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RESUMO

O mastocitoma cutaneo canino (MCC) ¢ uma neoplasia frequente em caes, com comportamento
biologico variavel conforme o grau histologico. Nesse contexto, a histomorfometria nuclear
surge como uma ferramenta quantitativa capaz de reduzir a subjetividade da avaliacao
anatomopatoldgica. O presente estudo teve como objetivo avaliar a histomorfometria nuclear
de células neoplasicas do MCC e sua correlagdo com os diferentes graus histologicos. Foram
analisadas laminas histologicas de mastocitomas cutaneos caninos por meio do software
ImagelJ, com mensuracdo de pardmetros nucleares. Os resultados demonstraram diferengas
significativas entre os graus histoldgicos, sendo que os parametros dimensionais se destacaram
na diferenciagdo entre tumores de baixo e médio grau, enquanto os parametros relacionados a
densidade e a organizagdo da cromatina mostraram maior sensibilidade na identificacdo de
tumores de alto grau. Conclui-se que a histomorfometria nuclear ¢ uma ferramenta eficaz e
promissora como método complementar na avaliagdo do mastocitoma cutdneo canino,

contribuindo para maior precisdo diagndstica e prognostica.

Palavras-Chave: Oncologia; Mastocitose; Dermatopatologia; Marcadores progndsticos.



ABSTRACT

Canine cutaneous mast cell tumor (MCT) is a common neoplasm in dogs, presenting variable
biological behavior according to its histological grade. In this context, nuclear
histomorphometry emerges as a quantitative tool capable of reducing subjectivity in
anatomopathological evaluation. The present study aimed to evaluate the nuclear
histomorphometry of neoplastic cells in canine cutaneous MCT and its correlation with
different histological grades. Histological slides of canine cutaneous mast cell tumors were
analyzed using the Imagel] software, with measurement of nuclear parameters. The results
showed significant differences among histological grades, with dimensional parameters
standing out in the differentiation between low- and intermediate-grade tumors, while
parameters related to chromatin density and organization demonstrated greater sensitivity in
identifying high-grade tumors. It is concluded that nuclear histomorphometry is an effective
and promising complementary method in the evaluation of canine cutaneous mast cell tumors,

contributing to greater diagnostic and prognostic accuracy.

Keywords: Oncology; Mastocytosis; Dermatopathology; Prognostic markers.
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1. INTRODUCAO

Os mastocitos desempenham diversas fungdes no sistema imunoldgico, incluindo
processos de inflamagao e regeneragao tecidual. Quando se tornam neoplasicos, denominado
de mastocitoma, substancias como a heparina e a histamina quando liberadas, podem causar
problemas graves no sistema, como Ulceras gastrointestinais, hemorragias, prurido, edemas,
diarreia, vomito e, em casos extremos, choque e colapso (Furlani et al., 2008; Rios, 2008).

O mastocitoma cutaneo canino (MCC) ¢ uma das neoplasias cutaneas mais frequentes
em caes, representando aproximadamente 20% dos tumores de pele nessa espécie (Meuten et
al., 2017; Withrow & Vail, 2019). Seu comportamento biologico ¢é altamente variavel, podendo
apresentar crescimento lento e localizado ou ser altamente invasivo, com significativo potencial
metastatico para linfonodos regionais (Kiupel et al., 2011). O progndstico do MCC esté
diretamente relacionado a sua graduacdo histoldgica, sendo classicamente determinada pelos
sistemas de Patnaik (1984), que subdivide os tumores em trés graus (bem diferenciado,
moderadamente diferenciado e pouco diferenciado), ou pelo sistema de Kiupel (2011), que os
agrupa em dois graus (baixo e alto grau).

Embora amplamente utilizados, esses sistemas apresentam limitagdes. O sistema de
Patnaik baseia-se em critérios qualitativos, o que pode levar a maior variagdo interobservador
na classificacdo dos tumores, principalmente quando aos mastocitomas de moderado grau
(Patnaik, 1984). Por outro lado, o sistema de Kiupel, ao reduzir a classificacdo a apenas duas
categorias, diminui essa variabilidade, mas pode limitar a discriminagdo progndstica dentro de
cada grupo (Kiupel et al., 2011). Nesse contexto, a histomorfometria nuclear tem sido explorada
como uma ferramenta quantitativa auxiliar na avaliagdo de neoplasias, permitindo uma analise
objetiva da morfologia celular e reduzindo a subjetividade inerente aos métodos tradicionais.

Tém-se demonstrado que parametros histomorfométricos, como area nuclear, perimetro
nuclear e coeficiente de variagdo da area nuclear, refletem a heterogeneidade tumoral e podem
estar correlacionados com a agressividade da doenga (Di Donato et al., 2017). Dessa forma, o
presente estudo tem como objetivo aplicar a histomorfometria nuclear para caracterizar o
mastocitoma cutdneo em caes e investigar sua correlagdo com os diferentes graus histologicos,
contribuindo para uma abordagem diagndstica mais objetiva, precisa e reprodutivel na

avaliacdo dessa neoplasia.

1.1 OBJETIVOS



1.1.1 Objetivo geral
Avaliar a histomorfometria nuclear de células neoplasicas do mastocitoma cutaneo
canino e sua correlacdo com as diferentes graduagdes histologicas atribuidas na rotina

anatomopatologica.

1.1.2 Objetivos especificos
e Determinar 8 parametros calculados de células neoplésicas do mastocitoma cutaneo
canino com diferentes graus histologicos. Area Nuclear Média, Perimetro Nuclear
Médio, Desvio Padrido da Densidade Optica, Diametro Nuclear Médio, Didmetro
Nuclear Maximo, Diametro Nuclear Minimo, Densidade Integrada ¢ Excentricidade

Nuclear.

e Correlacionar os achados histomorfométricos com os graus histologicos definidos pelos

sistemas de Patnaik (1984) e Kiupel (2011).

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Mastocitoma cutineo canino

O mastocitoma cutdneo canino ¢ uma das neoplasias mais frequentemente
diagnosticadas em caes, sendo considerado um tumor de grande relevancia na clinica € na
patologia veterinaria. Em seu estado fisioldgico, os mastdcitos desempenham papel central na
resposta imune e em reagdes alérgicas, possuindo granulos citoplasmaticos que contém
moléculas vasoativas e mediadores inflamatérios, como histamina, heparina, citocinas e
enzimas proteoliticas (Phillips et al., 1985).

O comportamento biologico do mastocitoma canino ¢ caracterizado por ser
marcadamente imprevisivel (Villamil et al., 2011; Kiupel & Camus, 2019; Bae et al., 2020;
Martins et al., 2022). A neoplasia pode se apresentar como um nodulo solitario de crescimento
lento e comportamento benigno ou manifestar-se de forma agressiva, com crescimento rapido,
ulceracdes e alta capacidade de metéstase para linfonodos regionais e drgaos viscerais, como
figado e baco (Mochizuki et al., 2017; Smiech et al., 2018, 2019; Reynolds et al., 2019; Pinello

et al., 2022). Essa variabilidade torna a graduacdo histopatoldgica e o estadiamento clinico



ferramentas essenciais para predizer o prognoéstico e determinar a conduta terapéutica mais
adequada (Smiech et al., 2018; Webster et al., 2007) .

Dessa forma, a compreensao dos aspectos epidemiologicos, clinicos e histopatologicos
do mastocitoma cutaneo canino ¢ fundamental para o diagnostico, a defini¢ao do progndstico e
a escolha da conduta terapéutica mais adequada. Nesse contexto, o entendimento integrado
desses fatores contribui para a avaliagdo adequada da ocorréncia, evolugdo e manejo da doenca

na pratica clinica.

2.1.1 Etiologia e aspectos moleculares

O mastocitoma cutaneo canino (MCT) destaca-se como a neoplasia cutanea maligna
mais frequente na espécie canina, correspondendo a aproximadamente 20% a 21% de todos os
tumores de pele diagnosticados. Embora sua ocorréncia seja comum, a etiologia exata e os
fatores de risco precisos para o seu desenvolvimento ainda nao estdo totalmente compreendidos
(Cohen et al., 1974; London & Seguin, 2003).

O processo de carcinogénese ¢ caracterizado pelo acumulo progressivo de mutagdes no
genoma celular, resultando na ruptura dos mecanismos homeostiticos que regulam o
crescimento, a diferenciacdo e a morte celular (London et al., 2009). No MCT canino, essa
desregulagdo leva a uma proliferacdo clonal descontrolada de mastocitos, com um
comportamento bioldgico variavel (Mochizuki et al., 2017; Smiech et al., 2018; Pierini et al.,
2019).

