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RESUMO

Objetivos: Avaliar a densidade microvascular (DMV) em astrocitomas de baixo 

grau (ABG), astrocitomas anaplásicos (AA) e glioblastoma multiforme (GBM) por 

imuno-histoquímica, correlacionando com índices de captação pela SPECT com 

SESTAMIBI (MIBI). Métodos: Estudo transversal com coleta retrospectiva que 

avaliou 48 pacientes, com faixa etária de 20 a 73 anos, com o diagnóstico de 

tumores cerebrais ditos ABG (somente os difusos), AA e GBM admitidos no 

Hospital de Câncer da Fundação Pio XII de Barretos. As SPECT-MIBI foram 

classificadas como alteradas ou normais inicialmente pela análise visual. Também 

foram analisadas de forma semiquantitativa através do desenho de regiões de 

interesse (RI) com a obtenção de um índice para correlacionar com os parâmetros 

da DMV. Esta foi determinada com o emprego de anticorpo anti-CD34. 

Resultados: Os GBM, AA e ABG representaram 50%, 16,7% e 33,3% da 

amostra, respectivamente. Treze exames foram visualmente normais, e 35 

considerados alterados. A DMV média teve diferença significativa entre os AA e 

ABG (p=0,040), mas não entre as SPECT-MIBI normais e alteradas. Os índices 

de contagem média obtidos através da análise semiquantitativa das SPECT-MIBI 

não apresentaram correlação com a DMV. Entre os GBM não foi encontrada 

nenhuma significância, exceto pela maior probabilidade de encontrar-se exames 

alterados neste tipo histológico. Conclusão: A DMV demonstrou relação com o 

grau histológico entre os AA e ABG, mas os índices de captação das SPECT-MIBI 

não apresentaram correlação com a DMV.  

Palavras chave: densidade microvascular; SPECT-MIBI; astrocitomas. 



ABSTRACT

AIM: To evaluate the microvascular density (MVD) in low-grade astrocytomas 

(LGA), anaplastic astrocytomas (AA) and glioblastoma multiforme (GBM) by 

immunohistochemistry technique using anti-CD34, correlated with SPECT-MIBI 

uptake parameters. Methods: This is a cross-sectional study with retrospective 

assessment data which evaluated 48 subjects, ages ranging from 20 to 73 years, 

all with diagnosis of brain tumors known as LGA (only diffuse type), AA and GBM 

who were admitted to the Hospital de Cancer da Fundação Pio XII de Barretos. 

The SPECT-MIBI images were initially classified as normal or altered by visual 

analysis. Then they were also considered for semiquantitative analysis through 

drawing of anatomical regions of interest (ROI) resulting in an index to correlate 

with the MVD parameters. DMV was determined with the use of monoclonal 

antibody anti-CD34. Results: GBM, AA and LGA represented 50%, 16.7% and 

33.3% of the sample, respectively. Thirteen images were visually normal, while 35 

were considered abnormal. There were significant differences in MVD between AA 

and LGA (p = 0.04), but not between the normal and abnormal SPECT-MIBI. The 

mean counts obtained by semiquantitative analysis from SPECT-MIBI showed no 

correlation with MVD. Among GBM subjects it was not seen any significance, 

except for being most likely to find this histological test as abnormal. 

Conclusions: MVD had relationship with the histological grade between AA and 

LGA, but there was no correlation with SPECT-MIBI. 

Key words: microvascular density, SPECT-MIBI, astrocytomas
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1. INTRODUÇÃO 

Desde os trabalhos, e descobertas, pioneiras de Harvey e Cushing em 

tumores cerebrais tem havido uma verdadeira revolução tanto na manipulação 

cirúrgica quanto diagnóstica. Tal melhora na capacidade de imageamento tem 

permitido localizações anatômicas mais precisas, assim como melhor definição 

funcional de lesões tumorais residuais, com claro impacto na conduta médica. 

Além disto, diversos estudos têm trazido à luz um melhor entendimento da 

oncogênese molecular de muitos tipos de tumores cerebrais resultando em um 

leque maior de possíveis alvos para terapia (Brem, Sawaya, 2004). 

1.1 ASTROCITOMAS 

Os gliomas de origem astrocítica, oligodendroglial e ependimal 

representam mais de 70% dos tumores cerebrais (Kleihues et al., 2002). Destes, 

o astrocitoma representa o tipo histológico mais frequente. Os tumores do sistema 

nervoso central  (SNC) são classificados de acordo com seu potencial maligno e 

graduados com base nos critérios histológicos recomendados pela Organização 

Mundial de Saúde (OMS). O astrocitoma grau I inclui tumores com baixo potencial 

proliferativo e possibilidade de cura pós ressecção cirúrgica, dentre os quais se 

encontram o astrocitoma pilocítico e o astrocitoma subependimário de células 

gigantes. As lesões designadas de grau II são geralmente de natureza infiltrativa 

e, apesar do baixo nível de atividade proliferativa frequentemente são recorrentes. 

Alguns astrocitomas de grau II tendem a progredir para altos graus de 

malignidade e são caracterizados por atipias citológicas. Neste grupo encontram-

se os astrocitomas difusos, também chamados infiltrativos, que são divididos em 

fibrilares, gemistocíticos e protoplasmáticos. Além destes, encontra-se também o 

xantoastrocitoma pleomórfico e o astrociotma pilomixóide. A designação grau III 

(Astrocitoma anaplásico ou AA) é geralmente reservada para lesões com 

evidência histológica de malignidade incluindo atipia nuclear, aumento da 

celularidade e atividade mitótica aumentada. Por fim, a designação grau IV inclui 

o glioblastoma multiforme (GBM), gliossarcoma e o glioblastoma de células 
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gigantes. Estes tumores, histologicamente caracterizam-se por atipia nuclear, 

atividade mitótica, proliferação microvascular e necrose. Neste sistema de 

graduação a proliferação microvascular é considerada uma proliferação de células 

endoteliais multilaminar, ou seja, uma determinação qualitativa e não quantitativa 

do número de vasos (Lois et al., 2007).  

 

1.2 DIAGNÓSTICO POR IMAGEM 

1.2.1 DESCRIÇÃO GERAL DOS MÉTODOS DE IMAGEM 

Existem métodos de imageamento analíticos e funcionais. Entre os 

métodos analíticos os mais empregados são a tomografia computadorizada (TC) 

e a ressonância magnética (RM). Os métodos analíticos ou morfológicos 

fornecem informações anatômicas de melhor resolução que os métodos 

funcionais, sendo amplamente empregados para diagnósticos e orientação 

cirúrgica. Mas são insuficientes para o seguimento de pacientes que sofreram 

múltiplas modalidades de tratamento ou várias formas de irradiação pelo fato de 

apresentarem limitações em distinguir efeitos benignos do tratamento da 

recorrência tumoral (Rachinger et al., 2005) 

Os métodos funcionais incluem a PET (Positron Emission Tomography) 

e a SPECT (Single Photon Emission Computed Tomography). Há cerca de duas 

décadas a técnica SPECT tem sido usada para fins diversos, particularmente para 

se obter uma melhor definição das lesões com menor sobreposição das 

estruturas adjacentes. Após a introdução dos traçadores que cruzam a barreira 

hematoencefálica (BHE), o emprego desta técnica passou a ser mais intenso e 

mais difundido. Alguns fármacos só cruzam a BHE após sua ruptura, em 

situações como processos neoplásicos (Collier et al., 1987). 
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  1.2.2 DESCRIÇÃO METODOLÓGICA DA SPECT 

As técnicas para obtenção de imagens funcionais como a PET e a 

SPECT já estão disponíveis há algum tempo, e têm sido empregadas na 

neurologia em estudos de pesquisa, mas também na prática clínica para fins de 

diagnóstico e de seguimento clínico pós-terapia. Os equipamentos gama-câmeras 

convencionais (Figura 1) são dotados de um ou vários detetores que absorvem 

contribuições, contagens radioativas, em múltiplas projeções gerando 

posteriormente imagens, mapas bi ou tridimensionais dos níveis de radiação 

detectados no cérebro que representam a medida da função metabólica. As 

gama-câmeras estão posicionadas em pedestal (gantry) que realiza a função 

rotacional, orbitando em volta de um objeto estacionário com a face da câmera 

voltada para o objeto. Após a reconstrução dos dados brutos, a apresentação das 

imagens pode ser feita nos cortes transaxial, sagital e coronal (English, Brown, 

1996). 

