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A comparative study between cytology and histopathology of various neoplasms from 150
dogs was carried out. Several staining methods including Wright, May-Griinwald-Giemsa, New-
Methylene Blue and Papanicolau, and histological staining methods such as Hematoxilin &
Eosin, van Gieson, Sudan, Toluidine Blue and Periodic Acid Schiff were used. The data obtained
indicated an 85.3% accuracy for the cytological diagnosis when the histopathological diagnosis
was considered as the correct parameter. In 4.0% of the cases only the embrionary origin of
the neoplasms was determined, and in 1.3% only the prognosis was established. The cytological
diagnosis differed from the histopathological diagnosis in 8.1% of the cases. In two cases
(1.3%), although the cytological and histopathological diagnoses differed, a reexamination
determined that the former was correct which increased its accuracy up to 86.6%. Fine needle
aspiration biopsy proved to be the best technique to obtain samples for the study. Cytology
was found not suitable for the diagnosis of mammary neoplasms due to the wide variation of
the cytological aspects from different areas. The imprint on slides is a technique not
recommended to evaluate mesenchymal tumors and should be replaced by exfoliative cytology.
The Wright method proved to be the more efficient staining method. Adapted staining methods
from histopathology such as van Gieson for leiomyomas and leiomyosarcomas, Sudan Black B
for lipomas and liposarcomas, and Periodic Acid of Schiff and Toluidine Blue for mastocytomas,
were especially useful in visualizing the fine morphological details of various epithelial and
mesenchymal neoplasms examined.
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RESUMO.- Foi realizado um estudo comparativo entre os di-
agnosticos citologico e histopatologico em diversas neoplasias
de 150 caes, pelas coloracoes de Wright, May-Griinwald-
Giemsa, Novo Azul de Metileno e Papanicolau. Coloragcoes
histologicas como Hematoxilina-Eosina, van Gieson, Sudan,
Azul de Toluidina e Acido Periédico de Schiff também foram
empregadas. Os dados revelaram uma eficacia de ordem de
85,3% no diagnéstico citopatologico, considerando-se os re-
sultados histopatol6gicos como corretos. Em 4,0% dos casos
somente a origem embrionaria das neoplasias foi estabelecida.
Em 1,3% das neoplasias apenas o prognostico foi determina-
do; o diagnostico citologico diferiu da histopatologia em 8,1%
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dos casos. Em dois casos (1,3%) o diagndstico citolégico dife-
riu do histolégico, mas um reexame determinou que o pri-
meiro estava correto, o que elevou a sua eficacia para 86,6%.
Entre as técnicas utilizadas, a puncao aspirativa por agulha
fina foi o melhor método para obter amostras. A citologia
nao foi adequada para o diagndstico de neoplasias mamari-
as, dadas as variagoes morfologicas em diferentes areas. A
impressao em lamina nao é recomendada para andlise de
tumores mesenquimais e deve ser substituida pela citologia
esfoliativa. O Wright revelou-se o método de coloragao mais
eficiente. As coloracoes adaptadas da histopatologia, van
Gieson em leiomiomas e leiomiossarcomas, Sudan em lipomas
e lipossarcomas, e Acido Periédico de Schiff e Azul de Toluidina
em mastocitomas, foram empregadas com sucesso fornecen-
do assim maior clareza de detalhes para as diversas neoforma-
coes de origem epitelial e mesenquimal.

TERMOS DE INDEXACAO: Citologia, histopatologia, corantes, diag-
noéstico, neoplasias.

INTRODUCAO

O exame citopatologico propicia diagnoésticos rapidos, sem
risco anestésico, além de ser bastante acessivel do ponto de
vista econdmico. As informagoes determinadas por esse mé-
todo direcionam as condutas clinica (quimioterapia, radiote-
rapia) e cirdirgica.

Considerando-se o estado ainda incipiente da citopatolo-
gia em medicina veterinaria, este estudo objetivou, em pri-
meiro lugar, comparar a eficiéncia dessa técnica com a obti-
da em exames histopatoldgicos de rotina em diversas neopla-
sias de caes. Adicionalmente sao testadas, na citopatologia,
algumas técnicas de coloragcao adaptadas da rotina histopato-
l6gica, no intuito de verificar a viabilidade de sua aplicacao
no diagnéstico citopatoldgico.

Revisao de Literatura
Histoérico

Em medicina humana, a citopatologia é empregada des-
de o século XIX (Castillo et al. 1988, Carvalho 1993). Em
1867, Leucke & Klebs estudaram células de liquido ascitico
em pacientes com tumores ovarianos, enquanto em 1917,
Papanicolau iniciou suas pesquisas sobre citologia esfoliativa,
tendo estabelecido, em 1928, o diagnoéstico de carcinoma
uterino a partir da secrecao vaginal de mulheres (Boon et al.
1982, Felizzola 1995). Dentro da medicina veterinaria brasi-
leira, este método diagndstico é relativamente novo, ganhan-
do algum incremento no final da década de 1980 (Silveira
1988, Guedes et al. 1997).

