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RESUMO

RESUMO

O cancro da mama na mulher é o tumor maligno mais frequente e a
principal causa de morte por cancro. Estudos recentes realcam a necessidade de
novos factores de progndstico, que permitam a identificacdo dos doentes com
carcinoma da mama associados a pior prognéstico. O contetdo de ADN é um
desses factores.

O presente trabalho, procurou avaliar o significado da anélise do contetido
de ADN através da associacdo com diversas varidveis clinico-patolégicas, algumas
das quais aceites como factores de prognostico classicos para o cancro da mama.
Pretendeu-se, ainda, das trés variaveis relacionadas com a fase S incluidas neste
estudo, seleccionar a mais informativa e definir os seus intervalos de variacao. Os
pontos “cut-off” utilizados foram os valores da média e dos percentis.

Foram estudados 214 casos de mulheres com carcinoma da mama,
diagnosticadas e tratadas no Instituto Portugués de Oncologia de Francisco Gentil,
Centro Regional do Porto, entre Julho de 1995 e Maio de 1997. O contetido de ADN
foi avaliado por citometria de fluxo, a partir de fragmentos congelados do tumor.
Os parametros analisados por citometria foram: a Ploidia e Indice de ADN (IA), a
Fraccdo de células em fase S (FFS), a Fraccdo de células em fase S e Go/M
(S+G2/M) e a Percentagem média de células em fase S (% Média S).

Na anélise univariada os dipl6ides de ADN associaram-se com uma maior
frequéncia de estadios mais baixos, menor grau histol6gico, menor nimero de
mitoses e maior numero de casos sem envolvimento ganglionar axilar.
Relativamente a esta Gltima variavel, na analise multivariada, a ploidia de ADN
néo revelou significado estatistico independente. E necessario um maior ndmero
de casos e um adequado “follow-up” para se poder concluir quanto & importancia
deste parametro, quer em termos de prognostico, quer na resposta a terapéutica.

O indice de ADN (IA) permitiu distinguir dois grupos distintos de tumores

aneupldides de ADN: os aneupldides com baixo IA (< 1,73) relacionaram-se com
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caracteristicas do tumor associadas a pior prognoéstico, contrariamente aos
aneupléides com IA altos (> 1,73).

Os valores das variaveis de proliferacio celular estudadas (FFS, S+Gz/M e
%Meédia S), foram significativamente menores nos dipléides, comparativamente
com o0s aneuploides de ADN. Por este facto, o estudo destes pardmetros de
proliferagao foi realizado de forma estratificada para a ploidia de ADN.

A utilizacdo, quer de diferentes abordagens da fase S (FFS, 5+Gz/M e
%Média S), quer dos varios pontos "cut-off' (média ou percentis), originaram
diferentes associacbes estatisticamente significativas. E necessario, por
conseguinte, uma padronizacdo destes critérios, baseada em estudos com um
namero de casos e “follow-up” adequados.

Nos tumores diploides de ADN, a FFS (utilizando o valor médio como “cut-
off”) foi o pardmetro mais informativo: uma FFS elevada associou-se
significativamente com um alto grau histolégico, maior ndmero de mitoses e idade
superior a 59 anos. A % Média S nos aneuploides de ADN (utilizando também o
valor médio) foi a mais relevante: uma % Média S elevada associou-se com um alto
grau histologico, maior numero de mitoses, maior tamanho do tumor e idade
inferior a 59 anos. Estes resultados sugerem um potencial valor prognéstico para
estas variaveis de fase S. Este significado devera ser confirmado em estudos
futuros, com “follow-up” adequado, e em particular nos grupos de doentes onde a
necessidade de critérios de alto risco é maior, como seja o grupo sem envolvimento
gangionar axilar.

Em conclusido, as associa¢des significativas encontradas confirmam o valor
prognostico do contetido de ADN, avaliado por citometria de fluxo. No entanto, é
necessario uma padronizacdo das metodologias utilizadas, em especial no que se
refere ao calculo da fase S. Esta padronizagdo é necessaria para se poder avaliar
com rigor a importancia prognoéstica do contettdo de ADN e a sua aplicagdo a

prética clinica.




SUMMARY

SUMMARY

Breast cancer is the most common malignancy in women, being the major
cause of death by cancer. New prognostic features are required to optimise
selection of high risk breast cancer patients for adjuvant therapy. DNA content is
one of these prognostic factors.

In order to understand the importance of the DNA content, the correlation
with known clinical and pathological prognostic variables, was studied.
Furthermore the distribution of the S-phase related variables was investigated so
as to establish its variability. Average and percentiles values were used as cut-off
points.

Flow cytometric analysis of the DNA content was performed in 214 fresh
frozen tissue samples from women with breast carcinoma, diagnosed at the
Instituto Portugués de Oncologia Francisco Gentil - Centro Regional do Porto,
between July 1995 and May 1997. The DNA ploidy, DNA Index (DI), S-phase
fraction (SPF), S+G2/M phase fraction and the Average % S-phase cells (Average %
S) were evaluated and correlated with age, stage, type and tumour grade (this
variable takes into account tubule formation, nuclear grade and mitotic number),
lymph node status, tumour size and steroid receptor status.

The wunivariate analysis demonstrated that DNA diploids tumours
significantly correlates with a high frequency of low stages, low histological grade,
low mitotic number and negative lymph node cases. However, regarding this last
parameter, multivariate analysis did not confirm such correlation. A larger series
and suitable follow up will be necessary to evaluate its prognostic and
therapeutical implications.

DI analysis lead to the identification of two groups of aneuploid tumours, as
opposed to high DI aneuploids (>1.7) low DI aneuploids (< 1.7), correlated with
tumour characteristics which are associated to poor prognosis.

The three different S-phase parameters analysed were found to be

significantly different according to ploidy, being significantly lower in the diploids
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when compared to the aneuploids cases. Such finding conduced to the analysis of
these parameters for each separate group.

Distinct correlations were found for the different S-phase variables and cut-
off points. Regarding the diploid tumours the SPF and average were the conditions
more relevants: a high SPF significantly associated with old age ( >59 yrs), high
histological grade and mitotic number. For the aneuploids the Average %S and
average as cut-off were more informative: a high Average %S correlated with
young age ( < 59 yrs), high histological grade, mitotic number and tumour size.
These results suggest that flow cytometric S-phase quantification have a prognostic
importance. This value needs to be confirmed in future follow-up studies, in
special in well-defined populations, like TINy, where new prognostic factors are
required to identify high risk patients.

In conclusion the associations found with known prognostic variables
confirm the clinical utility of DNA content variables evaluated by flow cytometry.
However standardised methods (special with S-phase variables) are necessary to
allow comparison between the results obtained by the literature. This
standardisation is needed before results of flow cytometric DNA analysis can be

accepted to routine clinical management.
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1- O CANCRO DA MAMA

O cancro da mama é um dos principais problemas de satde pablica,

5 % g N 2 . q1 .
constituindo o terceiro cancro mais comum a nivel mundial’. Em 1996, estima-se

terem sido diagnosticados 910.000 casos novos em todo o mundo, representando
9% do namero total de novos casos de cancro registados no referido ano'. Em igual
periodo de tempo, a mortalidade estimada para esta neoplasia foi de 390.000,
correspondendo a 5,5% de todas as mortes por cancro'. Apesar destes valores, nos
Estados Unidos da América a sua incidéncia e mortalidade parecem terem
estabilizado e, até mesmo, decrescido ligeiramentez. Recentemente foi descrita
igual tendéncia para a Suécia e Reino Unido”.

Na regiao Norte de Portugal, e segundo dados de 1993 do Registo
Oncologico RORENO3, a taxa de incidéncia foi de 55,9 e 0,8, por 100.000 individuos
no sexo feminino e no sexo masculino, respectivamente. Nesse ano, o cancro da
mama representou 12,4% de todas as neoplasias registadas, sendo o grupo dos
carcinomas ductais invasores o tipo histolégico mais comum (em 74% dos casos)’.
Em termos de mortalidade, Portugal possuia em 1997 a nivel mundial, a 227 taxa
mais alta para o sexo feminino (18,5 por 100,000 individuos) num conjunto de 48
paises4.

No sexo feminino, é o tumor maligno mais frequente e a primeira causa de

morte por cancro’. A sua incidéncia aumenta com a idade, embora de forma ligeira

- 2 g . <
ap6s a menopausa“. Os factores, hoje, claramente aceites como associados a um
maior risco de cancro da mama, estao relacionados com aspectos hormonais e

reprodutivos. Sdao exemplos a menarca precoce, nuliparidade, idade tardia ao

. , .1 e ‘ B T o
primeiro parto e a menopausa natural tardia’. A existéncia de histoéria familiar de

cancro da mama esta igualmente associada ao aumento significativo do risco desta
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neoplasia, sendo conhecidas mutacoes hereditarias em genes especificos, como o

BRCA1, BRCA2 (“Breast cancer genes”) e ATM (“Ataxia Telangectasia gene”).
Entre 5 e 10% de todas as neoplasias malignas da mama ocorrem em familias de

alto risco, estando a ser desenvolvidos programas de rastreio genético e de
o . 2 = . W e
aconselhamento familiar mais adequados®. Outros factores sao, ainda, a exposicao
5 i ¥ Fi 1 Sy s
precoce a radiagao ionizante, prolongados tratamentos de substituicao de

; ; ) 2 ;s "
estrogéneos pos menopausa e o consumo de alcool”. A coexisténcia de lesoes de

hiperplasia ductal ou lobular atipica confere ainda maior risco de cancro da

2
mama .

Apesar dos esfor¢os realizados, como os programas de rastreio baseados no

estudo mamografico, a redugao da mortalidade deste tipo de cancro nao atingiu o

valor esperado’. Por conseguinte, ha ainda muito a fazer, nomeadamente, ao nivel
da escolha da estratégia terapéutica a utilizar. Para a definicao desta estratégia de
tratamento, sao utilizados factores de prognéstico que permitem a classificagao dos
doentes em grupos de prognostico diferente.

Consideram-se factores de prognostico classicos para o cancro da mama, o

envolvimento ganglionar axilar, o tamanho do tumor, o tipo e grau de

. s s r o - i T
diferenciagao histolégica e a expressao dos receptores hormonais’. No entanto,
estudos recentes tém evidenciado que estes parametros clinico-patolégicos nao
permitem, para a totalidade dos casos, uma adequada identificagao dos doentes de

alto risco, que poderao beneficiar de terapia adjuvante, poupando os outros

doentes dos efeitos colaterais bem conhecidos’. Esta necessidade de critérios
adicionais de alto risco, tem levado a investigacdo de novos indicadores de
prognostico.

Diversos trabalhos tém demonstrado a importancia de outros factores de

- ; ; . S 810
prognostico para o cancro da mama, incluindo marcadores de proliferacao™ ",

. 1115 i
produtos de oncogenes e genes supressores tumorais , factores de crescimento e

8,16,17

- 18,19
seus receptores , € angiogénese tumoral ™.

O conteudo de ADN das células neoplasicas, avaliado por citometria de

fluxo, 6 um desses novos factores de prognéstico, cujos primeiros resultados foram
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promissores, embora, estudos posteriores tém revelado resultados contraditérios.

A maioria destes estudos tem procurado identificar, em estadios precoces, os

; v - T . P 20
doentes com pior progndstico, utilizando analises uniparamétricas™.

2- AVALIACAO DO CONTEUDO DE ADN CELULAR

A avaliacao do conteudo de ADN celular é uma das aplicacoes da citometria
de fluxo. Esta analise baseia-se no principio de que a ligacao entre o ADN celular e
os seus corantes especificos se faz de forma estequiométrica (i.e., a quantidade de
corante é directamente proporcional a quantidade de ADN no interior da célula).
Usando estes corantes especificos, a citometria de fluxo pode medir rapidamente e

com rigor a fluorescéncia emitida pelo corante em numerosas células, resultando

um histograma do conteado de ADN de toda a populacao celular analisada”.
O interesse do seu estudo reside no facto de uma alteragao do conteado de

ADN (aneuploidia de ADN) ser o reflexo da acumulacao de alteracoes genéticas

: ; 22 " <
nas células tumorais™. Estas alteracoes sao acompanhadas ou resultam do
aumento da instabilidade genémica, possivelmente devido a mecanismos, como

por exemplo, as mutagdes e as alteracoes na metilagao de genes que regulam o

processo de divisao celular’.

Estudos em vérios orgaos, nomeadamente na mama, envolvendo grandes
séries de casos, tém revelado uma elevada frequéncia de mais do que um tipo de
aneuploidia de ADN, geralmente segundo um padrao bimodal, ao nivel dos

hiperdipléides e dos hipotetrapléides, sugerindo a existéncia de varias vias de

progressao da ploidia de ADN*: por exemplo, células com um conteido de ADN
hipo e hiperdiploide poderao surgir por divisdes nao balanceadas, devido a nao
disjungao mitdtica; o namero de cromossomas pode aumentar através de
tetraploidizacao, devido a fenémenos de endorreduplicagao, falha no processo de

citocinese ou por fusao celular; apés esta tetraploidizacao, pode ocorrer ainda, uma
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perda sucessiva de cromossomas, originando células com um conteado

hiperdiploide e hipotetrapléide‘zz’B.

Esta avaliacao citométrica do padrao de distribuicao do ADN em células

o - G i ;
neoplésicas, tem-se tornado uma técnica comum em oncologia clinica™. Tem sido
utilizada fundamentalmente como indicador de prognéstico em varios tipos de

doencas neoplasicas, e de forma complementar aos estudos clinicos e

. Fa 24 Ui .
histopatolégicos™. Apesar do seu valor de prognéstico ser reconhecido para
algumas neoplasias, para outras persiste, ainda, grande controvérsia, devido aos
resultados contraditorios referidos na vasta bibliografia.

Subjacente a esta controvérsia estao questoes metodolégicas aos varios

2

. . s . . - 2
niveis desta analise, como sejam: os enviezamentos na seleccao de doentes™, os

. . s 25 — 26 i
diferentes esquemas de terapia utilizados™, o tamanho da série em estudo™, o tipo

" 25 % » - E
de material usado™, as diferentes técnicas de processamento do material para a

27-32

citometria de fluxo” >, a heterogeneidade tumoral™™, a representatividade de

P . 35,36
células tumorais na amostra

- , . 37 3
, 0 nimero de ntucleos a analisar™ e o tipo e forma
de calculo das variaveis estudadas.

