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Resumo: A histomorfometria é uma ferramenta importante no diagnéstico e progndstico do cancer de
mama, permitindo a quantificacdo de caracteristicas microscépicas relacionadas a agressividade tumoral.
Este estudo teve como objetivo padronizar a coloracdo de Feulgen para analise morfométrica nuclear e
comparar as medidas nucleares obtidas entre subtipos de carcinoma mamario canino. Laminas histolégicas
com cortes em microarranjos teciduais (TMA) dos diagnésticos de carcinoma tubulopapilar (CTP), carcinoma
complexo (CC) e carcinoma sélido (CS) foram coradas pelo método de Feulgen. Cinco campos aleatérios por
amostra de TMA foram fotografados em aumento de 400x, e a morfometria nuclear foi realizada no software
ImageJ, utilizando a ferramenta Threshold. O subtipo CS apresentou &rea nuclear (85,40 um?> + 0,3159) e
perimetro nuclear (48,33 um =+ 0,1217) significativamente maiores em comparacdo aos subtipos CTP e CC
(P <0,0001). Esses resultados indicam que o CS, neoplasia de alto grau de malignidade, apresenta maiores
dimensbesnucleares. Adrea e o perimetro mostraram-se parametros mais confidveis paraa comparacdo entre
diferentes subtipos, enquanto a circularidade auxiliou na diferenciacdo dos graus de malignidade dentro
de um mesmo subtipo. A coloracdo de Feulgen demonstrou elevada eficiéncia para a histomorfometria
nuclear, permitindo a delimitagao precisa dos nuicleos e reduzindo a subjetividade na avaliacdo quantitativa.

Palavras-chave: Cao; coloracao histoquimica; grau de malignidade; neoplasia; morfometria nuclear.

Abstract: Histomorphometry is an important tool in the diagnosis and prognosis of breast cancer, enabling
the quantification of microscopic features related to tumor aggressiveness. This study aimed to standardize
the Feulgen staining method for nuclear morphometric analysis and to compare nuclear measurements
among different subtypes of canine mammary carcinoma. Histological slides with tissue microarray (TMA)
sections from tubulopapillary carcinoma (TPC), complex carcinoma (CC), and solid carcinoma (SC) diagnoses
were stained using the Feulgen method. Five random fields per TMA sample were photographed at 400x
magnification, and nuclear morphometry was performed using ImageJ software with the Threshold tool.
The SC subtype showed significantly larger nuclear area (85.40 um? + 0.3159) and nuclear perimeter (48.33
pm £ 0.1217) compared to the TPC and CC subtypes (P < 0.0001). These results indicate that SC, a high-
grade malignant neoplasm, presents greater nuclear dimensions. Nuclear area and perimeter proved to

Ciéncia Animal Brasileira | Brazilian Animal Science, v.26, 82640P, 2025.

@ Copyright ©. Este € um artigo em acesso aberto distribuido nos termos da Creative Commons Attribution License que permite o uso irrestrito, a distribuicao e reproducao
em qualquer meio desde que o artigo original seja devidamente citado.


https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
https://doi.org/10.1590/1809-6891v26e-82640P
https://orcid.org/0000-0002-0053-2942
https://orcid.org/0000-0002-1009-8457
https://orcid.org/0000-0002-4431-9617
https://orcid.org/0000-0003-4237-6279
https://orcid.org/0000-0002-6639-2452
https://ror.org/0039d5757

Rodrigues, AP et al., 2025.

be more reliable parameters for comparisons between different subtypes, while circularity was useful
in differentiating malignancy grades within the same subtype. Feulgen staining demonstrated high
efficiency for nuclear histomorphometry, allowing precise nuclear delimitation and reducing subjectivity
in quantitative evaluation.

Keywords: dog; histochemical staining; malignancy grade; neoplasm; nuclear morphometry.

