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Análise da porcentagem da DNA ploidia e de
células em fase S, determinada por citometria de
fluxo e por outras variáveis prognosticas em
carcinomas primários de mama
The analysis ofDNA ploidy and the percentage of
Sphase cells determined
by flow cytometry and other prognostic variables
in primary breast carcinomas
Edison Mantovani Barbosa’

Resumo

Analisaram-se a DNA ploidia e a porcentagem de células em fase S, determinadas por
citometria de fluxo, em biópsias de 69 carcinomas mamários. Outras variáveis prognosticas
foram estudadas: 1. clínicas (raça, idade, estado menstruai, estadiamento, tamanho do tu
mor e a avaliação dos linfonodos axilares); 2. histológicas (comprometimento metastático
dos linfonodos axilares, embolização de células neoplásicas em vasos linfáticos e sanguíneos,
grau de diferenciação histológica, número de mitoses e necrose tumoral); 3. bioquímicas
(receptores de estradiol e progesterona). Cotejaram-se estas variáveis com o estudo da DNA

ploidia e porcentagem de fase S.
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Notou-se haver uma associação significativa entre  a DNA diploidia em pacientes com ida
de acima de 50 anos, tumores de tamanho ou igual  a 2,0 cm, receptores de estradiol e
receptores de progesterona. Observou-se também uma associação significativa entre a por
centagem de fase S >7,15 e pacientes na pré-menopausa, receptores de estradiol negativo e
comprometimento metastático linfonodal. Constatou-se que as pacientes com tumores clas
sificados como DNA aneuplóides, com fase S maior que 7,15, apresentaram metástases
mais freqüentes e sobrevida menor que aquelas com tumores DNA diplóides e fase S menor
que 7,15.

Sob o ponto de vista do prognóstico pode-se constatar a importância do estudo do DNA,
particularmente para o grupo pNO. Verificou-se a viabilidade de esta técnica ser realizada
em nossa rotina para o estudo prognóstico do câncer de mama.
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Abstract

This stucly shows the content analysis ofDNA ploidy and the percentage of S phase cells
determined hy flow cytometry and other prognostic variable in 69 specimens of breast
carcinomas. A significant association between DNA ploidy and the tumor size, estrogen
andprogesterone receptors, was noticed. Also another association was identified between
the percentage of S phase and menstruai status, estrogen receptors, and axillary node
metastases. Tumors classified as DNA aneuploid, with Sphase higger than 7.15 presented
more metastasis and smaller survival compared to DNA diploid tumors and Sphase lower
than 7.15. According to the prognostic point ofview, the importance ofthe DNA study was
demonstrated privately for the axillary node negative group.
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Introdução
No Brasil, o câncer de mama representa a
primeira causa de morte por câncer na po

pulação feminina em cidades do Sul e Su
deste (Porto Alegre e São Paulo) e a segunda
em algumas cidades do Nordeste (Recife e
Fortaleza). No Estado de São Paulo este tipo
de câncer atingiu um coeficiente de mortali
dade de 11,7 por 100.000 mulheres^'’^’.

porcentagem de células em fase S por cito-
metria de fluxo.

A detecção da aneuploidia está diretamente
relacionada à ocorrência de perda ou ganho
de DNA, resultante de importantes muta
ções cromossôrnicas^'’’’'''. Quanto ao estudo
da porcentagem de células em fase S, ele
representa a expressão da quantificação das
células concentradas na fase S do ciclo de

reprodução celular, ou seja, corresponde ao
momento da replicação do DNA. Este mar
cador tem sido reconhecido como um im

portante sinalizador da proliferação celular
por inúmeros autores'*’.

Já há algum tempo, determinados fatores clí-
nico-morfológicos têm sido utilizados como
sinalizadores das características evolutivas

dos diferentes carcinomas mamários. No en

tanto, sabe-se hoje que as manifestações clí
nicas locais do câncer de mama, na realida

de, só representam a fase tardia de um longo
e silencioso período de proliferação celular,
iniciado muitos anos antes de o diagnóstico

clínico ser possível.
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O principal objetivo deste estudo é realizar a
análise daDNA ploidia e da porcentagem de
células em fase S determinada por citometri a
de fluxo, e compará-las a outras variáveis
prognósticas clássicas em carcinomas pri
mários de mamade pacientes brasileiras; até
o momento, não dispomos de estudo seme
lhante em nossa literatura.