Em Outubro de 1992, cientistas Europeus e Norte Americanos, reuniram-se
em Prout’s Neck, Maine, para a “DNA Cytometry Consensus Conference” ® Este
Consenso teve como principal objectivo a definicao do significado prognéstico do
conteado de ADN em vérias neoplasias, através da clarificagao de algumas
questoes metodolégicas e de controlo de qualidade. Deste Consenso, resultaram a

publicagao de linhas de orientacao para cada uma das neoplasias incluidas nesta

reuniao, nomeadamente para o carcinoma da mama_ .
2.1- CICLO CELULAR

O ciclo celular é um processo pelo qual as células sao copiadas, permitindo
o crescimento, a reparagdo e a manutengao celular dos organismos. E constituido

por duas fases distintas: um periodo de divisao celular por mitose - fase M - e um

periodo de repouso celular aparente onde decorre a sintese de ADN - interfase”
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(Figura 1). A maioria das células dos tecidos humanos nao se encontra em sintese

activa de ADN, podendo estar em fase de repouso (Gy) ou de pré-sintese (G1) Y As
células em G, preparam-se para a fase seguinte, de sintese de ADN (S), através da
producao das proteinas necessarias a este processo. As células em Gy/G; tém um

contetido de ADN dipléide (2N). Na fase S, decorre a replicacao gradual do ADN

nuclear, variando o conteddo de ADN destas células entre 2N e AN™.
Posteriormente, as células entram numa fase curta de pos-sintese (G»), produzindo
as proteinas necessérias a etapa seguinte, a fase de mitose (M). As células em G;/M
possuem um conteido de ADN tetraploide (4N). Como resultado da fase M, as
células progenitoras dividem-se dicotomicamente em células com um conteido de

ADN dipléide (2N), voltando a entrar no ciclo celular em G; ou tornando-se

quiescentes (Go) )

Figura 1- Representacdao grafica das
diferentes fases do ciclo celular e
correspondente componente do
histograma de ADN obtido por
citometria de fluxo (adaptado de

Rabinovitch PS, 1993™).

2.2- CITOMETRIA DE FLUXO E HISTOGRAMA DE ADN

A citometria de fluxo é uma técnica que permite através de luz laser ou UV,
medir determinadas caracteristicas das células em suspensao, como por exemplo, o
seu conteido de ADN. Na figura 2 apresenta-se um esquema de um citémetro de
fluxo, descrevendo-se de seguida e de forma sucinta, o seu funcionamento: os
nacleos em suspensao, cujo ADN se encontra corado estequiometricamente por

um corante fluorescente, sao conduzidos através de um fluido laminar até a
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camara de ﬂuxo(’; este fluido mantém, hidrodinamicamente, os nucleos alinhados
no seu centro, de forma a que estes passem um a um em frente ao feixe luminoso,
levando a dispersao de luz e emissao de fluorescéncia'’. A quantidade de
fluorescéncia emitida por cada nuacleo, proporcional a quantidade de ADN
existente em cada um, é depois detectada e medida por um sistema de detectores
fotossensiveis (os tubos fotomulﬁplicadores)é.

Fluido laminar

"
:

B
by
¥

Detector de Detector de Tubo fotomultiplicador da
“side scatter” “forward scatter” fluorescéncia 2

Fonte
luminosa

Filtro Tubo fotomultiplicador
da fluorescéncia 1 F]g.2 B

Camara de

fluxo celular fenits . Filtro Filtro
Espelho Espelho

Figura 2- A. Representagdo esquemadtica de
um citémetro de fluxo. B. Esquema da
camara de fluxo celular (adaptado de Wood

JCS, 1993%).

Fig.2 A

Esta medigao é registada num histograma de frequéncias, chamado
histograma de ADN (Figura 3), representando-se no eixo dos Y o ntmero de

ntcleos medidos e no eixo dos X a quantidade de fluorescéncia, correspondente ao
contetido de ADN°. Esta representacao traduz a distribuigao das células ao longo
do ciclo celular, nao permitindo, porém, a distingao entre as células em Gy e Gy, e

entre as célulasem G, e M.
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Go/ G Figura 3- Representacao das

diferencas entre um histograma de
ADN “ideal” (linhas a cheio), de
um histograma obtido numa
analise real (linhas a tracejado). As
diferengas dependem do
Coeficiente de Variacao dos picos
(adaptado de Rabinovitch PS,

19937,

Go/M

Nimero de células

Conteado de ADN

A figura 3 evidencia a diferenga entre um histograma de ADN “ideal” e um
histograma obtido por uma analise real. Teoricamente, a fluorescéncia emitida por
todas as células em G; ou G, deveria ser exactamente a mesma, em virtude de
todas possuirem o mesmo contetido de ADN, e, por conseguinte, apenas um canal
do histograma deveria ser preenchido para cada uma destas fases. Na realidade,

verifica-se que a fluorescéncia detectada produz picos gaussianos, com uma

largura dependente do Coeficiente de Variacao (CV) do picom. Este facto verifica-
se, nao s6 devido a um conjunto de variacoes préprias do funcionamento do

citémetro, como, também pela variabilidade biol6gica existente nas ligagoes entre o

ADN e o corante”’.

2.3- PARAMETROS AVALIADOS POR CITOMETRIA

A partir do estudo do conteido de ADN por citometria de fluxo,
nomeadamente da interpretacio dos histogramas de ADN é possivel avaliar
diversos parametros, como por exemplo, a ploidia de ADN e variaveis

relacionadas com a proliferacao celular.
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2.3.1- PLOIDIA DE ADN

A expressao “ploidia de ADN” é um conceito que descreve o conteado de

ADN nuclear medido por técnicas de citometria®. Esta expressao distingue-se do
termo “ploidia” utilizado pela citogenética, visto que a citometria de fluxo nao
avalia ou nao examina os cromossomas, mas o conteudo de ADN total da
Al (2144 § o s e -
célula® ™. Devera pois, e como exemplo, utilizar-se defini¢oes como “dipldide de
ADN” para as células com um conteido de ADN normal e “aneupléide de ADN”
. . u
ara as células com um contetido de ADN anormal™.
E

Esta variavel analisada por citometria tem sido apontada por alguns

26,45-51

autores como tendo valor de prognéstico para o cancro da mama, porém, esta

importdncia nao é confirmada por outros™ ., Berger ct al® e Camplejohn et al.”,
apesar de demonstrarem uma associagao significativa com a sobrevivéncia apos
tratamento, referem que a vantagem dos dipldides sobre os nao dipldides, em
termos de sobrevivéncia, é relativamente baixa. Em relacao a associagao com as
diversas variaveis clinico-patolégicas, os resultados publicados na literatura sao,
igualmente, contraditorios.

Para esta controvérsia tém contribuido, nao sé6 as fontes de erro ja acima
referidas, como as diferentes classificacoes de ploidia de ADN utilizadas. Estas
classificagdes baseiam-se no namero de linhas celulares (traduzidas no histograma
como picos distintos) e nos indices de ADN. A classificagao mais frequentemente
utilizada na literatura faz a distin¢ao apenas entre dipléides de ADN (um ciclo
celular presente no histograma) e aneupléides de ADN (mais do que um ciclo
presente)f', sendo referido ser esta divisao a que possui maior importancia em

termos de prognostico. No entanto, alguns estudos referem que o grupo dos

hipertetraploides de ADN poderao constituir um subgrupo de pior prognostico

dentro dos aneupléides™®, tal como o observado por Camplejohn et al® em

relacao aos multipléides de ADN, apesar de nao encontrar um valor significativo.
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2.3.2- INDICE DE ADN (1A)

O grau de alteracao do conteudo de ADN de cada linha celular, avaliado

por citometria de fluxo, pode ser expresso através do fndice de ADN (IA)**. Um
tumor com um conteddo de ADN normal, dipléide, tem por definicao um IA de
1,00. De referir, que um conteudo de ADN com um IA diferente de 1,00 nao ¢,
necessariamente anormal: as células em fase S tém contetidos intermédios entre o
dipléide e o tetraploide (IA entre 1 e 2), as células em G, sao tetrapléides (IA = 2),
os gametas tém um conteado hapldide e algumas células no nosso corpo sao
tetraploides (IA=2)".

Este parametro esta, obviamente, relacionado com a ploidia de ADN, sendo,
normalmente, utilizado para definir as varias subclasses desta variavel:
hipodipléide de ADN, diploide de ADN, hiperdipléide de ADN, tetraploide de
ADN e hipertetrapléide de ADN, etc.

Por esta razao, o seu valor de prognoéstico e a sua associagao com as diversas
variaveis clinico-patolégicas, nao sao wusualmente descritas na literatura

separadamente da variavel ploidia de ADN.
2.3.3- VARIAVEIS DE PROLIFERACAO CELULAR

Em numerosos estudos a avaliacao da actividade proliferativa no carcinoma
da mama tem sido referida como um factor de progn()sticom. As técnicas usadas
incluem a avaliacao do indice mitotico™, do indice da timidina tritiada % de
diversos métodos imunohistoquimicos como o anticorpo para o antigénio ki-67%"%%
e a avaliagao por citometria de fluxo de varidveis relacionadas com a fase S do ciclo
celular.

A importancia da fase S reside no facto de ser a etapa onde decorre a
replicacao do ADN ® Para cada um dos ciclos celulares presentes num histograma

de ADN ¢ possivel calcular a percentagem de células em fase S, denominada,

fraccao de células em fase S (FFS). Na literatura tém sido descritas outras variaveis

10
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relacionadas, como sejam a percentagem média de células em fase S (% Média S) e

a fraccao de células em fase S juntamente com as células em G,/M (5+G,/M).

2.3.3.1- Fraccao de células em fase S (FFS)

A grande maioria dos estudos de citometria de fluxo no carcinoma da

mama atribui a FFS um valor prognéstico importante nesta neoplasia. Camplejohn

2 - N
et al” referem uma forte associacio entre a FFS e a sobrevivéncia global,
sobrevivéncia livre de doenga e sobrevivéncia apés recorréncia, definindo-a como
um factor de prognoéstico independente, mesmo na analise multivariada.

Existem, no entanto, trabalhos que minimizam esta importancia, pelo facto

I : h 26
de existir uma percentagem considerdvel de casos (cerca de 25%)

onde este
parametro é de dificil avaliacao (casos multipléides de ADN, histogramas com
grande sobreposicao entre os ciclos dipléide e aneupléide, pequenos picos
aneupléides, etc.).

Muitos dos resultados contraditérios, ao nivel do prognéstico e na
associacao com as variaveis clinico-patolégicas, poderao dever-se quer as questoes
metodoldgicas ja descritas, quer ainda a outros factores, como por exemplo: a
avaliacao da FFS de forma global ou estratificada para a ploidia de ADN (ou seja,
separadamente para dipléides e aneupléides de ADN), os varios critérios para a

determinacao dos pontos “cut-off”, o que origina distintos intervalos de variacao, e

os diferentes métodos de andlise dos histogramas apresentados pelos varios

- Zp: 32 . e P 5o Y
programas informaticos . Relativamente a este tltimo ponto, varios estudos tém
referido a influéncia da utilizacao de determinados modelos matematicos no

calculo da FFS. Destaque-se a activacao dos modelos de correccao para restos

70

69, TR . 71 -
celulares™", da distribuicao dos nucleos fragmentados', da correccao de

agregados’' e do modelo de ajustamento feito a distribuicao das células em fase S
(ordem 0, 1 ou 2).

Devido a todas estas possiveis fontes de variacao, o Consenso de

' . 38 e i . . .
Citometria™ recomenda que cada laboratério avalie e defina os intervalos de

11
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variacao desta variavel a partir da sua propria série de casos, baseados nas suas
condicoes metodolégicas de processamento e andlise, em vez da utilizacao de

valores descritos na literatura.

2.3.3.2-Fraccao de células em fase S e G,/ M (5+G,/ M)

O interesse desta variavel, segundo alguns autores esta no facto de
representar a fraccao total de proliferacao do ciclo celular’.

Segundo Wiss-Desserich ef al® o calculo deste parametro revelou ser mais
facil e mais reprodutivel, comparado com o da FFS, visto apenas ser necessario
distinguir, no histograma, os limites entre as fases Go/G; e S.

Estes autores mostraram, ainda, para o carcinoma da mama, que esta
variavel se associava significativamente com a sobrevivéncia global usando uma
analise univariada, ao contrario da FFS, num grupo de doentes pré-menopausicas

e sem ganglios axilares metastizados. Idéntica associacao foi descrita por Muss ef
72 ; A . :
al’*, igualmente em mulheres com carcinoma da mama e sem ganglios axilares

metastizados, nao referindo qual o estado menopausico, e por Rabinovitch et al®,
numa andlise multivariada, com doentes de todos os estadios e apenas com
tratamento cirargico.

Tal como a FFS, este parametro é influenciado pelas metodologias utilizadas
na analise dos histogramas, nomeadamente na activacao da correccao dos
agregados celulares (especialmente devido a presenca de dupletos na regiao 4n do

: 38,73
histograma™"".

2.3.3.3- Percentagem média de células em fase S (% Média 5)
Em relacao a esta variavel, t¢ém sido descritas, quer a percentagem média de

todas as células em fase S (% Média S), quer apenas a percentagem média das

células em fase S dos ciclos nao dipléides (% Média S nao diploide).
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: 74
Em estudos com o carcinoma da mama, Berger et al”” mostraram que o

calculo da %Média S era mais reprodutivel intra e inter-observador e inter-

laboratorial”, relativamente a FFS de cada um dos ciclos celulares presentes no
histograma.

Estes autores demonstraram ainda, que esta variavel possuia um maior
valor prognéstico no grupo de mulheres com metastizacao ganglionar axilar e no
dos tumores dipléides de ADN, quer em termos de sobrevivéncia global, quer em

sobrevivéncia livre de doenga, adicionando maior valor prognéstico ao tamanho

de tumor e ao envolvimento ganglionar na analise multivariada’. Relativamente
ao grupo dos tumores sem metastizagao ganglionar axilar e nao dipléides de ADN,
encontraram um resultado oposto, isto &, a FFS do ciclo nao diploide revelou-se de

maior importancia, embora apenas de forma pouco acentuada. Este altimo
resultado é confirmado pelo encontrado por Kallioniemi ef al.”’, os quais referem

que este facto podera, aparentemente, dever-se a completa auséncia de valor

prognostico da FFS do ciclo diploide nos tumores aneupléides de ADN.
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. . 39 » g
O Consenso de Citometria™, para além de reconhecer valor prognoéstico na

avaliacao do conteddo de ADN por citometria de fluxo para o carcinoma da

mama, propoe que cada laboratério defina os seus proprios valores “cut-off” para

a distribuicao da fase S, de acordo com as suas condicoes particulares de

processamento e andlise. Esta sugestao resulta da falta de padronizagao entre as

metodologias utilizadas pelos diferentes autores.

