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Neste artigo de revis@o, os autores descrevem os
principios bdsicos da citometria de fluxo e a sua
aplica¢@o em tumores sélidos na quantifica¢do do
ADN e na andlise do ciclo celular. O tipo de amostra
utilizada, as técnicas para o seu processamento € 08
métodos de anélise e interpretac@o dos resultados sdo
discutidos. A ploidia do ADN e a actividade prolifera-
tiva (fracgdo fase S) s@o os dois pardmetros biol4gi-
cos geralmente determinados na analise de ADN por
citometria de fluxo. O principal objectivo da maioria
dos estudos nesta drea é avaliar o valor progndstico
destes marcadores em adi¢éo & informagdo fornecida
pelos factores clinicopatolégicos usualmente associa-
dos com o progndstico da doenga. Numerosos
estudos, que investigaram o significado preditivo da
citometria de fluxo do ADN nos principais tipos de
tumores sélidos, sdo revistos neste artigo. A con-
clusdo geral é que, no mesmo estddio histopatolégico
da doenga neopldsica, os tumores dipléides e/ou com
baixa actividade proliferativa tém melhor prognéstico
do que os tumores aneupldides e/ou com alta prolife-
ragéo celular, sugerindo um papel importante para a
citometria de fluxo na anélise do comportamento
bioldgico tumoral e na avaliagio do curso clinico da
doenca. Contudo, em alguns estudos esta correlagdo
ndo foi demonstrada, o que pode questionar o
significado prognéstico da andlise citométrica do
ADN. As razdes potenciais para os resultados
contraditérios, nomeadamente os problemas meto-
doldgicos relacionados com as técnicas de
preparagio de amostras e de interpretacdo dos
resultados, sdo discutidas.
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Tumores solidos, Prognostico.
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DNA FLOW CYTROMETRY IN SOLID
TUMORS

This brief overview outlines the fundamental princi-
ples of flow cytometry with emphasis on DNA
measurements and cell cycle analysis in human solid
tumors. Type of material used, sampling processing
procedures and methods of analysis of data are
discussed. DNA ploidy and proliferative activity (S-
phase fraction) are the two biological parameters
commonly measured by DNA flow cytometric
analysis. The prime purpose of most studies in this
area is the investigation of the prognostic value of
DNA flow cytometry in addition to the information
provided by conventional clinicopathological factors
known to affect disease prog-nosis. Numerous
studies concerning the predictive significance of
DNA flow cytometry in some types of solid tumors
are reviewed in this article. The general statement,
for tumors in the same histopathological stage of the
disease, is that diploid and/or low proliferative tumors
have a more favourable prognosis than aneuploid
and/or high proliferative tumors, suggesting an
important role of DNA flow cytometry in the
assessment of tumor behaviour and in the outcome
evaluation of the disease. However, in some studies
this association could not be substantiated, and the
prognostic relevance of DNA analysis has been
questioned. The potential reasons for conflicting
results, namely the methodological pitfalls related to
the cell preparation techniques and the histogram
interpretation are discussed.

Key words: DNA ploidy, S-phase fraction, Flow cytometry, Solid tumors,
Prognosis
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INTRODUCAO

O conceito que define o cancro como uma doenga
genética das células somdticas! tem adquirido cada vez
maior aceitagfio, apés numerosos estudos de biologia mo-
lecular e de citogenética terem mostrado que a tumorigénese
€ o resultado de acidentes genéticos muiltiplos, progressi-
vos, culminando no crescimento auténomo das células
neopldsicas, e na sua capacidade de invasdo local e de
colonizagio a distancia?4.

