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Morfometria nuclear como técnica 
complementar na graduação citológica do 

carcinoma de mama
Nuclear morphometry with complementary technique in cytological grading of 

breast tumors cells
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Celina Tizuko Fujiyama Oshima1

Resumo
Introdução: A análise morfométrica dos parâmetros nucleares, tamanho, forma e aspectos da cromatina, mostra-se útil para diagnosticar tumores 
malignos. O aspirado citológico coletado por agulha fina produz esfregaços suficientemente delgados para a determinação de dimensões nucleares 
facilmente. Objetivo: Comparar os aspectos morfométricos dos núcleos das células do aspirado proveniente de nódulos de mama. Método: Esfregaços 
do aspirado provenientes de 71 biópsias de nódulos de mama e determinados como benignos ou malignos, coletados por agulha fina, foram submetidos à 
coloração de Feulgen e as suas imagens digitais analisadas utilizando-se a Imagilab® 2,3 (Softium Informatica Ltda.), ambientado no sistema operacional 
WindowsTM 98 SE. Resultados: Dentre os nódulos estudados, 20 foram diagnosticados como benignos e 51 como malignos (8 GI, 23 GII e 20 GIII de 
acordo com o Sistema de Classificação de Guilford e Robinson). A análise morfométrica da coloração de Feulgen determinou um valor médio para os 
nódulos benignos de 101,6 e valor médio de 114,3 para os nódulos malignos, respectivamente. A análise morfométrica da coloração de Papanicolaou 
determinou um valor médio de 103,5 para GI, 131,7 para GII e 98,4 para GIII, respectivamente. Houve uma diferença estatisticamente significante entre 
o valor médio morfométrico de nódulos benignos e malignos e valor médio entre GI e GII, GII e GIII, mas não entre GI e GIII. Conclusões: A análise 
morfométrica nuclear dos aspirados de nódulo de mama é um método simples, confiável e complementar, que permitiu distinguir as lesões benignas 
das lesões malignas da mama.

Palavras-chave: Radiometria/métodos; neoplasias da mama; técnicas citológicas.   

Abstract
Introduction: The morphometrical analysis of nuclear parameters, such as size, shape and chromatin features, has shown to be useful for diagnosing 
malignant tumors. Cytological aspirate collected with fine needle, in turn, provides smears thin enough for easily determining nuclear dimensions. 
Objective: Compare morphometrical features of cell nuclei in aspirate from breast nodules. Method: Fine needle aspiration smears from 71 breast 
nodules were analyzed and determined as benign or malignant. They were then Feulgen-stained and had their digital images analyzed using the Imagilab® 

software package (Softium Informatica Ltda.) run on Windows™ 98SE. Results: Among the nodules studied, 20 were diagnosed as benign and 51 
as malignant (8 GI, 23 GII and 20 GIII according to Guilford and Robinson Classification System). The morphometrical analysis of the Feulgen-stained 
material digital images determined an average value for benign nodules of 101.6 and an average value of 114.3 for malignant nodules. The Papanicolaou 
stain morphometrical analysis determined an average value of 103.5 for GI, 131.7 for GII and 98.4 for GIII. There was a statistically significant difference 
between the morphometrical average values for benign and malignant nodules, and between GI and GII, and GII and GIII, but not GI and GIII average 
values. Conclusion: The nuclear morphometry of breast nodule aspirate is a simple, reliable and complementary method that allowed distinguishing 
benign from malignant injuries of the breast.

Keywords: Radiometry/methods; breast neoplasms; cytological techniques. 
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Introdução

Métodos para mensurar objetos microscópicos vêm sendo de-

senvolvidos desde o século XVII. Um dos pioneiros foi Antonie van 

Leeuwenhoek, que pesquisou como referência grãos de areia e fios de 

cabelos de diferentes tamanhos e descobriu que o eritrócito humano 

era 25 mil vezes menor do que um grão de areia pequeno, correspon-

dendo a 8,5 µm1.