Tendo em consideracao o actual conhecimento sobre esta analise e as linhas

s - . s . 39 ¥ .
de orientacao definidas pelo referido Consenso™, foi realizado este estudo com os

seguintes objectivos:

L

4.

Ensaiar um método de avaliagao do conteddo de ADN por citometria de
fluxo em carcinoma da mama, de acordo com a literatura e as sugestoes

- 39
apresentadas pelo Consenso™;

Avaliar a importancia desta analise de citometria de fluxo através da
associacao entre os parametros estudados por citometria e diversas
variaveis clinico-patolégicas, algumas das quais sao factores de prognostico

classicos para esta neoplasia;

Determinar os intervalos de variagao dos parametros relacionados com a
fase S, dividindo em trés intervalos (baixo, intermédio e alto), conforme

. 39
sugerido pelo Consenso™;

Comparar os resultados obtidos pelas diferentes avaliacdes da percentagem

de células em fase S, utilizadas neste estudo, e respectivos pontos “cut-off”.
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1- MATERIAL

Entre Julho de 1995 e Maio de 1997 foi solicitado, a Unidade de Oncologia
Molecular do Servico de Anatomia Patolégica do Instituto Portugués de Oncologia
de Francisco Gentil - Centro Regional do Porto (IPOFG-Porto), a avaliagao do
conteado de ADN por citometria de fluxo, em 214 casos de mulheres com
carcinoma da mama, diagnosticados e tratados no IPOFG-Porto. Todas estas
doentes foram incluidas no presente estudo, tendo sido possivel obter histogramas
interpretaveis em 162 casos (76%). Os restantes 52 foram excluidos devido a terem
uma percentagem de restos celulares superior a 20% (n=15, 28,9%)38, numero de
células para analise inferior a 10 (n=14, 26,9%)38, terapia neo-adjuvante (n=8,
15,4%), coeficiente de variacao (CV) do pico Gyp/G; do primeiro ciclo celular
superior a 5% (n=8, 15A% P o populagoes aneuploides de ADN inferiores a 10%
do total das células (n=7, ]3,4%)73’78.

Os 162 casos com resultados da citometria foram revistos histologicamente
por um patologista através das laminas de H&E (hematoxilina e eosina). Todas
estas doentes foram submetidas a cirurgia como tratamento primario: 88% dos
casos realizaram mastectomia radical modificada e 12% cirurgia conservadora. Em
152 doentes (94%) foi realizada terapia adjuvante: radioterapia (RT) 5%,
quimioterapia (QT) 2%, hormonoterapia (HT) 24%, RT + QT 32%, RT + HT 24%,
RT + QT+ HT 12% e QT + HT 1%.

2- VARIAVEIS CLINICO-PATOLOGICAS

As variaveis clinico-patologicas estudadas foram: idade e estadio na altura
do diagnostico, tamanho do tumor, tipo e grau histologico, envolvimento
ganglionar axilar, expressao dos receptores de estrogénio (RE) e progesterona (RP).

O estadio foi avaliado segundo a classificacao do TNM da A]CC79. A idade
do doente foi dividida pelo valor médio encontrado nesta série.

O tipo histolégico do tumor estabelecido de acordo com a classificacao
histolégica proposta por Page et al®.

A determinacao do grau histologico para os carcinomas ductais invasores
(CDI), foi feita de acordo com a classificagao modificada de Elston do Sistema de

Bloom e Richardson™, através da avaliagao do grau nuclear, formacao de ductos e

17



Carlos Alberto Palmeira de Sousa

namero de mitoses. Este ultimo parametro foi estudado em 10 campos do
microscopio de grande ampliagao (40x).

O tamanho do tumor e o namero de ganglios metastizados foram
categorizados de acordo com as classificacoes do AJCC”, e determinados no
estudo histopatolégico das pegas cirtirgicas.

Os dados relativos aos receptores de estrogénio e progesterona foram
obtidos a partir dos registos do Arquivo Central deste Instituto. A sua
quantificagao foi realizada por métodos imunoenzimaticos (EIA-Abbott), sendo

considerados positivos os casos com valores superiores a 15 fmol/mg proteina.

3- PROCESSAMENTO DO MATERIAL PARA A CITOMETRIA DE FLUXO

Os fragmentos frescos de cada tumor foram seleccionados e separados por
um patologista, garantindo uma adequada representatividade tumoral, sendo de
seguida conservados a -80°C. A descongelacao e todo o processamento seguinte
decorreu sobre gelo moido.

A desagregacao das células consistiu num processo mecanico™, através da
utilizacao de laminas de bisturi, sobre uma placa de petri, em tampao PBS
(Phosphate buffered saline, Na,HPOs 1,48gr/1, NaH,POy 0,495gr/1, NaCl 7,2gr /1,
pH=7,4). Cada suspensao foi colocada num tubo, deixando-se sedimentar os
fragmentos maiores e recolhendo-se o sobrenadante, ao qual, posteriormente, foi
adicionado PBS e colocado a centrifugar (1500 rpm/5 minutos). Apés rejeigao do
sobrenadante, ressuspendeu-se o sedimento em PBS e retirou-se uma amostra de
cada suspensao para contagem dos respectivos niicleos em camara de Neubauer
(cada amostra foi diluida a 1:10 com uma solugao de violeta de cristal a 0,1%).

Posteriormente, e para cada suspensao, foram preparados dois tubos, A e B,
com 1x10° células tumorais em cada. Ao tubo B foi adicionado 2x10° linfécitos
(isolados de sangue periférico e conservados, igualmente, a -80°C). Estes linfocitos
foram utilizados como controlo externo da ploidia de ADN, confirmando a posicao
do pico Gy/G; do ciclo celular dipléide78. Ambos os tubos foram incubados a 4°C,
durante 30 minutos na obscuridade, com os seguintes reagentes: PI (Propidium
iodide, 50 g/ ml, Sigma; Tris 10 mM, MgCl. 5 mM, pH=7,0), RNAse (Ribonuclease
A, 500 g/ml, Sigma; Tris 10 mM, MgCl> 5 mM, pH=7,0) e NP40 (Nonidet P-40,
0,5%, Sigma)&g.

Apos a incubacao, e imediatamente antes da leitura no citémetro de fluxo,
cada suspensao foi passada através de uma rede de “nylon” (55 1%, colocada entre

uma agulha 25G e uma seringa.
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As leituras foram feitas no citometro de fluxo Epics Profile (Coulter
Electronics, Hialeah, FL), equipado com um laser de 15mW ajustado para 488 nm,
sendo a fluorescéncia vermelha do PI detectada por um filtro de passo-longo de

610 nm. Para cada tumor, foram adquiridos um minimo de 10* particulas.

4- ANALISE DOS HISTOGRAMAS

A analise do ciclo celular foi realizada através do programa Multicycle v.
2.50 (Phoenix Flow Systems, San Diego, CA). Este programa, através da elaboracao
de curvas de ajustamento a distribuicao das células no ciclo celular, permite a
discriminacao das fases Go/G;, S e G3/M, até um maximo de 3 ciclos celulares
simultaneamente presentes num histograma75.

As condigoes de analise foram, para todos os casos, as seguintes:

e aplicagao da correccdo do “background” com a opgao de “sliced nuclei”
e de “clumping”, para reducao do efeito dos restos celulares® e
71,85 ,
agregados celulares” ", respectivamente;
e ordem de grau zero (modelo rectangular de ajustamento a distribuicao
celular) para a fase S™;
e se necessario, activacao da opgao de fixacao da razao G,/G,, por forma a

que esta variasse entre 1,9 e 2,085.

O CV do pico Gy/G; do ciclo celular dipléide de ADN foi calculado pelo

Multicycle através da férmula:
100 x DP

valor médio do pico
: . 75
sendo DP o desvio padrao™.

Os histogramas foram classificados como dipléides de ADN quando foi
observado um tnico pico Gy/G;, correspondendo um indice de ADN de 1,0; e
como aneuploides de ADN se apresentavam mais do que um pico Go/ G,
Aceitou-se como existindo um segundo pico Gy/G; desde que este correspondesse
a pelo menos 10% da populagao total, apds correccao para restos e agregados
celulares™. Para ambos os histogramas, o pico Go/G; dipléide foi confirmado pelo

controlo externo.

19



Carlos Alberto Palmeira de Sousa

Os histogramas de ADN, com uma percentagem de células em fase G,/M
superior a 15% da populagao total, foram reavaliados com a opgao de 2 ciclos

celulares, situando-se o segundo pico Gy/ G, na regiao tetrapldide de ADN*",

5- VARIAVEIS AVALIADAS POR CITOMETRIA

Foram analisadas as seguintes variaveis de citometria: ploidia de ADN, IA e
a proliferagao celular através dos parametros FFS, S+G;/M e % Média S.

5.1- Ploidia de ADN

Esta variavel foi determinada na totalidade dos 162 casos, tendo sido

definidas 6 classes de ploidia de ADN, conforme se pode observar na Tabela 127,

Tabela 1- Classificagao da ploidia de ADN em classes com base no nimero de ciclos e no
Indice de ADN (IA).

Ploidia de ADN Detiriigs
N° ciclos celulares IA

Hipodiploide 2 < 1,00
Diploide 1 1,00
Hiperdiploide 2 >1,00e<1,90
Tetraploide 2 >1,90e <210
Hipertetrapléide 2 <210
Multipléide > 2 - B

5.2- fndice de ADN (IA)

O IA foi calculado pelo programa em 154 dos casos (nao foi determinado
nos 8 casos multipléides de ADN), através do quociente entre o nimero do canal
modal do pico Gy/G; da populagao em estudo e o ndmero do canal modal do pico
Go/G diploide de ADN. Para efeitos de comparagao com as variaveis clinico-
patolégicas, apenas se considerou o IA dos casos aneupldides de ADN, tendo-se
utilizado o valor médio encontrado nesta série como ponto “cut-off”, de forma a

definir os intervalos de baixo e alto IAY .

20



MATERIAL E METODOS

5.3- Proliferacao celular

A FFS e a S+G,/M foram avaliadas em 144 dos casos (89%). Nos restantes 18

casos (11%) nao foi possivel calcular este parametro devido a baixa percentagem
de células da populagao aneuploide de ADN (<20% da populagao total) =44
sobreposi¢ao entre o ciclo diploide e o aneupléide de ADN (n=6) ou a presenca de
mais do que 1 ciclo aneupléide de ADN (n=8).

A %Meédia S foi calculada pelo programa na totalidade dos casos (n=162),
incluindo os histogramas multipléides de ADN. Este parametro foi determinado

76
como

namero total de células em fase S
X 100%

nimero total de células presentes no histograma

Nos histogramas diploides de ADN este valor foi idéntico ao da variavel
FFS; nos aneuploides de ADN o programa indicou o valor encontrado.

Para o estudo da associagao entre as variaveis de proliferacao e as clinico-
patolégicas, cada um destes parametros analisados por citometria foi dividido em
intervalos de variacao. Para a determinacao destes intervalos foram utilizados os
valores da média e dos percentis de 25 e de 75 como pontos “cut-off”. Com a
média foram definidos dois intervalos de variacao (baixo e alto) e com os percentis

definiu-se trés intervalos (baixo, intermédio e alto).

6- ANALISE ESTATISTICA

A associagao entre as variaveis citométricas e clinico-patolégicas foi
estudada de acordo com o tipo de variavel, tendo sido utilizado para as
categorizadas o teste de Qui-quadrado (Pearson e Fisher), e para as continuas os
testes de t de Student ou ANOVA, e U de Mann-Whitney ou KRUSKAL-WALLIS
(conforme se tratavam de variaveis paramétricas ou nao paramétricas,
respectivamente). Para a analise multivariada foi usada a regressao logistica. Em
qualquer dos testes, considerou-se como estatisticamente significativos os valores
de p< 0,05.
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1- Variaveis clinico-patologicas

As frequéncias absolutas e relativas observadas para cada uma das variaveis
clinico-patologicas em estudo, encontram-se discriminadas na Tabela 2 (em
ANEXOS). Os estadios mais baixos I, IIa e IIp foram os mais frequentes e os
carcinomas ductais invasores o tipo histolégico predominante. Neste grupo
histolégico, prevaleceram os graus histologicos II e III, em concordancia com a
maior percentagem da classe mais elevada das variaveis ductos e grau nuclear. A
maioria dos tumores desta série revelaram tamanhos entre os 2 e 0os 5 cm (a
mediana foi de 2,5 cm, variando entre 0,7 e 8,5) e foram positivos para a expressao
dos receptores de estrogénio e progesterona. Relativamente ao envolvimento
ganglionar axilar, quase metade dos casos apresentaram metastizacdo ganglionar
na altura do diagnéstico. Nestes casos, o niimero de ganglios metastizados mais
frequente situou-se entre 1 e 3 (mediana igual a 3, variando entre 1 e 23). Em
relacio a idade, as doentes com mais de 59 anos foram ligeiramente mais

numerosas (0 valor médio foi de 59 +13 anos, variando entre 20 e 86).

2- Parametros avaliados por citometria

Relativamente a estes parametros, o Gréfico 1 apresenta o nimero de casos
e respectivas frequéncias relativas, das 6 classes de ploidia de ADN consideradas

neste estudo.
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Grafico 1- Frequéncias
absolutas (e relativas)
» das classes de ploidia de
ADN.

Frequéncias Absolutas
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A classe mais frequente foi a dos hiperdipléides de ADN (42%), seguida
pelos dipléides de ADN (35,8%).

Comparando entre si as 5 classes aneupléides de ADN (hipodipléides,
hiperdiploides, tetraploides, hipertetraploides e multipléides) em relacdo a sua
associagdo com as variaveis clinico-patolégicas, ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas. Por este facto, para o presente estudo, considerou-se
a ploidia de ADN dividida apenas em dipl6ides e aneupléides de ADN. Desta
forma, dos 162 casos, 58 (35,8%) revelaram um contetido de ADN dipléide e 104
(64,2%) um contettdo de ADN aneupléide.

