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RESUMO

O estudo da morfologia celular bem como a mensuracdo nuclear, tém apresentado
importancia na avaliacdo histopatolégica no cancer de mama em cadelas assim como em
mulheres. Haja vista que um dos parametros para avaliagdo do grau de malignidade das
neoplasias é o pleomorfismo nuclear. A avaliacdo da morfometria nuclear pode ser feita com
auxilio de softwares de bioimagem, facilitando a analise de maiores numeros de casos,
reduzindo a subjetividade entre observadores por apresentarem valores quantitativos, de baixo
custo e facil utilizacdo. Objetivo: realizar morfometria nuclear em neoplasias malignas de
mama em cadelas e verificar a aplicabilidade da coloracdo de Feulgen nesta analise. Material
e meétodos: para as andlises nucleares, fotomicrografias provenientes de laminas de cancer de
mama de cadelas, foram capturadas (aumento 400X), utilizando um microscopio com camera
acoplada (Leica® DMC 2900) e o software ImageJ (NIH Image 1.52d) para obtencdo dos
parametros nucleares: &rea, perimetro, Feret e circularidade. Resultados: Os carcinomas
s6lidos apresentaram maior area média (85.40pum? + 0.3159) e perimetro médio (48.33um? +
0.1217), quando comparados com o carcinoma tubulopapilar e complexo (P<0,0001). Assim,
maiores medidas nucleares podem ser associadas a neoplasias malignas de maior grau de
malignidade.

Palavras chaves: Cancer de mama, feulgen, morfologia nuclear.

ABSTRACT

The study of cell morphology, as well as nuclear measurement, is important in the
histopathological evaluation of breast cancer in female dogs, as well as in women. Bearing in
mind that one of the parameters for assessing the degree of malignancy of neoplasms is
nuclear pleomorphism. An evaluation of nuclear morphometry can be done with the help of
bioimaging software, facilitating the analysis of larger numbers of cases, using subjectivity
among observers for quantitative values, low and easy to use. Objective: perform nuclear
morphometry in malignant breast neoplasms in female dogs and verify the applicability of
Feulgen stain in this analysis. Material and methods: for nuclear analysis, photomicrographs
of bitches' breast cancer slides, screen capture (400X magnification), use of a microscope
with coupling camera (Leica® DMC 2900) and the ImageJ software (NIH Image 1.52d) to
display the nuclear parameters: area, perimeter, Feret and circularity. Results: Carcinomas had
the highest mean (85.40um2 + 0.3159) and the average perimeter (48.33um2 + 0.1217), when
compared to complex and tubulopapillary carcinoma (P <0.0001). Thus, the largest nuclear
measures can be associated with malignant neoplasms with a higher degree of malignancy.
Keywords: Breast cancer, feulgen, nuclear morphology.
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CAPITULO 1 - CONSIDERACOES INICIAIS

1 INTRODUCAO

As neoplasias mamarias sdo de grande importancia na medicina e medicina
veterinaria, compartilhando vérias caracteristicas epidemioldgicas, clinicas, bioquimicas e
histopatologicas. Apresenta-se como um dos mais comuns diagnosticos em cadelas, com
aproximadamente 50-70%?22 destes sendo malignos. Este fato tem contribuido relativamente
com o aumento de buscas por tratamento e progndstico eficazes®.

A palavra cancer é utilizada para designar lesbes proliferativas, sem controle
replicativo e com capacidade de invasdo e metastase. O inicio da lesdo ocorre por mutacdo
genética podendo ser de forma espontanea, por caracteristica hereditaria ou também
provocada por fatores epigenéticos. A atuacao prolongada destes agentes provocam alteracoes
genéticas nestas células, o que acarretard& em um processo denominado de iniciacdo da
carcinogénese, ocorrendo atuacdo dos genes oncopromotores a lesdo evoluird para as etapas
de promoc&o e progressdo do cancer® ®.

A classificacdo histomorfolégica de tumores mamarios de cadelas € feita pela
diferenciacdo morfoldgica tumoral, caracteristicas teciduais e celulares de malignidade. Além
disso, é recomendado a andlise do grau de malignidade quando a neoplasia é maligna. Assim,
0 patologista deve avaliar a porcentagem de trés varidveis: formacgdo de tdbulos, grau de
pleomorfismo nuclear e a quantidade de células mitdticas. Entdo, um sistema de pontuacao
numérica é gerado, e a somatoria das pontuacdes individuais destas variaveis estabelece o
grau de diferenciacdo para cada tumor, que ira do grau | (bem diferenciado), grau Il
(moderadamente diferenciado) ao grau Il (pouco diferenciado)!. Assim, a avaliagio
histopatoldgica de células cancerosas, bem como a morfometria celular/nuclear e a
organizagcdo do microambiente tumoral, trazem informaces importantes com possiveis
aplicagdes diagnosticas e progndsticas na oncologia” 8.

Nas neoplasias malignas, a arquitetura nuclear esta frequentemente alterada e em
determinadas neoplasias algumas alteragdes caracteristicas facilitam o diagndstico, tais como
nucleos com formas irregulares e com agregados grosseiros de heterocromatina®. Assim, a
morfometria nuclear apresenta-se como um método de avaliacdo promissor, menos subjetivo
e reprodutivel para analise da morfologia celular em neoplasias, pois permite obter parametros

como tamanho, forma, organizacéo da cromatina e quantidade de nucléolos. Desta forma, essa
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andlise podera ser utilizada para aprimorar os critérios diagndsticos em patologia, e também
ser utilizada para fornecer fatores auxiliares ao prognostico dos pacientesiC.
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Para o estudo nuclear sdo necessarios métodos especificos de coloracéo do ndcleo
celular, como a reacdo de Feulgen, que € um método histoquimico especifico ao DNA, o qual
foi proposto por Robert Feulgen e Heinrich Rossenbeck. Esta coloragdo consiste
primeiramente na desnaturacdo do DNA por hidrolise acida, que induz a depurinacdo de
nucleotideos com posterior exposicdo dos mesmos, funcionando como aldeidos. A segunda
etapa do teste permite a reacdo do tecido com reagente de Schiff, reagindo com os grupos
aldeidos, resultando em um produto de cor magenta. Desta forma, verifica-se a microscopia a
organizacdo nuclear que permite andlises qualitativas e quantitativas para avaliacdo do DNA
em células animais e vegetais. Além disso, com essa reacdo é possivel estudar a organizacdo
da cromatina nuclear induzida por morte celular, discriminando regides correspondentes aos
dominios de heterocromatina e eucromatina'!, O contraste nuclear obtido com a reacgdo de
Feulgen possibilita a utilizacdo de ferramentas automatizadas por meio de softwares,
reduzindo a subjetividade nas anélises, sendo superior no estudo nuclear, em comparagéo com
outras coloragdes.

A graduacdo de malignidade de neoplasias é amplamente utilizada no diagnostico
histopatologico das lesdes, prognostico e tratamento dos pacientes?2. No entanto, apresenta
algumas desvantagens, como a alta subjetividade e dissenso existente entre patologistas,
correspondendo com baixa reprodutibilidade. No anseio de reduzir a subjetividade e aumentar
a reprodutibilidade dos estudos das neoplasias mamarias caninas, o objetivo desse trabalho foi
avaliar a aplicabilidade da reacdo de Feulgen e realizar a andlise das caracteristicas

morfomeétricas nucleares, com o auxilio de ferramenta automatizada.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Neoplasias malignas em cées

O céncer é uma doencga multifatorial que tem seu inicio a partir de mutacées ou
alteracdes genéticas e por influéncia de diversos fatores epigenéticos. As alteracdes genéticas
podem ser delecbes de genes, aumento de expressdo génica, mutacdo em proto-oncogenes ou
de genes supressores de tumor, que podem levar a transformacdo de uma célula normal em
uma célula maligna. Além disso, ocorre interacdo das células tumorais com componentes do
estroma circundante, o que pode contribuir para manutencdo e progressdo do tumor. A célula
neoplasica possui como principal caracteristica a proliferacdo descontrolada, a qual é
sustentada por oncopromotores, pelo recrutamento de células imunoldgicas e incentivo a
angiogénese, 0s quais sdo 0s principais fatores promotores de crescimento e sobrevivéncia
tumoral®*°,

As neoplasias sdo compostas por dois elementos basicos: o parénquima e estroma
tumoral. O parénquima é constituido por células neoplésicas, de origem epitelial ou
mesenquimal. O estroma consiste em fibroblastos associados ao cancer, células endoteliais,
adipdcitos e células imuno-reguladoras®®, o qual é uma extensdo do tecido normal adjacente
estimulado a proliferar e crescer pela acéo de fatores secretados pelas células neoplésicas®’.