A influéncia de fatores genéticos na etiologia do mastocitoma ¢ evidenciada pela
marcante predisposi¢ao racial (Villamil et al., 2011; Kiupel & Camus, 2019; Bae et al., 2020;
Martins et al., 2022). Ragas como o Boxer, Labrador Retriever, Golden Retriever, Buldogues
e Pugs apresentam um risco relativo significativamente maior de desenvolver a neoplasia em
comparagdo com caes mesticos (Catarino et al., 2025). Estudos sugerem que o background
genético individual e os niveis de endogamia (inbreeding) podem desempenhar um papel
crucial na suscetibilidade a doenca (Mochizuki et al., 2017). Além disso, a ocorréncia de
multiplos tumores sincronicos em um mesmo animal reforca a hipotese de uma predisposi¢ao
genética subjacente ou de uma instabilidade gendmica que favorece a transformagdo de
multiplos mastocitos (Furlani et al., 2007).

Um dos pilares moleculares da etiologia do MCT canino ¢ a alteragdo no proto-
oncogene c-KIT (Webster et al., 2007; Chen et al., 2022). Este gene codifica o receptor tirosina

quinase KIT (também conhecido como CD117), uma proteina transmembrana essencial para a



diferenciagdo, a proliferacdo e a sobrevivéncia dos mastocitos. Em condigdes fisiologicas, a
ativacao do KIT depende da ligacao do fator de crescimento de células-tronco (SCF), que induz
a dimerizagao e a autofosforilagdo do receptor, iniciando cascatas de sinalizacao intracelular
(Horta et al., 2013; Sotiropoulou et al., 2025).

Mutagdes somaticas de ativagdo no gene c-KIT estdo presentes em aproximadamente
20% a 30% dos casos de mastocitoma cutaneo canino. Essas mutacgdes resultam na ativagao
constitutiva do receptor; ou seja, o KIT permanece enviando sinais de proliferacdo de forma
continua e independentemente da ligacao com o ligante SCF (Catarino et al., 2025; Horta et al.,
2013; Mochizuki et al., 2017).

As alteragdes moleculares mais comuns no gene ¢-KIT incluem duplicagdes internas em
tandem (ITD) no éxon 11, que ocorrem no dominio justamembranar. Essas mutacdes sdo as
mais frequentes e apresentam forte associacdo com tumores de alto grau histoldgico, maior taxa
de recidiva e menor tempo de sobrevida. Além disso, mutagdes nos éxons 8 € 9, embora menos
frequentes, também sdo descritas e afetam o dominio extracelular do receptor, promovendo sua
ativagdo autonoma. A identificacao de mutagdes no c-KIT sao também um importante marcador
prognostico e preditivo, uma vez que influencia diretamente a resposta a terapias de alvo
molecular, como os inibidores de tirosina quinase (Webster et al. 2006; Kiupel et al. 2011;
Takeuchi et al.).

A tumorigénese do MCT envolve a ativagdo de vias de sinalizacdo cruciais, como
PI3K/AKT, MAPK/ERK e JAK/STAT, que promovem a evasdo da apoptose e a replicagdo
celular ilimitada (Horta et al., 2013; Sotiropoulou et al., 2025). Além das mutac¢des no KIT, a
progressao tumoral esta associada ao acimulo de aberragdes no nimero de copias de DNA
(CNAs) (Benbarche et al., 2024).

Estudos de perfil gendmico demonstram que MCTs de alto grau apresentam uma
acumulacdo "em degraus" de alteracdes cromossomicas. Tumores com muta¢des no KIT
frequentemente exibem perfis gendmicos mais aberrantes, incluindo a perda do cromossomo
canino 5 (CFA 5), que contém o gene supressor de tumor TP53, e o ganho do cromossomo 31
(CFA 31). A interrupcdo da via da p53 e da via do RB (retinoblastoma) ¢ um evento molecular-
chave que confere uma vantagem proliferativa agressiva as células neoplasicas (London et al.,
2013).

Outro mecanismo relevante ¢ a angiogénese tumoral, a capacidade das células
neoplésicas de induzir a formagdo de novos vasos sanguineos para sustentar o crescimento da

massa tumoral acima de 2 mm. Proteinas como a ciclo-oxigenase-2 (Cox-2) estdo



frequentemente superexpressas em MCTs e em outros tumores malignos, favorecendo a
angiogénese e a progressao da doenca (Pinho, 2005).

Fatores hormonais também tém sido considerados, embora sua participagao ainda nao
esteja completamente definida. Estudos sugerem possiveis alteragdes na incidéncia conforme o
status reprodutivo, porém os resultados sdo inconsistentes € ndo permitem estabelecer uma
relagdo causal direta (Zemke et al., 2012). Quanto aos fatores ambientais, até o momento, nao
ha associacdo consistente entre exposicdo a agentes carcinogénicos especificos e o
desenvolvimento de mastocitomas em caes, diferentemente do que ocorre em outras neoplasias
cutaneas. Dessa forma, acredita-se que fatores ambientais desempenhem um papel secundério
ou ainda ndo completamente identificado (Dobson, 2013).

A compreensdo desses mecanismos moleculares, incluindo as alteragdes nas vias de
sinalizacdo celular e nas aberracdes gendmicas, ¢ essencial para o desenvolvimento de
protocolos diagndsticos e terap€uticos mais precisos, visando ao aumento da sobrevida e a

manuten¢do da qualidade de vida dos pacientes oncologicos.

2.1.2 Epidemiologia

O mastocitoma cutdneo ¢ amplamente reconhecido como a neoplasia cutdnea maligna
mais prevalente na espécie canina, com importancia epidemiologica significativa na clinica de
pequenos animais. Sua frequéncia varia conforme os estudos regionais, representando entre 7%
e 25% de todos os tumores de pele em caes (Martins et al., 2022).

Em levantamentos hospitalares especificos, essa prevaléncia pode ser ainda maior. Um
estudo realizado no Brasil apontou que o mastocitoma correspondeu a 31% das neoplasias
cutaneas diagnosticadas e a 6,5% de todos os casos oncologicos. Na Europa e na América do
Sul, as taxas de incidéncia dos tumores cutianeos variam entre 13% e 21%, evidenciando a
constancia desta neoplasia em diferentes regides geograficas (Denis et al., 2020; Engdahl et al.,
2025; Smiech et al., 2017).

No que tange a predisposi¢ao racial, nota-se um risco elevado em racas especificas,
muitas vezes associado a ancestralidade comum (Pierini et al., 2019). As racas Boxer, Labrador
Retriever, Golden Retriever e Pug sdo consistentemente citadas como as de maior risco em
diversas populacdes do mundo. Outras ragas com alta suscetibilidade incluem o Shar-pei,
Bulldog francés, Boston Terrier, Bullmastiff e Pinscher (Dobson et al. 2002; White et al. 2011;
Villamil et al. 2011; War-land & Dobson 2013; Zinc et al. 2014). Embora caes sem raca definida

(SRD) apresentem um numero absoluto elevado de casos devido a sua grande populagao,



especialmente no Brasil, estudos de risco relativo demonstram que as ragas puras mencionadas
apresentam probabilidade estatisticamente maior de desenvolver a doenga (Carvalho et al.,
2017; Cavalcante et al., 2020; De Nardi et al., 2018; Reynolds et al., 2019).

A idade de diagndstico do mastocitoma cutaneo concentra-se predominantemente em
animais de meia-idade a idosos. A idade média de apresentacdo gira entre 8 e 9 anos, embora a
neoplasia possa ser detectada em caes de qualquer faixa etdria, desde animais jovens com menos
de 1 ano até senis com mais de 15 anos. Observa-se que a probabilidade de diagndstico aumenta
progressivamente com o avangar da idade, com picos de incidéncia frequentemente registrados
entre os 7 e os 11 anos (Engdahl et al., 2025).Contudo, certas ragas, como o Sharpei e o Bulldog
francés podem manifestar a doenca precocemente, com diagnoésticos comuns entre os 4 € 6 anos
de vida (Barreto et al., 2025).

Quanto ao sexo, a maioria da literatura cientifica indica que nao ha uma predisposicao
sexual clara para o desenvolvimento do mastocitoma cutaneo, que afeta machos e fémeas de
forma semelhante. Apesar disso, alguns estudos isolados relataram uma frequéncia ligeiramente
superior em fémeas ou em machos (Miller 1995; Peters 1969; Shoop et al. 2015; Villamil et al.
2011). No que concerne ao estado reprodutivo, animais castrados, particularmente as fémeas,
parecem apresentar risco significativamente maior de desenvolver neoplasia quando
comparados a animais inteiros (Rupasinghe et al., 2026).

