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Detecção de micrometástases em câncer de pulmão não-pequenas  
células estádio pN0: um método alternativo combinando  

imunohistoquímica e análise em microsséries*
Detection of micrometastases in pN0 non-small cell lung cancer: an alternative method 

combining tissue microarray and immunohistochemistry
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Resumo
Objetivo: Apresentar um método alternativo para detectar micrometástases em linfonodos previamente negativos para câncer de pulmão 
não-pequenas células (CPNPC) pela coloração de rotina com hematoxilina-eosina. Métodos: Setenta e sete linfonodos hilares e medias-
tinais ressecados de 18 pacientes portadores de CPNPC foram investigados para a presença de micrometástases associando-se análise em 
microsséries e imunoistoquímica. Resultados: Micrometástases foram detectadas após a identificação de células neoplásicas citoqueratina 
e cromogranina positivas em microsséries de linfonodos. Dos 18 pacientes inicialmente estadiados como pN0 pela coloração de rotina com 
hematoxilina-eosina, 9 (50%) foram reestadiados como N1, e o prognóstico foi reavaliado em função de parâmetros histológicos e clínicos. 
A comparação das curvas de sobrevida mostrou que os pacientes sem micrometástases tiveram maior sobrevida do que os portadores de 
micrometástases. Além disso, após a análise multivariada controlada para idade, sexo, tipo histológico e reestadiamento, a presença de 
micrometástases mostrou-se como um fator independente na sobrevida. Entre os pacientes que haviam sido previamente estadiados como 
pN0, o risco de morte mostrou-se 7 vezes maior para os que foram posteriormente diagnosticados com micrometástases do que para aqueles 
nos quais não foram identificadas micrometástases. Conclusão: A combinação da análise em microsséries com a imunoistoquímica pode 
representar um método alternativo de baixo custo e menos demorado para identificar metástases ocultas e prever o prognóstico em pacientes 
portadores de CPNPC pN0 cujos tumores foram cirurgicamente ressecados. São necessários estudos prospectivos randomizados com casuís-
ticas maiores para determinar a acurácia desse método alternativo.

Descritores: Neoplasias pulmonares; Análise em microsséries; Cromogranina A; Análise da sobrevida.

Abstract
Objective: To present an alternative method of detecting micrometastases in lymph nodes previously testing negative for non-small cell lung 
cancer (NSCLC) by routine hematoxylin-eosin staining. Methods: A total of 77 hilar and mediastinal lymph nodes resected from 18 patients 
with NSCLC were investigated for the presence of micrometastases using a combination of microarray analysis and immunohistochemistry. 
Results: Micrometastases were detected by identifying cytokeratin- and chromogranin-positive cells in lymph node microarrays. Of the 
18 patients initially staged as pN0 through routine hematoxylin-eosin staining, 9 (50%) were restaged as N1, and the prognoses were 
re-evaluated in terms of histological and clinical parameters. The comparison of the survival curves revealed that survival was higher in the 
patients without micrometastases than in those with micrometastases. In addition, in the multivariate analysis adjusted for age, gender, 
histological type, and restaging, the presence of micrometastases proved to be an independent predictor of survival. Among patients who had 
been previously staged as pN0, the risk of death was found to be 7-times greater for those later diagnosed with micrometastases than for 
those in whom no micrometastases were identified. Conclusion: The combination of microarray analysis and immunohistochemistry might 
represent a low-cost and less time-consuming alternative for identifying occult micrometastases and predicting prognoses in surgically 
resected patients with pN0 NSCLC. Larger randomized, prospective studies are needed in order to determine the accuracy of this method. 

Keywords: Lung neoplasms; Microarray analysis; Chromogranin A; Survival analysis.
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RNA do que os tecidos fixados em formalina).(12,13) As 
vantagens desse método são as seguintes: o custo 
dos reagentes, o tempo técnico e a variabilidade dos 
resultados são reduzidos; as imagens da imunoco-
loração podem ser armazenadas digitalmente; e a 
análise hierárquica de agrupamento pode ser usada 
na interpretação dos resultados.(9,14)

Nos últimos anos, vários autores empregaram, 
com sucesso, o método de coloração imuno-
histoquímica para detectar células tumorais 
micrometastáticas nos linfonodos,(15-17) na medula 
óssea e no sangue periférico.(18,19) Contudo, o custo 
de se analisar todos os linfonodos por esse método 
é bem alto, uma vez que a detecção de microme-
tástases, especialmente em pacientes com tumores 
estádio I, requer a avaliação de múltiplos cortes, o 
que envolve a utilização de coloração imunohisto-
química em larga escala.

