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Resumo

Evidéncias substanciais sugerem que o conteido anormal de DNA das
células tumorais correlaciona-se com a agressividade bioldgica e pode oferecer
informacdes prognosticas.

Para avaliar o contetdo de DNA nuclear foram estudados 30 casos de
carcinomas ductais infiltrantes da mama feminina, pelo método da citometria
estatica usando o programa ACAS-3. A ploidia foi avaliada pela taxa de células
excedendo 2,5c¢, taxa de células excendo 5c¢ e Histogramas de Auer e confrontada
com o tamanho do tumor, grau histolégico, componentes da classificacdo de Bloom
e Richardson, receptores estrogénicos (RE) e expressdo da proteina do anti-
oncogene p53. Além disso, pesquisou-se a capacidade do programa ACAS-3 em
medir a proliferacdo celular, a qual foi avaliada pela taxa de células excendendo
2,5c¢ e taxa de células em fase S. Ambas as taxas foram comparadas com o indice
mitético e um marcador molecular de proliferagdo celular (MIB-1).

A aneuploidia associou-se significativamente com a graduacdo microsco-
pica, com a formacéo tubular, o pleomorfismo nuclear, com os receptores de
estrégenos e a expressao da proteina do anti-oncogene p53. Nao houve
associacao estatisticamente significativa entre a aneuploidia, idade da paciente,
tamanho do tumor, metastases axilares e indice mitotico.

Nao ocorreu associacdo entre a taxa de células excedendo 2,5c e taxa de
células em fase S com o indice mitético e o MIB-1.

Concluiu-se que a citometria estatica ¢ uma técnica prética e vidvel para
quantificar o DNA nuclear em casos de carcinomas mamarios processados
rotineiramente e que a ploidia é um importante indicador prognéstico que
poderia ser associado aos parametros morfoldgicos classicos de prognéstico
em cancer de mama. Esta técnica utilizando o programa Acas-3 ndo é capaz
de analisar a proliferacdo celular.
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Introducéao

Incidéncia e Mortalidade

O céancer de mama apresenta altas taxas de incidéncia e mortalidade na
populagédo feminina, constituindo-se em um problema de saude publica.

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) avaliando dados de registros de
cancer de mama de base populacional de vérios paises de diferentes conti-
nentes mostrou que nas décadas de 60 e 70 houve um aumento de 10 vezes
na taxa de incidéncia desta neoplasia [92) A OMS estima que no perido de
1975 a 2000 o nimero de casos de cancer de mama aumentard em 14,5% nos
paises desenvolvidos e 63% nos paises em desenvolvimento [119).

O Brasil apresenta taxas de cancer de mama proximas as encontradas
nos paises em desenvolvimento [92-102). A maior incidéncia se verifica em Porto
Alegre (76,2 por 100 mil mulheres), seguida de Sdo Paulo (65,5 por 100 mil
mulheres) e depois Fortaleza (61,6 por 100 mil mulheres). E o mais freqiiente
tipo de cancer na populacdo femina de Porto Alegre e Sdo Paulo, enquanto em
Fortaleza segue-se ao do colo uterino (102).

No Brasil ha uma expectativa de aumento das taxas de mortalidade por
cancer e isto se dara especialmente em fungdo dos canceres de pulmao e
mama 1102). O cancer de mama ja representa a primeira causa de morte por
cancer na populacdo feminina de Porto Alegre e Sdo Paulo e a segunda em
Fortaleza e Recife (92)

Fortaleza 11021 é a cidade do Nordeste Brasileiro com maior incidéncia de
cancer de mama e sua taxa se aproxima daquelas das regides mais desenvol-
vidas do pais. Surge entdo a necessidade de um estudo mais aprofundado de
NOsSsOs casos na perspectiva de uma melhor compreensédo desta realidade e
de propor uma melhor abordagem patolégico-clinico-terapéutico que possa
ter utilidade prética de rotina dentro de nosso contexto sécio-econémico.

Em um estudo prévio feito no Departamento de Patologia e Medicina
Legal do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Cear4 (DPML-
UFC), abrangendo o periodo 1970-1990, verificou-se que ocorreu um aumen-
to do namero global de casos de cancer de mama (incremento de 1,7); dos
626 casos de cancer levantados, 33% ocorreram na faixa etaria de 23-44 anos;
um pico foi verificado entre 45-65 anos (46,9%) e 19,8% apdOs 0 65 anos [53).
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Uma outra questao epidemioldgica do momento é quanto ao acometi-
mento do cancer de mama em faixa etaria cada vez mais jovem ,I19). Um estu-
do cléassico feito pelo Columbia-Presbyterian Medicai Center com 6.000 casos
durante 50 anos mostrou que apenas 1,2% dos canceres de mama feminino
ocorreram entre 20 a 29 anos: em contraste, em Fortaleza 15! (696 casos em
30 anos) e Porto Alegre 191 (2.984 casos em 14 anos), as taxas foram de 2,9%
(2,4 vezes maior) e 3,2% (2,6 vezes maior), respectivamente.

Existe uma necessidade crescente de encontrar parametros em tumores
malignos que possam ser preditivos do seu curso clinico 162 No cancer de
mama o fator prognoéstico mais importante é o envolvimento dos ganglios
linfaticos axilares 154). No entanto, o tamanho do tumor 157 153), 0 grau histoldgico
e nuclear 15) e a expressédo dos receptores estrogénicos 13! 85, juntamente com
0s ganglios axilares sdo os fatores comumente usados na previsdo do curso
clinico da doenca 163).

Mais recentemente, métodos novos e mais sofisticados tém sido investi-
gados para identificar fatores prognésticos adicionais, tais como: marcadores
de proliferacéo celular, expresséo de fatores de crescimento celular, oncogenes,
proteinas de invasividade tumoral. proteinas de resposta ao stress, genes anti-
metastaticos, ploidia, dentre muitos outros.

Ciclo Celular

De acordo com o modelo do ciclo celular as células soméaticas humanas
duplicam sua massa de cromossomos (correspondente a 46 Cromossomos)
durante o ciclo celular. As células humanas em repouso estéo na fase Go/G! do
ciclo celular, quando entram em replicacdo apresentam sintese de DNA e
movem-se de Gy/Gj para G2/M. (Fig. 1) Na fase G"G, apresentam quantidades
habituais de DNA (2c = 2 pares de cromossomos, isto é, 46 cromossomos na
espécie humana) e na fase G2/M duplicam esta quantidade (4c). As células
entre 2c e 4c sdo sugestivas de estarem na fase de sintese de DNA. periodo
chamado de fase S. A definicdo de ploidia se aplica a célula dipléide humana
normal (2c ou 4c) e aneuploidia as que mostram quantidades anormais de
DNA, diferindo para mais ou para menos do padrdo normal(4s|

Fig. | - Fases do Ciclo Celular
IRetirado das anotag@es do prof. Regateiro - Porto-Portugal)
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Ploidia

Substanciais evidéncias sugerem que o conteido anormal de DNA das
células tumorais de diferentes tipos de tumores correlacionam-se com a
agressividade bioldgica e pode fornecer informac@o prognostica (2-6-7 8 23-26-38
49.51.65.74.81.86. loa. loa. 116. i3G. i6i) Além disso, a ploidia pode ser usada no diag-
noéstico cito e histolégico nos casos em que é necessario informacao adici-
onal para distinguir entre lesdo benigna e maligna, como por exemplo, no
carcinoma de pequenas células do pulméo, cujas células sao de dificil
distincdo de linfécitos normais. Nestes casos que apresentam dificulda-
des morfoldgicas, o padrao de distribuicdo da ploidia pode oferecer infor-
macdo digndstica decisiva "2l

Muitos investigadores tém mostrado pronunciada diferenca entre a quan-
tidade de DNA do tecido normal e a dos tumores malignos, apesar de existem
tumores malignos com contetddo de DNA semelhante ao encontrado em célu-

las normais (23).