A partir do final do século passado, determi
nados parâmetros morfológicos passaram a
contribuir como referência básica para a ava

liação do prognóstico destas pacientes; en

tretanto, o alto grau de subjetividade de sua
interpretação passou a representar a princi
pal barreira para sua ampla aceitação'-* '”. Em
bora a expressão metastática dos linfonodos
axilares continue representando o melhor
marcador prognóstico para o câncer de ma
ma, devemos ressaltar que 30% das pacien
tes com ausência de linfonodos metastáti-

cos (NO) irão apresentar recorrência e mor
te em 10 anos de seguimento, o que eviden
cia a deficiência deste fator como marcador

isolado'-”. Recentemente, os estudos têm se

concentrado em alguns indicadores prognós
ticos biológicos, particularmente aqueles cor
relacionados com a proliferação celular, co
mo é o caso do estudo da DNA ploidia e da

Material e métodos

Analisamos os dados clínicos, morfológi

cos e bioquímicos de 69 pacientes portado
ras de câncer de mama primário e estabele
cemos suas relações de dependência com a
quantificação do DNA. Todas as pacientes
eram brancas, do sexo feminino e submete

ram-se a tratamento cirúrgico, sendo oito
(11,6%) mastectomias do tipo Halsted, 46
(66,6%) mastectomias do tipo Patey e 15
(21,8%) quadrantectomias. Todas as cirur
gias foram precedidas de biópsia incisional
ou excisional e exame histopatológico de
congelação.

A idade da população estudada variou de 32
a 83 anos, sendo que 23 (33,3%) mulheres



vés do clássico método do carvão-dextrana

(DCC) conforme metodologia descrita pre
viamente porBrentani (1981).

estavam na pré-menopausa e 46 (66,6%) na
pós-menopausa. Consideramos como pré-
menopausadas as pacientes que apresenta
ram-se amenorréicas há pelo menos um
ano da data considerada. Quanto ao esta-

diamento (TNM-UICC-1989) oito (11,6%)
foram classificadas como estádio 1,17(24,6%)

como estádio EA, 20 (29,0%) como EB, 17

(24,6%) como EIA e sete (10,2%) como EIB.

Consideramos positivos os valores de refe
rência para os receptores de estradiol (RE)
quando a concentração máxima foi maior ou
igual a 10,0 fMol/mg de proteína; e 20,0
fMol/mg de proteína para os receptores de
progesterona (RP).

As pacientes tiveram um seguimento médio
de 27 meses e a confirmação da recorrência
foi obtida através de exames histopatológi-
cos, radiológicos ou ultra-sonográficos.

Em todos os ensaios, foram realizados con

troles de população DNA diplóide com lin-
fócitos obtidos no sangue periférico de do
adores humanos considerados clinicamen

te normais.Métodos

As amostras dos tumores foram colhidas no

momento do ato cirúrgico e imediatamente
dissecadas para remover os focos de tecido
gorduroso associados; a seguir realizamos o
congelamento e o armazenamento dos frag
mentos em nitrogênio líquido.

No que se refere à análise da DNA ploidia
e à porcentagem de células em fase S rea
lizada por citometria de fluxo, emprega
mos a técnica descrita por Vindelov (1990)
e utilizamos apenas material a fresco para
este estudo. Para esta análise empregamos
o citômetro de fluxo EPICS-Profile II. A

análise da ploidia e da fração de células em
cada fase do ciclo celular foi realizada uti-

lizando-se o programa de computador Mul-
ticycle (Phoenix Flow-Systems) San Die-
go,Ca. USA.