No que se refere ao Indice de ADN (IA) dos casos aneupléides de ADN, este
revelou uma média de 1,7 + 0,33 (variando entre 0,6 e 2,9), tendo sido utilizado este
valor como “cut-off” para definir um baixo e alto IA aneupléide. Assim, dos 96
casos aneupléides de ADN em que foi avaliado o IA, 43 (45%) revelaram um IA
baixo e 53 (55%) um IA alto. A distribuicao dos valores de IA destes 96 casos é

apresentada no Gréfico 2.

Niimero de observagdes
5

Gréfico 2- Distribuicao dos valores do Indice de ADN (IA) dos casos aneupléides de ADN
(n=96).

24



RESULTADOS

Em relagdo as varidveis que avaliaram a proliferacado celular (FFS, S+G,/M e

%Meédia S), sdo apresentadas na Tabela 3 as suas distribuigdes.

Tabela 3 - Distribuicao das varidveis que avaliaram a proliferacao celular: FFSa, 5+Go/MPb e
%Meédia S

Variaveis de proliferacdo n Mediana Minimo Maximo
FFS 144 7,6 0,0 38,8
S+G2/M 144 14,1 23 46
%Média S 162 h,7 0,0 22,8

aFracgdo de células em fase S. PFracgdo de células em fase S e G,/ M. <Percentagem média de células
em fase S.

Ao estudar o grupo dos tumores com um contetido de ADN aneupléide,
relacionou-se os valores de fase S, obtidos por cada uma das varidveis de
proliferacdo, com a percentagem de células da populagdo aneupléide presente no
histograma de ADN.

Na representacdo grafica obtida, observou-se que alguns destes valores
distanciaram-se claramente da distribuicdo encontrada, em especial para as

variaveis FFS e S+G,;/M (Grafico 3).
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Gréfico 3- Relagdo entre a percentagem de células aneuploides e os valores das variaveis:

fraccao de células em fase S (FFS), fraccao de células em fase S e Gz/M (5+Gz/M) e
percentagem média de células em fase S (% Média S).

Estes valores discrepantes registaram-se preferencialmente em tumores com

percentagens da populagdo aneuploide até 25%.
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Ao estudar a associacio entre a ploidia de ADN e as varidveis de

proliferagdo, observou-se que os diploides de ADN se associaram com taxas de

proliferacdo significativamente mais baixas (p<0,0001), quando comparados com

os aneupldides de ADN (Grafico 4).

p< 0,0001

40

30 +

20 =

T Min-Max

1 Percentis25e75
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Dipl.  Aneupl. Dipl. Aneupl

Dipl. Aneupl.

Grafico 4- Distribuicao dos valores da fracgdo de células em fase S (====FFS), fraccio de células
em fase S e Go/ M (=== S5+G,/M) e percentagem média de células em fase S (=== % Média S) nos

dipléides (Dipl.) e aneupldides (Aneupl.) de ADN.

Relativamente & associacdo entre estas variaveis de proliferacao celular e as

clinico-patologicas, indicam-se na Tabela 4 as diversas associacdes observadas.

Tabela 4- Associa¢des entre as varidveis de proliferacao (FFSs, S+Gz/MP e % Média 5¢) e as

clinico-patolégicas.

W
Variaveis clinico-patolégicas FES G MY ihisiliLe
% p p
Estadio clinico (I, ITA, 1IB, IIIA, IIIB e IV) 0,05 0,19 0,52
Tipo histolégico (CDId, CLI e outros) 0,001 0,001 <0,0001
Grau histolégico (I, II e III) <0,0001 <0,0001 <0,0001
Ductos (1, 2 e 3) 0,28 0,22 0,71
Grau nuclear (1, 2 e 3) <0,0001 <0,0001 <0,0001
Numero de mitoses (1, 2 e 3) <0,0001 <0,0001 <0,0001
REf (negativa e positiva) 0,09 0,041 0,20
RPz (negativa e positiva) 0,26 0,21 0,36
Tamanho do tumor (< 2, > 2 e <5, > 5 cm e multifocais) 0,05 0,017 0,005
Envolvimento ganglionar (negativo e positivo) 0,08 0,16 0,81
Ganglios metastizados (0,1a3,4a9e>10) 0,09 0,32 0,52
Idade (<59 e > 59) 0,88 0,73 0,87

aFracgéo de células em fase S. PFracgdo de células em fase S e G;/M. <Percentagem média de células em fase S.
dCarcinomas ductais invasores. ¢Carcinomas lobulares invasores. fExpressdo dos receptores de estrogénio

sExpressdo dos receptores de progesterona.
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Ao realizar esta andlise mas de forma estratificada para a ploidia de ADN,
verificou-se que apenas algumas das associagdes significativas se mantiveram.
Para além disso, observou-se que estas associagOes registaram-se de forma distinta
para os tumores dipldides e aneuploides de ADN (Tabelas 5, 6 e 7). Estes
resultados sugerem que a ploidia de ADN interfere com a associagao entre as

varidveis de proliferacdo e as clinico-patologicas.

Tabela 5- Associacdes entre a Fraccdo de células em fase S (FFS) e as varidveis clinico-
patolégicas, de forma estratificada para a ploidia de ADN.
Dipléides de ADN  Aneuploéides de ADN

Varidveis clinico-patolégicas

P P
Estadio clinico (I, IIA, IIB, IIIA, IIIB e IV) 0,006 0,36
Tipo histolégico (CDIs, CLI e outros) 0,007 0,94
Grau histologico (L 11 e III) 0,010 0,17
Ductos (1, 2 e 3) 0,81 0,96
Grau nuclear (1, 2 e 3) 0,11 0,28
Ntdmero de mitoses (1, 2 e 3) 0,001 0,33
RE« (negativa e positiva) 0,25 012
RP4 (negativa e positiva) 0,08 0,86
Tamanho do tumor (<2, > 2 e < 5, »5 cm e multifocais) 0,06 0,26
Envolvimento ganglionar (negativo e positivo) 0,09 0,27
Ganglios metastizados (0, 1a3,4a9e=10) 0,15 0,70
Idade (<59 e > 59) 0,07 0,09

aCarcinomas ductais invasores. bCarcinomas lobulares invasores. <Expressio dos receptores de estrogénio
dExpressdo dos receptores de progesterona.

Tabela 6- Associagoes entre a Fraccao de células em fase S e Go/M (5+Gz/M) e as varidveis
clinico-patolégicas, de forma estratificada para a ploidia de ADN.
Diploides de ADN Aneupléides de ADN

Variaveis clinico-patologicas

P P
Estadio clinico (I, ITA, IIB, IITA, ITIB e IV) 0,12 0,94
Tipo histolégico (CDIz, CLIP e outros) 0,16 0,28
Grau histolégico (I, I e ITI) 0,05 0,049
Ductos (1, 2 e 3) 0,67 0,46
Grau nuclear (1, 2 e 3) 0,28 0,011
Numero de mitoses (1, 2 e 3) 0,020 0,08
REs (negativa e positiva) 0,45 0,006
RPd (negativa e positiva) 0,14 0,19
Tamanho do tumor (<2, > 2 e £ 5, >5 cm e multifocais) 0,08 0,33
Envolvimento ganglionar (negativo e positivo) 0,47 0,59
Ganglios metastizados (0, 1a3,4a9e>10) 0,18 0,96
Idade (<59 e > 59) 0,041 0,16

aCarcinomas ductais invasores. PCarcinomas lobulares invasores. cExpresséao dos receptores de estrogénio
dExpressdo dos receptores de progesterona.
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Tabela 7- Associacdes entre a Percentagem média de células em fase S (%Média S) e as

varidveis clinico-patoldgicas, de forma estratificada para a ploidia de ADN.

Dipléides de ADN Aneuploéides de ADN

Variaveis clinico-patoldgicas

p P
Estadio clinico (I, IIA, IIB, IIIA, [IB e IV) 0,006 0,36
Tipo histolégico (CDI?, CLIP e outros) 0,007 0,11
Grau histoldgico (I, 11 e III) 0,010 0,049
Ductos (1, 2 e 3) 0,81 0,25
Grau nuclear (1, 2 e 3) 0,11 0,78
Nimero de mitoses (1, 2 e 3) 0,001 0,034
REs¢ (negativa e positiva) 0,25 0,42
RPd (negativa e positiva) 0,08 0,90
Tamanho do tumor (<2, > 2 e £ 5, >5 cm e multifocais) 0,06 0,015
Envolvimento ganglionar (negativo e positivo) 0,09 0,87
Ganglios metastizados (0, 1a3,4a9e2>10) 0,15 0,86
Idade (<59 e > 59) 0,07 0,17

aCarcinomas ductais invasores. bCarcinomas lobulares invasores. cExpressdo dos receptores de estrogénio

dExpressdo dos receptores de progesterona.

Devido a diferenca tdo significativa entre os dipléides e os aneuploides de

ADN, relativamente & proliferacao celular e ao efeito da ploidia de ADN, decidiu-

se avaliar a associacdo entre as varidveis citométricas relacionadas com a

proliferacdo e as diversas variaveis clinico-patologicas em estudo, separadamente

para dipléides e aneupléides de ADN.

Ao estudar as associactes entre os diferentes tipos histolégicos e os varios

parametros citométricos, observou-se que os carcinomas ductais invasores (CDI)

eram significativamente mais aneupléides de ADN (Gréfico 5):

= 0.013 mDiplﬂides.
P 2 WAncupliides

60

40

Numero de Observagdes

CDI {5l Outros

Gréfico 5- Associagdo entre a ploidia de ADN e os diferentes tipos histolégicos:

carcinomas ductais invasores (CDI), carcinomas lobulares invasores (CLI) e outros.

e possuiam valores de proliferagio celular significativamente mais elevados

(Tabela 8):
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Tabela 8- Associacdes entre o tipo histologico e as variaveis de proliferacdo celular.
Tipo histologico

Variaveis de proliferacao OF CLE - p
FFS* 8,0 1,4 21 0,002
S+Gy/M" 15,0 81 73 0,002
%Média S 59 1,7 2,1 <0,0001

aFracgdo de células em fase S. bFracgdo de células em fase S e G,/M. cPercentagem média de células em fase S.
Carcinomas ductais invasores. “Carcinomas lobulares invasores.

Por outro lado, os CDI, como atras referido, constituiram nesta série o tipo
histol6gico maioritario (93%). Assim, decidiu-se avaliar a associacdo entre as
variaveis citométricas e as clinico-patolégicas, apenas neste grupo de tumores dos
CDL

Os resultados que a seguir se apresentam referem-se, por conseguinte,

exclusivamente aos 150 casos classificados como CDI.

3- Ploidia de ADN e variaveis clinico-patologicas

As associagdes encontradas entre a ploidia de ADN e as diversas variaveis
clinico-patol6gicas sdo apresentadas na Tabela 9 (em ANEXOS). Foram observadas
associagOes estatisticamente significativas com o grau histolégico, metastizagdo
ganglionar e estadio clinico. Verificou-se que a aneuploidia de ADN se associou

com um alto grau histologico (Gréfico 6):

60—... . P< 0’0001 mDiplaides

MmAnecuploides

50

Nimero de Observacgdes
o
1

1

I 11
Grau Histoldgico

Gréfico 6- Associacao entre a ploidia de ADN e o grau histolégico, no
grupo dos carcinomas ductais invasores.
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e um maior niamero de casos com metastizacdo ganglionar axilar no momento do

tratamento primdrio (Grafico 7 e Figura 4):
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Figura 4 -Carcinoma ductal invasor grau III apresentando um contetdo de ADN
aneupléide (A), com metastase ganglionar axilar (B) (10x).

O grau nuclear (Grafico 8) e o nimero de mitoses (Grafico 9) contribuiram para a

associacdo encontrada relativamente ao grau histologico:
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dos carcinomas ductais invasores. (classes), no grupo dos carcinomas
ductais invasores. : o
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Quanto ao estadio clinico observou-se que 80% dos diploides de ADN

correspondiam aos estadios I e Il (Gréfico 10):

B Diploides

B Areuwloides

Niamero de Observacdes

I A B A B v

Estadio clinico

Grafico 10- Associacdo entre a ploidia de ADN e o estadio clinico, no grupo dos
carcinomas ductais invasores.

Ainda no que se refere ao envolvimento de ganglios axilares, para além da
ploidia de ADN, também a idade e o grau histologico se associaram
significativamente. Na anélise multivariada a ploidia de ADN perdeu o seu valor
prognostico independente. O grau histologico, e dentro deste o grau III, foi a

variavel que apresentou maior risco de metastizacao ganglionar axilar (Tabela 10):

Tabela 10- Factores clinico-patologicos e citométricos associados a metastizacao
ganglionar axilar, no grupo dos carcinomas ductais invasores (andlise multivariada).

Variaveis P ODDS RATIO Limites de confianca

Idade

>59 1 1,013 - 4,134

< 59 0,046 2,046
Grau histol6gico

I 1

11 0,225 2,029 0,647 - 6,363

II 0,008 5,036 1,526 - 16,62
Ploidia de ADN

Diploide 1

Aneupléide 0,348 1,472 0,656 - 3,302

Razdo de plausibilidade = 20,817; p < 0,001
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4- Indice de ADN e variaveis clinico-patologicas

Considerando apenas os IA dos casos aneupldides de ADN, observou-se
apenas uma associagdo estatisticamente significativa com o ntimero de génglios
axilares metastizados (Tabela 11, em ANEXOS): um IA elevado associou-se com
uma maior frequéncia da classe de maior nimero de géanglios metastizados
(Grafico 11). No entanto, e apesar de ndo ser significativa a diferenca, a classe de
IA baixos revelou menor frequéncia de casos sem metastizagdo ganglionar axilar

(Gréfico 12).

p=0,032 | s | .

30 +

204

Nimero de Observacdes
R S

Nimero de Observacdes

0 1-3 4-9 >=10
Namero de Ganglios N - N+
Griéfico 11- Associacao entre o indice de  Gréfico 12- Associagao entre o indice de

ADN (IA) e o namero de ganglios axilares ADN (IA) e a metastizacdo ganglionar
metastizados, no grupo dos carcinomas axilar negativa (N-) e positiva (N+), no
ductais invasores. grupo dos carcinomas ductais invasores.