A raz&o porque tumores aneupléides sdo mais malignos que os dipléides
permanece por ser esclarecida 1. No modelo recentemente proposto por
Giaretti a aneuploidia ocorre por perda da divisdo celular simétrica, impli-
cando em diferentes contetidos de DNA para as células filhas. De acordo com
este modelo de aneuploidizacdo, ocorreriam inicialmente células aneupléides
perto do pico dipléide (hipodiploide) com posterior tetraploidizacdo e sequentes
divisbes anormais. Este modelo é apoiado pela alta percentagem de células
hipodipldides em lesdes precursoras de malignidade 641 Os tumores
aneupldides apresentam alto grau de instabilidade do genoma dentro da po-
pulagdo tumoral, levando a geragcdo de clones com capacidades bioldgicas
heterogénas dependentes do desequilibrio cromossémico com provavel per-
da de genes inibidores do crescimento e diferenciacdo celular (anti-oncogenes)
e/ou ganho de genes indutores do crescimento celular (oncogenes),64). Portan-
to, a aneuploidia, sob este ponto de vista, seria um indicador de instabilidade
genética e funcionaria como um pré-requisito para a rapida progressédo da
neoplasia "2l Observagdes experimentais do carcinoma escamoso brénquico, do
colo uterino e do carcinoma de mama mostram que as lesdes precursoras exi-
bem significativas alteracdes do conteudo de DNA nuclear 1'1.110.111.132.134)

Medicdo da Ploidia

Citometria ¢ um termo introduzido a cerca de cinqlenta anos para
procedimentos que detectam quantitativamete substancias em sua locali-
zacgdo bioldgica natural 45). Tem sido de valor especial na elucidagcdo dos
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diferentes conteudos celulares, como &cidos nucléicos, proteinas e dife-
rentes organelas 112. O método requer o emprego de substancias diferentes
com a capacidade de reagir com os diversos constituintes bioldgicos I12).
Citometria de DNA é um termo reservado para a medida de distribuicdo de
DNA de células normais, hiperpléasticas, diplasticas e neoplasicas (45).

O passo inicial para o desenvolvimento da citometria foi a descoberta da
existéncia do nucleo celular em 1868 por Miescher. Em 1924 Fuelgen desen-
volveu o método de coloracdo histoquimica do DNA, utilizado até hoje. O prin-
cipio basico desta coloracdo ¢ a ligacdo covalente e especifica do reagente de
Schiffao DNA. Em 1984, Sandritter anunciou que o contetido de DNA hapléide,
diploide e tetrapldide do nucleo celular corresponde a razédo de 1:2:4, de pa-
res de cromossomos, respectivamente (4Sl.

O primeiro método a ser usado para a estimativa do contetido de DNA foi
a microespectrofometria estatica pela coloracdo de Feulgen em imprints t68)
Nas ultimas décadas a construcdo de tubos fotomultiplicadores, analisadores
de multiplos canais e modernos processos computadorizados levaram ao de-
senvolvimento da citometria de fluxo, que usa técnicas hidrodinamicas para
focar particulas em meio de suspensao passando por um laser (45). A partir de
entdo a citometria de fluxo foi 0 método mais frequentemente usado para
medir o DNA. Mais recentemente, 0s avancos tecnoldgicos na analise
computadorizada de imagens permitiram um grande desenvolvimento da
citometria estatica 19-19-27-32-3e-39,42,62-89"06-152).

O principio fisico da citometria estatica é baseado na lei de Lamber-Beer:
“a intensidade de luz que passa através de uma substancia diminui
exponencialmente com a espessura, e a penetragdo de um raio atravées de uma
solucdo, expressa como extingdo (ou logaritmo negativo de transmissdo) é
linearmente dependente da espessura e concentracdo das substancias dissol-
vidas.” Se o volume é conhecido, a quantidade de substancia absorvendo os
raios pode ser determinada. A andlise é feita pela medida da transmissao de
luz (ou emisséo, no caso de fluorescéncia) por pixel ou scanning point trans-
formando estes valores em valores representativos da densidade local do
material e integrando sobre o campo ocupado pela particula (em geral, nucle-
os celulares). A quantidade de DNA de uma amostra, baseado neste principio
é a somatdria da densidade 6tica de cada nucleo corado e representado sob a
forma de histograma ,1291. A resolucéo e a precisdo da medida sdo descritas
pelo coeficiente de variagdo (CV) do pico G"G, da amostra analisada. As célu-
las em proliferacdo, isto é, em sintese de DNA, (fase S ou fracdo de células em
fase S) podem ser estimadas por modelos matematicos.

A citometria de fluxo tem a capacidade de analisar milhares de célu-
las rapidamente com elevado poder de resolucéo (12-129). Entretanto, anali-
sa todas as células que estdo na amostra porque o método ndo permite a
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selecdo apenas das células tumorais, a ndo ser que esteja associado a
imunomarcacdo para selecionar as diferentes populacdes celulares. A
citometria estatica apesar de utilizar menor niumero de células e ter me-
nor poder de resolugcdo, permite, por sua vez, a visualizacdo das células a
serem medidas em cortes histolégicas e em citologia no momento do exa-
me, podendo dessa forma selecionar as células tumorais 112 129)

\

Uma questdo que se impde é quanto a concordancia das técnicas de
citometria de fluxo e citometria estética frente a tipos diferentes de prepara-
¢Oes dos espécimens. Estudos comparativos de ploidia determinada por
citometria estéatica de fluxo ttm demonstrado uma concordancia entre as duas
técnicas de 85 a 95% quando se usa material em citologia para determinacao
em citometria estatica; esses valores caem para 75% quando se usam secgdes
histolc’)gicas 119-33.62.68.88. 128).

A citometria de fluxo e estatica sdo dois métodos diferentes de medida de
DNA. Ambas apresentam vantagens e desvantagens inerentes a propria técni-
ca. O uso simultaneo de ambas as técnicas pode fazer um balanco entre as
dificuldades e facilidades de cada um dos métodos 4S 68l A combinacdo da
citometria estatica e de fluxo é altamente recomendada. Quando entretanto a
possibilidade de aplica-las mutuamente é limitada, a citometria estatica com
um moderno citofotdbmetro computadorizado é o método de escolha 19 26 38 44
6b 87-103), pois tem demonstrado algumas vantagens importantes em relagcéo a
citometria de fluxo «6-38-87-103-127),

* menor custo financeiro
» capacidade para analisar espécimens muito pequenos
« detectar raras células aneupléides

» classificar populacGes celulares de acordo com o0 seu tipo
morfoldgico.

Ploidia no Carcinoma Mamario

Atkin foi o primeiro a associar hiperpldidia com reducgéo de sobrevida
em pacientes com cancer de mama (7). O interesse tornou-se ainda maior pela
incessante procura de fatores prognoésticos em cancer de mama invasivo com

ganglios axilares negativos em que a terapéutica ¢é variavel n8-24.30.34.37.55.60.76.90.
91. 95. 96. 97. 114. 118. 127. 137. 146. 158. 159)

Muitos estudos tém sido publicados em anos recentes comparando a
ploidia com importantes parametros clinicos no cancer de mama, tanto em
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pacientes com ganglios axilares metastatizados, quanto em pacientes sem
envolvimento ganglionar. Entretanto, existe variabilidade de resultados, pro-
vavelmente devido a diferencas de métodos e técnicas e, principalmente, quan-
to ao tempo de observacao clinica (128) O ponto de maior questédo é saber se a
ploidia pode fornecer informacdo prognostica independente em relacdo a
sobrevida e recorréncia da doenca 0 41 69-70-78 84 109 lIs-138 144 15°i. Apesar de
algumas discordancias de resultados, muitos trabalhos mostram que a ploidia
é¢ um importante fator de agressividade tumoral. Numerosas outras publica-
¢Oes tém demonstrado a correlacdo entre o conteido de DNA e o comporta-
mento clinico em cancer de mama (8 1012 13>16  24.30.34.37.47.48.60,61.76.80.90.91.95.100.

113. 114. 118. 127. 135. 137. 146. 159. 160)

Estudos de carcinoma de mama tém sugerido a correlacdo entre o con-
teldo de DNA das células neoplasicas e o tempo de sobrevida (I° 12 13). Deta-
Ihada determinacéo citofotométrica de padrdes de distribuicdo de DNA em
cancer de mama de pacientes que sobreviveram cinco e dez anos mostraram
padrdes de DNA comparaveis aqueles das células dipldides ou tetrapldides
normais (13). Em contraste a maioria dos canceres de mama de pacientes que
morreram dentro de dois anos apds o digndstico. tiveram distribuicdo de

DNA aneupldide (I3),

Um estudo de 409 cénceres de mama invasivos com acompanhamen-
to clinico de 8 e 13 anos mostrou que o conteudo de DNA oferece informa-
¢cdo prognostica adicional quando associado a outras variaveis clinicas e
histopatoldgicas, estando correlacionado por exemplo com o grau
histoldgico (46)

Numerosos outros estudos apoiam o ponto de vista de que o valor da
informacdo prognostica obtida pela medida do DNA depende de outros
parametros clinicos e histopatoldégicos convencionais, ndo sendo portanto,
um fator prognéstico independente. Auer e colaboradores utilizando um sis-
tema proprio de classificagdo dos histogramas obtidos por citometria estéatica
demonstraram que determinados padrfes de aneuploidia podem prever a
sobrevida média das pacientes como um fator progndstico independente (I3).
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ODbjetivos

Tendo em vista que o cancer de mama feminino apresenta altas taxas de
incidéncia e mortalidade e que Fortaleza é a terceira capital em incidéncia
desse tipo de céncer, além da necessidade de maiores estudos no entendi-
mento da ploidia como fator de prognéstico, propde-se a analise desta neoplasia
sob o ponto de vista da ploidia através da citometria estética.