Utilizamos acoloração de hematoxilinaeeosina
nos cortes do material fixado, para determi
nar o tipo histológico dos tumores. Eoram
considerados para este estudo apenas os tu
mores ductais infiltrativos (classificação his-
tológica dos tumores mamários - OMS)

Consideramos para este estudo o padrão de
distribuição de DNA classificado em DNA
diplóide e DNA aneuplóide, e como critério
de definição do ponto de corte (alta ou bai
xa) da porcentagem de células em fase S, a
mediana dos valores encontrados*’- '■'*>.

Os estudos microscópicos foram realizados
por pelo menos dois patologistas, com o
objetivo de diminuir a subjetividade da inter
pretação.

Consideramos a seguinte classificação para
o estudo do número de mitoses: escasso,
quando foram detectadas até 5 mitoses por
10 campos de grande aumento; moderado,
de 5 a 10 mitoses por 10 campos, e abun
dante quando encontramos mais de 10 mi
toses por 10 campos.

Resultados
No que se refere à quantificação do DNA
nas células neoplásicas, foram estudadas
através da citometria de fluxo uma média de
22.059 células por amostra de tumor, com
um coeficiente médio de variação (CV) do
pico G1 diplóide de 4,72.Para o estudo do grau de diferenciação his-

tológica uti lizamos a classificação de Bloom
e Richardson (1957), levando-se em consi
deração os aspectos morfológicos da for
mação tubular, alterações nucleares e hiper-
cromatismo nuclear.

O índice de DNA apresentou uma média de
1,43 (desvio-padrão = 0,39) sendo que 28
(43,1%) dos tumores foram classificados
como DNA diplóide e 37 (56,9%) como
DNA aneuplóide.

A análise da embolização vascular e linfática
e da presença de necrose foi realizada por
simples constatação da sua presença ou au
sência à microscopia óptica.

Os resultados referentes à análise da DNA

ploidia em relação aos fatores prognósticos
estão apresentados na Tabela 1, onde pode-se
observar uma relação estatisticamente signi
ficativa com a idade, tamanho do tumor, re
ceptores de estradiol e progesterona e fase S.

A dosagem bioquímica dos receptores de
estradiol e progesterona foi realizada atra-



Tabela 1 - Resultado da análise estatística da DNA ploidia em relação aos fatores ana
lisados.

DNA Ploidia

DNA Diplóide DNA Aneuplóide
Fatores analisados P

4,94 0,033Idade

<50

>50

Tamanho

<2,0
>2,0 £5,0
>5,0

Estado menstruai

pré-menop.
pós-menop.

Recep. de estradiol
< 10

> 10

Recep. de progest.
<20

>20

Comp. metas, axilar
pN(-)
pN(+)

Emb. linfática

sim

não

Emb. sangüínea
sim

(28,6)
(71,4)

22 (59,5)
(40,5)20 15

7,26 0,026

(32,1)
(57,2)
(10,7)

4 (10,8)
(62,2)
(27,0)

9

2316

103

0,08 0,782
(28,6)
(71,4)

11 (29,7)
(70,3)2620

21 (56,8)
(43,2)

5 (17,9)
(82,1) 1623

<0,016,83
25 (67,6)

(32,4)
9 (32,1)

(67,9) 1219

0,15 0,703

19 (51,4)
(49,6)

14 (50,0)
(50,0) 1814

0,15 0,704
(28,6)
(71,4)

10 (27,0)
(73,0)20 27

0,00 0,952

6 (21,4)
(78,6)

7 (18,9)

(81,1)3022nao

2,85 0,241Número de mi toses

escasso

moderado

abundante

Grau de dif.

grau alto (GI)
grau interm. (GII)
grau baixo (GUI)

Necrose

10 (35,7)
(53,6)
(10,7)

11 (29,8)
(45,9)
(24,3)

1715

93

0,13 0,937
5 (13,5)
(56,8)
(29,7)

5 (17,9)
(60,7)
(21,4)

17 21

6 11

0,48 0,486
(53,6)
(46,4)

22 (59,5)
(40,5)

15sim

1513nao

Fase S

<7,15
>7,15

7,39 <0,01

(82,6)
(17,4)

(39,1)
(60,9)

19

144

Quanto àexpressão de receptores hormonais
com a DNA ploidia, percebemos que os tu
mores mais indiferenciados não expressa

vam receptores de estradiol e progesterona,
e eram predominantemente DNA aneuplói-
des(RE = 56,8% - RP = 67,6%), enquanto
aqueles que expressavam estes receptores
mostraram-se mais DNA diplóides (RE =
82,1% - RP = 67,9%) (p < 0,01).