Felizzola (1995) obteve dados estatisticos de neoplasias
da cavidade oral, comparando seus resultados com os acha-
dos clinico-laboratoriais e histopatolégicos. Faz-se referén-
cia ao emprego da puncao aspirativa por agulha fina (PAAF),
com eficacia na ordem de 86,4%, quando comparada ao exa-
me histopatologico das principais neoplasias dos animais
domeésticos (Bracarense et al. 1993, Castro et al. 1993, Guedes
etal. 1997). Schwartz et al. (1994) também determinaram os
aspectos clinico-laboratoriais do linfossarcoma com diagnos-
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tico firmado através do exame clinico-citopatolégico.
Ramadinha et al. (1995) analisaram a ocorréncia de tumores
cutaneos em caes e gatos no Hospital Veterinario do Institu-
to de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro e determinaram a eficacia da PAAF e da citopatologia
esfoliativa em 82% dos casos. No trabalho de tese de Coelho
(1996), o diagnostico de tumor venéreo transmissivel canino
(TVT) foi obtido apenas através da impressao do tecido
tumoral em lamina, enquanto Mello & Santos (1996) verifica-
ram caracteristicas celulares tipicas da neoplasia a partir da
citopatologia esfoliativa. Em um outro trabalho, Mello et al.
(1996) preconizaram a mesma técnica para acompanhar a
remissao do TVT em cadelas tratadas com vincristina.
Xavier et al. (1997) utilizaram a citopatologia como tnico
meio diagnostico complementar para TVT, para posterior
quimioterapia com vinblastina. De Paula et al. (1997) confir-
maram metastase de TVT através da citopatologia aspirativa
de figado e bago, enquanto Melchert et al. (1997) e Rocha et
al. (1997) observaram células metastaticas de TVT cutaneo
em linfonodos periféricos, apds coloragao de Giemsa. Com o
emprego conjunto da ultrassonografia e citopatologia
aspirativa, Machado et al. (1997a) detectaram a ocorréncia
de linfossarcoma esplénico em um cao. O diagndstico defini-
tivo foi determinado através da histopatologia do 6rgao. Um
caso de metastase de mieloma multiplo intratoracico foi di-
agnosticado através da citopatologia aspirativa de 6rgaos do
sistema fagocitario mononuclear (Machado et al. 1997b).

Aspectos gerais e comparativos da técnica citopatologica

Enfatiza-se entre os objetivos da citopatologia, a diferen-
ciacao entre processos inflamatérios, hiperplasias e neopla-
sias, com estabelecimento do prognoéstico do tumor e identi-
ficacao de sitios metastaticos para rapida acao no tratamen-
to e monitoramento de recidiva local (Barton 1983, Allen &
Prasse 1986, Silveira 1988, Cowell & Tyler 1989a, Wellman
1990, Peterson & Couto 1994, Ogilvie & Moore 1995, Montes
0.1997).

As principais vantagens do exame citopatoldgico sao a
rapidez e a simplicidade com que se estabelece o diagnosti-
co do quadro mérbido. Acrescenta-se o fato de ser um méto-
do seguro, que nao proporciona riscos a vida do paciente,
nao requerendo equipamento sofisticado, sedacao ou
anestesia para sua realizagao (Tvedten 1981, Mills & Griffiths
1984, Cowell & Tyler 1989a, Mills 1989, Peterson & Couto
1994, Wellman 1996, Guedes et al. 1997). De um modo ge-
ral, as amostras citopatoldgicas sao facilmente obtidas, ja
que muitas formas de colheita sao pouco invasivas e o grau
de morbidade e/ou complicagoes tardias, associadas com as
mesmas, sao minimas (Couto 1994).

Na experiéncia de O’Rourke (1983) e Meyer & Franks
(19864), a seguranga da informagao obtida pela citopatologia
depende da qualidade da técnica e confec¢ao das laminas. A
coloragao e a interpretacao da amostra também sao de fun-
damental importancia para o sucesso da citopatologia (Cu-
nha 1987, Meyer 1987), cuja precisao pode variar de 63 a
97%, dependendo do tipo e da localizacao da neoplasia e da
pericia do citopatologista (Mills & Griffiths 1984).
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Duncan & Prasse (1979) relatam situagoes em que o diag-
noéstico citopatolégico é mais facil do que o exame
histopatolégico. Cita-se como exemplo, as granulagoes nos
mastocitomas, os detalhes celulares nas linfoproliferacoes e
os granulos de melanina em melanomas (O’'Rourke 1983).
Montes O. (1997) acrescenta que, nos casos de alguns
sarcomas e leucemias, o exame citopatologico de PAAF pos-
sui melhor eficacia para o diagnostico do que a histopatologia.
Na literatura veterinaria, estudos comparativos entre as duas
técnicas demonstram que a histopatologia permite um diag-
nostico mais definitivo por proporcionar uma visao de con-
junto, onde a arquitetura tecidual esta completa (Barton 1983,
Meyer & Franks 1986a, Hewicker et al. 1990, Tvedten 1994).
Ogilvie & Moore (1995) afirmam que, em geral, a histopato-
logia apresenta maior precisao quando associada aos resul-
tados da citopatologia, como no diagnoéstico de neoplasias
da cavidade oral de caes e gatos. Mills & Griffiths (1984) e
Morrison & DeNicola (1993) ainda enfatizam que se deve con-
siderar a utilidade da citopatologia e histopatologia dentro
da clinica médica, sem olvidar que estas duas técnicas
complementam uma a outra.

As principais complicacoes da citopatologia seriam he-
morragia, infecgao, injtria ao tecido adjacente e dissemina-
¢ao de células neoplasicas, fatos considerados raros (Wellman
1996). A observagao de Tvedten (1994) confirma algumas li-
mitagoes da citopatologia como método diagnostico. A abor-
dagem por ele defendida relaciona-se a descricao da neoplasia,
que nao é especifica, sendo tao somente reconhecida como
um carcinoma ou sarcoma. Os erros de diagnéstico relacio-
nam-se também aos problemas de coloragao. Pode-se con-
feccionar amostras muito ou pouco coradas, ou coradas de
forma irregular e, em alguns casos, com presenca de precipi-
tados ou outros tipos de artefatos refrateis, que dificultam a
avaliagao (O’Rourke 1983, Cowell & Tyler 1989a).