A ploidia sera confrontada com parametros clinico-patolégico de cancer
de mama ja bem estabelecido quanto ao seu valor progndéstico, a saber:

+ tamanho do tumor
+ grau histolégico
« receptores de estrogenos (RE)
« expressdo de proteina do anti-oncogene p53
Além disto, a plodia sera avaliada quanto a cada componente da classifi-
cacdo de Bloom e Richardson.

Ademais, serd avaliado a eficicia da citometria estatica em medir prolife-
racdo celular através da comparacgédo dos resultados com outros métodos de
medida de proliferacdo celular, tais como:

+ indice mitético

+ expressdo de um marcador de proliferagéo celular (MIB -1)

17



Materiais e Métodos

Pacientes e Tumores

Amostras de tecidos de cancer mamario dos tipos ductais infiltrantes de
30 pacientes do sexo feminino foram obtidas dos arquivos do Departamento
de Patologia e Medicina Legal da Universidade Federal do Ceara (Dpmi-Ufc) no
periodo compreendido entre 1970 a 1990, representativas das faixas etarias e
com o minimo de dados epidemiolégicos, clinicos e patoldgicos.

O tamanho do tumor, o tipo e grau histoldgico e o envolvimento dos ganglios
linfaticos axilares foram avaliados.

Avaliacdo Histoloégica

Foram realizados cortes histolégicos de 5pm de espessura a partir de
blocos de parafina de material previamente fixado em formalina. Os cortes
foram corados por hematoxilina e eosina (HE) e a classificac@o histolégica foi
feita, independentemente, por dois patologistas de acordo com a Organizagéo
Mundial de Saude (OMS). A graduacdo microscopica obedeceu aos parametros
de Bloom e Richardson 1221 (Anexo I).

Citometria Estatica

A técnica da citometria estatica foi feita a partir de sec¢gbes de 4pm de
espessura de blocos de parafina dos casos de carcinomas ductais infiltrantes
(Fig. 2a) e colocados em Iaminas com gelatina que permaneceram na estufa a
37 °C durante uma noite. Posteriormente, as laminas foram coradas pelo
meétodo de Feulgen da seguinte forma: 11291

» desparafinizacdo e hidratacéo;

+ fixacdo em formol aquoso tamponado a 4%, pH = 7, durante 15
horas na geladeira a 4 °C;

+ lavagem em agua destilada;

« hidrdlise acida com HC1 5 N a temperatura ambiente durante
uma hora;
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+ lavagem em &gua destilada;

« transferéncia das laminas para cubetas novas, secas e envolvi-
das com papel aluminio para evitar que o reagente de Schiff
entrasse em contacto com a luz e umidade;

+ coloragdo com reagente de Schiff (Anexo Il) a temperatura am-
biente em camara escura durante 2 horas e 15 minutos;

+ preparagdo da solugdo Na2S205 (Sigma S-1516; 3 g de Na2S.,05,
570 ml de dgua destilada, 30 ml de HC1 | N; agitado e mistura-
do no vortex);

+ lavagem das laminas em 4gua destilada por trés vézes;

+ lavagem com solucdo Na2S205 por trés vézes durante 10 minu-
tos cada vez;

+ lavagem em agua corrente durante 5 minutos;
« lavagem em agua destilada;
+ desidratacéo;

+ montagem da lamina com entellan. Depois de feita as laminas
foram armazenadas em caixa escura na geladeira a 4 °C até o
momento da leitura.

Para medicdo do DNA foi utilizado o sistema “Ahrens Image System”
(Bargnheibe-Hamburg, Germany). O sistema constitui-se de um microscopio
otico (Nikon), uma camera de video (CCD-Panasonic-500), um micro-
computador (IBM) e o programa Acas-3 (Fig. 3). A leitura foi feita com objetiva
de 40X e contados 200 nucleos de células cancerosas. O processo de medigédo
ocorreu da seguinte forma (129)

+ Posicionou-se 0 nucleo a ser medido em relacdo ao detector,
escolhendo-se um campo microscopico onde os nucleos esti-
vessem separados, representados em sua totalidade e ndo so-
brepostos.

+ Fixou-se a imagem deste campo na tela do computador

+ Os detectores do computador mediram a intensidade de luz de
cada nucleo contado.

* Os sinais luminosos foram convertidos pelo computador em for-
mas numericas.

+ As informacgdes foram acumuladas no computador sob a forma
de pontos e transformadas em graficos.

« Apo6s a medicao das 200 células os valores obtidos foram arma-
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zenados em um arquivo de banco de dados e representados em
histogramas que mostravam a quantidadade de células e o
parametro medido, no caso, o conteido de DNA.

O controle da coloracdo de Feulgen (Fig. 2b) foi feito através do uso de
seccdo histoldgica de cerebelo de recém-nascido, corada simultaneamente com
os casos analisados. As células da camada molecular tiveram 2c na medicado
de acordo com as recomendacdes da técnica. O controle de cada caso foi
interno com a medi¢do de 20 nucleos de linfocitos que também tiveram 2c.

Os resultados da medicé@o de DNA feitas pelo citdmetro foram interpretados
pelo tipo de histograma e pela anélise matemética.

Segundo Auer os histogramas podem ser divididos em 4 grupos de acordo
com a sua morfologia 113l (Anexo IlI):

Tipo |: caracterizado pela presenc¢a de um pico Unico na regido dipléide
ou “quase dipldide”.

Tipo II: maior pico na regido tetrapldide ou “quase tetrapléide” com
possibilidade de haver outro pico na regido dipldide.

Tipo lll:  padrédo bimodal com picos em areas dipldide e tetrapldide.

Tipo IV: valores amplamente distribuidos indicando pronunciada
aneuploidia.

Os resultados da analise matematica foram obtidos diretamente do
computador e constaram de: média, desvio padrdo, coeficiente de variagao,
taxa de células excedendo 2,5c, taxa de células excedendo 5c, e taxa de células
em fase S. As analises destas taxas foram feitas pela média de valores de cada
categoria e divididas em 2 classes: alta e baixa.
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Figura 2a - Carcinoma ductal infiltrante da mama. Colo-
racdo de Feulgen. Aumento dc 400x

Figura 2b - Cerebelo dc recém-nascido. Caso Controle da
coloracdo dc Feulgen. Aumento de 400x

Figura 3 - Aparelho de citometria estatica (Ahrens Image
System)
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Estudo Imunohistoqguimico

A técnica da imunohistoquimica foi feita a partir de secc¢des de 4pm de
espessura obtidos em blocos de parafina e colocados em laminas com gelatina,
gue permaneceram em estufa a 37 °C por uma noite. Foram pesquisados 0s
receptores de estrogenos (RE), proteina do antioncogene p53, e um marcador
de proliferacdo celular MIB-1. A técnica utilizada foi a da Avidina-Biotina-
Peroxidase e ocorreu da seguinte forma 129):

desparafinizacéo e hidratracéao;

colocacdo das laminas em cubetas de plastico com tampao citrato
IOmM, pH 6.0 (2,lg de acido citrico. 1.000 ml de &gua destila-
da; ajustado o pH com cerca de 13 ml de NaOH 2M);
colocacdo das cubetas em forno de micro-ondas na poténcia
méaxima e a cada ! minuto e 30 segundos foi acrescentado o
citrato que derramou até que se completassem 7 minutos;
colocacdo das cubetas a temperatura ambiente durante 20 mi-
nutos ainda em citrato;

lavagem erJ?4*ducéo salina tamponada (TBS) durante 5 mi-
nutos;

bloqueio da peroxidase endégena durante 30 minutos (100 ml
de metanol e 1,5 ml de H20? a 30%) ;

lavagem com TBS 2 vezes durante 5 minutos;

transferéncia das laminas dos casos em estudo e das laminas
controle da reacdo dos diferentes soros para camara umida.
Aplicacdo do soro normal de coelho (X-902-DAKO) na diluicéo
de 1.5 em TBS/BSA a 25%. Foi colocado 200 ml em cada lami-
na durante 20 minutos;

retirado o excesso de soro normal de coelho, sem lavar;
aplicacdo dos soros primarios, 200 pl em cada lamina:

a) Para RE (M 7047-DAKO) diluicaol:200 pl em TBS/BSA a
12,5%;

b) Para p53 (1407-IMUNOTEC) dilui¢cdo 1:200 em TBS/BSA a
12,5%;

c) Para MIB-1 (0506-IMUNOTEC) diluicdo de 1:100 em TBS/
BSAa 12,5%

colocagdo da cdmara Umida na geladeira a 4 °C durante toda a

noite;

lavagem das laminas com TBS 2 vezes durante 5 minutos;



[

transferéncia das laminas para camara Uumida, retirando-se o
mais possivel o TBS;

aplicacdo do complexo soro de coelho anti-camundongo fixado
a biotina (E-354-DAKO), diluicdo de 1:200 em TBS/BSA a 12,5%
durante 30 minutos;

lavagem com TBS, 2 vezes durante 5 minutos;

transferéncia das laminas para a cdmara iumida e aplicacdo do
complexo Avidina-Biotina (K-355-DAKO, para cada 5.000 ml de
TBS/BSA a 12,5% usou-se 50 pl de Avidina e 50 pl de Biotina)
durante | hora;

lavagem com TBS, 2 vezes durante 5 minutos;

aplicagdo de Diaminobenzidina (DAB) durante 7 minutos. 50 mg
de DAB (D5637-SIGMA)

) i 2 M de Tris, 24 ml
Tris Hcel (pH 7,6) -] HC1 (N), 3,8 ml

H20 destilada, 100 ml

H,,0 destilada, 2,9 mi
H202 a 30%, 0,1 ml

Lavagem em &gua destilada durante 5 minutos;
Contra-coloragdo com hematoxilina durante ! minuto;
Lavagem em &gua corrente durante 2 minutos;
Passagem rapida por agua amoniacal;

Desidratacdo das laminas;

Montagem das laminas com entellan;

Leitura das laminas em microscopio 6tico comum.