As anomalias genéticas cromossémicas que desempe-
nham um papel-chave no desenvolvimento e na progressio
dos tumores sdo acompanhadas geralmente por alteragdes
do contetddo global de ADN nuclear. A citometria de fluxo
€ actualmente a tecnologia mais utilizada na andlise da ploi-
dia do ADN e na determinagio da actividade proliferativa
(fracg@o fase S) tumoral. O principal objectivo dos estudos
citométricos do ADN na doenga neoplésica tem sido a ava-
liagdo do valor predictivo independente destes marcado-
res biolégicos, em comparagio com a informagio prognés-
tica fornecida pelos pardmetros clinicos e histopatoldgi-
cos convencionais>’. Na maioria dos tumores sélidos, a
extensdo anatémica da disseminagZo tumoral, definida pelo
sistema de classificagdo histopatolégica TNM, é o factor
preditivo mais consistente do curso clinico da doenga e o
guia mais importante do tratamento8. Contudo, sabe-se que
o prognéstico do doente oncoldgico pode ser influencia-
do por uma grande variedade de factores para além dos
que integram o sistema TNM?, nomeadamente factores rela-
cionados com o doente (idade, sexo, estado geral), com o
tumor (tipo histolégico, grau de diferenciagdo, invasio
vascular e perineural, ploidia, proliferagéo, etc.), e com a
prépria terapéutica (técnica cinirgica, dose e intensidade
da radiag@o, quimioterapia). Neste contexto, torna-se evi-
dente a necessidade de investigar a influéncia potencial de
novos marcadores prognésticos, para a previsio do curso
clinico da doenga e eventualmente para a escolha do trata-
mento, utilizando métodos biométricos multivariados!©.
Neste artigo, fazemos uma breve revisio do estado da arte,
analisamos os resultados publicados e referimos a nossa
propria experiéncia sobre o valor progndstico da anilise
de ADN por citometria de fluxo em alguns dos principais
tipos de tumores sélidos, com o objectivo de situar o im-
pacto desta tecnologia na avaliagio do risco de recorrén-
cia tumoral e sobrevida do doente, e na previsdo, em certos
casos, da resposta aos tratamentos.

MATERIALEMETODOS

1) O tipo de amostra

A andlise de ADN por citometria de fluxo pode ser exe-
cutada em fragmentos de tecido fresco ou congelado, em

134

amostras obtidas por aspiracdo citolégica com agulha fina,
€ em material fixado em formol e incluido em blocos de
parafina. A condigdo pré-analitica necessaria é a amostra
encontrar-se sob a forma de suspensdo celular monodis-
persa antes da sua introdugfo no citémetro para a respec-
tiva leitura!l. Por este motivo, sio utilizadas técnicas de
desagregagdo mecanica e/ou enzimdtica!?13, no processa-
mento de tumores sélidos, para obtengdo de suspensdes
celulares. A possibilidade recente de execugio da andlise
citométrica em material de parafina!4, veio permitir a reali-
zagdo de estudos retrospectivos de correlagdo dos
parimetros citométricos com o curso clinico conhecido da
doenga, ultrapassando as limita¢des major dos estudos
prospectivos, nomeadamente o nimero de doentes insufi-
ciente e o curto periodo de follow-up. Contudo, esta metod-
ologia torna também mais dificil a interpretagdo dos re-
sultados, devido a presenga frequente de um maior niime-
ro de residuos celulares e a qualidade global mais fraca dos
histogramas. E, portanto, recomendado que a andlise de
ADN por citometria de fluxo seja executada, preferencial-
mente, em amostras frescas ou congeladas.

2) Ocitometro de fluxo

O fundamento bésico da citometria de fluxo é a medigo
de intensidade de fluorescéncias!>-17. Qualquer molécula
corada especificamente por uma substincia fluorescente
pode potencialmente ser analisada num citémetro de fluxo;
como foi referido, o pré-requisito necessério é a obtengio
de uma suspensdo celular ou nuclear monodispersa. No
aparelho, esta suspensdo € dirigida para uma cimara de
fluxo onde as particulas, uma-a-uma, sdo interceptadas por
um feixe de luz monocromitica, geralmente de tipo laser. A
intensidade da luz dispersa para diante e perpendicularm-
ente correlaciona-se com o tamanho e a complexidade in-
terna das células, respectivamente. A emissdo de fluo-
rescéncia € medida simultaneamente através de um com-
plexo sistema 6ptico de lentes, filtros e espelhos dicroicos.
Os sinais luminosos sdo convertidos por fotomultiplica-
dores em impulsos eléctricos, que por sua vez sdo amplifi-
cados e digitalizados, sendo os resultados finais obtidos
sob a forma de histogramas. Para optimizar o alinhamento
6ptico do citémetro, sdo utilizados padrdes de calibragio,
geralmente microesferas fluorescentes com tamanho igual
15-17_ Com esta tecnologia podem ser analisados, em pou-
cos minutos, dezenas de milhares de eventos, com a vanta-
gem inerente de ser maior a fiabilidade e o rigor na avalia-
¢ao estatistica dos resultados. Depois de adquiridos e ar-
mazenados, os histogramas ADN s&o analisados por pro-
gramas de computador especiais (algoritmos) que possi-
bilitam a avaliagdo discriminada das diferentes fases do
ciclo celular.
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3) A interpretacio do histograma

