Citometria de fluxo utilizando-se
aspirados da PAAF nos tumores da
mama

Flow citometry using FNAC aspirates in breast tumors

Resumo

A citometria de fluxo (CF) tem sido utilizada como fator progndstico para o cancer de
mama; entretanto a confiabilidade do método utilizando-se aspirados obtidos de pungdo
aspirativa por agulha fina (PAAF) permanece controversa. Objetivo: Comparar o coeficiente de

. variagdo (CV), o indice de DNA (DNA), a fase de sintese (fase S) e a aneuploidia utilizando-se
aspirados provenientes de PAAF com o tecido histoldgico de pecas cirlrgicas arquivado em
parafina. Material e métodos: Foram utilizadas 44 pecas frescas contendo tumores mamarios.
Em cada peca ex v/vo, procedeu-se a duas pungdes por agulha fina. Posteriormente as pegas
foram fixadas e incluidas em parafina. Tanto os aspirados quanto o material histoldgico,
desparafinizado, foram preparados para a citometria de fluxo. O exame foi feito utilizando-se
um aparelho BD FACScan, com leitura de 10 mil células por exame. Resultados: A média do CV
para os aspirados foi de 6,05 (+ 1,60) e da pega foi de 6,96 (+ 2,13) (p < 0,05). A média do
indice de DNA foi de 1,6 (+ 0,5) para os aspirados e de 1,49 (+ 0,42) para as pecas cirlrgicas
(NS). A média da fase-S foi de 7,2 (+ 6,34) e de 5,85 (+ 4,73) para a citologia e para o
material histoldgico, respectivamente (NS). Quanto a aneuploidia, a média nos aspirados foi
de 38,2 (+ 24,7) e de 29,8 (+ 20) para a peca cirlrgica (NS). Conclusdo: Os aspirados da
PAAF sdo bastante confidveis para a realizacdo da citometria de fluxo, podendo ser ainda
melhores que o material desparafinizado.

| Abstract

The flow cytometry has been used worldwide as a prognostic factor for breast cancer.
However, the feasibility of the method using aspirates obtained by fine needle aspiration cytology
(FNAC) remains controverse. Objective: Comparing the aspirates generated by FINAC with
those from the paraffin embedded specimen, through flow cytometry. Patients and methods.
The study was performed in 44 fresh surgical specimens containing breast tumors, with the
taps using both methods. autovacuum device and sirynge pistol holder. Each specimen was
punched twice with a fine needle. At a later date, these specimens were fixated and preserved
in paraffin. Both the aspirates and the histology material, without the paraffin coating, were
prepared for flow cytometry. A BD FACScan, capable of reading 10,000 cells per test was used.
Results: The mean for CV from aspirates was 6.05 (+ 1.6) and for the surgical specimen was
6.96 (+ 2.13) (p < 0.05). The mean for DNA index was 1.6 (+ 0.5) from aspirates and 1.49
(+ 0.42) of the surgical specimens (NS). The mean for aspirates’ S-phase was 7.2 (+ 6.34)
and 5.85 (+ 4.73) for the specimen (NS). For aneuploidy, the mean was 38.2 (+ 24.7) and
29.8 (+ 20) for aspirates and specimen, respectivelly (NS). Conclusion: The aspirates generated
from FNAC are very reliable for flow cytometry study and they might be better than the paraffin
embedded tissue.
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| Introducao

A citometria de fluxo é, por definicdo, a medida
(metria) das propriedades celulares (cito) feita quando
as células dispersas em uma solugdo, apds serem cora-
das com fluorocromos apropriados, sao orientadas em
um fluxo tubular e interceptadas, uma a uma, por um
feixe de luz, geralmente raio /aser. A luz dispersada é
coletada por um sistema oOptico de lentes e espelhos e
dividida em varios componentes, caso mais de um corante
seja utilizado. Através de detectores os componentes
fluorescentes sdo convertidos em sinais eletronicos, os
quais sdo processados e transformados em dados para
armazenamento e analise, gerados por programas de in-
formatica(® 14 1),

A importancia da citometria de fluxo decorre da ha-
bilidade do método de medir varios parametros de mi-
Ihares de células, individualmente, em poucos minutos.
Desta maneira, ela pode ser utilizada para definir e enu-
merar adequadamente subpopulagdes celulares®®). Ou-
tra grande vantagem € o fato de ndo haver necessidade
do uso de marcadores radioativos ou toxicos®?.

