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RESUMO: O presente estudo objetivou analisar os resultados e o valor prognéstico da ploidia do DNA e da atividade proliferativa tumoral
(AP) no cincer colorretal (CCR) pela técnica da citometria digital de DNA (CD) através da comparacéiio entre estas duas varidveis e
varidveis clinico-patolégicas convencionais. Foram estudados prospectivamente 50 doentes submetidos a tratamento cirirgico do CCR.
As varidveis clinico-patolégicas foram: sexo, idade, localizacdo do tumor, tipo hlstologlco, grau de diferenciacdo, margem invasora, acome-
timento linfonodal e estadiamento (Dukes e Jass). Em todos os casos foi posswel determinar a ploidia do DNA e a AP. A frequéncia de
aneuploidia foi de 68% e a AP tumoral média foi de 12,34%. A correlaciio entre as varidveis estudadas e a sobrevida foi realizada por
andlise uni e multivariada. Conclui-se que a CD ¢ eficaz na determinacio do contetido celular de DNA e da AP tumoral no CCR. A ploidia
do DNA e a AP néo estio associadas as varidveis clinico-patolégicas estudadas Nio foi possivel demonstrar valor prognéstico da ploidia do
DNA ou da AP tumoral. A padronizaciio das técnicas de citometria e da estimativa do valor prognéstico constituem medidas necessarias a

produciio de resultados mais precisos sobre o papel da ploidia e da AP tumoral no progndstico do CCR.

UNITERMOS: Céncer colorretal, DNA Ploidia, Citometria de fluxo, Prognéstico

O céncer colorretal (CCR) € a terceira neoplasia malig-
na mais freqiiente no mundo? e a segunda maior causa de
morte por cincer nos Estados Unidos, desconsiderando-se
o sexo®. Em 1998, estima-se que no Brasil ocorreram por
volta de 20.000 novos casos de CCR e por volta de 6.000
brasileiros teriam morrido da doenca até o final do ano’.

O estadiamento andtomo-patoldgico persiste como o mais
importante determinante prognéstico no CCR e, conforme
proposto por Dukes's, representa o instrumento mais
freqiientemente utilizado na maioria dos centros médicos
para estimar a sobrevida e a ocorréncia de recidiva
neoplésica®®*!. No entanto, a eficdcia desta metodologia
freqiientemente € de dificil verificagfio principalmente quan-
do sdo avaliados os casos de tumores nos estagios B e C de
Dukes e que respondem por significativa parcela dos doen-
tes referidos aos servigos de sadde para tratamento. Desta
forma, a demanda por varidveis mais objetivamente associ-
adas ao progndstico e capazes de determinar subgrupos bem
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definidos de pacientes que possam se beneficiar de trata-
mento adjuvante®® representa, nos dias atuais, esforgo de
significativa importancia na busca pela melhora dos resulta-
dos de sobrevida associados ao tratamento radical do CCR.

Como parte desse esfor¢co empreendido para se dispor
de fatores prognésticos objetivos, de facil determinagio e
de reduzida variabilidade intra e inter-observador aliado a
demonstragdo de que o contetido celular de DNA (4cido
desoxirribonucléico) de uma amostra de células de um de-
terminado tumor sélido pode ser determinado por técnicas
de citometria de fluxo®, numerosas experiéncias inicia-
ram-se na literatura mundial objetivando determinar o sig-
nificado prognéstico das varidveis advindas do estudo do
material genético tumoral pelas técnicas de citometria, o
contetido celular de DNA (ploidia) das células neopldsicas
e a fragdo destas células que se encontram em diviso ce-
lular (atividade proliferativa— AP). Desde 1982, quando
Wolley e cols.”” sugeriram ser de significado prognéstico a
distribui¢do do material genético em células constituintes
do cancer do c6lon, considerdvel quantidade de pesquisa
foirealizada na 4rea da citometria de DNA.
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Diante das evidéncias da literatura e da rara ocorrén-
cia de estudos empregando a metodologia de citometria
digital (CD) de DNA para a andlise do conteddo celular
de DNA — ainda inéditos em nosso meio —, decidiu-se
por empregar, prospectivamente, a metodologia de
citometria digital de DNA a fim de conhecer a frequéncia
da aneuploidia conforme determinada por essa
metodologia, sua correlagdo com varidveis clinico-pato-
16gicas convencionais e o valor progndstico das varidveis
oriundas da citometria digital de DNA para uma amostra
de pacientes com CCR.

PACIENTES E METODOS

Entre junho de 1991 e maio de 1994, a ploidia do
DNA tumoral, bem como a medida da AP foram obtidas
empregando-se a CD prospectivamente para 50 doentes
submetidos a tratamento cirdrgico com diagndstico de
adenocarcinoma invasivo do intestino grosso.

Constituiram critérios de exclusao do presente estudo:

- evidéncias de anamnese ou propedéutica armada prévia
indicando cardter metacronico da neoplasia diagnosticada;
- diagndstico de polipose adenomatosa familiar ou doenga
inflamatoria intestinal;

- histéria de tratamento prévio ndo-cirtrgico qualquer para
aneoplasia em questdo — a exce¢do dos doentes submeti-
dos a quimioirradiagdo neoadjuvante para o cancer locali-
zado no reto distal’’;

Tabela 1. Distribuicdo da casuistica conforme o sitio
anatomico do tumor:

SITIO ANATOMICO N (%)
reto 27 (54%)
sigmoide 12 (24%)
descendente 4 (8%)
angulo esplénico 3(6%)
ceco 1 (2%)
ascendente 1 %)
angulo hepdtico 1 (2%)
transverso proximal 1 (2%)
TOTAL 50 (100%)

Dos 50 doentes, 23 (46%) eram do sexo masculino e
27 (54%), do feminino.

A idade variou entre 33 e 82 anos com média de 60,7
anos.

Com relagdo ao grupo étnico, 49 (98%) eram da raga
branca e 1 (2%), da amarela.

A distribuigio da casuistica, conforme o sitio anatémico
de localizagdo do tumor, encontra-se relacionada na Tabe-
la 1 e ilustrada na figura 6.