1. Introducao

Os tumores mamarios estdo entre as neoplasias mais frequentes em cadelas, particularmente nas
ndo castradas, e aproximadamente metade dessas lesdes é maligna - Devido a sua alta incidéncia e
similaridades bioldgicas com o cancer de mama humano, esses tumores representam um modelo
valioso para estudos pré-clinicos espontaneos. Histologicamente, as neoplasias mamarias malignas
exibem células com nucleos aumentados e nucléolos proeminentes, frequentemente acompanhados
por pleomorfismo nuclear acentuado, dobramento e sobreposicao nuclear, bem como agregados de
cromatina grosseiros . A avaliacdo nuclear é, portanto, um dos critérios mais relevantes no diagnéstico
tumoral, juntamente com o tipo histoldgico, indice mitético, necrose, invasdo peritumoral e linfatica, e

metastase em linfonodos regionais ©.

O diagnéstico histopatolégico de rotina emprega a coloracao por hematoxilina e eosina (H&E), que
proporciona contraste entre as estruturas nucleares e citoplasmaticas de acordo com suas propriedades
fisico-quimicas “. A coloracdo H&E colore a maioria das organelas celulares e componentes da matriz
extracelular em tons eosinofilicos, enquanto o nucleo, o reticulo endoplasmatico rugoso e os ribossomos
aparecem basofilicos ©. A coloragao histoquimica permite a avaliacdo subjetiva do pleomorfismo celular

para o estadiamento da malignidade no cancer.

Aavaliacdo morfométrica das alteragdes celulares e nucleares é importante para avaliar a progresséo
tumoral. Medidas quantitativas do perfil, tamanho e forma nuclear sao frequentemente correlacionadas
com a malignidade ©. Em carcinomas mamadrios caninos, as lesées metastaticas em linfonodos regionais
tém sido associadas a uma area nuclear média significativamente maior em comparacao com tumores
nao metastaticos ), indicando que a morfometria nuclear pode fornecer informacdes prognésticas
uteis. No entanto, para uma analise morfométrica nuclear precisa, sdo preferidos métodos de coloracao
especificos para DNA. A reacao de Feulgen é uma técnica histoquimica especifica e sensivel para DNA @,
permitindo a visualizacdo e medicao detalhada das estruturas nucleares ©.

Considerando que a avaliacao qualitativa das caracteristicas nucleares estd sujeita a variabilidade
interobservador, a morfometria nuclear quantitativa pode proporcionar maior objetividade no
estadiamento histolégico de neoplasias caninas e apoiar o diagndstico oncoldgico de rotina. Portanto,
o presente estudo padronizou a coloracdo de Feulgen para andlise morfométrica nuclear e comparou as
medicdes nucleares entre diferentes subtipos de carcinoma mamario canino.

2. Material e métodos

2.1 Aspectos éticos e selecao de amostras

Toda a analise experimental foi aprovada pelo Comité de Etica no Uso de Animais sob o protocolo
numero 016/18. Um total de 300 blocos de parafina contendo fragmentos de tumores mamarios caninos

foi selecionado a partir do servico privado de diagndstico histopatoldgico veterinario, obtidos em clinicas
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veterindrias entre 2015 e 2018. Os blocos vieram de amostras fixadas em formaldeido tamponado
a 10 % e submetidas a processamento histolégico de rotina em até 48 horas apds o recebimento. O
processamento foi realizado de acordo com uma técnica histolégica de rotina para inclusao em parafina
(desidratacdo, diafanizacdo, impregnacao e inclusdo em parafina). Desses blocos, novas laminas
histolégicas foram confeccionadas com cortes de 4 um de espessura, as quais foram coradas com H&E,
de acordo com o protocolo laboratorial de rotina descrito abaixo.

Como critério de inclusao, consideramos o estado de conservacao dos blocos (sem rachaduras,
fragmentos com boainclusdo em parafina). Para exclusao, blocos que apresentavam duvidas diagnosticas

na avaliagdo das laminas nao foram incluidos.