A mensuracao de DNA foi uma das primeiras aplica-
cOes da citometria de fluxo e ainda hoje continua entre
as mais usadas. Dois parametros principais podem ser
extraidos dos histogramas de DNA gerados pelo exame:
o conteudo do DNA e o estudo da cinética celular® 1),

Esse tipo de avaliagao possibilita um melhor conhe-
cimento da atividade proliferativa da populagao celular
estudada, permitindo informag@es a respeito do diagnos-
tico, do progndstico e da monitorizagao da resposta do
tumor a terapéutica, uma vez que nem todas as células
malignas apresentam-se no mesmo estagio proliferativo
no ciclo celular?.

A técnica da citometria de fluxo é rapida: 100 a 10
mil células podem ser estudadas por segundo. Assim, as
mensuracdes obtidas a partir do exame tém uma alta
precisdo estatistica e podem ser produzidas rapidamen-
te. Ndo obstante, um pré-requisito para a leitura do /aser,
em fluxo, é a suspensdo de células isoladas. Dessa for-
ma, no estudo de tumores solidos, um dos passos mais
importantes sera a desagregacao das células tumorais®),

Para a realizacdo da citometria de fluxo, utiliza-se
material coletado do prdprio tumor. Inicialmente, utili-
zou-se material preparado a partir de tecido tumoral fres-
co, congelado em nitrogénio liquido® ®. A seguir, uma
série de estudos mostrou que era factivel a utilizagdo de
material arquivado em parafina, o que facilitaria o estu-
do de sobrevida de pacientes portadores de cancer, uma
vez que seria possivel examinar pegas ressecadas ha
anos(® 10,

Posteriormente, foram iniciadas as tentativas de se
estabelecer o uso da citometria de fluxo a partir do em-
prego de aspirados provenientes de PAAF. Apos a tentati-
va com varios métodos, alguns estudos comparativos
entre a utilizacdo de material incluido em parafina e os
aspirados provenientes de PAAF mostraram uma boa cor-
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relagdo e concluiram que os resultados obtidos pela
citometria de fluxo, utilizando-se aspirados da PAAF, po-
deriam ser confidveis tanto para verificacdo da ploidia
quanto para a mensuracgao da fase S 12),

Assim, o objetivo deste estudo foi comparar o coefi-
ciente de variacdo, o indice de DNA, a porcentagem de
células na fase S e a porcentagem de células aneupldides,
detectados através de aspirados provenientes da PAAF,
em tumores ex v/vo, com aqueles gerados das pecas ci-
rurgicas emblocadas em parafina.

' Sujeitos e métodos

Foram utilizadas para esse estudo 44 pecas mama-
rias frescas (recém-ressecadas) contendo tumor sdlido
de mama. As pegas foram obtidas logo ap6s sua ressecgao.
Foram excluidas as pecas de pacientes que estivessem
utilizando terapia de reposicdao hormonal, ou endocrino-
terapia e/ou quimioterapia para o cancer de mama em
um periodo inferior a trés meses da data de realizacdo de
resseccdo da lesao.

Todas as pegas, assim que ressecadas, eram sub-
metidas a PAAF pelos dois métodos: dispositivo de
autovacuo e pistola, sempre por um mesmo puncionador,
totalizando 88 pungdes. Para saber qual o dispositivo a
ser utilizado em primeiro lugar, utilizou-se sistema de
sorteio prévio, com o intuito de diminuir a chance de er-
ros ou de artefatos que pudessem ser causados pela pun-
cao ex vivo.