Os controles negativos da reacdo de imunohistoquimica foram obtidos pela
omissdo dos soros primarios. Os controles positivos para RE e MIB-1 foram
casos de carcinoma de mama positivos para RE e MIB-1, respectivamente; o
controle positivo para o p53 foi um caso de carcinoma anapléastico de tiredide
com mutacgdo de p53 determinada por biologia molecular.

Os casos foram considerados positivos para RE quando mais de 10 por
cento da populagéo celular neoplésica apresentou nucleos de coloragdo acasta-
nhada ,142). A positividade para a expressdo da proteina de p53 foi considerada
guando mais de 5 por cento da populacéo celular neoplésica apresentou nucleos
de coloracédo acastanhadas (141). Para o MIB-1 foi calculada a porcentagem de
células que apresentaram nucleos acastanhados em uma populagédo de 1.000
células neopléasicas contadas 1261
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Analise Estatistica

Para comparar a ploidia e a taxa de proliferacdo celular com os demais
parametros utilizados: tamanho do tumor, grau histolégico, componentes da
classificagdo de Bloom e Richardson, indice mitdtico, ganglios axilares, ex-
pressdo de RE, expressdo de p53 e expressdo de MIB-1, foram utilizados
testes estatisticos de analise de variancia (Anova) e X2 . As correlagdes foram
consideradas significativas quando p < 0,05.
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Resultados

Pacientes e Tumores

ldade

Os 30 casos de carcinomas ductais inilitrantes (CDIs) de pacientes do
sexo feminino tiveram a idade variando entre 30 e 70 anos, com a média de
49,4 anos e mediana de 49,5 anos (ANEXO V).

Tamanho do Tumor

O tamanho do tumor variou entre 1,2 cm a 14 cm. com a média de 5,2 cm
e mediana de 4,2 cm (ANEXO 1V).

Ganglios axilares

Os ganglios axilares foram positivos em 15 casos e negativos nos outros
15 casos de CDIs (ANEXO V).

Tipos e Graus Histolégicos

A distribuicdo dos CDIs de acordo com o grau e componentes da classificagdo
de Bloom e Richardson estd sumarizada na Tateia 1. A maior parte dos
carcinomas foi de histologia agressiva (53,3%, grau lll), (Figs. 4a, 4b) sendo o
restante entre o grau Il (26,6%) ( Figs. 5a, 5b) e grau | (20%). (Figuras 6a, 6b)

Tabela 1| - Distribuicdo de carcinomas ductais infiltrantes de acordo com o
grau e componentes da classificagdo de Bloom e Richardson.

Parametro N'3 de Casos (%)

4 (13,3)
5 (16,6)
21 (70,0)

1 (3,30)
11 (36,6)
18 (60,0)

9 (30,0)
15 (50,0)
6 (20,0)
| 6 (20,0)

Grau histologico I 8 (26,6)
1l 16 (53,3)

Formacéo tubular

WN —

Plemorfismo nuclear

W N —

—_

indice mitético

w N
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Figura 4a - Carcinoma cluctal inftltrante da mama. Grau
Il da classificagdo dc Blooin-Richardson. Coloragéo por
I&E. Aumento dc 250x

Figura 4b - Carcinoma cluctal infiltrante da mama. Grau
Il da classificacdo dc Blooin-Richardson. Coloragao por
H&E. Aumento dc 400x
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Figura 5a - Carcinoma ductal infiltrante da mania. Grau
Il da classificacdo de Bloom-Richardson. Coloracéo por
H&E. Aumento de 250x

Figura 5b - Carcinoma ductal infiltrante da mama. Grau
Il da classificacdo de Bloom-Richardson. Coloracdo por
H&E. Aumento de 400x
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Figura 6a - Carcinoma ductal infiltrante da mama. Grau |
da classificacdo de Blooxn-Richardson. Coloragdo por
H&E. Aumento de 250x

Figura 6b - Carcinoma ductal infiltrante da mama. Grau |
da classificacdo dc Bloom-Richardson. Coloragdo por
H&E. Aumento de 400x



Citometria Estatica

Ploidia

A ploidia foi avaliada pela taxa de células excedendo 2,5c, taxa de células
excedendo 5c e pelos histogramas de Auer 113l fornecidos pelo programa em
estudo ACAS-3.

O coeficiente de variacdo da populacgéo celular neoplasica variou de 9,2 a
12,7, com a média de 10,7. O coeficiente de variagcdo da populacdo controle
(linfocitos) variou de 4,3 a 14,3, com a média de 8,7. A taxa de células exce-
dendo 2,5c variou de 65 a 99% (média de 85,7%). A taxa de células excedendo
5c variou de | a 48% (média de 15,3%) (ANEXO V) .

Para efeito de avaliagdo os casos foram divididos em grupos de baixo
2,5c e alto 2,5¢; em grupos baixo 5c e alto 5¢. O “cut-off” foi determinado pelo
calculo da média de cada categoria de taxas. Dezenove dos casos do CDlIs
(63,3%) foram classificados de alto 2,5c¢ e onze (36%) de baixo 2,5c. Onze dos
casos dos CDIs (53,3%) foram classificados como baixo 5¢ dezenove (46,6%)
como alto 5c. As correlacfes destas taxas com 0s parametros estudados po-
dem ser vistas nas tabelas 2 e 3,como se segue.

Tabela 2 - Distribuicdo dos carcinomas ductais infiltrantes quanto a taxa de
células excedendo 2,5c

N° de casos (%)

Parametro Baixa: 2.5¢ (n=11) Alta: 2,5¢ (n=19) p
Tamanho do tumor (cm) 41 (36,6) 5,92 (63,3) 0.19
! 5,0 (16,6) 1,0 (33)
Grau histoldgico 1 3,0 (10,0) 5,0 (16,6) 0,001
Il 3,0 (10,0) 1,0 (3,3)
| 3,0 (10,0) 1,0 (33)
Formagéo tubular 2 4,0 (133) 1,0 (33) 0,009
3 4,0 (13,3) 17,0 (56,6)
! 1,0 (33) 0,0 (0,0)
Pleomorfismo nuclear 2 7,0 (23,3) 4,0 (13,3) 0,01
3 3,0 (10,0) 15,0 (50,0)
! 5,0 (16,6) 4,0 (13.3)
indice mitético 2 4,0 (13,3) 11 (36,6) 0,35
3 2,0 (6,6) 4,0 (13,3)
+ 7,0 (23,3) 7,0 (23,3)
Ganglios axilares - 4,0 (3,3) 11,0 (36,6) 0,25
Receptores estrogénicos + 6,0 (20,0) 2,0 (6,6)
- 5,0 (16,6) 17,0 (56,6) 0,08
Expressdo de p53 + 0,0 (0,0) 6,0 (20,0)
- 11,0 (36,6) 13,0 (43,3) 0,03
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Tabela 3 - Distribuicdo dos carcinomas ductais infiltrantes quanto a taxa de
células excedendo 5c.