Em patologia, a análise de imagem é vista como um método au-

xiliar que serve como apoio à resolução de problemas difíceis. Muitos 

critérios histomorfométricos têm sido propostos como indicadores de 

prognóstico e tratamento. Entre eles, podemos citar a morfometria nu-

clear2-6, a textura nuclear4, a morfometria nucleolar7 e o índice mitótico 

obtido por meio de morfometria computadorizada5 que se mostraram, 

por si só ou em conjunto, valiosos indicadores de prognóstico para o 

carcinoma ductal in situ de mama (CDIS). 

A morfometria nuclear tem demonstrado sua utilidade no 

diagnóstico diferencial, avaliando alguns parâmetros do núcleo 

como tamanho, forma e padrão cromatínico. Nas células tumorais, 

essas características são sabidamente diferentes daquelas observa-

das nas não-tumorais.

A primeira etapa na morfometria é a escolha principalmente 

da amostragem, seguida da segmentação e a medida da textura da 

cromatina. A análise da textura da cromatina é matematicamente 

complexa. Uma classificação pode ser obtida baseada em algorítimos 

aplicados a múltiplos descritores de células tumorais como tamanho 

nuclear, textura da cromatina, forma, entre outros, e as melhores 

aproximações dessa classificação seriam a análise multivariada e a 

regressão logística. O fator limitante em toda rotina de aplicação da 

análise de imagem é provavelmente a ausência de um segmentador 

nuclear automático confiável.

Os aspirados citológicos permitem realizar esfregaços citológicos 

delgados que facilitam a mensuração nuclear, observar a evolução do 

diâmetro nuclear, talvez de forma mais simples, rápida e precisa quan-

do comparada às secções histológicas e, ainda, estabelecer diferenças 

entre o diâmetro nuclear encontrado em doenças benignas e malignas, 

corroborando o diagnóstico diferencial8.

A análise citológica dos aspirados por agulha fina corados pela 

técnica de Papanicolaou tornou-se popular pela rapidez e precisão na 

obtenção do diagnóstico de câncer de mama9. Houve um incremento 

no número de artigos citando a clareza na diferenciação da graduação 

de baixa e alta malignidade no carcinoma de mama, devido à facilidade 

na observação e análise de parâmetros como diâmetro e pleomorfismo 

nuclear, e presença de nucléolo10,11. 

Por outro lado, estudos citológicos indicam que o método de Feul-

gen, que é procedimento histoquímico específico para identificação de 

DNA dos núcleos das células obtidas em esfregaços de carcinoma de 

mama, determina com eficácia o índice de mitose e a distribuição da 

cromatina. Apresenta, também, eficácia na avaliação do grau de con-

densação da cromatina, importante na discriminação da transformação 

celular, facilitando a determinação do estádio citológico12,13.

O método de Feulgen baseia-se na hidrólise do DNA pelo ácido 

clorídrico, que promove a retirada das bases púricas com a formação 

de grupamentos aldeídicos na desoxirribose. O DNA com radicais al-

deídos livres, por sua vez, quando em presença do reativo de Schiff, 

forma composto insolúvel de cor magenta, sendo a intensidade de cor 

diretamente proporcional à quantidade de DNA14,15.

Os métodos de Papanicolaou16 e de Feulgen15 foram considerados 

complementares por Davey et al. após estudo citológico de punção as-

pirativa por agulha fina (PAAF) de carcinoma de mama17.

O presente estudo teve como objetivo apresentar os resultados da 

morfometria nuclear aplicando-se os métodos de Papanicolaou16 e de 

Feulgen15 em esfregaços obtidos de PAAF ou do raspado citológico de 

fragmento de nódulo de mama obtido por core biopsy.

Método

Foram utilizados 71 esfregaços obtidos de PAAF e/ou raspados 

de nódulo de mama de 71 pacientes atendidas e tratadas na Disciplina 

de Mastologia do Departamento de Ginecologia dsa Escola Paulista de 

Medicina da Universidade Federal de São Paulo (Unifesp), no período 

entre 2001 e 2004. O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pes-

quisa da Escola Paulista de Medicina da Unifesp, processo no 0658/04.

Mulheres grávidas, mulheres com carcinoma ductal in situ, aque-

las que realizaram tratamento prévio para carcinoma de mama (qui-

mioterapia, radioterapia ou hormonioterapia) ou que se submeteram a 

procedimentos cirúrgicos prévios foram excluídas do estudo. 