Embora a associagdo seja igualmente nao significativa, refira-se que a frequéncia de
grau histologico III, nimero de mitoses alto e RE e RP negativos, foi maior nesta

classe de IA baixo.
5- Proliferacao celular e variaveis clinico-patolégicas
Os valores “cut-off” (média e percentis) e respectivos intervalos para cada

uma das variaveis de proliferacao, foram determinados separadamente para os

dipléides e para os aneupléides de ADN e encontram-se indicados na Tabela 12.
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Tabela 12 - Intervalos de variagdo e valores "cut-off" para cada uma das variaveis

que avaliaram a proliferacao celular.

Variaveis Ploidia de ADN  "cut-off"

Intervalos de variacao

Baixo Intermédio Alto
Diplbides Medlﬁ-l <36 - >3,6
FFSa Percentisd <22 >22-47 >4,7
Aneupléides Média <121 - >12,1
Percentisd <84 >84-16,3 >16,3
Hplgides = a i 2@ 66 118 >191’88
S+Ga/Mb PEI‘CEl'l.tlS <6, >6,6-11, 21T,
A .. Média <19,7 - >19,7
neuploides ;
Percentisd <14 >14-22,8 >228
Dipléides Medlz? <36 - >3,6
% Média S Percentisd < 22 >22-4,7 >4,7
s Média <8,0 - > 8,0
Aneuplodides -
Percentisd <53 >53-10,3 >10,3

aFracgdo de células em fase S. PFracgdo de células em fase S e Gy/M. <Percentagem média de células

em fase S. dPercentis de 25 e 75.

Os resultados encontrados relativamente a associacao entre cada uma das

variaveis de proliferacdo e as clinico-patolégicas, sao discriminados de seguida,

separadamente para diploides e aneupléides de ADN.

5.1- Diploides de ADN

5.1.1- Fraccdo de células em fase S (FFS)

Em relacdo a esta variavel, e nesta classe de ploidia de ADN,

registou-se uma associagao

estatisticamente

significativa

relativamente ao grau histolégico (Tabela 13, em ANEXOS), com

qualquer dos pontos “cut-off” considerados: a classe de FFS alta

revelou uma maior frequéncia de casos com alto grau (Graficos 13 e

14).
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Nimero de observagdes

I Grau Hilsltolégico
Grafico 13- Associacdo entre a fraccdo de
células em fase S (FFS), dividida pela
média, e o grau histolégico, no grupo dos
carcinomas ductais invasores e dipldides
de ADN.

i @FF8<=22

ol p=0,046

B22FFS<=4.7
mFFS>47

Namero de Observagdes

Grau Histolégico

Grafico 14- Associagao entre a fraccdo de
células em fase S (FFS), dividida pelos
percentis, e o grau histolégico, no grupo
dos carcinomas ductais invasores e
diploides de ADN.

O componente do grau histolégico responsavel por esta associacao foi o nimero de

mitoses (Graficos 15 e 16 e Figura 5).

(mFFs<36 |
BFFS>36

LR

Namero de Observagdes

Classe

Grafico 15- Associacdo entre a fraccio de
células em fase S (FFS), dividida pela
média, e 0 nimero de mitoses (classes), no

grupo dos carcinomas ductais invasores e
dipléides de ADN.

| mFFS<=22 -
| m2,2<FFS=4,7 ||
mFFS>47

Nimero de Observagdes

Classe

Grafico 16- Associacdo entre a fraccdao de
células em fase S (FFS), dividida pelos
percentis, e 0 nimero de mitoses (classes),
no grupo dos carcinomas ductais
invasores e dipléides de ADN.
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Figura 5- Carcinoma ductal invasor grau III (A, 40x) apresentando um contetido de ADN
dipléide (B) com uma alta percentagem de células em fase S (FFS = 11,3).

Para além desta associacio, e utilizando a média como ponto “cut-off”, verificou-se
que a frequéncia das doentes mais idosas era significativamente maior na classe

mais proliferativa (Gréfico 17), quando comparada com a de menor proliferagao:

p= 0,045 @FFS<36
-F‘FS>3.64

Nfimero de Oservacdes
NN
: |

Idade (anos)

Grafico 17- Associagio entre a fraccdo de células em fase S (FFS), dividida pela
média, e o idade (anos), no grupo dos carcinomas ductais invasores e dipléides de
ADN.
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5.1.2- Fraccdo de células em fase S e Go/ M (S+G,/ M)

No que se refere a esta variavel, apenas se registou uma associacao
significativa, dividindo pelos percentis, e relativamente ao nimero de mitoses

(Tabela 14, em ANEXOS): uma S5+G,/M baixa associou-se com um menor numero

de mitoses (Grafico 18):

[os+G2/M<=6.6
O6.6<S+G2/M<=118

mS+G2/M> 1138

G

Numero de Observagdes

2
Classe

Gréfico 18- Associacao entre a fraccdo de células em fase S e Go/M (S5+Gz/M), dividida
pelos percentis, e 0 nimero de mitoses (classes), no grupo dos carcinomas ductais
invasores e dipléides de ADN.

5.1.3- Percentagem média de células em fase S (% Média S)

Como foi atras referido (Material e Métodos) esta variavel é
igual a FFS neste grupo dos diploides de ADN. Por esta razao, os
resultados obtidos foram idénticos aos observados para a FFS, quer
para a média, quer para os percentis (Tabela 13, em ANEXOS): a
classe de proliferacdo mais elevada revelou uma maior frequéncia de
casos com alto grau, sendo o namero de mitoses o componente

responsavel por esta associacdo.
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5.2- Aneupl6ides de ADN

5.2.1- Fraccdo de células em fase S (FFS)

Nesta classe de ploidia de ADN apenas se observou uma associagdo
estatisticamente significativa (Tabela 15, em ANEXOS), em relacao a idade e
utilizando os percentis como pontos “cut-off”: observou-se que a frequéncia de

doentes mais jovens era significativamente maior na classe mais proliferativa

(Gréfico 19):

BFFS<= 8,4
M3, 4<FF8<=16,3
' WMFFS> 16,3

25 8 : p= 0,042

20

15 4

Niimero de Observagdes
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Grifico 19- Associagdo entre a fraccao de células em fase S (FFS), dividida pelos percentis,
e a idade (anos), no grupo dos carcinomas ductais invasores e aneupléides de ADN.

5.2.2- Fracgdo de células em fase S e Go/ M (5+G,/M)

Em relagdo a média verificou-se uma tnica associacao significativa, e em
relagdo a idade (Tabela 16, em ANEXOS): observou-se que os tumores mais

proliferativos se associaram a uma maior frequéncia da classe de mulheres mais

jovens (Grafico 20).
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Utilizando os percentis como divisdo, registou-se igualmente uma dnica
associacdo significativa, e relativamente aos RE: a classe de proliferagdo mais
elevada associou-se com uma maior frequéncia de casos RE negativos,

comparativamente com as restantes classes (Grafico 21):
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Grifico 20- Associacio entre a fraccio de células ~ Gréfico 21- Associacao entre a fracgdo de células

em fase S e Go/M (S+Gy/M), dividida pela em fase S e Go/M (S+Go/M), dividida pelos

média, e a idade (anos), no grupo dos percentis, e a expressdo negativa (RE-) e positiva

carcinomas ductais invasores e aneuploides de (RE+) dos receptores de estrogénio, no grupo

ADN. dos carcinomas ductais invasores e aneuploides
de ADN.

5.2.3- Percentagem média de células em fase S (% Média S)

Apenas se registaram associagdes estatisticamente significativas utilizando a
média como valor “cut-off” (Tabela 17, em ANEXOS), e relativamente ao grau
histolégico, tamanho do tumor e idade do doente: verificou-se uma maior
frequéncia de casos com alto grau, maior tamanho de tumor e mulheres mais
jovens na classe de %Meédia S elevada (Graficos 22, 23 e 24, respectivamente). O
componente do grau histologico responsavel por esta associacdo foi o namero de

mitoses (Grafico 25).
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Grafico 22-  Associacdo entre a Grafico 23-  Associagao
percentagem média de células em fase S  percentagem média de células em fase S
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Grafico 24-  Associacaio entre a Grafico 25-  Associacdo
percentagem média de células em fase S percentagem média de células em fase S
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Na Tabela 18 apresentam-se, de forma global, as associagdes significativas

encontradas para cada uma das variaveis de proliferagdo, segundo cada um dos

pontos “cut-off” utilizados e de forma estratificada para a ploidia de ADN.

Tabela 18- Associacdes estatisticamente significativas entre as variadveis de proliferacio

celular e as clinico-patoldgicas.

Dipléides Aneupléides
Média Percentis Média Percentis
Grau histolégico Grau histolégico
FEs! Numero de mitoses Numero de mitoses ~  -——- Idade
Idade
S+Gy/M? — Numero de mitoses Idade REY
Grau histologico Grau histol6gico Grau histologico

o Média g3 Ntmero de mitoses Numero de mitoses

Idade

Numero de mitoses = -———
Tamanho
Idade

lFracc;éio de células em fase 5; 2Frac¢;€io de células em fase S e G2/M; 3Percer‘d;agem Meédia de células em fase S;

4Expresséo dos receptores de estrogénio.
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O Consenso de Citometria” alerta para a necessidade de serem
criados protocolos padronizados aos diversos niveis da andlise do contetdo de
ADN por citometria de fluxo, de forma a se obterem resultados reprodutiveis intra
e interlaboratorialmente, permitindo, assim, estabelecer comparacdes entre os
numerosos artigos referidos na literatura.

Em relagdo a fase S sugere, ainda, que cada laboratério defina os seus
intervalos de variagdo, baseando-se nesses tais protocolos padronizados. O
presente estudo foi realizado de acordo com estas linhas de orientacéo.

Os resultados obtidos pelos varios estudos, relativamente ao significado da
avaliacdo do conteado de ADN, tém sido contraditdrios, ndo s¢ para o carcinoma
da mama, como para outras neoplasias. Esta controvérsia resulta das variacGes
existentes nas metodologias usadas pelos diferentes autores, desde a seleccao dos
doentes, passando pelo processamento do material, até ao tipo e forma de célculo
das variaveis estudadas.

Para além destas fontes de erro, a comparacao de resultados é, muitas vezes,
dificil e falivel, devido ao facto de alguns estudos ndo descreverem de forma
completa as metodologias utilizadas. Por este facto, foram descritos neste trabalho,
todos os aspectos metodologicos usados, desde a seleccdo dos doentes até ao tipo e
forma de calculo das variaveis utilizadas.

Uma outra causa de discordancia entre os diferentes artigos, € a

interpretacdo dos histogramas de ADN. Berger et al”® analisaram esta questdo de
forma pormenorizada para o carcinoma da mama, propondo um protocolo de
analise com reproducibilidade intra e interlaboratorial e definindo o seu valor em
termos de prognostico.

O estudo que aqui se apresenta, utilizou um protocolo de analise idéntico ao
de Berger et al, considerando a importincia para o calculo final das variaveis
avaliadas por citometria (especialmente da percentagem de células em fase S), dos

varios aspectos desta analise dos histogramas, nomeadamente: o critério para
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escolha do namero de ciclos celulares presentes, a correccdo logaritmica do efeito
dos restos celulares, a aplicagdo do modelo de eliminacdo de agregados celulares e
escolha do modelo de ajustamento & distribuicdo das células em fase S (ordem 0, 1

ou 2).

O contetido de ADN das células tumorais, avaliado por citometria de fluxo,
tem sido utilizado, fundamentalmente, como um indicador de prognéstico, de
forma complementar aos factores clinicos e histopatologicos. Este interesse reside
no facto de uma alteracdo do conteido de ADN, reflectir a acumulacdo de
alteracdes genéticas ao nivel das células neoplasicas, o que representa a existéncia
de instabilidade genética™.

Neste trabalho ndo foi possivel associar directamente as varidveis estudadas
por citometria com o prognéstico, devido a inexisténcia de “follow-up” suficiente
para a patologia em estudo. Por este facto, estudou-se apenas a relagdo destes
parametros com diversas caracteristicas fenotipicas do tumor, algumas delas
aceites como factores de prognoéstico cléssicos para o carcinoma da mama.

Nao foram encontradas diferengas, quanto as associacdes com as diversas
variaveis clinico-patologicas, entre as varias classes aneuploides de ADN, tendo-se
optado pela divisdo em “diploides de ADN wvs aneuploides de ADN”. Este

resultado esta de acordo, quer com o descrito pela maioria dos artigos publicados,
. o e g o (9B
que referem um maior valor de prognéstico para esta classificagdio™, quer com as

linhas de orientacao assentes no Consenso"". Alguns trabalhos referem, porém, que
os hipertetraploides de ADN poderao representar um subgrupo com prognostico
mais desfavoravel’®. No entanto, dado a sua baixa frequéncia sdo necessarias
séries muito elevadas para uma adequada avaliagao. Talvez por esta razao, nao foi
possivel confirmar no presente estudo a associagdo com fendtipos tumorais mais
agressivos, quer deste grupo dos hipertetrapléides, quer do grupo dos
multiploides de ADN, conforme observado por Camplejohn ef al*. A proporgao

de casos aneuploides de ADN observados nesta série, entre 53 e 73%, esta de

" . . 2%
acordo com os valores normalmente referidos na bibliografia™.
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No que se refere a associacdo da ploidia de ADN com as diversas varidveis
clinico-patolégicas, o presente trabalho confirma a generalidade dos resultados
referidos na literatura.

Nenhum dos artigos revistos estudou a associagdo com o estadio clinico.
Neste estudo, foi encontrada uma associagdo significativa com esta variavel,
observando-se que 80% dos dipléides de ADN corresponderam aos estadios I e Ila
(contra 50% dos aneuploides de ADN), provavelmente devido & associagao entre a
ploidia e o parametro N do estadio.

Tal como a maioria dos artigos este estudo ndo encontrou uma associagao

T ; i 45,52,60,61,72,87-90
significativa entre a idade e a ploidia de ADN™""""~

. Os trabalhos que a
referem, indicam que os doentes mais idosos possuem mais frequentemente

tumores aneupldéides de ADN, comparativamente com os doentes mais

jOVEIISSLgl 92

Em relacdo ao tipo histologico, os carcinomas ductais e os medulares

87,91,93-95 - ~
. Na série em estudo ndo se

parecem associar-se mais a aneuploidia de ADN
registou nenhum caso medular, mas os carcinomas ductais foram claramente mais
aneuploéides que os restantes tipos histolégicos.