N° de casos (%)

Parametro Baixa: 5¢ (n=11) Alta: 5¢ (n=19) p

Tamanho do tumor (cm) 45 (53,3) 6,0 (46,6) 0,24
[ 6,0 (20,0) 0,0 (0,0)

Grau histoldgico I 5,0 (16,6) 3,0 (10,0) 0,01
m 50 (166) 11,0 (36,6)
1 4,0 (13,7) 0,0 (0,0)

Formacéo tubular 2 4,0 (13,7) 1,0 (3.4) 0,04
3 8,0 (27,5) 13(41.3)

10 33) 0,0 (0,0)

1
Pleomorfismo nuclear 2 9,0 (30,0) 2,0 (6,6) 0,02
3 6,0 (20.0) 12,0 (40,0)
1 6,0 (20,0) 2,0 (6,6)
indice mitético 2 7.0 (23,3) 8,0 (26,6) 0,35
3 3,0 (100) 4,0 (13,3)
Ganglios axilares + 10,0 (33,3) 5,0 (16,6)
- 6,0 (20,0) 9,0 (30,0) 0,14
Receptores estrogénicos + 8,0 (26,6) 0,0 (0,0)
- 8,0 (26,6) 14,0 (46,6) 0,02
Expresséo de p53 + 0,0 (00) 6,0 (20,0)

- 16,0 (533) 8,0 (266) 0,003

Tamanho do Tumor

N&o houve correlacdo entre tamanho do tumor e ploidia avaliado pelas
taxas de células excedendo 2,5c e 5c.

Grau Histolégico

Observou-se correlagédo entre a graduacdo histolégica e ploidia avaliada
pelas taxas de células excedendo 2,5c e 5¢. Esta correlacdo foi particularmente
devida a associacdo significante entre a ploidia com a formacéo tubular e o
pleomorfismo nuclear, desde que, ndo se encontrou correlagdo com o terceiro
componente da classificagdo de Bloom e Richardson, ou seja, o indice mitético.

Ganglios axilares

O envolvimento metatastico dos ganglios axilares ndo se correlacionou
com as taxas de células excedendo 2,5c e 5c.
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Receptores Estrogénicos

A positividade para os receptores estrogénicos ocorreu em 26,6% dos casos
de CDIs. Foram considerados casos positivos aqueles em que mais de 10% da
populacdo celular neoplasica apresentou nucleo de coloragdo acastanhado
conforme J& foi mencionado em Materiais e Métodos (142). (Figuras 7a, 7b)

A negatividade para receptores estrogénicos correlacionou-se com altas
taxas de células excedendo 2,5c e 5c.

Expressao da Proteina do Gene do p53

Vinte por cento (20%) dos casos de CDIs tiveram positividade para o p53.
Foram considerados positivos os casos de CDIs em que mais de 5% dos nacleos
das células neoplasicas apresentaram coloracdo acastanhada, como
mencionado em Materiais e Métodos (141). (Figuras 8a, 8b)

A aumentada expressao da proteina do anti-oncogene p53 correlacionou-
se com altas taxas de células excedendo 2,5c e 5c.
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Figura 7a - Positividade para receptores de estrégeno em
carcinoma ductal infillrante da mama. Técnica da imuno-
pcroxidase. Aumento de 400x

Figura 7b - Positividade para receptores de estrégeno em
carcinoma ductal infillrante da mama. Caso controle.
Técnica da imunoperoxidase. Aumento dc 400x
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Figura 8a - Positividade para a expressao da proteina do
anti-oncogene P53 em carcinoma ductal infiltrante da
mama. Tecnica da imunoperoxidase. Aumento de 400x

Figura 8b - Positividade para a expressao da proteina do
anti-oncogene P53 em carcinoma da tiredide - caso con-
trole. Técnica da imunoperoxidase. Aumento de 400x
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Histogramas de Auer

A distribuicdo dos para@metros em estudo com o tipo de histograma segundo
a classificacdo de Auer"3 esta resumida na Tabela 4. A maioria dos CDIs
apresentou histograma do tipo Il (70%), sendo o restante dos casos divididos
entre tipo | (16,6%) e tipo IV (13,3%). Nenhum dos casos teve histograma tipo

Il (ANEXO VI1).

Tabela 4 - Distribuicdo dos carcinomas ductais infiltrantes quanto aos
Histogramas de Auer

N° de casos (%)

Parédmetro | (n=5) Il (n=21) IV (n=4) P
Tamanho do tumor (cm) 3,7 (12,4) 6,1 (20,5) 2,4 (8,16) 0,1
I 4,0 (133) 2,0 (6,6) 0,0 (0,0)
Grau histolégico Il 1.0 (33) 7,0 (23,3) 0,0 (0.0) 0,02
1 0,0 (0,0) 12,0 (40,0) 4,0 (13,3)
| 2,0 (6,6) 2,0 (6,6) 0,0 (0,0)
Formagéo tubular 2 3,0 (10,0) 2,0 (6,6) 0,0 (0,0) 0,05
3 0,0 (0,0) 17,0 (56,6) 4,0 (13,3)
1 1,0 (33) 0,0 (0,0) 0,0 (0,0)
Pleomorfismo nuclear 2 40 (133 7,0 (23,3) 0,0 (0,0 0,09
3 0,0 (0,0) 14,0 (46,6) 4,0 (133)
| 3,0 (10,0) 6,0 (20,0) 0,0 (0,0)
indice mitético 2 2,0 (6,6) 10 (33,3) 3,0 (10,0) 0,33
3 0,0 (0,0) 5,0 (16,6) 1,0 (33)
Ganglios axilares + 2,0 (6,6) 13,0 (43,3) 0,0 (0,0)
- 3,0 (10)) 8,0 (26,6) 4,0 (13,3) 0,06
Receptores estrongénicos + 5.0 (16,6) 3,0 (10) 0,0 (0,0)
- 0,0 (0,0) 18,0 (60,0) 4,0 (13,3) 0,0002
Expressao de p53 + 0,0 (0,0) 4,0 (13,3) 2,0 (6,6)
- 50 (16,6) 17,0 (56,6) 2,0 (6,6) 0,17

As correlacdes com os diferentes parametros foram as seguintes:

Tamanho do Tumor

N&o houve correlacdo entre o tamanho do tumor e a ploidia pela analise

dos Histogramas de Auer.

Grau Histolégico

Observou-se correlagdo entre a graduacédo histoldgica e a ploidia avaliada
pelos Histogramas de Auer. Esta correlagéo foi particularmente devida a associagao
com formacdo tubular e o pleomorfismo nuclear uma vez que na anélise
matematica, ndo se encontrou correlacdo entre o indice mitotico e a ploidia.
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Ganglios Axilares
O envolvimento dos ganglios axilares ndo se correlacionou com a ploidia
segundo os Histogramas de Auer.

Receptores de Estrégeno

Verificou-se uma significante associacao entre os receptores de estrogenos
e os Histogramas de Auer, sendo a negatividade dos receptores mais frequente
nos histogramas aneuploides.

Expressédo da Proteina do Anti-oncogene p53

A expressdo desta proteina relacionada com os Histogramas de Auer ndo
mostrou correlagéo.

Quando os parédmetros descritos acima foram comparados com dois
grandes grupos de histogramas: dipldide (tipo | de Auer) e aneupldide (tipos
Il e IV de Auer), foi muito mais significante a associagdo com o grau histolégico,
com a formacé&o tubular, com a negatividade dos receptores estrogénicos e
evidenciou-se a associacdo com o pleomorfismo nuclear. Continuou né&o
havendo correlacdo com o envolvimento dos ganglios axilares com a expresséao
da proteina do anti-oncogene p53 e 0 tamanho do tumor. Estes dados podem
ser observados na Tabela 5.

Tabela 5 - Distribuicdo dos carcinomas ductais infiltrantes quanto aos
Histogramas dipldides e aneupldides

N° de casos (%)

Parametro Hist. Dipléide  Hist. Aneupldide
() n=5 (1, 1IvV) n=25 P
Tamanho do tumor (cm) 3,2 (10) 5,5 (90,0) 0,23
| 4.0 (13,3) 2,0 (6,6)
Grau histoldgico Il 1,0 (3,0) 7,0 (23,3) 0,0009
1] 0,0 (0,0) 16,0 (53,3)
! 2,0 (6,6) 2,0 (6,6)
Formagcéo tubular 2 3,0 (10,0) 0,0 (0,0) 0,0001
3 0,0 (0,0) 23,0 (76,6)
1 1,0 (33) 0,0 (0,0)
Pleomorfismo nuclear 2 4,0 (13,3) 7,0 (28,0) 0,002
3 0,0 (0,0) 18 (72,0)
| 3,0 (10,0) 6,0 (20,0)
indice mitético 2 2,0 (6,6) 13,0 (43,3) 0,2
o o 3 0,0 (0,0) 6,0 (20,0)
Ganglios axilirfé + 2,0 (6,6) 13,0 (43.3)
- 3,0 (10,0 12 (40,0) 0,62
Receptores estrogénicos + 5,0 (16,6) 3,0 (10,0)
- 0,0 (0,0) 22,0 (73,3) 0,0001
Expressao de p53 0,0 (0,0) 6,0 (20,0)
- 5.0 (16,6) 19,0 (63,3) 0,22
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Proliferacéo Celular

A proliferac@o celular foi avaliada pela taxa de células excedendo 2,5c e
taxa de células em fase S, de acordo com os dados fornecidos pelo programa
em estudo (Acas-3).