 

 

       Figura 1. Gama-câmera da Fundação Pio XII, onde foram realizadas as SPECT-MIBI. 
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1.2.3 DESCRIÇÃO METODOLÓGICA DA PET 

 Os equipamentos PET além de mais sofisticados são mais caros. São 

dotados de vários pequenos detetores, habitualmente dispostos em anel, o que 

facilita o estudo de múltiplos cortes. Dentre os isótopos emissores de pósitron 

mais comumente empregados estão o flúor-18, o carbono-11, o oxigênio-15 e o 

nitrogênio-13. Geralmente, estes isótopos são usados para marcar moléculas de 

glicose ou água, e um número cada vez maior de outras moléculas disponíveis. 

Este artifício possibilita a mensuração dos parâmetros fisiológicos como 

metabolismo e densidades de neuro-receptores (Bundinger, 1998). Como trata-se 

de um procedimento de custos elevados há uma dificuldade para o seu emprego 

pleno na rotina clínica. A PET apresenta sensibilidade e especificidade superiores 

à RM para diagnosticar recorrência tumoral (Rachinger et al., 2005), e novas 

moléculas têm sido desenvolvidas com o intuito de incrementar o repertório de 

opções tanto diagnósticas, quanto para seguimento ou monitoramento clínico, 

aplicados à oncologia (Chen et al., 2006). Entretanto, há uma técnica alternativa 

que é uma adaptação para possibilitar a realização de exames tanto com os 

emissores de pósitron quanto com os emissores gama de baixa energia, 

geralmente adotados em estudos convencionais com a técnica SPECT. Esta 

metodologia híbrida foi amplamente suplantada pela PET, e atualmente é pouco 

utilizada devido à baixa relação custo benefício (Jarrit, Acton, 1996). 

   

1.3 BARREIRA HEMATOENCEFÁLICA 

 Desde o início do século passado foi postulada a hipótese de que 

havia uma barreira que evitava a passagem de algumas substâncias da corrente 

sanguínea para o cérebro (Pardridge, 1998). Esta ideia foi baseada em 

experimentos em que animais foram injetados com anilinas capazes de tingir os 

diferentes órgãos, exceto o cérebro. Dessa forma, foi concebido o termo BHE, 

que seria uma estrutura localizada entre a corrente sanguínea e o cérebro 

formada por célula endotelial que apresenta junções estreitas, membrana basal 

perivascular, astrócitos e célula glial. A BHE tem por função impedir a passagem 
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indiscriminada de substâncias do sangue para o SNC. No entanto, algumas 

substâncias têm passagem livre como água e gases. Outras como glicose e 

aminoácidos sofrem transporte ativo.  Há uma relação estreita entre perfusão e 

metabolismo em condições fisiológicas, e mesmo patológicas. Algumas exceções 

são observadas em alguns tumores e infarto subagudo. Logo, na maioria das 

situações o suprimento de oxigênio e glicose adequado é feito para diferentes 

regiões do cérebro, levando em conta a atividade metabólica o que torna o fluxo 

sanguíneo cerebral regional (FSCr) diretamente relacionado à atividade neuronal 

(Lang et al., 1988).  

1.4 APLICAÇÕES DO SESTAMIBI EM ONCOLOGIA 

1.4.1 FARMACOCINÉTICA DO SESTAMIBI

 O 2-metoxi isobutil isonitrila ou sestamibi (MIBI) é um radiofármaco 

lipofílico e catiônico que entra na célula por difusão passiva dirigido pelo potencial 

transmenbrana negativo, e é retido preferencialmente nas mitocôndrias (Carvalho 

et al., 1992; Piwinica-Worms et al., 1992). A atividade mitocondrial nos tumores é 

habitualmente alta, gerando um aumento no gradiente transmembrana, o que 

propicia o acúmulo do MIBI no tecido tumoral de forma significativa. O tecnécio, 

que é usado para marcar o MIBI, é um isótopo emissor gama, habitualmente 

fornecido por geradores, que proporciona a liberação de fótons após decaimento 

radioativo (English, Bromw, 1996). 

 

1.4.2 MECANISMO DE CAPTAÇÃO E USOS EM ONCOLOGIA 

 

 A intensidade da captação tem relação não somente com a quebra da 

BHE, como referem alguns autores (Staudenherz et al., 2000; Staudenherz et al., 

2004), mas também com a intensidade da atividade metabólica tumoral (Baldari et 

al., 2002). Dessa forma, o MIBI pode ser usado para avaliar as características 

biológicas dos tumores cerebrais visto que sua captação apresenta correlação 
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com a percentagem de frações de células durante a fase S da mitose e o nível de 

aneuploidia, tendo um papel na determinação do potencial proliferativo e 

prognóstico destes tumores (Nagamachi et al., 2001; Baldari et al., 2002; Ak et al., 

2003). Além disso, a intensidade da captação do MIBI também correlaciona-se 

com a taxa de sobrevida e com a expressão do MIB-1, que é um índice 

proliferativo de tumores cerebrais (Baldari et al., 2002). Ou seja, a captação pode 

apresentar relação com o suprimento vascular, grau de malignidade e viabilidade 

tumoral (Bagni et al., 1995). 

 Fatores como suprimento sanguíneo e o tempo de permanência 

intralesional são importantes e influenciam a captação do traçador. Vale reforçar 

que a quebra da BHE é crucial para os tumores cerebrais (Staudenherz et al., 

2002; Staudenherz et al., 2004). Todavia a carga catiônica, propriedades 

lipofílicas e o conteúdo mitocondrial podem ter um importante papel na captação 

do MIBI sugerindo que o radiofármaco pode ser distribuído passivamente e retido 

por células tumorais malignas (Baldari et al., 2002). O papel de outros fatores 

teciduais como o pH, o potencial de membrana e os sítios de ligação não estão 

completamente definidos. Entre estes fatores, a alta vascularização tumoral é um 

forte indicador prognóstico em tumores sólidos. 

Os exames de imagem que analisam a fisiologia do encéfalo são 

procedimentos diagnósticos decisivos na avaliação de pacientes com tumores 

cerebrais primários e metastáticos. Estes exames têm como finalidade auxiliar na 

localização mais adequada de sítios para biópsias, na monitorização do 

tratamento e também para diferenciar a recorrência tumoral da radionecrose 

(Soler et al., 1998; Baldari et al., 2002). Além disso, a cintilografia com MIBI é uma 

ferramenta não invasiva que auxilia na diferenciação das lesões malignas das não 

malignas (Minutoli et al., 2003; Minutoli et al., 2005), na avaliação do grau do 

tumor (Baillet et al., 1994; Baldari et al., 2002), e da resposta terapêutica 

(Sasajima et al., 2007).  