Nas pacientes com idade superior a 50 anos,
os tumores apresentaram-se DNA aneuplói-
des em 59,5% dos casos e DNA diplóides
em 40,5%, enquanto para o grupo com ida
de inferior a 50 anos o inverso ocorreu, pre

dominando os tumores diplóides (71,4%) em
relação aos aneuplóides (28,6%) (p = 0,033).

Tumores menores que 2,0 cm apresentaram-
se, em sua maioria, diplóides (32,1%), en
quanto os maiores que 5,0 cm eram majori-
tariamente aneuplóides (27,0%) (p = 0,026).

Outra interessante correlação obtida neste
estudo foi a da DNA ploidia com a porcen-



trual, comprometimento metastático axilar
e embolizações linfática e sanguínea.

tagem de células em fase S, onde observa
mos que os tumores DNA diplóides têm fase
S menor (82,6%), enquanto os DNA aneu-
plóides possuem fase S maior (60,9%)
(p <0,01).

De forma semelhante, estabelecemos a cor

relação da porcentagem de fase S com os
fatores descritos e observamos uma corre

lação estatisticamente significativa entre o
estado menstruai, o receptor de estradiol e
comprometimento axilar (Tabela 2). Pacien
tes pré-menopausadas possuíam maior sín
tese de DNA (fase S = 7,15), enquanto pa
cientes pós-menopausadas apresentaram tu
mores com menor síntese de DNA (fase

S = 7,15); (p = 0,041).

A DNA ploidia apresentou, ainda, uma ten
dência de correlação sem significado esta
tístico com o número de mitoses (DNA di-

plóide e mitoses escassas), o grau de dife
renciação (GI/DNA diplóide e GIII/DNA
aneuplóide) e necrose tumoral (presente/
DNA aneuplóide). A DNA ploidia não mos
trou qualquer correlação com estado mens-

Tabela 2 - Resultado da análise estatística da porcentagem de fase S em função dos
outros fatores estudados.

% Fase S

>7,15<7,15

Fatores analisados P

Idade

< 50

>50

Tamanho

< 2,0

>2,0 £5,0
>5,0

Estado menstruai

pré-menop.
pós-menop.

Recept. de estradiol
< 10

> 10

Recep. de progest.
< 20

■ >20

Comp. metast. axilar
pN(-)
pN(+)

Emb. linfática

sim

não

Emb. sanguínea
sim

não

Número de mitoses

Escasso

Moderado

Abundante

Grau de dif.

grau alto (GI)
grau interm. (GII)
grau baixo (GUI)

Necrose

sim

não

0,251,31

8 (32,0)
(68,0)

13 (52,0)
(48,0)17 12

1,77 0,413
29(32,0)

(56,0)
(12,0)

4 (16,0)
17 (68,0)
4 (4,0)

14

3

4,16 0,041
6 (24,0)

(76,0)
13 (52,0)

(48,0)19 12

4,50 0,033
4 (16,0)
(84,0)

12 (48,0)
(52,0)21 13

1,30 0,254

16 (64,0)
(36,0)

12 (48,0)
(52,0)9 13

5,20 0,023
15 (60,0)

(40,0)
7 (28,0)
(72,0)10 18

0,99 0,320
8 (32,0)
(68,0)

(16,0)
(84,0)

4

17 21

0,12 0,733
5 (20,0)
(80,0)

6 (24,0)
(76,0)20 19

0,76 0,685
9 (36,0)
(36,0)
(28,0)

12 (48,0)
(28,0)
(24,0)

9 7

7 6

1,03 0,596
6 (24,0)
17 (68,0)
2 (8,0)