Para avaliar estas taxas procedeu-se ao célculo da média para encontrar o
“cut-off”. A taxa de células excedendo 2,5c variou de 60% a 99% (média de
85,7%). A taxa de células em fase S variou de 9,4% a 79,3% (média de 49,7%).
A quantidade de casos com alto 2,5c foi de 19 (63,6%) e baixo 2,5c foi de 11
(36%); ocorreram 17 casos (56,6%) com alta fracdo de células em fase S e 13
casos (43,3%) com baixa fracdo de fase S. (ANEXO V)

Para tentar mostrar a relacio destas duas taxas com a proliferacéo celular,
ambos foram confrontadas com o indice mitético e com um marcador de
proliferacdo celular (MIB-1).

A positividade para o MIB-1 verificou-se em 30% dos CDIs. Foram
considerados casos positivos quando os nucleos das células apresentavam
coloragdo acastanhada e foi determinada a porcentagem de células positivas
numa populacédo de 1.000 células neopléasticas contadas 112! (Figuras 9a. 9b).

Apesar de apenas 9 dos 30 CDIs terem sido positivos para o MIB-1, a
associacao deste marcador com o indice mitético mostrou o valor de p igual a
0,05, de acordo com o relatado pela literatura 11261581 e cje nossa experiéncia

pessoal em outros estudos 11311 (Fig. 10 - Foram retirados 2 pontos em virtude
dos mesmos ficarem fora da faixa da tendéncia central).

MIB-1

indice mitotico

Fig. 10
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Figura 9a - Positividadc para o marcador de proliferacdo
celular MIB-1 em carcinoma ductal infiltrante da mama.
Tccnica da imunoperoxidase. Aumento de 400x

9

Figura 9b - Positividadc para o marcador de prolifera-
cdo celular MIB-1 em carcinoma ductal infiltrante da
mama - caso controle. Técnica da imunoperoxidase.

Aumento de 400x



As correlacgfes entre a taxa de células excedendo 2,5c e a taxa de células
em fase S com o indice mitético e o MIB-1, podem ser vistas nas Figuras 11,
12, 13 e 14.

N&o ocorreu associacdo entre a taxa de células excedendo 2,5c e o indice
mitotico, (p=0,48) nem com o MIB-1 (p=0,98). A fracdo de células em fase S
também nédo se correlacionou com o indice mitético (p=0,63), nem com o

MIB-1.

A fragdo de células em fase S associada ao indice mitético teve o valor de
p=0,63. Quando esta mesma taxa foi associada ao marcador de proliferacédo
celular (MIB-1), o valor de p passou a 0,21.

indice Mitédtico MIB-1 (7.)
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Discussao

Numerosos trabalhos indicam que o conteido de DNA de carcinoma
mamario esté relacionado com a sobrevida e pode ser usado como indicador
prognostico 110 12 13 36 80>. Muitos outros estudos apoiam o ponto de vista de
que o valor da informacdo prognostica obtida pela medida do DNA depende

de outros parametros clinicos e histopatoldgicos, ndo sendo portanto um fator
prognéstico independente 10- 13-16-18-243°.34-37-47-48. eo. €i.76. 50.90.91.95.100.113.114.1 is. 127.

135.137.1 te. 150.160) ENtretanto, Auer e colaboradores demonstraram por citometria
estatica que a ploidia pode prever a sobrevida como um fator progndstico
independente (1°-12,13).

Os parametros microscopicos como o grau histologico, o pleomorfismo
nuclear e a formacdo tubular sdo aspectos que tém sido demonstrados
repetidamente como importantes prognosticadores para as pacientes com
carcinoma ductal infiltrante (1°-13,16-18,24,30-34,37,47-48-60-61-7C. n8(-"'m91-95-10°-113-114-118
127.135.137.146.159.160) avaliacdo desses parametros da, indiretamente, alguma
indicacdo da ploidia da neoplasia, ja que esses fatores se correlacionam com

0 contelido de DNA.

As diferencas de resultados em algumas publicacfes a respeito de
citometria de DNA demonstra a necessidade de mais estudos nesta area com
grupos maiores de pacientes, longo tempo de observacdo clinica e,
especialmente na escolha do pardmetro de aneuploidia a ser analisado para
gue possam ser confirmadas as correlagfes estatisticas encontradasly”, Longin
etal., mostraram diferencas de resultados quando usaram quatro parametros
de avaliacdo de ploidia 19

Na ultima conferéncia de concenso 169 de citometria de DNA em cancer de
mama( 1993) ficou estabelecido pela revisdo da literatura que a citometria de
DNA ¢ de utilidade na previsdo do curso clinico de pacientes com cancer de
mama invasivo cirurgicamente ressecéavel. O indice de DNA é falho na previsédo
de prognoéstico independente em analise multivariada de fatores progndsticos
classicos. A fase S determinada pela citometria de fluxo estd fortemente
associada ao risco aumentado de recorréncia e mortalidade em pacientes com
ganglios axilares com ou sem metéstase. Mesmo assim é necessario que cada
laboratério de investigacéo clinica estabeleca uma técnica padrao de medida

da fase S.

Quanto a citometria estatica a reunido de concenso levantou o problema
da existéncia de poucos trabalhos nesta area, todos oriundos de uma unica
fonte os. 46.48y Entretanto, ficou estabelecido que era uma técnica promissora,
potencialmente Gtil na determinacao de células com alto conteudo de DNA, na
utilizagdo em pequenas amostras e na determinacdo de sub-populacdes
aneupldides. A partir de entdo, muitos outros trabalhos tém sido apresentados
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nesta area, nao apenas comparando a citometria estatica com a citometria de
fluxo (39-42 62- 68 88 89 106 127), mas também, correlacionando com fatores
prognésticos no cancer de mama "°-12-13 14-27-91-128-13L 132-139 146-160>.

No presente estudo de medida de DNA por citometria estatica usando o
programa Acas-3 os resultados apoiam que este método é eficaz, simples e
facil para a quantificacdo da ploidia.

De acordo com outros trabalhos a ploidia é um importante fator de
prognaostico (1°-13,16,18,24,30,34,37,47,48-60-61 +76-80-90-91 195-10°-113-1,4-118-127,135,1371146-159,
160). As correlagdes por nés encontradas com aqueles parametros que
convencionalmente sdo aceitos como estabelecidos para a previsdo prognostica
foram estatisticamente significativas (vide tabelas 2, 3, 4 e 5).

Os resultados de estudos que comparam a ploidia com varios parametros
clinico-patolégicos para o prognéstico do cancer de mama estao na tabela 6.

Tabela 6 - Ploidia em Carcinomas Ductais Infiltrantes, medido por citometria
de fluxo e citometria estatica: relacdo com parametros clinicos,
patologicos e moleculares

Parametro Estudos* Referéncias

Idade 4/18 (22%) 14, 37, 43, 63, 66, 79, 84, 87, 90, 109, 118,
125, 138, 143, 144, 145, 150, 157

Tam. do tumor 10/28 (38%) 14, 41, 44, 48, 50, 59, 63, 66, 71, 77, 79, 89,

90,91,98, 101, 109, 118, 121, 138, 139, 143,
144, 145, 149, 153, 157, 160

Géanglios axilares ! 4/23 (17%) 14, 34, 35, 41, 43, 44, 48, 50. 63, 70, 77, 79,87,
91,98, 118, 121,125, 143, 144, 145, 153, 157

Grau hlstoldgico ! 30/33 (91%) 10, 14, 15, 21, 29, 39, 41,42, 48, 50, 59, 63,
71, 76, 77, 79, 87, 89, 90, 91.97, 98. 101, 107,
109, 118, 122, 139, 143, 146, 149, 157, 160

Compt. class. de
Bloom e Richardson | 2/2(100%) 61, 78,

Receptores de

estrogenos ? 14/32 (44%) 1,5, 21, 29, 34, 35, 37, 41,43, 50, 59, 63, 71,
72, 74, 77, 79. 87, 89, 91, 98, 101, 109, 118,
122, 138, 139, 143, 144, 145, 146, 149

Expresséo de p53 | 2/2 (100%) 3, 134
Expresséo de MIB-1 2/2 (100%) 126, 131

* (N° de estudos com significancia estatistica)/(n° total de estudos); | Associacdo positiva entre

0 parametro e a aneupléidia; 2 associagdo negativa entre o parametro e a aneupléidia; nas
referéncias, os nimeros em negrito: citometria estatica; nimeros sublinhados: citometria

estatica e de fluxo; outros nimeros: apenas citometria de fluxo.