 

1.4.3 RELAÇÃO COM A GLICOPROTEÍNA-P 

 

 O MDR-1 (multidrug resistance) é um gene para resistência multidroga 

que codifica a síntese de uma proteína conhecida como glicoproteína-P (Pgp), a 
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qual promove a retirada do MIBI da célula. Funciona como uma bomba 

transmembrana presente em células capilares endoteliais de cérebros normais, 

em muitos tumores, e age expelindo drogas das células, sendo responsável pela 

resistência a múltiplos agentes quimioterápicos. A Pgp  é expressa por uma 

variedade de gliomas de alto e baixo grau (Andrews et al., 1997; Baldari et al., 

2002; Goethals et al., 2003). 

 Shibata et al. (2002) encontraram uma densidade maior de Pgp em 

tumores recorrentes. Apesar dos tumores de mais alta malignidade apresentarem 

maiores índices de MIBI do que o grupo de baixa malignidade, nenhuma clara 

correlação negativa entre os índices MIBI e a Pgp foi reconhecida no seu estudo.  

1.4.4 FORMA DE ANÁLISE DAS IMAGENS 

 

 A análise qualitativa, ou visual, das SPECT com MIBI busca a 

identificação de alterações discretas ou acentuadas, focais ou difusas, sempre 

comparando a estrutura alterada com a não alterada, sendo, portanto dependente 

da experiência do avaliador (Figura 2). Nestas situações pode-se recorrer a 

avaliação semiquantitativa como forma complementar e menos subjetiva. O índice 

obtido pelo MIBI (IM) é definido como a relação entre a contagem média (CM) de 

atividade no tumor e a contagem mensurada em uma estrutura normal. Vários 

métodos são utilizados para determinar este parâmetro. Em particular, diferentes 

filtros de reconstrução e desenhos de regiões de interesse (RI) têm sido 

propostos quer usando o hemisfério cerebral, a glândula pituitária, o pulmão, o 

crânio ou o plexo coróide como estrutura referência. Publicações recentes têm 

apresentado o IM como a relação entre a CM relativa à atividade tumoral e a CM 

em uma região espelho de uma área cerebral não envolvida. Além disso, a 

relação obtida na atividade tumoral em imagens tardias, comparadas com 

precoces indica o índice de retenção (IR). Alguns autores determinam a 

quantificação das duas fases rotineiramente (Baldari et al., 2002). É importante 

destacar que este tipo de análise pede uma participação total do operador na 

identificação da alteração e na sua delimitação. 
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    Figura 2- SPECT-MIBI com captação moderada 

 

   

1.4.5 EMPREGO EM TUMORES CEREBRAIS 

    

O MIBI tem sido estudado extensivamente pelo seu potencial de 

visualizar tumores primários, metastáticos e recorrentes. Bagni et al. (1995) 

relataram que em astrocitomas a intensidade de captação do MIBI, comparando 

baixo e alto grau, tem relação com o grau histológico do tumor. Por outro lado, 

Andrews et al. (1997) avaliaram com SPECT-MIBI a presença da expressão do 

gene MDR-1 em gliomas. Foram comparados seis casos de gliomas com o 

emprego de MIBI e Tálio, e foi estabelecida uma relação entre captação e o gene 

MDR-1. Entretanto, Bénard et al. (2003) relataram que tal expressão gênica 

apresenta relação inversa com o grau de malignidade dos gliomas, indicando que 

não pode ser relacionada à quimioresistência nestes tumores.  

 Os exames de imagem são discutidos como instrumentos para avaliar 

a vascularização de tumores cerebrais (Staudenherz et al., 2002; Staudenherz et 

al., 2004) em razão de sua importância (vascularização) como fator prognóstico 

em muitas neoplasias (Weidner et al., 1991; Tanaka et al., 2001; Offersen et al., 

2002; Mineo et al., 2004; Birlik et al., 2006). Junto com o advento de novos 

inibidores da angiogênese, a discussão tem sido ampliada pelo estabelecimento 

da quantificação e pelo papel da vascularização nos tumores cerebrais (Birlik et 
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al., 2006). Essa quantificação, hoje somente é possível objetivamente por 

análises de lâminas através de métodos diferentes (Weidner et al., 1991; Offersen 

et al., 2002) os quais apresentam limitações determinadas pela heterogeneidade 

destes tumores, tanto no mesmo paciente como em pacientes diferentes, assim 

como dentro do mesmo grau histológico (Birlik et al., 2006). Apesar de haver um 

número crescente de publicações acerca do valor prognóstico da vascularização 

tumoral, com dados de imuno-histoquimica, ainda não há densidade de 

informação relacionada a métodos de imagem, em especial a SPECT-MIBI. 

Dessa forma, abre-se a perspectiva de estudos que procurem caracterizar o papel 

desta metodologia e o seu impacto na avaliação de prognóstico.  

 

1.5 FATORES DETERMINANTES DE PROGNÓSTICO 

 

 O grau histológico (I / II versus III / IV), idade (� 40 versus > 40), 

Karnofsky performance scale (KPS) antes da radioterapia (� 80 versus < 80) e 

ressecção total são fatores independentes de prognóstico para os tumores 

cerebrais (Wu  et al., 2004). Observamos na prática clínica que existem pacientes 

com características semelhantes, mas que apresentam evoluções diferentes, e 

pacientes com bom prognóstico mas com evoluções catastróficas. 

 Por esta ótica, os recentes avanços obtidos pela biologia molecular 

têm aumentado o conhecimento científico quanto aos mecanismos de progressão 

tumoral dos astrocitomas e leva a suplementar o grau histológico com novos 

potenciais marcadores de prognóstico, sejam estes genéticos (Ohgaki, Kleihues, 

2005; Ohgaki, Kleihues, 2007) ou histológicos. Alguns estudos têm procurado 

avaliar o possível papel da quantificação dos vasos intratumorais adicionando 

informação prognóstica à rotina histológica dos astrocitomas (Leon et al., 1996; 

Yao et al., 2005; Birlik et al., 2006). 

 

1.5.1 DENSIDADE MICROVASCULAR 

 

 A angiogênese tumoral, que é o processo biológico pelo qual novos 

capilares são formados a partir de vasos preexistentes é um evento obrigatório 
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relacionado ao crescimento tumoral, à invasão e à metástase (Birlik et al., 2006). 

Há consideráveis evidências experimentais que indicam que o crescimento 

tumoral é dependente da angiogênese. Deste modo, após um novo tumor ter 

obtido um pequeno tamanho de poucos milímetros em diâmetro, seu novo 

crescimento requer a indução de novos capilares sanguíneos (Folkman, 1990). 

Além disso, a angiogênese tem sido relacionada com a capacidade de 

metastatização e o prognóstico em neoplasias malignas em diversos sítios 

anatômicos (Weidner et al., 1991; Tjalma et al., 1998). Embora a metastatização 

seja a característica mais marcante das neoplasias malignas, os resultados em 

estudos realizados em carcinomas da boca têm se mostrado conflitantes quanto à 

importância da densidade microvascular (DMV) e sugerem que o método, 

desenvolvido em outras neoplasias, necessita de adaptação (Amar et al., 2002). 

Alguns dos microvasos contêm eritrócitos o que indica perfusão, contudo, a 

histologia não permitiu a distinção entre vasos perfundidos e não perfundidos 

(Staudenherz et al., 2004). 