Colheita e preparacao de amostras

De acordo com Cowell & Tyler (1989a,b), a técnica para
obtencao de espécimes e preparacao de laminas varia con-
forme a localizagao anatomica e as caracteristicas do tecido
neoplasico, do animal e das anormalidades clinicas desen-
cadeadas pela neoplasia. As amostras podem ser obtidas de
diversas maneiras, através de aspirados com agulha fina
(PAAF), da impressao de tecidos solidos (“imprint”), “swab” e
da técnica esfoliativa (Susaneck 1983, Cowell & Tyler 1989a,
Moriello & Rosenthal 1990, Wellman 1996, Montes O. 1997).
0 advento da ultrassonografia também tem auxiliado na ob-
tencao de amostras de diferentes 6rgaos envolvidos em pa-
tologias do tipo inflamatério ou neoplasico, diminuindo os
riscos de complicacoes (Withrow & MacEwen 1996, Wellman
1996).

Segundo O’Rourke (1983) e Edwards (1994a), a técnica de
citopatologia aspirativa (PAAF) é a mais comumente empre-
gada por ser um método simples para diferenciar uma rea-
¢ao tecidual inflamatoéria de uma neoplasia (Allen & Prasse
1986, Meyer & Franks 1986a, Cowell & Tyler 1989a, Tvedten
1994, Burkhard & Meyer 1996). Por ser minima a lesao
provocada pela agulha fina, a predisposi¢cao para ocasionar
metastases, em casos de neoplasias malignas, torna-se insig-

nificante em comparagao a bidpsia cirtirgica (Guedes et al
1997). A antissepsia é fundamental quando da colheita de
espécimes intracavitarios, técnica invasiva, que acompanha-
da pela ultrassonografia tem riscos diminuidos (Meyer 1987,
Cowell & Tyler 1989a, Couto 1994, Burkhard & Meyer 1996,
Guedes et al. 1997). Biopsias por agulha fina em casos de
coagulopatias e hemangiossarcoma esplénico sao contra-
indicadas (Ogilvie & Moore 1995, Burkhard & Meyer 1996).

Atécnica de PAAF consiste no isolamento manual do cam-
po a ser incidido e na introdugao de uma agulha fina (calibre
20, 23 ou 25) acoplada a uma seringa estéril de 10 a 20 ml.
Esta é introduzida 3 a 4 vezes, em pontos diversos do nédulo
ou massa tumoral, mantendo a pressao de 6 a 8 ml, no inte-
rior da seringa. Antes de ser removida, deve-se liberar a pres-
sao de dentro da seringa, retornando o émbolo a posi¢cao
inicial. O espécime é, entao, colocado sobre lamina seca e
limpa, confeccionando-se o esfregaco em, no minimo, trés
laminas (Seybold et al. 1982, O’'Rourke 1983, Mills & Griffiths
1984, Allen & Prasse 1986, Meyer 1987, Cowell & Tyler 1989a,
Couto 1994, Peterson & Couto 1994, Ogilvie & Moore 1995,
Guedes et al. 1997, Montes O. 1997). Ja nos casos de
osteocondrossarcomas ou osteossarcomas, o emprego de
agulha calibre 40 x 12 permite obter-se material mais ade-
quado para analise citopatolégica, visto tratar-se de neoplasias
de consisténcia dura e pouco esfoliativas (Ramadinha 1996).
A técnica de comprimir o material entre laminas é contra-
indicada, principalmente, em aspirados de linfonodo, por-
quanto pode ocorrer ruptura celular (Wellman 1990).

0 método de impressao (“imprint”) é feito de amostras
de bidpsias cirtrgicas antes destas serem fixadas em formol
a 10%, sendo utilizado para neoplasias cuja formacao tecidual
seja bastante celular ou pouco fibrosa (O’Rourke 1983, Meyer
& Franks 1986a). Esta técnica nao é comumente indicada
para neoplasias ulceradas, porquanto uma reagao inflamaté-
ria secundaria pode inviabilizar o diagndstico. O “swab” tor-
na-se qtil para colheita de amostras de tratos fistulosos
(O’Rourke 1983, Cowell & Tyler 1989b, Montes O. 1997). A
citopatologia esfoliativa tem como indicagao tumores fibro-
sos, seromas, sialoceles e cistos, ou para efusoes secundarias
a processos metastaticos obstrutivos, através da colheita de
liquido com EDTA, seguida de centrifugacao (Humason 1962,
O’Rourke 1983, Allen & Prasse 1986, Meyer & Franks 1986a,
Cowell & Tyler 1989a, Clinkenbeard 1992, Ogilvie & Moore
1995, Burkhard & Meyer 1996). A colheita de espécimes
citopatologicos da cavidade nasal pode ser realizada medi-
ante técnicas aspirativas ou lavagem (Meyer 1987), meio di-
agnostico pouco invasivo, que, geralmente, nao requer inter-
vencao cirdrgica (French 1987). As neoplasias do sistema
reprodutor podem ser determinadas a partir da analise do
fluido prostatico, aspirado testicular, colpocitologia e secre-
¢ao mamaria, enquanto o achado celular atipico de sedimen-
to urindrio, denota envolvimento neoplasico do trato urinario
(Allen & Prasse 1986, Wellman 1990, Vannucchi et al. 1997).

Coloracoes em citopatologia

A fixacao dos esfregacos deve ser imediata para preserva-
¢ao da estrutura celular, conservacao dos detalhes
citopatologicos, podendo ser feita pelo alcool etilico ou
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metilico. A escolha depende do material a ser examinado,
do que se pretende estudar e da técnica de coloracgao a ser
utilizada (Humason 1962, Cunha 1987, Ramadinha 1996, Piza
1997).