Ndo obstante, as células tumorais apresentam pleomorfismo nuclear,
configuragBes atipicas de cromatina e muitas vezes nucleos aumentados. Algumas destas
caracteristicas sao importantes na progressdo tumoral, como a adesdo e a motilidade celular
gue sdo cruciais no processo de metastase. Para isso, a plasticidade da forma nuclear e
também das celulas, permite alteragdes necessarias para que estas consigam proliferar e
trafegar por espagcos restritos até formarem um novo nicho tumoral*é,

As neoplasias mamarias sdo de grande importancia na medicina e medicina
veterinaria, compartilhando varias caracteristicas epidemioldgicas, clinico-patoldgicas e
bioguimicas, apresentando como o tumor mais comumente diagnosticado em cadelas®. Dentre
as neoplasias que acometem mulheres e animais domeésticos, o cancer de mama é uma doenca
com alta mortalidade de mulheres no mundo!® ?°, e de alta incidéncia em cadelas, onde
aproximadamente 200 cadelas sdo acometidas a cada 100 mil caes?" 22, Ha relatos de que caes
de raga pura apresentam maior probabilidade de desenvolverem neoplasias malignas em

comparacdo com aqueles de racas mesticas. Além disso, os diagndsticos de cancer mamario
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canino mais frequentes sdo carcinoma tubular (adenocarcinoma), seguido de carcinoma

papilar, carcinoma sdlido, carcinoma complexo e carcinossarcoma?® 23 24,

2.2 Avaliacao histopatoldgica de tumores mamarios caninos

A avaliacdo histopatoldgica dos tumores é uma ferramenta de grande importancia
para o diagnostico e progndstico do paciente oncoldgico, avaliando a arquitetura e a
morfologia da lesdo. Esta permite aos patologistas achados sobre a lesdo, como infiltracdo na
pele, nos tecidos moles e de vasos sanguineos. Além disso, pode ser avaliada a presenca ou
auséncia de pleomorfismo celular, grau de diferenciacdo celular, indice mitotico, presenca ou
auséncia de necrose e avaliacdo da camada de células basais e mioepiteliais®?.

Um dos tipos de neoplasia mamaria maligna mais diagnosticada é o carcinoma
simples, o qual é composto por um tipo celular, lembrando células epiteliais luminais ou
células mioepiteliais® 6. Neste tipo, o subtipo carcinoma tubular e o tubulopapilar (figura 1)
apresentam células predominantemente dispostas de maneira tubular, com varidveis na
morfologia e dispostas em sequéncias de 1 a 2 células. Os nlcleos podem ser hipocrémicos,
normocrémicos ou hipercrdmicos, o nucléolo pode ser Unico e relativamente grande ou
multiplo e pequeno. A formacdo dos tabulos, a morfologia celular e a taxa mitética sdo as
caracteristicas que formam a base para a classificacdo deste tipo. Quando considerado
tubulopapilar apresenta os tGbulos predominantemente dispostos de maneira papilar ou
pedunculada. Com caracteristicas bem semelhantes quanto a morfologia nuclear, se diferencia
do tipo tubular por apresentar papilas que se estendem para a luz tubular. Estas papilas sdo
sustentadas por um estroma fibroso de tecido conjuntivo?. Além disso, o estroma intertubular
consiste em vasos e fibroblastos, e pode haver infiltrado por plasmacitos, linfocitos e
macrofagos'? 26,

O carcinoma de tipo complexo é caracterizado pela presencga de duas populacdes
celulares diferentes, um componente epitelial maligno e um componente mioepitelial benigno,
as quais sao sustentadas por um estroma fibrovascular. A populacdo de células epiteliais €
organizada em tubulos irregulares alinhados em uma Gnica ou em varias camadas, com uma
quantidade escassa a moderada de citoplasma eosinofilico. Essas células exibem anisocariose
e anisocitose moderada a acentuada e numeros variaveis de mitoses. A necrose dessas células
epiteliais pode ser focal ou multifocal, focos ocasionais de diferenciacdo escamosa podem
estar presentes. A segunda populacdo é composta por células mioepiteliais dispostas em feixes

irregulares dentro de uma membrana basofilica fibrilar. Essas células sdo desorganizadas e
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ndo apresentam limites celulares, citoplasma levemente eosinofilico com nicleos centrais que
variam de formatos redondos a ovoides com cromatina pontilhada e um pequeno nucléolo
central. Na periferia da neoplasia, pode haver focos inflamatdrios consistindo principalmente
de linfocitos e plasmacitos?.

O carcinoma sélido apresenta-se com células predominantemente dispostas em folhas
solidas, corddes ou massas. E composto de células intimamente compactadas para formar
I6bulos densos de tamanho irregular, apoiados por um estroma fibrovascular fino. Suas
células sdo poligonais ou ovais, e muitas vezes tém margens mal demarcadas e citoplasma
escasso. Seus nucleos sdo ovais e frequentemente hipercrométicos, com cromatina
grosseiramente pontilhada e um Gnico nucléolo basdfilo central®. Ja o carcinossarcoma trata-
se de uma neoplasia incomum da glandula mamaria®, contendo &reas carcinomatosas e
sarcomatosas. Sua porcdo epitelial pode apresentar células luminais e/ou mioepiteliais, com
padrGes solido, escamoso, mucinoso e anaplasico. Seu componente mesenquimal pode
apresentar areas fibromatosas, condromatosas e osteomatosas®.

Os critérios significativos para o diagndstico histopatolégico das neoplasias mamarias
em cées, com base em avaliacBes histoldgicas em hematoxilina e eosina, sdo o tipo de tumor,
pleomorfismo nuclear e celular significativo, indice mitético, presenca de areas de necrose
distribuidas aleatoriamente dentro da neoplasia, invasdo peritumoral e linfatica, e metéstase
linfonodal regional®®. Além da avaliacdo para diagndstico histopatoldgico, ¢ fundamental a
graduacéo histologica de malignidade nas neoplasias malignas (quadro 1), a fim de contribuir
para 0 prognostico e tratamento dos pacientes. Em 2011'? ¢ foi realizada uma atualizagio da
classificacdo histologica para neoplasias mamarias epiteliais malignas em cadelas, a fim de
melhorar a padronizacdo diagndstica.

Vale ressaltar a importancia do estudo das caracteristicas citoldgicas, bem como o
estudo nuclear. A avaliacdo qualitativa nuclear das células neoplasicas mamarias de cées ja
esta bem definida'® %, ja os padrdes quantitativos que possibilitam a mensuragdo ndo estéo
completamente estabelecidos e carecem de mais estudos para demonstrar as possiveis

contribuicOes para o diagnostico microscopico de neoplasias.



FIGURA 1 Fotomlcrograflas carcinomas mamarios de cadelas. a) Carcinoma tubular,

com células dispostas em fileiras de uma ou duas células formando
tibulos, evidenciando pleomorfismo nuclear. b) Carcinoma
tubulopapilar, com células organizadas em tubulos formando papilas,
exibindo pleomorfismo nuclear. ¢) Carcinoma solido, exibindo corddes
de células formando folhas ou l6bulos solidos, nacleos pleomorficos e
com pontilhados de cromatina. d) Carcinoma complexo, com células
desorganizadas sem limites celulares, nucleos pleomdrficos com
pontilhados de cromatina. Coloracdo Hematoxilina e Eosina. Fonte:
Adaptado de Goldschmidt, 2011%,

20
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QUADRO 1: Comparacéo de critérios para graduagdo histolégica de malignidade por campo

microscopico de neoplasias malignas em cées descritos por Pefia?’e Misdorp

27,28

~ . N° de mitoses por campo/
Autores | Grau | Formagéo tubular Pleomorfismo nuclear . .
¢ cromatina desorganizada
x Nucleos pequenos .
Formagdo tubular uni fo?m(::s o ’ 0-9 mitoses
Pefia (> 75% para cada . A 10 células com cromatina
L ocasionalmente evidéncia .
especie) , desorganizada
1 de nucléolos
Formacao tubular Poucos pleomorfismo Ocasionalmente figuras
Misdorp Gao P mitoticas e células com
bem delimitada nuclear X .
cromatina desorganizada
Moderada - 10-19 mitoses
formagé&o tubular Grau moderado de variagdo Aproximadamente 10
Pefia OF rrdrdi nuclear (tamanho, forma e . ;
(10- 75%, média cromatina desorganizada) células com cromatina
9 por espécime) g desorganizada
x . 2-3 figuras de mitoses e
. Formagé&o tubular Pleomofirmos nuclear . -
Misdorp células com cromatina
moderada moderado .
desorganizada
Formagdo tubular - . >20 mitoses
¢ 0 Variagao nuclear evidente, :
~ reduzida (<10% AT . Aproximadamente 10
Pefia evidéncia de cromatina ) :
para cada . . células com cromatina
g desorganizada e nucléolos .
3 especime) desorganizada
. . 2-3 figuras de mitoses e
. Pouca ou nenhuma Evidente pleomorfismo 519 .
Misdorp x células com cromatina
formagé&o tubular nuclear .
desorganizada

Fonte: Adaptado de Goldschmidt, 2011%.

2.3 Morfologia nuclear de células cancerosas

A morfologia nuclear no cancer tem apresentado destaque desde as primeiras

observacOes das alteracGes nucleares em 1860 por Lionel Beale, quando analisou-se um
expectorado de um paciente com cancer de faringe. Aproximadamente meio século apés,
George Papanicolaou desenvolveu uma coloracdo que auxilia na andlise de varias
caracteristicas celulares, tanto citoplasmaticas quanto nucleares, de grande impacto no
diagnostico do cancer de colo de Utero em mulheres sendo fortemente empregada até os dias
atuais?.