Weidner et al. (1991) foram os primeiros autores a relatar o valor 

prognóstico da estimativa da angiogênese em secções histológicas de 49 

cânceres primários da mama, in situ ou invasivos. Neste estudo, propuseram um 

método quantitativo simples e reprodutível para quantificar a DMV através do uso 

da imuno-histoquímica em que demonstraram a relação entre a DMV e o risco de 

desenvolver metástases. A maioria dos investigadores apóia uma correlação 

inversa entre a DMV e o prognóstico (Weidner et al., 1991; Mineo et al., 2004), 

mas alguns autores não dão suporte a esta afirmação(Tanaka et al., 2001; 

Offersen et al., 2001). Amar et al. (2002) não encontraram diferença significativa 

na DMV entre carcinomas de língua metastáticos e não metastáticos, enquanto 

que Shivakumar et al. (2008) mostraram haver correlação significativa somente 

nos estádios precoces de carcinomas de mama. Yao et al. (2005) mostraram 

haver correlação entre a DMV e a sobrevida pós-operatória em astrocitomas. 

Outros autores como Birlik et al. (2006), demonstraram que a DMV, o 

grau vascular e a contagem microvascular, pelo método de Chalkley, 

correlacionam-se significativamente com a sobrevida pós operatória por análise 

univariada em astrocitomas adultos. Igualmente, faixa etária e histologia de alto 

grau, em adultos, também foram correlacionadas com sobrevida menor. Em 
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adição, a DMV mostrou ser um indicador independente de prognóstico, somente 

em adultos. 

Por fim, a DMV tem sido considerada como um indicador prognóstico 

em uma variedade de neoplasias humanas e o seu aumento apresenta correlação 

com menor sobrevida global e tempo livre de doença. A DMV determinada por 

CD105 e CD34 correlaciona-se inversamente com a sobrevida global em 

pacientes com carcinoma gástrico, mas tem expressões distintas em lesões 

benignas (Ding et al., 2006). Mineo et al. (2004) demonstraram que a expressão 

elevada de VEGF, DMV elevada quantificada através dos marcadores CD105 e 

CD34 e a invasão tumoral vascular são bons marcadores de angiogênese e estão 

significativamente relacionados a uma taxa de sobrevida menor. 

 

 

1.5.2 MÉTODOS DE AVALIÇÃO DA DENSIDADE MICROVASCULAR 

 

A literatura cita diferentes métodos de avaliação da DMV, entre eles o 

método descrito por Weidner et al. (1991) no qual a contagem dos microvasos é 

feita visualmente somente com o auxílio de microscópio óptico (MO). A contagem 

de Chalkley utilizando MO adiciona ao método anterior a grade de ChalKley que 

facilitaria a contagem (Offersen et al., 2002). Existem os analisadores de imagens 

que são programas utilizados em métodos ditos semi-automáticos, e que ainda 

não excluem a participação humana na escolha dos campos analisados (Tjalma 

et al., 1998). A escolha destes campos pode ser feita de modo automático sem a 

participação do homem (Kim et al., 2003). Um resumo destes métodos encontra-

se no quadro 1.  

Os diferentes métodos de avaliação citados acima empregam 

ferramentas em comum como a imuno-histoquímica e a identificação dos hot

spots para sua realização. 
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Quadro 1- Métodos de avaliação da DMV 

MÉTODO REFERÊNCIA UTILIZA 

Análise direta de lâminas Weidner et al., 1991 Microscópio óptico 

somente 

Contagem de Chalkley Offersen et al., 2002 Adiciona recurso a lente 

no microscópio 

Semi-automáticos Tjalma et al., 1998 Programas analisadores 

de imagens 

Automáticos Kim et al., 2003 Imagens scaneadas de 

secções totais do tumor 

DMV – densidade microvascular 

1.6 IMUNO-HISTOQUÍMICA

 

A imuno-histoquímica dentro do estudo da vascularização tumoral, é 

utilizada para analisar marcadores vasculares (determinantes antigênicos ou 

epítopos), entre os quais, o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) e a 

DMV determinada pela expressão de CD31, CD34 e CD105 em material tumoral 

arquivado (Mineo et al., 2004).  

O antígeno celular humano CD34 é uma proteína celular de superfície 

que é expressa seletivamente pelas células progenitoras humanas 

hematopoiéticas e células endoteliais vasculares (Traweek et al., 1991). O 

anticorpo monoclonal anti-CD34 é utilizado para o reconhecimento das leucemias 

agudas (Guenova, Balatzenko, 2008), e para o estudo da vascularização tumoral, 

especialmente em tumores vasculares, onde é reconhecido como um excelente 

marcador para o endotélio vascular (Traweek et al., 1991; Heimburg et al., 1997). 

Entretanto, não apresenta especificidade para o endotélio vascular neoplásico 

marcando também o endotélio benigno, mas com expressão mais intensa no 

neoplásico, sugerindo expressão mais robusta da proteína CD34 no tecido 
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neoplásico (Traweek et al., 1991; Heimburg et al., 1997;  Ding et al.,2006). 

Estudos da função do CD34 indicam que sua expressão nas células endoteliais 

pode participar da adesão leucocitária durante o processo inflamatório e a 

localização de células progenitoras na medula óssea (Krause et al., 1996). 

 O anticorpo primário anti-CD34 reage positivamente com o endotélio 

das artérias, veias e capilares notando-se uma expressão mais intensa em 

pequenos vasos (Heimburg et al., 1997). Existem diferentes anticorpos 

monoclonais no mercado, entre eles o CD105, chamado de anticorpo anti-célula 

endotelial tumoral específico que teria maior afinidade com células endoteliais 

ativadas. Por outro lado, os anticorpos anti CD34 e CD31, são designados 

anticorpos pan-células endoteliais os que teriam capacidade de reagir com ambos 

os endotélios, tanto o normal quanto o ativado (Tanaka et al., 2001; Mineo et al., 

2004; Ding et al.,2006). Apesar destas características, sugerindo uma 

superioridade do anti-CD105 para estudar a microvasculatura tumoral, os 

resultados de trabalhos têm demonstrado que quando associados ao prognóstico 

os dados ainda são divergentes (Tanaka et al., 2001; Mineo et al., 2004). Além 

disso, os astrocitomas de baixo grau incorporam vasos pré-existentes enquanto o 

GBM desenvolve novos vasos (Folkerth, 2004).  A quantificação dessa 

vascularização é limitada pela heterogeneidade celular presente nos tumores 

cerebrais (Folkerth, 2004; Birlik et al.,2006), pela existência de necrose fazendo 

com que alguns autores contra-indiquem o emprego do método imuno-

histoquímico em tumores com necrose (Shivakumar et al., 2008). Alguns autores 

relatam que em decorrência das situações acima descritas as biópsias não 

forneceriam material adequado para este tipo de estudo (Leon et al., 1996).  
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2. OBJETIVOS 

Avaliar a DMV em astrocitomas de baixo grau (ABG), astrocitomas 

anaplásicos (AA) e glioblastomas multiformes (GBM) empregando a técnica de 

imuno-histoquímica com anticorpo anti-CD34, e obter uma relação entre a DMV e 

os índices de captação obtidos pela SPECT-MIBI.
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3. MÉTODOS 

3.1. DELINEAMENTO DO ESTUDO 

 É um estudo do tipo transversal, baseado em dados de prontuário 

com coleta de forma retrospectiva, desenvolvido nos departamentos de Cirurgia 

Oncológica, Medicina Nuclear e Anatomia Patológica do Hospital de Câncer da 

Fundação Pio XII de Barretos (HCB). Foi aprovado sem restrição pelo Comitê de 

Ética em Pesquisa do HCB sob o n° 080/2007.   

Foram coletadas também informações quanto ao sintoma de 

apresentação e KPS na admissão. 