Postulamos que um método alternativo, combi-
nando a análise de microsséries de tecido e a 
imunoistoquímica, pode reduzir custos e ser eficiente 
na detecção de micrometástases em linfonodos que 
foram previamente negativos para CPNPC pela colo-
ração de rotina com hematoxilina-eosina. Portanto, 
o objetivo deste estudo foi apresentar esse método 
alternativo e também estabelecer a relação entre a 
mudança de estádio e o prognóstico em pacientes 
com tumores completamente ressecados.

Métodos

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética 
da Universidade de São Paulo.

A população do estudo foi constituída por 
18  pacientes (12 homens e 6 mulheres) sob trata-
mento no Departamento de Patologia do Hospital das 
Clínicas da Faculdade de Medicina da Universidade de 
São Paulo (9 pacientes tinham carcinoma de células 
escamosas, 8 tinham adenocarcinoma e 1 tinha carci-
noma de grandes células). Cada um desses 18 pacientes 
submeteu-se à ressecção completa do tumor entre 
1992 e 2005. A média de idade foi de 57 anos (inter-
valo de 37 a 83 anos). Todos os pacientes foram 
estadiados clinicamente como T1-3N0M0, e todos 
os casos foram considerados potencialmente curáveis 
mediante a ressecção cirúrgica do tumor primário e 
a dissecção dos linfonodos hilares e mediastinais 
(dissecção nodal sistemática). O estadiamento clínico 
incluiu radiografia de tórax de rotina, broncoscopia, 
tomografia computadorizada de tórax/abdome supe-

Introdução

No Brasil, o câncer de pulmão é a principal causa 
de morte por câncer entre os homens e a segunda 
causa entre as mulheres desde 2006.(1) Também foi 
descrito como a principal causa de morte por câncer 
na Europa e nos Estados Unidos.(2,3)

O sistema tumor-nódulo-metástase (TNM) para 
estadiamento do câncer de pulmão é amplamente 
utilizado como guia para predizer o prognós-
tico. A identificação das metástases linfonodais, a 
determinação do grau do tumor e a qualificação 
do quadro metastático constituem o sistema mais 
acurado atualmente disponível para predizer o 
prognóstico em pacientes submetidos à ressecção 
cirúrgica completa do tumor. Contudo, aproximada-
mente 30% dos pacientes com câncer de pulmão 
não-pequenas células (CPNPC) estádio patológico I 
apresentam recidiva tumoral e morrem, apesar da 
ressecção cirúrgica completa do tumor.(4,5) Isso sugere 
que células tumorais micrometastáticas ocultas, as 
quais não são detectadas pelos métodos atualmente 
disponíveis (estadiamento clínico e técnicas histo-
patológicas convencionasis, como a coloração pela 
hematoxilina-eosina), se espalharam para os linfo-
nodos regionais e para os órgãos à distância antes do 
momento da cirurgia. Para uma predição acurada do 
prognóstico, deve-se avaliar o estado do linfonodo, 
e devem-se levar as metástases em consideração.

O recente desenvolvimento da tecnologia de 
microsséries de tecido tem possibilitado aos pesquisa-
dores realizar estudos retrospectivos usando tecidos de 
arquivo fixados em formalina e incluídos em parafina. 
Essa tecnologia, a qual foi desenvolvida por Kononen 
et al.,(6) permite o exame simultâneo de centenas de 
amostras em uma única lâmina de microscopia e tem 
sido usada não só para detectar proteínas em células 
tumorais, mas também para quantificar a expressão 
gênica.(7-10) O método permite que minúsculos cilin-
dros de tecido sejam removidos de áreas selecionadas 
nos blocos de tecido e posteriormente incluídos em 
blocos de parafina ‘receptores’.(11)

Essa tecnologia inclui as microsséries multitumor 
(amostras de múltiplos tipos de tumores histológicos), 
as microsséries progressivas (amostras de estádios 
diferentes da progressão tumoral dentro de um dado 
órgão), as microsséries prognósticas (amostras para 
as quais os dados do seguimento clínico estão dispo-
níveis) e as criomicrosséries (amostras congeladas 
que podem ser mais adequadas para a detecção do 
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IA (T1N0M0), 4 pacientes com estádio IB (T2N0M0) 
e 5 pacientes com estádio IIB (T3N0M0).