Um conhecimento profundo sobre a organizacdo nuclear no cancer pode auxiliar
na patologia, no diagnostico e prognostico. O nucleo celular normalmente apresenta uma
forma oval ou redonda e possui fun¢es primordiais como regular o metabolismo celular e
armazenar o material genético (DNA). Possui um envelope que separa 0os cromossomos do

citoplasma celular. E dividido estruturalmente em duas regies®®, o envelope nuclear e o
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interior nuclear. O envelope nuclear consiste em duas membranas de bicamada fosfolipidica
(membrana nuclear externa perfurada por complexos de poros nucleares, que é continua com
o reticulo endoplasmético e a membrana nuclear interna) e a lamina nuclear (constituida
principalmente por laminas do tipo A e do tipo B). Em muitas doencas, as alteraces na forma
nuclear sdo devidas alteragcbes na lamina nuclear e ou por forgas que agem no citoplasma
celulardt32,

Dentro do ndcleo, os cromossomos sdo organizados em territorios
cromossémicos, regides cromossdmicas heterocromaticas, que sdo dominios cromossémicos
transcricionalmente inativos, que tendem a localizar na periferia nuclear (figura 2). Uma das
principais estruturas constituintes nucleares é a matriz, a qual auxilia na organizacdo dos
arranjos nucleares complexos por ligacdes da Iamina nuclear?®. A matriz nuclear participa
espacialmente na organizacdo do DNA que é enrolado em histonas no nucleo em interfase.
Estruturas nucleares como nucléolos, corpos de Cajal e corpos de PML (promyelocytic
leukaemia) também estdo presentes como elementos estruturais e funcionais distintos® 3L,

Como descrito na literatura®, ha trés hipoteses para os movimentos dos
Cromossomos e organizacdo da cromatina no nucleo, conforme Theodor Boveri (1909). A
primeira é que os arranjos cromossdmicos sdo mantidos durante a interfase. A segunda
hipGtese prediz que a estabilidade organizacional cromossémica se perde durante a pro-
meté&fase, como consequéncia 0s cromossomos se movimentam mais. E por Gltimo, mesmo
que os nicleos da célula ‘mae’ e ‘filha’ ndo compartilham padrdes semelhantes, os nlcleos
das células filhas compartilhariam entre si padrdes semelhantes de organizacao.

A morfologia nuclear é frequentemente alterada nas células cancerosas. Tipos
especificos de tumores estdo associados a alteracGes especificas que representam uma
importante caracteristica diagndstica'> 2> 26, Diferentemente dos nuicleos normais, os ntcleos
de células cancerosas variam de tamanho, podem apresentar-se aumentados e dobrados,
evidenciando o pleomorfismo nuclear. Os nucleos apresentam também alteraces nos padrdes
da cromatina, como agregados grosseiros da mesma e anormalidades nucleolares, sendo
comum também observar o compartimento perinuclear®34. A dindmica na migracio e adeso
celular no cancer é importante no processo de metastase, onde as células cancerosas escapam
do tumor primario, e entram na vasculatura e extravasam para invadir um novo nicho. Uma
mudanca em qualquer elemento estrutural do nacleo tem o potencial de afetar a migragéo
celular, aumentando a plasticidade da forma nuclear e permitindo alteragfes na forma da

célula necessarias para se comprimir por espagos restritos®.
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Membranas nucleares

Nucléolo

Heterocromatina

Corpos PML

FIGURA 2: Nucleo com morfologia normal e alterada. a) O ndcleo normal apresenta-se
redondo ou oval, nota-se a membrana nuclear que o separa do citoplasma e
adjacente as laminas nucleares, associada a heterocromatina. Tipicamente
apresentam de 1-3 nucléolos que formam RNA mensageiros, entre outras
proteinas importantes para o controle da proliferacéo celular. Cordes com
proteinas (pretos com circulos em azul) da matriz nuclear auxiliam na
sustentagdo do arcabougo nuclear. Em vermelho, corpos PML
(promyelocytic leukaemia) que auxiliam na transcri¢cdo génica. b) Nucleo
com sua arquitetura desorganizada, presenca de agregados de
heterocromatina, compartimento perinuclear em rosa ao lado de um Gnico
nucléolo aumentado e corpos PML desorganizados e diminuidos de
tamanho. Fonte: Adaptado de Zink, 2004.

As alteracbes morfoldgicas especificas apresentadas pelo nucleo sdo utilizadas
frequentemente por patologistas para classificar e especificar o tipo e o estagio do cancer. Isto
deve-se ao fato de a desregulacdo do genoma e as perturbacdes na arquitetura nuclear, téo
evidentemente exibidas no cancer estarem fortemente relacionadas com a agressividade
tumoral. Caracteristicas como tamanho e forma do ndcleo sdo determinados pelos
componentes dindmicos da matriz nuclear e pela interagdo da cromatina com DNA nas células
eucaridticas. Acredita-se que a perturbacdo da cromatina e as assinaturas epigenéticas podem
levar a alteracdes na estrutura nuclear e que essas perturbacdes podem ser o cerne da génese

do cancer?.
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2.4 Parametros nucleares mensuraveis

As primeiras observacfes nucleares da localizacdo de DNA foram feitas por

André Boivin e Roger Colette Vendrely em nucleos de bactérias em 1948. Com o passar dos

anos, as metodologias de avaliacdo nuclear foram se tornando mais objetivas e embasadas em

anélises morfométricas. Desta forma, a morfometria apresenta aplicabilidade reduzindo a

subjetividade e por permitir maior reprodutibilidade entre observadores diferentes’, tornando

possivel mensurar de maneira automatizada os parametros nucleares em pixel e cada pixel

pode ser convertido a micrometro especifico para cada aumento microscopico” 8 3¢, Na figura

3 sdo apresentados os principais parametros determinados por morfometria em relacdo a

avalicdo nuclear.

Area

Medida da area dentro do poligono definido pelo perimetro

®
O

Perimetro

Comprimento do limite externo calculado a partir do centro do poligono

Dx D.V
Diametros de Feret: Dy 4 Dy
Didmetro minimo de Feret = Dy Dmédio = ——
Didmetro miximo de Feret= Dy,
Diéimetro médio de Feret= Dy zdio

Feret

Maior distancia entre dois pontos no limite de selegio
Feret X

Medida da paralela vertical da particula

FeretY

Medida da linha paralela horizontal da particula

(4*m*Area/ Perimetro?)

Circularidade
Calculado usando o perimetro de borda

Valor = 1,0 indica um circulo perfeito

FIGURA 3: Pardmetros de avaliagdo e mensuracdo nuclear.
Fonte: Adaptado de Di Donato®

Em um estudo de morfometria nuclear, observou-se** que células epiteliais

pulmonares neoplasicas apresentaram area nuclear significativamente maior quando

comparadas com as celulas sem evidéncias de malignidade. Outro estudo similar realizado
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com celulas mamérias, demonstrou que a &rea nuclear das células de lesGes malignas
apresentaram-se maior que a area das células de lesdes benignas®. Ambos estudos foram
feitos com biopsias de neoplasias humanas. Simeonov e Simeonova®®, relataram que os
parametros de didmetro nuclear médio e circularidade podem ser utilizados na diferenciacéo
pré-operatoria de tumores benignos de malignos. O estudo evidenciou que a mensuracdo

quantitativa nuclear é promissora, objetiva e reprodutivel.

2.5 Método de Feulgen para avaliacdo nuclear

O método de Feulgen foi descrito por Robert Feulgen e Heinrich Rossenbeck para
determinacdo de DNA em amostras histolégicas e citoldgicas ha mais de um século® 40, A
avaliacdo nuclear por imagem € rotineiramente aplicada tanto para o diagnéstico quanto
prognadstico no cancer e, para isso, a reprodutibilidade da avaliacdo deve ser confiavel. O
protocolo do método é modificado frequentemente, porém os componentes basicos ndo sao
alterados**3,

A coloracdo fundamenta-se na reacdo do reagente de Schiff, que é uma solucéo de
cloreto de pararosanilina (vermelho-purpura colorido). Esta solu¢do reage com grupos
aldeidos das moléculas de desoxirribose apds hidrolise com HCI e gera grupos de aldeidos
livres na molécula de DNA (separando as bases puricas, Adenina e Guanina). Apos este
processo, faz-se a coloragdo com o reagente de Schiff e, entdo, observa-se a recuperacéo das
células com a cor rosa gerada pela fucsina (figura 4)*.

O método de Feulgen tem servido para diversos objetivos, em estudos biologicos
basicos e nas ciéncias biomédicas relativas a localizacdo, quantificacdo e distribuicdo de DNA
em uma variedade de células normais e anormais®®. Com essa metodologia foi possivel
identificar a relagdo entre o DNA no contetdo de um nucleo celular com ndmero
cromossomico**. Além disso, pode-se verificar que antes da mitose na interfase, as células
dobram o seu conteido® nas fases G1 (sintese de RNA e proteinas), S (replicacdo do DNA) e

G2 (sintese de proteinas de polimerizagdo microtubular).



FIGURA 4: Fotomicrografias de mucosa oral coradas com Feulgen. a) Nucleos corados de
mucosa oral normal. b) Nucleos de mucosa oral severamente displésica.
Fonte: Adaptado de Gadiwam?, 2014,

Em um estudo com hemdcitos normais e neoplésicos de mexilhGes, analisou-se
aproximadamente 120 mil nucleos celulares corados com Feulgen em 3 estagios diferentes da
doenca, para quantificacdo do contelddo de DNA e estudar a morfologia nuclear. Em
particular, as caracteristicas que permitiram a diferenciacdo entre nicleos neoplasicos e
normais foram éarea nuclear, perimetro e densidade 6tica®.

