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A cariometria como ferramenta no diagndstico diferencial de
tumores neuroenddcrinos pancreaticos em furdes (Mustela
putorius furo)

Barboza M.G1; Silva L.S!; Mourifio J. P%; Xavier J. G,

[Cariometry as a tool in differential diagnosis in pancreatic neuroendocrine
tumors of ferrets (Mustela putorius furo).] Pesquisa Veterinaria Brasileira. P6s-
graduacao em Patologia Ambiental e Experimental da Universidade Paulista,
Avenida José Maria Whitaker 290, Vila Clementino, Sao Paulo, SP, 04057-000,
Brasil; E-mail: xavier2126@gmail.com

ABSTRACT: The neuroendocrine tumors constitute a heterogeneous group of rare
neoplasms derived from cells of the neuroendocrine system, and may have benign
or malignant behavior. Neuroendocrine tumors of the pancreas (pNETs) are
among the most common and, despite scientific and technological advances, are
still diagnosed late, a fact that makes it impossible to adopt a more effective
therapeutic approach, determining a high mortality rate related to pNETs. In
contrast to that reported in other species, such neoplasms are frequent in
gonadectomized ferrets, placing them as a potential model in comparative
pathology, potentially useful for understanding the biology of these conditions. In
the present study, the relationship between the histopathological classification and
the nuclear pattern of neoplastic cells was evaluated, considering adenomas and
carcinomas of the endocrine pancreas. For these 9 pNETSs, they were classified
histopathologically, being 3 benign and 6 malignant. Digitized images of the slices
were obtained with the use of the OPTICAM® photomicroscope, from 4 large
magnification fields (40x) per formation. In each formation 200 cells were
measured, from the manual delimitation of its nucleus, with the aid of the cursor.
Using the Metamorph® software, a morphometric evaluation was performed
considering the nuclear area and perimeter measurements. In the mean, the nuclei
of carcinomatous cells had higher values when compared to those of adenomatous
cells (p <0.0001, Student's t-test, unpaired). These findings indicate the adequacy
of the use of morphological parameters in the classification of pNETSs in ferrets and
show an analogy with the condition in humans, in which cariometry is also useful
in distinguishing between benign and malignant lesions.

INDEX TERMS: Cariometry. pancreatic neuroendocrine tumors. Ferrets.
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Resumo: Os tumores neuroendocrinos constituem um grupo heterogéneo de
neoplasias raras derivadas de células do sistema neuroendécrino podendo ter
comportamento benigno ou maligno. Os tumores neuroenddcrinos do pancreas
(pNETs) estdo entre os mais comuns e, apesar dos avanc¢os cientificos e
tecnolégicos, ainda sdo diagnosticados tardiamente, fato que impossibilita uma
abordagem terapéutica mais eficaz, determinando uma alta taxa de mortalidade
relacionada aos pNETs. Em contraposicdo ao relatado em outras espécies, tais
neoplasias sdo frequentes em furdes gonadectomizados, situando-os como um
potencial modelo em patologia comparada, potencialmente util para a
compreensao da biologia dessas condicdes. No presente estudo foi avaliada a
relacdo entre a classificacdo histopatolégica e o padrao nuclear das células
neoplasicas, considerando-se adenomas e carcinomas de pancreas endo6crino. Para
tanto, nove pNETs, foram classificados histopatologicamente, sendo trés benignos
e seis malignos. Imagens digitalizadas dos cortes foram obtidas com o uso do
fotomicroscopio OPTICAM® a partir de quatro campos de grande aumento (40x)
por formacdo. Em cada formacdao foram mensuradas 200 células, a partir da
delimitacdo manual de seu nucleo, com o auxilio do cursor. Com o emprego do
software Metamorph®), foi procedida a avaliagdo morfométrica considerando-se as
medidas de area e perimetro nucleares. Em média os nucleos de células
carcinomatosas apresentaram valores superiores quando comparados aos de
células adenomatosas ( p<0,0001, teste T de Student, ndo pareado). Tais achados
indicam a adequacdo do uso de parametros morfolégicos na classificacdao de pNETs
em furdes e evidenciam uma analogia com a condigdo em humanos, na qual a

cariometria também é util na distin¢do entre as lesdes benignas e malignas.

