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Emprego do cell block de agarose como método complementar no diagnostico citolégico
de tumores mamarios caninos

Employment of cell block of agarose as additional method in the cytological diagnosis of canine
mammary tumors

Diogo Sousa Zanoni' Silvia Regina Kleeb" José Guilherme Xavier"

RESUMO

Os tumores mamarios sdo neoplasias comuns em
diversas espécies, sendo 0s processos oncoldgicos de maior
incidéncia em cdes. A elevada frequéncia e agressividade
desses processos justificam a busca de métodos diagnosticos e
prognoésticos rapidos, de custo reduzido e menor invasividade,
visando a uma abordagem cirlrgica e terapéutica adequada. O
presente estudo avaliou a adequacdo da utilizacdo da técnica de
cell block de agarose como método diagnéstico complementar
aos esfregacos tradicionais no diagnostico desses processos.
Para tanto, foram obtidas 51 amostras citologicas de tumores
mamarios de 30 cadelas que passaram por excisdo tumoral no
HOVET-UMESP, comparando-se os resultados obtidos a partir
dos esfregagos, de cell blocks, e de sua associagdo (esfregagos
cell blocks®) com o diagnéstico histopatolégico. Os melhores
resultados foram obtidos mediante a associa¢do dos métodos,
reduzindo os resultados falso-negativos e elevando a correlacéo
cito-histolégica, reforcando a importancia da citologia na rotina
oncoldgica veterinaria.
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ABSTRACT

The breast tumors are common neoplasms in several
species, with high incidence in dogs. The high frequency and
aggressiveness of these cases justifies the search for rapid, low
cost and less invasive diagnostic methods, seeking for surgical
approach and appropriate therapy. This study evaluated the
appropriateness of the use of the agarose cell block technique as a
diagnostic tool to complement traditional smears in the diagnosis
of these processes. Therefore, it was obtained 51 samples from
30 dogs with breast tumors that underwent tumoral excision at
the HOVET-UMESP, comparing the results obtained from smears,

cell blocks, alone and in association (smears cell blocks?), with
the histopathologic diagnosis. The best results were obtained
with the association of smears and cell block analysis, reducing
the false negative results and increasing the cyto-histological
correlation, reinforcing the importance of the use of cytology in
routine veterinary oncology.
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INTRODUCAO

As neoplasias mamadrias sdo frequentes
em diversas espécies, incluindo cées, gatos, ratos,
camundongos e humanos. Um exame cuidadoso
das glandulas mamérias aparentemente normais de
cadelas velhas pode revelar uma série de pequenas
lesdes, entre elas neoplasias em estagios iniciais de
desenvolvimento (MISDORP et al., 1999).

Classicamente o meio diagnostico
mais utilizado nesses processos é a avaliagdo
histopatologica, identificando-se sua natureza
a partir de caracteristicas microscopicas da
neoformagdo. Embora um grande nimero de sistemas
classificatorios para tumores mamarios tenha sido
desenvolvido, o mais empregado é o preconizado
pela Organizagdo Mundial de Saude (MISDORP et
al., 1999). Publicacbes recentes propdem um novo
sistema classificatorio, acrescentando subtipos
histolégicos aos ja reconhecidos (CASSALI et at.,
2011; GOLDSCHMIDT et al., 2011).
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A elevada frequéncia desses processos
justifica a busca por métodos diagnosticos de
custo reduzido, baixa invasividade e resultado
mais rapido, viabilizando a abordagem cirdrgica e
terapéutica. Embora a citologia cumpra essa funcéo,
persistem restricdes relativas a sensibilidade do
método (ALLEN et al., 1986; KULKARNI et al.,
2000; HANDA et al, 2005; MASSERDOTTI,
2006; SANCHEZ & SELVAGGI, 2006; CASSALI
etal., 2007). Estas se devem a limitacBes, como
a perda das relagbes arquiteturais e o numero
restrito de laminas a partir de uma colheita. Uma
abordagem ainda pouco explorada em Medicina
Veterinaria vincula-se a realizacdo do cell block de
agarose (CBA), método originariamente proposto
no processamento de amostras para microscopia
eletrénica (YUAN&GULYAS, 1981; MULDER
et al.,, 1997; SANCHEZ & SELVAGGI, 2006), que
potencialmente otimiza a amostra citoldgica por
possibilitar maior preservacdo arquitetural e por
permitir a emblocagem da amostra em parafina,
com posterior processamento, a semelhanca de
uma amostra histolégica, viabilizando o emprego
de técnicas histoquimicas e imuno-histoquimicas
complementares (MASSERDOTT], 2006).