Essa coloragdo também foi empregada em avaliagdes de lesdes hiperplésicas, em
doenca fibrocistica e carcinoma ductal in situ*’. Nesse estudo, o nimero de mitoses foi
comparado e verificou-se que o carcinoma ductal in situ apresentou maior nimero de mitoses.
Dada a alta especificidade dessa coloracdo e por ser de baixo custo, ela apresenta valores

qualitativos e quantitativos com alta relevancia para os estudos morfoldgicos nucleares.

2.6 Bioimagem em patologia

Analisadores de imagem auxiliam no processamento de dados, principalmente,
quando se necessita obter dados precisos e quantitativos. Na area biomédica, os softwares de
bioimagem, possibilitam avaliar o contetudo celular em fotomicrografias gerando informac6es
importantes com implicagGes diagndsticas e progndsticas, quantitativas e de baixo custo’.

A morfometria celular e nuclear pode ser realizada por diversos softwares, que
variam com o numero de ferramentas disponiveis, tratamento e correcdo de pixels das
imagens, conversdao das unidades de pixels para micrémetros. Ha diversos softwares de
imagens disponiveis gratuitos e de codigo aberto como os do Instituto Nacional de Salde



27

(NIH)* 49 sendo o primeiro e mais difundido o ImageJ. Sua vantagem é que 0s usuarios e
desenvolvedores conseguem contribuir criando novos plug-ins. Embora o grande nimero de
plug-ins com diferentes formas de usabilidade e documentacdo pode dificultar na utilizacao
do mesmo e a escolha de protocolos que sejam reprodutiveis®.

Entre os softwares criados posteriormente, vale destacar o CellProfiler, que
também € gratuito e de codigo aberto. O mesmo traz a vantagem para 0s pesquisadores de
permitir o download do protocolo de trabalho on-line (isto é, um "pipeline™) ou criar 0s seus
préprios. Estes pipelines sdo faceis de salvar, reutilizar e compartilhar, propiciando
fortemente a reprodutibilidade cientifica®.

Portanto, ha diversos softwares de bioimagem com interfaces variadas e
caracteristicas especificas que podem auxiliar os patologistas e toda a comunidade cientifica
de diversas formas, desde a prética clinica favorecendo diagnosticos e progndsticos como na
pesquisa. Os mais indicados para a comunidade cientifica sdo aqueles que apresentam um
menor numero de pardmetros para mensuracdo, afim de tornar a anéalise morfométrica mais
reprodutivel, acessivel e com interfaces atrativas’. Metodologias que apresentam resultados
positivos, com maior reprodutibilidade e de baixo custo sdo indispensaveis tanto para 0 meio
cientifico quanto para o diagndstico.

A mensuracdo do tamanho nuclear foi usada pela primeira vez em humanos como
fator prognostico em adenocarcinomas de prdstata em 1982°%. Desde entdo houve evolugéo
tecnoldgica para avaliacdo nuclear principalmente empregando os softwares de bioimagem.
Na area da oncologia, essas ferramentas sdo empregadas principalmente para pesquisas, as
quais avaliam de forma importante as caracteristicas de pleomorfismo nuclear e a presenca de
figuras mitdticas. Essas caracteristicas sdo as mais comuns nos tumores mamarios caninos e
estdo correlacionados intimamente com o grau histoldgico, haja vista que a alta proliferacéo
acompanha uma maior agressividade do tumor®. Desta forma, a fim de entender melhor as
caracteristicas nucleares nesses processos, mais estudos nessa area precisam ser
desenvolvidos, a fim de assegurar 0 uso dessa metodologia para além das pesquisas, mas

aplicada a rotina do diagnéstico patoldgico.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Realizar morfometria nuclear em neoplasias malignas de mama em cadelas e

verificar se a coloracdo de Feulgen é eficiente para esta analise.

3.1 Objetivos Especificos

e Realizar morfometria nuclear dos seguintes parametros: area; perimetro; Feret e
circularidade em carcinomas mamarios de cadelas;

e Definir o grau de malignidade por meio da avaliacdo histopatoldgica dos
carcinomas mamarios de cadelas;

e Correlacionar os dados morfométricos nucleares com a graduagdo de malignidade

dos diferentes tipos neoplasicos.
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CAPITULO 2 — MEDIDAS MORFOMETRICAS NUCLEARES SAO MAIORES EM
CANCER DE MAMA DE CADELAS DE MAIOR MALIGNIDADE

RESUMO

A avaliacdo morfométrica de imagens histologicas pode fornecer informacbes importantes
para o diagndstico de cancer. Dentre as caracteristicas microscopicas avaliadas para
determinar o grau de malignidade, a morfologia do ndcleo das células neoplasicas € um
critério valioso. Na atualidade, existem diversos softwares que podem auxiliar na analise de
imagens microscopicas dessas células, o que permite resultados quantitativos reprodutiveis e a
reducdo da subjetividade. Diante disto, 0 objetivo deste estudo foi verificar se a coloracdo de
Feulgen é eficiente na avaliacdo morfométrica do nucleo celular e se ha diferencas entre as
medidas morfométricas do ndcleo de neoplasias malignas de cadelas. Para tal, foram
confeccionadas laminas histologicas com a técnica de macro arranjo tecidual (TMA) dos
subtipos tumorais carcinoma tubulopapilar, carcinoma complexo e carcinoma sélido, as quais
foram coradas pelo método histoquimico de Feulgen. Em cada unidade amostral das laminas
de TMA foram fotografados 5 campos aleatérios, em uma ampliacdo de 400X em
microscopio com cadmera acoplada. A avaliagdo nuclear foi realizada com auxilio do software
ImagelJ pela ferramenta threshold. A analise estatistica dos dados foi realizada com auxilio do
software GraphPad Prism 6.0. A coloracdo de Feulgen se mostrou eficiente para a analise
morfométrica nuclear. Os carcinomas solidos apresentaram maior area média (85.40um? +
0.3159) e perimetro médio (48.33um? + 0.1217), quando comparados com o carcinoma
tubulopapilar e complexo (P<0,0001). Os resultados indicam que neoplasias malignas de
maior grau de malignidade apresentam valores morfométricos nucleares maiores e que 0s
parametros area e perimetro sdo melhores para comparacdo entre os diferentes tipos tumorais
e o parametro circularidade é mais eficiente para diferenciar graus de malignidade em um
mesmo tipo tumoral.

Palavras chaves: carcinoma, morfologia do nuclear, neoplasias.
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NUCLEAR MORPHOMETRIC MEASURES ARE GREATER IN CANINE BREAST
CANCER WITH GREATER MALIGNITY

ABSTRACT

Morphometric evaluation of histological images can provide important information for the
diagnosis of cancer. Among the microscopic characteristics evaluated to determine the degree
of malignancy, the morphology of the nucleus of neoplastic cells is a valuable criterion.
Currently, there are several software that can assist in the analysis of microscopic images of
these cells, which allows for reproducible quantitative results and the reduction of
subjectivity. Given this, the objective of this study was to verify if Feulgen staining is
efficient in the morphometric evaluation of the cell nucleus and if there are differences
between the morphometric measurements of the nucleus of malignant neoplasms of bitches.
For this purpose, histological slides were made using the macro tissue arrangement (TMA)
technique of tumor subtypes, tubulopapillary carcinoma, complex carcinoma and solid
carcinoma, which were stained by Feulgen's histochemical method. In each sampling unit of
the TMA slides, 5 random fields were photographed, at a magnification of 400X under a
microscope with attached camera. The nuclear evaluation was performed with the aid of the
ImageJ software using the threshold tool. The statistical analysis of the data was performed
with the aid of the GraphPad Prism 6.0 software. Feulgen staining proved to be efficient for
nuclear morphometric analysis. Solid carcinomas had a larger mean area (85.40pm2 *
0.3159) and average perimeter (48.33um2 + 0.1217), when compared to complex and
tubulopapillary carcinoma (P <0.0001). The results indicate that malignant neoplasms with a
higher degree of malignancy have higher nuclear morphometric values and that the
parameters area and perimeter are better for comparison between different tumor types and
the circularity parameter is more efficient to differentiate degrees of malignancy in the same
tumor type.

Keywords: carcinoma, nuclear morphology, neoplasms.
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1. INTRODUCAO

O cancer de mama em cadelas, principalmente nas ndo-castradas tém apresentado
elevada incidéncia® 2. Deste modo, estes animais tém-se apresentado como valioso modelo de
estudo pré-clinico espontaneo para cancer de mama. Os tumores malignos acumulam defeitos
genéticos que promovem a selecdo de clones celulares com aumento da atipia morfoldgica e
maior capacidade de invadir tecidos adjacentes e metastatizar®.

Das alteracGes mamarias em cadelas, cerca de 50% sdo neoplasias malignas.
Nessa localizagdo, 0s tumores mais comumente diagnosticados sdo: adenoma tubular,
adenoma papilar, carcinoma tubulopapilar, carcinoma solido, carcinoma complexo e
carcinosarcoma®. Os critérios mais significativos para o diagndstico microscopico em
hematoxilina e eosina dessas lesGes sdo: o tipo histologico, pleomorfismo nuclear e celular,
indice mitdtico, presenca de reas de necrose intratumorais, invasdo peritumoral e linfatica e
metéstase de linfonodos regionais®.