Operacéo curativa foi realizada em 47 (94%) doentes.
Os achados intra-operatérios que motivaram a realizago
de operagio paliativa encontram-se relacionados na Tabe-
la2. Uma (2%) doente que apresentava metastases hepati-
cas ao intra-operatdrio e para a qual foi realizada
retossigmoidectomia, foi submetida a hepatectomia sete
meses mais tarde e encontra-se até o final do seguimento
de 36 meses sem sinais de recidiva.

Tabela 2. Achados intra-operatérios em trés (6 %) do-
entes submetidos a operacio paliativa

ACHADO N (%)
metdstase hepdtica 2 (4%)
carcinomatose peritoneal 1 2%)
TOTAL 3(6%)

No que se refere as indica¢des de tratamento adjuvante
para a casuistica, quinze (30%) doentes receberam trata-
mento adicional ao cirdrgico no periodo pré ou pds-opera-
torio (Tabela 3).

Os dados clinicos foram obtidos por ocasido da admis-
sdo hospitalar para tratamento cirtrgico que foi realizada
em condig¢fes eletivas em todos os casos.

Ap6s a operagdo, 0 exame anatomo-patolégico conven-
cional do espécime cirdrgico foi realizado em todos os ca-
sos pelo mesmo patologista.

Constituiram objeto da avaliagdo clinico-patolégica:

- $eX0;

-aidade ao diagnéstico;

- a localizagdo do tumor (para a localizag@o no reto, os
tumores foram divididos conforme a distancia de sua bor-
da inferior a borda anal determinada pela retossigmoi-

Tabela 3. Indicacoes de tratamento adjuvante para a casuistica*

INDICACAO

MODALIDADE N

metastases linfonodais
terapia neoadjuvante do cancer do reto
metastases hepdticas sincronicas
recidiva de cancer do reto

quimioterapia sistémica pés-operatéria' 10
quimioirradiac@o pré-operatdria’
quimioterapia sistémica pds-operatdria'
quimioirradiagdo pés-operatéria’

(NS I W)
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doscopia rigida. Desta forma, foram denominados: de reto
inferior —até 5 cm da borda anal—, de reto médio —entre
5 e 10 ¢m da borda anal —, e de reto superior —acima de
10 cm da borda anal;

- tipo de operagdo (curativa ou paliativa);

- tipo histolégico (os tumores foram classificados em
adenocarcinoma tubular, tibulo-viloso, tibulo-papilifero e
mucinoso, conforme recomendagdes da Organizagdo Mun-
dial de Sadde’. Segundo critério de Morson e cols.*, os
tumores foram classificados como mucinosos quando muco
estava presente representando acima de 50% do tumor;

- grau de diferenciagdo tubular;

- qualidade da margem invasora (definida de acordo com a
classificagdo de Jass®, como expansiva ou infiltrativa);

- acometimento linfonodal;

- estadiamento conforme Dukes modificado por Turnbull**
para os tumores com metéstases a distancia e Jass*® (Qua-
dro 1);

Quadro 1. Estadiamento do CCR segundo Jass?.

VARIAVEIS HISTOPATOLOGICAS PONTUACAO
Tumor limitado a parede:
Sim 0
Nao 1
Margem de invasio:
Expansiva 0
Infiltrativa 1
Nimero de linfonodos acometidos:
0 0
1-4 1
>4 2
Infiltrado linfocitario:
Moderado ou intenso 0
Discreto ou ausente 1
ESTAGIO PONTUACAO
I 0-1

I 2

11 3

v 4-5

O processamento do material histolégico e a interpreta-
¢do dos resultados da CD foram realizados por médicos
patologistas envolvidos na realizagdo da CD de DNA que
desconheciam os resultados referentes a avaliagéo clinica,

1 S-fluorouracil 500 mg/m* semanais por seis semanas

2 quimioterapia:5-fluorouracil (425 mg/m?) + leucovorin 20 mg/n?’ (trés vezes no inicio
e trés vezes no fim da radioterapia)

radioterapia: 5040 cGy em oito semanas
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anatomo-patoldgica convencional, dados do intra-operaté-
rio € os relativos ao seguimento pds-operatorio.

Para a realizagio da CD, um bloco de parafina conten-
do um fragmento representativo do tumor foi selecionado
pelo patologista encarregado da avaliagdo andtomo-patolé-
gica convencional. A partir deste bloco obtiveram-se cor-
tes histolégicos de cinco micras de espessura, os quais fo-
ram submetidos & colora¢io pelo método de Feulgen para
dcidos nucléicos. Nesta reacio, o corante (reativo de Shiff)
liga-se de forma estequiométrica ao DNA constituinte dos
cromossomos € presente no nicleo celular, de forma que,
para o corte histolégico em andlise, a quantidade de corante
é proporcional ao contetddo celular de DNA. O corte
histolégico € entdo submetido a andlise por microscopia
Optica. A densidade éptica, que reflete a coloragdo de um
niicleo celular pelo método descrito em relagdo ao seu ta-
manho, foi empregada como varidvel a ser digitalmente
analisada pelo sistema. Ao microscépio, encontra-se
acoplada uma mini-camera de video colorida CCD (charge-
coupled device) de alta resolucéio. A cdmera, por sua vez,
encontra-se em comunicagio com microcomputador no qual
estd instalada placa digitalizadora de imagem. O sistema
acima descrito possibilita a digitalizacio e transferéncia das
imagens obtidas pela cAmera de video a uma estagfo de

Figura 1 - Sistema utilizado para a citometria digital de DNA.

Figura 2 - Sele¢do da drea para exame na imagem digitalizada a partir da microscopia
optica.
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trabalho informatizada onde é possivel selecionar os ni-
cleos celulares dos quais se deseja conhecer a densidade
Optica (figuras 1 e 2).