Dos 18 pacientes avaliados, havia-se removido 
cirurgicamente um total de 77 linfonodos hilares e 
mediastinais. Esses 77 linfonodos foram analisados 
quanto à presença de micrometástases usando-se 
uma combinação de tecnologia de microsséries de 
tecido com coloração imunohistoquímica.

Uma média de 7 cilindros de tecido (cada um 
com 1 mm de diâmetro) por linfonodo foi removida 
do seio subcapsular do linfonodo e posteriormente 
incluída em sulcos vazios nos blocos de parafina 
‘receptores’.(21) Dois blocos receptores foram criados 
para o estudo, vindo a conter, respectivamente 198 e 
240 cilindros de tecido. Um total de 12 cortes inclu-
ídos em parafina foi submetido à imunocoloração.

As células tumorais micrometastáticas 
foram avaliadas utilizando-se a coloração 
imunohistoquímica pela técnica do complexo avidi-
na-biotina-peroxidase. Os anticorpos utilizados 
foram a anticitoqueratina 7 (CK7, Clone OV-TL 
12/30, diluição 1:100; Dako, Glostrup, Dinamarca) 
e a citoqueratina AE1/AE3 (Clone AE1 e AE3; Dako, 
Carpinteria, CA, EUA; diluição 1:320), as quais reco-
nhecem a maioria das citoqueratinas, incluindo a 
tipo 1 (tipo ácido) e a tipo 2 (tipo básico). O anti-
corpo cromogranina A (Clone DAK-A3; Dako, 

rior, ultrasonografia abdominal, varredura óssea e 
tomografia por emissão de pósitrons (esta usada 
somente em pacientes tratados a partir de 2004, 
quando esse exame foi disponibilizado pela primeira 
vez em nosso serviço). Realizaram-se mediastinoscopia 
e biópsia de linfonodo em pacientes com linfonodos 
cujo diâmetro no eixo menor era de menos de 1 cm. 
O tempo de seguimento variou de 10 a 131 meses. O 
acompanhamento cuidadoso foi documentado reque-
rendo-se que cada médico de família preenchesse um 
formulário sobre recidiva local, metástases à distância 
e desfechos. Após a avaliação diagnóstica inicial, 
6 dos 18 pacientes com CPNPC morreram devido à 
recidiva local. Maiores detalhes sobre esses pacientes 
encontram-se resumidos na Tabela 1.

O tecido tumoral usado no presente estudo foi 
derivado de amostras patológicas fixadas em forma-
lina retiradas de espécimes pulmonares ressecados 
após o término dos estudos patológicos de rotina. 
O diagnóstico histológico e a classificação do 
tumor foram revisados e verificados por dois pato-
logistas de acordo com as diretrizes estabelecidas 
pela Organização Mundial de Saúde em 2004.(20) 
Em média, havia 4 linfonodos disponíveis de cada 
paciente, e todos foram examinados para confirmar 
a ausência de metástases. O estadiamento patológico 
final do tumor identificou 8 pacientes com estádio 

Tabela 1 - Características clínico-patológicas dos pacientes.

