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RESUMO

Objectivo: Realizar a medida da área vascu-
lar tumoral e a contagem individual dos micro-
vasos, demonstrados por imuno-histoquímica, em
imagens de campos microscópicos de carcinoma
de células não pequenas dos pulmões, verificando
a correlação dessas medidas com a sobrevida dos
pacientes. Tipo do estudo: transversal e observa-
cional. Material e métodos: O material foi pro-
veniente de peças cirúrgicas de 107 pacientes com
carcinoma de células não pequenas dos pulmões
tratados no Pavilhão Pereira Filho – Santa Casa
de Porto Alegre. A partir de cortes de tecido in-
cluídos em parafina, foi realizada imuno-his-
toquímica com o anticorpo monoclonal anti-CD
34 (clone QB-End10; DAKO Corporation). A área
vascular tumoral e a contagem de microvasos fo-
ram obtidas com o auxílio do programa de com-
putador Image Pro Plus – 3.0. Resultados: A so-
brevida média, em cinco anos, nos casos com alta
área vascular (utilizando a média das áreas como
ponto de corte) foi 21,7 meses ± 2,5, sendo signifi-
cativamente menor (P < 0,0001) do que os de baixa
área vascular, com 38,9 meses ± 3,0. O coeficiente
de correlação entre a medida de área de microva-
sos e a contagem numérica destes foi 0,5 (P =
= 0,001). A área vascular tumoral apresentou
maior correlação com a sobrevida (coef. corre-
lação – 0,48/P = 0,001) do que a contagem numéri-
ca dos microvasos tumorais (coef. de correlação
– 0,2 / P = 0,03). Não foi encontrada correlação
significativa entre a medida de área de microva-
sos e classificação histológica do tumor, sistema
TNM, estado linfonodal e estadiamento clínico.
Conclusão: A medida de área vascular tumoral,
estabelecida com auxílio de computador, pode ser
utilizada como um factor prognóstico para o car-
cinoma de células não pequenas dos pulmões.
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Palavras-chave: Angiogénese. CD 34. Imuno-his-
toquímica. Carcinoma de células não pequenas dos
pulmões. Análise de imagem.

ABSTRACT

Objective: To accomplish the tumor vascular
area measure and the microvessel count, shown
by immunohistochemistry, in non small cell lung
cancer (NSCLC) microscopic images, and verify
the correlation between these measurements and
patients survival. Design: cross-sectional and ob-
servational. Material and methods: The material
was deriving from 107 NSCLC surgical specimens
in Pavilhão Pereira Filho — Santa Casa, Porto
Alegre. Immunohistochemistry with anti-CD 34
monoclonal antibody (QB-End10; DAKO Corpo-
ration) was performed on paraffin-embedded tis-
sue sections. The tumoral vascular area and the
microvessel count were obtained by Image Pro
Plus – 3.0 program. Results: The 5-year survival
rate of high vascular area group (the cut-off was
the mean of areas) was 21.7 months ± 2.5, signi-
ficantly lower (P < 0.0001) than the low vascular
area cases, 38.9 months ± 3.0. The correlation co-
efficient between microvessel area and microves-
sel count was 0.5 (P = 0.001). The tumoral vascu-
lar area shown higher correlation to survival
(correlation coefficient: – 0.48 / P = 0.001) than
the tumoral microvessel count (correlation coef-
ficient: – 0.2 / P = 0.03). There was not any signi-
ficant correlation between the microvessel areas
and the histological type, the TNM, the lymph
nodes status and the clinical staging. Conclusion:
The tumoral vascular area measurement, with
computed assistance, can be used as a prognostic
marker in NSCLC.
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Key-words: Angiogenesis. CD 34. Immunohisto-
chemistry. NSCLC. Image analysis.