Objetivando determinar a densidade 6ptica para a po-
pulacdo de células controle (sabidamente dipléide), sdo se-
lecionados pelo patologista leucdcitos ou células estromais
do mesmo tecido. A seguir, € escolhido niimero varidvel de
nucleos de células tumorais para os quais € medida a den-
sidade Optica e comparada a da populacdo controle. Os
dados obtidos pela CD sdo expressos na forma de um
histograma de DNA onde figuram as popula¢des em anéli-
se (tumoral e controle). A andlise do histograma e do indi-
ce de DNA (iDNA) para a populaco de células neopldsicas
estudada na amostra resulta na classificagfo do cancer quan-
to a ploidia do DNA (dipléide ou aneupléide). Nesse estu-
do, populag@o de células aneupléides tumorais somente era
considerada quando dois picos distintos GO/G1 eram iden-
tificados de forma evidente. Populacdes de células
neopldsicas cujo iDNA era inferior a 0,8 ou superiora 1,2
foram classificadas como aneupldides. A estimativa da AP
tumoral foi realizada por um indice determinado a partir
do seguinte quociente:

AP = Sp Mc+so)’

Ne x 100

onde :
Sp e + so= soma das freqiiéncias das células neoplasicas
observadas cujas intensidades tonais superam o valor da
soma Mc + Sc;
Mc = média das intensidades tonais das células controle;
Sc = desvio-padrio das intensidades tonais das células con-
trole;
Ne = nlimero de niicleos de células neoplésicas observado.

Todos os doentes foram prospectivamente avaliados a
intervalos médios de trés meses durante o primeiro ano
apds o tratamento cirtrgico, e a cada seis meses a partir
do segundo ano e até o momento da realizag@o do presente
estudo. Para os doentes submetidos a ressec¢des curati-
vas, a ocorréncia de recidiva local ou a distancia foi avalia-
da de forma padronizada, através da monitorizacdo dos
niveis séricos do CEA (antigeno cércino-embriogénico),
exame proctolégico completo e avaliagdes radiolégicas
(tomografia computadorizada e ultrassonografia) e
colonoscopica anuais.

O seguimento variou entre dois e 70 meses com dura-
cdo média de 43,4 meses. Onze (22%) doentes tiveram
seguimento minimo de cinco anos.

Para verificar se houve correlagdo entre as variaveis
clinicas e andtomo-patolégicas estudadas e os resultados
da CD, foram realizados o teste de Fisher e o teste do
Qui-quadrado. O teste t de Student foi empregado para
verificar se houve diferenga entre as médias de duragio do

seguimento pés-operatério, entre os grupos dipléide e
aneupléide (comparagdo entre duas varidveis numéricas
simples). A influéncia das caracteristicas clinico-patol6gi-
cas estudadas na sobrevida global e livre de doenca foi
testada por meio da andlise univariada (teste de Wilcoxon').
Para conhecer as varidveis relacionadas a sobrevida de for-
ma independente, foi realizada anélise multivariada através
de regressdo logistica, utilizando o modelo de riscos pro-
porcionais de Cox®. As estimativas de sobrevida para os
grupos dipléide e ndo-dipléide foram realizadas seguindo o
modelo “produto-limite” conforme proposto por Kaplan e
Meier?. Significancia estatistica foi definida para valor de
p inferior a 0,050. Para a realizagio dos célculos e méto-
dos estatisticos, foram empregados os programas Lifetest
e PHREG do pacote estatistico SAS>*® —SAS Institute
Inc., Cary, NC, USA.

RESULTADOS

A maioria (72%) dos adenocarcinomas estudados foi
do tipo tubular. Tumores do tipo tibulo-vilosos ocorreram
em oito (16%) casos; do tipo tibulo-papilifero, em trés
(6%). Em trés (6%) casos, 0 exame anidtomo-patolégico
revelou tratar-se de adenocarcinoma mucinoso.

Na medida em que a determinac@o do grau de diferen-
ciacéio celular em adenocarcinomas mucinosos pode ser
dificil®, ela foi obtida somente para os 47 (94%) doentes
portadores de tumores ndo-mucinosos (Tabela 9). Desta
forma, adenocarcinomas bem-diferenciados ocorreram em
34 (68%) dos casos. Tumores moderadamente diferencia-
dos ocorreram em 13 (26%) casos.

Tumores com margem invasora do tipo expansiva figu-
raram como maioria, ocorrendo em 43 (86%) casos.
Neoplasias do tipo infiltrativa ocorreram em seis (12%)
casos. No caso de um (2%) doente com tumor localizado
no reto e submetido a quimioirradia¢do pré-operatéria
neoadjuvante, 0 exame anitomo-patolégico identificou re-
gressdo parcial da lesdo, classificando-a como ulcerada e
residual, ndo sendo possivel o seu enquadramento nas ca-
tegorias mencionadas. Para este caso, empregou-se a de-
nominagio “residual”.

No que se refere ao acometimento linfonodal por célu-
las neopldsicas, o nimero médio de linfonodos dissecados,
para a presente casuistica, foi de 20,9 com desvio-padrio
de 14,4. O niimero de linfonodos dissecados por peca ci-
rirgica variou entre quatro e 70. Metéstases linfonodais,
conforme determinadas pelo exame andtomo-patolégico,
foram verificadas em 15 (30%) doentes.

A distribuicdo dos tumores conforme a classificagio
proposta por Dukes e modificada por Turnbull® encontra-
se disposta na Tabela 4.
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Tabela 4. Distribuicio dos tumores segundo a classifi-
cacdo de Dukes modificada®,

ESTAGIO (DUKES) N(%)
A 11 (22%)
B 23 (46%)
C 13 (26%)
D 3 (6%)
TOTAL 50 (100%)

No que se refere a classificacfio de Jass, em 24 (48%)
casos, o tumor foi classificado como estagio I; em 14 (28%),
estagio II; oito (16%) casos no estdgio III e quatro (8%),
no estagio I'V.

Foi possivel determinar o contetido celular de DNA,
bem como a AP em todos os casos. Com relag¢do ao con-
tetido celular de DNA, em 16 (32%) casos 0s tumores
foram classificados como dipléides e em 34 (68 %), como
aneupléides —para os quais foram diagnosticadas uma ou
mais populacdes celulares com contetido anormal de DNA.