Relativamente ao grau histolégico, dos artigos revistos apenas alguns

estudaram esta relacdo, descrevendo, a maioria, uma associacdo entre a

%% O presente estudo

aneuploidia de ADN e os tumores de alto grau histologico
registou uma forte associacdo entre estas varidveis, contribuindo para este
resultado quer o grau nuclear, quer o nimero de mitoses. Em relagdo a este altimo

pardmetro todos os artigos revistos observaram uma associagdo entre a

aneuploidia de ADN e um aumento da actividade mit6tica™ 7,

Néo foi possivel confirmar a associagdo significativa entre a aneuploidia e a
negatividade dos receptores de estrogénio e progesterona, demonstrada nos

trabalhos com mais de 300 casos’. Este facto realca a necessidade de se trabalhar

com séries maiores.
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Apenas alguns artigos referem que os tumores de maior tamanho sdo mais

frequentemente aneupléides de ADN, comparativamente com os de menor

45,60,91

tamanho O presente estudo, tal como a maioria dos trabalhos

: 51,6172,87,899093 o e
publicados™*" . . ndo encontrou esta associacdo estatisticamente

significativa entre a ploidia de ADN e o tamanho do tumor.

Quanto ao envolvimento ganglionar axilar, apenas alguns estudos

v e e e 51,89,91,98
encontram uma associacdo significativa com a ploidia de ADN , facto

também confirmado por este trabalho. Observou-se uma menor frequéncia de
casos com metastizacdo ganglionar axilar no grupo dos tumores  diploides de
ADN.

Em conclusdo, a ploidia de ADN associou-se com marcadores de
malignidade (grau nuclear), proliferacdo (nimero de mitoses) e indicadores de
potencial metastatico (envolvimento ganglionar axilar). Porém, e relativamente a
este Gltimo pardmetro, a ploidia de ADN perdeu significado estatistico
independente na analise multivariada, quando avaliada conjuntamente com o grau
histologico. Varios trabalhos com carcinoma da mama referiram que a ploidia de

ADN néao possui valor prognostico independente devido a sua associagdo com

outros factores de prognéstico bem estabelecidos®. A generalidade da literatura
aceita que os dipléides apresentam um prognéstico mais favoravel do que os

aneupléides de ADN, no entanto, esta vantagem parece ser relativamente
pequena”. Talvez, por isso, o seu valor preditivo seja unicamente detectado em

estudos com séries elevadas™.

Todavia, dado a heterogeneidade existente entre as metodologias utilizadas
pelos vérios artigos, parece-nos valido aguardar por um ntimero de casos maior e
um adequado "follow-up" destas doentes, para poder concluir quanto a
importancia deste pardmetro, quer em termos de prognostico, quer na resposta aos

varios esquemas terapéuticos utilizados no carcinoma da mama.

No que se refere ao Indice de ADN, a maioria dos artigos que o avalia

considera quer o IA dos dipldides, quer o IA dos aneupléides de ADN. Por este
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facto, registam associacdes com as variaveis clinico-patolégicas sobreponiveis as
obtidas pela ploidia de ADN. Estes dados, reflectem bem a ligacao existente entre
estes dois pardmetros obtidos por citometria, ploidia e IA.

O presente estudo considerou apenas os IA aneuploides, tendo encontrado

uma associacdo com o numero de ganglios axilares metastizados. Berger ef al®,
analisando, igualmente, apenas os IA aneupldides (com o valor "cut-off" de 1,8),
nao observaram esta associacao, indicando, porém, outras, como as existentes entre
um IA baixo e uma alta actividade mitotica, elevada drea nuclear média e
expressdo negativa de receptores de estrogénio e progesterona. Em relagio ao
envolvimento ganglionar axilar, tal como verificado por Berger ef al, o presente
trabalho registou uma tendéncia para os IA baixos (<1,7) revelarem uma maior

frequéncia de casos com metastizacdo ganglionar axilar, comparativamente aos IA

altos. Romero ef a/*® referem, também, um efeito negativo na sobrevivéncia total
resultante da associagdo entre valores de IA baixos (1,1 a 1,3) e metastizacdo
ganglionar ou um estadio clinico avangado (I1Ig).

A associagdo entre os tumores aneupldides com IA baixos e algumas

caracteristicas do tumor associadas a pior progndstico, parece contrariar o referido

pelo Consenso sobre o carcinoma da mamagg, que atribui uma melhor
sobrevivéncia a este tipo de aneupl6ides de ADN. Estes tumores correspondem a

neoplasias com um menor grau de alteracdo do contetdo de ADN. Este facto

podera conferir maior viabilidade a estas células tumorais® e, possivelmente,
maior probabilidade de invasdo e metastizacdo, comparativamente com outras
células que possuem um elevado namero de alteracdes e de cromossomas. Sera
interessante observar, no futuro, se este grupo de aneupléides corresponderd a
tumores mais resistentes a terapia ou que apresentem menor periodo livre de

doenca.

Relativamente a proliferacdo celular, e nomeadamente a FFS, a maioria dos

estudos publicados avaliou esta varidvel de forma nao estratificada para a ploidia

de ADN. Dettmar et al”” justificam esta forma de analisar referindo que a ploidia

46



Carlos Alberto Palmeira de Sousa

de ADN, por si s6, ndo possui impacto no prognostico. Apenas alguns artigos o
fizeram separadamente para os diploides e para os aneupléides de ADN,
sugerindo que a FFS variava consideravelmente com a ploidia do tumor e

definiram valores “cut-off” para cada uma destas classes de ploidia de

ADN59,78,86,100

Neste trabalho, a proliferacdo celular foi analisada de forma estratificada
para a ploidia de ADN. Esta forma de avaliagdo deveu-se ao facto de, por um lado
se ter observado que os valores de proliferagao (avaliada por qualquer uma das
varidveis relacionadas com a fase S) eram significativamente diferentes entre

dipléides e aneupléides de ADN, e, por outro, a modificacdo originada pela

ploidia de ADN relativamente a associagdo entre as varidveis de proliferacdo e as

clinico-patologicas. Este efeito’” originou a ocorréncia de associagdes significativas
diferentes entre dipléides e aneupldides de ADN.

Em relagdo a associagdo entre estas variaveis de proliferagdo (FFS, S+G,/M
e %Média S) e as diversas variaveis clinico-patol6gicas, de forma estratificada para
a ploidia de ADN, ndo foram encontradas referéncias nos artigos revistos, pelo
facto, como atras referido, de serem poucos os estudos que fizeram esta analise
separadamente para dipl6ides e aneuploides de ADN.

A andlise dos resultados obtidos por este trabalho, confirma o facto da
utilizacdo, quer de diferentes abordagens da fase S, quer dos varios pontos "cut-
off' (média e percentis), conduzir a diferentes associacdes estatisticamente
significativas. Como foi atras realgado, esta diversidade de critérios ¢, de facto,
uma das causas para as discrepancias existentes entre os numerosos trabalhos

publicados.

No que se refere ao grupo dos dipldides de ADN as varidveis FFS ou
%Média S (estes dois pardmetros sdao idénticos nesta classe de ploidia de ADN)
foram mais informativas, em especial através da divisdo pelo valor médio,
comparativamente com a S+G,/M.

A associacdo entre a FFS ou %Média S e o grau histolégico, factor de

prognostico cldssico para o cancro da mama, sugere que esta andlise podera ter
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valor prognostico neste grupo dos dipléides de ADN. A importancia prognoéstica

da FFS nesta classe da ploidia de ADN, foi confirmada por Romero ef al®. Estes
autores, utilizando os percentis como divisdo, encontraram uma associagdo
significativa independente entre uma FFS alta nos tumores dipléides e um menor
periodo livre de doenga e menor sobrevivéncia total. Ainda segundo Romero ef al,
a determinacdo da FFS nos diploides de ADN poderia, entdo, auxiliar na
identificacio de subgrupos de alto risco, no meio de um grupo de doentes
inicialmente associados a bom prognéstico com base em pardametros unicamente
clinicos. A detecgdo de tumores diploides com FFS (ou %Média S) alta, ou seja,
com niveis de proliferacdo elevados, poderia, ainda, contribuir para a selecgao de
um grupo de doentes mais sensivies a um esquema terapéutico com drogas
essencialmente citostaticas.

No que se refere a associacdo com a idade, verificou-se que a frequéncia de
mulheres com idade mais alta era superior na classe mais proliferativa. Neste
grupo de doentes dipl6ides e com idade superior a 59 anos, é possivel distinguir
um subgrupo que, apesar de alguns factores de bom prognéstico (sem ganglios
axilares metastizados, receptores de estrogénio e progesterona positivos e graus
histolégicos baixos), possuem uma FFS (ou %Média S) elevada. Este facto podera
vir a alterar o seu prognostico, sendo necessario aguardar por um “follow-up”
adequado, de forma a verificar se, por exemplo, estas doentes revelam um menor

periodo livre de doenca.

Em relacdo aos aneupléides de ADN a variavel %Média S e a divisdo pelo
valor médio foram, igualmente nesta classe de ploidia de ADN, as mais
informativas. A associacdo entre a %Média S e o namero de mitoses sugere que a
forma de avaliar a proliferacdo global destes tumores aneupléides de ADN, sera
considerar as fases S de ambos os ciclos celulares presentes: diploide e aneuploide
de ADN. Ao fazer a contagem do niimero de mitoses, contabiliza-se todas as
figuras mitoticas observadas, independentemente das células tumorais avaliadas

serem dipléides ou aneupléides de ADN.
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Em termos de prognéstico, a associacdo da %Meédia S com o grau
histolégico e o tamanho do tumor, dois importantes factores de progndstico para o
cancro da mama, sugere um potencial valor progndstico para esta variavel de

proliferacdo. Este interesse devera ser confirmado com “follow-up” adequado,

visto existirem estudos que o contrariam: Berger ef al’”® atribuiram maior
importancia no prognoéstico para a FFS do ciclo aneupléide, comparativamente a
%Média S, e Kallioniemi ef al”’, sugeriram que a fase S do ciclo dipléide ndo
devera ter impacto no prognostico destes tumores aneupléides de ADN, retirando
importancia a variavel %Média S.

A quase auséncia de associagdes estatisticamente significativas da fase S do
ciclo aneupléide (avaliada neste estudo pelas varidveis FFS e 5+G,/M), podera
dever-se a questdes metodoldgicas relacionadas com a avaliacdo da fraccdo
proliferativa destes tumores aneupléides de ADN.

Uma destas questdes, é a percentagem minima de células aneupléides que

devera estar presente no histograma, para ser validado o respectivo valor de fase S.

Kallioniemi ef al”’ apos um estudo preliminar sugeriram o valor minimo de 15%,
acrescentando a necessidade deste dado ser confirmado antes da sua adopgéo para
a rotina clinica. O presente estudo utilizou o valor de 20% em virtude do programa
informatico, usado para a analise do ciclo celular, interrogar o valor da fase S
quando a percentagem de células aneupléides era inferior a este valor. No entanto,
ao relacionar esta percentagem e os valores da fase S, para cada uma das variaveis
de proliferacio estudadas, observou-se que os valores mais discrepantes
correspondiam a histogramas com uma percentagem de células aneuploides até
25%. Utilizando este limite minimo registou-se uma alteracdo nas associagOes entre
as variaveis de proliferagdo e as clinico-patologicas, observando-se uma associagao
significativa com um importante factor de prognoéstico para o carcinoma da mama,
a metastizacdo ganglionar axilar: uma FFS ou S5+G;/M altas associaram-se com
uma maior frequéncia de casos com metastizacdo ganglionar. Apesar de, neste
estudo, ndo ser possivel excluir a hip6tese destes casos discrepantes tratarem-se,
efectivamente, de tumores altamente proliferativos, julgou-se importante realcar a

influéncia desta questdo no calculo da fase S. Estes dados sugerem a necessidade
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de se avaliar rigorosamente este "cut-off", em estudos futuros com séries mais
alargadas.

Este efeito talvez possa ser controlado com a avaliacdo de um maior nimero

de ndcleos. Berger et al” referiram ser necessario, para obter um valor
reprodutivel de fase S, adquirir um minimo de 20.000 e 40.000 ntcleos,
respectivamente para os diploides e para os aneupléides de ADN, no caso de
material a fresco, e respectivamente 40.000 e 50.000 para material embebido em
parafina.

A representatividade do tumor no fragmento analisado é outro dos factores
que afecta o calculo da fase S, quer para os histogramas dipléides de ADN, quer
para os aneupldides de ADN. Qualquer suspensdo celular obtida a partir de um
fragmento tumoral, possui, em propor¢des variadas, células ndo tumorais. Esta
proporcdo nao é facilmente avaliada através de uma analise por citometria de fluxo
uni-paramétrica (ADN), sendo necessério, por exemplo, no caso do carcinoma da
mama, recorrer a uma dupla marcacdo citoqueratinas/ ADN. Os varios estudos
realizados com esta técnica encontraram vantagens e desvantagens,
comparativamente com a marcagao apenas do ADN. Se, por um lado, permite uma

melhor detecgdo de pequenas linhas celulares aneupléides de ADN ou proximas

102-105

do pico dipléide , e parece aumentar o valor prognostico da percentagem de

105 105-

células em fase S, embora nao haja, ainda, consenso sobre esta altima questao

107 : L. . .
, por outro lado, é, ainda, uma técnica dispendiosa e demorada, nem sempre

proporcionando resultados satisfatorios, especialmente com material embebido em

. 36,104,105,108
parafina :

Em conclusado, das trés abordagens da fase S estudadas, a fase S do ciclo
dipléide nos tumores dipléides de ADN (medida pela FFS ou %Média S) e a
ponderagdo entre as fases S dos dois ciclos dipléide e aneupléide nos tumores
aneuploides de ADN (avaliada pela %Média S), foram os pardmetros que
revelaram maior numero de associagdes com as varidveis clinico-patolégicas
estudadas. Apesar destes resultados, apenas com um estudo envolvendo uma série

maior e um adequado “follow-up” dos doentes, se podera avaliar correctamente o
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valor prognéstico de cada uma das varidveis, e a sua potencial utilizagdo na
estratégia terapéutica.

No que se refere aos pontos “cut-off”, média ou percentis, o primeiro
critério proporcionou um maior namero de associagdes significativas, em qualquer
uma das classes de ploidia de ADN. Este facto podera dever-se apenas a maior
divisdo da amostra pelos percentis, originando um menor nimero de casos por
intervalo e, consequentemente, perda de significado estatistico. E necessario
aguardar por um namero superior de casos para validar convenientemente o

método a seguir, em especial o dos percentis pelo facto de permitir trés intervalos

de varia¢do: baixo, intermédio e alto. Segundo o Consenso de Citometria® esta
divisio em trés intervalos poderia evitar que casos "borderline" fossem
classificados erradamente.