2.2 Diagnéstico histolégico e classificacdo dos carcinomas mamarios

Foram analisados 99 casos com os seguintes diagndsticos histomorfoldgicos: 66 carcinomas
tubulopapilares (CTP), 14 carcinomas complexos (CC) e 19 carcinomas solidos (CS). A classificacao
histolégica e o grau de malignidade das neoplasias mamarias foram realizados por um patologista
veterindrio experiente. A classificacdo das neoplasias mamarias caninas foi estabelecida de acordo com
a proposta de Elston e Ellis "9 e atualizada por Cassali V.

O grau de malignidade histoldgica consistiu na avaliacdo da formacdo tubular, contagem mitética
e pleomorfismo nuclear, sendo atribuido a cada parametro um escore numérico |, Il e Ill & A soma
destes determinou a graduacao da neoplasia ®. Cada lamina foi analisada utilizando um microscopio
de luz, utilizando 5 campos para avaliar a formagao tubular e o pleomorfismo nuclear e 10 campos
para a contagem mitotica para a determinacdo do grau histologico. Apos a definicdo do diagnostico
histomorfoldgico e do grau histoldgico, os blocos foram confeccionados utilizando a técnica de matriz
tecidual (TMA) e corados com Feulgen.

2.2.1 Desenho experimental

O estudo é observacional, transversal e metodolégico, buscando avaliar a coloracdo de Feulgen
como uma ferramenta para medicao nuclear. Além disso, serao descritas e posteriormente comparadas
as medi¢cdes morfométricas entre diferentes classificacoes e graus de malignidade.

2.3 Técnica de matriz tecidual (TMA)

Blocos TMA foram preparados para cada tipo histomorfolégico de carcinoma mamario canino. Esta
técnica "? consistiu na remocao de cilindros de tecido de 0,5 a 2 mm dos blocos de parafina doadores,
que foram transferidos para um bloco de parafina vazio (bloco receptor). Cada bloco receptor recebeu
50 cilindros de amostras diferentes do mesmo tipo histomorfolégico. Utilizamos tecido renal para a
localizacao de cada caso de acordo com o mapa. A TMA permitiu analisar um nimero maior de amostras
por lamina de forma otimizada e padronizada, com reducao do tempo de processamento gasto na
coloracgao e analise.

2.4 Coloracao de Feulgen e morfometria nuclear

As laminas dos TMAs foram submetidas a coloracao utilizando a técnica de Feulgen adaptada.
Primeiro, as laminas foram desparafinadas por 15 minutos a 60°C e depois lavadas em trés banhos de
xileno. Posteriormente, as laminas foram submetidas a seguinte rotina: submersao por 15 minutos em
solucdo de HCl 5 mol/L, lavagem em 4gua corrente e colocacdo em solucao contendo reagente de
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Schiff por 15 minutos em camara escura. As laminas foram entdao enxaguadas duas vezes sob dgua em
temperatura ambiente por 5 minutos cada. Posteriormente, passaram pelos processos de desidratacao,

diafanizacdo e montagem da lamina.
2.5 Histomorfometria Nuclear

As laminas coradas com Feulgen foram analisadas sob microscépio de luz, e cinco campos
aleatorios foram capturados usando uma camera digital acoplada ao microscépio (Leica® DMC 2900)
em aumento de 400x. Posteriormente, a avaliacdo nuclear foi realizada usando o software ImageJ 1.52a
(National Institute of Health, EUA), com aproximadamente 50 nucleos por campo ¥, Os parametros
utilizados para a morfometria nuclear foram: Area (a regido abrangida dentro do perimetro nuclear);
Perimetro (o comprimento total do contorno nuclear); Circularidade (4rixArea/Perimetro2 - descreve
0 grau em que o nucleo se aproxima de um circulo perfeito, com valores préximos a 1,0 indicando
circularidade); e Diametro de Feret (a distancia média entre duas linhas paralelas tangentes ao perfil

nuclear, representando o diametro maximo do paquimetro).