Neste estudo, foram utilizadas amostras
citolégicas de tumores mamarios de cadelas,
avaliando-se a adequacdo do uso do CBA como
método diagnostico complementar aos esfregagos
tradicionais no diagndstico desses processos.

MATERIAL E METODOS

As amostras foram obtidas a partir
da puncdo aspirativa por agulha fina (PAAF) e
posterior excisdo dos tumores mamarios, presentes
em cadelas atendidas no Hospital \Veterinario da
Universidade Metodista de Sdo Paulo (HOVET-
UMESP), procedendo-se sempre a indicagdo da
mama amostrada, de forma a parearem-se amostras
cito e histopatoldgicas da mesma formacao.

Colheita de material para avaliacdo
citoldgica: nos tumores mamarios, realizou-se PAAF
com agulhas de 22 gauge, acopladas a seringas de
10ml. Apbés movimentos retrateis do émbolo para a
formagéo de presséo negativa, a agulhafoi direcionada
para diferentes por¢des da massa. Com o émbolo em
repouso, foi retirada a agulha, desconectando-a da
seringa. Em sequéncia, o émbolo foi todo retraido,
a agulha conectada novamente e, com um Unico e
firme movimento, o émbolo foi pressionado a fim
de expulsar o material colhido junto a uma lamina
previamente limpa ou a um tubo cénico graduado.

Essa operacdo foi repetida quantas vezes foram
necessarias, visando a obtencdo de celularidade
adequada.

Esfregacos: os  esfregacos  foram
imediatamente fixados em alcool absoluto e corados
pelo método pandético rapido.

Cell blocks de agarose: para a realizacdo
do CBA, acrescentou-se a amostra citolégica alcool
70, alocando-se a amostra em tubo cdnico graduado,
procedendo-se centrifugagdo a 2000rpm durante 10
minutos. Retirou-se o sobrenadante acrescentando-se
agarose liquida a 2%. Homogeinizou-se a amostra,
realizando-se nova centrifugacdo a 2000rpm por 10
minutos. Em sequéncia, submeteu-se a amostra a um
periodo de 10 minutos sob refrigeracdo, seguindo-se a
retirada do material incluido em agarose, que passou
por processamento histoldgico, inclusdo em cassete
com parafina, microtomia e bateria de colorag@o,
utilizando-se 0 método de hematoxilina-eosina.

Avaliagdo citoldgica: o nimero de laminas
por caso foi varidvel. Em cada lamina avaliaram-se:
celularidade, relacdo nucleo/citoplasma, tamanho
nuclear, padréo de distribui¢do da cromatina, nimero
de nucléolos e morfologia nucleolar, mitoses atipicas,
coesdo e padrdo de organizacdo espacial entre as
células.

Colheita de material para avaliacdo
histopatolégica: foram colhidas amostras cirdrgicas
dos mesmos tumores mamarios, fixadas em formol a
10% e emblocadas em parafina, realizando-se cortes
de aproximadamente 5um, corados pelo método de
hematoxilina-eosina e examinados ao microscépio
optico, permitindo a caracterizagao da neoplasia.

Classificag@o histopatoldgica: a formagdo
foi classificada de acordo com o sistema proposto
pela Organizagcdo Mundial de Saude (MISDORP et
al., 1999). Em associacdo, procedeu-se a graduacéo,
de I a Ill, nos casos de neoplasmas malignos
(KARAYANNOPOULOU et al., 2005).