TERMOS DE INDEXACAO: Cariometria. Tumores neuroenddcrinos pancreaticos.

Furoes.



INTRODUCAO

Sdo considerados tumores neuroendocrinos uma ampla familia de
neoplasias originarias de estruturas neurais e endocrinas. A localizagdo desses
processos engloba os plexos nervosos, paraganglios, 6érgaos endocrinos, como
tireoide, paratireoide e adrenal, além de estruturas especializadas ou elementos do
referido sistema endocrino difuso, como as ilhotas pancreaticas (Rindi &
Wiedenmann, 2012). As células do sistema endo6crino difuso contém duas vias
reguladas de secrecdo caracterizadas por duas organelas de armazenamento e
liberagdo de substancias denominadas vesiculas densas e pequenas vesiculas
“sinapse-like”. Considerando que os dois tipos de vesiculas também sao observadas
em neurdnios, seus constituintes e antigenos relacionados sao definidos como
neuroendocrinos. Neoplasias neuroenddcrinas podem ser denominadas de acordo
com a sindrome de hipersecrecdo endoécrina relacionada, como no caso do
insulinoma, embora sejam mais frequentes os tumores afuncionantes (Zerbi et al.
2010). Os tumores de ilhotas pancreaticas sdo, a partir da classificacdo de 2010 da
Organizagdo Mundial de Saude, referidos como tumores neuroenddcrinos
pancreaticos (pNETs) (Bosman et al. 2010). Descritos pela primeira vez por
Nicholls, em 1902, os pNETSs, segundo o proposto pelos modelos mais recentes,
apresentam duas possiveis origens: células enddcrinas pancreaticas maduras
(células o, 3, 6 e y) e/ou células pluripotenciais do epitélio ductal (Ehehalt et al.
2009).

Dependendo da sua associagdo a uma sindrome funcional, devido a
segregacdo de uma substiancia biologicamente ativa ou ndo, os tumores
neuroenddcrinos pancreaticos sao classificados como funcionais ou ndo funcionais
(Zhou et al. 2010).

Quando presentes em furdes usualmente sdo hormonalmente ativos (Li &
Fox, 1998). Embora os sinais associados sejam predominantemente de
hipersecrecao de insulina, avaliagdes imuno-histoquimicas revelam a produgdo de
multiplos hormoénios, incluindo o glucagon, somatostatina, polipeptideo
pancredtico e gastrina (Bailey & Page, 2007). Insulinomas sdo os tumores mais
frequentes em furdes, correspondendo a aproximadamente 25% das neoplasias

diagnosticadas na espécie (Li & Fox, 1998), surgindo, na maioria dos casos, em



animais castrados de idade mais avancada, como pequenas massas esbranquigadas
firmes que medem cerca de 0,5 a 2 mm de diametro (Quinton, 2005; Mitchell &
Tully, 2008). E caracterizado pela hipersecrecio de insulina levando a uma
diminuicdo da glicose circulante no sangue pelo carregamento para dentro das
células e diminuicdo da gliconeogénese e glicogendlise no figado. Embora a causa
principal seja genética, tem sido sugerida a participagdo do excesso de carboidrato
na dieta no desenvolvimento da doenca (Chen, 2010). Os sinais clinicos
apresentam grande variacdo, sendo os mais frequentes a alopecia, ginecomastia,

polidria e a polidipsia (Li & Fox, 1998).

Os tumores neuroenddcrinos pancredticos possuem uma alta taxa de
mortalidade apesar dos avanc¢os na ciéncia e na tecnologia. O diagnostico é
geralmente tardio, o que impossibilita uma abordagem terapéutica mais eficaz,
paliativa ou curativa (Davies & Conlon, 2009). Em busca de uma alternativa para
um diagnostico precoce, uma abordagem ainda pouco explorada no ambito dos

tumores pancreaticos é o emprego de métodos morfométricos de avaliagdo.