7 (28,0)
(56,0)
(16,0)

14

4

0,74 0,390
13 (52,0)

(48,0)
16 (64,0)

(36,0)12 9



Os tumores com fase S = 7,15 correlacio

naram-se mais com aqueles que não expres
saram receptores de estradiol (52,0%); já
aqueles com fase S = 7,15 apresentaram
maior correlação com os receptores positi
vos (84,0%; p = 0,033). Em relação ao com
prometimento metas tático axilar houve cor
relação maior com tumores de fase S = 7,15

(72,0%), enquanto as axilas negativas se
correlacionaram mais com tumores de fase

S = 7,15 (60,0%; p = 0,023).

Discussão

A exemplo de outras neoplasias malignas, o

câncer de mama é caracterizado pela proli

feração incontrolável das células que sofre
ram alterações hereditárias ou adquiridas em

seu genoma. Sabemos que certas particula
ridades decorrentes da heterogenicidade ce
lular do tumor podem originar comporta
mentos clínicos inesperados dependentes do
tipo de modificação genética ocorrido nas

células tumorais. Tais situações particula
res nos forçam a pensar em condutas tera

pêuticas individualizadas, e para tanto é fun
damental conhecermos melhor os tumores

a serem tratados, através de novos fatores

prognósticos.

Comparando-se a fase S com a idade não se
observou significado estatístico no tamanho
do tumor, na embolização linfática, no grau
de diferenciação e necrose tumoral. Não
houve correlação estatística da fase S com
o receptor de progesterona, embolização san-
giiínea a número de mitoses. A quantificação do conteúdo de DNA, rea

lizada por citometria de fluxo, tem sido re

conhecida como um importante indicador

prognóstico para o câncer de mama''-’ "’. Por

este método de análise, podemos obter

basicamente dois tipos de informação: a
quantidade de DNA existente nos núcle

os das células tumorais (DNA ploidia) e
a distribuição porcentual das células ao

longo das diferentes fases do ciclo celu

lar (fase S).

No que se refere ao seguimento destas pa
cientes, observamos que, naquelas com axi
la negativa (pNO), predominaram os tumores
DNA aneuplóides com porcentagem de fase
S maior que 7,15. Da mesma forma, os óbi

tos estiveram relacionados com tumores

aneuplóides com porcentagem de fase S mai
or que 7,15, independente do comprome
timento metastático axilar (Tabela 3).
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Tabela 3 - Seguimento das pacientes em 27 meses.

ÓbitoMetástase DNA Ploidia (%) Fase S Axila

Caso 47

Caso 33

Caso 16

Caso 35

Caso 6

Caso 17

Caso 43

Caso 8

Caso 3

Caso 41

Caso 14

Caso 21

Caso 24

Caso 49

Caso 48

Caso 22

Caso 39

pulmonar

pulmonar

óssea

óssea

óssea

pulmonar

óssea

óssea-Hhep.-i-puIm.

hepática

óssea+pulmonar

óssea

óssea

óssea

óssea

óssea+hep.-l-pulm.

óssea

óssea-i-hepática

diplóide

diplóide

diplóide

diplóide

diplóide

aneuplóide

aneuplóide

aneuplóide

aneuplóide

aneuplóide

aneuplóide

aneuplóide

aneuplóide

aneuplóide

aneuplóide

aneuplóide

aneuplóide

3,5 0/30nao

6,0 0/23nao

0 1/23nao

6,2 1/30nao

5,8 4/28nao

7,0 0/25nao

11,1 0/22nao

14,9 0/16sim

17,1 0/12sim

17,4 0/32sim

13,2 2/10nao

10,5 4/32nao

20,7 7/24nao

7,8 10/30

12/35

15/21

41/42

nao

15,5sim

27,4nao

12,3nao

I



Autores como Stal et al. (1989) e Witzig et

al. (1994) chamam atenção para a freqüên-

cia de observações referidas na literatura
envolvendo a correlação DNA ploidiae por

centagem de fase S. O nosso estudo nos con

duziu à confirmação desta afirmação, com

alto significado estatístico (p < 0,01; Ta
bela 1). Shankey etal. (1993) e Baldetrop
et al. (1995), em suas revisões de literatura,

referem-se à considerável variação dos va

lores apresentados para a porcentagem de

fase S, decorrentes da falta de padronização

técnica e de diferentes modelos e processos

utilizados para o seu cálculo, aconselhando

que cada pesquisador defina o seu próprio
ponto de corte. Desta maneira, estabelece
mos como faixa de corte o valor mediano de

nossas amostras'^'