Testes de validagdo da avaliacdo
citologica: foram construidas tabelas de contingéncia
2x2 (BERQUO, 2001) para cada um dos métodos
citoldgicos, esfregacos e CBAs, calculando-se sua
sensibilidade e especificidade, considerando-se o
resultado positivo ou negativo para malignidade,
utilizando-se como pardmetro de referéncia o
diagnostico histopatolégico.

RESULTADOS
Foram coletadas 51 amostras de tumores
mamarios, provenientes de 30 cadelas atendidas

e submetidas a PAAF e a mastectomia no Servico
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de Cirurgia do HOVET-UMESP. Procedeu-se ao
processamento de amostras citoldgicas e teciduais
no Laboratério de Histologia do HOVET-UMESP,
realizando-se esfregagos, CBAs e cortes histologicos
(Figura 1). A idade das cadelas variou de 2 a 14 anos,
sendo a média etaria de 9,7 anos. As principais racas
acometidas foram: Poodle 33,33% (10), SRD (sem
raga definida) 33,33% (10), Cocker 10% (3), Pinscher
6,66% (2), Dachshund 6,66% (2). Apenas um caso
de animais de cada uma das ragas Yorkshire, Pastor

Alem&o e Rottweiler, correspondendo a 3,33% dos
processos, foram avaliados. Os tumores mamarios
distribuiram-se nos pares toracico cranial (1,93% dos
casos), toracico caudal (19,60% dos casos), abdominal
cranial (7,84% dos casos), abdominal caudal (23,52%
dos casos) e inguinal (47,05% dos casos).

A ampla maioria das amostras, 90% dos
casos (46), apresentou malignidade, sendo 10% das
amostras (5) benignas. As Ultimas envolveram 2
adenomastubularessimplese 1cistoadenomapapilifero

Figura 1-A: Fotomicrografia de citologia corada pelo método Panodtico Rapido, evidenciando-se células cubdides, distribuidas
em bloco coeso com discreto pleomorfismo, evidenciado por anisocitose, incremento na relagdo nucleo/citoplasma e leve
anisocariose, 0bj.40x. B: Fotomicrografia de CBA, corado por H&E. Observa-se visdo panoramica da amostra, com a presenga
de pequenos blocos de células neoplasicas, com relativa preservagdo arquitetural, obj.4x. C: Fotomicrografia de CBA corado
por H&E. Evidencia-se expansdo da populagdo epitelial de aspecto monomorfico, organizando-se em estruturas tubulares com
estratificagdo, obj.40x. D: Fotomicrografia de corte histolégico de nédulo mamario corado por H&E. Identifica-se expansao
epitelial benigna caracterizada por hipercelularidade, associada a estruturas tubulares revestidas por epitélio cubico simples de
aspecto homogéneo, com frequente acimulo luminal de secreto, obj.40x.
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misto, 1 cistoadenomapapilifero simples e 1
hiperplasia mamaria. JA4 dentre 0s neoplasias
malignas, predominaram os carcinomas tubulares,
com distribuicdo decrescente de lesdes simples
(17), complexas (12), complexas mistas (11) e
simples mistas (3). Foram diagnosticados ainda trés
casos de carcinomas sélidos. Em relagcdo ao grau
de malignidade, predominaram as lesdes de grau I,
correspondendo a 60,8% (28) das lesGes malignas,
seguidas das lesBes de grau 11 39,2% (18).
Considerando-se as amostras citolégicas, a
partir de esfregacos, foram diagnosticadas 42 les6es
malignas e duas benignas, sendo sete amostras ndo
representativas. A partir de CBAs, identificaram-
se 44 lesBes malignas e quatro benignas, sendo trés
amostras ndo representativas. Houve concordéncia
diagnostica, considerando-se a natureza do processo,
em 88,6% dos casos (39/44) nos esfregacos e 81,2%
(39/48) nos CBAs. A sensibilidade a partir dos
esfregacos foi de 97,4% e dos CBAs 90,7%. Quando
considerados em associagdo, esfregaco e CBA
assumiram como definitivo o diagndstico de maior
severidade, identificando-se uma sensibilidade de

97,7%. A capacidade de deteccdo do padrao tumoral
foi observada em 45,4% (20/44) dos esfregagos e
em 54,2% (26/48) dos CBAs. Ja para a graduacao
tumoral, evidenciou-se concordancia em 63,1% entre
grau histoldgico e o sugerido pelo esfregaco, e de
76,9% entre grau histologico e CBA (Figura 2).