Número de pacientes com células positivas na coloração imunohistoquímica
Variável CK7 

(n = 18)
p AE1/AE3 

(n = 18)
p Cromogranina A 

(n = 18)
p Micrometástases 

(n = 18)
p

Todos os pacientes 5/18 (28%)  7/18 (39%)  6/18 (33%)  9/18 (50%)  
Sexo         

Masculino 5/12 (41,7%) 0,063 6/12 (50%) 0,171 4/12 (33,3%) >0,99 7/12 (58,3%) 0,317
Feminino 0/6 (0,0%)  1/6 (16,7%)  2/6 (33,3%)  2/6 (33,3%)  

Idade         
≤57 1/9 (11,1%) 0,114 3/9 (33,3%) 0,629 3/9 (33,3%) 1,00 4/9(44,4%) 0,637
>57 4/9 (44,4%)  4/9 (44,4%)  3/9 (33,3%)  5/9 (55,6%)  

Histologis         
Adenocarcinoma 1/8 (12,5%) 0,278 3/8 (37,5%) 0,684 1/8 (12,5%) 0,131 3/8 (37,5%) 0,447
Carcinoma de células 
escamosas

4/9 (44,4%)  4/9 (44,4%)  4/9 (44,4%)  5/9 (55,6%)  

Carcinoma de 
grandes células

0/1 (0,0%)  0/1 (0,0%)  1/1 (100%)  1/1 (100%)  

Estádio patológico inicial         
T1N0M0 0/4 (0,0%) 0,034 1/4 (25%) 0,163 0/4 (0,0%) 0,269 1/4 (25%) 0,223
T2N0M0 3/12 (25%)  4/12 (33,3%)  5/12 (41,7%)  6/12 (50%)  
T3N0M0 2/2 (100%)  2/2 (100%)  1/2 (50%)  2/2 (100%)  

CK7: citoqueratina 7; AE1/AE3: citoqueratina AE1/AE3; T: tumor; N: metástase nodal ; e M: metástase.
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médicos. A associação entre os dados clínico-patoló-
gicos e o quadro micrometastático foi analisada por 
meio de uma tabela de contingência. A significância 
estatística foi avaliada pelo teste do qui-quadrado 
ou o teste exato de Fisher. As curvas de Kaplan-
Meier foram geradas, e a análise multivariada final 
foi realizada utilizando-se o modelo de riscos 
proporcionais de Cox. Todos os procedimentos esta-
tísticos foram realizados utilizando-se o programa 
Statistical Package for the Social Sciences, versão 
10.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA). O nível de signi-
ficância adotado foi de p < 0,05.(22)

Resultados

Utilizando-se a coloração imunohistoquímica 
com CK7, AE1/AE3 e proteína cromogranina A, 
células tumorais únicas e pequenos aglomerados de 
células tumorais foram vistos nos cilindros de tecido 
dos espécimes linfonodais (Figura 1). 

Glostrup, Dinamarca; diluição 1:600), o qual reco-
nhece células neuroendócrinas, também foi usado.

A presença de citoqueratinas ou de células positivas 
para cromogranina A nas cortes linfonodais, a qual foi 
determinada utilizando-se a tecnologia de microssé-
ries de tecido, foi aceita como evidência da presença 
de células tumorais micrometastáticas, mesmo quando 
somente uma única citoqueratina ou uma única célula 
positiva para a proteína cromogranina A foi detec-
tada. Os espécimes foram examinados e verificados 
por três patologistas que foram cegados quanto aos 
dados dos pacientes, incluindo os desfechos.

A coloração citoplásmica acastanhada era 
indicativa de positividade para CK7, AE1/AE3 e 
cromogranina A, o que, somado à morfologia celular 
positiva, foi visto como evidência da presença de 
células neoplásicas metastizadas para o linfonodo.

Os dados referentes aos pacientes foram obtidos 
mediante a revisão retrospectiva dos prontuários 

a

50 m

b

50 m

c

50 m

Figura 1 - Imunohistoquímica em linfonodos pN0 ressecados de pacientes com câncer de pulmão não-pequenas células. 
Observa-se coloração citoplásmica acastanhada para citoqueratina 7 (a), citoqueratina AE1/AE3 (b) e cromogranina 
A (c), o que, somado à morfologia celular, foi considerado indicativo de células neoplásicas metastizadas para o 
linfonodo. Aumento: 400×.
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Discussão

Atualmente acredita-se que o câncer de pulmão 
se origine do acúmulo de várias mudanças gené-
ticas, tais como mutações e deleções. Avanços 
recentes da biologia molecular e da genética têm 
produzido novas possibilidades de diagnóstico e de 
tratamento para a oncologia clínica. A detecção de 
micrometástases tem implicações potencialmente 
significativas para o prognóstico, principalmente 
em pacientes com CPNPC.(23)