As fotomicrografias foram analisadas convertendo pixels em micréometros com calibracao parauma
lente objetiva de 40x. Todas as fotomicrografias foram submetidas a ajuste automatico de brilho. Em
seguida, foi escolhido o canal de cor verde (com a funcao de divisao de canais), e um limite (threshold)
foi aplicado (Figura 1) para obter a imagem bindria convertida em escala de cinza (nucleos corados de
preto e o restante daimagem em branco). Depois, para delimitar a area a ser medida, a funcao watershed
(separacdo de particulas) foi aplicada a imagem bindria. Em seguida, para excluir particulas que nao
eram representativas de nucleos neopldsicos, um intervalo de tamanho de 40-170 um2 foi predefinido
na funcao "analisar particula”.

A escolha do intervalo de andlise nuclear baseou-se em resultados publicados anteriormente.
Excluimos valores abaixo de 40,0 um2 para que os nucleos neoplasicos ndo fossem confundidos com
células de defesa com uma area nuclear média de 31,9 um2 ¥, Além disso, o estudo de Simeonov ¥
relatou dreas nucleares médias em carcinomas mamarios caninos variando de 66,83 um2 a 143,71 um2.
Esses dados nos permitiram estabelecer o intervalo de tamanho de ntcleos que seriam analisados e
considerados neoplasicos.

Além da medicao, foram analisados nucleos de células epiteliais neopldsicas com nucléolos
evidentes e cromatina grosseiramente condensada. Nucleos de células estromais, ntcleos de células de
defesa e areas necroticas ndo foram avaliados. Células sobrepostas ou células com morfologia distorcida
também foram excluidas das andlises.
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Figura 1. Etapas da analise morfométrica usando o Image J - fotomicrografia de Carcinoma Tubular, grau Il, corado com
Feulgen (aumento 400x). (A) Aquisicao da imagem pelo software com corre¢ao de brilho. (B) Escolha da imagem com o canal
de cor verde (fungéo Split channels). (C) Imagem apos ajuste do limite (threshold) e aplicagéo do processo de separagdo de
particulas (watershed). (D) Particulas a serem medidas ap6s a funcédo “analisar particulas” (analyze particles) com um intervalo
de selecdo no tamanho da particula de 40—170, a fim de eliminar nucleos de células de defesa (31,9 um2).

2.6 Analise Estatistica

Os dados das medicdes nucleares da coloracao de Feulgen foram apresentados como média e
desvio-padrao por tipo de classificacdo e grau de malignidade das neoplasias estudadas. Foi realizado
um teste de normalidade de Shapiro-Wilk e foram utilizados o teste ANOVA e o pds-teste de Tukey para
analisar as trés classificacdes de carcinoma. O teste t de Student foi utilizado para analisar diferentes

graus de malignidade dentro da mesma classificacao de carcinoma.

3. Resultados

O numero total de casos analisados por classificacao histomorfolégica e grau de malignidade é

apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Classificacdo Histologica Total e Grau de Malignidade de Tumores Mamarios Caninos

Grau de Grau de Grau de

Classificacdo histologica Malignidade | Malignidade Il Maligniddade IlI Total
Carcinoma Tubulopapilar 55 11 0 66
Carcinoma Complexo 14 0 0 14
Carcinoma Sélido 0 10 9 19
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A coloracdo de Feulgen corou fortemente o DNA em magenta, garantindo a identificacdo e
delimitacao precisas dos nucleos celulares em comparagao com a coloragao H&E. Os outros componentes
celulares apresentaram coloracao eosinofilica clara ou ndo foram corados (Figura A2, B2, C2). Entre os
tipos de carcinomas avaliados, o CS e o CC apresentaram maior densidade nuclear e maior pleomorfismo

em comparacao com o CTP (Figura 2).