A cariometria pode surgir como uma potencial alternativa para a analise das
amostras histopatologicas e, em particular, de espécimes citoldgicos, visto
prescindir das relagdes espaciais presentes nos tecidos. Com a recente expansao e
aperfeicoamento das técnicas de imagem aplicadas as espécies domésticas, a
frequéncia de bidpsias guiadas por ultrassom tem aumentado (Bertazzolo et al.
2014), viabilizando a amostragem citolégica pancreatica. Considerando-se a
frequente presenca de modificagdes na arquitetura nuclear em células neoplasicas,
postula-se uma relacdo funcional entre organizacdo nuclear e expressao génica,
que pode ser utilizada no diagndstico e progndstico de neoplasias (Zaidi et al.
2007). Assim, reconhecidamente a area nuclear e o padrdo de distribuicdo da
cromatina refletem a diferenciacao e o estado funcional da célula (Bartels et al.
2009). Particularmente em lesdes epiteliais malignas parametros nucleares podem
ser Uteis na deteccdo de lesdes pré-malignas e na distingdo entre condi¢des
benignas e malignas (Bartels et al. 2012). No carcinoma prostatico, o tamanho e o
numero de nucléolos distinguem lesdes benignas de processos com elevado
potencial metastatico (Fischer et al. 2004). Neste estudo busca-se avaliar

parametros morfométricos nucleares em tumores pancreaticos em furdes,



correlacionando-os com dados histopatologicos, investigando sua utilidade no

estabelecimento do diagnostico desses tumores.
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MATERIAL E METODOS

Os aspectos éticos da coleta das amostras foram realizados respeitando as
recomendacdes do Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade Paulista. O

projeto foi aprovado sob o protocolo 069/18.

Animais: Foram avaliadas formag¢des nodulares provenientes de tumores
neuroendocrinos pancreaticos em furdes (Mustella putorius furo), de ambos os

sexos, provenientes dos arquivos do laboratério Rous Patologia Animal.

Preservacio de material para a avaliacdo histoldgica: As amostras
pancredticas provenientes de exérese cirdrgica da massa tumoral foram
imediatamente imersas em solu¢do de formol a 10%, procedendo-se apés a fixacdo
sua avaliacdo macroscopica e representacdo para emblocagem em parafina,
seguindo-se a realizacdo de cortes de aproximadamente 5 pm em micrétomo, e

coloracao pelo método de hematoxilina-eosina.

Classificacao histopatologica: A caracterizacdo histopatolégica e a classificacdo
das neoplasias seguiram parametros morfoloégicos descritos em literatura (Capen,

2002).

Morfometria: Os cortes teciduais foram analisados em microscépio 6ptico,
obtendo-se imagens digitalizadas, capturadas pelo fotomicroscopio OPTICAM®, a
partir de 4 campos de grande aumento (40x) por formacdao. Em cada um dos
campos foram mensuradas 50 células neoplasicas, a partir da delimitacdo manual
de seu nucleo, com o auxilio do cursor. Com o emprego do software Metamorph®,
foi procedida a avaliagio morfométrica considerando-se as medidas de area e

perimetro nucleares, expressas em pixels.

Avaliacdo estatistica: A comparacdo entre os parametros morfométricos e a
classificacao histopatologica foi feita com o teste t de Student, sendo o nivel de

p<0,05 considerado estatisticamente significante.
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RESULTADOS

Os casos avaliados foram provenientes de clinica veterinaria particular, e
diagnosticados no laboratério Rous Patologia Animal, sendo submetidos a
avaliacdo macroscopica, amostragem e processamento histoloégico de rotina. No
total foram analisados nove produtos de resseccdo cirtirgica de neoformagdes
pancreaticas de furdes, todos gonadectomizados, havendo o predominio de
machos (5). Nestes os processos malignos foram mais frequentes (4), frente a
apenas 1 lesdo benigna. Ja nas fémeas detectou-se uma incidéncia semelhante de
lesdes benignas (2) e malignas (2). Embora a faixa etdria de acometimento tenha
variado entre 3 e 6 anos de idade, a maior parte das formacoes foi identificada em
animais entre os 4 e 5 anos de idade. A partir de critérios morfolégicos o
diagnostico histopatoldégico revelou o predominio de carcinomas (6) frente aos

adenomas (3) (Quadro 1).