No que se refere a AP, esta variou entre 6,2% e 18%
(percentil 25= 10%; percentil 75=15%) com média de
12,34%. Estabelecendo como valor arbitrario o do percentil

Tabela 5. Caracterizacao das recidivas em 47 doentes.

RECIDIVA N (%)
AUSENTE 34 (72,3%)
PRESENTE 13 (27,7%)
LOCALA 2 (4,3%)
ADISTANCIA 11 (23,4%)
hepitica 7 (14,9%)
hepética e pulmonar 2 (4,3%)
carcinomatose 2 (4,3%)
TOTAL 47 (100%)

75 da distribuigéo, os tumores foram classificados em de
baixa AP até 15% e de alta AP quando superior a 15%.
Desta forma, em 40 (80%) casos, os tumores apresenta-
ram baixa AP e, em 10 (20%) doentes, foram encontrados
tumores de alta AP.

A duragdo média do seguimento para os doentes com
tumores dipléides foi de 43,7 + 19 meses e para o grupo de
tumores aneupléides foi de 43,6 + 17,3 meses. O teste t de
Student demonstrou que nio houve diferenca estatistica-

Tabela 6. Correlacao entre as caracteristicas clinicas estudadas e a ploidia do DNA.

Nuimero PLOIDIA
de
€asos dipléide aneuploide
Sexo
masculino 23 (100%) 8 (34,8%) 15 (65,2%)
feminino 27 (100%) 8 (29,6%) 19 (70,4%)
p=0,767
Idade
< 65a 32 (100%) 10 (31,2%) 22 (68,8%)
>ou=065a 18 (100%) 6 (33,3%) 12 (66,7%)
p= 1,000
Sitio anatémico
reto 27 (100%) 9 (33,3%) 18 (66,7%)
célon esquerdo 19 (100%) 6 (31,6%) 13 (68,4%)
c6lon direito 4 (100%) 1(25%) 3(75%)
p= 0,945
Sitio anatomico
reto superior 12 (100%) 2 (16,7%) 10 (83,3%)
reto médio 10 (100%) 5(50%) 5 (50%)
reto inferior 5 (100%) 2 (40%) 3 (60%)

p =041
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mente significante entre os grupos dipldide e aneupldide
(p=0,96).

A ocorréncia de recidiva neoplasica foi avaliada para o
conjunto de pacientes que foram submetidos a operagdes
curativas (N=47). Ocorreu em 13 (27,7%) doentes, tendo
sido localizada em 2(4,3%) casos e a distancia em 11
(23,4%). conforme relacionada na Tabela 5.

Nio houve relagdo estatisticamente significativa entre
o contetido celular de DNA e as caracteristicas clinicas
estudadas (sexo, idade e sitio anatdmico do tumor) —
Tabela 6.

Como pode ser observado na Tabela 7, ndo houve
relacdo estatisticamente significativa entre a ploidia do
DNA tumoral e os dados advindos do exame anatomo-
patoldgico.

Os resultados da correlagdo entre os dados clinico-
patolégicos e a AP tumoral estdo relacionados na Tabela
8 e, analogamente ao que ocorreu para a ploidia do DNA
tumoral, ndo houve correlagéo estatisticamente significa-
tiva.

Do total de 16 tumores dipléides, 14 (87,5%) apresen-
taram baixa AP. Do total de 34 tumores aneupldides, 26

Tabela 7. Correlacdo entre as variaveis anatomo-patolégicas estudadas e a ploidia do DNA tumoral.

Ndmero PLOIDIA
de

€asos dipléide aneupldide
Tipo histolégico
tubular 36 (100%) 12 (33,3%) 24 (66,7%)
tibulo-viloso 8 (100%) 2 (25%) 6 (75%)
tibulo-papilifero- 3 (100%) 0 (0%) 3 (100%)
mucinoso. 3 (100%) 2 (66,7%) 1(33,3%)
p= 0,351
Grau de diferenciacio tubular
bem diferenc. 34 (100%) 12 (35,3%) 22 (64,7%)
moder. dif. 13 (100%) 2 (15,4%) 11 (84,6%)
(mucinoso) 3 (100%) 2 (66,7%) 1(33,3%)
p=0,176
Margem invasora
expansiva 43 (100%) 13 (30,3%) 30 (69,8%)
infiltrativa 6 (100%) 3 (50%) 3 (50%)
residual 1 (100%) 0 (0%) 1 (100%)
p= 0,490
Acometimento linfonodal
ausente 35 (100%) 13 (37,1%) 22 (62,9%)
presente 15 (100%) 3 (20%) 12 (80%)
p=0,328
Estadiamento segundo Dukes
A 11 (100%) 4 (36,4%) 7 (63,6%)
B 23 (100%) 9 (39,1%) 14 (60,9%)
C 13 (100%) 3 (23,1%) 10 (76,9%)
D 3 (100%) 0 (0%) 3 (100%)
p=0,472
Estadiamento segundo Jass
I 24 (100%) 9 (37,5%) 15 (62,5%)
I 14 (100%) 3 (21,4%) 11 (78,6%)
11 8 (100%) 4 (50%) 4 (50%)
v 4 (100%) 0 (0%) 4 (100%)

p= 0,248
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Tabela 8. Correlacio entre as varidveis clinicas e AP.