Os nucleos do CTP apresentaram pleomorfismo moderado a acentuado, organizados em duas ou
mais fileiras de células epiteliais que formavam um aspecto tubular. A cromatina era hipercromética e
desorganizada, e os nucléolos estavam dispostos principalmente na periferia nuclear. As células epiteliais
e mioepiteliais do CC estavam organizadas em tubulos ou feixes irregulares, com nucleos centrais
variando de formas redondas a ovais, com cromatina pontilhada e pequenos nucléolos centrais. Nas
amostras de CS, os nucleos apresentaram pleomorfismo nuclear acentuado e estavam distribuidos em
fileiras ou corddes sdlidos e hipercromaticos sem um padrdo uniforme, com cromatina desorganizada e

nucléolos predominantemente na periferia nuclear (Figura 2).
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Figura 2. Fotomicrografias de tumores mamarios caninos. (A1) Carcinoma Tubulopapilar (hematoxilina e eosina, HE): células
neoplasicas dispostas em tubulos formando estruturas papilares, com evidente pleomorfismo nuclear. (A2) Carcinoma
Tubulopapilar (Feulgen): nucleos malignos corados em magenta. (B1) Carcinoma Sélido (HE): cordées de células formando
lencgdis ou l6bulos sélidos, com nucleos pleomérficos mostrando pontilhamento de cromatina. (B2) Carcinoma Sélido (Feulgen).
(C1) Carcinoma Complexo (HE): células desorganizadas sem limites claros, com nucleos pleomérficos e pontilhamento de
cromatina. (C2) Carcinoma Complexo (Feulgen). Com a coloracdo de Feulgen, os nucleos sdo nitidamente distinguidos do
fundo nao corado, facilitando a analise morfométrica. Aumento x400.

Um total de 25.180 nucleos foi analisado (8.878 CTP, 8.604 CS e 7.698 CC). O CS teve maior area e
perimetro nuclear (Tabela 2), quando comparado ao CC e CTP. O valor de Feret foi maior para o CTP do
que para o CC, mas nenhum dos dois mostrou diferenca em relacdo ao CS. Além disso, a circularidade

nas células de CC foi significativamente maior do que nas outras.
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Tabela 2. Média, Desvio-Padrao e Valor p da Area Nuclear, Perimetro Nuclear, Feret e Circularidade de Tumores
Mamarios Caninos

Diagnéstico (p)
Area pm? (média * desvio padrao)

Carcinoma Tubulopapilar 77.00 £0.314° < 0.0001
Carcinoma Complexo 80.75+ 0.365°
Carcinoma Solido 85.40 +0.316¢

Perimétro nuclear pm2 (média * desvio padréao)
Carcinoma Tubulopapilar 45.13 +0.123° < 0.0001
Carcinoma Complexo 47.39+0.138°
Carcinoma Solido 48.33 +£0.122¢

Perimétro nuclear pm? (média * desvio padrao)
Carcinoma Tubulopapilar < 0.0001 13.69 + 0.096° 0.0125
Carcinoma Complexo 13.44 +£0.031°
Carcinoma Solido 13.50 + 0.0262°

Perimetro nuclear pm2 (média * desvio padrao)
Carcinoma Tubulopapilar < 0.0001 0.113 £ 0.002° < 0.0001
Carcinoma Complexo 0.464 + 0.001°
Carcinoma Solido 0.236 +0.003¢

Média, desvio-padréo e valor p da area nuclear, perimetro nuclear, Feret e circularidade de tumores mamarios caninos: a, b, c
nas linhas indicam diferenca estatistica entre os grupos pelo teste ANOVA unidirecional com pds-teste de Tukey com nivel de
significancia de 5 %(p<0,05).

Entre os graus de malignidade (Tabela 3), o CTP grau | teve menor area, perimetro e circularidade,
em comparacao com o CTP grau Il. O valor de Feret foi maior no grau | do que no grau Il. Entre os
graus de malignidade no CS, uma maior area, perimetro e Feret foram observados para o grau Il quando
comparado ao grau lll, sendo a circularidade o Unico parametro maior para o CS grau lll. A analise do
grau de malignidade néo foi possivel para o CC, pois todas as amostras eram grau |.

Tabela 3. Média, Desvio-Padrao e Valor p da Area Nuclear, Perimetro Nuclear, Feret e Circularidade de Tumores
Mamarios Caninos de Acordo com o Grau de Malignidade.