O histograma ADN reflecte a distribuigdo de frequén-
cia do contetido de ADN em relagdo com os niicleos anali-
sados. Distinguem-se dois tipos: dipléide e aneupldide.
Num histograma dipléide normal (Figura 1), o primeiro pico
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Fig. 1. Histograma representativo de um carcinoma da mama dipléide com
baixa actividade proliferativa (fracedo fase S = 2.5%)

a esquerda corresponde a células quiescentes (G0) e/ou na
fase G1 do ciclo celular, representando o valor cromossémi-
co dipléide (2C) das células somaticas. A localizagfio deste
pico é facilitada pela utilizagfo de controlos internos, como
os glébulos vermelhos de galinha ou de truta que t€m uma
quantidade constante de ADN, cerca de 35% ¢ 80% do
contetido de ADN dipléide humano, respectivamente 18 A
dispersdo dos eventos em volta do valor médio de GO/G1,
definida como coeficiente de variagio (CV), € um excelente
indicador do estado de preservagfo e da qualidade da
preparagio da amostra. O segundo pico, com o dobro da
quantidade de ADN do primeiro (4C), corresponde as c€lu-
las que se encontram nas fases G2 e/ou M do ciclo celular.
Entre os dois picos, encontram-se as células em fase S
(fase de sintese), distribuidas de acordo com o respectivo
estddio de replicacdo do ADN (2C-4C). Nos histogramas
aneupl6ides (Figura 2), aparecem populacdes celulares com
picos GO/G1 com uma quantidade de ADN diferente do
normal. Como padrio interno dipléide, utilizam-se geral-
mente as células ndo-malignas, linfocitérias ou fibroblds-
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Fig. 2. Histograma representativo de um carcinoma da mama aneupldide
com indice ADN (DI) 1.51 e alta actividade proliferativa (fracgdio fuse S =
30.6%). O primeiro pico & esquerda, wtilizado como padrdo interno dipldide,
representa células linfocitdrias e fibrobldsticas misturadas na amostra
tumoral.

ticas, misturadas na amostra tumoral analisada. A ploidia
do ADN ¢ habitualmente expressa como indice ADN (DI),
isto €, a razdo entre a fluorescéncia média do pico GO/G1
tumoral e a do pico GO/G1 da populagéio de referéncia
dipléide. Por exemplo, se a posi¢do do pico anormal, ex-
pressa em nimero de canais, for 75 na escala de inten-
sidade de fluorescéncia, e a posi¢ao do pico dipldide 50, o
DI da populagéo tumoral aneupldide serd 75:50 = 1.5. O DI
de uma populagdo dipléide serd, pela mesma ordem de
ideias, 50:50=1.0%1°.