Histologicamente, as neoplasias malignas possuem células com nulcleos
aumentados e nucléolos proeminentes, sendo a avaliacdo nuclear uma das caracteristicas mais
importantes para o diagndstico tumoral. Os nucleos das células cancerosas apresentam
elevado grau de pleomorfismo, exibindo-se aumentados e muitas vezes dobrados ou até
sobrepostos uns aos outros. Além disso, possuem alteragdes nos padrdes da cromatina como
agregados grosseiros da mesma®.

Atualmente, a técnica de coloracdo padrdo ouro na patologia para diagnéstico
tumoral € a de hematoxilina e eosina (H&E). Esta coloragdo cora os componentes celulares e
teciduais, a depender de suas caracteristicas fisico-quimicas, em areas eosinofilicas ou
basofilicas. Assim, a maioria das organelas celulares e da matriz extracelular sdo
eosinofilicas, enquanto o nucleo, o reticulo endoplasmatico rugoso e 0s ribossomos sdo
basofilicos’. Portanto, novas técnicas de coloragdo especificas para corar o nicleo celular,
como Feulgen, técnica histoquimica especifica e sensivel para DNA?, sdo de extrema
importancia para possibilitar andlises morfométricas das alteracfes nucleares de forma mais
precisa.

As alteracOes celulares e nucleares que acontecem no microambiente tumoral séo
importantes na avaliagdo da progressao tumoral. A avaliacdo quantitativa de alteragcdes no
perfil, tamanho e forma é frequentemente correlacionada em células cancerosas®. Em estudo
com carcinomas mamarios de cadelas foi avaliado o comportamento metastatico em

linfonodos regionais e verificou-se que as lesbes com linfonodos positivos apresentavam
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células com maior area nuclear média que os carcinomas com linfonodos negativos®. Esse
achado indica que a morfometria nuclear auxilia positivamente no progndstico dos pacientes
oncologicos.

Alteracdes celulares sempre fizeram parte da avaliacdo histologica dos tumores,
porém, de maneira qualitativa. Considerando a necessidade de reduzir a subjetividade nas
avaliacdes histologicas de neoplasias caninas, o objetivo deste estudo foi verificar se a
coloracdo de Feulgen é especifica para marcar o nucleo celular, e eficiente em permitir a
obtencdo de parametros para a analise morfométrica nuclear em neoplasias mamarias
malignas de cadelas, a fim de que esses resultados possam dar subsidios a rotina diagnostica
da oncologia.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Aspectos éticos e selegdo das amostras

Toda a analise experimental foi aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal de Goias (UFG) sob nimero de protocolo 016/18
(Anexo 1). As andlises foram realizadas no Laboratério de Histotécnica, Morfometria e
Inovacgdo (LHiMI) do Instituto de Patologia Tropical e Satde Publica (IPTSP) da UFG.

Foram selecionados 300 blocos de parafina contendo fragmentos de neoplasias
mamarias malignas de cadelas, provenientes do servico de diagndstico histopatolégico
veterinério particular advindos de clinicas veterinarias de Goiania, referentes ao periodo de
2015 a 2018. Os blocos foram provenientes de amostras fixadas em formol tamponado a 10%
e submetidas ao processamento histolégico de rotina em no maximo 48 horas apds o
recebimento. O processamento foi realizado de acordo com técnica histoldgica de rotina para
emblocagem em parafina (desidratacdo, diafanizacdo, impregnacéo e inclusédo em parafina). A
partir desses blocos foram confeccionadas novas laminas histologicas com cortes de 4um de
espessura, as quais foram coradas em H&E de acordo com o protocolo do LHiIMI/IPTSP.

Como critério de inclusdo foram considerados o estado de conservacdo dos blocos
(sem rachaduras, fragmentos com boa inclusdo na parafina) e como de exclusdo a nao
preservacdo dos blocos e blocos que apresentavam duavidas diagndsticas na reavaliacdo das

laminas atualizado e padronizado de acordo com Misdorp et al®.
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2.2 Grupos e delineamento experimental

O estudo foi constituido por trés grupos dos seguintes diagnosticos
histomorfoldgicos: carcinoma tubulopapilar (66 amostras), carcinoma complexo (14
amostras) e carcinoma solido (19 amostras). Além do diagnostico histomorfoldgico,
procedeu-se a graduacgdo histoldgica dos casos de acordo com o proposto por Elston e Ellis,
(1991) (Quadro 1).

QUADRO 1 — Parametros e pontos para graduacdo histoldgica de neoplasia mamaria em
cadelas®!

CRITERIOS AVALIADOS PONTOS
Formacao tubular - mais de 75% do tumor formado por tubulos 1
Formacao tubular - de 10% a 75% de formacdes tubulares 2
Formacao tubular - tibulos ocupando 10% ou menos do tumor 3
Contagem mitética: 0-8 mitoses 1
Contagem mitética: 9-16 mitoses 2
Contagem mitética: acima de 17 mitoses 3
Pleomorfismo nuclear: nlcleos pequenos e regulares 1
Pleomorfismo nuclear: aumento moderado no tamanho e organizacdo dos 5
ndcleos
Pleomorfismo nuclear: pleomorfismo acentuado, com grande variagdo no 3
tamanho e forma dos nucleos
GRADUACAO HISTOLOGICA ESCORE
Contagem de 3-5 pontos 1
Contagem de 6-7 pontos 2
Contagem de 8-9 pontos 3

Para cada parametro foi atribuido um escore numérico de um a trés. A soma
destes determinou a graduacdo da neoplasia. As laminas selecionadas foram analisadas ao
microscopio de luz sob 5 campos em cada lamina para a avaliacdo dos parametros e
determinacdo da graduacdo histologica. Assim, definido o diagnostico histomorfologico e a
graduacdo histologica, realizou-se a confeccdo dos blocos pela técnica de macroarranjo
tecidual (TMA) e procedeu-se a coloragdo de Feulgen para morfometria nuclear.

Posteriormente, realizou-se a morfometria nuclear em cada amostra.

2.3 Técnica de macroarranjo tecidual (TMA)

Foram confeccionados blocos de TMA para cada tipo histomorfoldgico de cancer

de mama de cadelas. Esta técnica consistiu na retirada de pequenos cilindros de tecidos (0,5
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mm a 2 mm de diametro) de blocos de parafina doadores, os quais foram transferidos para um
bloco de parafina vazio, denominado de bloco receptor, possuindo 50 cilindros de amostras
diferentes do mesmo tipo histomorfoldgico. Esta técnica possibilita a analise de maior numero
de amostras por lamina de maneira otimizada, padronizada, com redu¢do no gasto de tempo

de processamento tanto para coloracdo quanto para a anélise das mesmas.

2.4 Coloracao de Feulgen e morfometria nuclear

As laminas dos TMAs foram submetidas ao processo de coloracao pelo método de
Feulgen. Primeiramente, as laminas passaram pelo processo de desparafinizacdo por 15
minutos em estufa e foram lavadas em trés banhos de xilol. Na sequéncia, as laminas foram
submetidas ao processo de hidratacdo em alcool absoluto, alcool 90%, alcool 70% e agua.
Entdo, estas foram submergidas por 15 minutos em solugcdo HCI 5 mol/L, lavadas em agua
corrente e colocadas na solugdo contendo reagente Schiff por 15 minutos em camara escura.
Apds isso, as laminas passaram por dois banhos de agua em temperatura ambiente de 5
minutos cada. Posteriormente, passaram pelo processo de desidratacdo, diafanizacdo e
montagem das laminas.

As laminas confeccionadas foram analisadas em fotomicroscépio de luz e cinco
campos aleatérios foram capturados em camera digital (Leica® DMC 2900) acoplada ao
microscopico em aumento de 400X. Sucessivamente foi realizada a avaliacdo nuclear
segundo Carella (2017)*, com auxilio do software ImageJ 1.52a (National Institutes of
Health, USA), de aproximadamente 50 nucleos/campo para mensuragéo de:

e Avrea presente dentro do perimetro;

e Perimetro (comprimento limite da regido nuclear);

e Circularidade (4**Area/Perimetro®): indica o quéo proximo a forma possui de

um circulo. Valores préximos de 1,0 indica um circulo perfeito;

e Feret (média da distancia entre duas linhas paralelas tangentes a projecao da

particula);

Para a andlise das fotomicrografias fez-se a calibracdo da unidade de medida e a
conversdo de pixel para micrdmetro com régua de calibracdo para objetiva de 40x no
fotomicroscopio Leica® DMC 2900. Todas as fotomicrografias passaram por ajuste
automatico de brilho. Em seguida, foi escolhido o canal de cor verde (com a funcdo Split

chanels), e aplicado threshold (figura 1). Desta forma, foi possivel obter a imagem binaria
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convertida em escala de cinza (ndcleos corados de preto e o restante da imagem em branco).
Entdo, com a imagem binéria, foi aplicado a fungdo watershed delimintando as reas a serem
mensuradas. Em seguida, foi feita a analise das mesmas com a func¢éo analyse particles com
uma faixa de alcance das particulas a serem analisadas pré-definida (somente valores de
40pm até 170um), afim de excluir particulas que ndo eram representativas a nucleos
neoplasicos. A escolha desse variacdo de medida deveu-se a resultados anteriormente
publicados que demonstraram que nucleos celulares de tumores benignos mamarios em
mulheres'® apresentam area média de 24,86um? e de tumores malignos area de 51,43um?.
Outro estudo demonstrou que ntcleos de tumores malignos de cadelas!* apresentam variagio
de 66.83um? até 143.71um?. Além disso, outro estudo’® demonstrou que nicleos de células de

defesa apresentavam medida média de area nuclear de 31.9um?.