Pacientes cuja avaliação clínica e radiológica indicou a presença 

de nódulo suspeito para carcinoma de mama foram selecionadas e sub-

metidas à avaliação citológica por meio de PAAF ou biópsia de frag-

mento com raspado citológico, para elucidar a ocorrência ou não de 

células neoplásicas malignas, coradas pelo método de Papanicolaou. 

Lâminas com material citológico e não-coradas foram obtidas conco-

mitantemente e reservadas para serem coradas pelo método de Feulgen. 

Nos casos em que o material oriundo da PAAF se mostrou ina-

dequado, as pacientes foram submetidas à biópsia de fragmento. Dos 

fragmentos obtidos, foram realizados raspados citológicos com lâmina 

de bisturi número 21, sendo estendidos em lâmina de vidro e fixados 

em álcool 96%. 

Quando a avaliação citológica foi positiva para células neoplásicas 

malignas, realizou-se biópsia cirúrgica convencional diretamente dos 

nódulos, e os fragmentos obtidos foram fixados em formalina tampona-

da 10% e incluídos em parafina. Dos blocos de parafina, foram obtidos 

cortes com 3 mm de espessura e uma lâmina de cada bloco foi corada 

pelo método de hematoxilina-eosina para diagnóstico histopatológico no 

Departamento de Patologia da Escola Paulista de Medicina da Unifesp. 

O Sistema de Classificação de Guilford e Robinson (SCRG) foi 

utilizado para avaliação citológica qualitativa nas lâminas coradas pela 
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técnica de Papanicolaou. Foi considerada toda extensão dos esfregaços, 

percorridos em varredura vertical, utilizando-se microscópio marca 

Olympus, ocular de 10X, acoplado a uma objetiva de 40X, com au-

mento final de 400X. Os resultados dessa análise foram comparados 

com os dos laudos histopatológicos.

Para avaliação morfométrica quantitativa, lâminas coradas pelo 

método de Feulgen foram analisadas pelo sistema computadoriza-

do de análise digital de imagem Imagilab® 2.3, Softium Informática 

Ltda., ambientado no sistema operacional Windows® 98 SE. Utili-

zou-se microscópio Nikon®, acoplado a videocâmera Sony® colorida 

modelo SSC-DC 54 (Digital Hiper Had) que, ao captar a imagem 

por meio do programa de videocaptura (VIDCAP 32®), transferiu-a 

para o software Imagilab®. Utilizou-se microcomputador Intel (Pen-

tium II), processador de 350 MHz, 64 Mb de memória RAM com pla-

ca digitalizadora e o aumento final de 1.000 vezes. 

Após seleção dos campos de melhor representatividade, sem 

sobreposição, iniciou-se a marcação de, no mínimo, cem imagens da 

região correspondente ao DNA nuclear, quando, automaticamente, o 

programa VIDCAP32® forneceu uma tabela de dados numéricos, em 

unidade pixel, referentes à densidade de cor emitida por cada item-ima-

gem de DNA assinalada. Os esfregaços citológicos foram analisados 

em varredura vertical e de modo sequencial.

Como controle de qualidade, valores da densidade de cor dos 

casos negativos foram comparados àqueles dos casos positivos. Uma 

mesma calibração padrão de intensidade de cor foi aplicada a todas as 

imagens analisadas. 

O teste t de Student foi utilizado para comparar os valores das 

densidades de cor obtidos pelo método de Feulgen, entre os grupos de 

pacientes com diagnóstico positivo e negativo para células neoplásicas 

malignas e para pacientes com diagnóstico positivo para malignidade, 

segundo classificação histológica. 

A análise de variância (ANOVA) serviu para comparar os valores 

encontrados nos três grupos de graduação citológica positiva. Como 

as variâncias não eram homogêneas, empregou-se o teste Brown-For-

sythe. Ao serem constatadas diferenças significantes, foi empregado o 

teste de Dunnett para identificar o grupo diferenciado (comparações 

múltiplas dois a dois). O nível de significância adotado para todos os 

testes foi de 5%.