A localizag¢do anatdmica dos mastocitomas pode abranger qualquer regido da superficie
corporal, ocorrendo predominantemente no tecido cutaneo. Tém-se demonstrado uma maior
ocorréncia nas regides do tronco (50-60%), seguido pelos membros (25-40%) e, em menor
escala, na regido da cabega e pelo pescoco (10%) (Barreto et al., 2025; Furlani et al., 2007;
Kiupel et al., 2011; Rios, 2008; Smiech et al., 2017).

2.1.3 Aspectos clinicos

O MCC caracteriza-se por uma biologia altamente variavel e por um comportamento
clinico frequentemente imprevisivel (Rios, 2008). Sua apresentagdo clinica ¢ altamente
polimorfica, podendo assemelhar-se a qualquer lesdo cutinea primaria ou secunddria, incluindo
papulas, pustulas, nodulos ou massas indistinguiveis de outras neoplasias cutdneas/subcutaneas
(Couto, 2003; Gros et al., 2005).

As caracteristicas macroscopicas do mastocitoma canino variam conforme o grau de
diferenciagao celular (Couto, 2003; Vail, 2003; Scott et al., 2001). Tumores bem diferenciados

(Grau I) geralmente se apresentam como massas solitarias, de crescimento lento, com diametro



entre 1 e 4 cm, normalmente sem ulceracdo, embora frequentemente associados a alopecia local.
Por outro lado, tumores pouco diferenciados (Grau III) apresentam comportamento mais
agressivo, com crescimento rapido, maiores dimensdes e frequente presenca de ulceracado,
sendo comum a observacao de tecidos adjacentes inflamados e edematosos (Patnaik et al., 1984;

Hendrick et al., 1998; Kiupel et al., 2011).

Figura 1 — Aspecto clinico de mastocitoma cutaneo em cao.
Nodulo cutianeo unico, elevado, eritematoso,
alopécico e de contornos definidos, localizado
distalmente a articulagdo tarsal (seta), em
membro pélvico de um cdo da raga Akita,
macho, com 5 anos de idade. A massa apresenta
aproximadamente 3,5 cm de didmetro, sendo
sugestiva de mastocitoma cutaneo.

Fonte: Zhelavskyi et al. (2025).

Clinicamente, as massas podem ser dermoepidérmicos (superficiais € méoveis com a
pele) ou subcutineas (quando a pele sobre o tumor se move livremente). Embora a maioria se
apresente como nddulo tnico, entre 11% e 15% dos casos manifestam-se de forma multipla ou
disseminada (Dean, 1988; Jain, 1986; O’Keefe, 1990).

Um aspecto clinico caracteristico e de grande auxilio diagnéstico € o sinal de Darier
(Misdorp, 2004). Este fendmeno consiste na formagdo imediata de eritema, edema e papulas
edematosas apos a manipula¢do mecanica ou o trauma acidental do tumor. Tal rea¢do ocorre

devido a degranulagdo macica dos mastdcitos neoplasicos, que liberam mediadores vasoativos



no tecido local, aumentando a permeabilidade vascular e provocando a resposta inflamatéria
aguda observada clinicamente (Abbas et al., 2000; E-London et al., 1996).

Os mastocitos, tanto em sua forma normal quanto neoplésica, possuem granulos
citoplasmaticos ricos em substancias biologicamente ativas, como histamina, heparina,
proteases (incluindo quimase e triptase) e fatores quimiotaticos para eosindfilos. A liberagao
sistémica desses mediadores estd diretamente relacionada ao desenvolvimento de diversos
sindromes paraneoplasicos, que podem comprometer significativamente o estado clinico do
paciente (London et al., 1999).

Entre as principais manifestacdes, destacam-se os distirbios gastrointestinais,
decorrentes da acdo da histamina sobre os receptores H2 das células parietais gastricas, o que
promove a hipersecrecdo de acido cloridrico (London & Thamm, 2020). Esse processo
frequentemente resulta na formagao de ulceras gastroduodenais, manifestando-se clinicamente
por vomitos, anorexia, dor abdominal, melena e anemia secundaria a perda cronica de sangue.
Além disso, a libera¢do de heparina pode interferir, de forma local ou sist€émica, na cascata de
coagulagdo, predispondo o paciente a hemorragias, especialmente no sitio tumoral ou em areas
ulceradas (Blackwood et al., 2012; De Nardi et al., 2022; Oliveira et al., 2020).

Outro aspecto relevante é o comprometimento da cicatrizagcdo, uma vez que a presenga
de enzimas proteoliticas e substancias vasoativas no microambiente tumoral contribui para a
degradacao do colageno, retardando significativamente os processos de reparagdo tecidual,
especialmente no periodo pos-cirurgico (Thamm & Vail, 2003; Vail, 2003); Em situagdes mais
graves, a degranulagdo intensa e aguda dos mastécitos pode desencadear reacdes anafilaticas,
caracterizadas por hipotensdo sistémica e colapso circulatorio, o que configura um quadro de
emergéncia clinica (Dean, 1988; O'Keefe, 1987).

Devido ao potencial de metastase, especialmente para linfonodos regionais, bago e
figado, todos os pacientes com diagndstico de mastocitoma devem ser submetidos a um

estadiamento clinico rigoroso (Barreto et al., 2025).

2.1.4 Diagnostico

Devido ao seu comportamento bioldgico altamente variavel, a avaliagao histopatologica
constitui o pilar fundamental para o diagndstico definitivo, planejamento terapéutico e
determinag¢do do prognostico (Blackwood et al., 2012; Gerasimos et al., 2023; Zhelavskyi et al.,

2024).



A citologia aspirativa por agulha fina (CAAF) ¢ consolidada na rotina oncoldgica como
a técnica de triagem inicial predominante para o mastocitoma cutaneo canino, dada a sua
rapidez, baixo custo e elevada sensibilidade diagnoéstica, favorecida pela alta taxa de esfoliagao
celular desta neoplasia (Shaw et al., 2018; Zhelavskyi, 2024).

Microscopicamente, os mastocitos neoplasicos sao identificados como células redondas
a ovais, com citoplasma abundante e presenga caracteristica de numerosos granulos basofilicos
a metacromaticos, que se coram em tons de roxo em preparagoes do tipo Romanowsky (Paes
et. al., 2021; Sabattini et al., 2018; Shaw et al., 2018).

Embora a histopatologia permane¢a o padrdo-ouro para o diagnéstico definitivo, a
aplicagdo de sistemas de graduacao citoldgica, como o proposto por Camus et al. (adaptado do
sistema de Kiupel), permite uma predi¢do precoce da agressividade biologica (Kiupel et. al,
2011; Pedraza et. al, 2011; Scarpa et. al, 2016; Shaw et.al, 2018).

Este sistema classifica os tumores como de alto grau citoldégico na presenca de
granulagdo citoplasmatica escassa ou quando sdo preenchidos ao menos dois critérios de
malignidade, incluindo pleomorfismo nuclear, anisocariose acentuada, binucleagdo ou
multinucleacdo e presenga de figuras mitdticas (Cilloni et al., 2024; Del Rio-Sancho &
Christen-Zaech, 2025).

A acuracia do diagndstico citologico e a sua capacidade progndstica podem ser
significativamente potencializadas pela incorporagdo de métodos complementares, como a
avalia¢do dos marcadores de proliferacao celular Ki-67 e AgNOR diretamente nos esfregagos,
0 que aumenta a precisdo na deteccao de neoplasias de alto grau antes da cirurgia (Camus et al,
2016).

Nesse contexto, a coloragdo histoquimica com Azul de Toluidina atua como uma
ferramenta complementar indispenséavel e confirmatdria, sendo especialmente valiosa em casos
de mastocitomas pouco diferenciados (anaplasicos) onde a granulagdo ¢ fina ou escassa,
dificultando a identificag@o por corantes rotineiros como o Quick-Diff (Sledge et al, 2016).

Além de sua utilidade na morfologia celular, o0 Azul de Toluidina ¢ o método de eleigao
para o estadiamento linfonodal detalhado, permitindo a identificacdo de micrometastases
(classificacdo Stage HN2 de Weishaar) através da evidenciacdo de pequenos agregados de
mastdcitos metacromaticos no seio subcapsular ou paracortex, mesmo sem a distor¢ao da

arquitetura nodal (Moraes et al, 2025).
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Historicamente, o sistema de graduacao histologica proposto por Patnaik et al., em 1984,
foi amplamente adotado para a classificagdo do MCC, com base no grau de diferenciagao
celular e na profundidade de invasao tecidual (Ramos et al., 2026; Scalco et al., 2026).