3.1.1 CRITÉRIOS DE INCLUSÃO

 

 Foram incluídos os doentes maiores de 18 anos admitidos no HCB 

com diagnóstico de ABG (somente astrocitomas difusos), AA e GBM com 

localização supratentorial. Para inclusão, fez-se necessária a presença de dados 

clínico-morfológicos nos prontuários obtidos no Serviço de Arquivo Médico e 

Estatística (SAME) da instituição, bem como, cada paciente ter realizado uma 

SPECT-MIBI antes de qualquer intervenção clínica ou cirúrgica no HCB. Além 

disso, também foram analisados os blocos de parafina e incluídos apenas os 

espécimes que estivessem em condições adequadas para o estudo imuno-

histoquímico. 

3.1.2 CRITÉRIOS DE EXCLUSÃO 

Os pacientes que foram submetidos a qualquer tratamento oncológico 

prévio qual seja cirúrgico, radioterápico ou quimioterápico; e aqueles cujas 

SPECT-MIBI não puderam ser resgatadas para reprocessamento, foram 

excluídos. 
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3.2 AQUISIÇÃO E ANÁLISE DAS IMAGENS CEREBRAIS 

Os exames foram adquiridos 15 minutos após a administração 

intravenosa de 720 MBq de MIBI-Tc99m, em equipamento gama câmara equipado 

com dois detetores de alta resolução espacial, MILLENIUM VG, empregando-se 

matriz de 128x128 com 360º de rotação, 3º cada frame, o que possibilitou a 

aquisição de 120 frames bi-dimensionais do cérebro com 20 segundos por frame.  

As imagens resgatadas foram reconstruídas em uma matrix de 

128x128 tendo sido empregado o Butterworth filtered back-projection com 

cutoff=0.25 e Nyquist frequency order=5, de acordo com Soler et al (1998), 

através de um protocolo semi-automatizado fornecido pelo fabricante. A 

interpretação dos exames foi realizada por um médico nuclear experiente do 

Departamento de Medicina Nuclear do HCB, sem conhecimento do diagnóstico do 

paciente, utilizando imagens transaxiais reconstruídas na escala de cinza. Para 

comparação com a captação em relação às glândulas salivares foram utilizadas, 

em alguns casos, imagens coronais. 

A interpretação destes exames foi realizada tanto de forma visual 

quanto semiquantitativa. A análise visual procurou classificar os exames 

inicialmente em normais e alterados. A partir daí, os estudos alterados foram sub-

classificados como alterado discreto (quando houvesse captação definida, mas 

menor que a do couro cabeludo), alterado moderado (quando houvesse captação 

similar a do couro cabeludo) e alterado acentuado (quando houvesse captação 

maior que a do couro cabeludo e/ou igual à glândula salivar). 

 A análise semiquantitativa foi feita verificando-se a CM da 

radioatividade na área tumoral onde foi posicionada a RI, que foi desenhada 

manualmente, respeitando os contornos da lesão, ou seja, do tipo anatômica. 

Também foi avaliada a CM em uma área em espelho localizada no hemisfério 

cerebral contra lateral. Através destas medidas foi possível obter um índice 

através da relação tumor / lado contra lateral (T/L).  
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   3.3 AVALIAÇÃO DOS DADOS PELA HISTOPATOLOGIA 

3.3.1 CLASSIFICAÇÃO HISTOPATOLÓGICA 

Após identificação dos blocos de parafina adequados nos arquivos da 

patologia do HCB, foram confeccionadas lâminas que foram coradas em 

hematoxilina-eosina para revisão dos diagnósticos e graduação histopatológica 

por dois observadores, de acordo com os critérios da OMS (Lois et al., 2007). 

 

3.3.2 REAÇÕES IMUNO-HISTOQUÍMICAS 

 Foram realizados cortes de 3 micra de espessura a partir dos blocos 

de cada sujeito para realização da reação imuno-histoquímica. Os cortes foram 

aderidos em lâminas previamente silanizadas (3-aminopropyl-triethoxilane, 

SIGMA A-3648, USA), e a desparafinização foi realizada em estufa a 60º C por 12 

horas. 

 Foi empregada a técnica da estreptavidina-biotina-peroxidase e 

utilizado o AcM anti-CD34 class II, clone QBEnd-10, código m7165, titulação 

1;800, DAKO CYTOMATION, Glostrup – Denmark. Sequencialmente, a 

recuperação antigênica foi feita em panela PASCAL com citrato em pH 6.0. A 

amplificação foi realizada com o system ADVANCETM HRP, DAKO 

CYTOMATION. 

 

3.3.3 ANÁLISE MICROSCÓPICA DAS REAÇÕES IMUNO-HISTOQUÍMICAS 

 Para a análise da DMV foi adotada a técnica descrita por Weidner at 

al. (1991), com algumas modificações. Sem conhecimento prévio dos 

diagnósticos, dois observadores simultaneamente, e sob MO utilizaram um 

microscópio, modelo OLYMPUS BX 41, com dupla observação. Em cada lâmina, 

inicialmente foi empregado um aumento de 40X para identificar áreas de maior 

concentração de vasos imunomarcados (hot spot). Três hot spots em cada lâmina 

foram identificados. Posteriormente, em cada hot spot foi utilizado aumento de 
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200X para fotografar o campo óptico, ou seja, um total de 3 campos foram 

fotografados em cada tumor.  Foi utilizado o software Adobe® Photoshop� 7.0 

para abrir e ampliar as imagens, e a contagem dos vasos foi realizada na tela do 

computador. Os microvasos individuais (arteríolas e vênulas) foram contados em 

cada uma destas áreas, sendo a densidade microvascular determinada pela 

relação do total de microvasos contados dividido pelos 3 campos estudados

(Staudenherz et al., 2004) 

 Qualquer célula endotelial ou grupamentos de células endoteliais 

(clusters) CD34 positivos, que estavam claramente separados das células 

tumorais e outros elementos gliais foram considerados como único microvaso 

contável. Aqueles que pareciam ser derivados do mesmo vaso, se separados, 

também foram contados. Cada lúmen fixado foi contado como um único 

microvaso contável, se não havia lúmen, mas se somente uma única célula 

positiva CD34 fosse visível, esta célula também era interpretada como um simples 

microvaso (Weidner et al., 1991; Staudenherz et al., 2004; Birlik et al., 2006).  Os 

dois observadores concordaram quanto à escolha e à contagem dos hot spots. 

 

3.4    ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Foi realizada a análise descritiva dos dados por meio de freqüências e 

porcentagens, medidas de tendência central, média e mediana, e dispersão, 

desvio padrão mínimo e máximo. O teste de Komolgorov-Smirnov foi aplicado 

para verificar a aderência das variáveis quantitativas à curva normal. Para a 

variável dependente DMV foi aplicado este teste de acordo com as subdivisões de 

cada categoria demográfica, clínica e de intervenção (Field, 2005). Para a 

associação entre as variáveis qualitativas, anátomo-patológica e análise visual, foi 

aplicado o teste exato de Fisher.  

 Como algumas variáveis não apresentaram distribuição normal, optou-

se por utilizar testes não-paramétricos. Para a comparação de médias entre as 

variáveis independentes e a DMV foram aplicados os testes de Mann-Whitney, 

quando a variável independente apresentava duas categorias, e Kruskal-Wallis 

quando a variável independente apresentava mais de duas categorias. Para 

verificar a correlação entre a variável dependente DMV com o índice tumor/lado 
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contra lateral (T/L) utilizou-se a correlação de Spearman. Neste estudo, foi 

assumido um valor para a significância estatística de p<0,05. A digitação, a 

consistência e a análise dos dados foram realizadas no programa SPSS para 

Windows versão 16.0. 
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4. RESULTADOS, DISCUSSÃO E CONCLUSÃO 

Os resultados, a discussão a conclusão desta dissertação estão 

apresentados na forma de artigo científico, conforme foi submetido para 

publicação. 
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ABSTRACT

Introduction: Microvascular density (MVD) may be an additional prognostic marker 

for astrocytomas, but the heterogeneity of these tumors limits its use. Thus, imaging 

examinations such as SPECT-MIBI may take on an indirect role in these evaluations. 