Apds as puncdes, a peca cirurgica era processada
rotineiramente para o diagnostico da neoplasia mamaria
e para o estudo dos fatores progndsticos, da maneira
convencional, ou seja, cortada adequadamente, fixada
em formol, emblocada em parafina, cortada por micréto-
mo, e as laminas, coradas por hematoxilina e eosina para
estudo microscopico. As caracteristicas das pegas
puncionadas que fizeram parte do estudo podem ser vis-
tas na Tabela 1, sendo que 39 casos (88,5%) corres-
ponderam a tumores malignos e cinco pegas continham
lesdes benignas. Os tipos pouco freqglientes de tumores
malignos corresponderam a um caso de carcinoma
cribriforme, um de carcinoma tubular e um de carcinoma
mucdide. Em relagdo aos tumores benignos, houve um
caso de hamartoma, um fibroadenoma e um lipoma.

Puncao aspirativa por agulha fina

A pungao foi realizada diretamente sobre o tumor, com
a mdo nao-dominante fixando a peca enquanto a mao do-
minante manipula o dispositivo. Na puncdo pelo autovacuo,
a mola era comprimida entre o émbolo e a seringa, até que
a ponta da agulha tivesse traspassado a pele. Apds a pene-
tracdo da agulha, a mola era aliviada retirando-se os de-
dos, permitindo que ela desenvolvesse uma pressao nega-
tiva constante no interior da seringa. Segurando-se gentil-
mente a seringa, foram feitos movimentos de vaivém em
leque, objetivando varias areas do tumor®®.



A puncgdo com a pistola de Cameco era feita com a
retragdo do émbolo da seringa, pelo tracionamento da
pistola, provocando uma pressao negativa no interior
da seringa, tentando-se manter uma aspiragdo tao cons-
tante quanto possivel. Simultaneamente, eram reali-
zados movimentos de vaivém em leque, de tal sorte
que a agulha pudesse penetrar em varios pontos da
area tumoral”,

Para cada caso foram utilizados 20 passes pela le-
sdao. Assim que era interrompida a pungdo, a agulha
era desconectada da seringa, de forma que fosse des-
feita a pressao negativa no interior da seringa, evitan-
do que o material colhido e acomodado no interior da
agulha fosse sugado para o interior da seringa. So en-
tdo a agulha era retirada do tumor, e o material coleta-
do era imediatamente preparado para fixagao.

Fixacao dos aspirados

Apbs a pungdo da lesdo, o aspirado coletado no
interior da agulha era expelido por propulsdo do émbo-
lo da seringa dentro de pequenos tubos de silicone do
tipo NUNC, contendo 200ml de citrato tampdo. Com o
intuito de evitar o agregamento celular, todo o material
no interior dos tubos, contendo as células, era passado
varias vezes por dentro de uma agulha bastante fina
(25G), também com a intencdo de desfazer pequenos
aglomerados celulares.

A seguir, 1ml de etanol frio a 70% era adicionado
vagarosamente enquanto o tubo era agitado manual-
mente em movimentos circulares, evitando a forma-
cao de grumos celulares. Todos os aspirados ja fixados
eram guardados sob a temperatura de 4°C até sua uti-
lizagdo na citometria de fluxo.

Preparo dos aspirados e coloracao do DNA

Inicialmente, aliquotas de 4 x 10° células eram co-
locadas em tubos para centrifugagao contendo medium
ou PBS. Cada espécime era centrifugado a 2509 du-
rante 10 minutos a temperatura de 4°C. Apods, o
sobrenadante era removido e nova suspensao era feita
com 2ml de PBS, seguida de nova centrifugagdo. Cada
nova suspensao era passada duas vezes por finas agu-
Ihas de 25G, de forma que fosse diminuida a formacdo
de agregados celulares. Posteriormente, eram adicio-
nados 6,6ml de etanol frio a 70%, ao mesmo tempo
em que se agitava a solugdao. Este material era entdo
fixado por 30 minutos a temperatura de 4°C.