RESULTADOS

1) Ploidia do ADN

A aneuploidia é um fendmeno biolégico que ocorre
frequentemente nos tumores sélidos, ndo sendo porém um
marcador universal de malignidade: Por exemplo, na nossa
casuistica, que inclui uma série grande de tumores da glan-
dula tiroideia (> 400 casos), cerca de 35% dos adenomas
foliculares sdo aneupldides, enquanto quase todos os car-
cinomas papilares apresentam um padrdo dipléide. Popu-
lagGes aneupldides tém sido também referidas em lesGes
ditas pré-malignas, como displasias ou carcinomas in situ
do colo do iitero?0, da pele?!, do es6fago?? ou do célon 23.
Apesar do significado prognéstico da ploidia nfo estar
ainda esclarecido nestes casos, a questdo praitica que se
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o intervalo livre de doenga. Zarbo et al®2, num estudo pros-

pectivo de 309 doentes com um periodo de follow-up entre
4 e 6 anos, utilizando marcacéo dupla de fluorescéncia na
andlise citométrica, concluiram que a citometria de fluxo do
ADN nio é preditiva da sobrevida em qualquer estadio da
doenca.

Neste momento, apesar da investiga¢io de novos fac-
tores progndsticos, o estadiamento clinico e histopatolégi-
co continua a ser o pardmetro preditivo major do compor-
tamento clinico do carcinoma colo-rectal.

¢) Carcinoma da bexiga

Alguns estudos®3-33 demonstraram a existéncia de cor-
relagdo positiva entre o padrio de ploidia, a classificagdo
histolégica e o comportamento tumoral. Os tumores
papilares de grau I sédo geralmente dipl6ides, enquanto os
tumores de grau Il e os carcinomas invasivos sd0 maiori-
tariamente aneupldides. Gustafson et al’® estudaram 229
doentes com tumores Ta ou T1, e concluiram que a ploidia
define diferentes grupos de risco em relagdo com a pro-
gressdo tumoral. Os tumores dipléides, apesar de terem
capacidade de recorréncia, ndo progridem habitualmente
para cancro invasivo ou metastdtico, ao contrdrio dos tu-
mores aneupléides que t€m uma forte tendéncia para pro-
gressdo local. A ploidia pode fornecer adicionalmente in-
formag&o prognéstica sobre o comportamento, que € dificil
de prever, dos tumores com grau II ou intermédio?3-33,
Observacio curiosa foi referida por Jacobsen et al’’ num
estudo de 43 doentes com cancro avangado da bexiga (T2
e T3): os tumores aneupldides, apesar de relacionados com
pior progndstico, foram aqueles que responderam melhor
aradioterapia pré-cirdrgica.

d) Carcinoma da prostata

A ploidia do ADN correlaciona-se com o estadiamento
clinico, sendo dipléide a maioria dos tumores no estidio
A, enquanto que os tumores nos estidios C e D sdo, na
sua maioria, de tipo aneupléide. Além disso, tem sido ob-
servada uma tendéncia, embora nio-significativa, em fa-
vor da associac@o de aneuploidia com a menor diferen-
ciagdo histolégica tumoral38-60, O prognéstico global dos
carcinomas da préstata dipldides parece ser também sig-
nificativamente mais favordvel que o dos tumores aneu-
pl(’)ides6l’62. Fordham et al®?, numa série de 72 doentes
tratados com prostatectomia radical, mostraram que a $o-
brevida mediana foi de trés anos no grupo de doentes por-
tadores de tumores aneupldides € de nove anos para os
que apresentaram tumores dipléides. De forma similar, num
estudo retrospectivo, com um follow-up mediano de 7,5
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anos>8, Winkler et al observaram que 85% dos carcinomas
da préstata dipldides tiveram um comportamento clinico
favordvel, enquanto 75% dos tumores aneupléides pro-
grediram localmente ou metastizaram.