O estadiamento patológico do tumor repre-
senta o sistema mais acurado atualmente disponível 
para predizer o prognóstico em pacientes que 
foram submetidos à ressecção radical do tumor. 
Contudo, a taxa média de sobrevida em 5 anos para 
pacientes com CPNPC estádio I cujos tumores foram 
completamente ressecados gira em torno de apenas 
70%,(4,5,23) e aproximadamente 30% desses pacientes 
apresentam recidiva. Esse achado sugere que há 
micrometástases ocultas antes do momento da 
cirurgia. A taxa dessa ocorrência é claramente subes-

Células coradas positivamente para CK7, AE1/
AE3 ou cromogranina A foram encontradas em 
12  (0,23%), 24 (0,46%) e 16 (0,30%) das amos-
tras, respectivamente. Dos 77 linfonodos incluídos 
no estudo, 9 (12%) foram positivos para CK7, 
14 (18%) foram positivos para AE1/AE3 e 10 (13%) 
foram positivos para cromogranina A. Quando a 
coloração imunohistoquímica com citoqueratina 
foi usada em conjunto com a com cromogranina A, 
encontraram-se micrometástases em 22 linfonodos 
de 9 (50%) dos 18 pacientes.

O reestadiamento do estado nodal foi realizado 
com base na combinação da coloração imunohis-
toquímica com citoqueratina e com cromogranina. 
Entre os pacientes estadiados como pN0 com base 
na coloração com hematoxilina-eosina, 9 (50%) 
foram reestadiados como N1. Os dados clínicos e 
morfológicos foram reavaliados quanto a associa-
ções e também quanto à recidiva e à sobrevida. A 
presença de células tumorais metastáticas positivas 
para CK7 nos linfonodos pN0 estava significativa-
mente associada ao estádio patológico (p < 0,05), 
como pode ser visto na Tabela 1, a qual também 
mostra a distribuição das demais características 
clínicas dos pacientes. Não houve associações signi-
ficativas para a imunocoloração com AE1/AE3 ou 
com cromogranina A nos linfonodos pN0.

As curvas de sobrevida de Kaplan-Meier apre-
sentadas na Figura 2 mostram que a sobrevida foi 
mais baixa entre os pacientes com células tumorais 
micrometastáticas coradas para cromogranina A do 
que entre aqueles sem tais micrometástases, sendo 
essa diferença de significância limítrofe (p = 0,05). 
Considerando-se a sobrevida em uma análise multi-
variada ajustada para idade, sexo, tipo histológico e 
reestadiamento, a taxa de sobrevida foi 7 vezes maior 
na ausência de micrometástases para pacientes abaixo 
de 57 anos com adenocarcinoma. Os riscos relativos 
para esses preditores são mostrados na Tabela 2.

Os blocos de parafina contendo os cortes linfo-
nodais foram submetidos a cortes seriados com 
o objetivo de aumentar a área dos cortes para o 
diagnóstico. Doze cortes com 3- a 4-µm de espes-
sura foram obtidos dos dois blocos. Os novos cortes 
apresentaram áreas mais amplas para o exame, 
totalizando 142,2 mm2 por linfonodo. A Tabela 3 
mostra a comparação entre a análise de microsséries 
de tecido e o método padrão para análise de linfo-
nodos em termos das vantagens e do custo.

Sobrevida em meses após a biópsia
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Figura 2 - Probabilidade de sobrevida estimada pelo 
método de Kaplan-Meier versus tempo de seguimento 
em meses em pacientes com estádios patológicos N0 e 
N1. O grupo sem células linfonodais imunocoradas para 
cromogranina A é representado pela curva superior, e 
o grupo com células linfonodais imunocoradas para 
cromogranina A é representado pela curva inferior.
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28% dos pacientes, contra 39% para AE1/AE3 e 33% 
para a cromogranina A. A eficiência do diagnóstico 
foi aumentada com o uso combinado da tecnologia 
de microsséries de tecido e da coloração imunohisto-
química. Além disso, a detecção de micrometástases 
utilizando-se a cromogranina A esteve significativa-
mente associada à pior sobrevida, o que faz desse 
anticorpo um marcador potencialmente útil na prática 
clínica e patológica. Considerando-se a sobrevida em 
uma análise multivariada ajustada para idade, sexo, 
tipo histológico e reestadiamento, a probalidade de 
sobrevida foi 7 vezes maior na ausência de micro-
metástases em pacientes abaixo de 57 anos com 
adenocarcinoma, enfatizando a importância de se 
examinar todos os linfonodos ressecados de pacientes 
com câncer de pulmão em busca de micrometástases.

