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CITOMETRIA DE FLUXO EM
TUMORES DE CABECA E PESCOCO

Flow cytometry in head and neck tumors

MIRIAM I . FEDERICO' IGOR SNITCOVSKY? MARIA A. A. KOIKE!

Virios estudos tém abordado a andlise do contetido de DNA em carcinomas de cabega ¢ pescogo, através da citometria
de fluxo. Fazemos aqui um breve relato de alguns desses estudos. O valor potencial de estudos da cinética do crescimento
tumoral com a utilizagio da incorporagio in vivo da bromodeoxiuridina é comentado brevemente.

Introducao
Unitermos: Citometria de fluxo - neoplasias de cabega ¢
pescogo - proghostico, , ’ ) )
Keywords: Flow cytometry - head and neck neoplasias - medida do conteido celular de DNA ¢ um método
prognosis. usado para se avaliar pardmetros de proliferagio
cclular ¢ grau de malignidade. Essas medidas po-
Trabalho realizado pela Disciplina de Oncologia, dem ser feitas por dois métodos fundamentalmente:
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A MSP avalia a medida de contetido de DNA cm um peque-
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ar observada em microscopio. A FCM, que ¢ o proposito
dessa revisdo, possibilita a andlise de grandes populagdes
cm curto espago de tempo, permitindo um cstudo estatistico
desses dados (19).

O citometro de fluxo ¢ um aparclho que mede
fluorescéncia emitida por particulas coradas com (luoro-
cromos apropriados. Células ou particulas sio forgadas a fluir
¢ siio exciladas individualmente por uma fonte de laser (ge-
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Figura 1 - Histograma de DNA com lodeto de Propidio. Linfécitos normais estao representados em (A) e um tumor claramente
aneupléide em (B). O namero de particulas analisadas é dado no eixo y, enquanto que 0 contetido de DNA estd representado no
eixo x. Na figura b, veja o pico dipléide no canal correspondente ao dos linfécitos (canal 200), o pico adicional tumoralem 300 com
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nm). O nivel de fluorescéneia ¢ captado por um fotomul-
tiplicador ¢ convertido em pulso cletronico ¢ armazenado
em um computador para posterior andlise. Para a quantifi-
cagio de DNA usa-s¢ corantes como o lodeto de Propidio
(P1) que se liga ds bases do DNA ¢ emite uma fluoreseéneia
cuja medida serd proporcional ao conteido de DNA.
Problemas relacionados ao corante usado ou ao aparclho
poderdo afetar os resultados. Mesmo em condigdes ideais
de cnsaio, a sensibilidade do exame permite detectar dife-
renga de quantidade de DNA equivalente a dois cromos-
somos. Como consequéncia, translocagdes balanccadas sem
mudanga na quantidade de DNA niio serdo detectadas,

Ploidia e andlise de ciclo celular

Os dados gerados pela CFM sio geralmente mostrados
no formato de um histograma, no qual o nimero de células
analisadas estd representado como uma fungiio da quantida-
de de fluorescéneia emitida expressa em niimero de canais
(figura 1).

0 padrio de distribuigio de DNA permite dividir os tu-
mores em 2 tipos: diploides ¢ ancupléides. O tumor classifi-
cado como diploide apresenta uma distribuigio de DNA si-
milar ao de células do tecido normal. O tumor ¢ considerado
ancuploide se for detectada uma populagio com contetido
de DNA diferente do diploide com pico G2-M correspon-
dente. O indice de DNA (DI) da populagio ancuploide ¢
definido como a raziio entre o canal médio de Tuorescéneia
cemitido pelo seu pico GO-G1 ¢ o canal médio da populagio
diploide correspondente. Quando existirem miltiplas popu-
lagdes ancupldides, cada uma terd o seu DI Uma populagio

ancuploide com pico principal na regido correspondente ao
pico G2-M normal ¢ DI entre 1.9 ¢ 2.1 ¢ chamado dc
tretraploide. O pico hiperdipldide ¢ aquele com indice de
DNA acima da populagiio normal.

Em muitos estudos tem-se feito a tentativa de calcular a
proporgio de células em fase S (SPF) com a finalidade de se¢
predizer a capacidade proliferativa do tumor. Essa propor-
¢iio ¢ calculada como porcentagem da populagdo entre os
picos correspondentes a GO-G1 ¢ G2-M. Apesar de pouco
reprodutivel entre laboratérios, o cilculo dessa proporgio
com o uso de programas de computador pode ser relativa-
mente ficil. Entretanto, naqueles casos com populagdes mal
definidas ou com grande nimero de picos, esse cileulo fica
virtualmente impossivel. Mais detalhes sobre o método ¢
critérios ndo ¢ a finalidade desse artigo ¢ pode ser visto cn
Koike et al. (17).

Andlise de contetdo de DNA por CFM em
tumores de cabeca e pescogo

Alteragoes grossciras de DNA, freqiientemente vistas em
alguns tumores, corrclacionam-se com outros fatores prog-
nosticos adversos, tais como grau de diferenciagiio avanga-
da do ponto de vista histologico. Virias cvidéneias sugerem
que a avaliagio da ploidia feita por CFM fornece informa-
¢io prognostica em uma série de tumores humanos incluin-
do ovirio, mama ¢ ostcossarcoma (19).