Na seqliéncia era realizada nova centrifugagéo para
remover o etanol e as células eram lavadas em PBS. Para
finalizar, as células em suspensdo eram coradas adicio-
nando-se 250mg de iodine protideo (PI), 1mg/mlde RNAse
e 1% de triton X-100. A concentracdo final nas células
em suspensdo deveria ser de PI: 50mg/ml; RNAse:
200mg/ml; triton X-100: 0,2%. As suspensdes eram,

Tabela 1 - Caracteristica das pecas e dos tumores puncionados-
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entdo, bem agitadas e deixadas por 30 minutos a tempe-
ratura ambiente, protegidas da luz para que pudessem
atingir a coloragdao adequada.

Desparafinizacao do material histologico arquivado em
parafina

Para a realizagdo da desparafinizagao, utilizou-se a
técnica padrdo previamente estabelecida®, de acordo com
0S passos a seguir. Inicialmente era separado um fragmen-
to de cada tumor, de 50mm, sendo colocado isoladamente
em um pequeno cassete de bidpsia, com poros de 300mm,
com identificacdo a grafite. Em seguida, até 12 cassetes
eram colocados em um recipiente para lavagem mecanica
dos espécimes em maquina apropriada de processamento
tecidual (Histokinette), sendo que os espécimes eram agi-
tados por 15 minutos, seguindo o programa:

e xileno - trés trocas;

e 3alcool a 100% - duas vezes;
e dlcool a 90% - duas vezes;
e alcool a 70% - duas vezes;
e alcool a 50% - duas vezes.

Este processo era realizado durante a noite (durando
2h45min). Posteriormente os cassetes eram lavados exaus-
tivamente, sendo submersos por dez minutos em gua des-
tilada, que era trocada duas vezes. Na seqiiéncia, permitia-
se 0 escoamento da agua, seguido da abertura de cada
cassete e, utilizando-se uma pinga delicada, o tecido
desparafinizado era transferido para um tubo universal con-
tendo solucdo de pepsina (0,5% de pepsina em 0,9% de
solucdo salina, com pH ajustado para 1,5 usando-se 2M
HCL). Os tubos universais eram entdo levados ao banho-
maria a 37°C durante 30 minutos. A seguir eles eram
centrifugados usando-se 2.000rpm por trés minutos a tem-
peratura ambiente. A partir dai o sobrenadante era removi-
do com a utilizacdo de uma pipeta de Pasteur. Novas sus-
pensoOes eram feitas com os fragmentos tissulares e libera-
¢do nuclear em 2ml de PBS, agitando-os vigorosamente
com o auxilio de um misturador. Por fim a suspensao era
filtrada através de um filtro de nailon com poros de 35mm
e ajustada a concentragdo de nucleos, conforme desejado.

Realizacdo da citometria de fluxo

Para a realizacdo da citometria de fluxo foi utilizado
um aparelho Becton Dickinson FACScan, sendo que para a
producdo de cada histograma, 10 mil células foram anali-
sadas pelo aparelho.

Imediatamente antes da leitura dos aspirados, ja pre-
viamente preparados e com a adequada coloragao do DNA,
cada suspensdo era passada por uma agulha de 25G, no
sentido de reduzir os aglomerados de células.

Para o material submetido ao processo de desparafini-
zacdo, a coloragdo do DNA foi realizada também pela utiliza-
¢do do iodine protideo (PI), de forma que feixes de 488nm
de /aserion-arg6nico pudessem ler os DNA em suspensao.

Andlise do histograma de DNA
Para a analise dos dados gerados no presente estudo
foram selecionadas quatro formas, a saber: coeficiente de
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variacdo, indice de DNA, estimativa da porcentagem de
células na fase S e porcentagem de aneuploidia.

calculo do coeficiente de variacao (cv)

O coeficiente de variacdo, geralmente representado
pelo pico G, do DNA dipldide, € uma maneira bastante ade-
quada de representar a qualidade dos dados do DNA. O CV
foi calculado de acordo com a equagdo abaixo, com base
no fato de o pico do G, poder ser representado por uma
distribuicdo normal: CV = W/(M X 2,35). Onde: W repre-
senta toda a extensao do pico de G1 na metade maxima da
altura e M, o niimero do canal do pico de G1.