Nesse sistema (Quadro 1 e Figura 2), os tumores sdo classificados em trés graus. Os
tumores de Grau I, bem diferenciados, geralmente permanecem confinados a derme e
apresentam células monomorficas, com citoplasma abundante e granulos intracitoplasmaticos
evidentes, além da auséncia de figuras mitoticas, estando associados a prognostico favoravel e

a elevada taxa de sobrevida.

Quadro 1 — Classificagdo histopatolégica do mastocitoma cutdneo canino segundo Patnaik et

al. (1984), com descri¢do dos principais aspectos histologicos avaliados.

Grau Aspectos Histopatologicos

Mastocitos bem diferenciados na derme superficial ou profunda dispostos
em corddes ou pequenos grupos; Células redondas a ovais ou uniformes
Grau I com citoplasma abundante e bem delimitado; Nucleo redondo e auséncia
de mitoses.

Celularidade moderada a alta com invasdo da derme profunda e
subcutaneo; Células redondas a ovais, moderadamente pleomorficas com
raras células binucleadas; Citoplasma distinto a indistinto; Nucleo redondo

Grau II com um ou mais nucléolos visiveis; Raras figuras mitoticas (0 a 2 por
campo de maior aumento — 400x); Areas de edema e necrose podem ser
observadas.

Localizagdo extensiva na derme e subcutdneo; Células pleomorficas
arranjadas em tapetes ou corddes estreitos; Anisocitose, anisocariose;
Citoplasma indistinto; Nucleo redondo com um ou mais nucléolos
proeminentes; 3 a 6 mitoses por campo de maior aumento; Células
multinucleadas e células gigantes; Edema, hemorragia e necrose
frequentes.

Grau III

Os tumores de Grau II apresentam células moderadamente pleomorficas, com infiltragao
da derme profunda e do tecido subcutaneo, baixo indice mitotico e possivel presenca de edema
e necrose, configurando uma categoria de comportamento bioldgico imprevisivel. Ja os tumores
de Grau III sdo pouco diferenciados, compostos por células altamente pleomorficas, com
elevada atividade mitdtica, granulagdo escassa e padrdo infiltrativo agressivo, associados a

prognostico reservado (Patnaik et al., 1984)
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Apesar de sua ampla utilizagdo, o sistema de Patnaik apresenta limitagdes importantes,
como a variabilidade na concordancia entre patologistas e a elevada propor¢ao de tumores
classificados como Grau II, o que reduz sua precisdo prognostica na pratica clinica (Patnaik et
al., 1984). Nesse contexto, visando maior objetividade e reprodutibilidade, Kiupel et al. (2011)
(Quadro 2) propuseram um sistema de classificagdo em dois niveis, categorizando os tumores
em baixo e alto graus com base em critérios morfoldgicos mais objetivos, relacionados a atipia

nuclear e a atividade mitoética.

. g

Figura 2 — Classificagao histopatolégica do mastocitoma cutaneo canino segundo os graus de
diferenciagdo. A) Mastocitoma grau I (baixo grau). B) Mastocitoma grau II. C:
Mastocitoma grau III (alto grau), evidenciando intenso pleomorfismo, alta
atividade mitotica e caracteristicas de maior agressividade bioldgica. HE, 40x.

Quadro 2 — Classificagao histopatologica do mastocitoma cutaneo canino segundo Kiupel et al.
(2011), com descricdo dos principais aspectos histologicos avaliados.

Grau Aspectos Histologicos

Baixo Grau Nenhum dos critérios abaixo

7 ou mais mitose/10 CGA

3 ou mais células multinucleadas (com 3 ou mais nucleos) /10 CGA

3 ou mais nucleos bizarros (com identacdes marcadas, segmentacao e forma
irregular) /10 CGA

Cariomegalia (didametros nucleares de pelo menos 10% dos mastdcitos
neoplésicos variam em pelo menos duas vezes)

Alto Grau

De acordo com esse sistema, um mastocitoma ¢ classificado como de alto grau quando
apresenta pelo menos um dos seguintes critérios em 10 campos de grande aumento (2,37 mm?):
sete ou mais figuras mitdticas, presenca de células multinucleadas, nucleos bizarros ou
cariomegalia (variagdo significativa no tamanho nuclear em pelo menos 10% das células

neoplasicas). Tumores que ndo atendem a esses critérios sdo classificados como de baixo grau.
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Esse modelo apresenta elevada concordancia interobservador e forte correlagdo com a
sobrevida, sendo atualmente considerado mais confiavel para estratificagdo prognostica (Kiupel
etal., 2011).

A graduagdo histopatologica permanece, portanto, como o principal fator progndstico
isolado no MCC, sendo essencial para orientar a conduta terapéutica, especialmente na
indicacdo de terapias adjuvantes em tumores de alto grau, que apresentam maior risco de
invasao local, metastases e recidiva (Kiupel et al., 2011; Patnaik et al., 1984). Contudo, diante
da heterogeneidade bioldgica desses tumores, a avaliagdo diagnostica evoluiu para uma
abordagem mais abrangente, incorporando marcadores de proliferagdo celular e analises
moleculares (Mehta et al., 2010; Smiech et al., 2018).

O indice mitdtico, ja incorporado aos sistemas de graduagdo, corresponde a contagem
de figuras mitdticas em uma area padronizada e apresenta forte correlagdo com a agressividade
tumoral, o risco de metastase ¢ a reducdo da sobrevida (Cino et al., 2023; Jark et al., 2024;
Moraes et al., 2025). A imunoexpressao de Ki-67, por sua vez, que ¢ uma proteina nuclear
expressa durante as fases ativas do ciclo celular, permite a quantificagao da fracao proliferativa
tumoral. Esse marcador tem demonstrado valor prognéstico significativo, especialmente na
identificacdo de tumores de comportamento agressivo em categorias histologicas intermediarias
(Bellamy & Berlato, 2022; Berlato et al., 2015; Scalco et al., 2026).

Adicionalmente, outros marcadores, como 0 AgNOR e o PCNA, t€m sido utilizados
para complementar a avaliacdo da atividade proliferativa. O AgNOR permite estimar a
velocidade de proliferacdo celular por meio da quantificagdo de regides organizadoras
nucleolares, enquanto o PCNA esta relacionado a sintese de DNA. Estudos indicam que a
combinagdo de Ki-67 e AgNOR aumenta a acurdcia na identificacdo de tumores altamente
malignos, sendo particularmente Util em casos de dificil classificagdo progndstica (Berlato et
al., 2018; Marouda et al., 2024; Vascellari et al.2013).

No ambito da biologia molecular, destaca-se o papel das mutagdes no gene c-KIT.
Mutagdes de ganho de funcdo, especialmente as duplicagdes internas em tandem no éxon 11,
promovem a ativagao constitutiva do receptor e a proliferagdo celular descontrolada, associadas
a tumores de maior agressividade, pior prognostico e menores taxas de sobrevida. Em
contrapartida, mutagdes em outros éxons, como o éxon 8, podem estar relacionadas a um
comportamento clinico menos agressivo (Cino et al., 2023; Montanucci et al., 2024; Tamlin et

al., 2020; Zhelavskyi et al., 2025).



13

A identificacdo dessas alteracdes moleculares possui implicagdes diretas na pratica
clinica, uma vez que atua como biomarcador preditivo da resposta a terapias-alvo, como o
toceranibe e o masitinibe. Tumores com mutagdes especificas, especialmente no éxon 11,
tendem a apresentar melhor resposta a esses farmacos, evidenciando a importancia da biologia
molecular na medicina veterinaria de precisdo (Halsey et al., Hahn et al., 2010, 2008; 2014;
Nakano et al., 2017).

Dessa forma, a abordagem diagndstica contemporanea do mastocitoma cutdneo canino
baseia-se na integracdo entre histopatologia, imunohistoquimica e biologia molecular. A
associacdo entre os sistemas de graduagdo histoldgica, a avaliagdo de marcadores de
proliferacdo celular e a caracterizagdo molecular do tumor permite uma estratificagdo
prognostica mais precisa € a adoc¢ao de estratégias terap€uticas individualizadas, contribuindo
significativamente para a melhoria da sobrevida e da qualidade de vida dos pacientes (Kiupel

et al., 2011; Scalco et al., 2026).

2.1.5 Estadiamento e Tratamento

O estadiamento (Quadro 3) e o tratamento do mastocitoma cutaneo canino sao pilares
fundamentais para a abordagem oncologica, uma vez que o comportamento biologico desta
neoplasia ¢ amplamente variavel (Giantin et al., 2025; Holanda et al., 2025; Zhelavskyi et al.,
2025). A determinagao precisa da extensao da doenca e do grau de agressividade celular permite
ao médico veterinario elaborar um plano terapéutico individualizado, visando ndo apenas ao
controle local, mas também a prevencdo ou ao tratamento de disseminagdes sistémicas (Rios,
2008).