Resultados

Das 71 pacientes selecionadas, 20 (28,2%) apresentaram esfre-

gaços citológicos negativos e 51 (71,8%) positivos para células neo-

plásicas malignas segundo SCGR. As amostras de todas as pacientes 

foram submetidas à confirmação diagnóstica pelo estudo anatomo-

patológico dos nódulos. Os esfregaços positivos para células neoplá-

sicas malignas, corados pelo método de Papanicolaou e classificados 

segundo SGGR, mostraram que 8 pertenciam ao grau I, 23 ao grau 

II e 20 ao grau III. 

As características morfológicas das lâminas coradas pelo Pa-

panicolaou e sua classificação segundo a graduação SCGR estão 

mostradas na Figura 1, observando-se, nos casos negativos, coesão 

celular, basofilia citoplasmática e uniformidade no tamanho, forma 

e limite nuclear, enquanto nos casos com graduações I, II e III, são 

evidentes a falta de coesão celular e a uniformidade nuclear, aspectos 

que se intensificam conforme o grau de malignidade. Na Figura 2, es-

fregaço negativo para células neoplásicas malignas corado pelo Feul-

gen apresenta em magenta o DNA da cromatina de células uniforme-

mente compactadas e homogeneidade na distribuição e intensidade de 

cor do DNA. Esfregaço positivo para células neoplásicas apresenta a 

distribuição, grau de compactação e intensidade de cor do DNA da 

cromatina heterogênea. 

A análise morfométrica quantitativa computadorizada (AMQC) 

pelo método de Feulgen mostrou valor médio para os esfregaços cito-

lógicos negativos de 101,6 e para os positivos de 114,3 (Tabela I).  A 

Tabela II apresenta o resultado da AMQC utilizando o método de Feul-

gen em relação aos índices do SGGR. O teste de comparação múltipla 

(GI x GII, GI x GIII e GII x GIII) mostrou valores significativamente 

maiores para GII em relação a GI e GIII (p<0,05).

Figura 1 – Painel de fotomicrografias dos esfregaços citológicos de 
mama obtidos por PAAF ou raspados citológicos, positivos e nega-
tivos para células neoplásicas malignas, coradas pelo método de Pa-
panicolaou. Em A, caso negativo para células neoplásicas malignas, 
no qual ressaltam características morfológicas importantes como a 
coesão celular, basofilia citoplasmática e uniformidade no tamanho, 
forma e margem nuclear. Em B, observar a preservação parcial da 
coesão celular e da uniformidade na forma, tamanho e margem dos 
núcleos (seta). Cromatina nuclear do tipo vesicular (cabeça de seta) 
– graduação GI. Em C, notar as células isoladas (estrela) e agrupa-
das (seta), cromatina nuclear do tipo granular (cabeça de seta) e 
heterogeneidade na forma e tamanho dos núcleos – graduação GII. 
Em D, observar ausência da coesão celular, cromatina nuclear de 
condensação heterogênea intensa, variação na forma e tamanho dos 
núcleos – graduação GIII. Papanicolaou, 640x.
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AMQC
Grau citológico qualitativo versus dados da 

avaliação quantitativa (Feulgen)
Grau I Grau II Grau III

Média 103,5 131,7* 98,4
Mediana 102,7 136,4 97,6
Desvio padrão 1,9 16,2 8,6
Mínimo 101,3 92,0 76,7
Máximo 106,8 157,5 111,9

Tabela II – Resultado da morfometria nuclear computadorizada da 
densidade de cor do DNA dos esfregaços citológicos positivos e 
negativos para células neoplásicas malignas utilizando-se o método 
de Feulgen em relação aos índices do SCGR (técnica de Papanicolaou)

AMQC: análise morfométrica quantitativa computadorizada.
Unidade: pixel.
Teste ANOVA, p<0,05.
* Teste de comparação múltipla de Dunnett: GII> GI; GII> GIII.

AMQC
Grupo

Negativo Positivo
Média 101,6 114,3
Mediana 101,5 108,0
Desvio padrão 0,3 20,1
Mínimo 101,3 76,7
Máximo 102,2 157,5

Tabela I – Resultado da morfometria nuclear computadorizada da 
densidade de cor do DNA dos esfregaços citológicos positivos e 
negativos para células neoplásicas malignas utilizando-se o método 
de Feulgen

AMQC: análise morfométrica quantitativa computadorizada.
Unidade: pixel. 
Teste t de Student, p<0,05.

