65,21 71,51 39,19 78,92 13,04
fndice de marcagem do caspase-3 15 64,12 69,46 14,56 92,26 19,91
Diferenca (caspase3/CD-34) 15 -1,10 -2,05 -64,36 39,62 25,82 0,872

(*) Teste t de Student para amostras independentes.

n Média Mediana Minimo Maximo Desvio-padrao Valor de P *
Densidade ¢ptica do CD 34 15 61,47 68,25 30,93 83,79 16,20
Densidade optica da caspase-3 15 60,15 59,59 27,62 89,70 14,38
Diferenca (caspase3/CD-34) 15 -1,31 -6,38 -40,63 39,81 21,48 0,816
(*) Teste t de Student para amostras independentes.
Tabela 6 - Coeficientes de correlacdo entre as expressdes dos marcadores CD-34 e caspase-3.
Variadveis analisadas n Coeficiente Valor de P

de correlagao

fndice de marcagem do CD-34 x densidade ¢ptica do CD-34 15 0,343 0,211*
fndice de marcagem da caspase-3 x densidade dptica da caspase-3 15 0,574 0,025**
fndice de marcagem do CD-34 x indice de marcagem da caspase-3 15 -0,243 0,383*
Densidade 6ptica do CD-34 x densidade 6ptica da caspase-3 15 0,017 0,953**

* Coeficiente de correlacdo de Spearman.
**Coeficiente de correlacdo de Pearson.
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Este indice sugere que as condicdes e tempo de armazena-
gem dos blocos de parafina podem influenciar no apro-
veitamento para estudo imunoistoquimico.

Para determinagdo imunoistoquimica do processo de
angiogénese utilizou-se o anti-CD-34, anticorpo anti-humano,
monoclonal derivado de plasma de rato, clone QBENd/10, tipo
IgG que é de escolha para protocolos que utilizem tecidos em
blocos de parafina devido a resisténcia a desnaturacao.

O CD-34 é um marcador pan-endotelial, assim
como o CD-31 e o Fator VIII. Entretanto, novos trabalhos
cientificos que tentam determinar marcadores mais especi-
ficos os utilizam como parametros para comparacao'™

O progresso tem avancado na identificacdo de
moléculas que compde o mecanismo de angiogénese e no
desenvolvimento de tratamentos que nela atuem’'.

A quimioterapia classica é dependente da perfusdo
do tumor para distribuicdo da droga e baixa perfusao tumoral
é uma das razdes principais para pouca biodisponibilidade da
maioria dos quimioterapicos no sitio tumoral. O mesmo racio-
cinio serviria para radioterapia, pois a terapia anti-angiogénica
promove hipdxia, e esta, por sua vez, ¢ uma das principais
razdes para resisténcia a radiacdo, entretanto, existe evidén-
cia clinica que a combinacao de terapia anti-angiogénica e
radioterapia podem funcionar de forma sinérgica?.

A caspase-3 tem sido um dos marcadores
tumorais mais estudados na pesquisa dos mecanismos
apoptoticos pela sua localizacdo na cascata das
proteases, representando tanto a via intrinseca como a
via extrinseca’.

O SAMBA mostrou correlacdo positiva entre o
indice de marcagem e a densidade 6ptica para a caspase-
3, sugerindo que a area de marcacdo acompanhou a in-
tensidade de marcacdo. Através destes dados pode-se su-
gerir uniformidade por toda a extensdo do comportamento
celular no que tange o processo de apoptose.

Estudos imunoistoquimicos sobre a apoptose, atra-
vés da caspase-3, apontam para a maior expressao em
tecidos tumorais que em nao tumorais®*3,

No presente estudo, os resultados nao sugeriram
tendéncia a associacao da expressao do CD-34 e da caspase-
3, ndo podendo estabelecer, portanto, correlacao dos pro-

ABSTRACT

cessos de apoptose e angiogénese, sendo necessarios mais
trabalhos que estudem diretamente estes dois processos.
Em 73%, as laminas analisadas apresentaram indice de
marcagem acima de 60,01 %, sugerindo resultado seme-
lhante aos encontrados por outros autores'™, mesmo com
utilizacdo de metodologia diferente. Outro resultado com-
paravel a literatura foi a expressdo do marcador CD-34 atra-
vés de sua densidade 6ptica™.

Um fator que poderia modificar a analise da
marcacao imunoistoquimica seria o sitio do tumor. No pre-
sente estudo foram contemplados apenas tumores prove-
nientes de seu sitio primario, sugerindo novos estudos com
mesma metodologia, comparando a expressao do marcador
em tumores primarios e em sftios metastaticos. Estudo expe-
rimental ja demonstrou diferenga no processo angiogénico
da mesma linhagem tumoral dependente do local do tu-
mor (sitio primario x sitio metastatico)'.

A escolha do SAMBA® foi influenciada por nu-
merosos fatores, sendo preponderante a possibilidade de
comparacao de resultados, por se tratar de analise com re-
sultados numéricos, e a facil reprodutibilidade da técnica.

Quando analisado juntamente com a citometria
de fluxo, a de imagem produz resultados comparaveis, como
descrito por Chen, et al.”?, em estudo para analise de DNA
em cancer de mama.

No presente ensaio ndo foi observada tendéncia
a correlagdo quando comparados entre si a densidade dptica
e o indice de marcagem dos dois marcadores, portanto
nenhuma correlacdo direta foi estabelecida entre os pro-
cessos de angiogénese e apoptose.

Dos 22 casos incluidos foi possivel verificar a ex-
pressao do marcador CD-34 em 18 laminas e da caspase-3
em 22 laminas. Para o CD-34 ndo houve normalidade dos
dados na analise do indice de marcagem, havendo sim
normalidade para a analise da densidade optica. Para a
caspase-3 houve normalidade de dados tanto para o indice
de marcagem como para a densidade optica. Existe tendén-
Cia a associacao entre a densidade éptica e o indice de
marcagem da caspase-3. Nao foi observada tendéncia quan-
do comparados densidade dptica e indice de marcagem no
CD-34.

Objective: Describe, correlate and compare the expression of the tumor markers CD 34 (angiogenesis) and caspase-3 (apoptosis) in invasive
breast adenocarcinoma, through image cytometry with the system SAMBA4000®. Methods: Twenty-two cases of invasive breast
adenocarcinoma from paraffin-embedded archival tissue, and after specific prepare, fifteen cases presented a satisfactory lecture with SAM-
BA4000® and could, finally, be evaluated by the software IMMUNO® (n = 15). The parameters analysed were the label index — in percentage,
indicating the marked surface - and the optical density, in pixels — indicator of the marker intensity. The results were tabulated
and expressed in averages, mediums, minimum and maximum values. The statistic analysis was realized by the Shapiro-Wilkins,
Student test, Pearson’s and Spearman’s correlation, with statistic significance for values from p < 0,05. Results: There was
no data normality for the label index CD34 (p= 0,019), there was normality in the analysis of the optical density of both markers
and label index of the marker Caspase-3. There was no difference relating to the average of the index marker and the optical
density when they were compared. Conclusions: There was a tendency to correlate the label index and the optical density
of the tumor marker caspase-3, the same did not occur with the tumor marker CD 34. Other analysis did not show any
correlation between the two studied markers. Other studies involving theses two cell processes are needed to extend the
knowledge of the cancer biomolecular mechanic and to permit new diagnostic and therapeutic strategies.

Key words: Breast Neoplasms. Apoptosis. Immunohistochemistry. Image cytometry.
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