Do ponto de vista prático, os padrões de
distribuição da quantidade de DNA das
células dos carcinomas mamários podem

ser divididos em DNA diplóides e DNA

aneuplóides^'^-'^’.

No nosso estudo, encontramos 56,9% de

DNA aneuploidia e 43,1 % de DNA ploidia,
enquanto observamos na literatura porcen

tagens que variam de 53,5 a 70,0%'“''‘’'’.

A freqüência de DNA aneuploidia mostrou-
se dependente da idade da paciente, como

podemos observar na tabela 1. Estas obser
vações são superponíveis àquelas publicadas
por Taylor et al. em 1983, Dinçol et al. em
1994 e Beerman et al. em 1990.

Diversos estudos têm demonstrado um au

mento dafreqüência de DNA aneuploidiaem

carcinomas de maior tamanho, justificado

pela maior instabilidade genética das células

neoplásicas e pela maior heterogenicidade

celular presente''*''’^^'. Em concordância com
estas publicações, o nosso estudo demons

trou uma correlação com significância es
tatística (p = 0,0026) entre o DNA ploidia e

0 diâmetro tumoral. (Tabela 1) Sabemos hoje

que tanto a expressão dos receptores hor
monais quanto as modificações de estrutura

e da quantidade do DNA espelham altera

ções biológicas das células neoplásicas; en

tretanto, a relação entre estes dois aspec
tos tem sido controvertida na literatura*^^’^'’'.

A partir daí, empregando os mesmos parâ
metros utilizados parao estudo daDNAploi-

dia, analisamos a distribuição da porcenta
gem de fase S em nossos tumores. Houve

correlação estatística da fase S com o esta

do menstruai, observando-se que nas paci

entes pós-menopausadas predominaram os
tumores com porcentagem de fase S me
nor, enquanto nas pré-menopausadas pre

dominaram os tumores com fase S maior

que 7,15. A mesma correlação foi observa

da com a expressão do receptor de estradiol

e a porcentagem de células em fase S, uma
vez que tumores com expressão negativa

para estes receptores mostraram-se com fase

S maior, e tumores com receptores positi

vos apresentaram-se com fase S menor. Em

relação ao comprometimento metastático
dos linfonodos axilares (pN) com a fase S,

houve uma importante correlação entre axi

la negativa e tumores com fase S abaixo de
7,15 e axila positiva e tumores com fase S

maior que este valor (Tabela 2). Este fato é
de fundamental importância, pois vem cola
borar para uma possível diferenciação entre

axilas negativas com boa e má evolução.

Observamos uma relação com significân

cia estatística quando correlacionamos a

DNA aneuploidia a taxas não significati

vas de expressão dos receptores hormo

nais, assim como a DNA diploidia com os
tumores receptores hormonais conside

rados positivos.

A quantificação do DNA comparada ao

comprometimento linfonodal metastático

não mostrou qualquer correlação estatís-

tic-2 com o estado e a embolização linfáti-
ca e sangüínea.

De acordo com o trabalho de Tubiana (1971),

no câncer de mama apenas cerca de 40% das

células estão em divisão ativa, ou seja, a fra

ção de crescimento ou a capacidade prolife-

rativa envolve apenas parte das células; além

disso, o crescimento tumoral está condicio

nado a certos fenômenos passivos, como

necrose, descamação, imunodestruição, cé-

Houve uma tendência significativa de corre

lação entre a DNA ploidia e a necrose, o nú

mero de mitoses e o grau de diferenciação,
mas necessitamos de uma casuística maior

para melhores conclusões (Tabela 1).
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