FIGURA 5 - Etapas da andlise morfométrica utilizando Image J — fotomicrografia de
Carcinoma Tubular, grau Il, corado com Feulgen (aumento de 400X). A)
aquisicdo da imagem pelo software com correcdo de brilho. B) escolha da
imagem com o canal de cor verde (funcdo Split chanels). C) Imagem apds
ajuste threshold e aplicacdo do processo de separacdo de particulas
(watershed). D) Particulas a serem mensuradas ap6s fungdo analyse
particles com intervalo de sele¢do no tamanho de particulas de 40-170, a fim
de eliminar nicleos de células de defesa (31.9um?)%.
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Foram incluidos nucleos de células epiteliais neopldsicas mamarias com
caracteristicas de malignidade, como nucléolos evidentes e cromatina grosseiramente
condensada, evitando nucleos de células estromais e areas necroticas. Células com morfologia

sobreposta ou distorcida também foram excluidas das analises.

2.5 Andlise estatistica

Considerando a normalidade dos dados pelo teste de Shapiro-Wilk, para a
comparacao entre os grupos, foi utilizado o teste One-way ANOVA com pos-teste de Tukey
para comparagao entre os diagndsticos histomorfologicos. Utilizou-se teste t student entre os
grupos com graus diferentes de malignidade dentro do mesmo diagnéstico histomorfologico.
As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05. Os testes

estatisticos foram realizados com auxilio do software GraphPad Prism 6.0.

3. RESULTADOS

A coloracdo de Feulgen permitiu observar de maneira nitida em coloracdo rdsea
acentuada o nucleo celular, em contraste com 0s outros componentes do tecido que se
apresentavam sem coloracdo. Desta forma, foi possivel identificar nitidamente a estrutura
nuclear de todas as células do tecido (Figura 2).

Um total de 25.180 nucleos foram analisados, sendo 8.878 nucleos de carcinoma
tubular, 8.604 nucleos de carcinoma sélido e 7.698 nucleos de carcinoma complexo. Das 99
amostras, foram analisados um total de 66 casos de carcinoma mamario tubulopapilar, sendo
55 amostras correspondentes a grau | e 11 amostras de grau |1, 19 casos de carcinoma soélido,
sendo 10 amostras de grau Il e 9 amostras de grau Il e 14 casos de complexo todos de grau I.
Os nacleos de carcinoma tubulopapilar (figura 3A) apresentaram moderado e acentuado
pleomorfismo, estando organizados em duas ou mais fileiras de células epiteliais que formam
aspecto tubular. Apresentam-se hipercromaticos, cromatina desorganizada e nucléolos
dispostos mais na periferia nuclear. Nas amostras de carcinoma solido (figura 3B), os nucleos
apresentavam acentuado pleomorfismo nuclear, distribuidos em fileiras ou corddes solidos e
hipercromaticos, distribuidos sem padrdo de uniformidade, com cromatina desorganizada e
nucléolos predominantemente na periferia nuclear. J& as células epiteliais e mioepiteliais do

carcinoma complexo (figura 3C) organizam-se em tabulos ou feixes irregulares, com nucleos
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centrais que variam de formatos redondos a ovoides com cromatina pontilhada e um pequeno

nucléolo central.

*

FIGURA 6 — Fotomicrografia de carcinoma mamario de cadela.
Nucleos de células neopléasicas malignas corados em
rosa acentuado pela coloracio de Feulgen. E possivel
notar a distingdo dos nucleos para o restante do tecido
que se apresenta sem coloragdo. Feulgen, 400X.
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FIGURA 3- Fotomicrografias de carcinomas mamarios de cadelas.

tubulopapilar com moderada anisocariose. B) Carcinoma complexo com
acentuada anisocariose. C) Carcinoma so6lido com acentuada anisocariose.
Feulgen, 400X.

O carcinoma sélido apresentou area e perimetro nuclear significativamente maior
(Tabela 1) quando comparado ao carcinoma complexo e tubulopapilar. O valor de Feret foi

significativamente maior no carcinoma tubulopapilar comparando-se ao carcinoma complexo
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e ambos ndo tiveram diferenga estatistica com carcinoma sélido. Por fim, a circularidade no

carcinoma complexo apresentou valor significativamente maior aos demais.

TABELA 1: Média, desvio padrdo e valor de p de area nuclear, perimetro nuclear, Feret e
circularidade de carcinomas mamarios de cadelas

Diagnéstico (p)

Area pm? (médiazdesvio padréo)
Carcinoma Tubulopapilar 77,00 + 0,3138% < 0,0001
Carcinoma Complexo 80,75+ 0,3650°
Carcinoma Solido 85,40 + 0,3159°

Perimetro Nuclear pm? (média+desvio padr&o)

Carcinoma Tubulopapilar 45,13 £0,12.33? < 0,0001
Carcinoma Complexo 47,39 + 0,1383°
Carcinoma Solido 48,33 +0,1217°

Feret um? (médiatdesvio padrao)
Carcinoma Tubulopapilar 13,69 + 0,096 0,0125
Carcinoma Complexo 13,44+ 0,031°
Carcinoma S¢lido 13,50 + 0,026 %

Circularidade um? (médiatdesvio padréo)

Carcinoma Tubulopapilar 0,1131 £ 0,0021% < 0,0001
Carcinoma Complexo 0,4641+ 0,001°
Carcinoma Solido 0,2355 + 0,0026°

Letras minusculas diferentes nas linhas indicam diferenca estatistica entre os grupos por teste One-way ANOVA
com pds-teste de Tukey com nivel de significancia de 5% (p<0,05).

Dentre os graus histologicos (Tabela 2), o carcinoma tubulopapilar grau |
apresentou menor area, perimetro e circularidade em comparacdo com carcinoma
tubulopapilar de grau Il. Somente o valor de Feret apresentou-se maior no grau | em relacédo
ao grau Il. Entre os graus histolégicos no carcinoma sélido observou-se maior area, perimetro
e Feret para o grau Il quando comparado aos de grau Ill, sendo a circularidade o Unico
parametro maior para os carcinomas solidos grau Ill. Para o carcinoma complexo néo foi

possivel a analise quanto ao grau histoldgico, pois todas as amostras eram de grau I.
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TABELA 2: Média, desvio padrdo e valor de p de &rea nuclear, perimetro nuclear, Feret e
circularidade de carcinomas mamarios de cadelas de acordo com o grau de

malignidade
Diagnéstico (p) Grau histoldgico (média e desvio padrao)
Area pm?
Carcinoma Tubulopapilar (p=0.0001) Grau | (67,34 + 0,4060) Grau 11 (82,85 + 0,4207)
Carcinoma Solido (p=0.0121) Grau Il (88,39 £0,6841)  Grau Il (86,36 + 0,4717)
Carcinoma Complexo Grau | (80,75+ 0.3650)

Perimetro Nuclear um?

Carcinoma Tubulopapilar (p=0.0001) Grau | (41,44 +0,1804) Grau Il (47,21 + 0,1570)

Carcinoma Solido (p=0.0001) Grau Il (49,37 £0,2750)  Grau Il (48,02 + 0,1346)
Carcinoma Complexo Grau | (47.39 £ 0.1383)

Feret um?
Carcinoma Tubulopapilar (p=0.0069) Grau | (14.02 + 0.247) Grau Il (13.49 £ 0.035)
Carcinoma Solido (p=0.0006) Grau Il (13.66 £ 0.054) Grau 111 (13.45 + 0.029)
Carcinoma Complexo Grau | (13.44 + 0.031)

Circularidade um?

Carcinoma Tubulopapilar (p=0.0001)  Grau I (0.0153 £ 0.00157) Grau Il (0.0169 + 0.00154)

Carcinoma Solido (p=0.0001) Grau Il (0.149 £ 0.0051)  Grau Il (0.1551 + 0.0039)

Carcinoma Complexo Grau | (0.4641 £ 0.001)

Nivel de significancia de 5% (p<0,05) indica diferenca estatistica entre os grupos pelo Teste t.

4. DISCUSSAO

Este é o primeiro estudo que demonstra a aplicabilidade da coloracéo de Feulgen
para estudo de morfometria nuclear de neoplasias mamarias malignas de cadelas e que
demonstra as diferencas morfométricas do nucleo entre diferentes subtipos desses canceres e
entre os graus de malignidade. A coloracdo de Feulgen permitiu realizar a morfometria
nuclear no presente estudo e possibilitou a aquisicdo de resultados quantitativos de parametros
nucleares como tamanho nuclear (area, perimetro), forma nuclear (circularidade) e 0s mesmos
permitiram quantificar o grau de pleomorfismo e irregularidades nucleares nos tipos tumorais
avaliados. Diversos estudos relatam o uso da coloragéo de Feulgen e seu bom desempenho
nos estudos de morfometria nuclear'®®, Além disso, trata-se de um método histoquimico
simples, ndo oneroso e confidvel, o qual possibilita o estudo nuclear em células cancerosas e
0s parametros avaliados podem auxiliar no diagnéstico das neoplasias mamarias caninas.
Assim, pode-se sugerir que esse método auxilie a diferenciar casos benignos de malignos,
bem como na graduacdo de malignidade, colaborando com diagnostico definitivo confiavel.