O percentual de amostras ndo
representativas foi de 13,7% em esfregacos e 5,9%
em CBAs. Associando-se os dois métodos, a
representatividade das amostras atingiu 94,1% dos
€asos.

DISCUSSAO

APAAF é um procedimento rapido, barato
e seguro, apresentando injdria tecidual minima, nao
havendo necessidade de se proceder a anestesia
do animal, permitindo a obtencdo de resultados
confiaveis na maioria dos casos, prestando-se, em
especial, ao diagnostico diferencial entre lesGes
inflamatérias ¢ neoplasicas e, nas ultimas, entre
lesbes de natureza benigna e maligna (ZUCCARI,
2001; MASSERDOTTI, 2006).

120,0%
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dlagnistica . tumora tumaoral
W Esfregagn B8, 5% 97 4% 45,4% 63,1%
O Cell Block E11% B0 7% 54.1% 76,8%
Figura 2 - Concordancia diagnéstica, sensibilidade, padrdo e graduacdo tumoral a partir de esfregago e
CBA em relagéo a histopatologia, referente as amostras mamarias de cdes submetidos a pungédo
aspirativa por agulha fina e mastectomia no HOVET-UMESP.
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Os arranjos celulares sdo fundamentais
na avaliacdo de cortes histolégicos, porém as
amostras citologicas ndo refletem com exatiddo esses
parametros. Raramente, uma descricdo citoldgica
elucida sobre a arquitetura da leséo, limitando-se a
informacgdes celulares isoladas (MASSERDOTTI,
2006). Contudo, a disposicdo das células nas
amostras citolégicas, quando colhidas e preparadas
apropriadamente, pode mimetizar 0 arranjo
destas nos cortes histolégicos. A emblocagem da
amostra citolégica, conforme referido no método
de CBA, frequentemente preserva caracteristicas
arquitetdnicas teciduais, como arranjo tubular ou
estratificado dentro de uma populacdo celular, ou
mesmo explicita relacBes entre populacBes celulares
distintas, neoplasicas ou ndo, contribuindo para o
diagnostico (RAFAGA et al.,, 1984; ROFAGHA
&SHECKET, 2002). Além disso, 0 CBA é indicado
em casos com limitacdo de amostragem, decorrentes
de caracteristicas anatémicas ou de particularidades
lesionais, permitindo a maximizag&o de informacdes
a partir do restrito material disponivel (KULKARNI
et al., 2000; ZANONI et at., 2012). No entanto, a
literatura contém poucos relatos sobre a utilidade do
método aplicado a rotina oncolégica canina.

Neste estudo, houve convergéncia em
relagdo a benignidade ou malignidade da leséo,
comparando-se diagndstico histopatologico e por
esfregacos em 88,6% e entre histopatologico e CBA
em 81,2% dos casos. Um fator importante na avaliacdo
citologica de tumores mamarios vincula-se a grande
heterogeneidade morfologica nesses processos,
facilmente confirmada em amostras histopatoldgicas,
nas quais se observa, em uma mesma formacéo, areas
com aspectos dispares, como sitios hiperplasicos
em paralelo a nddulos neoplasicos, assim como
territérios com padrdo misto. Assim, a variagdo de
resultados, associada a superposicdo de achados
entre amostras histopatologicas e citopatoldgicas,
ultrapassa a limitagcdo das formas de representacéo
do processo, envolvendo também a diversidade de
contelidos dentro da lesdo, sendo fundamental o
cuidado de representar em separado amostras de
diferentes mamas.