O estadiamento clinico € o processo de avaliar a extensao do tumor no organismo, sendo
essencial para definir a conduta terapé€utica e estabelecer o prognostico do paciente. O sistema
de estadiamento mais difundido ¢ o proposto pela Organizagao Mundial da Saade (OMS), que
classifica a doenga em quatro estagios principais (I a IV), com base na presenc¢a de tumor tnico
ou multiplo, no envolvimento linfonodal e nas metastases a distancia. (Willmann et al., 2021).

No Estagio I, observa-se um tumor unico limitado a derme, sem comprometimento de
linfonodos. O Estagio II caracteriza-se por um tumor Unico dérmico com envolvimento do
linfonodo regional, visto que o estagio III compreende multiplos tumores dérmicos ou tumores
infiltrativos grandes, com ou sem envolvimento linfonodal. Por fim, o estagio IV ¢ definido
pela presenca de metastases a distancia, incluindo o envolvimento sistémico ou visceral (Rios,

2008).
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A avaliacdao dos linfonodos regionais é considerada o procedimento mais critico no
estadiamento, uma vez que sdo os primeiros sitios de metastase. E imperativo realizar a
avaliagdo citoldgica mesmo em linfonodos que se apresentam macroscopicamente normais a
palpacdo, pois a presenca de micrometastases pode alterar significativamente o estagio clinico

e as decisdes de tratamento (Couto, 2003; Scott et al., 2001; Vail 2003).

Quadro 3 — Estadiamento clinico do mastocitoma cutaneo canino conforme proposto pela
Organizagdo Mundial da Saiude (OMS), baseado na extensdo tumoral,
envolvimento linfonodal e presenga de metastases a distancia, sendo fundamental
para defini¢do do prognostico e planejamento terapéutico.

Classificacao Caracteristicas clinicas

Estagio 1

Tumor uUnico, limitado a derme, sem envolvimento de linfonodos
regionais.

Estagio 11 Tumor Gnico dérmico com comprometimento do linfonodo regional.

Estagio 111 Presenca de multiplos tumores dérmicos ou tumor infiltrativo de
grandes dimensdes, com ou sem envolvimento linfonodal.

Estagio IV Presenca de metéstases a distancia, incluindo envolvimento sistémico

ou visceral.

Fonte: Adaptado de Rios (2008) e Giantin et al. (2025).

Para um estadiamento completo, deve ser realizada uma série de exames diagnosticos.
(Horta et al., 2013; Rios, 2008; Zhelavsky et al.,2025). O hemograma e o perfil bioquimico
auxiliam na identificacdo de alteragdes sistémicas, como eosinofilia ou anemia decorrente de
ulceragdes gastrointestinais induzidas pela liberacdo de histamina, além de avaliar a funcdo
organica para o planejamento anestésico e quimioterapico (Anderson et al., 2024; Tratar et al.,
2023; Rios, 2008).

A ultrassonografia abdominal e a radiografia toracica sdo fundamentais para investigar
metastases, sendo recomendada a avaliacdo de figado e bago por meio de citologia guiada por
ultrassom, especialmente em casos de tumores de alto grau ou quando ha anormalidades na
aparéncia ecografica desses orgdos. O estdgio clinico final correlaciona-se diretamente com o
progndstico, em que os estagios avancados (III e IV) apresentam tempos de sobrevida
significativamente menores (Giantin et al., 2025; Rios, 2008; Zhelavsky et al.,2025).

O tratamento do MCC ¢ frequentemente multimodal, integrando cirurgia,

quimioterapia, radioterapia e, em casos especificos, terapias de alvo molecular. (Horta et al.,
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2018; Roberts et al., 2022; Larsen et al., 2023). A excisdo cirirgica com margens amplas ¢ a
modalidade de escolha para tumores solitarios sem evidéncia de metéstase, sendo
potencialmente curativa em tumores bem diferenciados (Rassnick et al.,2010). As diretrizes
recomendam margens laterais de 2 a 3 cm de tecido normal e uma margem profunda que inclua
ao menos um plano de fascia muscular integro (Simpson et al., 2004).

A necessidade de margens mais agressivas estd diretamente relacionada ao grau
histolégico. Tumores de alto grau exigem maior rigor na ressec¢ao para minimizar o risco de
recidiva e a excisdo completa, confirmada por histopatologia, ¢ um dos principais indicadores
de sucesso terapéutico no controle local (Bae et al, 2020; Kim & Matsuyama, 2022; Odjeda et
al., 2026). Associada a essa abordagem, a quimioterapia antineopldsica no mastocitoma ¢
indicada primordialmente como terapia adjuvante em casos de alto risco de metéastase ou
recorréncia, abrangendo tumores de alto grau (Grau III de Patnaik ou alto grau de Kiupel) e
casos com comprometimento confirmado de linfonodos regionais (Rassnick et al., 2010; Horta
et al., 2018; Roberts et al., 2022).

O protocolo considerado padrao-ouro na rotina oncoldgica veterinaria fundamenta-se
na utilizagdo da vimblastina associada a prednisolona, apresentando taxas de resposta objetiva
que variam entre 12% e 47%.(Rios, 2008; Zhelavskyi et al., 2025). Outros agentes citotoxicos,
como a lomustina (CCNU) e a ciclofosfamida, também demonstram eficacia no controle da
progressao da doenga, sendo frequentemente empregados em protocolos combinados para
maximizar a citorredu¢do, embora a lomustina exija monitoramento rigoroso devido ao seu
potencial de mielossupressao e hepatotoxicidade (Berlato et. al, 2021; Marconato et. al, 2020).

A modalidade neoadjuvante (pré-operatédria) tem sido explorada com o objetivo de
promover a reducdo do volume de massas tumorais volumosas, facilitando a exérese cirurgica
posterior com margens de seguranca adequadas, especialmente em localizacdes anatomicas
complexas (Guerra et. al, 2022). Contudo, estudos indicam que, embora eficaz na redu¢do do
diametro tumoral, o uso pré-operatério da vimblastina ndo parece conferir um aumento
significativo na sobrevida global ou no intervalo livre de doengca quando comparado ao
tratamento adjuvante isolado (Rassnick et. al, 2008; Thamm et al., 1999).

Adicionalmente, a quimioterapia metrondmica surge como uma estratégia paliativa
relevante para casos de doenca inoperavel ou metastatica. Esta modalidade baseia-se na
administracao continua e em baixas doses de farmacos como a ciclofosfamida ou o clorambucil,

visando a inibi¢cdo da angiogénese tumoral e a modulagdo da resposta imune local através da
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reducdo de linfécitos T reguladores (T-reg) (Antonescu et. al, 2005; Chan et al., 1999; Pawson,
2002).

O uso de inibidores de tirosina quinase (TKIs), como o toceranibe € o masitinibe,
representa um avango na oncologia de precisdao. (London, 2009; Maeda, 2023). Essas drogas
atuam bloqueando a sinalizagcdo aberrante do receptor KIT, frequentemente associada a
mutagdes no proto-oncogene c-kit (especialmente duplicagdes em tandem no exon 11) (Warland
& Dobson, 2013). As terapias-alvo sao indicadas para tumores recorrentes, nao ressecaveis ou
metastaticos, apresentando taxas de resposta superiores em pacientes que portam a mutagao
genética (Bertola et al., 2024).

A radioterapia ¢ utilizada principalmente para o controle local de doenca microscopica
residual em casos de margens cirdrgicas incompletas em que uma nova cirurgia ¢ impossivel.
Também pode ser empregada paliativamente em tumores volumosos para reduzir a dor e o
desconforto (Abbas et al., 2000; Scott et al., 2001). Embora eficaz, sua disponibilidade limitada
e o elevado custo restringem seu uso em larga escala na rotina veterinaria (Argyle et al., 2008;
Impelizeri et al., 2016; Spugnini & Bald, 2019).

O manejo dos efeitos sistémicos da degranulacdo mastocitaria € essencial. O uso de anti-
histaminicos (bloqueadores H1, como a difenidramina, e H2, como a famotidina ou ranitidina)
e protetores gastricos (como o omeprazol) € recomendado para prevenir e tratar ulceras
gastrointestinais e reacdes anafilaticas decorrentes da liberagdao massiva de histamina e de
heparina pelo tumor (Couto, 2003; Gross, 2005; Scott et al., 2005; Vail, 2003).

O prognoéstico do MCC ¢ determinado pela interacdo de multiplos fatores. O grau
histologico permanece como o indicador mais robusto. Enquanto MCCs de baixo grau
apresentam taxas de cura superiores a 75-90%, MCCs de alto grau t€ém tempos de sobrevida
médios significativamente menores (frequentemente inferiores a um ano com terapia
convencional). O estagio clinico avancado e a presenga de metéstases viscerais sdo fatores
prognoésticos negativos criticos (Horta et al., 2018; Roberts et al., 2022; Larsen et al., 2023).