Janeiro/Fevereiro 2003 Vol. IX N.º 1 21

A DETERMINAÇÃO QUANTITATIVA DA ÁREA DE MICROVASOS INTRATUMORAIS PODE SER UM
INDICADOR ÚTIL PARA TRATAMENTO COADJUVANTE EM CARCINOMAS DE CÉLULAS NÃO PEQUENAS

OPERADOS DO PULMÃO/LUCIANE CRISTINA DREHER IRION, JOÃO CARLOS PROLLA, ANTÔNIO
ATALÍBIO HARTMANN, VINÍCIUS DUVAL DA SILVA

Introdução

Apesar dos avanços na conduta clínica e cirúr-
gica para os pacientes com carcinoma de células
não pequenas dos pulmões, o seu prognóstico per-
manece reservado, mesmo quando o tratamento
é realizado em estádios iniciais1, sendo ainda a
sobrevida média inferior a 15% em 5 anos2. Se-
gundo as Estimativas de Incidência e Mortali-
dade por Câncer do Instituto Nacional do Cân-
cer (INCA), a neoplasia de pulmão deverá atingir
21 425 pessoas (15 040 homens e 6385 mulheres)
e causar 15 955 mortes em 2002. Isto significa
17,45/100 000 casos novos e 12,99/100 000 óbi-
tos em homens; 7,20/100 000 casos novos e
5,29/100 000 óbitos em mulheres3.

A necessidade de identificar indicadores
prognósticos mais precisos tem fomentado a
pesquisa médica na busca de parâmetros bioló-
gicos, tais como estudo morfométrico tumoral,
pesquisa de oncogenes, expressão de genes su-
pressores de tumor e índices de proliferação ce-
lular1, 4, 5, 6, 7. Da mesma forma, a investigação de
marcadores prognósticos para neoplasias pulmo-
nares tem sido constantemente realizada (8, 9, 10).
Estudos recentes têm demonstrado que a angio-
génese pode ser considerada como um factor
prognóstico independente11, 12, 13, 14. Muitos inves-
tigadores já constataram uma relação entre an-
giogénese e prognóstico em neoplasias, entre elas
tumores de mama15, 16, próstata17, ovário18, colo
uterino19, cabeça e pescoço12, estômago20 e pele -
-melanoma21. Neste sentido, a análise da densi-
dade vascular pode auxiliar na escolha da te-
rapêutica, especialmente quanto a indicação ou
não de drogas inibidoras da angiogénese22, 23, 24.
A partir de um estudo publicado por Macchia-
rini25, outros autores passaram a analisar a angiogé-
nese em neoplasias de pulmão, nos diferentes
estádios da doença7, 26, 27.

Angiogénese é um processo fisiológico que
traduz o desenvolvimento e proliferação de va-
sos. Este processo, que ocorre desde o período

embrionário, durante o ciclo menstrual e na
reacção inflamatória, desenvolve-se através da
degradação da membrana basal de vénulas, se-
guidas de migração, alinhamento e proliferação
de células endoteliais a partir de estímulos an-
giogénicos28. Nas neoplasias em geral, também
estão presentes alguns estímulos angiogénicos,
em maior ou menor intensidade, ocorrendo a «an-
giogénese tumoral».

A avaliação de microvasos tumorais e peritu-
morais (expressão da angiogénese) pode ser facil-
mente realizada através de exame imuno-his-
toquímico em cortes histológicos a partir de
blocos de parafina, utilizando anticorpos mono-
clonais específicos, como anti-Factor VIII, anti-
-CD 34 e anti-CD 31, entre outros29, 30, 31. Na maio-
ria das pesquisas sobre angiogénese tumoral,
executa-se a contagem directa do número de mi-
crovasos nas regiões do corte histológico onde
há maior concentração desses microvasos. Estas
zonas de maior concentração dos microvasos são
conhecidas na literatura como «pontos quentes»-
-«hot spots»15. A contagem de microvasos no tu-
mor é, contudo, uma técnica demorada e traba-
lhosa. Por outro lado, novos horizontes têm sur-
gido com a utilização da computação, sendo
possível avaliar a atividade angiogénica com
maior practicidade, rapidez, precisão e acuidade.
Esta abordagem possibilitaria a verificação de
outras características, como a área vascular tu-
moral, o perímetro e o diâmetro dos vasos, além
da tradicional contagem individual dos microva-
sos. Avaliações iniciais da angiogénese com o
auxílio do computador foram realizadas em al-
guns tipos de tumores, como de sistema nervoso
central32, intestino grosso33 e colo uterino19, porém
cada um destes estudos utilizou um programa de
computador diferente.