¢) Carcinoma do ovario

A ploidia do ADN tem sido repetidamente referida como
um determinante major do progndstico deste tipo de neo-
plasias derivadas do epitélio celémico, tendo as doentes
com carcinomas dipléides ou peridipléides taxas de sobre-
vida significativamente mais favoraveis do que aquelas em
que oS tumores sao aneupl6ides®-%8. Num estudo retro-
spectivode 157 doentes®, Kallioniemi et al. mostraram que,
ap6s correcgdo dos efeitos prognésticos relacionados com
o estadiamento tumoral, a doencga residual e o tipo his-
tolégico, a ploidia mantém uma associac@o significativa
com a sobrevida. Além disso, o risco relativo de morte
causada pela doenga € seis vezes maior nos tumores com
vdrios clones aneupléides (multiploidia) comparativamente
com o que ocorre em doentes com tumores dipléides. Num
estudo de Friedlander et al® englobando 128 doentes com
carcinoma avangado do ovdrio, conclui-se que os tumores
dipléides estdo associados com um bom prognéstico, mas
exclusivamente nos estddios I a III da doenca, enquanto
os tumores classificados no estddio IV tém progndstico
desfavordvel, independentemente do padréo de ploidia.
Silvestrini et al%8 estudaram a importéncia clinica de alguns
biomarcadores como a ploidia, a proliferagio celular, o p53
e 0 bcl-2 em 168 doentes com carcinoma invasivo, sendo a
ploidia o mais relevante factor preditivo em relagao com o
curso clinico e a resposta ao tratamento.

f) Carcinoma do endométrio

Lindhal et al®®, como outros autores’®7!, mostraram a
existéncia de uma associag@o estatisticamente significati-
va entre a aneuploidia e outros factores de progndstico
desfavoravel, nomeadamente o menor grau de diferenciacéo
histol6gica do tumor, a auséncia de receptores de proges-
teronae a invasdo extensa do miométrio. Na andlise multi-
variada de todos estes factores, s6 a ploidia mantinha val-
or preditivo independente em relagdo com a recorréncia
tumoral. Observagdo similar foi referida por Lukes et al’2,
que analisaram varios marcadores progndsticos como o
pS53, HER-2/neu e receptores hormonais numa série de 100
carcinomas primdrios do endométrio, concluindo que a
ploidia € o indicador mais potente de doenca persistente
ou recorrente. Um estudo recente de 293 doentes’3 confir-
ma o valor preditivo da ploidia e a sua utilidade clinica
como factor prognéstico independente nesta neoplasia.
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2) Fracgiio de células em fase S

Apesar de nio existir unanimidade em relagdo 2 esco-
Iha e fiabilidade da metodologia a adoptar, a anélise da
actividade proliferativa tumoral tornou-se cada vez mais
importante como complemento biolégico da informacéo
progndstica fornecida pelos pardmetros clinicopatoldgi-
cos convencionais. Um dos métodos actualmente mais vul-
garizados, como alternativa rpida e objectiva aos méto-
dos cldssicos, de execugio demorada, de incorporagio pela
timidina tritiada ou bromodeoxiuridina e aos métodos imu-
nocitoquimicos com anticorpos monoclonais como o Ki-
67 ou 0 PCNA, ¢ a andlise por citometria de fluxo, que
permite a determinagdo simultanea da ploidia e da fraccéo
fase S (FFS). Esta metodologia apresenta, todavia, duas
limitagGes técnicas fundamentais: uma prende-se com o
facto da FFS ser uma varidvel continua, e no existir um
critério-padrio universalmente aceite para definir o(s)
valor(es) cut-off que diferencia(m) os tumores com activi-
dade proliferativa alta daqueles que tém baixa prolife-racdo
celular3*7476, ¢ a segunda relaciona-se com as dificuldades
ou mesmo a impossibilidade verificada, em cerca de 20%
dos casos, de determinar a FFS, devido a factores técni-
€os, como a presenga de muitos residuos celulares e a ma
qualidade dos histogramas34:35.75, Apesar destas dificul-
dades técnicas, que podem ser a causa de alguns resulta-
dos contraditrios, vdrios estudos sugerem que, em certas
neoplasias, este marcador de proliferagdo celular pode ter
um impacto prognéstico maior do que o contetido de ADN.