Objectives: The aim of this study was to evaluate MVD in astrocytomas, using the 

immunohistochemical technique with anti-CD34 monoclonal antibodies to obtain a 

relationship between these data and the parameters obtained from SPECT-MIBI. 

Methods: This cross-sectional study evaluated 48 patients with brain tumors such as 

low-grade astrocitoma (LGA), anaplastic astrocytoma (AA) and glioblastoma 

multiforme (GBM) who were admitted to Hospital de Câncer, Fundação Pio XII, 

Barretos. All of them underwent brain SPECT-MIBI before any treatment. MVD was 

determined under an optical microscope, by counting microvessels on slides from 

each case. SPECT-MIBI images were analyzed visually and semiquantitatively. 

Results: GBM, AA and LGA represented 50%, 16.7% and 33.3%, respectively. 

There were 13 normal and 35 abnormal SPECT-MIBI images. There were significant 

differences in MVD between AA and LGA (p = 0.040), but not between normal and 

abnormal SPECT-MIBI. The mean counts from SPECT-MIBI did not correlate with 

MVD. Among GBM cases, there were no significant findings, except for greater 

likelihood of abnormal histological tests. Conclusion: MVD had a relationship with 

histological grade, i.e. between AA and LGA, but it did not have any correlation with 

SPECT-MIBI.  

Key words: microvascular density, SPECT-MIBI, astrocytomas
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INTRODUCTION

 Among the tumors that affect the brain, gliomas of astrocytic, oligodendroglial 

and ependymal origin are responsible for more than 70% of the occurrences.1 Of 

these, astrocytomas are the most frequent histological type: they are classified 

according to their malignant potential and graded on the basis of the histological 

criteria recommended by the World Health Organization (WHO).2 Over the last few 

years, knowledge of the tumor progression mechanisms for astrocytomas has 

increased, and this had led to supplementation of the histological grade with new 

potential prognostic markers. Among these, there has been increasing interest in the 

role of quantification of the vessels in astrocytomas, with ongoing investigations.3   

 In 1991, Weidner4 was the first to report on the prognostic value of 

measurements of angiogenesis, using the model of primary breast tumors. Many 

investigators have supported the notion of an inverse correlation between 

microvascular density (MVD) and prognosis,5-7 while others have refuted this.8 MVD 

has also been shown to be a prognostic indicator for postoperative survival among 

patients with astrocytomas.3,9,10 However, there have been limitations on quantifying 

the vascularization of brain tumors because of the cell heterogeneity found in these 

tumors.9 Other authors have demonstrated significant differences in MVD between 

tumors in children and adults.3  

For brain tumors, MIBI (2-methoxyisobutyl isonitrile) has been shown to be 

accurate in identifying recurrence following treatment for high-grade gliomas, thereby 

making it possible to differentiate this from radionecrosis,11 despite divergent 

opinions.12 Furthermore, it also helps to differentiate between the findings from 
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neoplastic and non-neoplastic lesions,11,13 allows the tumor grade to be evaluated11 

and assists in predicting the therapeutic response.11,14,15 The intensity of uptake is 

related not only to breaking the blood-brain barrier but also to tumor metabolic 

activity.11,16,17 Thus, MIBI may be used to evaluate the biological characteristics of 

brain tumors, and it has a role in determining the proliferative potential and prognosis 

for these tumors.11,18,19 Because of its molecular characteristics, MIBI is preferentially 

removed in mitochondria.20,21 Since the mitochondrial activity in tumors is usually 

high, this generates an increase in the transmembrane gradient, which favors its 

accumulation in tumor tissue significantly.  

 Vascularization is important as a prognostic factor in many types of 

neoplasia,3-5,22,23 but such evaluations are only possible today through direct analysis 

of slides using different methods4,22 that present limitations determined by the 

heterogeneity of these tumors.3 Imaging methods have been discussed as interesting 

tools for evaluating the vascularization in brain tumors, and SPECT-MIBI is among 

these.16,17 This method presents a significant correlation between MIBI uptake rates 

and length of survival, according to the aggressiveness of the recurrent malignant 

gliomas.24 However, the amount of robust information on its relationship with MVD is 

still insufficient, thus opening up perspectives regarding this approach. 

 The aim of this study was to evaluate MVD in low-grade astrocytomas (LGA), 

anaplastic astrocytomas (AA) and glioblastomas multiforme (GBM), using the 

immunohistochemical technique with anti-CD34 monoclonal antibodies, to obtain a 

relationship between these data and the parameters obtained from SPECT-MIBI. 
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METHODS

STUDY POPULATION AND PROTOCOL 

 A study of cross-sectional type was conducted in which demographic and KPS 

(Karnofsky Performance Scale) data were gathered retrospectively from 48 patients 

(29 men and 19 women; mean age 48.8 years, SD = 15.9, range from 20 to 73 

years) who had been admitted to Hospital de Câncer, Fundação Pio XII, Barretos. 

None of these patients had undergone any previous surgical or therapeutic 

procedure. Only cases of supratentorial gliomas that had been diagnosed as 

astrocytomas of LGA (Only difuse astrocytomas were selected), AA or GBM type, in 

accordance with criteria established by WHO,2 were included. All of these patients 

underwent brain SPECT with MIBI before any procedure. Tumor tissue specimens of 

adequate quantity were available in paraffin blocks, for all of these patients. This 

study received the approval of our hospital’s ethics committee. 

ACQUISITION OF BRAIN SPECT IMAGES WITH MIBI 

 The examinations were performed 15 minutes after intravenous administration 

of 720 MBq of MIBI labeled with Tc99m. Tomographic images were taken using a GE 

Millenium VG gamma camera equipped with two high resolution detectors, with a 

128x128 matrix and 360º rotation, thus making it possible to obtain 120 two-

dimensional frames of the brain, 25 seconds per frame. The images obtained were 

reconstructed in a 128x128 matrix using Butterworth-filtered back-projection, with a 

cutoff of 0.25 and order of five,25 in accordance with a semi-automated protocol 

furnished by the manufacturer. The examinations were interpreted by an experienced 

nuclear medicine physician in the Department of Nuclear Medicine of Fundação Pio 

XII. 
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 The examinations were initially performed by visual analysis and classified as 

normal or abnormal. The latter were then subdivided into abnormal images of mild 

intensity (when uptake could be discerned, but less than in the scalp), moderate 

intensity (when the uptake was as intense as the scalp) and marked intensity (when 

the uptake was equivalent to the salivary glands). Semiquantitative analysis was 

performed to investigate the mean count in the tumor area and in a mirror area in the 

contralateral hemisphere.14,16,24,26 This made it possible to obtain an index 

(tumor/contralateral side index, T/CL), as the ratio between these measurements.  

HISTOPATHOLOGICAL CLASSIFICATION 

Slides stained with hematoxylin-eosin were produced from the paraffin blocks, 

in order to review the diagnoses and the histopathological grade. These reviews were 

performed by two experienced pathologists, following the WHO criteria.2 

IMMUNOHISTOCHEMICAL REACTIONS 

Sections of three microns in thickness were cut from the paraffin blocks from 

each case, to perform immunohistochemical reactions. These were mounted on 

slides and were silanized (3-aminopropyltriethoxilane, SIGMA A-3648, USA) and 

deparaffinized in a heated chamber at 60º C for 12 hours. 