Aproveitando a disponibilidade do programa
Image Pro Plus, desenvolvemos este estudo ava-
liando a intensidade da angiogénese tumoral em
pacientes com carcinoma de células não peque-
nas dos pulmões, através da quantificação da área
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vascular tumoral, bem como a contagem do
número de microvasos. A área vascular tumoral
e o número de microvasos foram, então, corre-
lacionados com a sobrevida.

Material e Métodos

Avaliação do comité de ética

O projecto deste trabalho foi submetido à ava-
liação do comité de ética em pesquisa do Com-
plexo Hospitalar Santa Casa, em Porto Alegre,
correspondendo ao protocolo 240/00, o qual foi
aprovado sem restrições.

Amostragem tecidular

O material foi proveniente de tecidos incluí-
dos em blocos de parafina de 107 pacientes com
carcinoma de células não pequenas dos pulmões,
tratados através de cirurgia entre Abril de 1993 e
Fevereiro de 1996 no Serviço de Cirurgia Toráci-
ca do Pavilhão Pereira Filho, no Complexo Hos-
pitalar Santa Casa, em Porto Alegre, RS, Brasil.
Foram incluídos os casos de pacientes que pos-
suíam, pelo menos, dois blocos de parafina com
amostragem tumoral, para garantir um material
adequado. Os pacientes não poderiam ter recebi-
do qualquer tratamento antiblástico específico
antes do procedimento cirúrgico. Foram confec-
cionadas lâminas histológicas coradas por hema-
toxilina e eosina (HE), para confirmação diag-
nóstica e classificação de acordo com os critérios
da Organização Mundial da Saúde (OMS)34. O
estadiamento também seguiu as recomendações
da OMS35. A partir destas lâminas, foi seleciona-
do o bloco de parafina mais adequado para a rea-
lização da imuno-histoquímica. Um resumo de
dados clínicos e estadiamento encontra-se no
Quadro I.

Imuno-histoquímica

O material a ser submetido ao estudo imuno-
-histoquímico foi fixado em formalina e incluído
em parafina, para confecção de cortes histológi-
cos com 4 µm de espessura. Através de imunope-
roxidase pela técnica do complexo avidina-bioti-
na (ABC), foi utilizado o anticorpo monoclonal
anti-CD 34 (clone QB-End10; DAKO Corpora-
tion) na diluição de 1:1000 e incubado durante a
noite a uma temperatura de 4oC. Os cortes foram
incubados com imunoglobulina anti-mouse bio-
tinilada (diluição 1:300, DAKO) por 30 minutos
a 37oC. Foi aplicado o complexo ABC (1:400)
após a lavagem em tampão salino (phosphate
buffered saline–PBS). Finalmente, foi aplicado
o cromógeno diaminobenzidina (DAB) e poste-
riormente realizada a contracoloração com he-
matoxilina. Cortes para controlo negativo foram
processados simultaneamente sem o anticorpo
primário.