a) Carcinomadamama

A maioria dos estudos tem mostrado uma forte e con-
sistente associago entre a actividade proliferativa tumor-
al elevada e o aumento do risco de recorréncia e mortal-
idade nos doentes com carcinoma da mama29-34:35,74.77-82
Camplejohn et al.35, num estudo de 881 doentes, referiram
que a FFS tem valor preditivo independente em termos de
sobrevida global, intervalo livre de doenca e sobrevida
pos-recorréncia. Sigurdsson et al’® demonstraram que a
FFS fornece a mais relevante informagiio progndstica, numa
série de 367 doentes sem metastizagdo axilar. Num estudo
de 308 doentes tratadas no Instituto Portugués de Oncolo-
gia (Centro de Lisboa), verificimos que a FFS, em andlise
multivariada, tem valor prognéstico independente em
relagdo com o intervalo livre de doenga (Quadro 1)3!. O
poder predictivo desta varidvel biolégica permanece apds
ajustamento com outros factores progndsticos estabeleci-
dos, 0 que sugere fortemente a sua potencial utilidade clinica.

b) Carcinoma colo-rectal
Bauer et al foram os primeiros investigadores a salien-
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tar o significado prognéstico da proliferacdo celular no
cancro do célon, num estudo retrospectivo de 120 doen-
tes®3, em que notaram que os tumores com FFS superior a
20% estavam significativamente associados com pior prog-
nostico da doenga. Schutte et al*?, numa série de 279 ca-
sos, chegaram 4 mesma conclusio mas exclusivamente em
relagdo aos doentes no estiddio C de Dukes da doenca.
Witzig et al®, num estudo retrospectivo de 694 doentes
nos estddios B2 e C, verificaram que os pardmetros cito-
métricos sdo factores prognésticos independentes, com
uma taxa de sobrevida aos cinco anos de 74% para os
doentes com tumores dipléides e/ou com baixa prolife-
ragdo, e de 54% para os doentes com aneuploidia e/ou alta
proliferagdo. Na nossa experiéncia, com um estudo pro-
spectivo de 61 doentes83, observdamos uma associagao es-
tatisticamente significativa entre a FFS e, nomeadamente,
o grau histoldgico, a metastizagdo ganglionar e a distancia,
o estadiamento tumoral, a invas@o venosa e a permeabili-
dade linfatica (Quadro II). Quando utilizdmos o valor cut-
off de 21% para dividir os doentes em dois grupos, nota-

Quadro Il - Correlagdo entre as caracteristicas histopatolégicas e
a fracgdo fase S tumoral em 61 doentes com carcinoma colo-
rectal tratados no IPOFG (Centro de Lisboa)

Caracteristicas n % Fase S (média + DP) valorp
Grauhistoldgico <0.0016
Gl 23 15.6 + 6.2
G2 32 17.2 = 8.1
G3 6 29.8 + 14.3
Invasiolocal NS
pTI 5 123 £ 3.7
pT2 5 174 + 6.3
pT3 45 17.8 £ 9.2
pT4 6 234+ 114
Status ganglionar 0.0007
pNO 40 154 + 6.8
pN1 14 19.2 + 8.3
pN2 7 289 = 134
Metastasesadistincia <0.0001
MO 54 162 + 7.9
MI 7 303+73
Estadiamentotumoral <0.0001
I 8 13.1 + 3.9
11 29 149 + 6.7
I11 17 20.0 = 10.0
v 7 303+72
Invasiovenosa <0.0002
niao 56 16.6 + 7.8
sim 5 320x11.2
Permeabilidadelinfitica <0.0104
nio 37 155+ 6.5
sim 24 215 +11.0
Crescimento perineural NS
néo 50 172 = 8.5
sim 11 209 £ 11.0

n: mimero de doentes; DP: desvio padrdo; NS: ndo significativo.
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mos que 72,2% dos doentes com tumores com capacidade
proliferativa alta apresentaram metastizaggo regional ou a
distancia, enquanto naqueles em que se determinou uma
proliferacéio celular baixa este comportamento s6 surgiu
em 25.6% dos casos.