Figura 2 – Painel de fotomicrografias dos esfregaços citológicos de 
mama obtidos por PAAF ou raspado citológico. Em 2A e B, amostras 
negativas para células neoplásicas. Observar em magenta o DNA 
da cromatina de células uniformemente compactadas (2A) 640x e 
homogeneidade na distribuição e intensidade de cor do DNA (2B) 
1600x. Em 2C, D, E, e F casos positivos para células neoplásicas. 
Observar em magenta a distribuição irregular e homogeneidade no 
grau de compactação do DNA da cromatina (2C) e intensidade de 
cor heterogênea do DNA da cromatina (2D) 640x. Ausência de co-
esão celular e distanciamento do DNA nuclear (2E) e, em magenta, 
a irregularidade na distribuição do DNA, compactado de forte in-
tensidade de cor (seta) e frouxo de fraca intensidade (estrela) (2F). 
Feulgen, 1600x.

Discussão

No Brasil, o câncer de mama é o que mais causa mortes entre as 

mulheres. O exame clínico da mama e a mamografia devem ser realizados 

anualmente após os 40 anos de idade, e sua sensibilidade aumenta após 

os 50 anos, exceto para mulheres de alto risco, cujo rastreamento deverá 

ser individualizado. Esses exames são essenciais para o diagnóstico, tra-

tamento eficaz e menos agressivo, e possível cura do câncer de mama18.

A citologia mamária é um método de complementação diag-

nóstica importante no diagnóstico precoce dos nódulos mamários. A 

citologia de amostras colhidas por meio da PAAF ou core biopsy são 

realizadas quando há um nódulo palpável da mama. Caso a PAAF não 

mostre uma resposta definitiva, é realizada uma biópsia de fragmento 

com uma agulha de calibre um pouco mais grosso que na PAAF. Esse 

é um método realizado com a paciente em visita ambulatorial, quando 

o citopatologista poderá, em alguns minutos, determinar se a amostra 

colhida é definitivamente maligna, suspeita, definitivamente benigna 

ou se as células são insuficientes para um diagnóstico. 

A partir dos estudos de Martin e Ellis, em 1930, a PAAF incre-

mentou o diagnóstico citológico do câncer de mama, demonstrando ser 

uma técnica de fácil procedimento, de uso ambulatorial e baixo custo19. 

Os parâmetros estabelecidos na graduação morfológica de carcino-

ma de mama são pleomorfismo nuclear, grau de diferenciação celular e 

contagem mitótica20. O sistema de graduação citológica nuclear, propos-

to por Guilford e Robinson21, utiliza seis parâmetros (dissociação celular, 

tamanho nuclear, uniformidade nuclear, nucléolo, margem nuclear, cro-

matina) e três valores numéricos (um, dois e três), obtendo-se um escore 

parcial. O escore final é obtido por meio da somatória dos valores do 

escore parcial e designado como grau I, grau II e grau III. Sistemas que 

aplicam menor número de parâmetros dificultam a análise por restringi-

rem as variáveis, e, por outro lado, aqueles que utilizam critérios base-

ados nas características nucleares apresentam maior concordância entre 

observadores, facilitando a utilização na rotina de forma rápida e segura. 

Neste estudo, esfregaços obtidos por PAAF ou do raspado citoló-

gico (imprint) obtido por core biopsy mostraram-se adequados na coleta 

e coloração. A análise citológica foi estabelecida com facilidade e houve 

concordância em todos os casos com a avaliação histológica. Feoli et 

al.22, em 2008, concluíram que a experiência do avaliador aumenta sig-

nificantemente a acurácia da citologia aspirativa da mama por agulha 
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fina e que esta técnica pode ser usada de modo complementar com a 

core biopsy.