Niimero ATIVIDADE PROLIFERATIVA
de
€asos baixa alta
(até 15%) 15%)

Sexo
masculino 23 (100%) 20 (87%) 3(13%)
feminino 27 (100%) 20 (74,1%) 7 (25,9%)
p= 0,308
Idade
<65a 32 (100%) 23 (71,9%) 9 (28,1%)
=ou > 65a 18 (100%) 17 (94,4%) 1(5,6%)
p= 0,070
Sitio anatomico
reto 27 (100%) 22 (81,5%) 5 (18,5%)
cblon esquerdo 19 (100%) 15 (78,9%) 4(21,1%)
c6lon direito 4 (100%) 3(75%) 1 (25%)
p= 0,945
Sitio anatémico
reto superior 12 (100%) 3(25%) 9(75%)
reto médio 10 (100%) 2 (20%) 8 (80%)
reto inferior 5 (100%) 0 (0%) 5 (100%)
p=0476
Tipo histolégico
tubular 36 (100%) 29 (80,6%) 7 (19,4%)
tibulo-viloso 8 (100%) 8 (100%) 0 (0%)
tibulo-papilifero 3 (100%) 1 (33,3%) 2 (66,7%)
mucinoso 3(100%) 2 (66,7%) 1(33,3%)
p= 0,093
Grau dif. tubular
bem diferenc. 34 (100%) 26 (76,5%) 8 (23,5%)
moder. dif. 13 (100%) 12 (92,3%) 1(7,7%)
indif. (mucinoso) 3 (100%) 2 (66,7%) 1(33,3%)
p=0,401
Margem invasora
expansivo 43 (100%) 34 (79,1%) 9 (20,9%)
infiltrativo 6 (100%) 5 (83,3%) 1(16,7%)
residual 1 (100%) 0 (0%) 1 (100%)
p=0,854
Acometimento linfonodal
ausente 35 (100%) 29 (82,9%) 6 (17,1%)
presente 15 (100%) 11 (73,3%) 4 (26,7%)
p =0,328
Estadiamento segundo Dukes
A 11 (100%) 9 (81,8%) 2(18,2%)
B 23 (100%) 19 (82,6%) 4 (17,4%)
C 13 (100%) 9 (69,2%) 4 (30,8%)
D 3 (100%) 3 (100%) 0(100%)
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Tabela 8 (continuacgio). Correlacio entre as varidveis andtomo-patolégicas e AP.

Nimero ATIVIDADE PROLIFERATIVA
de
€asos baixa alta
(até 15%) >15%)

Estadiamento segundo Jass
I 24 (100%) 22 (91,7%) 2(8,3%)
I 14 (100%) 10 (71,4%) 4 (28,6%)
il 8 (100%) 5 (62,5%) 3(37,5%)
v 4 (100%) 3(75%) 1 (25%)

p= 0,233

(76,4%) mostraram baixa AP. Ndo houve diferenca esta-
tisticamente significativa entre estas proporg¢des, conforme
indicou o teste exato de Fisher (p=0,468). Este resultado
indica que os tumores com conteddo celular de DNA
aneupldide possuem semelhante fragdo de células em pro-
liferag@o quando comparados com tumores dipléides.

Tabela 9. Resultados da analise univariada (teste de
Wilcoxon) da sobrevida global.

VARIAVEL p

idade 0,017
sexo 0,388
sitio anatdmico do tumor 0,086
tipo histolégico 0,929
grau de diferenciagio tubular 0,694
margem invasora 0.250
acometimento linfonodal 0.068
Dukes 0.136
Jass 0,080
ploidia do DNA tumoral 0,540

atividade proliferativa tumoral 0,502

Tabela 10. Resultados da analise univariada (teste de
Wilcoxon) da sobrevida livre de doenca.

VARIAVEL p

idade 0,201
Sexo 0,693
sitio anatdmico do tumor 0,098
tipo histolégico 0.729
grau de diferenciagio tubular 0,835
margem invasora 0,531
acometimento linfonodal 0,745
DUKES 0,569
JASS 0.038
ploidia do DNA tumoral 0,704

atividade proliferativa tumoral 0,372

Os resultados da anélise univariada para a sobrevida
global realizada para as onze varidveis potencialmente re-
lacionadas ao prognéstico consta da Tabela 9. A tunica
varidvel significante foi a idade (p=0,017) do doente por
ocasido do diagnostico. O sitio anatdémico do tumor
(p=0,086), a presenca de metastases linfonodais (p=0,068)
e o estadiamento segundo Jass (p=0,080) influenciaram a
sobrevida global para a casuistica, entretanto sem
significéncia estatistica. Ndo foi possivel demonstrar dife-
renga significativa na sobrevida global com relagio a ploidia
do DNA e a AP.

Os resultados da andlise univariada para a sobrevida
livre de doenga realizada para as onze varidveis potencial-
mente relacionadas ao progndstico consta da Tabela 10. A
unica varidvel significante foi o estadiamento do tumor con-
forme proposto por Jass (p=0,038).

A curva de sobrevida global (Kaplan-Meier) conforme
o conteudo celular de DNA estd representada na figura 3.

A curva de sobrevida livre de doenca (Kaplan-Meier)
conforme o estadiamento (Jass) estd representadana figu -
ra 4.

Para a andlise multivariada da sobrevida global (Tabela
11), foram consideradas as seguintes variaveis: idade, sitio
anatdmico, grau de diferenciagdo tubular, estadiamento se-
gundo Jass, ploidia do DNA tumoral e AP tumoral. As
varidveis sexo, tipo histolégico e estadiamento segundo
Dukes foram excluidas devido a fraca correlagdo com a

Tabela 11. Resultados da analise multivariada (Cox)
para a sobrevida global.

Risco relativo

VARIAVEL p

idade 0.098 3.693
sitio anatdmico 0.330 1.596
grau de diferenciagio tubular 0.675 1.350
Jass 0.227 1.611
ploidia do DNA tumoral 0.528 0.578
atividade proliferativa tumoral ~ 0.772 0.715
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Figura 3 - Curva de sobrevida global conforme o conteiido celular de DNA (p=0,540).

X

06T b

Sobrevida

041 \

021

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Més

Jassl e Jass I -~ Jasslll —¥%—Jass IV

Figura4 - Curva de sobrevida livre de doenga conforme o estadiamento segundo Jass
(p=0,038).

sobrevida global conforme se observa na Tabela 9. As va-
ridveis margem invasora e acometimento linfonodal foram
excluidas devido ao fato de serem determinantes do
estadiamento de acordo com Jass.

Observa-se que nenhuma das varidveis listadas na Ta-

- bela 11, correlacionou-se de forma significativa a sobrevida
global no presente estudo. A idade do doente por ocasifo
do diagnéstico revelou-se como a varidvel de maior ten-
déncia a esta correlagdo (p=0,098).