Nosso estudo mostrou o valor de se combinar 
a tecnologia de microsséries de tecido com a colo-
ração imunohistoquímica para detectar células 
tumorais micrometastáticas ocultas em linfonodos. 
Contudo, embora essa combinação possa representar 
um método de baixo custo e menos demorado para 
predizer a recidiva e o prognóstico em pacientes com 
CPNPC estádio I cujos tumores foram completamente 
ressecados, nosso estudo tem limitações. Em primeiro 
lugar, a amostra de pacientes era pequena. Em 
segundo lugar, não existem estudos que comparem 
essa técnica com os métodos padrão-ouro tipica-
mente utilizados para detectar micrometástases e com 
os quais nossos achados possam ser comparados.

Em conclusão, são necessários estudos prospec-
tivos randomizados com casuísticas maiores para 
determinar a acurácia e validar o uso combinado da 
tecnologia de microsséries de tecido e da coloração 
imunohistoquímica como um método alternativo 

timada pelo atual sistema de estadiamento clínico e 
pelos métodos histopatológicos convencionais.

Combinando a tecnologia de microsséries de 
tecido com a coloração imunohistoquímica, identi-
ficamos células tumorais micrometastáticas ocultas 
em linfonodos pN0 em 50% dos pacientes com 
tumores completamente ressecados. Além disso, nas 
análises univariada e multivariada, os pacientes com 
micrometástases linfonodais tiveram um prognóstico 
pior do que os pacientes sem essas micrometástases. 
O impacto prognóstico foi independente do sistema 
de estadiamento TNM.

Demonstramos que, em 50% dos pacientes com 
CPNPC avaliados no presente estudo, o uso combi-
nado da tecnologia de microsséries de tecido e da 
coloração imunohistoquímica para detectar células 
tumorais ocultas nos linfonodos regionais mudou o 
estadiamento.

A tecnologia de microsséries de tecido tem 
aplicações potenciais na prática da histopatologia 
diagnóstica.(24) Agora, usando a combinação da análise 
de microsséries de tecido com a imunohistoquí-
mica, os patologistas são capazes de realizar análises 
em grande escala sem precedentes. As vantagens 
desse uso combinado são significativas: um grande 
número de amostras, as quais são retiradas de uma 
quantidade limitada de tecidos de arquivo, pode ser 
acessado simultaneamente para inúmeros marcadores 
e processado sob condições idênticas; a concordância 
com os métodos convencionais é excelente; os custos 
são reduzidos; e o tempo gasto é menor.(25)

Usamos os anticorpos CK7 e citoqueratina AE1/
AE3, assim como o anticorpo cromogranina A, como 
os principais marcadores de micrometástases em linfo-
nodos. Usando CK7, detectamos micrometástases em 

Tabela 2 - Análise multivariada dos fatores prognósticos pela regressão de Cox.

Variável n Risco relativo Intervalo de confiança de 95% p
Sexo   0,451-28,042  

Masculino 12 3,557  0,228
Feminino 6 1   

Idade   1,116-26,511  
≤57 9 5,440  0,036
>57 9 1   

Histologia   0,011-0,542  
Adenocarcinoma 8 0,077  0,010
Carcinoma de células escamosas 9 0,000   

Novo estádio   1,190-42,381  
N0 9 7,100  0,032
N1 9 1   
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Tabela 3 - Vantagens e custo.

Método Estádio pN0 
(%)

Linfonodo  
(n)

Custo  
(US$)

Blocos de parafina 
(n)

Cortes em parafina 
(n)

Superfície analisada 
(mm2)

Padrão 0 77 5.351,50 77 1 12
Microsséries 50 77 834,00 2 12 142,2