Identificou-se ~ um  percentual  de
amostras ndo representativas de 13,7% e 5,9%,
respectivamente, em esfregacos e CBAs. Associando-
se 0s dois métodos, 94,1% das amostras citologicas
mostraram-se  representativas. Em relagdo a
sensibilidade dos métodos, identificaram-se valores
superiores relacionados aos esfregacos, tendo sido
comprometido o calculo da especificidade pelo
pequeno ndmero de casos benignos avaliados. Neste
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estudo, a associacdo das técnicas conferiu maior
representatividade as amostras, além de preservar
sua sensibilidade, contribuindo para o diagndstico
(ROFAGHA & SHECKET, 2002; MANSY et al.,
2006; ARDENGH et al., 2008). ROFAGA, et al.
(1984) relatam, em um estudo de 85 casos, que 55%
dos diagndsticos dos esfregacos originais foram
melhorados ap6s o cell block ser examinado, sendo
que a sensibilidade do cell block variou de 60%
a 86%, dependendo do tipo e tamanho da amostra,
tipo de espécimes e técnica citolégica empregada.
Ja KUO et al. (2004) conduziram um estudo sobre
citodiagnéstico de tumor no figado e mostraram que
a analise combinada do exame citoldgico juntamente
com o cell block no diagnostico de tumor no figado
apresentou 85,1% de sensibilidade e especificidade
de 98,7% quando comparado com a citologia isolada,
exibindo sensibilidade de 88,4% e especificidade de
97,4%.

Outro aspecto a ser destacado é a limitada
utilidade das amostras citolégicas como referéncia
para a graduagdo tumoral, posto que esta envolve,
além de elementos citologicos, dados arquiteturais.
Nesse quesito, evidenciou-se uma concordancia
em 63,1% entre grau histolégico e o sugerido pelo
esfregaco e de 76,9% entre grau histoldgico e CBA,
indicando a superioridade do Ultimo método em
preservar resquicios da distribuicdo espacial dos
componentes da lesdo. Tal fato é corroborado pelos
dados deste estudo, mostrando uma concordéancia dos
CBAs com o exame histopatolégico, em relacdo ao
padrdo tumoral, superior a observada na comparacao
entre esfregacos e histopatologicos (54,2% e 45,4%,
respectivamente), estando em consonéncia com a
literatura (MANSY, 2004; KARAYANNOPOULOU
et al., 2005; ISTVANIC et al., 2007; NODA et al.,
2010). KERN E HEBER (1986) estudaram 393 casos
de preparagéo com cell block. Em 273 (60,3%), os
resultados foram confirmatdrios ¢ em 103 (60,3%)
casos o cell clock forneceu informagBes adicionais
para o diagndstico.

A celularidade da amostra citoldgica
¢ um item a ser considerado, pois, muitas
vezes, a limitada representatividade da amostra
determina o insucesso diagndstico. Tal fato parece
particularmente verdadeiro quando vinculado a
neoplasias de estrutura complexa, como alguns
processos mamarios que rednem elementos epiteliais,
mioepiteliais e focos metaplasicos. Nossos achados
evidenciam, assim como o relatado em literatura
(ISTVANIC et al., 2007; NODA et al., 2010), um
relativo ganho diagndstico com o emprego do CBA
nessas lesdes. SHIVAKUMARSWAMY et al (2012)
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descreveram que houve aumento da celularidade
e detalhes morfologicos com o uso do cell block,
também preservacdo arquitetural, grupos com arranjo
papilifero e tridimensional, além de preservacdo
citoplasmatica e nuclear, membrana celular intacta e
detalhes de cromatina.

Embora o diagnéstico numa amostra de
citologia permita adequado detalhamento celular,
muitas vezes, ferramentas adjuvantes, como imuno-
histoquimica (IHQ) e testes moleculares, sdo
necessarios para fins de diagndstico e prognostico.
Nessas circunstancias, ganha maior interesse o
emprego de CBA, por permitir o armazenamento de
amostra viavel para exames complementares (LIU et
al., 2007; HANLEY et al., 2009).

CONCLUSAO

A utilizagio do CBA em complemento aos
esfregacos eleva a representatividade da amostra e
a sensibilidade do método citologico, reforcando a
utilizacdo da citologia no diagndstico de formacoes
mamarias caninas.
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