The streptavidin-biotin-peroxidase technique was used, with anti-CD34 class II 

monoclonal antibodies (clone QBEnd-10, code m7165, titration 1:800; Dako 

Cytomation, Glostrup, Denmark). The antigen recovery was done on a Pascal panel, 

using citrate at pH 6.0. The amplification was performed using the AdvanceTM HRP 

system (Dako Cytomation). 

MICROSCOPIC ANALYSIS OF THE IMMUNOHISTOCHEMICAL REACTIONS 

The MVD was analyzed as described by Weidner,4 with some modifications. 

Two observers without knowledge of the case diagnoses viewed the slides under a 

dual-view optical microscope (Olympus BX 41) at 40X magnification, searching for 
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the areas of greatest concentration of immunolabeled vessels (hot spots). At each 

hot spot, 200X magnification was used to photograph the optical field. A total of three 

fields were photographed, one in each hot spot of each tumor. The Adobe® 

Photoshop� 7.0 software was used to open and amplify the images. The vessels 

were counted on the computer screen. The individual microvessels (arterioles and 

venules) were counted in each of these areas, and the MVD was determined as the 

ratio of the total number of microvessels counted divided by the three fields 

examined.17 

Any CD34-positive endothelial cell or groupings of endothelial cells (clusters) 

that were clearly separated from the tumor cells and other glial elements were 

considered to be a single countable microvessel. Those that appeared to be derived 

from the same vessel, if separate, were also counted. Each fixed lumen was counted 

as a single countable microvessel. If there was no lumen, but only a single CD34-

positive cell visible, this cell was also interpreted as a single microvessel.3,4,17 

STATISTICAL ANALYSIS 

 A descriptive analysis was performed on the data, in terms of frequencies and 

percentages, central trend and dispersion measurements, means, medians, standard 

deviations, minimums and maximums. The Kolmogorov-Smirnov test was applied to 

investigate the adherence of the quantitative variables to a normal distribution curve. 

For the dependent variable of MVD, this test was applied in accordance with the 

subdivisions of each demographic, clinical and interventional category.27 For 

associations between qualitative variables relating to anatomopathology and visual 

analysis, Fisher’s exact test was applied. 

 Since some variables did not present normal distribution, it was decided to use 

nonparametric tests. To compare means between the independent variables and 
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MVD, the Mann-Whitney test was applied when the independent variable had two 

categories and the Kruskal-Wallis test, when the independent variable had more than 

two categories. To investigate correlations between the dependent variable (MVD) 

and the tumor/contralateral side (T/CL) index, Spearman’s correlation was used. In 

this study, statistical significance level was set as p < 0.05. Data input, consistency 

and analysis were performed using the SPSS software for Windows, version 16.0. 

RESULTS 

As shown in Table 1, the single forms of clinical presentation most commonly 

found were headache (37.5%), motor deficit (25%) and convulsions (14.6%). Most of 

these patients (81.3%) presented KPS of 70% or more. Among the paraffin-block 

specimens, 75% were obtained from surgical procedures with full or partial 

macroscopic resection of the tumor, and the remainder came from biopsies. GBM 

accounted for 50% (24 cases) of the sample, while the LGA and AA groups 

represented 33.3% (16) and 16.7% (8), respectively. Visual analysis of the SPECT-

MIBI examinations did not find any abnormality in 27.1% (13 examinations), while the 

remaining 72.9% (35 examinations) presented mild, moderate or marked 

abnormalities.

Among these 35 abnormal examinations, the mean count in the tumor was 

1226.1 and in the mirror image, it was 285.2. The mean T/CL index was 5.8. The 

mean number of vessels found in the 48 slides was 71 vessels per field (Table 2). 

In analyzing the differences in mean MVD in relation to sex and the 

interventions that gave rise to the specimens, there was no significance except in 

relation to the anatomopathological variable (p = 0.013). However, the MVD for the 

GBM was lower, with a mean of 58.8 vessels per field, while for the AA and LGA, it 

was 107.4 and 71.4 vessels per field, respectively (Table 3). 
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The difference in mean MVD between the AA and LGA was significant (p = 

0.040). However, there was no significant difference in mean MVD between normal 

and abnormal examinations (p = 0.057) (Table 4). A similar analysis for the GBM 

group did not reach significance (p = 0.295), (result not shown in the tables). 

Correlation between the T/CL index and MVD was also nonsignificant (Table 5).  

On the other hand, Table 6 shows that there was a greater likelihood that the 

GBM group would present abnormal examinations in relation to AA and LGA (87.5% 

versus 58.3%; p = 0.049 ). 

DISCUSSION 

 In the present study, data on 48 adult patients with supratentorial 

astrocytomas were evaluated in an attempt to establish a relationship between MVD 

in these tumors and analysis using SPECT-MIBI. Sex did not influence MVD, and this 

had not previously been discussed in the literature. GBM accounted for 50% of the 

sample evaluated (Table 1), although there was no randomization. Despite the lower 

diagnostic accuracy provided by biopsies,28 which suggests that studies with such 

samples should be regarded separately,9 in our study there was no significant 

difference in mean MVD between the samples obtained through biopsy and those 

obtained through surgery (Table 3). 

 There have been discussions on the relationship between MVD and tumor 

prognosis, not only outside of the central nervous system (CNS),5,7,23 but also inside 

it.3,9,10 Moreover, the presence of vascular proliferation that is determined non-

quantitatively distinguishes high-grade and low-grade astrocytomas.2 For this reason, 

it would be expected to obtain a greater MVD with increasing tumor grade. Such a 

relationship was found between the LGA and AA, it was not so for the GBM (Table 
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3). In 2005, Yao10 found a significant difference only between GBM and LGA, while 

Leon,9 in 1996, showed that there was a significant association between 

microvascular grade and histology, considering only the AA and GBM. Furthermore, 

the latter author also showed that the microvascular grade and MVD were significant 

predictors of postoperative survival and that the vascular grade was more intense, 

which was explained by the existence of glomeruloid vascular structures. In fact, 

these structures are clusters of vessels that influence the choice of hot spots, given 

that the microvascular grade is higher in these areas. Nonetheless, they are counted 

as single vessels at higher magnification, thereby probably underestimating the count 

of individual microvessels.9 Extensive areas of necrosis also bring additional 

explanations, although in the present study, there was continual concern about 

avoiding areas that were close to necrosis. The existence of necrosis makes 

immunohistochemical analyses difficult,29 while MVD has failed to show any 

correlation with histological grade in tumors presenting associations with necrosis.30 

Tumor necrosis, and in particular large-scale ischemic necrosis, is significantly more 

frequent in primary GBM.31,32 Therefore, the presence of glomeruloid formations and 

necrosis, which were elements observed in the present study, may furnish 

explanations regarding why there is underestimation of microvessel counts in GBM. It 

could be seen that the identification of hot spots, from the manner in which this was 

done, might not faithfully represent the appropriate area for counting the vessels 

inside the tumor. This would particularly be so in GBM, in which the heterogeneity 

characteristic of brain tumors seemed to be more evident. 

 This heterogeneity has limited the use of pathological analysis techniques,9 

thus explaining why no relationship between tumor grade and MVD was found by 

some authors.33 Moreover, different methods have been used to quantify MVD,17,34 
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which implies a lack of standardization for this purpose and leads to additional 

difficulties in establishing the real role of vessel quantification as prognostic 

information.  

 It is known that 95% of GBM start out as GBM, and only 5% of them originate 

from LGA or AA. Thus, GBM may be primary or secondary, and these constitute 

distinct entities that affect patients at different ages and develop through different 

genetic routes. However, LGA and AA represent a continuum within the disease, with 

similar genetic characteristics, thus differing from GBM, which has separate genetic 

characteristics.35,36 In the present study, out of the 48 specimens evaluated, there 

were 24 GBM, which were studied separately. It is important to note that because of 

the presence of extensive areas of necrosis, it was not possible to establish a 

correlation between MVD and GBM. 