Quadro 1. Casos de tumor neuroendécrino pancreatico nos furdes, correlacionando-se género,

idade e diagnéstico.

caso | género |Idade diagnostico
(anos)
1 macho 4 maligno
2 fémea 5 benigno
3 macho 4 maligno
4 fémea 3 maligno
5 fémea 6 maligno
6 macho 6 maligno
7 macho 4 benigno
8 fémea 5 benigno
9 macho 5 maligno




12

Macroscopicamente as formagdes eram sdélidas, macias, homogéneas,
variando de coloragdo, entre o castanho claro e o esbranquicado, indistintamente,
em adenomas e carcinomas.

A avaliacao histopatologica revelou a expansdao de populacdo de ilhotas
pancreaticas, constituindo agregados sélidos delimitados, em ninhos, por delicado
estroma reticular e moderada vascularizagdo, com o predominio de capilares
retilineos. As células neoplasicas exibiram discreta anisocitose, sendo
predominantemente ovaladas ou poliédricas e anisocariose leve, com ocasional
hipercromasia nuclear. Também foi percebido citoplasma amplo fracamente
acidofilico (figura 1). Desmoplasia importante com areas de hialinizagao eventual
empilhamento (figura 2). Figuras de mitose foram infrequentes. Infiltrado
leucocitario eventual, linfoplasmocitico (figura 3). Em formacdes benignas foi
possivel a caracterizagdo de capsula fibrosa, em geral espessa, delimitando a
formacao (figura 3). Nas formagdes malignas merece destaque a invasao de

parénquima exocrino (figura 4).
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Figura 1: Fotomicrografia de corte histologico de adenoma pancreatico, exibindo ninhos de células
de ilhotas, poliédricas, homogéneas. Discreta anisocariose. Amplo citoplasma fracamente
acidofilico. Estroma reticular escasso. Delgada rede capilar (pontas de seta). Hematoxilina-eosina,
40x. (Fonte: arquivo pessoal, 2018).

Figura 2: Fotomicrografia de corte histoldgico de adenoma pancreatico, exibindo desmoplasia
associada a hialinizacdo estromal (estrelas), e area de empilhamento celular (seta). Hematoxilina-
eosina, 40x. (Fonte: arquivo pessoal, 2018).

Figura 3: Fotomicrografia de corte histologico de carcinoma pancreatico, exibindo infiltrado
linfoplasmocitico focal (seta). Hematoxilina-eosina, 40x. (Fonte: arquivo pessoal, 2018).

Figura 4: Fotomicrografia de corte histolégico de adenoma pancreatico, exibindo espessa
estrutura capsular (estrela), delimitando massa tumoral (seta). Em contraste a pancreas ex6crino
preservado em canto inferior direito. Hematoxilina-eosina, 40x. (Fonte: arquivo pessoal, 2018).
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Figura 5: Fotomicrografia de corte histoldgico de carcinoma pancreatico, invadindo parénquima de
pancreas exocrino (pontas de seta). Hematoxilina-eosina, 40x. (Fonte: arquivo pessoal, 2018).
Figura 6: Fotomicrografia de formacdo pancreatica submetida a avaliagdo cariométrica,
evidenciando o delineamento das estruturas nucleares mediante o uso do cursor e mensuragdo com
software Metamorph®.(Fonte: arquivo pessoal, 2018).

A classificagdo histopatoldgica foi utilizada como parametro para a
composicdo dos grupos de adenomas e carcinomas visando a avaliacdo
morfométrica. A figura 6 exemplifica o resultado da mensuragdo de um campo
histopatolégico avaliado com a delimitacdo individual de cada ntcleo neoplasico
avaliado.