O indice mitotico (IM), frequentemente avaliado como a contagem de mitoses em 10
campos de grande aumento (ou area de 2,37 mm?), ¢ um preditor independente de sobrevida.
Valores acima de 5 ou 7 estdo associados a maior risco de recidiva e de morte (Kiupel et al.,
2011; Patnaik et al., 1984). Além disso, a presenca de mutagdes em c-KIT e padrdes aberrantes
de expressao da proteina KIT (localizagdo citoplasmatica focal ou difusa) correlacionam-se
com um comportamento bioldégico mais agressivo e com menor intervalo livre de doenca

(Blackwood et al., 2012; Harshbarger & Meinkoth, 2017; Bellamy & Berlato, 2022).
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2.2 Histomorfometria nuclear

A histomorfometria nuclear define-se como um método quantitativo capaz de descrever
dados objetivos relativos a area, as dimensdes e ao formato de estruturas celulares,
especificamente do nucleo, em nivel microscopico (Bruix & Sherman, 2005; Gomes et al.,
2013; Vauthey et al., 2002). Na rotina oncologica veterinaria, essa técnica ¢ aplicada para
converter caracteristicas morfoldgicas em varidveis numéricas, permitindo distinguir com
maior precisdo populacdes de células normais e neoplasicas (Zink et al., 2004).

No contexto do mastocitoma cutidneo canino, a incorporacdo da analise morfométrica
nuclear ¢ fundamental, pois oferece uma interpretagdo objetiva e reprodutivel, reduzindo a
subjetividade inerente a avaliacdo visual rotineira do patologista (Biggiogera et al., 2024; Judice
et al., 2009) Essa objetividade ¢ crucial para a determinacdo da agressividade tumoral, uma vez
que alteragdes estruturais do nucleo sdo marcadores centrais da natureza e do comportamento
bioldgico da neoplasia, influenciando diretamente o progndstico do paciente (Franceschi et al.,
2017; Lok et al., 2009; Petrick et al., 2016).

A caracterizagdo da histomorfometria nuclear ¢ realizada por meio da analise digital de
imagens obtidas a partir de cortes histologicos. O processo exige o uso de softwares
especializados, sendo o ImageJ um dos mais difundidos na comunidade cientifica, por ser uma
plataforma de codigo aberto que permite a automacgao e a padronizacao das analises (Kobayashi
et al., 2019; Schneider et al., 2012).

As etapas gerais incluem a obtencdo de imagem microscopica em alta resolucdo, a
selecdo e segmentacao dos nucleos (frequentemente utilizando ferramentas como o threshold
para a binarizacao), a calibragdo da escala de pixels para micrometros e, finalmente, a extracao
dos dados quantitativos. A padroniza¢do metodologica, que abrange desde a espessura do corte
histologico até as configuragdes do software, ¢ indispensavel para garantir a reprodutibilidade
dos resultados e minimizar variagdes instrumentais (Raghavan & Rao, 2015).

Os parametros avaliados na histomorfometria nuclear sao agrupados em trés categorias
principais, os quais incluem aspectos morfométricos, textuais e densitométricos. Os
morfométricos mensuram o tamanho e a forma nuclear (como a area e o perimetro), os texturais
analisam a organizagdo ¢ a complexidade da cromatina (como a dimensdo fractal) e os
densitométricos sao direcionados a avaliacdo da intensidade da coloragdo e o conteudo de

material nuclear (Chen et al., 2015; Kobayashi et al., 2019).
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Cada grupo possui uma funcdo especifica na caracterizacdo celular. Parametros de
tamanho e forma refletem o grau de diferenciacdo e atividade celular, enquanto pardmetros de
textura e densidade indicam alteragdes na compactagdo do DNA e na arquitetura interna do
nucleo, caracteristicas que frequentemente se alteram durante a transformagdo neoplasica
(Bourne et al., 2025; Santos, 2021; Takahashi, 1989).

Dentre os parametros extraidos pelo software ImagelJ, destacam-se diferentes medidas
morfométricas que permitem a caracterizacdo objetiva das alteragdes nucleares em células
neoplasicas. A area nuclear (Area) corresponde a regido interna delimitada pelo contorno do
nucleo, e seu aumento esta associado a maior atividade metabolica e a desregulagdo do ciclo
celular, caracteristicas frequentemente relacionadas a malignidade (Pandian et al., 2021;
Rodrigues et al., 2025).

J& o desvio padrao (StdDev) reflete a variagdo na intensidade dos pixels no interior do
nucleo, indicando a granularidade da cromatina e o grau de heterocromasia, o que auxilia na
identificacdo de pleomorfismo nuclear (Raghavan: Rao, 2015). O perimetro (Perim), por sua
vez, corresponde ao comprimento total do contorno nuclear, e valores elevados ou contornos
irregulares indicam invaginacdes e instabilidade da membrana nuclear, alteragdes comuns em
células com comportamento bioldgico mais agressivo (Carella, De Vico & Landini, 2017).

Além disso, o diametro de Feret (Feret) ¢ definido como a maior distancia entre dois
pontos do contorno nuclear e ¢ amplamente utilizado para caracterizar o alongamento e o
pleomorfismo nucleares, especialmente em estruturas irregulares. De forma complementar, o
diametro minimo de Feret (Min Feret) representa a menor distdncia entre dois pontos do
contorno, contribuindo para a andlise da forma e do grau de achatamento do nucleo (Carrilho
etal., 2010).

O didmetro nuclear médio (MND) resulta da média dos diametros nucleares e esta
diretamente relacionado ao tamanho celular e ao potencial proliferativo tumoral (Vijayashree
& Ramesh, 2015). Por fim, a densidade integrada (IntDen) corresponde ao produto da area pela
intensidade média de cinza, fornecendo uma estimativa indireta do conteudo de cromatina e da
densidade de DNA nuclear (Chowdhury et al., 2017; Kalhan et al., 2010).

A importancia da histomorfometria no mastocitoma canino reside em sua capacidade de
atuar como ferramenta complementar aos sistemas de graduacao histoldgica de Patnaik e de
Kiupel (Rodrigues et al., 2025). Pardmetros como o aumento da 4rea e do perimetro nucleares,
bem como a redug¢do da circularidade, correlacionam-se positivamente com graus histologicos

mais elevados e com maiores indices mitoticos (Raghavan & Rao, 2015)
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Assim, a analise digital ndo substitui o diagnostico histopatoldgico, mas o refina ao
fornecer marcadores quantitativos que auxiliam na predicdo do comportamento bioldgico
tumoral e na definicdo de progndsticos, permitindo um acompanhamento clinico mais assertivo

para pacientes com tumores de comportamento incerto (Biggiogera et al., 2024).

3. MATERIAL E METODOS

O presente estudo possui delineamento observacional, de carater retrospectivo e
prospectivo, conduzido a partir da analise de laudos histopatologicos e laminas arquivadas em
laboratérios e servigos privados de patologia veterinaria localizados em Goidnia e regido
metropolitana. A amostragem inicial compreendeu laudos histopatologicos, abrangendo
diferentes enfermidades que acometem sistemas organicos de animais domésticos. A partir
dessa base de dados, foram identificados e selecionados casos com diagndstico conclusivo de
mastocitoma cutdneo canino, mediante acesso aos acervos laboratoriais.

A defini¢do diagnostica de mastocitoma cutaneo canino foi fundamentada nos critérios
estabelecidos pela Organizagdo Mundial da Saude (Misdorp et al., 1999) e por Meuten et al.
(2017). Para a classificagdo histopatologica dos mastocitomas, foi adotado apenas o sistema de
graduacao proposto por Patnaik et al. (1984), por ainda ser amplamente utilizados na rotina
anatomopatoldgica e exibir maior variabilidade interobservador pela subjetividade dos critérios
estabelecidos. Esse sistema baseia-se em critérios qualitativos, categorizando os tumores em
graus I, IT e III.

Inicialmente foi realizada a captura de imagens em um microscopio optico com camera
acoplada e auxilio do software LAS (Leica Application Suite®). Foram obtidas 55 imagens
histologicas, sendo 20 casos de mastocitomas grau I, 21 casos de mastocitoma grau Il e 14 casos
de grau III. Foram selecionados e registrados 10 campos de avaliagdo (maior aumento - 40x)
distintos de cada corte histologico para posterior analise.