De modo geral, niio se pode dizer que os dados existen-
tes de CFM em cincer de cabega ¢ pescogo (SCCHN) ofere-
¢a conclusdes definitivas quanto a correlagio de ploidia com
tipo histologico ou cstadiamento (6, 10, 11, 14, 15, 22).
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Nesses estudos, a porcentagem de tumores ancupléides apre-
senta grande variagdo (31% a 86%). Parte das dificuldades
de correlagio possivelmente se deve a diferengas metodo-
logicas como uso de material parafinado ou dissociagio
enzimdtica ou mecénica das células (6). Mesmo em carci-
noma nasofaringeo, pacientes com linfoepitelioma ¢ carci-
noma anapldstico ndo apresentam ploidia diferente daque-
les com carcinoma escamoso queratinizante, embora cste
iltimo constitua um grupo de prognostico pobre. Um cstu-
doretrospectivo de material parafinado de 55 pacientes niio
foi capaz de demonstrar diferengas nas taxas de sobrevida
a5 anos entre pacientes com tumores dipléides e niio nio-
diploides (5).

Alguns cstudos como de Kokal ¢ al. (18), mostram a
ploidia como o mais importante indicador prognostico de
recaida ¢ sobrevida em SCCHN. Estudo mais recente de
Kearsley et al. (16) confirma taxa de recaida maior ¢ sobre-
vida 3 vezes menor em pacientes com tumores ancuploidces
comparados dqueles com tumores diploides.

No caso especifico de carcinoma de células escamosas
de cavidade oral sem tratamento prévio, Hemmer et al. (13)
descreve a emergéncia de clones ancupldides como um
marcador de progressio. Estudando 110 amostras incluidas
em parafina, esse autor encontrou freqiiéneia de ancuploidia
de 76.9% ¢ 90.3% cm tumores classificados, respectivamen-
te, como T2 ¢ T3, contra 1% encontrado em tumores T1.

Bjelkenkrantz et al. (4), em pacientes com carcinoma
laringeo haviam mostrado anteriormente um subgrupo
tetraploide de pior prognéstico.

Cinética celular e carcinoma de
cabeca e pescoco

O estudos de cinética de proliferagio em tumor funda-
mentam-se na idéia de que tumores altamente proliferantes
sio também responsivos 3 radioterapia ¢ quimioterapia. SPF
nos tumores de cabega ¢ pescogo. Estudos iniciais como os
de Holm et al. (14), Franzem et al. (10) ¢ Greiner et al. (12)
correlacionam ancuploidia ¢ alto SPF com sobrevida reduzi-
da. Essa correlagiio, entretanto, niio parcce ser absoluta (8),

A utilizagdo in vivo de andlogos sintéticos da timidina
como a Bromodeoxiuridina (BrdUrd) foi recentemente de-
senvolvida com a finalidade de se estimar o grau de proli-
feragdo de tumores (1). A BrdUrd ¢ um composto de sobre-
vida curta apés injegiio intravenosa, sendo captada rapida-
mente pelas células sintetizadoras de DNA. A andlise, fei-
ta por CFM, de biopsias do tumor retiradas com intervalo
de tempo conhecido apés a injegiio de BrdUrd permite a
andlise da porcentagem das células sintetizando DNA (LI-
labeling index), duragiio de fase S (Ts) ¢ tempo de duplica-
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¢do potencial do tumor (Tpot).

No carcinoma espinocelular (CEC) de cabega ¢ pescogo,
os estudos publicados utilizando o método de incorporagiio
da BrdUrd siio ainda preliminarcs (3, 9, 20). Desses traba-
lhos, Begg et al. (2) sugerem uma relagiio entre LI clevado,
Ts prolongado ¢ baixo Tpot com ancuploidia. Sugere-se que,
portadores de tumores com Tpot de 5 dias ou menos pode-
riam se beneficiar com intensificagio da radioterapia, com-
binada com multifracionamento da dose. A aplicagio da dose
radioterdpica total em um menor tempo poderia ser mais
cletiva nesses tumores altamente proliferantes. Resultados
preliminares desses programas de radioterapia em pacientes
com CEC de cabega ¢ pescogo mostraram maior grau de
controle de doenga local comparados aos esquemas radiote-
ripicos convencionais (2).

A grande aplicagiio do Tpot, se for confirmada, seri sem
divida na avaliagio progndstica. Poucos autores, entretan-
to, arriscam quaisquer previsdes quanto a essa utilidade,
Estudos como o de Nylander et al. (21), mostram em uma
séric pequena de 23 casos, correlagiio positiva entre sobre-
vida curta ¢ Tpot menor de 7 dias. Nesse cestudo, Tpot calcu-
lado por um método de avaliagio combinado de LI medido
por método histoquimico ¢ Ts calculado por incorporagiio
de BrdUrd medido por CFM mostrou ser um indicador prog-
nostico melhor do que o Tpot calculado da forma conven-
cional somente utilizando a CFM.

Perspectivas

Os dados de literatura revelam virias questoes em aber-
to com relagio ao valor da ploidia ¢ SPF em cancer de cabe-
¢4 ¢ pescogo. Embora a experiéncia dos investigadores com
material parafinado tenha aumentado, a recomendagiio de
virios centros ainda ¢ a utilizagio de material fresco ou con-
gelado. Esse tipo de material permite o exame do material
por andlise multiparamétrica. A utilizag¢do conjunta do
corante de DNA com outros marcadores poderia servir para
isolar a c¢lula tumoral ou identificar as células inflamato-
rias. Indimeras possibilidades existem em se acoplar anilisc
de DNA com outros marcadores, tais como, antigenos liga-
dos a proliferagiio ou produtos de proto-oncogenes. Lssa cs-
tratégia permitiria uma melhor avaliagio da ploidia nos tu-
mores de cabega ¢ pescogo. Estudos prospectivos controla-
dos ¢ um melhor conhecimento dos problemas metodoldgicos
deverdo fornecer dados definitivos no futuro.
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Summary

Several studies have analised DNA ploidy in head and neck cancer using flow cytometry. The authors review sonie of
these studies. Finally the potential value of cell-cynetic studies with in vivo bromodeoxyuridine incorporation and flow

cytometry is briefly reviewed.
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