Para a andlise multivariada da sobrevida livre de doen-
¢a(Tabela 12), foram consideradas as seguintes varidveis:
sitio anat6rnico, grau de diferenciagéo tubular, estadiamento
segundo Jass, ploidia do DNA tumoral e atividade
proliferativa tumoral.

Da mesma forma que para a andlise univariada , a vari-
avel estadiamento, segundo Jass, para a presente casuistica,

Tabela 12. Resultados da andlise multivariada (COX)
para a sobrevida livre de doenca.

VARIAVEL p Risco relativo
sitio anatdmico 0.134 1.770
grau de diferenciagio tubular 0.418 1.622
Jass 0.073 1.811
ploidia do DNA tumoral 0.436 1.581
atividade proliferativa tumoral ~ 0.549 1.491
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revelou-se como aquela mais fortemente correlacionada ao
prognéstico (p=0,07). As demais varidveis ndo demonstra-
ram valor prognéstico independente no que se refere a es-
timativa da sobrevida livre de doenca no presente estudo.

DISCUSSAO

H4 enorme interesse na descoberta de novas varidveis
capazes de inferir sobre o progndstico de doentes com cén-
cer colorretal. Amplia-se a busca pelo aperfeigoamento das
técnicas de diagnéstico e estadiamento pré-operatérios de-
vido a possibilidade de beneficiar doentes por meio de tra-
tamento incruento, até recentemente impensada, bem como
devido a alternativa para adjuvancia pés-operatéria. Urge,
portanto, a necessidade de se dispor de instrumentos capa-
zes de identificar subgrupo de doentes com prognéstico
diferenciado que se encontra ainda inaparente, mais pro-
vavelmente oculto em meio ao contingente de doentes
cujo tumor invade de forma completa a parede intestinal,
mas sem infiltrar os linfonodos. '

Grande nimero de estudos na literatura, com inicio ha
mais de 15 anos®’, ocuparam-se de estudar a correlagdo
entre o conteddo celular de DNA (ploidia) dos
adenocarcinomas colorretais e o progndstico. De fato, a
ploidia do DNA, associada ou ndo a medida da AP, repre-
sentaria variavel objetiva, pois constituiria medida de facil
obtencéo e reprodugéo, bem como de reduzida variabilida-
de inter-observador quando comparada ao grau de dife-
renciagdo, como exemplo®. O estadiamento andtomo-pa-
tolégico dos carcinomas colorretais, em que pese constituir
a varidvel isolada de mais forte correlagio com o prognés-
tico, apresenta limita¢Ses que resultam das diversas classi-
ficagOes utilizadas por diferentes instituicdes o que pode
acarretar confusio e dificuldade na reprodugéo dos resul-
tados'! bem como da necessidade de efetivamente operar
os doentes para obté-lo.

Diante da inexisténcia de estudos similares em nosso
meio, em junho de 1991, optou-se por iniciar este estudo
prospectivo, utilizando a metodologia da CD a fim de de-
terminar o valor prognéstico da ploidia do DNA e da AP
tumoral e compar4-lo com o das varidveis clinico-patol4gi-
cas convencionais obtidas para a mesma casufstica.

A determinagdo do contetido celular de DNA empre-
gando-se a CD tem como maior vantagem, em relagfo as
técnicas de citometria de fluxo (CF), a possibilidade de o
examinador selecionar e avaliar exclusivamente niicleos
de células tumorais. Este expediente permite reduzir a
contaminagdo por restos celulares bem como por células
ndo-neopldsicas resultando em maior especificidade. A
equivaléncia com a CF no diagnéstico da aneuploidia est4
bem documentada por vérios autores'*'’. Ainda que a
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andlise do contetdo celular de DNA a partir de tecido
fixado possa resultar em histogramas de inferior qualida-
de'%, nesta série, foi possivel obter os dados relativos
ploidia do DNA e & AP nos 50 casos da amostra ,sem
elevar o custo da metodologia por forca da andlise de
multiplas amostras

A ocorréncia de aneuploidia em adenocarcinomas
colorretais varia entre 39,4%°" e 92,5%". Na presente
casuistica, foi possivel identificar uma ou mais populagdes
aneupléides em 34 casos, resultando em freqiiéncia de 68%,
0 que estd em conformidade com os dados da literatura
para os estudos onde foi analisada apenas uma amostra>?*48
Ou mesmo para 0s que empregaram mais de uma amos-
tra'®?73133, A determinagdo da AP tumoral representa um
importante esfor¢o no objetivo de identificar outra varidvel
de valor progndstico relacionada ao CCR, com perspecti-
vas de ser empregada de forma isolada® ou associadamen-
te ao conteudo celular de DNA*#. O valor médio da AP
dos adenocarcinomas colorretais pode variar entre 13%°
e 27%*. Para a casuistica analisada, o valor de 12,34%
para a AP média também foi comparavel ao determinado
por Meyer e Prioleau®, de 17%, que foi obtido através da
técnica de autorradiografias apds a incorporagdo da timidina
tritiada. Na medida em que a determinacéo da AP por meio
da CD € uma estimativa calculada tendo por base a “cur-
va’” originada no histograma, a inferéncia sobre o prognds-
tico baseada em categorias dos valores assumidos pela AP
¢ de dificil realizacdo. Como resultado, ainda nio est4 de-
finido o niimero de categorias nas quais a amostra deve ser
estratificada, tampouco os valores da AP que definem es-
tas categorias.

Com relagdo as caracteristicas clinicas estudadas, ndo
se demonstrou correlagio entre a ploidia e o sexo confor-
me os resultados da maioria das experiéncias na literatura e
em oposi¢io aos de Kouri e cols.*!, onde se verificou asso-
ciagdo entre contetido celular de DNA dipldide e o sexo
feminino.