Durante a execu¢ao do estudo, algumas etapas metodoldgicas (Figura 3) inicialmente
propostas foram ajustadas com o objetivo de aprimorar a padroniza¢do das analises e garantir
maior reprodutibilidade dos resultados. Essas modificagdes concentraram-se principalmente na
etapa de analise histomorfométrica digital, diante das dificuldades relacionadas a delimitagao
precisa dos nucleos celulares e a variabilidade das mensuragdes. Dessa forma, foi desenvolvido
e padronizado um protocolo especifico de analise utilizando o software ImageJ® (National

Institutes of Health, EUA).
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Primeiro, foi realizada a calibragdo da escala (Fig. 3) utilizando uma imagem de
referéncia com barra micrométrica, por meio da ferramenta Analyze > Set Scale. Para
padronizagdo das mensuragdes, foram adotados os seguintes pardmetros: distdncia em pixels
(distance in pixels) de 152,5008; distancia conhecida (known distance) de 0,69 um; proporgao
de pixel (pixel aspect ratio) de 1,0; e unidade de comprimento em micrometros (um). A op¢ao
Global foi selecionada, garantindo a aplicacao da calibragdo para todas as imagens analisadas.

A escala resultante foi de 221,0157 pixels/um.

Resultados Converter para escala de cinza

DEPRTE
B s

Image > Type » $-bit

Armazenamento das selecbes
Pressione T~ ROI Manager Ajuste de imagem
Image > Adpust > Brightness/Contrast

= e
f}..{.‘r' ’

Selecho dos nicleos
e
Potygon Selection Tool

Aplicar Auto

Figura 3 — Fluxograma do processamento e analise histomorfométrica nuclear em imagens
histologicas utilizando o software Imagel.

Fonte: Adaptado de Raghavan & Rao (2015).

ApoOs a calibragdo, as imagens foram importadas para o software (File > Open),
convertidas para escala de cinza de 8 bits (Image > Type > 8-bit) e submetidas a ajuste
automatico de brilho e contraste (Image > Adjust > Brightness/Contrast > Auto), com o objetivo
de otimizar a visualizacdo dos contornos nucleares. Em seguida, foram configurados os

parametros de mensuracgdo (Analyze > Set Measurements), incluindo area, perimetro, didmetro
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de Feret, elipse ajustada, valor médio de cinza, densidade integrada, desvio padrio e
identificacdao das amostras.

A selecao dos nucleos celulares foi realizada manualmente por meio da ferramenta
“Polygon Selection Tool”, delimitando-se exclusivamente nucleos integros, ndo sobrepostos e
com limites bem definidos. Foram descartadas regides com necrose, inflamagao ou ulceragao,
com preferéncia a areas com ao menos 75% de tecido neoplasico (areas de hotspot). Cada
estrutura selecionada foi registrada no gerenciador de regides de interesse (ROI Manager),
permitindo a organizagdo e posterior analise conjunta.

Foram analisados 50 ntcleos por imagem nos casos classificados como grau I e grau II,
e 100 nucleos por imagem nos casos classificados como grau III, totalizando 3450 ntcleos
avaliados, resultando na andlise de 1.150 nucleos de cada graduacgdo histoldgica. Devido a
menor frequéncia de células bem delimitadas nos casos de menor grau e a maior
heterogeneidade morfoldgica observada nos tumores de alto grau, optou-se por aumentar o
numero de nucleos analisados nas amostras de grau III, a fim de garantir maior
representatividade dos dados.

As mensuracdes foram obtidas por meio do comando Analyze > Measure, gerando
automaticamente parametros como area (Area), média de intensidade (Mean), desvio padrao
(StdDev), perimetro (Perim), eixos maior e menor (Major e Minor), angulo (Angle), diametro
de Feret (Feret), densidade integrada (IntDen) e suas variagdes. A partir dos dados obtidos,
foram calculados os seguintes parametros: area nuclear média (ANM), perimetro nuclear médio
(PNM), coeficiente de variacdo da area nuclear (NACV), diametro nuclear médio (DNM),
didmetro nuclear maximo meédio (DNmax) e didmetro nuclear minimo médio (DNmin),
conforme descrito por Di Donato et al. (2017).

A analise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism® versdo 7.04
(San Diego, CA, EUA). Os dados foram expressos em média e desvio padrao. A normalidade
foi avaliada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Para variaveis com distribui¢do paramétrica,
foi utilizada andlise de variancia (ANOVA), seguida do teste de Tukey. Para variaveis nao
paramétricas, foi aplicado o teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de comparagdes multiplas
de Dunn. Foram consideradas estatisticamente significativas as diferengas com p < 0,05.

4. RESULTADOS

Foram analisados 3.450 nucleos provenientes de mastocitomas cutdneos caninos

classificados nos graus histolégicos I, II e III, distribuidos conforme a disponibilidade amostral

de cada grupo. A analise histomorfométrica nuclear evidenciou diferencas estatisticamente
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significativas entre os graus, demonstrando alteragdes progressivas nas dimensdes, na
granularidade da cromatina, na densidade e na morfologia nuclear das células neoplasicas. Nas
figuras 4 e 5 sdo apresentados todos os resultados obtidos para os diferentes parametros

analisados.
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Figura 4 — Parametros histomorfométricos nucleares relacionados a dimensdo e a cromatina
em mastocitomas cutaneos caninos. Graficos representando a anéalise comparativa
entre os graus histoldgicos para os parametros: (A) area nuclear média (ANM), (B)
desvio padrao da densidade optica (StdDEV), (C) perimetro nuclear médio (Perim)
e (D) diametro nuclear maximo (Feret). Barras com letras distintas indicam
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (p < 0,05).
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Figura 5§ —
Parametros histomorfométricos nucleares relacionados a forma e a densidade em
mastocitomas cutineos caninos. Graficos representando a analise comparativa entre
os graus histologicos para os parametros: (A) didmetro nuclear minimo (MinFeret),
(B) didmetro nuclear médio (MND), (C) densidade integrada (IntDEN) e (D)
excentricidade nuclear (EN). Barras com letras distintas indicam diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos (p < 0,05).

Em rela¢do aos pardmetros dimensionais, incluindo a area nuclear média (ANM), o
perimetro nuclear médio (Perim) e o didmetro nuclear méximo (Feret), observou-se um padrao
de comportamento semelhante entre as varidveis. O Grau | apresentou os menores valores
médios, diferindo estatisticamente dos Graus II e III (p < 0,05). Houve aumento expressivo da

médias desses parametros na transi¢do do Grau I para o Grau II, indicando expansdo nuclear
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associada a progressdo da malignidade. No entanto, ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas entre os Graus II e III, os quais permaneceram estatisticamente
semelhantes entre si, sugerindo estabilizagdo das dimensdes nucleares nos estagios mais
avangados da neoplasia.

Esse mesmo padrdo foi observado para o diametro nuclear minimo (MinFeret) e o
diametro nuclear médio (MND) (Figura 2A e 2B), nos quais o Grau I apresentou valores
significativamente inferiores em relagdo aos demais (p<0,05). Entretanto, as graduacdes II e III
nao diferiram estatisticamente entre si (p>0,05).

No que se refere a granularidade da cromatina, avaliada pelo desvio padrao da densidade
optica (StdDEV), observou-se um comportamento distinto dos pardmetros dimensionais. Nao
houve diferenca estatistica entre os Graus I e II, que apresentaram valores semelhantes. Em
contrapartida, o Grau III apresentou aumento significativo (p < 0,05), indicando maior
heterogeneidade cromatinica e intensificagdo do pleomorfismo nuclear nos tumores de alto
grau.

A densidade integrada (IntDEN) foi o pardmetro que apresentou maior sensibilidade na
discriminagao entre os graus histologicos. Observou-se aumento progressivo e estatisticamente
significativo entre todos os grupos avaliados (Grau I < Grau II < Grau III), evidenciando
elevacdo continua da densidade nuclear conforme o aumento da malignidade. Entretnato,
quanto a excentricidade nuclear (EN), ndo foram observadas diferencas estatisticamente
significativas entre os Graus I e II, que apresentaram valores semelhantes. Entretanto, o Grau
III apresentou reducdo significativa desse indice, indicando alteragdes na forma nuclear

associadas aos tumores de maior grau histoldgico.