Os resultados do presente estudo demonstram que 0s parametros de area nuclear e

perimetro foram significativamente maiores em carcinomas sélidos quando comparados aos
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carcinomas complexo e tubulopapilares. Em estudo com objetivos e resultados semelhantes
ao presente trabalho, no entanto, realizado com células obtidas por bidpsia por aspiragdo com
agulha fina e coradas com Hemacolor (Merck, Darmstadt, Alemanha) e analisadas pelo Image
Pro Plus, evidenciou-se média de area nuclear para carcinoma tubular de 89.70 um? (+15.02)
e para carcinoma sélido 111.11 pm? (+28.38), valor médio de perimetro para carcinoma
tubular foi de 34.47 um? ( 4.27) e para carcinoma solido 38.62 um? ( 6.03)%*, similar ao do
presente estudo. Os achados demonstram que estes parametros apresentam-se maiores em
lesbes malignas, resultado de maior atividade biologica nuclear e acumulo de material
genético anormal durante a carcinogénese®.

Entre os tipos de cancer de mama nas cadelas os carcinomas solidos apresentam
comportamento biolégico mais agressivo em comparagao aos carcinomas tubulopapilares e os
carcinomas complexos?!, o que pode indicar que as alteragdes nucleares sejam mais evidentes
nos tipos mais agressivos, o que corresponde aos achados deste estudo. Resultados similares
foram encontrados por Kashyap et al.'®, em estudo comparativo entre citologia de neoplasias
mamarias benignas e malignas de mulheres, sendo que as neoplasias malignas apresentaram
valores maiores de area nuclear. A morfometria nuclear também foi utilizada em estudo?? com
cancer de prostata em cées, que evidenciou que nucleos de células neoplasicas eram maiores,
com maior variacdo no tamanho e forma nuclear em comparacdo as células normais e
hiperplésicas. Além disso, os autores encontraram diferengas significativas entre os canceres
de prostata mais diferenciados (acinar e ductal) e menos diferenciados (cribriforme e sélido).

O parametro utilizado como fator de forma neste estudo foi a circularidade®®, o
qual demonstrou que o carcinoma complexo apresenta ntcleos com formas mais proximas de
um circulo quando comparado aos nucleos do carcinoma sélido e do carcinoma tubular. J4 o
parametro de Feret, o qual € utilizado para mensurar o didmetro de uma particula com
margens irregulares, neste estudo, demonstrou que o carcinoma complexo foi menor em
comparagao ao carcinoma tubulopapilar. Essas duas medidas indicam o grau de anisocariose®®
e no presente estudo verificou-se que em carcinomas complexos 0s nucleos sdo mais
arredondados e com menos irregularidades em comparacéo aos demais subtipos. Em estudo?
avaliando carcinomas renais ndo-metastaticos em humanos, descreveram que a forma nuclear
seria 0 fator mais importante para predizer a recorréncia neoplasica e 0s tumores compostos
por nicleos mais arredondados apresentavam pior prognéstico. Entretanto, em outro estudo?*
com osteossarcomas, 0S autores relatam que pacientes com nucleos tumorais grandes e
redondos apresentavam prognésticos melhores que pacientes com nuacleos pequenos e

polimorficos. Considerando os achados do presente estudo, 0 carcinoma complexo apresentou
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nacleos mais redondos, entretanto, ndo é o tipo tumoral mais agressivo e com pior
progndstico para os pacientes relatados em literatura'%?!, Portanto, os pardmetros de forma
nuclear sdo especificos para cada tipo tumoral e devem ser usados com cautela para definir
prognosticos, carecendo de mais estudos para melhor utilizacao.

Quanto aos graus histoldgicos, os carcinomas tubulares apresentaram valores
meédios de &rea, perimetro e circularidade menor no grau | quando comparado ao grau Il, o
que corresponde ao aumento do tamanho nuclear e o acimulo de material genético anormal
nos canceres de maior grau de malignidade?®. No carcinoma solido, a area, perimetro e Feret
foram maiores no grau Il em comparagdo ao grau Il e, somente, circularidade foi menor no
grau I11. Os nossos achados em relagdo a circularidade foram semelhantes a outro estudo?
que descreve que nucleos tumorais grandes e redondos apresentavam prognosticos melhores
que pacientes com nucleos pequenos e polimérficos. Assim, o critério circularidade parece ser
um melhor critério de avaliagdo morfométrica para indicar pior grau de malignidade em
canceres. No entanto, estudos com associacdo as informacgdes clinicas sdo relevantes para

melhor entendimento dos resultados do presente estudo.

5. CONCLUSOES

A coloracdo de Feulgen foi eficiente para permitir a andlise morfométrica do
nucleo celular de neoplasias malignas. Nos parametros area e perimetro, o carcinoma sélido
apresentou maior medida nuclear; no pardmetro Feret o carcinoma tubulopapilar apresentou
maior medida e no parametro circularidade o carcinoma complexo apresentou maior medida.
Os resultados indicam que os parametros area e perimetro sdo melhores para comparagéo
entre os diferentes tipos tumorais e o parametro circularidade é mais eficiente para diferenciar

graus de malignidade em um mesmo tipo tumoral.



46

REFERENCIAS

1. Cassali GD, Lavalle GE, De Nardi AB, Ferreira E, Bertagnolli AC, Estrela-Lima A, et al.
Consensus for the Diagnosis, Prognosis and Treatment of Canine Mammary Tumors.
Brazilian Journal of Veterinary Pathology. 2011;4(2):153-75.

2. Pena L, Gama A, Goldschmidt MH, Abadie J, Benazzi C, Castagnaro M, et al. Canine
mammary tumors: a review and consensus of standard guidelines on epithelial and
myoepithelial phenotype markers, HER2, and hormone receptor assessment using
immunohistochemistry. Vet Pathol. 2014;51(1):127-45.

3. Nowell PC. The clonal evolution of tumor cell populations. Science. 1976;194(4260):23-8.

4. Salas Y, Marquez A, Diaz D, Romero L. Epidemiological Study of Mammary Tumors in
Female Dogs Diagnosed during the Period 2002-2012: A Growing Animal Health Problem.
PL0S One. 2015;10(5):e0127381.

5. Goldschmidt M, Pena L, Rasotto R, Zappulli V. Classification and grading of canine
mammary tumors. Vet Pathol. 2011;48(1):117-31.

6. Zink D, Fischer AH, Nickerson JA. Nuclear structure in cancer cells. Nat Rev Cancer.
2004;4(9):677-817.

7. Chan JK. The wonderful colors of the hematoxylin-eosin stain in diagnostic surgical
pathology. Int J Surg Pathol. 2014;22(1):12-32.

8. Bignold LP, Coghlan BL, Jersmann HP. Cancer morphology, carcinogenesis and genetic
instability: a background. 2005/12/31 ed2006. 1-24 p.

9. De Vico G, Maiolino P, Cataldi M, Mazzullo G, Restucci B. Nuclear morphometry in
relation to lymph node status in canine mammary carcinomas. Vet Res Commun.
2007;31(8):1005-11.

10. Misdorp W, Else R, Hellme'n E, Lipscomb T. Histological Classification of Mammary
Tumors of the Dog and the Cat Armed Forces Institute of Pathology 1999.

11. Elston CW, Ellis 10. Pathological prognostic factors in breast cancer. I. The value of
histological grade in breast cancer: experience from a large study with long-term follow-up.
Histopathology. 1991;19(5):403-10.

12. Carella F, De Vico G, Landini G. Nuclear morphometry and ploidy of normal and
neoplastic haemocytes in mussels. PLoS One. 2017;12(3).

13. Kashyap A, Jain M, Shukla S, Andley M. Study of nuclear morphometry on cytology
specimens of benign and malignant breast lesions: A study of 122 cases. J Cytol.
2017;34(1):10-5.

14. Simeonov R, Simeonova G. Computerized cytomorphometric analysis of nuclear area,
nuclear perimeter and mean nuclear diameter in spontaneous canine mammary gland tumours.
Vet Res Commun. 2007;31(5):553-8.

15. Papakonstantinou S, O'Brien PJ. "High Content Imaging for the Morphometric Diagnosis
and Immunophenotypic Prognosis of Canine Lymphomas". Cytometry B Clin Cytom. 2014.

16. Yang X, Xiao X, Wu W, Shen X, Zhou Z, Liu W, et al. Cytological study of DNA content
and nuclear morphometric analysis for aid in the diagnosis of high-grade dysplasia within oral
leukoplakia. Oral Surg Oral Med Oral Pathol Oral Radiol. 2017;124(3):280-5.



47

17. El Din AA, Badawi MA, Aal SE, Ibrahim NA, Morsy FA, Shaffie NM. DNA Cytometry
and Nuclear Morphometry in Ovarian Benign, Borderline and Malignant Tumors. Open
Access Maced J Med Sci. 2015;3(4):537-44.

18. Kesarkar K, Tamgadge A, Peirera T, Tamgadge S, Gotmare S, Kamat P. Evaluation of
Mitotic Figures and Cellular and Nuclear Morphometry of Various Histopathological Grades
of Oral Squamous Cell Carcinoma: Comparative study using crystal violet and Feulgen stains.
Sultan Qaboos Univ Med J. 2018;18(2):e149-e54.

19. Rao RS, Patil S, Agarwal A. Comparison and evaluation of mitotic figures in oral
epithelial dysplasia using crystal violet and Feulgen stain. J Contemp Dent Pract.
2014;15(3):273-7.