A partir desses dados foram obtidos os valores médios para cada
parametro, comparando-se processos histologicamente benignos e malignos. Nas
lesdes benignas, o valor médio encontrado para a area nuclear foi de 508,95 + 6
pixels enquanto nas malignas 546,9 * 4 pixels (figura 8). Para o perimetro nuclear,
os valores médios foram, respectivamente, de 81,09 + 0,5 e 83,63 + 0,3 pixels
(figura 9). Para ambos os parametros, area e perimetro nucleares, foi identificada

diferenca estatisticamente significante entre os grupos, com p < 0,0001,
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Figura 8: Nas lesdes benignas, o valor médio encontrado para a area nuclear foi de 508,95 + 6 pixels
enquanto nas malignas 546,9 + 4 pixels (*p<0,0001, teste t de Student ndo pareado).
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Figura 9: Para o perimetro nuclear, os valores médios foram, respectivamente, de 81,09 + 0,5 e
83,63 + 0,3 pixels (*p<0,0001, teste t de Student ndo pareado).



16

DISCUSSAO

Tumores neuroendécrinos sdo definidos como lesdes neoplasicas, benignas
ou malignas, constituidas por células com um fenétipo neuroenddcrino bem
definido ou por células pouco diferenciadas mas ainda com caracteristicas
neuroendécrinas proeminentes (Solcia et al. 1990). Os pNETSs sdo raros na espécie
humana, correspondendo a cerca de mil casos novos a cada ano nos Estados
Unidos, porém com viés de crescimento (Fraenkel et al. 2012). Embora o
conhecimento acerca desse grupo de condi¢des venha crescendo nos ultimos anos,
fundamentado particularmente em avangos na tecnologia investigativa, a
morbidade e mortalidade ainda sdo significantes e a busca por modelos de estudo
animais se mantem, sendo em sua maioria murinos (Yu, 2016). Alguns fatores
motivaram o emprego do furdo para esse estudo. Nas ultimas décadas, a espécie
comegou a ser adotada como animal de estimagdo, e, como animais exoticos,
passaram a ser importados exclusivamente gonadectomizados. Uma das
consequéncias desse procedimento nos furdes é um incremento na frequéncia de
neoplasias, dentre as quais os tumores de ilhotas pancreaticas, adrenocorticais e
linfocitarios, o que os torna um potencial candidato a modelo de estudo em
patologia comparada (Iwa et al. 2008). Em paralelo, consequente a sua condicdo de
animal de companhia, cresceu a demanda por métodos adequados de diagndstico e
tratamento das diferentes condicdes mdrbidas prevalentes na espécie, entre elas
os pNETS. Nesse sentido, este estudo buscou avaliar as caracteristicas
cariométricas em pNETs de furdes, avaliando seu potencial na distincdo entre
processos benignos e malignos.

Em consonancia com o descrito na literatura, a maioria dos animais neste
estudo foi diagnosticada com pNETs entre 4 e 5 anos de idade, embora tenham
sido identificados extremos de animais com 3 e 6 anos de idade (Antinoff, 2012).
Merece referéncia a ampla despropor¢do entre lesdes benignas e malignas em
machos, com predominio das ultimas. Caplan et al. (1996) referem uma incidéncia
crescente de pNETs em machos.

Como parametro central neste estudo foi empregada a classificacao
histopatologica dos pNETs. No entanto, existe controvérsia na literatura, acerca da

adequacao da avaliagdo histopatoldgica na distincdo entre lesdes benignas e
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malignas de pancreas enddcrino, visto que a classificacdo morfolégica dessas
formagdes, em adenomas e carcinomas, tanto em humanos quanto em furdes, nem
sempre implica em diferencas em seu comportamento biologico (Halfdanarson et
al. 2008). Classicamente a distingdo entre essas condi¢des relaciona-se a
delimitacdo do processo por capsula fibrosa, sendo que os critérios de anaplasia
em geral envolvem maior subjetividade (Capen, 2002). Em razdo da perda de
vinculo entre aspectos morfoldgicos e comportamento bioldgico da condigao, para
as lesdes humanas, novos parametros classificatérios tém sido empregados, com
destaque para a avaliagdo proliferativa com o uso da imunomarcagao pelo Ki-67,
permitindo a separacdo dos pNETs em tumores neuroenddcrinos pancreaticos
bem diferenciados (panNETs) e carcinomas neuroenddcrinos pancreaticos pouco
diferenciados (panNECs) (Kloppel et al. 2017).