Os resultados obtidos e os observados nos artigos revistos realcam a
necessidade urgente de serem definidos critérios padronizados a todos os niveis da
avaliacdo do conteado de ADN por citometria de fluxo, desde a seleccdo dos
doentes, passando pelo processamento do material, tipo e forma de calculo das
variaveis a estudar, até a anédlise dos histogramas de ADN. Esta padronizacido de
toda a metodologia a utilizar é essencial se se pretende resultados reprodutiveis ao
longo do tempo e entre os vérios laboratorios. 56 assim é possivel avaliar
correctamente a importancia dos resultados obtidos pela avaliagao do contetido de

ADN por citometria de fluxo, e a sua utilizacdo na pratica clinica.
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CONCLUSOES

O presente estudo permitiu as seguintes conclusoes:
- Relativamente a associagdo entre as vdrias classes de ploidia de ADN e as
variaveis clinico-patologicas estudadas, os diversos tipos de tumores

aneuploéides nao revelaram diferencgas entre si.

- Na analise univariada os dipléides de ADN associaram-se com uma maior
frequéncia de estadios mais baixos, menor grau histolégico, menor nimero de
mitoses e maior namero de casos sem envolvimento ganglionar axilar.
Relativamente a esta ultima varidvel, na analise multivariada, a ploidia de

ADN néo revelou significado estatistico independente.

- O indice de ADN (IA) permitiu distinguir dois grupos de tumores aneuploides
de ADN: os aneupléides com baixo IA (< 1,7) relacionaram-se com
caracteristicas do tumor associadas a pior prognostico, contrariamente aos

aneupléides com IA altos (> 1,73).

- Os resultados obtidos indicam que o estudo das varidveis relacionadas com a

fase S, devera ser realizado separadamente para diploides e aneupléides de

ADN.

- As diferentes associagOes estatisticamente significativas obtidas pelas varias
abordagens da fase S (FFS, S+G2/M e %Meédia S) e os varios pontos "cut-off"
utilizados (média ou percentis), dificultam a comparagdo entre os resultados

publicados na literatura.

- Nos tumores dipléides de ADN, a FFS (utilizando o valor médio como “cut-

off’) foi o pardmetro mais informativo: uma FFS elevada associou-se
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significativamente com um alto grau histol6gico, maior nimero de mitoses e
idade superior a 59 anos. A %Média S nos aneupléides de ADN (utilizando
também o valor médio) foi a mais relevante: uma %Média S elevada associou-
se com um alto grau histolégico, maior namero de mitoses, maior tamanho do
tumor e idade inferior a 59 anos. Estes resultados sugerem um potencial valor
prognostico para estas varidveis de fase S. Este significado devera ser
confirmado em estudos futuros, com “follow-up” adequado, e em grupos bem

definidos de doentes, por exemplo, sem envolvimento ganglionar axilar (No).

Questdes relacionadas com a representatividade tumoral, nomeadamente das
células tumorais aneupléides, poderdo explicar a falta de associagoes
significativas obtidas pela avaliacido da fase S, exclusivamente, do ciclo
aneuploide. A aquisigdo e avaliagdo de um maior ntimero de células nos casos
com menor representatividade tumoral, podera contribuir para ultrapassar este

problema.

As associacdes estatisticamente significativas encontradas confirmam o valor
prognostico do contetido de ADN avaliado por citometria de fluxo. No entanto,
¢ necessario uma padronizacdo das metodologias utilizadas, em particular no
que se refere ao calculo da fase S. S6 assim serd possivel avaliar com rigor o
significado prognostico do contetiddo de ADN e permitir a sua implementacao

na pratica clinica.
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Tabela 2 - Varidveis clinico-patolégicas.

VARIAVEIS

n %

Estadio clinico (n=162)

I 34 21

IIA 61 38

1B 38 23

1A 18 11

1B 11 7

v 0 0
Tipo histolégico (n=162)

Ductais 150 9B

Lobulares 8 5

Tipos especiais? 4 2
Grau histolégico (n=150)

I 23 15

I 64 43

111 63 42
Ductos (n=150)

| 7 5

2 37 25

3 106 70
Grau nuclear (n=150)

1 11 7

2 49 33

3 90 60
Numero de mitoses (n=150)

1 61 41

2 41 27

3 48 32
Tamanho do tumor (n=162)

<2cm 50 31

2-5cm 85 52

>5cm 13 8

Multifocais 14 9
Envolvimento ganglionar (n=158)

Negativo 82 52

Positivo 76 48
Ganglios metastizados (n=158)

0 82 52

1-3 39 25

4-9 22 14

>10 15 9
Expresséo dos receptores de estrogénio (n=157)

Negativa 21 13

Positiva 136 87
Expressédo dos receptores de progesterona (n=157)

Negativa 35 22

Positiva 122 78
Idade (anos)

<59 79 49

> 59 83 51

] Carcinoma mucinoso, 1 tubular, 1 papilar e 1 metatipico.
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Tabela 9 - Associagdes entre a ploidia de ADN e as varidveis clinico-patolégicas no grupo
dos carcinomas ductais invasores.

Variaveis Dipléides de Aneuploides P
n ADN (%) n de ADN (%)
Estadio clinico
I 12 25 18 18
ITA 27 55 33 32
1B 4 8 30 30 0,012
IIA 4 8 11 11
1B 2 4 9 9
I\Y 0 0 0 0
Grau histolégico
I 14 29 9 9
I 26 53 99 39 <0,0001
111 9 18 53 52
Ductos
1 5 9 2 2 0,21
2 11 23 26 26
3 33 68 73 72
Grau nuclear
1 8 16 2 2
2 25 51 26 26 <0,0001
3 16 25 73 72
Namero de mitoses
1 28 58 32 32
2 14 28 27 27 0,004
3 7 14 42 41
RE-
Negativa 4 9 16 16 0,21
Positiva 43 91 83 84
RPe
Negativa 6 13 27 27 0,05
Positiva 41 87 72 73
Tamanho do tumor (cm)
22 19 39 27 27
>2e<5h 22 45 58 57 0,20
>5 2 4 9 9
Multifocais 6 12 7 7
Envolvimento ganglionar
Negativo 30 65 46 46 0,030
Positivo 16 35 54 54
Ganglios metastizados (n°)
0 30 65 46 46
1-3 12 26 27 27 0,06
4-9 3 7 15 15
>10 1 2 12 12
Idade (anos)
=59 24 49 48 48 0,87
> 59 25 51 53 52

aExpressao dos receptores de estrogénio PExpressdo dos receptores de progesterona.
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Tabela 11 - Associacdes entre o Indice de ADN (IA) e as variveis clinico-patol6gicas no

grupo dos carcinomas ductais invasores.

Variaveis [A<1,7 IA >1,7 P
n (%) n (%)
Estadio clinico
| 6 15 11 21
ITA 14 35 16 30
1IB 13 33 14 26 0,342
IIIA 6 15 5 10
1B 1 2 7 13
IV 0 0 0 0
Grau histolégico
I 2 5 7 13
II 14 35 20 38 0,343
[I1 24 60 26 49
Ductos
1 1 3 1 2
2 9 22 12 23 0,987
3 30 75 40 75
Grau nuclear
1 1 3 1 2
2 6 14 20 37 0,065
3 33 83 32 61
Namero de mitoses
1 8 19 2 42
2 12 31 7. 23 0,101
3 20 50 19 35
RE-
Negativa 7 18 7 13 0,572
Positiva 32 82 45 87
RPv
Negativa 12 31 12 23 0,475
Positiva 27 69 40 77
Tamanho do tumor (cm)
<2 11 27 14 26
>2e<b 23 58 29 54 0,886
>5 4 10 5 10
Multifocais 2 5 5 10
Envolvimento ganglionar
Negativo 14 36 29 o5 0,092
Positivo 25 64 24 45
Ganglios metastizados (n°)
0 14 36 29 55
1-3 17 44 9 17 0,032
4-9 6 15 8 15
=10 2 9 7 13
Idade (anos)
<59 22 53 23 43 0,30
558 18 45 30 57

aExpressdo dos receptores de estrogénio PExpressdo dos receptores de progesterona.
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Tabela 13 - Associacdes entre a Fraccao de células em fase S (FFS) (dividida pela média e
pelos percentis de 25 e 75) e as varidveis clinico-patologicas, no grupo dos carcinomas
ductais invasores e dipléides de ADN.

Meédia Percentis
Variaveis FFS<3,6 FFS>3,6 P FFS<22  2,2<FFS<4,7  FF5>4,7 P
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Estadio clinico
I 8 (30) 4 (18) 5 (39) 6 (24) 19
IIA 14 (52) 13 (59) 5 (39) 14 (56) 8 (73)
1B 3(11) 1(5) 0,42 1(7) 3(12) 0 () 0,50
A 2 () 2(9) 2 (15) 1 (4) 1(9)
111B 0(0) 209 0 (0) 1(4) 1(9)
v 0 () 0 () 0(0) 0 (0) 0 (0)
Grau histologico
I 9(33) 5(23) 6 (46) 6 (24) 2(18)
I 17 (63) 9 (41) 0,013 7 (54) 15 (60) 4(36) M6
11l 1(4) 8 (36) 0(0) 4 (16) 5(46)
Ductos
1 4 (15) 1(4) 3 (25) 14) 109
2 8 (30) 3 (14) 0,26 3 (25) 7 (27) 19 0,47
3 15 (55) 18 (82) 6 (50) 18 (69) 9 (82)
Grau nuclear
1 5(19) 3 (14) 4 (33) 3(12) 1(9)
2 15 (55) 10 (45) 062 542 16 (62) 4 (36) 0,45
3 7 (26) 9 (41) 3 (25) 7 (26) 6 (55)
Numero de mitoses
1 19 (73) 9 (40) 11 (100) 14 (54) 3 (25)
2 7 (27) 7 (30) 0011 0(0) 9 (35) 542 o2
3 0 (0) 7 (30) 0 (0) 3(11) 4 (33) ’
REa
Negativa 3(12) 1(5) 061 3(25) 1(4) 0 (0) 0,06
Positiva 22 (88) 21 (95) 9 (75) 23 (96) 11 100)
RP®
Negativa 5(20) 159 019 3(25) 3(13) 0 0,20
Positiva 20 (80) 21 (95 9 (75) 21(87) 11 (100)
Tamanho do tumor (cm)
<2 12 (44) 7 (32) 7 (54) 10 (40) 2 (18)
>2e<5 9 (33) 13 (58) 024 3(23) 10 (40) 9 (82) 0,15
>5 14) 1 (10) 1(8) 1(4) 00
Multifocais 5(19) 1(10) 2 (15) 4 (16) 0 (0)
Envolvimento ganglionar
Negativo 16 (64) 14 (67) 085 6(55) 15 (63) 9 (82) 0,37
Positivo 9 (36) 7 (33) 5 (45) 9(37) 2(18)
Ganglios metastizados (n°)
0 16 (64) 14 (67) 6 (55) 15 (63) 9(82)
1-3 7 (28) 5 (24) 0,69 4(36) 729 1(9) 0,71
4-9 2(8) 1(4) 109 1) 1(9)
210 0(0) 1(5) 0 (0) 1(4) 0 (0)
Idade (anos)
<59 17 (63) 7 (32) 0045 9 (69) 11 (44) 4 (36) 0,21
> 59 10 (37) 15 (68) 4 (31) 14 (56) 7 (64)

aBxpressdo dos receptores de estrogénio PExpressao dos receptores de progesterona.
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Tabela 14- Associagdes entre a Frac¢do de células em fase S e Gz/M (5+G2/M) (dividida
pela média e pelos percentis de 25 e 75) e as variaveis clinico-patolégicas, no grupo dos
carcinomas ductais invasores e diploides de ADN.

Média Percentis
Varidveis S+ Gy/M <9,8 S+ Gy/M >9,8 P 5+G,/M<6,6 6,6<5+G,/M<11,8  5+G,/M>11,8 P
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Estadio clinico
1 8(27) 4(21) 5 (38) 6 (25) 1(8)
1A 17 (57) 10 (52) 6 (46) 13 (54) 8 (68)
1B 3(10) 1) 0,42 1(8) 2(8) 1(8) 0,87
A 2(6) 2(11) 1(8) 2(8) 1(8)
1B 0(0) 2(11) 0(0) 1(5) 1(8)
v 0(0) 0 (0) 0(0) 0(0) 0(0)
Grau histolégico
I 10 (33) 421 7 (54) 6 (25) 1(8)
i 15 (50) 11 (58) 0,65 6 (46) 12 (50) 8 (67) 0,07
111 5(17) 4(21) 0 (0) 6 (25) 3 (25)
Ductos
1 4 (13) 1(59 1(7) 3(12) 19
2 7(23) 4(21) 0,82 6 (43) 3(12) 2(18) 0,50
3 19 (63) 14 (74) 7 (50) 18 (76) 8 (73)
Grau nuclear
1 5(17) 3 (16) 2(15) 6 (25) 0
2 16 (53) 9 (47) 0,91 8 (62) 11 (46) 6 (50) 0,44
25 9 (30) 7 (37) 3 (23) 7 (29) 6 (50)
Numero de mitoses
1 18 (62) 10 (50) 12 (92) 10 (42) 6 (50)
2 9 (31) 5 (25) 0,34 1(8) 11 (46) 2(17) 0,035
3 2(79 5 (25) 0 (0) 3(12) 4(33)
REa
Negativa 3(10) 1(6) 1,00 1(8) 3(13) 0(0) 042
Positiva 26 (90) 17 (94) 11 (92) 20 (87) 12 (100)
RP®
Negativa 5(17) 1(6) 0,38 1(8) 5(22) 0 () 0,16
Positiva 24 (83) 17 (94) 11 (92) 18 (78) 12 (100)
Tamanho do tumor (cm)
<2 13 (43) 6 (32) 7 (54} 9(38) 3 (25)
>2e<5 10 (33) 12 (63) 0,09 4 (30) 9(38) 9 (75) 0,19
5 14 1(5) 1(8) 1(4) 0(0)
Multifocais 6 (20) 0(0) 1(8) 5 (20) 00
Envolvimento ganglionar
Negativo 17 (63) 13 (68) 0,76 8(73) 14 (61) 8 (67) 0,79
Positivo 10 (37) 6 (32) 3(27) 9(39) 4 (33)
Ganglios metastizados (n°)
0 17 (63) 13 (68) 8 (73) 14 (61) 8 (67)
1-3 6 (22) 6 (32) 0,36 2(18) 6 (26) 4 (33) 0,84
4-9 3(11) 0 (0) 1(9) 2(9) 0(0)
>10 1) 0 (0) 0 (@ 14) 0(0)
Idade (anos)
<59 18 (60) 6 (31) 0,08 9 (69) 12 (50) 3 (25) 0,09
>59 12 (40) 13 (69) 4 (31) 12 (50) 9 (75)

aExpressdo dos receptores de estrogénio PExpressao dos receptores de progesterona.
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Tabela 15- Associacdes entre a Frac¢do de células em fase S (FFS) (dividida pela média e
pelos percentis de 25 e 75) e as variaveis clinico-patolégicas, no grupo dos carcinomas
ductais invasores e aneuploides de ADN.