Os métodos citoquimicos baseiam-se em reacoes quimi-
cas dos corantes com componentes de células fixadas em 13-
mina, que sao identificadas pelo exame microscopico (SBHH
1975). Os corantes basicos utilizados na rotina de diagnosti-
co sao o Romanowsky (Diff-Quick, Wright, Giemsa, May-
Griinwald-Giemsa e Leishman), o Novo Azul de Metileno
(NAM), o Papanicolau (Humason 1962, O’'Rourke 1983, Meyer
1987, Wellman 1990, Tvedten 1994, Ogilvie & Moore 1995,
Montes 0. 1997) e a Hematoxilina-Eosina (Cunha 1987, Piza
1997). Os corantes Papanicolau e Tricromico de Sano
(Papanicolau modificado) sao mais amplamente utilizados em
ginecologia humana (Tvedten 1981, Meyer 1987). O tempo
de coloragao esta diretamente relacionado a espessura do
material, o tempo em que foi confeccionado o corante e ao
tipo de coloragao (Cowell & Tyler 1989a,b, Piza 1997). Cowell
& Tyler (1989a) recomendam que algumas laminas sejam ar-
mazenadas apenas fixadas para possiveis coloragoes subse-
quientes. Na confeccao de amostras citopatolégicas, Couto
(1994) demonstrou haver acentuadas diferencas entre as di-
versas técnicas de coloragao. A tincao pelos corantes de
Romanowsky despende um pouco mais de tempo que o NAM,
porém fornece detalhes celulares e contrastes melhores en-
tre ntcleo e citoplasma, sendo também considerada como
coloracao permanente (O’Rourke 1983, Olson et al. 1984a,
Allen & Prasse 1986, Meyer 1987, Couto 1994, Burkhard &
Meyer 1996). Em contrapartida, os detalhes intranucleares
nao ficam bem definidos (Allen & Prasse 1986). O NAM é
uma coloragao rapida, cujos esfregacos corados nao podem
ser guardados para posterior consulta e o contraste de cor
nao é bem marcado, evidenciando apenas ntcleo e nucléolo
(O’Rourke 1983, Olson et al. 1984a, Meyer 1987, Wellman
1990, Couto 1994, Ogilvie & Moore 1995). Meyer & Franks
(1986b) fazem referéncia ao corante de Papanicolau como
capaz de permitir uma analise precisa de ntcleo e nucléolo.
O padrao de cromatina fica distinto e proprio para analise,
facilitando a observagao das aberragoes morfologicas, suges-
tivas de neoplasias (Boon et al. 1982, O’'Rourke 1983, Cowell
& Tyler 1989a, Rebar et al. 1989, Ogilvie & Moore 1995). Em
contrapartida, os reagentes de Papanicolau sao de prepara-
cao e manutencao dificeis na clinica diaria, quando compara-
dos aos corantes do tipo Romanowsky, fazendo com que seu
uso se restrinja as patologias especificas (Allen & Prasse 1986,
Meyer & Franks 1986b, Wellman 1990, Schmitt 1995, Piza
1997). Em alguns tipos de mastocitoma, além dos corantes
do tipo Romanowsky e NAM, pode-se utilizar o Azul de
Toluidina ou o Acido Periédico de Schiff (PAS) para melhor
demonstra¢ao dos granulos (Susaneck 1983), bem como em
casos de mastocitomas epitelidides pouco diferenciados
(Meyer & Franks 1986b, Lemarié et al. 1995, Piza 1997).

MATERIAL E METODOS

No periodo de mar¢o de 1996 a novembro de 1997, foram
selecionados 150 caes, entre machos e fémeas, com idades entre 2 e
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20 anos e de diferentes ragas, que apresentaram neoformagoes em
locais diversos. Os atendimentos clinicos e as colheitas de material
foram realizados no Setor de Dermatologia do Hospital Veterinario
de Pequenos Animais e os estudos histopatologicos conduzidos no
Laboratério de Anatomia Patolégica do Departamento de
Epidemiologia e Satide Pablica, ambos do Instituto de Veterinaria
da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

A PAAF foi realizada em todos os tipos de neoplasias com
utilizagao de agulha 25x7 acoplada a uma seringa de 12 ml com 2ml
de ar em seu interior. Nos osteossarcomas optou-se pelo emprego
de agulha 40x12, a fim de se obter uma amostra mais representativa.
Os tumores de origem epitelial, bem como TVTs, histiocitomas,
linfossarcomas e mastocitomas foram também submetidos a técnica
de “imprint”. A citopatologia esfoliativa foi empregada a partir da
escarificacao das neoplasias ou de amostras colhidas por biopsia. Ja
as efusoes secundarias aos tumores metastaticos e o liquido das
neoplasias cisticas foram previamente centrifugados para posterior
confec¢ao dos esfregacos. Com o intuito de minimizar as alteragoes
observadas, optou-se por confeccionar 10 laminas de cada neoplasia
estudada.

As laminas confeccionadas, apds secagem ao ar, foram coradas
com Wright, May-Griinwald-Giemsa (MGG) e Novo Azul de Metileno
(NAM) para o estudo preliminar. Nas amostras fixadas de imediato
pela imersao em alcool hidratado (96°G) foram utilizados corantes
de Papanicolau, Hematoxilina-Eosina (HE) e Acido Periédico-Schiff
(PAS). As laminas a serem submetidas a coloragcao de Azul de Toluidina
nao eram fixadas, enquanto as amostras coradas por van Gieson e
Sudan foram previamente tratadas pelo formol a 10%. Estas
coloragoes foram selecionadas de acordo com a origem embrionaria
do tumor e o tipo celular, definidos anteriormente pelos corantes
do tipo Romanowsky e Papanicolau. As laminas coradas eram
montadas com laminula e balsamo do Canada e examinadas a
microscopia optica. A excegao foi feita para laminas de neoplasias
mesenquimais de origem adiposa, coradas pelo Sudan e montadas
em glicerina. Todos os diagndsticos foram anotados nas fichas
clinicas. De cada animal também eram colhidas amostras por meio
de bidpsia cirargica, através de “punch” ou bisturi, fixadas e
conservadas em solucao de formol a 10% para processamento
histopatologico.