Considerando estudos pretéritos de condi¢des com relativa inespecificidade
de achados histopatolégicos, a andlise morfométrica forneceu informacdes
precisas e relevantes para a distincao entre os processos patolégicos, como em
cistoadenocarcinomas mucinosos ovarianos limitrofes Baak et al. (1981), na
distingdo entre regeneracao e displasia epitelial colonica Allen et al. (1988) ou na
separacdo entre displasias e carcinomas gastricos Jarvis & Whitehead, (1975).
Particularmente a avaliagdo cariométrica é relevante na diferenciacdo entre
natureza e graus de lesdes neoplasicas, como o caracterizado, em humanos, em
urotélio reacional e carcinomatoso (Poropatich et al. 2016), ou em lesdes
hiperplasicas, adenomatosas e carcinomatosas adrenocorticais (Diaz-Cano et al.
1993), ou em carcinomas espinocelulares (Bartels et al. 2012). Em caes foi
evidenciado diferencas cariométricas consistentes acompanhando a agressividade
neoplasica em mastocitomas cutaneos (Strefezzi et al. 2003).

A andlise das imagens nucleares consistiu na transformacao da imagem
obtida na microscopia 6ptica em informacao numérica que foi analisada por um
sistema de computador que passou pelo processo de captura e transcricdo da
imagem para o formato digital, processamento da imagem, segmentacdo, extracdo
das caracteristicas morfo e fotométricos, andlise e classificacdo. A mensuracdo das
imagens digitalizadas dos nucleos deu origem a diferentes dados que nao seriam
detectados sem a aplicacdo da andlise de imagem digital. A interpretacao permitiu

a criacdo de uma assinatura digital especifica para cada nucleo (Longatto et al.
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2000). Nesse contexto, a morfometria eleva a reprodutibilidade da avaliacao e

reduz o erro pertinente a interpretacao (Prvulovic et al. 2010)

Embora mediante a avaliagdo morfolégica das células neoplasicas em cortes
corados pela hematoxilina-eosina nao tenham sido identificadas diferencas
expressivas entre as popula¢des neoplasicas, a mensuragao nuclear revelou uma
elevada homogeneidade nas células benignas e malignas, gerando um desvio
padrao reduzido nas formagdes de natureza distinta, determinando uma diferenca
estatisticamente significante entre lesdes benignas e malignas em furdes, seguindo
a relacdo conhecida entre nucleos menores/menor agressividade, e nucleos
maiores/maior agressividade. Esses achados reforcam a relagdo bioldgica entre
arquitetura nuclear e func¢do celular. Mais que isso, a grande proximidade nos
parametros cariométricos detectados entre as condi¢des benignas e malignas
sugerem uma similaridade biolégica entre as condi¢cdes e a presenca de uma
estreita divergéncia molecular entre elas, talvez representada por mutagdes em
um restrito grupo de genes, a semelhanga do identificado em humanos (Alexakis &
Neoptolemos, 2008). Nestes, tém sido caracterizadas mutagdes em grupos génicos
particulares, distintos daqueles comprometidos nos carcinomas de pancreas
exocrino, como em MEN1, que codifica para a menina, envolvida no controle da
remodelacdo da cromatina e DAXX e ATRX, relacionados ao controle da cromatina
telomérica (Jiao et al. 2011).

Nossos achados, a semelhanca do relatado por Kenny et al. (1989), em pNETs
na espécie humana, sinalizam para a validade do emprego da cariometria na
interpretacdo das amostras tumorais de pancreas enddcrino, em potencial tanto
em amostras histopatolégicas quanto citolégicas (Bertazzolo et al. 2014). A
convergéncia com achados descritos em lesdes analogas em humanos refor¢a a
utilidade do emprego dos pNETs em furdes como modelos em patologia

comparada.
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CONCLUSAO

Os achados descritos reforcam a relacao bioldgica entre arquitetura nuclear e
funcao celular, indicando a viabilidade do emprego da cariometria no diagndstico
diferencial entre lesbes benignas e malignas em tumores neuroendocrinos

pancreaticos de furdes.
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