Diagnéstico (p) Grau histolégico (média + desvio padrao)

Area, pm?
Carcinoma Tubulopapilar (p= 0.0001) Grau |l (67.34 +£0.41) Grau ll (82.85 +0.42)
Carcinoma Sélido (p=0.0121) Grau Il (88.39 + 0.68) Grau lll (86.36 + 0.47)
Carcinoma Complexo Grau | (80.75+0,37) ---

Perimetro nuclear, pm?

Carcinoma Tubulopapilar (p= 0.0001) Grau | (41.44 +0.18) Grau ll (47.21 £0.16)
Carcinoma Sélido (p=0.0001) Grau 11 (49.37 £ 0.28) Grau lll (48.02 £ 0.14)
Carcinoma Complexo Graul (47.39 +£0.14) ---

Feret, pm?
Carcinoma Tubulopapilar (p=0.0069) Grau | (14.02 +£0.25) Grau ll (13.49 + 0.04)
Carcinoma Sélido (p=0.0006) Grau Il (13.66 + 0.05) Grau lll (13.45 +0.03)
Carcinoma Complexo Grau | (13.44 +0.03) -—-

Circularidade, pm?

Carcinoma Tubulopapilar (p=0.0001) Grau | (0.015 +0.002) Grau Il (0.017 £ 0.002)
Carcinoma Sélido (p=0.0001) Grau 11 (0.149 £ 0.005) Grau Il (0.155 + 0.004)
Carcinoma Complexo Grau | (0.464 +0.001) -

Nivel de significancia de 5 % (p < 0,05) indica diferenca estatistica entre os grupos, utilizando o teste t.
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4. Discussao

O presente estudo demonstrou a aplicabilidade da coloracdo de Feulgen para andlise morfométrica
nuclear em carcinomas mamadrios caninos utilizando um programa de computador de cédigo aberto
- ImagelJ. Destexhe et al. "® também aplicaram a coloracdo de Feulgen a tumores mamarios caninos,
utilizando preparacdes citocentrifugadas de nucleos corados para avaliar a ploidia, a fracao de fase S
e a area nuclear em lesdes benignas e malignas. O estudo mostrou que a area de superficie nuclear
média foi significativamente menor em lesées malignas (7.062 um2) em comparagcdo com as benignas
(7.745 pm2; p<0,05).

Embora nosso estudo nédo tenha incluido a analise de lesdes benignas, os valores obtidos para
les6es malignas ® foram proximos aos descritos para o carcinoma tubulopapilar. Esses achados
reforcam o potencial da morfometria nuclear como uma ferramenta complementar no diagnoéstico e
progndstico de neoplasias mamarias, ao mesmo tempo que destacam a necessidade de estudos futuros
que abranjam diferentes subtipos histolégicos, incluindo lesées benignas, para melhor elucidar os
padrées morfométricos associados a progressao tumoral.

O conteudo de DNA nuclear pode ser determinado por analise de citometria de imagem (citometria
estatica), que pode ser realizada pela analise de imagens de seccdes de parafina coradas com Feulgen,
permitindo a visualizacdo direta das células analisadas e a analise simultanea das caracteristicas
morfologicas quando a citometria de fluxo ndo é possivel 7. A reacao de Feulgen consiste em duas
etapas: a primeira é a hidrodlise acida, geralmente realizada com uma solucao de HCl. A segunda etapa
consiste em tratar o fragmento com o reagente de Schiff, um leucoderivado da fucsina basica ®. Varios
estudos relataram o uso da coloracdo de Feulgen e sua utilidade em estudos de morfometria nuclear &
21 Este método histoquimico simples, barato e confiavel permite a analise nuclear de células cancerosas,
e os parametros avaliados podem auxiliar no diagnéstico de neoplasias mamarias caninas.

Amorfometrianuclearfoiintroduzidapelaprimeiravezemhumanoscomoum parametroprognéstico
em adenocarcinomas prostaticos em 1982 ©?, estabelecendo seu papel na pesquisa oncolégica. Desde
entdo, os avancos nas tecnologias de andlise de bioimagens aumentaram significativamente a precisao e
areprodutibilidade da avaliacdo nuclear. Os sistemas de analise de imagem sdo particularmente valiosos
quando a precisao quantitativa é necessdaria, pois reduzem a variabilidade dependente do observador e
permitem a aquisicao padronizada de dados. No campo biomédico, o software de bioimagem tornou-
se indispensavel, permitindo a extracao de informacdes diagnostica e prognosticamente relevantes de
fotomicrografias de maneira econémica 2.