Como esta reportado em numerosos trabalhos, ndo existem correlacdes
estatisticamente significativas entre a ploidia com a idade da paciente, 0
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tamanho do tumor e com metastases axilares, conforme esti disposto na
Tabela 6. O evento da metéstese axilar pode ser visto como funcdo do
crescimento tumoral refletido pelas dimensfes do tumor 167) Durante a
progressao tumoral sdo gerados clones com capacidades bioldgicas
heterogéneas originando grupos de células com maior poder invasivo e de
disseminagdo 64) A capacidade metastatica das células tumorais parece
requerer multiplas alteracdes genéticas e atualmente tem-se demonstrado
alteracdes de oncogénes, tais como, c-H-ras, c-Erb-2, do anti-oncogene p53,
do gene frenador de metastese (Mn23). A mutacdo do anti-oncogene p53 pode
desempenhar um papel fundamental na progressdo do cancer de mama e
manutencdo de clones mais agressivos 1141 148). Tem sido visto também que
carcinomas mamarios com amplificacdo do oncogene c-Erb-2 dissemina-se
rapidamente e especialmente para o figado ,130) A produgcdo aumentada de
enzimas proteoliticas (catepsina, colagenase |V, fator ativador de
plasminogéneo) tem sido implicada no processo de metastatizacdo. No
entanto, até o momento, ndo existe uma defini¢cdo precisa do papel de cada
uma dessas alteragcBes na cascata metastatica (1301. Tem sido também relatado
que a neovascularizacdo em carcinomas de mama pode ser um fator
independente na previsdo de metastese a distancia ,130).

A correlac@o da ploidia com o grau histolégico deve ser entendida como
um reflexo da instabilidade gendmica e perda da diferenciacdo celular.
Publicagcbes que usaram a graduacdo de Bloom e Richardson notaram
correlagdes estatisticas significantes entre o grau histoldgico e o contetdo de
DNA, conforme esté disposto na Tabela 6.

Somente dois estudos, usando citometria de fluxo, compararam a ploidia
com cada componente da classificacdo de Bloom e Richardson 16! 78). Frierson 16l
encontrou correlagéo entre a ploidia e o pleomorfismo nuclear e a taxa mitotica,
mas ndo com a formacao tubular. O estudo de Joensuu et allfl obteve os mesmos
resultados de Frierson. mas quando associou os graus ! e 2 da formacéo tubular
encontrou significante correlacdo entre a ploidia e a formagéo tubular.

O presente trabalho em que a ploidia foi analisada por citometria estética,
através da taxa de células excedendo 2,5c, da taxa de células excedendo 5c e
histogramas de Auer, encontrou associacao estatistica significante com o
pleomorfismo nuclear e a formacé&o tubular. N&o se verificou correlagcdo com o

indice mitético.

A presenca de células aneupldides refletidas principalmente pela taxa de
células excedendo 5c, talvez sirva como um indicador de alto grau de potencial
maligno, e possa representar um marcador de instabilidade genética refletindo
a perda da diferenciacgdo celular manifestada pela auséncia de formacéo tubular
e atipias celulares. Dorman et al{40) mostraram que a percentagem de células
excedendo 5c pode ser usada para separar tumores benignos e malignos de
musculo liso. Rodenburg et al. 11231 em carcinomas de ovéario e Hemstreet et
al. I3l em carcinoma de bexiga tém mostrado que a proporgdo de células
excedendo 5c tem sido melhor tradutor de prognéstico do que somente dividir
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os tumores entre dipldides e aneupldides (73). Sanna et al.ll2l salientaram que
a determinacao de células excendo 5c¢ pode ser um fator progndéstico adicional
em cancer de mama com ganglios axilares negativos.

E bem conhecido que os tumores histologicamente menos agressivos
apresentam positividade para receptores hormonais, apontando para algum
grau de diferenciacdo celular 158-72-93-105 [17-14°-147>. Dessa forma, a diploidia se
correlaciona com a expressao de receptores de estrégeno e/ou de progesterona,
sendo os tumores aneupldides, geralmente negativos, para 0s receptores
hormonais. A correlagéo estatistica entre a ploidia e os receptores hormonais
demonstrada em muitos trabalhos, conforme se pode ver na Tabela 6, foi
também confirmada no presente estudo (vide Tabelas 2, 3, 4 e 5).

A aumentada expressao de proteinas do anti-oncogene p53 esta
correlacionada com a aneuploidia [3-134). Sendo o p53 um gene regulador do
crescimento celular, atuando como um frenador da proliferacdo celular, é de
se esperar que tumores aneupldides que parecem ter uma instabilidade
gendmica aumentada apresentem capacidade para mutag¢des do anti-oncogene
p53. Na verdade, a mutacdo do anti-oncogene p53 é uma das alteracfes
genéticas mais comuns em canceres humanos e ja foi demonstrada por técnicas
de Southern-blot, Nothern-blot e imunohistoquimica 128 112 12°-124 155). Diversos
trabalhos relacionam a exprressao do p53 a fatores progndsticos classicos no
carcinoma mamario. A correlacdo mais frequentemente estabelecida é entre o
tamanho do tumor, grau histoldgico, ganglios axilares e negatividade para
receptores estrogénicos 13 4 17 14L 148 156 De acordo com a literatura os dados
obtidos neste trabalho também revelaram associacdo entre a aumentada
expressao da proteina do anti-oncogene p53 e a aneuploidia (Tabelas 2 e 3).

Proliferagdo celular

A proliferacdo celular em céncer de mama, tradicionalmente tem sido
pesquisada pelo indice mitético, pelas técnicas da timidina tritiada |,
bromodeoxiuridina, por citometria de fluxo, por imunohistoquimica (Ki-67,
PCNA, MIB-1) ou por analise matematica de histograma gerado por citometria
de iluxo 160 13L 133

Neste trabalho pesquisou-se o valor da citometria estatica usando-se o
programa Acas-3 na determinacao da proliferacdo celular dos CDIs, avaliando-
se a taxa de células excendendo 2,5c e a taxa de células em fase S. Os resultados
ndo apoiam o uso deste programa para determinacéo da proliferacdo celular,
uma vez que, ndo existiram correlagdes estatisticas destas taxas com dois
importantes marcadores de proliferacao celular, quais sejam: o indice mitotico
e 0 MIB-1 (8283"126-131°158)

Ficou comprovado, de acordo com a literatura, que existe significante
correlacao estatistica entre o indice mitético e o MIB-1. Na verdade, o MIB-1 é
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um dos melhores marcadores de proliferagdo celular no cancer de mama em
tecido fixado em formalina e incluido em parafina 18 8 126 13L 133 158l A
importancia do MIB-1 na determinacédo da proliferacdo celular deve-se ao fato
gue este anticorpo monoclonal liga-se a um antigeno nuclear expresso durante
as fases Gl, S, G2 e M do ciclo celular, ndo sendo detectado nas células em

repouso (82'83,158).

Também ficou comprovado aqui que o indice mitético é uma técnica facil
e simples de medida de proliferacdo celular que deve ser rotineiramente
executada.

Apesar de ndo se ter obtido correlacdo estatistica entre as taxa de células
excedendo 2,5c e taxa de células em fase S com importantes marcadores de
proliferacdo celular, tais como indice mitético e MIB-1 com a técnica da
citometria estatica usando o programa Acas-3, ja foi demonstrado que a técnica
de analise de imagem pode ser usada na determinacéo da proliferacdo celular.
Dawson et al ¥ usando um outro sistema (Cas 100 - System-Cell Analysis
System) mostraram ser este um método alternativo de medida de proliferagado
celular quando associado a marcadores de proliferacdo celular (PCNA e
Ki-67). Colocaram em evidéncia que a quantificagdo por imagem da marcacao
com Ki-67 pode ser mais precisa como fator progndéstico que a fase S por
citometria de fluxo.

A citometria estatica é, portanto, uma técnica pratica, confidvel e menos
dispendiosa de quantificar o DNA. A ploidia é um importante indicador
progndstico que poderia ser associado aos parametros morfoldgicos habituais
a fim de oferecer uma melhor conduta clinica-terapéutica. A medida das células
excedendo 5c obtidas pelo programa Acas-3 envolve um procedimento
matematico resultando em uma analise mais objetiva da ploidia, eliminando
desse modo a subjetividade de interpretacdo dos histogramas. N&o esti
estabelecido que a presenca de células excedendo 5c seja somente um marcador
de alto potencial maligno, ou ainda que seja um fator biolégico especifico na
progressdo do cancer de mama. Os trabalhos existentes sobre a proporcéo de
células excedendo 5c uo. 73.91.123.127.1391 mostram que a andlise deste pardmetro
oferece informacgdes prognosticas complementares & medida convencional de

ploidia.
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Conclusodes

Os achados e as consideracdes feitas neste trabalho, permitem as seguintes
conclusdes:

1) A citometria estatica demonstrou ser uma técnica viavel de medida de
DNA.

2) A aneuploidia mostrou associacdo com a graduacao histolégica, com a
formacéo tubular, com o pleomorfismo nuclear, negatividade para recep-
tores estrogénicos e expresao da proteina do anti-oncogene p53.