Mediante os dados clinicos e cito-histopatologicos, procedeu-se
ao estudo comparativo das diversas técnicas de diagnostico empre-
gadas e estabeleceu-se o seguinte critério para analise comparativa
entre os resultados citopatoldgicos e os histopatologicos correspon-
dentes:

Correto (1) - quando o diagnostico citopatologico foi confirmado
pelo histopatologico; Aproximado (2) - quando a citopatologia definiu
a origem embrionaria da neoplasia, mas o prognostico foi incorreto;
Parcialmente Correto (3) - quando a citopatologia definiu o prognos-
tico, mas a origem embrionaria do tumor estava incorreta; Incorreto
(4) - quando o diagnoéstico citopatoldgico nao estava de acordo com
o diagnostico histopatologico.

Para classificar a capacidade tintorial dos corantes, utilizaram-
se os seguintes parametros para qualificar a eficiéncia das coloragoes:

Otima (+ + +) - aquela que permitiu uma boa defini¢o celular, com 6tima
qualidade tintorial, possibilitando um claro reconhecimento do tipo de
neoplasia; Boa (++) - aquela que proporcionou uma boa qualidade tintorial,
mas cujo contraste celular nao foi tao evidente ao ponto de definir com
muita clareza o tipo celular neoplasico; Regular (+) - aquela cuja qualidade
tintorial foi regular, necessitando submeter a amostra a um outro tipo de
coloragao para uma defini¢ao celular correta; Ma (*) - aquela cuja qualidade
tintorial foi muito ruim e nao permitiu uma defini¢ao celular, impossibilitando
sobremaneira o diagnostico; Sem indicagao para o caso (-) - quando a
coloragao nao foi indicada para o tipo neoplasico em estudo.
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RESULTADOS

Das 150 neoplasias estudadas neste experimento, 74 (49,3%)
eram mesenquimais, 26 (17,3%) epiteliais, 7 (4,7%) de origem
neuroectodérmica, 7 (4,7%) de células do cordao sexual e
intersticio e 16 (10,7%) tumores venéreos transmissiveis. Rea-
lizou-se um estudo individual das neoplasias de glandulas
mamarias (20 casos — 13,3%), visto tratar-se de neoformacgoes
peculiares, com grande variedade celular dentro de uma
mesma massa tumoral. A técnica citopatologica revelou uma
eficacia da ordem de 85,3% (128 casos) quando comparada a
histopatologia. Foi observado que em 4,0% (6) dos tumores
somente se definiu a origem embriondria das neoplasias,
enquanto em 1,3% (2) se sugeriu apenas o progndstico. O di-
agnostico citopatolégico diferiu completamente da histopato-

logia em 8,1% (12) dos casos. Em dois casos estudados, os
achados citopatolégicos foram diferentes do que foi descrito
na histopatologia, mas apos reavaliacao das laminas, a
citopatologia foi a técnica que melhor caracterizou as
neoplasias, permitindo se estabelecer o diagnostico definiti-
vo e elevando a eficacia para 86,6%.

A PAAF foi melhor realizada com seringa plastica de 12
ml acoplada a agulha 25x7 e em neoplasias 0sseas, com agu-
lhas de calibre 40x12. A técnica de manter 2ml de ar dentro
da seringa, antes de inserir a agulha no tecido neoplasico,
facilitou a rapida colocagao do material aspirado em lamina,
evitando perda do material para o interior da seringa,
ressecamento da amostra e/ou formac¢ao de coagulo, em
neoplasias altamente vascularizadas ou hemorragicas. A PAAF

Quadro 1. Avaliagao do diagnéstico citopatologico, métodos de colheita e eficiéncia das coloragoes