Obtenção das imagens

A avaliação das lâminas ocorreu no laboratório
de Citopatologia do Hospital de Clínicas de
Porto Alegre, sendo efetuada por dois patologis-
tas simultaneamente, sem o conhecimento de
qualquer informação clínica sobre os casos. No
caso de discordância, seria requerida a opinião
de um terceiro observador. Um teste-piloto, com
vinte casos de pacientes diferentes, foi realizado
para treinamento dos observadores, sendo obti-
das dezoito imagens por caso, como no processo
dos pacientes incluídos no estudo. Os cortes his-
tológicos foram realizados nas zonas periféricas
do tumor, longe de áreas de necrose, conforme
preconizado15, sendo definido como microvaso
qualquer célula endotelial imunocorada e sepa-
rada dos microvasos adjacentes, das células tu-
morais e de outros elementos do tecido con-
juntivo36, 37.
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Para avaliação dos microvasos através de
análise computadorizada, foi realizada a digita-
lização das imagens dos campos microscópicos,
utilizando uma câmara de vídeo (Sony 3CCD,
DXC-97OMD) ligada ao microscópio e ao com-
putador. Assim, foi possível uma demonstração
do campo microscópico no monitor, em tempo
real. Inicialmente, foi realizada uma observação
panorâmica do corte histológico de cada caso,
com aumento de 30x. Passando-se para o aumento
de 100x, seleccionaram-se as três áreas de maior
concentração de microvasos por caso, ou seja,
três hot spots13. Com o aumento de 200x (0,74
mm2), procedeu-se à digitalização das imagens
nestas três áreas. Com o intuito de avaliar a área
preconizada por Weidner e, uma vez que o cam-
po de visual da câmara de vídeo é menor do que
o do microscópio, foi necessária a digitalização
de 6 campos contíguos em cada hot spot, totali-

zando 18 campos fotografados em cada pa-
ciente15. Todas as imagens foram arquivadas no
computador em formato «*.tif».

Avaliação dos microvasos

Para avaliação dos microvasos, foi utilizado
o programa de computador Image Pro Plus 3.0,
na resolução de 640 x 480 pixels e com 24 bits
de cores. Primeiramente, definiu-se o limiar de
positividade da reacção de imuno-histoquímica:
com o auxílio do rato do monitor, o patologista
escolheu a tonalidade mais ténue e a mais forte
do vermelho-acastanhado conferido pelo DAB,
em cada imagem, registando-a como o limiar de
positividade para o programa. Com esta selecção
feita, o programa considerou automaticamente
todas as estruturas (objectos) coradas dentro da

            Área de Microvasos (µm2)           N.o de Microvasos

                                                  Mínima             Média              Máxima        Mínimo           Médio         Máximo
Sexo

  Masculino     90 186,04 2654,85 5123,67 4,72 11,945 19,17
  Feminino     17 623,51 1628,45 2633,39 5,44 10,025 14,61

Idade
  Até 60 anos     50 325,46 1479,42 2633,39 5,61 12,39 19,17
  Mais de 61 anos     57 290,92 2707,29 5123,67 4,72 10,3 15,89

Tipo
Histológico   Epidermóide     53 186,42 2655,04 5123,67 4,72 11,61 18,5

  Adenocarcinoma     45 417,87 1629,95 2842,03 4,72 11,94 19,17
   Outros      9 664,40 1520,37 23376,3 5,44 8,58 11,72

Metástase em
Linfonodo   Sim     59 186,04 2654,85 5123,67 4,72 10,3 15,89

  Não     48 325,46 1583,74 2842,03 4,72 11,94 19,17
Estadiamento

  IA      9 325,46 995,33 1665,19 5,61 10,86 16,11
  IB     32 417,87 1629,95 2842,03 4,72 11,94 19,17
  IIA      6 623,22 1239,06 1854,90 8,00 8,55 9,11
  IIB     23 417,42 2770,54 5123,67 6,06 10,97 15,89
  IIIA     29 186,04 1494,77 2803,50 4,72 10,11 15,50
  IIIB      8 290,92 1333,58 2376,25 6,39 8,83 11,28

QUADRO I
 Dados clínicos, estadiamento e avaliação vascular

No de
Pacientes
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faixa de tonalidades incluídas no limiar, ressal-
tando-as numa cor viva, para que o patologista
pudesse conferir as estruturas seleccionadas (Figs.
1 A e B). Tratando-se de uma imagem plana, a
informação da lente de ampliação do microscó-
pio permite que o programa meça automatica-
mente a área total correspondente aos microva-
sos marcados pela imuno-histoquímica (em µm2)
e seleccionados por se encontrarem dentro do li-
miar de cores escolhido pelo patologista. Os re-
sultados das 18 fotos são, então, transferidos au-
tomaticamente do Image Pro Plus para o
programa Microsoft Excel. A área vascular as-
sumida para cada paciente corresponde à média
das áreas vasculares das 18 imagens do seu ar-
quivo.