No que se refere a idade, ndo houve influéncia sobre a
ocorréncia de aneuploidia, tendo sido verificado que tumo-
res aneupldides representaram a maioria dos tumores ana-
lisados nesta casuistica tanto entre os doentes com menos
ou mais de 65 anos de idade semelhante ao observado por
outros autores!61213.1416182230.3844485153 O pior prog-
néstico associado a ocorréncia do CCR em doentes jo-
vens, ao que tudo indica, nfio resulta da maior freqiiéncia
de tumores aneupldides mas provavelmente do estadiamento
avangado por ocasido do diagnéstico conforme encontra-
do por Shahrudin e Noori*. Os resultados obtidos por
Simstein e cols.*, Safford e cols.®, e Odone e cols.”” vém
confirmar esta hipétese na medida em que ndo é identifica-
do prejuizo na sobrevida de grupos de doentes jovens com

CCR, uma vez que haja sido corrigido o estadiamento
anitomo-patolégico.

Ainda ndo € possivel definir se hd associagdo entre a
ploidia e a localiza¢do do tumor, uma vez que os resulta-
dos sdo amplamente varidveis, talvez devido a fraca inten-
sidade desta associagio (se existente) ou em razio de dife-
rengas metodolégicas entre os estudos, a saber, a composi-
¢do das categorias de localiza¢do do tumor comparadas
em cada caso.

Neste estudo, em trés casos, os tumores revelaram-se
do tipo mucinoso ¢ foram diagnosticados em individuos
com 50, 68 e 76 anos de idade, respectivamente no reto,
no cdlon direito e no célon esquerdo. Dois destes tumores
tinham contetdo celular de DNA dipléide o que, apesar do
pequeno ndmero de casos, pode estar em conformidade
com os resultados de outros autores®” que encontraram
exatamente a mesma freqiiéncia de euploidia em tumores
mucinosos. De acordo com estes resultados, pode-se con-
cluir que, a despeito da necessidade de avaliagdo de maior
nimero de casos, analogamente ao que ocorre para a pre-
senca de mucinano CCR*, o pior prognéstico associado a
estes tumores®“® ndo pode ser explicado por contexido ce-
lular de DNA anormal.

No que se refere ao grau de diferenciacéo tubular, no
houve correlacéo estatisticamente significativa entre este e
o conteudo celular de DNA, uma vez que a freqiiéncia da
aneuploidia revelou-se semelhante entre tumores bem di-
ferenciados (64,7%) e entre tumores moderadamente dife-
renciados (84,6%) conforme os resultados da maioria dos
eStudOS1’3'6’8’16’18’22’33’27’48’51’53’57'59.

Com relag@o a margem invasora ou padrdo de cresci-
mento, a maioria dos tumores (86%) apresentou-se com
margem do tipo expansiva, sendo a ocorréncia de
aneuploidia maior para este grupo (69,8%) em relagdo aos
de margem infiltrativa (50%). Entretanto este achado ndo
alcangou significancia estatistica (p=0,490). Embora o nt-
mero de tumores com margem infiltrativa tenha sido pe-
queno, € possivel concluir que, conforme ja demonstrado
por outros'*'®, as caracteristicas da margem invasora pa-
recem ndo resultar do contetido de DNA.

Nio foi possivel demonstrar associago entre a presen-
ca de met4stases linfonodais e o contetido celular de DNA.
Estes resultados confirmam os achados de Fisher e cols. '%,
Kouri e cols.?', Tsuchiya e cols.*, Bianchi e cols.® ¢ Pietra
e cols. 3

No presente estudo, ndo se demonstrou correlagdo en-
tre os estdgios conforme definidos por Dukes ou Jass e o
conteldo celular de DNA. Deste modo, a aneuploidia pa-
rece distribuir-se em igual freqii€ncia no adenocarcinoma
do intestino grosso de forma independente do estadiamento
anitomo-patoldgico. Ao assumir que ndo existe significati-
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va correlagio entre as duas varidveis, parece correto admi-
tir que a aneuploidia ocorre precocemente durante a
carcinogénese®®*, de forma independente do estadiamento
e, se confirmada como variavel prognédstica independente
no CCR, sua determinag@o seria de significativa utilidade
no tratamento do CCR, especialmente para os tumores ndo-
avangados e para os quais ndo houve disseminagdo
linfonodal.

Nio foi demonstrada correlagéo estatisticamente signi-
ficativa entre a AP tumoral e as varidveis clinicas ou
andtomo-patolégicas convencionais estudadas. Como re-
sultado da dificuldade e significativa variabilidade associ-
ada as estimativas sobre a AP por citometria de DNA, séo
poucos os estudos na literatura acerca das correlagdes en-
tre a AP e as varidveis convencionais, como sdo raras as
experiéncias com a estimativa da AP através de técnicas
de citometria estdtica’-!.

Com relagdo ao valor progndstico das varidveis estuda-
das, somente a idade por ocasido do diagnéstico foi capaz
de influenciar a sobrevida global, conforme determinada
pela andlise univariada. O acometimento linfonodal,
estadiamento segundo Jass e o sitio anatdmico apresenta-
ram evidéncias de associa¢io com a sobrevida global; en-
tretanto, ndo alcancaram significincia estatistica. E ndo
foi possivel no presente estudo apontar varidvel
correlacionada de forma independente & sobrevida global.
Ao contrdrio do encontrado por Roncucci e cols. 2, o sig-
nificado prognéstico da idade néo foi verificado quando do
emprego da analise multivariada indicando que, conforme
se poderia esperar, esta variavel parece nio relacionada ao
prognéstico do CCR de forma independente. Quando se
observam os resultados referentes a sobrevida livre de do-
enca, pode-se notar que a Unica varidvel que obteve
significancia estatistica foi o estadiamento segundo Jass.
O presente estudo, ao identificar o estadiamento segundo
Jass como a varidvel mais importante relacionada ao prog-
néstico, traz importante contribui¢io aos ensaios que
objetivam aprimorar os atuais sistemas de estadiamento do
CCR. Neste estudo, a relativamente curta duragdo do se-
guimento, que foi em média de 43,4 meses, pode estar
associada a falta de significincia estatistica na influéncia
sobre o prognéstico atribuida a varidveis como acometi-
mento linfonodal e estadiamento segundo Dukes.