Entre as plataformas mais utilizadas esta o ImageJ ¥, desenvolvido pelo National Institutes of
Health (NIH), que ganhou destaque ndo apenas pela sua acessibilidade, mas também pela sua natureza
de codigo aberto, fomentando a inovacao impulsionada pela comunidade através do desenvolvimento
de plug-ins. Apesar dessas vantagens, persistem desafios em relacdo a padronizacdo de protocolos
analiticos, a integracdo de dados morfométricos com resultados clinicos e a interpretacao dos resultados
em diversos tipos de tumores.

Em estudos multicéntricos de neoplasias mamarias caninas, o carcinoma tubulopapilar simples foi
relatado como o tipo maligno mais frequente (256 de 999 casos, aproximadamente 25,6 %) >, Um estudo
retrospectivo identificou este subtipo histoldgico em 15,7 % dos tumores analisados 29, enquanto dados
epidemioldgicos das Ilhas Candrias relataram frequéncias variando de 24,7 % a 29,7 % em diferentes
periodos de tempo “”, o que também evidenciamos em nosso estudo.
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Os resultados do presente estudo demonstram que os parametros de area e perimetro nuclear
sao mais altos no CS do que no CTP ou CC. Em um estudo com objetivos e resultados semelhantes, mas
realizado com células obtidas por bidpsia por aspiracdo com agulha fina, coradas com Hemacolor e
analisadas por Image Pro Plus, uma drea nuclear média para CTP foi encontrada em 89,70 um2 (£15,02)
e para CSem 111,11 um2 (+28,38). O valor médio do perimetro para CTP foi de 34,47 um2 (+4,27) e
para CS foi de 38,62 um2 (+6,03) "), semelhante ao presente estudo. Esses achados demonstram que
esses parametros sao mais altos em lesdées malignas, como resultado de uma maior atividade biolégica
nuclear e acimulo de material genético anormal durante a carcinogénese ¥,

Entre os tipos de cancer de mama canino, o CS tem um comportamento biolégico mais agressivo
em comparacao com o CTP e o CC @), e as alteracdes nucleares poderiam ser esperadas como mais
evidentes em tipos agressivos, o que corresponde aos achados deste estudo. Resultados semelhantes
em um estudo comparativo ©% da citologia de neoplasias benignas e malignas da mama em mulheres,
com as neoplasias malignas apresentando valores mais altos para a drea nuclear. A morfometria nuclear
também foi utilizada em um estudo de cancer de prostata em cées, que mostrou que os nucleos das
células neopldasicas eram maiores, com maior variagdo no tamanho e forma nuclear em comparacao com
células normais e hiperplasicas ©".

O parametro utilizado como fator de forma neste estudo foi a circularidade, que demonstrou que
as células de CC tém nucleos com formas mais préximas a um circulo quando comparadas as de CS e
CTP. Neste estudo, o parametro de Feret, que é utilizado para medir o diametro de uma particula com
margens irregulares, demonstrou que os nucleos de CC eram menores do que os de CTP. Estas duas
medidas indicam o grau de anisocariose ¥, variacdo no tamanho dos nucleos celulares entre células
do mesmo tipo. No presente estudo, verificou-se que no CC os nucleos sdo mais arredondados e com
menos irregularidades em comparagao com os outros subtipos. Em um estudo em humanos, avaliando
carcinomas renais ndo metastaticos, a forma nuclear foi descrita como o fator mais importante na
previsdao da recorréncia neoplasica, e tumores compostos por nucleos mais arredondados tiveram um
pior progndstico ©2.