Em seguida, foi realizada a contagem do
número de microvasos corados nas mesmas ima-
gens. Com o rato, o patologista seleccionava cada
microvaso imunocorado, permanecendo selec-
cionado até que todos estivessem marcados. Após
a marcação dos microvasos, o programa realiza-
va a contagem dos objectos (microvasos) assi-
nalados em cada imagem. O número de micro-
vasos de cada paciente corresponde à média do
número de microvasos nas 18 imagens do seu
arquivo (Figs. 2 A e B).

Análise estatística

A análise da sobrevida específica dos pa-
cientes com carcinoma de células não pequenas
dos pulmões foi calculada pelo método de Kap-
lan-Meier. A análise de indicadores dicotomiza-
dos também foi baseada no método de Kaplan-
-Meier e a diferença entre os grupos foi verificada
por teste de log rank. Os resultados de ambos os
métodos de avaliação foram correlacionados en-
tre si.

Os resultados de variáveis secundariamente
avaliadas, como classificação histológica do tu-
mor, o sistema TNM, o estado linfonodal e o es-

tadiamento clínico foram correlacionados com a
angiogénese, segundo a média dos valores de
áreas de cada caso. Em todas as análises, um va-
lor de p menor do que 0,05 foi considerado esta-
tisticamente significativo. A análise estatística foi
realizada com o auxílio dos programas SPSS 8.0
para Windows e Microsoft Excel 97 SR-1.

Resultados

Pacientes

Dos 107 pacientes, 90 eram do sexo mascu-
lino e 17 do feminino. A média de idades foi de
61,73 anos, variando entre 36 e 80 anos. O inter-
valo entre o dia da cirurgia e o encerramento do
trabalho foi de 72 meses, em média, variando
entre 55 e 89 meses. Setenta e quatro pacientes
morreram durante o seguimento, onze per-
maneceram vivos, perdendo-se contacto com
vinte e dois pacientes. Para análise de sobrevida,
foram desconsiderados os pacientes perdidos.
Apenas um paciente negou história de tabagis-
mo. Entre os fumadores, o tempo médio de fumo
foi de 38,55 anos (10-60 anos).

Classificação histológica

Do total, foram diagnosticados 53 carcinomas
epidermóides (49,53 %), 45 adenocarcinomas
(42,05 %) e 9 casos (8,41 %) com outros tipos
(carcinoma de grandes células, carcinoma de
células tipo intermediárias, carcinoma de padrão
neuroendócrino). Quanto à diferenciação da neo-
plasia, a maioria dos carcinomas epidermóides
foi classificada como moderadamente diferen-
ciada (42–79,2 %), sendo 3 casos (5,7 %) classi-
ficados como bem diferenciados e 8 (15,1 %) pou-
co diferenciados. Entre os adenocarcinomas, a
distribuição foi um pouco mais homogénea, cor-
respondendo os bem diferenciados a 8 casos
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Imagem digitalizada de campo microscópico com aumento de 200x antes de
accionar o comando do programa analisador de imagem.

Fig. 1A —

Imagem após  o  comando  do programa analisador de imagens, mostrando o que
exactamente foi considerado.

Fig. 1B —
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Imagem digitalizada de campo microscópico antes de realizar a contagem
numérica de microvasos.

Fig. 2A —

Imagem após a contagem dos microvasos.Fig. 2B —
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(17,8 %), os moderadamente diferenciados a 20
casos (44,4 %) e os pouco diferenciados a 17
casos (37,8 %).