Por razdes semelhantes aquelas da maioria dos ensai-
os clinicos citados neste trabalho, néo foi possivel deter-
minar o tamanho da amostra na fase de planejamento
conforme desejavel uma vez que o fator limitante para a
casuistica foi a disponibilidade de realiza¢do da citometria
digital de DNA. Assim, h4 que se atentar para a possibili-
dade de a falta de significado progndstico atribuivel a va-
ridveis tais como acometimento linfonodal e estadiamento
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segundo Dukes constituir consequéncia de uma amostra
insuficiente.

O valor prognéstico da ploidia do DNA e da AP tumoral
no CCR permanece incerto. Com relagdo as duvidas
conceituais, permanece indefinido se o contetido celular
anormal de DNA no CCR ¢é uma alterag@o que ocorre pre-
cocemente durante a carcinogénese’** ou se é apenas um
marcador cronolégico e, portanto, concomitante a evolu-
¢do da neoplasia**?"* conforme se pode depreender das
evidéncias de possivel associagdo entre a aneuploidia e es-
tdgios avancados da doenca e da menor ocorréncia de
aneuploidia nos tumores de localizac@o no reto apds irradi-
acdo. Possivelmente, a resposta dependerd da andlise de
maior nimero de adenomas com displasia moderada ou
intensa e de tumores precoces bem como dos resultados
da avaliacfio por citometria de DNA das lesdes nio-
polipoéides. Na medida em que a detecgdo da aneuplodia
por citometria indica uma deterioragao grosseira o mate-
rial genético incomparavelmente superior a produzida por
uma mutagdo cromossomica, hd que se perguntar sobre a
real possibilidade desta anormalidade influenciar o com-
portamento bioldgico das células constituintes do CCR em
um determinado hospedeiro e como comparar o potencial
dessa varidvel para influenciar o prognéstico com o das
mutagdes genéticas que ora vém sendo estudadas.

As dividas metodolégicas resultam fundamentalmen-
te de diferentes técnicas utilizadas para a citometria de
DNA. Mais importante do que a analise rotineira de miil-
tiplas amostras, a comparacgao dos resultados deve incluir
estudos onde o mesmo nimero de amostras de tecido foi
utilizado. Uma vez que a CD ou, mais genericamente, a
analise de imagens, ainda que mais trabalhosa, permite
aumentar a especificidade da determinacéo do conteddo
celular de DNA, a investiga¢do de um maior nimero de
doentes por esta técnica pode contribuir para maiores es-
clarecimentos. Ndo obstante a metodologia de andlise
multivariada permita a identificagdo de varidveis
correlacionadas de forma independente ao prognéstico,
muitas casuisticas envolvendo menor nimero de doentes
e que, por este motivo, ndo puderam ser estratificadas,
podem ter originado conclusdes incertas sobre o valor
prognéstico do contetido celular de DNA*5!1617 Aggim,
quando da comparacdo dos resultados, seria desejdvel
dispor de grupos similares no que se refere a varidveis
tais como localizagdo do tumor, grau de diferenciac@o
celular e estadiamento. Na medida em que a constitui¢do
desse tipo de amostra pode ser de dificil execu¢do em
ensaios clinicos, a metodologia de revisdes sistematicas
(ou meta-andlise) pode representar op¢ao atraente para a
reavaliagdo da significativa quantidade de dados ja dispo-
niveis na literatura h mais de quinze anos.
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CONCLUSOES

O emprego da CD para 50 doentes submetidos a trata-
mento do CCR, apds seguimento médio de 43,4 meses,
possibilitou as seguintes conclusdes:

1. Houve sucesso na determinacgdo do contetido celular
de DNA por citometria digital, demonstrado pela determina-
¢ao da ploidia e da atividade proliferativa tumoral em todos
os casos, resultando em frequéncia da aneuploidia de 68 %;

2. O estadiamento andtomo-patolégico conforme JASS
foi a varidvel de maior correlag@o com o prognéstico, vali-
dando a presente casuistica para a estimativa do valor prog-

néstico associado ao contetido celular de DNA ou a ativi-
dade proliferativa tumoral.

3. Nio foi possivel demonstrar correlagio entre a ploidia
do DNA tumoral e 0 progndstico, tampouco entre este e a
atividade proliferativa tumoral, conforme determinadas pela
citometria digital de DNA.

4. Nio houve evidéncia de associag@o entre as varia-
veis oriundas da citometria digital de DNA e as variaveis
clinico-patolégicas convencionais estudadas, a saber:sexo,
idade, localizagdo do tumor, tipo histolégico, grau de
diferenciacdo,margem invasora, acometimento linfonodal
e estadiamento segundo DUKES e JASS.

SUMMARY: The present study was designed to accomplish the results and prognostic value of tumor cell DNA content (ploidy) and
proliferative activity (PA) in colorectal cancer (CRC) through comparison to conventional clinico-pathological variables, Fifty patients
who underwent surgical treatment for CRC were prospectivelly studied. The clinico-pathological criteria studied were: sex, age at
diagnosis, anatomic site of the tumor, hystologic type, grade of differentiation, invasive margin, presence of lymph node metastasis and
pathologic staging according to Dukes and Jass. In all cases, tumor ploidy and PA index were measured. Aneuploidy was observed in
68% of the cases and mean proliferative activity index was 12.34%,. Uni and multivariate analysis were used to determine prognostic
correlation. It is concluded that image DNA analysis is valuable for measuring tumor cell DNA content and PA in colorectal cancer. DNA
ploidy pattern and proliferative activity index did not correlate with other variables and showed no prognostic correlation in this study.
Technical variablility associated to DNA analysis may play major role in observed inconsistent results. Stablishment of standards for
DNA content and cell cycle analysis is required to obtain more precise data regarding prognostic value of ploidy and PA in CRC.

KEY WORDS: Colonic neoplasms, DNA, Ploidies, Treatment Outcome, Flow cytometry.
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