3) Né&o se observou correlacdo estatisticamente significativa entre a aneu-
ploidia e a idade, tamanho do tumor, metastases axilares e indice

mitotico.

4) Nao se observou associacdo estatisticamente significativa entre a taxa
de células excedendo 2,5c e a taxa de células em fase S com o indice
mitético e o MIB-1.

5) Os resultados obtidos permitiram concluir, finalmente, que a ploidia é
um importante indicador de prgndéstico que podera ser associado com
fatores de prognésticos cléassicos de cancer de mama.
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Summary

Substantial evidences suggest that the abnormal amount of
DNA of neoplastic cells keeps a relationship with biological ag-
gressiveness and can provide prognostic information.

A study was made to value the nuclear content of DNA in 30
cases of invasive duct carcinoma of female breast by the method of
static cytometry using the acas-3 program. Ploidy was assessed by
the quantity of cells exceeding 2.5c¢, 5¢ and Auer histograms. It
was confronted with tumor size, histological grading, components
of Bloom and Richardson classification, estrogen receptors and
expression of p53 oncogene protein. There was no association be-
tween aneuploidy, age, mitotic index, tumor size and axillary

metastases.

Furthermore, the capacity of the acas-3 program in measuring
cellular proliferation was investigated, by evaluating the amount of
cells exceeding 2.5c and that of cells in S-phase of the cell cycle.
Both rates were compared with the mitotic index and with a marker

of cell proliferation (MIB-1).

Ploidy maintained a significant association with microscopic
grading, tubular formation, nuclear pleomorphism, as well as es-
trogen receptors and p53 protein expression.

No association was detected between rate of cells exceeding
2.5c or S-phase cells with mitotic count and MIB-1.

It is concluded that static cytometry is a practical technique
and reliable to quantiiy nuclear DNA and that ploidy is an impor-
tant prognostic indicator that can be associated with classic mor-
phological parameters of prognosis in breast cancer with the scope
of offering a better clinic-therapeutical approach. This tecnique
using the ACAS-3 software was unable to recognize the tumor cel-
lular proliferation.
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Anexo |

Classificacdo de Bloom e Richardson
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Classificacdo de Bloom e Richardson (22)

Utilizam-se os seguintes critérios microscopicos:

e formacéo tubular,
* pleomorfismo nuclear,
» indice mitotico.
Um sistema numeérico é aplicado a estes critérios e a somatoria classifica
os casos em grau | (bem diferenciado), grau Il (moderadamente diferenciado)
e grau Il (pobremente diferenciado).

Quadro 1 - Graduagao microscopica de Bloom e Richardson

Componentes Critérios Pontos Critérios Pontos Critérios Pontos
Formacéo > 50% do | 10-50% 2 < 10%do 3
tubular tumor do tumor tumor
Pleomorfismo

nuclear discreto | moderado 2 elevado 3
indice mitdtico <10 (10 cga)* 1! 11-20 (10 cga)* 2 > 21 (10 cga)* 3
Grau I: 3-5 pontos Grau lI: 6-7 pontos Grau lll: 8-9 pontos

* Campo de grande aumento
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Anexo ||

Reagente de Schiff
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Reagente de Schiff(129)

O Reagente de Schiff liga-se a grupos aldeidos especificos das moléculas
de DNA previamente expostas por hidrélise &cida. O RNA e proteinas nao
reagem com o Schiff. A preparacdo do Reagente de Schiff envolve as seguintes

etapas:

dissolver 5 g de pararosanilina (= Fucsina basica, Aldrich-Cat
n° 85734-3) em 150 ml de Hcl IN (200 ml de Hcl 5N em 800 ml
de H20 destilada: o Hcl 5N ¢é preparado a partir de Hcl fumegante
37%, dissolvendo-se 414 ml em 1 litro de H2O destilada);

juntar uma solucdo de 850 ml de H20 destilada e 5 g de K2S205
(metabissulfito de potassio, Sigma-P2525) feita em outro frasco.
Obtem-se uma solucéo vermelha devido a acidez;

agitar no voértex durante 1 hora;

envolver o frasco em papel aluminio e manter a solu¢do no escuro
e a temperatura ambiente durante toda a noite

juntar 3 g de carbono ativo (Merck-2186.0250);

agitar durante 2 minutos;

filtrar a solucé@o: funil com papel de filtro até se obter uma solucéo
transparente. Tanto o funil quanto o recipiente que ira receber a
solucgdo deverao estar envolvidos por papel aluminio. Se a solugdo
nado ficar transparente, repetir a filtragem;

deixar na geladeira (4 °C) durante pelo menos | hora antes de
usar. A solucdo pode ser armazenada durante varios meses a
esta temperatura, devendo-se sempre evitar a luz e umidade.
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Anexo |l

Histogramas de Auer
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Histogramas de Auer

TIPO'll

Tipos de Histogramas de DNA, segundo Auer e colaboradores (13)
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Anexo |V

Parametros Clinico-patolégicos e

Moleculares dos Casos Estudados
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Parametros Clinico-patolégicos e Moleculares dos Casos Estudados

Casos Idade Tumor Ganglios Grau I. Mit. RE p53 MIB-1
(anos) (cm) axilares 10cga-40x (%)

! 30 45 M2/6 GUI 14 -

2 33 50 Mo/7 Gl 9 + - 9,0

3 34 4,0 MO0/1 GUI 16 - - 106

4 35 14,0 MI/5 Gll 6 - - 9,8

5 35 12,0 MO0/1 GUI 16 - +

6 36 10,0 M8/8 giii 38 - -

7 38 50 MI/7 giii 18 - +

8 38 20 M0/1 giii 50 - + 225

9 39 4,0 M2/9 Gl 10 - 213

10 39 30 MO/4 Gll 10 - - 81

11 41 7,0 MO/6 giii 23 - -

12 42 45 MO/3 giii 11 - +

13 43 34 M2/2 Gl 9 + -

14 43 7,0 MI/2 Gll 13 - -

15 49 35 MO/9 giii 16 - +

16 50 11,0 M9/9 Gll 16 - -

17 50 75 MO/7 GUI 23 - -

18 52 12 M7/8 Gl 7 + -

19 55 14,0 M4/$ Gl 11 - -

20 59 33 MO/7 Gl 9 + - 7,0

21 60 20 M3/5 GUI 12 - -

22 60 43 MO/4 Gll 14 + - 10,2

23 61 6,0 M5/7 GUI 23 - -

24 61 18 MO/8 giii 17 - - 9,5

25 65 15 MI/3 Gll 8 - -

26 65 25 MO/6 GUI 17 - -

27 66 5,0 MO/8 Gl 4 + -

28 70 40 M2/7 giii 13 - +

29 70 20 MO/6 Gl 3 + -

30 73 30 MI/1 giii 38 - -

Médias 49,4 52 15,8

(*) Campo de grande aumento
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Anexo V

Parametros de Avaliacdo da Ploidia e da
Proliferacdo Celular por Citometria

Estatica com o Programa Acas-3
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Parametros de Avaliacdo da Ploidia e da Proliferacao
Celular por Citometria Estatica com o Programa Acas-3

Coef. Var. Coef. Var.

Casos  Histogramas > 2,5¢ (%) >5c (%) Fase S

Linfocitos Tumor
! I 98 14 35 1 1
2 | 61 2 26 43 9,9
3 1] 99 33 53,7 85 9,9
4 1] 94 22 65,7 8.1 9,2
5 I 93 19 58,6 8,1 114
6 1] 97 20 49 95 10,3
7 1] 98 23 63,4 9,3 10,3
8 \Y 88 19 198 7.8 114
9 | 77 2 389 8.9 9,3
10 1] 97 17 59,5 7 111
1 1] 95 27 69,7 135 95
12 11 98 22 20,6 14,3 10,9
13 | 68 1 34,1 8,8 10,1
14 1 99 48 55,6 75 111
15 v 98 44 67.4 9,7 11,2
16 i 75 7 735 9 10,8
17 i 92 31 534 12,7 11,7
18 1] 90 1 70,4 6,4 10,3
19 11 88 6 28,8 71 111
20 i 81 8 27,6 7.8 10,8
21 [} 73 2 45,6 6,7 10,8
22 I 70 1 37,6 7,6 125
23 i 69 6 61,1 10,9 11,8
24 v 86 20 63,8 7.8 9,8
25 i 73 3 9,4 9 10,7
26 v 93 10 54,3 7.2 10,7
27 i 96 13 79,3 94 10,6
28 1] 93 20 65,3 93 12,4
29 I 66 1 257 71 11,3
30 i 76 7 79,1 8,7 11,3
Médias — 85,7 15,3 49,7 8,7 10,7
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Anexo VI

Histogramas de DNA por Citometria

Estatica dos CDIs Estudados
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