Estadiamento

O estadiamento clínico e a estratificação dos
pacientes no TNM encontram-se demonstrados
nos Quadros I e II.

Avaliação dos microvasos

A coloração das lâminas submetidas à imu-
no-histoquímica com o anticorpo anti-CD 34 não
ofereceu dificuldades à interpretação, pela boa
qualidade, mostrando-se altamente específica,
com mínima ou inexistente coloração de fundo
(background).

Área vascular tumoral

O valor da média da área de microvasos de
todos os casos foi 1185,76 µm2 ± 708,9 e varian-
do entre 186,04 µm2 e 5123,66 µm2. Esta média
das áreas de microvasos foi considerada como
ponto de corte, a fim de dividir os pacientes em
dois grupos (alta e baixa área vascular tumoral),
pois o seu valor é muito próximo do obtido por
meio de uma curva ROC (1200 µm2).

Número de microvasos

O valor da média do número de microvasos
dos casos (média dos 18 campos microscópicos)
foi de 9,59 ± 2,96, variando entre 4,72 e 19,17.
Como na medida de área a média da contagem
de microvasos de todos os casos foi considerada
como ponto de corte, confirmado por curva ROC,
dividindo os pacientes em dois grupos: alta e

baixa densidade de microvasos.
Um resumo dos resultados da avaliação da área

dos microvasos, bem como a contagem destes,
podem ser observados no Quadro I.

Sobrevida

A sobrevida média dos pacientes foi de 33,5
meses ± 2,8 (IC 95 % = 28,0 – 38,9). Na curva de
sobrevida de Kaplan-Meier, utilizando como fac-
tor os valores de áreas de microvasos, obteve-se
uma sobrevida média de 38,9 meses ± 3,0 (IC 95 % =
= 33,0 – 44,9) para os casos com baixa área vas-
cular e uma sobrevida média de 21,7 meses ± 2,5
(IC 95 % = 16,9 – 26,6) para os casos com alta área
vascular tumoral, sendo o teste de log rank sig-
nificativo (p < 0,0001) (Fig. 3).

Da mesma forma, foi realizada a curva de so-
brevida de Kaplan-Meier, utilizando-se como
factor os valores da contagem de microvasos.
Neste caso, a sobrevida média foi de 33,8 me-
ses ± 3,2 (IC 95 % = 27,6 – 40,0) para casos com
baixa densidade de microvasos e de 26,6 meses
± 2,7 (IC 95 % = 21,2 – 31,9) para casos com
alta densidade de microvasos (teste de log rank
significativo, com p = 0,03) (Fig. 4).

O índice geral de sobrevida em cinco anos foi
de 19 %. Em igual período, o índice de sobrevi-
da em casos com baixa área vascular tumoral foi
31,82 % e naqueles com alta área vascular tu-
moral foi de 5 %. Em relação à contagem de mi-
crovasos, a sobrevida, em cinco anos, de pa-
cientes com baixa densidade de microvasos, foi
de 27,66 % e com alta densidade de microvasos
de 7,9 %.

Foi observado que, a partir do segundo ano
de cirurgia, aumenta importantemente a diferença
anual na sobrevida dos pacientes com baixa ou
alta área vascular tumoral. Isto foi confirmado
pelo aumento gradativo da razão entre as taxas
de sobrevida dos pacientes com baixa e alta área
vascular, respectivamente (Quadro III).
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Existe correlação, apesar de fraca, entre a
medida das áreas vasculares e a contagem de
microvasos (coeficiente de correlação = 0,5 / p =
= 0,001). Encontrou-se uma correlação negativa
entre os valores das áreas microvasos e a sobre-
vida dos pacientes, com coeficiente de correlação
–0,48 (p = 0,001). A correlação entre contagem
de microvasos e a sobrevida, apesar de significa-
tiva (p = 0,03), é mais fraca, com coeficiente de
correlação de –0,2.