5. DISCUSSAO

Este estudo se destaca por introduzir uma abordagem quantitativa mais detalhada em
um cenario tradicionalmente baseado em critérios qualitativos e subjetivos. Os sistemas de
graduacdo histologica de Patnaik e Kiupel, embora amplamente utilizados, apresentam
limitagdes, especialmente relacionadas a variabilidade interobservador e a dificuldade de
classificacdo de tumores intermediarios (Patnaik et al., 1984; Kiupel et al.,, 2011). A
histomorfometria nuclear, ao fornecer parametros objetivos e reprodutiveis, contribui para a
reducdo dessa subjetividade e para o refinamento da avaliacdo diagnostica, podendo inclusive

influenciar no prognoéstico e desfecho clinico do paciente (Lu et al., 2018).
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A hipdtese principal do presente trabalho, de que parametros histomorfométricos
nucleares seriam capazes de refletir a heterogeneidade tumoral e correlacionar-se com a
agressividade do mastocitoma cutaneo canino, foi confirmada e corrobora com outros estudos
de carater semelhante (Simeonov & Grozeva, 2025). Os resultados demonstraram diferengas
estatisticamente significativas entre os graus histologicos, especialmente na distingdo entre
tumores de baixo grau e aqueles de comportamento mais agressivo, utilizando todos os
parametros analisados testados.

Strefezzi et al. (2005) também avaliaram casos de mastocitoma cutaneo canino por
meio de histomorfometria nuclear, de forma semelhante ao presente estudo. Os autores
indicaram que a analise morfométrica nuclear pode ajudar na classificagdo de mastdcitos,
especialmente quando se utilizam os critérios de area, didametro médio e perimetro do nucleo,
sendo esses os mais apropriados para diferenciar os graus histopatoldgicos dos tumores de
mastocitos da pele canina. Esses mesmos parametros também foram marcadores importantes
na diferenciagdo entre os subtipos histologicos no presente trabalho, porém, este se destaca pela
maior quantidade de critérios analisados quando comparados ao proposto por Strefezzi et al.
(2005).

Do ponto de vista biolégico, com exce¢do para densidade dOptica e excentricidade
nuclear, o0 aumento observado nos parametros dimensionais nucleares na transi¢cao do Grau I
para o Grau Il pode ser explicado por alteragdes fundamentais da carcinogénese. O crescimento
nuclear esta diretamente associado a intensificagdo da atividade metabolica celular, ao aumento
da sintese de DNA e RNA e a desregulagdo dos mecanismos de controle do ciclo celular. Além
disso, fenomenos como aneuploidia e instabilidade genomica contribuem para o acumulo de
material genético, refletindo-se no aumento do volume nuclear (Pandian et al., 2021; Rodrigues
et al., 2025).

A auséncia de diferenca significativa entre os Graus II e III nesses parametros
morfométricos sugere que a expansao nuclear ocorre predominantemente nas fases iniciais da
progressdo tumoral, atingindo um possivel “platd” em estdgios mais avangados. Esse
comportamento ja foi descrito em outras neoplasias, nas quais o aumento nuclear representa um
evento precoce, enquanto alteragdes mais complexas, como a organizacdo da cromatina,
tornam-se mais relevantes nos estagios avangados da malignidade (Raghavan & Rao, 2015).

Nesse contexto, os parametros densitométricos e texturais demonstraram maior
sensibilidade na identificacdo de tumores de alto grau, sem diferengas entre os graus Il e III. O

aumento progressivo da densidade integrada (IntDEN) observado neste estudo reflete a maior
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compactacdo da cromatina e o aumento do contetdo de DNA nuclear, caracteristicas
frequentemente associadas a hipercromasia e a elevada atividade proliferativa. De forma
complementar, o aumento do desvio padrdo da densidade optica (StdDEV) nos tumores de grau
intermediario e alto indica maior heterogeneidade cromatinica, evidenciando pleomorfismo
nuclear acentuado e desorganizagdo estrutural do nucleo, caracteristicas cldssicas de tumores
de alta agressividade (Kiupel et al., 2011; Patnaik et al., 1984).

Esses achados estdo em consonancia com a literatura sobre mastocitomas caninos, na
qual tumores de maior grau histoldgico apresentam maior indice mitdtico, maior expressao de
marcadores proliferativos, como o Ki-67, resultando em comportamento bioldgico mais
agressivo. Adicionalmente, ¢ valido destacar que Scalco et al. (2026) avaliou recentemente o
uso de analises digitais na imunoexpressdo de Ki-67 de mastocitoma canino, com resultados
promissores, porém, ainda requerem maior refinamento. Nesse sentido, nota-se que a literatura
especifica sobre a aplicagao da histomorfometria nuclear no mastocitoma cutineo canino ainda
¢ limitada, o que reforca a relevancia dos resultados obtidos neste trabalho (Blank et al., 2015;
La Rosa, 2023).

Quando comparados a estudos em outras neoplasias, os resultados demonstram forte
consisténcia. Em carcinomas mamarios caninos, analises histomorfométricas evidenciaram
aumento significativo da 4rea e do perimetro nuclear em tumores de alto grau, corroborando a
associacdo entre dimensdes nucleares e agressividade tumoral. De forma semelhante, em
carcinomas hepatocelulares, parametros relacionados a morfologia e a textura da cromatina
mostraram-se eficazes na distingdo entre tecidos neoplasicos e ndo neopldsicos (Biggiogera et
al., 2024; Rodrigues et al., 2025).

Em neoplasias humanas, como carcinomas de glandula mamaria e lesdes da mucosa
oral, a histomorfometria nuclear também apresenta elevada sensibilidade e especificidade na
diferencia¢do entre lesdes benignas e malignas. Esses dados reforcam que as alteracdes
nucleares quantitativas podem ser utilizados como marcadores da transformacao neoplasica,
independentemente da origem tecidual, fortalecendo a aplicabilidade e expansao da técnica na
rotina diagndstica para o mastocitoma cutaneo canino (Pandian et al., 2021; Chowdhury et al.,
2017; Kalhan et al., 2010).

Apesar da consisténcia dos resultados, algumas limitacdes inerentes ao método
empregado devem ser consideradas. A analise histomorfométrica foi realizada manualmente
por um unico avaliador no software ImagelJ, o que reduz a variabilidade interobservador e

aumenta a padronizagdo das mensuragdes. No entanto, esse tipo de abordagem ¢ dependente da
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acuracia na delimitacdo dos nucleos celulares, de modo que pequenas imprecisdes na marcagao
podem interferir nos valores obtidos. Ou seja, a defini¢do precisa da regido de interesse
frequentemente requer refinamento manual substancial devido a heterogeneidade tumoral e a
variabilidade na qualidade do tecido e da coloracao (Scalco et al., 2026).

Dessa forma, estudos futuros devem priorizar a automagdo da segmentagdo nuclear
por meio de técnicas de inteligéncia artificial, visando reduzir a influéncia do operador e
aumentar a reprodutibilidade das analises. A exemplo disso, Haghofer et al. (2025)
recomendaram o uso de analises de morfometria automatizada utilizando segmentagdo baseada
em aprendizagem profunda em casos de mastocitoma cutidneo canino. Segundo os autores, essa
abordagem demonstra alta precisdo de medicao e alto valor prognostico da morfometria nuclear
totalmente automatizada, com baixo custo operacional e maior numero de células analisadas.

Por fim, ¢ valido ressaltar ainda que a associagao dos parametros histomorfométricos,
sejam eles manuais ou automatizados, com marcadores imunohistoquimicos, como Ki-67, ¢
alteragdes moleculares podera contribuir para uma compreensdo mais integrada da biologia
tumoral. Além disso, a correlagdo com desfechos clinicos, como tempo de sobrevida e intervalo
livrte de doenca, sera fundamental para validar a aplicabilidade desses parametros como

ferramentas prognoésticas na pratica veterinaria.

6. CONCLUSOES

Diante do exposto, nota-se que os parametros dimensionais nucleares (ANM, Perim,
Feret, MinFeret e MND) permitiram a distingdo entre tumores de baixo grau (Grau I) e tumores
de maior graduagdo (Graus II e I1I), embora apresentem limita¢do na diferenciacao entre os dois
ultimos. Em contrapartida, parametros relacionados a densidade e a organizagao nuclear, como
IntDEN e StdDEV, apresentaram maior capacidade discriminatoria, especialmente na
identificacao de tumores de alto grau. Adicionalmente, a excentricidade nuclear (EN) mostrou-
se um parametro morfologico complementar relevante na caracterizacdo das alteracdes
nucleares observadas nos mastocitomas de maior agressividade.

A elaboragdo deste trabalho representou a integra¢do de areas de interesse dentro da
Medicina Veterinaria, especialmente a oncologia, a clinica e a patologia. O estudo evidenciou
como a correlacao entre essas especialidades € essencial para a condugdo adequada dos casos,
desde o diagnostico e estadiamento até a definigdo do progndstico e das melhores estratégias

terapéuticas. Além disso, refor¢ou a importancia de métodos complementares que auxiliem na
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tomada de decisdo clinica e contribuam para proporcionar maior sobrevida e melhor qualidade

de vida aos pacientes oncoldgicos.
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