Em 2008, Abdalla et al.2,  sugeriram que a morfometria nuclear 

computadorizada interativa é uma ferramenta eficiente e próspera para 

análise de amostras de mama colhidas por PAAF na distinção de lesões 

malignas das benignas da mama

Há uma concordância entre pesquisadores de que a imagem da ci-

tometria do DNA pelo método de Feulgen pode melhorar a precisão do 

diagnóstico citológico e auxiliar na distinção entre as lesões malignas e 

benignas da mama23. A especificidade desta técnica, própria para análise 

estequiométrica ou quantificação do DNA de células normais ou tumo-

rais malignas24,25, pode ser usada para avaliação do DNA de um grande 

número de células em um mesmo esfregaço26, sendo aceito internacio-

nalmente como marcador para neoplasia maligna e/ou pré-maligna23. 

Alguns estudos têm comparado o índice quantitativo de DNA com 

a graduação histológica e citológica em PAAF de câncer de mama27,13. 

Em nosso estudo, a AMQC dos esfregaços citológicos negativos e positi-

vos para células neoplásicas malignas mostrou que o método de Feulgen 

permitiu distinguir claramente as lesões benignas, do tipo fibroadeno-

mas, das lesões malignas. Este mesmo resultado não foi possível quando 

relacionaram-se os resultados de ambos os métodos. Os resultados ob-

tidos para os graus I e III foram muito próximos, porém, quando com-

paramos GI e GII ou GII e GIII, observamos diferenças significantes. 

No GI observamos homogeneidade no grau de compactação do DNA 

da cromatina e intensidade de cor heterogênea do DNA da cromatina 

enquanto no GIII, irregularidade na distribuição do DNA compactado, 

de forte intensidade, e frouxo de fraca intensidade. Por outro lado, GII 

apresentou grau de compactação do DNA da cromatina heterogênea e 

intensidade de cor heterogênea do DNA da cromatina. A grande variabi-

lidade das características observadas no GIII resultou em dado numérico 

muito próximo ao do GI e distintamente diferente do GII, permitindo 

obter diferenças significantes quando comparados os grupos GI e GII ou 

grupo GII e GIII. A análise quantitativa do DNA pelo método de Feul-

gen teve resultados concordantes com os encontrados por outros autores, 

observando-se uma correlação positiva entre a graduação histológica e a 

área nuclear de espécimes citológicos28,29.

A literatura mostra que aproximadamente 25% das amostras de 

PAAF não podem ser classificadas definitivamente como benignas ou 

malignas, porém, em torno de 50 a 70% dessas amostras inclassificáveis 

são benignas, de acordo com os resultados das biópsias cirúrgicas. Há 

uma concordância geral de que a imagem citométrica do DNA pelo mé-

todo de Feulgen pode melhorar a precisão do diagnóstico citológico e 

ajudar na distinção entre as lesões malignas e benignas da mama23 Há 

mais de três décadas, discute-se na literatura a utilização da análise mor-

fométrica quantitativa como ferramenta útil e de baixo custo, entretanto 

o emprego dessa técnica se mantém restrito a poucos centros de diagnós-

tico ou de pesquisa30. Estudos mostram que a avaliação realizada por essa 

técnica pode fornecer informações clinicamente relevantes relacionadas 

ao grau de progressão e do potencial de malignidade do câncer de mama. 

Hoque et al.31 mostraram que a morfometria nuclear pode ser usada no 

prognóstico da recorrência do carcinoma ductal in situ após cirurgia e 

radiação, e Mommers et al.32 concluíram que a análise dos aspectos mor-

fométricos da hiperplasia mamária pode fornecer melhoria significante 

na avaliação do risco para o desenvolvimento do carcinoma.

Vários pesquisadores recomendam a análise de pelo menos cinco 

campos microscópicos em aumento de 400 vezes ou 1.000 vezes, aumen-

tando o tempo para análise para minimizar as interpretações e as conclu-

sões subjetivas às quais o olho humano possa conduzir, pois este é sen-

sível a variáveis como luminosidade, diferenças de contraste e brilho4,6. 

Isso torna a morfometria nuclear pouco factível de ser empregada. Polin 

et al.33 sustentam que a morfometria nuclear fornece estrutura para uma 

padronização e reprodutibilidade para avaliação patológica quantitativa.

Concluímos, neste estudo, que a análise morfométrica nuclear dos 

aspirados de nódulo de mama é um método simples, confiável e com-

plementar que permitiu distinguir as lesões benignas das lesões malig-

nas da mama.
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