Na população estudada, não houve correlação
significativa entre a média das áreas dos micro-
vasos e a classificação histológica do tumor, o
sistema TNM, o estado linfonodal e o estadia-
mento clínico (Quadro IV).

Discussão

Neste estudo, investigou-se a angiogénese tu-
moral, por medida da área de microvasos e conta-
gem numérica dos mesmos, testando-os como
factores prognósticos no carcinoma de células não
pequenas dos pulmões.

A frequência dos tipos histológicos carcino-
ma epidermóide e adenocarcinoma, acima dos
40 % neste estudo, segue a tendência encontrada
na literatura26, sendo ainda o carcinoma epider-
móide o subtipo histológico mais frequente1, 4. O
número inferior de pacientes em estádio inicial em
relação ao TNM pode ter ocorrido porque, em ge-
ral, o diagnóstico ainda não é feito precocemente,
pois o paciente procura auxílio médico quando
já existem indícios clínicos da doença, como por
exemplo o escarro hemoptóico.

As técnicas de imuno-histoquímica são fáceis
de realizar, relativamente baratas e disponíveis
na maioria dos hospitais. Relatos recentes têm
demonstrado que o anticorpo anti-CD 34 con-
fere uma coloração reprodutível, sem apresentar
problemas como reacção cruzada com células de
vasos linfáticos ou estromais, sendo mais espe-
cífico e sensível do que o anti-Factor VIII2, 18, 29.
Segundo Tanigawa20, a contagem do número de

T

T1

T2

T3

T4

N0

9 (8,41 %)

32 (29,9 %)

4 (3,73 %)

3 (2,8 %)

N1

4 (3,73 %)

21 (19,62 %)

3 (2,8 %)

5 (4,67 %)

N2

1 (0,93 %)

21 (19, 62 %)

4 (3,73 %)

0

No Pacientes
( % )

QUADRO II
Distribuição dos pacientes em relação ao TNM

QUADRO III
Sobrevida anual geral e de acordo com a área vascular tumoral

1             77,38 %                 84,10%                             70%                   0,137                    1,2

2             58,33 %                 77,27%                           37,50%               0,0005                   2,06

3             39,30 %                 59,10%                           17,50%             < 0,0001                  3,37

4             23,81 %                 36,36%                             10%                < 0,0001                  3,63

5              19 %                     31,82%                              5%                 < 0,0001                  6,36

    Tempo                                                                                                          Valor            Razão Baixa/

    em anos   Geral        Baixa área vascular      Alta área vascular             p              /Alta área vasc.

SOBREVIDA
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microvasos identificados com o CD 34 é três ou
quatro vezes maior do que o número identifica-
do através do Factor VIII. Num trabalho envol-
vendo carcinomas ovarianos, Hollingsworth e co-
laboradores18 tentaram realizar a comparação da
eficácia de reação imuno-histoquímica entre os
anticorpos anti-CD 34, anti-Factor VIII e anti-
-UEA. Como houve uma subcoloração do epitélio
vascular em aproximadamente 50 % dos cortes

histológicos com anti-Factor VIII e UEA, os au-
tores realizaram as correlações clínicas apenas
com os resultados do processamento com o anti-
corpo anti-CD 34. Na experiência de Alves e co-
laboradores38, o anticorpo anti-CD 34 tem-se
mostrado mais sensível do que o anti-CD 31. Ao
utilizar-se o anticorpo anti-CD 31, regiões com
um infiltrado inflamatório proeminente podem ser
erroneamente interpretadas como uma área de alta

QUADRO IV
 Correlação entre as medidas de áreas dos microvasos e classificação histológica,

sistema TNM, estado linfonodal e estadiamento clínico.

TIPO HISTOLÓGICO

TNM

LINFONODOS

ESTADIAMENTO

  epidermóide

 adenocarcinoma

0,9

0,74

0,63

0,34

0,38

0,016

0,1

-0,04

-0,09

-0,08

                 VARIÁVEIS                              P         Coef. Correlação

Curva de sobrevida de acordo com a área de microvasos.Fig. 3 — Curva de sobrevida de acordo com a contagem de
microvasos.