Neoplasia Técnica de colheita

Técnicas de coloragcao Diagnostico

(N° de casos) PAAF IMP ESF WRI MGG NAM PPN HE AT PAS VG SUD citopatologico
Mastocitoma (22) X X X +++ ++  +++ ++ +++  ++ - - 1
Hiperplasia linforreticular (1) X X X +++ ++ ++ ++ - - - - 2
Linfangioma (1) X X X +++ ++ ++ ++ - - - - 1
Linfossarcoma (6) X X X +++ ++ ++ ++ - - - - 1
Micose fungoide (1) X X +++ ++ ++ ++ - - - - 1
TVT (16) X X X +++  ++ ++ ++ - - - - 1
Histiocitoma canino (2) X X +++ ++ + ++ - - - - 1
Plasmocitoma cutaneo (12) X X +++ + + ++ - - - - 1/4
Histiocitoma Fibroso maligno (2) X X +++ + + ++ - - - - 1
Melanoma benigno (1) X X +++ ++ + + - - - - 1
Melanoma maligno (6) X X +++ ++ + + - - - - 1
Osteossarcoma (3) X X +++  +++ + ++ - - - - 1
Condrossarcoma (1) X X +++ ++ + ++ - - - - 1
Osteocondrossarcoma (2) X +++ ++ + ++ - - - - 1
Lipoma (8) X X +++ ++  +++ A+ 4+ - - - +4+ 1
Lipoma infiltrativo (1) X X +++ ++ +++ ++ ++ - - - +++ 2
Lipossarcoma (3) X X +++ ++ + ++ - - - +++ 1
Fibrossarcoma (1) X X +++ ++ ++ ++ - - - - 1
Hemangioma (1) X X ++ ++ + ++ - - - - 1
Hemangiossarcoma (3) X X ++ ++ + ++ - - - - 1
Leiomioma (2) X X ++ ++ + + - - +++ - 1
Leiomiossarcoma (2) X ++ ++ + + - - +++ - 1/2
Tumor de células basais (4) X X X ++ + + +++ - # - - 1
Carcinoma epidermoéide (8) X X X +++ ++ + * - * - - 1/4
Epulis acantomatoso (1) X X X ++ ++ + * - - - - 2
Adenoma sebaceo (2) X X X +++ + + ++ - - - - 1/3
Carcinoma sebaceo (1) X X X +++  +++ + ++ - - - - 1
Carcin. De gl. sudor. Apdcrina (3) X X X ++ * + ++ - - - - 1/4
Cistoadenoma apocrino (1) X X + * + + - - - - 4
Cistos epidermais (1) X + ++ + + - - - - 3
Adenoma de gls. Hepatéides (2) X X +++  +++ + ++ - - - - 1
Carcinoma de gls. Hepatdides (1) X X +++ ++ + ++ - - - - 1
Carcin. de gls. Ceruminosas (1) X X ++ * + ++ - - - - 1
Carcinoma de céls. Renais (1) X X X +++  +++ + ++ - - - - 1
Sertolioma (2) X X X +++ ++ + ++ - - - - 1
Seminoma (3) X X X +++ ++ + ++ - - - - 1
Tumor de céls. de Leydig (2) X X +++ ++ + ++ - - - - 1
Neoplasias mamarias (20) X X X +++ ++ - ++ - - - - 1/2/4

Legenda:

PAAF — Puncgao Aspirativa por Agulha Fina; IMP — “Imprint”; ESF - Esfoliativa.
+++ Otima; ++ Boa; + Regular; *Ma; - Sem indicacio para o caso.
1 - Correto; 2 - Aproximado; 3 — Parcialmente correto; 4 - Incorreto.

WRI — Wright; MGG — May-Griinwald-Giemsa; NAM — Novo Azul de Metileno; PPN — Papanicolau; HE — Hematoxilina-Eosina; AT — Azul de Toluidina; PAS — Acido.
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de neoplasias mamarias teve emprego limitado dadas a con-
sisténcia dura dos tumores mistos e a variacao do padrao
histologico da neoplasia, de area para area. Constatou-se
também dificuldade de realizar a PAAF em alguns tumores
mesenquimais, como os leiomiomas, por estes possuirem
estrutura muito firme. Neste caso, empregou-se a técnica de
escarificar o tecido e distribuir o material sobre a lamina.

0O método esfoliativo mostrou-se simples e rapido, uma
vez que a esfoliacao permitiu obter material rico, com ntime-
ro maior de células por campo de analise citologica. Toda-
via, verificou-se, por vezes, dificuldade de diagndstico, em
fun¢ao da inflamagao secundaria, quando o material foi co-
lhido a partir de areas ulceradas e/ou com necrose. Muitos
tumores epiteliais mostraram-se mais esfoliativos por possu-
irem pouco estroma. Alguns mastocitomas esquirrosos fo-
ram submetidos as trés formas de colheita de amostras, sen-
do a técnica esfoliativa a mais eficaz para confeccao de lami-
nas. Por outro lado, em outros casos de mastocitomas, bem
como linfossarcomas, TVTs e adenomas a ruptura celular,
decorrente da esfoliacao, fez com que o material nuclear di-
ficultasse o exame citologico da neoplasia.

Alguns tumores encontravam-se secundariamente infla-
mados, fato que dificultou a visualizagao e identificacao de
células neoplasicas. Dada a pressao, células epiteliais e de
alguns histiocitomas, por vezes, assumiam conformacao
fusiforme, confundindo-se com tumores de origem
mesenquimal.

0 alcool hidratado (96°G) teve boa capacidade fixadora,
proporcionando uma diferenciacao celular ideal para uma
correta coloragao e impregnacao tintorial dos corantes de
HE, Papanicolau e PAS.

As laminas fixadas em alcool metilico (metanol) e formol
a 10%, nao se prestaram para as coloragoes de Papanicolau,
Azul de Toluidina e PAS. Ja as amostras de neoplasia de mus-
culatura lisa e de tecido adiposo, que foram fixadas em formol
10% e coradas com van Gieson e Sudan, nao demonstraram
evidéncias de alteracao na morfologia celular. Esse meio de

Fig. 1. "Imprint" de Mastocitoma. MGG, obj. 100.
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fixacao, porém, pode também ter utilidade quando se quer
corar a lamina por HE, no intuito de estabelecer uma correla-
¢ao com as caracteristicas tintoriais da neoplasia em questao
com aquelas observadas na histopatologia de rotina e nos
espécimes fixados por alcool hidratado (96°G).

A secagem deficiente do material, antes de sua coloragao
pelo Wright ou pelo MGG dificultou a visualiza¢ao do con-
traste nucleo/citoplasma.

No que diz respeito as observacoes comparativas sobre
os diversos métodos tintoriais aplicados a citopatologia
oncolodgica deste estudo (Quadro 1), considerou-se o Wright
como corante do tipo Romanowsky de melhor resultado para
exame de rotina. A familiaridade com a técnica permitiu
maior praticidade, despendendo tempo maximo de 7 minu-
tos. A coloragao evidenciou o contraste nicleo-citoplasma,
bem como a presenga dos nucléolos (Fig. 4, 5, 6, 7, 8). Outra
vantagem deste método é nao haver necessidade de fixar o
material. Acrescenta-se ainda como vantagem o fato de ser
uma coloragao permanente, possibilitando posterior analise
da lamina, ap6s colocagao de laminula.