Calculo do indice de DNA

Os principios basicos pelos quais a aneuploidia do DNA
¢ reconhecida e que se usam para o calculo do indice de
DNA sdo utilizados internacionalmente*®. Em histogramas
que exibem dois ou mais picos de G, (Figura 1), tanto o
pico do indice de DNA quanto a aneuploidia do DNA sdo
calculados com referéncia na posigdo do pico G, de células
diploides. Por exemplo, na Figura 1, o tumor com o pico de
G, tem duas vezes a quantidade de DNA se comparado
com o pico de G, de células com DNA dipléide (Figura 2) e,
assim, tem o indice de DNA (DI) de 2. O indice de DNA de
1,5 pode significar um pico de DNA aneupldide com 50% a
mais de DNA que o normal. A aneuploidia do DNA sd pode
ser reconhecida nas pegas quando dois ou mais picos de G,
sdo evidentes. Para os espécimes de tecido fresco, em que
os dois picos estdo proximos, o DNA padrdo pode ser usado
para confirmar qual dos picos G, é dipldide. Se apenas cé-
lulas com DNA diploide estdo presentes, o DI é descrito
como sendo de 1.

calculo da fase de sintese celular (fase $)

Para estimativa da fracdo da fase S foram utilizados o
método de Baisch, Gohde, Linden para os histogramas com
DNA dipldides e uma modificacdo deste método para os
histogramas com DNA aneupléides. Em resumo, isto envol-
ve a colocagdo dos canais de pico de G, e G, em um retan-
gulo (Figura 1). A altura do retangulo é determinada olhan-
do-se os nimeros de células nos dez canais centrais da
regido da fase S e usando-se isto para calcular o nimero
médio de células por canal. Para histogramas com DNA
aneupldide, a percentagem de células aneupldides na fase
S pode ser estimada de uma maneira semelhante, desde
que a altura do reténgulo (Figura 2) fosse calculada usan-
do-se uma parte do histograma ndo-sobreposto a distribui-
cdo do DNA dipldide.

Porcentagem de células aneuploides

- Foram considerados os valores percentuais das célu-
las com histogramas caracteristicos de aneuploidia, em re-
lacdo ao total dos demais histogramas encontrados pelos
diversos canais da citometria de fluxo.

Andlise estatistica
As médias do coeficiente de variacdo, do indice de DNA,
da porcentagem de células na fase S e da porcentagem de



Células/canal

=
Conteudo relativo do DNA

Figura 1: Histograma do DNA de um tumor tetraploide no
qual o pico de G, tem duas vezes a quantidade normal de
DNA (DI = 2)

células aneupldides foram comparadas entre os grupos de
aspirados citologicos com os achados produzidos pela citometria
para 0 material obtido com a desparafinizacdo das pecas
histoldgicas, através do teste ¢ de Student para amostras
pareadas. Estabeleceu-se o nivel de significancia em 5%.

| Resultados

Para o coeficiente de variagao (CV) observou-se que a
média foi de 6,05 (+ 1,6 com variagdo de 3,2 a 9,3) para 0s
aspirados da PAAF e de 6,96 (+ 2,13 com variagdao de 3,9 a
11) para os da pega cirdrgica.

Em relagdo ao indice de DNA a média para o material
obtido com os aspirados citoldgicos foi de 1,6 (+ 0,5 com
variacdo de 1 a 2,5) e de 1,49 (+ 0,42 com variagdo de 1 a
2) para os provenientes da peca cirdrgica.

Na andlise da porcentagem de células na fase S
observou-se uma média de 7,2 (+ 6,34 com variacdo de
1,1a16,7) e de 5,85 (+ 4,73 com variacao de 0 a 14)
para o material produzido da pega cirurgica.