Fig. 4 —
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densidade vascular, principalmente com um au-
mento de baixa magnificação39. No presente es-
tudo, a eleição do anticorpo anti-CD 34 para res-
saltar a visualização de microvasos mostrou-se
adequada, pois ofereceu uma lâmina limpa, pra-
ticamente sem artefactos como background e sem
reacções cruzadas com epitélio vascular linfáti-
co ou células estromais. Estas características são
fundamentais para o desenvolvimento de pesqui-
sas que envolvem programas de computador para
análise de imagem, facilitando a automatização
e aumentando a credibilidade dos resultados.

Apesar de existirem várias propostas de
avaliação vascular tumoral, parece haver con-
cordância na escolha da melhor região a ser ava-
liada. Está praticamente estabelecido que o estu-
do da densidade vascular tumoral deva ser
realizado nas zonas de maior concentração vas-
cular (hot spots), longe de áreas de necrose. Não
há consenso ainda sobre o número de campos mi-
croscópicos a serem examinados e nem mesmo
em quantas faixas deva ser dividida a graduação
dos resultados12, 26, 40, 41, 42, 43, 44. Neste trabalho, tam-
bém realizámos a avaliação vascular a partir dos
hot spots e separamos a densidade vascular em
dois grupos: abaixo e acima da média, pois o valor
obtido na média dos resultados foi semelhante
ao encontrado na curva ROC.

Concordando com dados amplamente divul-
gados na literatura, o nosso trabalho mostrou que
a densidade vascular medida por contagem
numérica de microvasos em hot spots apresenta
correlação com a sobrevida dos pacientes com
carcinoma de células não pequenas dos pulmões,
havendo diferença nos grupos de menor ou maior
densidade de microvasos (p = 0,03). Yamazaki45

encontrou correlação significativa (p = 0,027)
com o anti-Factor VIII, Chiba6, com o anti-CD 34
(p = 0,001) e Dazzi46, igualmente com anti-CD
34 (p = 0,004). Por outro lado, a densidade vas-
cular medida por área de microvasos nos mes-
mos hot spots apresentou uma correlação mais
confiável com a sobrevida, havendo diferença

entre os grupos de menor ou maior área vascular
(p < 0,0001). Não encontrámos relatos comparan-
do a área vascular tumoral e a sobrevida em pa-
cientes com carcinoma brônquico, para confron-
to dos resultados. Os resultados obtidos na
comparação da medida de área dos microvasos e
da contagem manual dos mesmos com a sobre-
vida dos pacientes mostraram que a área vascu-
lar tem melhor significância prognóstica, o que
está de acordo com resultados publicados em
outras neoplasias malignas. Pavlopoulos33, estu-
dando a angiogénese no adenocarcinoma colo-
rectal, comparou a significância prognóstica para
sobrevida da contagem de microvasos com ou-
tros parâmetros morfométricos analisados por
meio de programa de computador e concluiu que
a área vascular em hot spots é o único parâmetro
morfométrico com significância prognóstica.

No presente estudo e em análise envolvendo
carcinoma de colo uterino, houve uma significa-
tiva relação entre baixa densidade vascular tu-
moral e uma sobrevida mais longa, com valores
p < 0,005 encontrado por Tjalma e colabora-
dores19 e p < 0,0001 no nosso estudo.

Em conclusão, este estudo mostrou que
existe correlação negativa entre a sobrevida de
pacientes com carcinoma de células não peque-
nas dos pulmões e a medida da área de microva-
sos, realizada com auxílio de programa de com-
putador e imuno-histoquímica com anticorpo
anti-CD 34. Assim, estar ciente do estado da an-
giogénese tumoral pode ser útil na previsão de
um prognóstico favorável ou não.
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