¢) Carcinoma do ovario

Kallioniemi et al®* analisaram uma série de 118 doentes,
e mostraram que os tumores dipléides com fase S baixa
tinham melhor prognéstico que os dipléides com fase S
alta, ndo tendo a actividade proliferativa importéncia sig-
nificativa nos tumores aneupléides. Dividiram assim os
doentes em trés grupos de risco, revelando-se esta classi-
ficag@o conjunta um melhor indicador do progndstico do
que o padrio de ploidia ou a FFS, quando avaliados indi-
vidualmente.

d) Tumores das glandulas salivares

No nosso laboratério, estudamos uma série de 97 ca-
sos consecutivos de tumores das glandulas salivares®, e
verificimos uma diferenca estatisticamente significativa do
valor médio da fase S dos tumores benignos vs malignos,
dos dipléides vs aneupléides e dos de baixo grau vs de alto
grau (Quadro III), o que sugere a potencial utilidade da
determinagdo da FFS na avaliag&o do comportamento clini-
co das neoplasias de malignidade histolégica incerta.

Quadro Il — Correlagdo entre a fraccdo fase S e a classificagdo
histoldgica, o grau de diferenciacdo tumoral e a ploidia em 97
tumores das gldndulas salivares tratados no IPOFG (Centro de
Lisboa)

Caracteristicas % Fase S (média + DP) valor p
Classificaciio histolégica 0.046
Benigno 3.7+26
Maligno 6.5 £ 6.1
Grau de diferenciagio 0.023
Baixo grau 37+27
Alto grau 88 %73
Ploidia do ADN 0.028
Dipl6ide 38+26
Aneupl6ide 139 + 8.1

DP: desvio padrao.

DISCUSSAO

A principal limitag¢do & aplicagio mais alargada da cito-
metria de fluxo do ADN na pritica clinica, tem sido a ausén-
cia de estandardizag@o metodoldgica e de controlo de qua-
lidade laboratorial, com o consequente desacordo nas con-
clusdes finais dos diferentes estudos®’. Apesar de certas
discrepincias poderem ser atribuidas ao formato pouco
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apropriado de alguns deles, nomeadamente a auséncia de
um ndmero significativo de doentes e de um adequado
follow-up, em muitos casos os resultados contraditérios
sdo sobretudo devidos a factores técnicos. Algumas razdes
especificas tém sido referidas para esta situagdo: a) A na-
tureza do tecido analisado: os histogramas obtidos a partir
do processamento de material fixado em formol e incluido
em parafina apresentam geralmente coeficientes de varia-
¢do mais altos e sdo mais dificeis de interpretar do que os
provenientes de amostras de tecido fresco ou congelado.
Alguns estudos concluiram que se podem obter resulta-
dos similares a partir de fontes diversas de material 1488.89,
mas outros mostraram a existéncia de uma variagio
significativa®®®!. b) A representatividade da amostra tu-
moral: é muito importante confirmar que aquilo que se
analisa € realmente o que se quer analisar, j4 que na leitura
final no citémetro de fluxo nio se visualizam as células,
sendo necessario fazer previamente a verificacdo da celu-
laridade da amostra através, por exemplo, da colorac@o pela
H&E da mesma ou de uma amostra contigua!21516_¢) A
extensdo da colheita da amostra: vdrios tipos de tumores
sélidos apresentam heterogeneidade intra-tumoral do con-
teddo de ADN, dai resultando histogramas com diferentes
padrdes de ploidia consoante o local de colheita da amos-
tra. A melhor forma de contornar esta questdo é, sempre
que possivel, executar a andlise citométrica de varios frag-
mentos da mesma amostra tumoral®2%3, d) A interpretagdo
dos histogramas: a presenca de populagdes anormais peri-
dipléides e de pequenos picos aneupldides bem como a
disting&o entre clones tetrapléides e células normais G2/M
é, por vezes, dificil de definir>-%. Problemas especificos rela-
cionados com os diferentes modelos matemadticos utiliza-
dos, ou mesmo a impossibilidade técnica de andlise, po-
dem ocorrer na determinagéo da fracgdo fase S, especial-
mente nos histogramas que apresentam excessiva fluo-
rescéncia inespecifica e/ou muitos residuos celu-
lares34:35,75.94,95