O May-Griinwald-Giemsa (MGG) proporcionou boa colora-
¢ao (Fig. 1), sendo também permanente, sem necessitar de fi-
xacao da amostra. O inconveniente residiu no fato de despender
mais tempo (8-12 minutos). Observou-se também que o uso
prolongado do corante alterou a tonalidade da coloracao, que
ficou mais clara, diminuindo o contraste celular.

O Novo Azul de Metileno (NAM) demonstrou boa prati-
cidade, sem necessitar de fixagao prévia. Os melhores resul-
tados foram obtidos basicamente em lipomas e mastocitomas;
em contrapartida, nao corou os eosinéfilos e os eritrgcitos.
Outros inconvenientes observados foram o fato de ser uma
coloragao provisoria e de permitir boa avaliacao apenas de
ntcleo e nucléolo. Utilizou-se esta técnica como coadjuvan-
te do Wright no diagnéstico de mastocitomas pouco diferen-
ciados.

O Papanicolau nao se constituiu em um método pratico,
pois requereu maior tempo para preparagao dos corantes e

LI Pag € T ARG
Fig. 2. "Imprint" de Tumor Venéreo Transmissivel. Papanicolau, obj.
40.
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Fig. 3. Citologia esfoliativa de Leiomioma. Van Gieson, obj. 40.

Fig. 5. Citologia esfoliativa de Carcinoma de Células Escamosas.
Wright, obj. 40

coloragcao das laminas. Permite esta técnica uma nitida
visualizacao do nicleo e do nucléolo, havendo, porém pouco
contraste de cor com o citoplasma (Fig. 2). Adicionalmente,
no caso de laminas que nao foram imediatamente fixadas em
alcool hidratado, observou-se o inconveniente de encontra-
rem-se areas com células ja dessecadas.

A técnica de coloracao HE, a partir do emprego da
Hematoxilina de Harris, mostrou-se eficiente e permitiu um
exame citopatologico adequado, através do contraste esta-
belecido entre nicleo e citoplasma, com boa visualizacao do
nucléolo e cromatina nuclear, principalmente em lipomas e
tumor de células basais, quando comparada ao Wright.

A técnica de coloracao com Azul de Toluidina foi eficaz
para o diagnostico de mastocitomas pouco diferenciados e
indiferenciados, cujas granulagoes dos mastocitos foram pou-
co evidentes ou estavam ausentes nas coloracoes de Wright
ou MGG. O inconveniente do corante é a sua vida atil de, no
maximo, 15 dias apos sua confecgao.

Os achados citopatoldgicos encontrados no grupo das
neoplasias de musculatura lisa, a partir do emprego do corante
van Gieson, apresentaram caracteristicas muito proximas as
descritas pela histopatologia. A coloracao foi considerada um

Fig. 4. Citologia esfoliativa de Tumor Venéreo Transmissivel. Wright,
obj. 1000.

Fig. 6. Citologia esfoliativa de Tumor Venéreo Transmissivel. Wright,
obj. 40.

método de apoio no diagndstico citopatologico de
leiomiomas e leiomiossarcomas (Fig 3).

As amostras de lipomas e lipossarcomas, submetidas a
colora¢ao de Sudan foram previamente fixadas em formol a
10%. Atécnica de coloragao foi eficiente no sentido de forne-
cer dados mais concretos quanto a diferenciacao das
neoplasias. O finico inconveniente foi relacionado a monta-
gem. A glicerina nao permitiu uma adequada impermeabi-
lizacao, permanecendo (imida, o que tornou a colorag¢ao pro-
visoria. A coloracao pelo HE mostrou-se bastante eficiente
em ambos os tumores (Fig. 9).

O PAS foi igualmente testado em laminas de tumor de
células basais queratinizado, carcinoma epidermoéide e
mastocitoma pouco diferenciado. No primeiro e segundo
casos, o estudo tornou-se inviavel, pois a queratina im-
pregnou-se de corante, assumindo uma tonalidade résea
forte, dificultando a observacao das demais estruturas ce-
lulares e a definicao da neoplasia. Em contrapartida, as
poucas granulagoes presentes nos mastacitos foram niti-
das ao exame citopatolégico, confirmando as suspeitas
clinicas e as caracteristicas definidas pelos corantes do tipo
Romanowsky.

Pesq. Vet. Bras. 21(1):23-32, jan./mar. 2001
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DISCUSSAO E CONCLUSOES

Concordando com a opiniao registrada na literatura, a carac-
terizacao do tipo celular neoplasico pela citopatologia foi
rapida, segura e eficaz (Wellman 1996, Guedes et al. 1997)
possibilitando a identificacao de diversos tipos de neoplasias
em caes (Ogilvie & Moore 1995, Montes O. 1997).

A margem de erro no diagnostico citopatologico foi de
8,1%, ressaltando a grande utilidade da citopatologia como
meio diagndstico para neoplasias em geral. Ainda em dois
casos examinados, o diagnostico definitivo foi estabelecido
por esta técnica, em detrimento da histopatologia (Duncan
& Prasse 1979). Reiterou-se a eficiéncia da histopatologia
em detalhar a arquitetura do processo neoplasico e suas re-
lagoes com tecidos circunjacentes, bem como em melhor ca-
racterizar variacoes de diferenciagao e tipos celulares, que
nao tenham sido bem definidos no exame citopatolégico
(Tvedten 1994, Lemarié et al. 1995).