Quanto a porcentagem de células aneupldides a mé-
dia produzida pelos aspirados do dispositivo de autovacuo
foi de 38,2 (+ 24,7 com variagdo de 6 a 83), e para a

Células/canal

Conteudo relativo do DNA

Figura 2: Histograma do DNA de um tumor djploide. A
fase S foi calculada encaixando-se um retingulo para
representar a fase S (parte hachurada)

peca cirurgica, a média foi de 29,8 (+ 20 com variacdo
de 6 a 75). Usando o teste ¢ pareado, comparando as
médias das varidveis estudadas pela citometria de flu-
x0, de acordo com o material utilizado, observamos uma
diferenca significativa entre as médias do coeficiente de
variagdo (Tabela 2).

I Discussao

A citometria de fluxo, por mais de uma década, tem
sido reconhecida como um poderoso método no estudo do
prognostico do cancer de mama. Com a utilizagdo de tecido
arquivado em parafina, ou mesmo de fragmentos congela-
dos, varios estudos mostram que tanto o estudo do DNA
quanto a proliferacdo celular (fase S) correlacionam-se in-
dependentemente com o comportamento dos carcinomas
mamarios® 4 19),

Ha de se ressaltar que houve uma diferenca significati-
va observada nas médias do coeficiente de variacdo entre os
aspirados de PAAF e o grupo de pecas cirdrgicas. A menor
média de CV para os aspirados pode indicar que esse mate-
rial seja ainda melhor para a obtengdo dos histogramas que
aquele proveniente de pegas cirlirgicas arquivadas em para-

Tabela 2 - Analise das médias das variaveis estudadas pela citometria de fluxo comparando-se
os aspirados da PAAF com a peca cirlrgica
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fina. Histogramas mostrando alta qualidade do DNA costu-
mam ter um baixo CV e um pico de G, aproximadamente
muito perto da distribuicdo normal. Isto permite o julga-
mento da qualidade dos dados apresentados.

Outros autores, estudando aspirados de PAAF para uso
na citometria de fluxo, também conseguiram bons resulta-
dos e salientaram a possibilidade do seu uso na pratica
clinica®? 1113, 19),

Deve-se notar que o material aspirado para a citometria,
na presente série, foi proveniente de pungdes realizadas apds
a resseccao do tumor (ex vitro), em que o numero de
hemacias é bem menor se comparado as pungdes quando
realizadas na paciente (/7 v/vo). Ratificando a boa qualidade
do material obtido através de aspirados, Klemi e Joensuu
fizeram uma comparacdo direta entre os aspirados e a peca
cirirgica arquivada em parafina. Eles observaram (/n
vivo) que o coeficiente de variagdo do material prove-
niente das pungdes foi menor que os obtidos com a suspen-
sdo desparafinizada®?, ‘

Na ultima década, novas perspectivas tém surgido
para os aspirados da PAAF. Assim, Bozzetti et a/.(1997),
apods estudarem a associacdo da dosagem do KI-67 com a
fracdo de células na fase S, utilizando aspirados de PAAF,
passaram a recomendar que esta associagao fosse utiliza-

da na abordagem pré-operatoria de pacientes que serdo
submetidas a quimioterapia neo-adjuvante®). A realizacdo
de pungdes seriadas durante a quimioterapia neo-
adjuvante, com o intuito de verificar o comportamento
tumoral através da cinética celular e consegliente monito-
rizagdo de resposta, também ja foi aventada por alguns
pesquisadorest 19,

Em outro trabalho, conduzido no Instituto Curie (Pa-
ris), os autores observaram que o mesmo aspirado utiliza-
do para determinacdo dos receptores por imunoistoquimi-
ca pode ser aproveitado para a citometria de fluxo®??. Na
Universidade de Sao Paulo, Pestana et a/. (1991) observa-
ram a possibilidade de se utilizar o mesmo esfregaco para
determinacdo de receptores de estrogénio e da ploidia nos
carcinomas ductais*®),

| conclusio

Os aspirados da PAAF sdo bastante confiaveis para a
realizagao da citometria de fluxo, apresentando um coefi-
ciente de variagdo menor que o da pegca cirdrgica, mostran-
do que pode ser ainda melhor para a analise que um frag-
mento histoldgico desparafinizado.
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