 Anti-CD34 monoclonal antibodies were chosen for the present study. Although 

they are nonspecific for endothelial cells, they presented good sensitivity for vascular 

endothelium37 and are an efficient vascular marker for glial tumors.33 Several other 

markers have been described, but none of them has been indicated as the most 

recommended or most efficient. Comparative studies on different antibodies have 

shown divergent results, particularly with regard to prognosis.7,23,33 The main criticism 

that could be directed towards anti-CD34 is that it would not only mark the neoformed 

vessels but also the normal vessels existing inside the tumor.5,7 Furthermore, it has 

been demonstrated that not all neoformed vessels have evident circulation.17 It 

should be emphasized that this peculiar characteristic of anti-CD34 was regarded as 

a point of interest by the present authors, since they judged that the SPECT-MIBI 

images would be dependent on the vascular supply of the tumor. 
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 The mechanisms for MIBI uptake are still not well defined, although some 

authors have reported that MIBI uptake did not depend on MVD and only reflected 

the rupturing of the blood-brain barrier.16,17 Nonetheless, the existence of 

methodological inconsistencies in quantifying MVD means that its true value in 

relation to MIBI uptake cannot be stated with certainty. MIBI has been widely used to 

differentiate radionecrosis from tumor recurrence,11 but there were three cases of 

GBM in the present study in which no abnormal areas of uptake were viewed (Table 

6). A similar finding was described previously,12,17 which indicates the need for 

caution in interpreting these examinations.  

 There was a significant difference in mean MVD between LGA and AA, but 

significant difference was not seen between uptake and MVD (�=0.057)  (Table 4). 

However, we believe that the sample size may have influenced this result and that 

evaluation of a larger sample would make it possible to find significance in this tumor 

group. Staudenhers,17 in 2004, stated that the MVD is not crucial for scintigraphic 

viewing of brain tumors using 99mTc-MIBI. In their sample, there were four cases, of 

which three were astrocytomas and one was an oligodendroglioma. There were no 

associations between histological grade and MVD, and only a descriptive analysis 

was made. 

 The T/CL indices obtained in the present study did not present any significant 

correlation and, in addition, the index was negative for the GBM (Table 5 and Figure 

1). In addition, there was no significant difference in means between the 

examinations with normal and abnormal uptake, among the GBM cases. There have 

been many papers on MVD or SPECT-MIBI in brain tumors,3,9,10,12,14,16-19,24-26,33,34,38 

but this was the first study that sought to establish a relationship between MVD and a 

numerical indicator obtained from semi-quantitative analysis on SPECT-MIBI images. 
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 We observed that there was a greater likelihood that GBM cases would 

present abnormal SPECT-MIBI results, in relation to tumors of lower grade (Table 6). 

Histologically, GBM are characterized by intense vascular proliferation,2 but no 

association with such data could be confirmed by current immunohistochemical 

methods because of the limitations cited earlier. 

 In conclusion, MVD determined immunohistochemically had a significant 

relationship with histological grade, between LGA and AA, but not in relation to GBM. 

On the other hand, SPECT-MIBI did not present significance in its association with 

MVD, between LGA and AA. In this latter evaluation, GBM did not show significance. 
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Table 1. Description of the clinical, surgical and anatomopathological data and visual analysis 

of the SPECT-MIBI results. 

VARIABLE CATEGORY N % 
Symptoms or signs   Headache 18 37.5 

of presentation Convulsions 7 14.6 
 Motor deficit 12 25.0 
 Associated and other 

symptoms 
10 21.0 

 Unknown 1 2.1 
    

KPS* (%) Up to 40 1 2.1 
 50-60 8 16.7 
 70-80 19 39.6 
 90-100 9 18.8 
 Unknown 11 22.9 
    

Intervention Biopsy 12 25 
 Surgery 36 75 
    

Anatomopathology GBM§ 24 50.0 
 Anaplastic astrocytoma 8 16.7 
 Low-grade astrocytoma 16 33.3 
    

Visual analysis Normal 13 27.1 
 Mildly abnormal 10 20.8 
 Moderately abnormal 18 37.5 
 Markedly abnormal 7 14.6 
    

Total  48 100.0 
*KPS - Karnofsky Performance Scale; §GBM –Glioblastoma Multiforme 
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Table 2. Description of mean count parameters and MVD 

VARIABLE Number of 
examinations 

Mean (SD) Median 

MCT* 35 1226.1 (1132.3 ) 817.0 
    

MCMI§ 35 285.2 (291.1) 185.0 
    

T/CL index¶ 35 5.8 (5.4) 3.9 
    

MVD** 48 71.1 (33.9) 64.9 
*MCT – mean count in tumor; §MCMI – mean count in mirror image, ¶T/CL – ratio of mean counts in 
tumor and on contralateral side; **MVD – microvascular density. 
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Table 3. Difference in mean MVD between the categories 

VARIABLE CATEGORY N MEAN (SD) MEDIAN p 
Sex Male 29 70.7 (33.9) 71.3 0.983* 

 Female 19 71.8 (34.9) 63.3  
      

Intervention Biopsy 12 69.4 (41.1) 51.1 0.668* 
 Surgery 36 71.7(31.7) 68.9  
      

Anatomopathology GBM§ 24 58.8 (20.0) 55.9 0.013¶ 
 Anaplastic astrocytoma 8 107.4 (42.4) 114.1  
 Low-grade astrocytoma 16 71.4 (34.8) 76  
      

* Mann-Whitney test, § GBM – Glioblastoma Multiforme, ¶Kruskal-Wallis test 
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Table 4. Difference in mean MVD between anaplastic astrocytomas and low-grade 

astrocytomas, and between examinations with normal and abnormal uptake. 

VARIABLE CATEGORY NUMBER OF 
EXAMINATIONS

MEAN (SD) p 

Anatomopathology Anaplastic astrocytoma 8 107.4 (42.4) 0.040* 
     
 Low-grade astrocytoma 16 71.4 (34.82)  
     
Uptake Normal 10 64.9 (34.84) 0.057* 
     
 Abnormal 14 96.6 (40.13)  
     
*Mann-Whitney test 
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Table 5. Correlations of quantitative variables with MVD 

VARIABLE N r p 
T/CL index* in LGA§ and 
AA¶ 

14 0.238 0.413§§ 

    
T/CL index* in GBM** 21 -0.084 0.716§§ 
    

*T/CL - ratio of mean counts in tumor and on contralateral side; § LGA – low-grade astrocytoma; 
 ¶AA – anaplastic astrocytoma; **GBM –glioblastoma multiforme; §§Spearman test 
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Table 6. Likelihood of abnormal examination result in relation to histological type. 

 ANATOMOPATHOLOGY  
VISUAL ANALYSIS ASTROCYTOMA 

LGA*/AA§ 
GBM¶  

 N(%) N(%) p 
NORMAL 10(41.7) 3 (12.5) 0.049** 

    
ABNORMAL 14(58.3) 21 (87.5)  

    
TOTAL 24 (100) 24 (100)  

*LGA – low-grade astrocytoma; §AA – anaplastic astrocytoma; ¶GBM –glioblastoma multiforme; 
**Fisher’s exact test 
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Fig. 3. GBM with few vessels and marked uptake. 
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ANEXO  A –  CARTA DE APROVAÇÃO DO COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA 
DO HOSPITAL DE CÂNCER DE BARRETOS 
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ANEXO B – CARTA DO COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA DECLARANDO 
CIÊNCIA DA ALTERAÇÃO DO TÍTULO DA PESQUISA
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