Comprovadamente, as amostras colhidas através da PAAF
apresentaram maior valor diagnéstico, quando comparadas
a citopatologia esfoliativa ou impressao em laminas (Tvedten
1994, Burkhard & Meyer 1996).

Confirmou-se a eficiéncia da técnica desenvolvida por
Ramadinha (1996), que empregou 2 ml de ar na seringa, an-
tes de introduzi-la na massa tumoral, obtendo-se por fim um
gasto menor de tempo para a confec¢ao da lamina. Nos ca-
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Fig. 7. Citologia aspirativa de Carcinoma So6lido. Wright, obj. 25.
Fig. 8. Citologia aspirativa de Mastocitoma. Wright, obj. 40.

Fig. 9. Citologia esfoliativa de Lipoma. HE, obj. 40.

sos de osteossarcoma, a agulha 40X12 foi mais eficaz para
colheita (O’Rourke 1983, Ramadinha 1996).

A PAAF é, porém, de limitado valor em tumores mistos,
esquirrosos ou naqueles com variavel diferenciagao celular.
Nestes casos, verificou-se a necessidade de puncionar mais
de um local, como ja proposto por Tvedten (1994).

Deve ser destacada e confirmada a dificuldade de alguns
autores em definir o tipo celular neoplasico nas areas de in-
flamacao, visto que fibroblastos reativos assemelhavam-se as
células malignas (Cowell & Tyler 1989b, Montes O. 1997).

De outro modo, a técnica de “imprint” foi eficiente para
tumores bastante celulares, diminuindo a possibilidade de
ruptura celular (O’Rourke 1983, Meyer & Franks 1986a,
Wellman 1990). Ja em neoplasias pouco esfoliativas como
sarcomas e alguns histiocitomas, foi de pouco valor diagnos-
tico, sendo substituida pela esfoliagcao através de lamina de
bisturi (Cowell & Tyler 1989b).

Os melhores resultados tintoriais foram, por diversas ve-
zes, obtidos com o corante Wright (Cowell & Tyler 1989a,b,
Wellman 1990). Como foi avaliado por alguns autores, o uso
da coloragao especial de Azul de Toluidina permitiu melhor
visualizacao dos granulos em mastocitomas indiferenciados
(Susaneck 1983, Piza 1997). A definicao citopatoldgica do
padrao celular do lipossarcoma pelo Wright foi posteriormen-
te confirmada pela coloragcao de Sudan (Meyer & Franks 1986
b).

0 diagnostico citopatologico das linfoproliferacoes foi fa-
cil, confirmando-se a precisao dessa técnica também para
TVTs, mastocitomas e histiocitomas (Meyer & Franks 1986b,
Ogilvie & Moore 1995). Em contrapartida, como foi observa-
do por Mills (1989), houve limitagoes quanto a citopatologia
aspirativa de linfonodo, quando da colheita de amostra de
um Unico linfonodo ou de uma s6 area. O caso de micose
fungoide, descrito neste estudo, teve diagndstico citopa-
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tologico presuntivo, sendo bem definido através do exame
histopatolégico (DeBoer et al. 1990, Hewicker et al. 1990,
Wellman 1990).

Discordamos das observacoes de Cowell & Tyler (1989b) e
Ogilvie & Moore (1995), segundo as quais os tumores de cé-
lulas basais seriam passiveis de confusao com os histiocitomas.
A experiéncia constatou que alguns carcinomas apresenta-
ram certa semelhanc¢a citopatolégica com tumores de célu-
las basais, ficando o diagnostico definitivo na dependéncia
da coloragao de HE.

Com relagao aos leiomiomas e leiomiossarcomas, a colo-
racao de van Gieson definiu as caracteristicas celulares tipi-
cas e estabeleceu facil diferenciacao com neoplasias origina-
das dos fibroblastos. Tais achados nao foram anteriormente
citados na literatura, referente a citopatologia.

Houve certa dificuldade no diagnostico citopatologico das
neoplasias melanociticas, especialmente as classificadas como
amelanoticas, como ja observado por Meyer & Franks (1986b),
Chavez et al. (1997).

Ogilvie & Moore (1995) afirmaram que os granulos
intracitoplasmaticos dos melanomas deveriam ser diferenci-
ados dos tumores de mastocitos. Verificou-se, neste estudo,
que o padrao celular difere entre os dois tumores e que as
granulacoes dos melanomas tém coloracao preta ou marrom,
facilmente diferenciadas dos mastocitomas, principalmente
em coloragoes especiais.

Houve dificuldade em determinar com precisao se a
citopatologia aspirativa de tumor de mama correspondia a
carcinoma ou adenocarcinoma. Isto foi constatado pela vari-
acao celular de area para area, dentro do mesmo tumor e
nestes casos, a histopatologia estabeleceu o diagnostico cor-
reto (Cowell & Tyler 1989b, Withrow & MacEwen 1996). De
outro lado, os adenomas foram facilmente diferenciados dos
carcinomas. Os tumores mistos muitas vezes nao foram bem
definidos, por dependerem da area que foi puncionada.

Levando-se em conta o acima exposto, fica claro que a
citopatologia aplicada ao diagnostico de neoplasias em Me-
dicina Veterinaria ainda encontra-se em estado incipiente. Ha
necessidade de avaliagcoes comparativas dessa técnica com a
histopatologia para uma gama maior de neoplasias nos ani-
mais domésticos. Além disso, percebe-se a necessidade de
introducao de novas técnicas de coloracoes especificas mais
conclusivas para as neoplasias, a partir das técnicas
histologicas de coloragao.
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