No entanto, em outro estudo com osteossarcomas, os autores relataram que pacientes com
nucleos tumorais grandes e redondos tiveram um progndéstico melhor do que pacientes com nucleos
pequenos e polimorficos 3. Considerando os achados do presente estudo, o CC apresentou nucleos
mais arredondados, e entre os subtipos tumorais analisados ndo é o tipo de tumor mais agressivo e nem
com o pior prognostico para pacientes relatado na literatura ¥, Portanto, os parametros nucleares
sdo especificos para cada tipo de tumor e devem ser usados com cautela para definir o progndstico e
requerem mais estudos para otimizar seu uso.

Em relacdo aos graus histolégicos, o CTP apresentou valores médios mais baixos para area,
perimetro e circularidade no grau | do que no grau ll, o que corresponde a um aumento no tamanho
nuclear e ao acumulo de material genético anormal em canceres com um grau de malignidade mais
alto ®®. No CS, a area, o perimetro e o Feret foram mais altos no grau Il do que no grau lll, e apenas
a circularidade foi menor no grau Ill. Nossos achados em relacdo a circularidade foram semelhantes
aos de outro estudo que mostrou que nucleos tumorais grandes e redondos tiveram um prognéstico
melhor do que pacientes com nucleos pequenos e polimorficos 3. Assim, a circularidade parece ser
um bom critério para avaliagdo morfométrica, para indicar um maior grau de malignidade. No entanto,
mais estudos associados a informacdes clinicas auxiliariam na compreensado dos resultados do presente
estudo.
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O método de Feulgen, quando combinado com abordagens baseadas em microscopia, permite a
comparacao de dados histomorfoldgicos, possibilitando a deteccao especifica de variagdes no conteddo
e intensidade de DNA entre os nucleos ®%. O uso de ferramentas computacionais como o ImageJ, que
podem analisar e quantificar estruturas nucleares, é essencial para reduzir a subjetividade inerente as
avaliagbes qualitativas. Portanto, argumentamos que o estadiamento de lesdes e a avaliacao de tumores
benignos e malignos devem depender cada vez mais de metodologias que apoiem os patologistas na
minimizacao da subjetividade diagnéstica.

Apesardosavancos, persistemdesafiosnapadronizacaode protocolos,harmonizacaodeabordagens
analiticas e traducdo da morfometria nuclear para os fluxos de trabalho clinicos de rotina. No entanto,
as perspectivas futuras sdo promissoras. Espera-se que a integracdo da analise de bioimagens com a
inteligéncia artificial e o deep learning supere as limitacoes atuais, permitindo a deteccdo automatizada
de variagdes morfométricas sutis e a modelagem preditiva do comportamento tumoral. Além disso, a
incorporacao da morfometria nuclear e da quantificacdo de DNA baseada em Feulgen dentro do quadro
mais amplo da patologia digital pode facilitar a melhoria da reprodutibilidade e acelerar a validacao
de biomarcadores de imagem quantitativos (34). Coletivamente, esses desenvolvimentos sugerem que
a morfometria nuclear, apoiada pela coloracdo de Feulgen e ferramentas computacionais avancadas,
passara de uma metodologia de apoio a um componente central dos estudos de morfometria nuclear
em patologia.

5. Conclusao

A coloracdo de Feulgen possibilitou a analise morfométrica precisa e confiavel dos nucleos de
carcinoma mamario canino quando combinada com a ferramenta de andlise Imagel. Carcinomas
com um grau de malignidade mais alto apresentaram maiores parametros morfométricos nucleares,
particularmente area e perimetro nuclear. Essas medi¢des foram mais precisas para diferenciar os
tipos de carcinoma, enquanto a circularidade nuclear foi melhor para avaliar os graus de malignidade.
Embora os resultados demonstrem distingées morfométricas entre os tipos de carcinoma e os graus de
malignidade, é necessaria uma investigacao adicional. Sugerem-se estudos que incluam um nimero
maior de casos e uma avaliagao sistematica de outras lesdes malignas e benignas para expandir essas
observacdes e fornecer uma compreensao mais abrangente da variacdo morfométrica nuclear em todo
o espectro de lesbes mamdrias caninas.
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