Meédia Percentis
Variaveis FF5<12,1 - FF5>121 p FFS<84 84<FF5<163 FF5>16,3 P
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Estadio clinico
I 9 (18) 7 (20) 5 (24) 5(12) 6 (29)
1A 20 (40) 7 (20) 9 (42) 13 (31) 5 (24)
1B 14 (28) 10 (30) 0,30 5 (24) 15 (36) 4 (19) 0,49
A 4 (8) 6 (18) 1 (5) 5(12) 4 (19)
11IB 3(6) 4 (12) 1(5) 49 2(9)
v 0(0) 0(0) 0 0(0) 0(0)
Grau histolégico
I 6(12) 2 (6) 2(10) 4 (10) 2(9)
II 17 (34) 12 (35) 0,64 11 (52) 13 (31) 5 (24) 0,34
1M 27 (54) 20 (59) 8 (38) 25 (59) 14 (67)
Ductos
1 2 (4) 0(0) 0 () 2 (5) 0(0)
2 8(17) 9 (24) 0,34 2 (10) 9 (23) 6 (26) 0,45
3 37 (79) 28 (76) 19 (20) 29 (72) 17 (74)
Grau nuclear
1 2@ 0(0) 1(5) 1@3) 0 (0)
2 14 (30) 9 (24) 0,39 7 (33) 12 (29) 4 (18) 0,70
2 31 (66) 28 (76) 13 (62) 28 (68) 18 (82)
Numero de mitoses
1 16 (33) 10 (28) 9(42) 11 (28) 6 (26)
2 10 (21) 12 (33) 0,65 6 (29) 10 (25) 6 (26) 0,62
3 22 (46) 14 (39) 6 (29) 19 (47) 11 (48)
REa
Negativa 5(10) 8 (24) 0,13 3 (15) 5(12) 5 (24) 0,49
Positiva 43 (90) 26 (76) 17 (85) 36 (88) 16 (76)
RPb
Negativa 13 (27) 9 (26) 0,95 6 (30) 10 (24) 6(29) 0,88
Positiva 35(73) 25 (74) 14 (70) 31 (76) 15 (71)
Tamanho do tumor (cm)
<2 15 (30) 9 (26) 8 (38) 8(19) 8 (38)
>2e<5 30 (60) 18 (53) 020 12(57) 27 (64) 9 (43) 0,37
>5 2(4) 6 (18) 0() 5(12) 3(14)
Multifocais 3(6) 13) 1) 25 1)
Envolvimento ganglionar
Negativo 25 (51) 14 (41) 0,50  12(60) 18 (43) 9 (43) 0,41
Positivo 24 (49) 20 (59) 8§ (40) 24 (57) 12 (57)
Ganglios metastizados (n°)
0 25 (51) 14 (41) 12 (60) 18 (43) 9 (43)
1-3 14 (29) 9 (26) 0,65 6 (30) 11 (26) 6(29) 0,72
4-9 6 (12) 7 (21) 1(5) 8 (19) 4(19)
=10 4 (8) 4 (12) 1(5) 5(12) 2(9)
Idade (anos)
<59 19 (38) 19 (56) 0,12 5 (24) 20 (48)) 13(62) 0,042
> 59 31 (62) 15 (44) 16 (76) 22 (52) 8 (38)

aExpressao dos receptores de estrogénio PExpressdo dos receptores de progesterona.
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Tabela 16- Associacdes entre a Fracgao de células em fase S e Go/M (S+ Gz/M) (dividida
pela média e pelos percentis de 25 e 75) e as varidveis clinico-patolégicas, no grupo dos
carcinomas ductais invasores e aneuplides de ADN.

Média Percentis
Variaveis S+ G/M 19,7 S+ G/M >19,7 P S+G,/M<14  14<S5+G,/M<22,8 5+G,/M>22,8 p
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Estadio clinico
| 10 (21) 6(16) 4(19) 9(21) 3(14)
1A 15 (32) 12 (33) 8 (38) 13 (21) 6 (29)
1B 13 (28) 11 (30) 0,73 6 (29) 12 (28 6 (29) 0,97
1IA 4(8) 6 (16) 2(9) 4 (10) 4 (19)
1B 5 (11) 2(5) 1(5) 4 (10) 2(9)
v 0 (0) 0 (0) 0(0) 0(10) 0(0)
Grau histolégico
I 6 (13) 2 (5) 3(14) 5(12) 0(0)
I 18 (38) 11 (30) 0,28 8 (38) 17 (40) 4 (19) 0,10
111 23 (49) 24 (65) 10 (48) 20 (48) 17 (81)
Ductos
1 2(3) 0(0) 0(0) 2(5) 0 (0)
2 8(19) 9 (21) 0,36 3 (16) 12 (31) 2(5) 0,07
3 32 (76) 33 (79) 16 (84) 25 (64) 24 (95)
Grau nuclear
1 2(5) 0(0) 1(5) 1(2) 0(0)
2 15 (36) 8(19) 0,09 8 (40) 13 (32) 2(9) 0,13
3 25 (59) 34 (81) 11 (55) 27 (66) 21 (91)
Numero de mitoses
1 18 (43) 8(19) 8 (40) 16 (40) 2(8)
2 10 (24) 12 (29) 0,08 6 (30) 9(23) 7 (29) 011
3 14 (33) 22 (52) 6 (30) 15 (37) 15 (63)
RE=
Negativa 4(9) 9(24) 0,07 2(10) 4 (10) 7 (33) 0,039
Positiva 41 (91) 28 (76) 18 (90) 37 (90) 14 (67)
RP®
Negativa 11 (24) 11 (30) 0,07 5 (25) 9 (22) 8 (38) 0,39
Positiva 34 (76) 26 (70} 15 (75) 32 (78) 13 (62)
Tamanho do tumor (cm)
<2 16 (34) 8(22) 9 (43) 10 (24) 5 (24)
>2e<5 25 (53) 23 (62) 0,66 11 (52) 25 (39) 12 (57) 0,27
>5 4(9) 4(11) 0(0) 4 (10) 4(19)
Multifocais 28) 25) 1) 3(7) 0(0)
Envolvimento ganglionar
Negativo 25 (54) 14 (38) 0,19 9 (45) 23 (55) 7 (33) 0,27
Positivo 21 (46) 23 (62) 11 (55) 19 (45) 14 (67)
Génglios metastizados (n°)
0 25 (54) 14 (38) 9 (45) 23 (55) 7 (33)
1-3 12 (26) 11 (30) 0,43 8 (40) 8(19) 7 (33) 0,30
4-9 6 (13) 7 (19) 2(10) 8(19) 3 (14)
>10 3(7) 5 (13) 1(5) 3(7) 4(19)
Idade (anos)
<59 16 (34) 22 (59) 0,028 7(33) 18 (43) 13 (62) 0,16
>59 31 (66) 15 (41) 14 (67) 24 (57) 8 (38)

aExpressdo dos receptores de estrogénio "Expressio dos receptores de progesterona.
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Tabela 17- Associacdes entre a Percentagem média de células em fase S (%Média S)
(dividida pela média e pelos percentis de 25 e 75) e as varidveis clinico-patologicas, no
grupo dos carcinomas ductais invasores e aneupldides de ADN.

Média Percentis
Varidveis %Média § <8  %Média S >8 P %Meédia S<5,3 5,3<%MédiaS<10,3 %MédiaS>103 p
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Estadio clinico
I 11 (20) 7 (16) 5(19) 9(18) 4 (16)
IIA 16 (29) 16 (35) 6(23) 17 (35) 9 (36)
1B 18 (33) 12 (27) 019 10 (38) 15 (31) 5 (20) 0.74
1A 3 (5) 8(18) 2(8) 4 (8) 5 (20)
1B 7 (13) 2(4) 3(12) 4(8) 2(8)
v 0 (0) 0 (0) 0(0) 0(0) 0 (0)
Grau histolégico
1 5(19) 3™ 3(12) 2 3(12)
11 28 (51) 11 (24) 0,014 12 (46) 21 (43) 6 (24) 0.29
111 22 (40 31 (69) 11 (42) 26 (53) 16 (64)
Ductos
1 0 (0) 2(5) 0(0) 0 2(8)
2 18 (32) 8 (18) 0,13 6 (24) 15 (30) 5 (20) 0.15
3 38 (68) 34 (77) 19 (76) 35 (70) 18 (72)
Grau nuclear
i | 12 1(2) 1(4) 0 1(4)
2 18 (31) 819 0,40 8 (33( 11 (22) 7 (28) 0.47
3 38 (67) 34 (79) 15 (63) 40 (78) 17 (68)
Numero de mitoses
1 24 (43) 8(18) 9 (38) 17 (34) 6(23)
2 18 (32) 9(21) 0,003 8 (33) 14 (28) 5(19) 033
3 14 (25) 27 (61) 7 (29) 19 (38) 15 (38)
RE=
Negativa 7(13) 47 (20) 041 3(12) 7 (15) 6 (24) 0.47
Positiva 9 (87) 35 (80) 22 (88) 4 (85) 19 (76)
RP®
Negativa 13 (24) 14 (32) 0,50 5 (20) 16 (33) 6 (24) 043
Positiva 41 (76) 30 (68) 20 (80) 32 (67) 19 (76)
Tamanho do tumor (cm)
<2 16 (29) 11 (24) 7 (27) 14 (29) 6 (24)
>2e<5 33 (60) 25 (56) 0,026 14 (54) 29 (59) 15 (60) 0.24
5 1(2) 8§ (18) 14) 4(8) 4 (16)
Multifocais 5 (9) 1(2) 4 (15) 2(4) 0(0)
Envolvimento ganglionar
Negativo 24 (44) 21 (47) 0,84 11 (42) 23 (48) 11 (44) 0.89
Positivo 30 (56) 24 (53) 15 (58) 25 (52) 14 (56)
Ganglios metastizados (n°)
0 24 (44) 21 (47) 11 (42) 23 (48) 11 (44)
1-3 16 (30) 11 (24) 0,87 9 (35) 13 (28) 5 (20) 0.87
4-9 7 (13) 8 (18) 4 (15) 6 (12) 5 (20)
>10 7 (13) 5(11) 2(8) 6 (12) 4(16)
Idade (anos)
<59 21 (38) 27 (60) 0,030 11 (42) 23 (47) 14 (56) 0,61
>59 34 (62) 18 (40) 15 (58) 26 (53) 11 (44)

aExpressdo dos receptores de estrogénio PExpresséo dos receptores de progesterona.
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Os resultados obtidos pelo presente trabalho, sugerem a realizacao de diversos

estudos, nomeadamente:

- Prosseguir a avaliacao do conteddo de ADN em novos casos de carcinoma da
mama, de forma a aumentar a série em estudo. Este aumento do ndamero de
casos, apos “follow-up” adequado, permitira avaliar correctamente o valor
progndstico do contetido de ADN, em termos de sobrevivéncia global e livre de
doenca, de forma estratificada, por exemplo, para o estadio ou envolvimento
ganglionar axilar. Esta analise possibilitard uma melhor identificacao de cada
um dos subgrupos de doentes associados a diferente prognéstico, auxiliando
na escolha da estratégia terapéutica a utilizar. Os casos sem envolvimento
ganglionar axilar (Np) constituem um dos subgrupos onde é maior a
necessidade de critérios adicionais que identifiquem os doentes associados a
alto risco. Outros grupos com interesse sao os tumores dipléides de ADN com
valores de fase S elevados e os aneupldides de ADN com Indices de ADN

baixos e valores de fase S altos.

- Estudar de forma complementar aos parametros analisados por citometria, a
expressao de oncogenes, genes supressores tumorais, factores de crescimento e
indicadores de proliferagao, referidos como potenciais factores de prognéstico
para o carcinoma da mama: sao exemplos o HER2/neu (c-erbB-2), as ciclinas
D1 e E, o p53, o receptor do factor de crescimento epidérmico (EGFR), a
Bromodeoxiuridina (BrdU) e o Ki67. Esta analise multiparamétrica possibilitara
uma base cientifica mais completa para a avaliacao do prognéstico e para a

optimizacao da terapia a utilizar em cada doente.

- Determinar a influéncia, no célculo da fase S, do valor minimo de células

aneupléides que devera estar presente no histograma. Deverao ser

76



Carlos Alberto Palmeira de Sousa

experimentadas formas de superar as possiveis limitagdes dos programas de

analise através, por exemplo, da avaliagao de um maior nimero de células.

Ensaiar o estudo do conteddo de ADN recorrendo a técnicas de dupla
marcagao citoqueratinas/ADN. A influéncia desta metodologia devera ser
avaliada quer ao nivel do valor prognéstico da fase S, em especial nos tumores
dipléides de ADN, quer na deteccao de pequenas populagoes aneuploides.
Relativamente a esta questao relacionada com a representatividade tumoral,
poderao ser experimentados, paralelamente, os sistemas de separagao e

selec¢ao magnética de células epiteliais.

Validar os resultados do estudo do conteddo de ADN por citometria de
imagem, quer ao nivel de citologias obtidas por bidpsia aspirativa, quer em
cortes histologicos, através dos resultados encontrados na avaliagao por

citometria de fluxo.

Realizar estudos como o presente trabalho, com doentes desta Instituicao e
utilizando métodos padronizados, ao nivel de outras neoplasias, em especial
naquelas em que o conteado de ADN tem sido referido como potencial factor

prognostico.
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