Apesar das dificuldades técnicas e de alguns resulta-
dos contraditérios, a andlise global dos estudos publica-
dos mostra que a citometria de fluxo tornou-se um instru-
mento 1til de abordagem progndstica tanto nas lesdes pré-
malignas como na doenga neopldsica invasora. A visdo
prevalente na comunidade cientifica refere os parametros
citométricos, ploidiado ADN e fracgdo fase S, como impor-
tantes indicadores progndsticos numa grande variedade
de tumores sélidos. No carcinoma da mama sem metastiza-
¢do axilar, a andlise destes marcadores pode ajudar a dis-
tinguir os doentes que, em principio, ficariam curados ex-
clusivamente com a cirurgia e que no beneficiariam da
adi¢do de terapéutica adjuvante, daqueles cujo eventual
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curso clinico, sem o apoio deste tipo de intervengfo, seria
a recorréncia ou a morte. Uma situagdo semelhante acon-
tece no carcinoma colo-rectal, especialmente nos estadios
intermédios da doenca, podendo a citometria de fluxo con-
tribuir na identificacdo dos doentes que provavelmente
irdo evoluir para recorréncia ou metastizagio apds ressecgio
cirirgica com inten¢ao curativa, e nos quais poderia estar
indicada terapéutica adjuvante. Também no carcinoma do
ovdrio os biomarcadores citométricos, para além da sua
importéncia prognéstica independente, com a aneuploidia
significativamente associada a menor sobrevida em
qualquer estddio da doenga, parecem ter utilidade clinica
na delineagfo da terapéutica e na previsdo da resposta ao
tratamento. Estes exemplos realcam o facto da determinagéo
dos parametros citométricos poder ter utilidade pratica
adicional, na resolug@o de problemas clinicos especificos
em tipos vérios de tumores.

Os problemas major que tém impedido a aceitagfo con-
sensual do valor preditivo da analise de ADN por citome-
tria de fluxo e a sua mais rdpida divulgacfio como teste
clinico de rotina, t€ém sido: a) a demonstragdo do valor in-
dependente da informagio citométrica em relagdo com a
que ¢ fornecida pelos factores clinicopatoldgicos tradicio-
nais geralmente associados com o progndstico da doenca
e, b) em caso afirmativo, a investigacio da vantagem pre-
dictiva destes marcadores biolégicos, isto é, a amplitude
da sua capacidade para prever a evolugdo da doenca, se-
leccionar um grupo de doentes de risco ou ajudar na esco-
lha de um tratamento. No fundo, a questéo critica é saber
se a citometria de fluxo do ADN, sem ser redundante ou
repetitiva, pode alterar a algum nivel, clinico ou terapéuti-
co, a monitorizagdo do doente individual portador de um
determinado tipo de neoplasia.

Por outro lado, o problema do estabelecimento da ana-
lise de ADN por citometria de fluxo na rotina clinica, é
ampliado pelo facto de ndo existir um acordo universal so-
bre padrdes laboratoriais e controlo de qualidade no que
diz respeito a colheita e preparagfio da amostra, e a anélise
e interpretagdo dos histogramas. A auséncia de estandar-
dizag@o metodoldgica conduz a variabilidade intra e inter-
laboratorial que, por sua vez, leva a dificuldades na ava-
liagdo e comparagao dos resultados. Existe, portanto, a ne-
cessidade urgente de padronizar os métodos de selecgio,
colheita e preparagdo das amostras tumorais, bem como de
estandardizar a utilizag¢&o sistemdtica de modelos matemadti-
cos na andlise do ciclo celular, com o objectivo de atingir-
-se um consenso sobre a utilidade clinica da citometria de
fluxo do ADN37. Segundo as propostas recomendadas na
Conferéncia de Consenso de Citometria®’, cada laborat6rio
deve definir os seus intervalos de variagdo, sendo
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necessdrio desenvolver esforgos para a validagdo dos da-
dos de cada um em comparagdo com os demais. O impacto
prognéstico da determinagdo dos pardmetros citométricos
em vdrios tipos de tumores sélidos serd, sem divida, uma
contribuigfo relevante da citologia quantitativa na drea da
oncologia clinica, a0 mesmo tempo que possibilitard que a
citometria de fluxo do ADN seja definitivamente transferi-
da do campo da investigacdo para a aplicagdo clinica.
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