20. Huang J, Bay BH, Tan PH. Nuclear morphometry and glutathione S-transferase pi
expression in breast cancer. Oncol Rep. 2000;7(3):609-13.

21. Rasotto R, Berlato D, Goldschmidt MH, Zappulli V. Prognostic Significance of Canine
Mammary Tumor Histologic Subtypes: An Observational Cohort Study of 229 Cases. Vet
Pathol. 2017;54(4):571-8.

22. Di Donato G, Laufer-Amorim R, Palmieri C. Nuclear morphometry in histological
specimens of canine prostate cancer: Correlation with histological subtypes, Gleason score,
methods of collection and survival time. Res Vet Sci. 2017;114:212-7.

23. Nativ O, Sabo E, Raviv G, Medalia O, Moskovitz B, Goldwasser B. The Role of Nuclear
Morphometry for Predicting Disease Outcome in Patients With Localized Renal Cell
Carcinoma. Cancer. 1995;76(8).

24. Andrea CA, Petrili AS, Jesus-Garcia R, Bleggi-Torres LF, Alves, MTS. Large and Round
Tumor Nuclei in Osteosarcoma: Good Clinical Outcome. International journal of clinical and
experimental pathology. 2011;4(2).



48

CAPITULO 3- CONSIDERACOES FINAIS

E evidente como o nimero de cdes tém aumentado nos lares dos brasileiros,
estando cada vez mais proXimos a nossa rotina e as mesmas exposi¢oes de risco a doengas.
Exemplos de agentes carcinogénicos que também pode afetar cdes sdo incidéncia solar,
poluicdo do ar, diversos produtos quimicos toxicos, obesidade por alimentagdo inadequada ou
fatores geneéticos ligados a raca, entre outros fatores que auxiliam no aparecimento de
enfermidades como o cancer.

Os canceres de mama tém afetado as cadelas, assim como as mulheres, e com
aumento importante de novos casos a cada ano. A nossa sociedade vem evoluindo em varios
aspectos, haja vista a preocupacdo com o bem-estar animal. Juntamente a isso, a informatica
tem apresentado diversos softwares de bioimagem que auxiliam a comunidade cientifica e até
mesmo a clinica com diagnésticos e prognosticos mais precisos para diversas doengas, como
0 cancer. Assim, sdo disponiveis ferramentas e diversas metodologias que auxiliam na
mensuracdo quantitativa e qualitativa do estudo morfologico das células, de maneira
acessivel, facil e reprodutivel.

Em nosso estudo foi possivel a anélise de parametros nucleares e evidenciamos
que area nuclear, perimetro, Feret e circularidade podem ser utilizados como auxiliares no
diagnéstico e determinacdo do grau de malignidade de céncer de mama em cadelas.
Verificamos que area e perimetro apresentam valores maiores em cancer mais agressivo como
o0 carcinoma solido, quando comparado aos carcinomas complexo e tubular. Ressaltamos a
importancia de mais estudos com esse objetivo, para possiveis comparacdes e escolha de
metodologias eficazes para o diagnostico e também progndéstico dos pacientes oncol6gicos.

A coloracdo de Feulgen possibilitou a utilizagdo do software de maneira
automatizada, que para nés era um dos pontos principais para reduzir a subjetividade na
analise. O que a coloracdo de Feulgen permitiu avaliar, ndo conseguimos com as laminas
coradas em hematoxilina e eosina, por apresentarem reduzido contraste citoplasma-nucleo e
por ndo ser especifica ao nucleo. Ndo obstante, a maior dificuldade encontrada durante a
realizacdo do estudo foi a perda de 30% no nimero de amostras analisadas. Este fato ocorreu
durante o procedimento de desparafinizacdo e histoquimica, o que reduziu 0 nosso numero
amostral. Acredita-se que a reducdo da area de contato entre amostra e lamina encontrado na
técnica de macro arranjo tecidual, o que corresponde um desafio encontrar estratégias para

garantir a melhor fixacdo da amostra parafinada a lamina histologica.



ANEXO A - Aprovagcio pela Comissdo de Etica no Uso de Animais

MINISTERIO DA EDUCACAD .‘%
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS _ Y]
PRO-REITORIA DE PESQUISA E INOVACAD UFG
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS/CEUA

Goidnia, 19 de margo de 2018.

PARECER CONSUBSTANCIADO REFERENTE AO PROJETO DE PESQUISA DO
PROTOCOLO N. 016/18

I - Finalidade do projeto de pesquisa: Pesquisa

II - Tdentificacio:

o Data de apresentacio a CEUA: 28/022018

2 Titule do projeto: Immoemarcacio de COX-2, de macrofagos e de vasos em neoplasias mamarias
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IIT - Objetivos e justificativa do projeto:
- Dhjetivos gerais
Venficar a mmunomarcagdo de cicloomigenase-2, macrofagos associades ac fumor e vases neoplasias
mamarias de cadelas, uhilizando-as como modelo de estudo.
- Dbjetivos especificos
a) Venficar a localizagio e infensidade de marcacdo de COX-2, CD6E & CD3] em peoplasias mamanas de
cadelas; b) Fealizar a contagem de células marcadas com CD6S e CD3 ] em neoplasias mamarias de cadelas;
¢} Comelacionar a marcagdo de COZX-2, CDES e CD31 com o grau de maligrmidade de neoplasias mamanas de
cadelas; d) Comelacionar a marcagio de COX-2, CD63 e CD31 com o prognostico de neoplasias mamanas de
cadelas; &) Determinar a densidade vascular com a mareagio por CD31; f) Venficar o valor de COX-2 como
marcador prognostico de maligmidade; g) Eealizar o cruzamento dos dados, melacionande os tipos
histomerfologicos das neoplasias mamaras mahgnas com o seguiments climes das cadslas.
Justificativa: Excluindo os tumores de pele nio melanoma, o cincer de mama € o mars frequente. A causa mais
importante de mortalidade mulheres diagnostcadas com cancer de mama & a metastase do fumor primano.
Em ecadelas, as neoplasias mamanas comespondem a apromimadamente metade de todos os tumores
dizgmosticados e, dentre eles, mais de 50% sio mahgnos. Acredita-se que os cirenitos de sinalizagie da bologia
da neoplasia mamaria maligna € 2 mesma em espécies caninas e humanas. Além disso, acredita-se ser possivel
meniterar fendmenos biologicos equivalentes em tumores de mama bumanes e tumores caninos correspondentes.
Tal fato, possihilifana o desenvolamento de biomarcadores cdes para postenormente serem aphcades
também em seres humanos. Desta forma, considera-se as neoplasias mamarias espontineas de cadelzs como um
medelo importante para o cincer de mama humana. Diante do exposto, o presente trabalho tem o cbjetivo de
avaliar a relagio entre a munomarcacio de COX-2 & a gquantidade de macrofagos intatumorals e densidade de
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vasos em peoplasias mamarias maligmas de cadelas como um meodele de estude para neoplasias mamanas
malignas de humanos, vizande beneficios em ambas as areas.

IV - Sumario do projeto:

Q Discussio sobre a possbilidade de métodos alternativos e necessidade do namero de animais: O
projeto trata-se de um método altemativo, viste que utilizard blocos de tecidos enviados para diagnéstico
histopatologico, nio sendo ufilizados animais.

Q Prevé Projeto Piloto: Nio

Q Espécie animal utilizada/ namero total de animais/ Numero de animais por tratamento ou grupo
experimental: Nio serdo utilizados ammais e sim blocos de amostra tecidual de glindula mamdria

Q Descricio do animal utilizado (Explicitar: espécie/ linhagem! sexo (informar numero por sexo)/
peso efou idade etc): Nao se aplica

Q Fonte de obtencio do animal: Nio se aplica

Q Descricio das instalacdes utilizadas e mimero de animaisdrea’qualidade do ambiente (ar,
temperatura, numidade), alimentacio/hidratacio: Nio se aplica

Q Utilizacio de agente infeccioso/gravidade da infeccio a ser observada e amilise dos riscos aos
pesquisadores/alunos: Mio serdo utilizados agentes infeccioses. Os alunos‘pesqusadores entrardo em
contato com agentes quimicos que s8o prejudicials a saide. Enfretanto, os nscos sfo minimizados com a
utilizacio de EPls & treinamento para ¢ uso adequade dos reagentes.

O Procedimentos experimentais do projeto de pesquisa: Nio serdo utilizados animais, serdo utilizados
blocos de tecidos de pacientes caninos com tumores mamarios encaminhados a servigos de diagnostico
lustopatologico. Juntamente com os blocos serdo encaminhadas as fichas climicas dos amimais para
auxiliar na pesquiza. O matenal bioldgice serd processade de acordo com a rotina do laboraténo de
patclogia do Institato de Patologia Tropical e Saide Publica para coloragio das liminas em HE para
confirmacio do diagnéstico histomorfoldgico. Posteriormente, serd realizada inmme-histoquimica com
marcagio pelos anticorpos COX-2, CDG8 e CD31.

Q Métodos utilizados para minimizar o sofrimento e aumentar o bem-estar dos animais amntes,
durante e apdés a pesquisa. Pontos Finais Humanitarios: MNao se aplica

0 Grau de invasividade: Mo se aplica

0 Material utilizado em outros projetos: Sim, projetos com o estudo de marcadores.

o Método de entanasia: Nio se aplica

2 Destino do animal: Nao se aplica
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