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RESUMO

As afec¢des mamarias em cadelas sdo encontradas rotineiramente na clinica de pequenos
animais. O uso do exame citopatoldgico como meio diagndstico nas lesdes mamarias vem crescendo
nas ultimas décadas na Medicina Veterinaria. As vantagens desse exame estdo relacionadas
a rapidez, ao baixo custo, eficacia, simplicidade e ao fato de ser pouco invasivo. As amostras
mamarias destinadas ao exame citopatoldgico podem ser obtidas através da secre¢ao glandular ou,
mais comumente, por citologia por pun¢do com ou sem aspiragdo. Para a obten¢ao de resultados
clinicamente relevantes, ¢ fundamental a obtengdo de boas amostras e a interpretagdo basica da
morfologia e da disposi¢do detalhada de cada célula. Em virtude disso, ainda que o resultado seja
inconclusivo, a citopatologia permite distinguir lesdes neoplasicas de inflamatdrias, hiperpléasicas e
degenerativas, além de auxiliar na identificagdo de agentes infecciosos e direcionar a uma conduta
terapéutica e progndstica mais rapida e adequada, portanto deve ser usada para diagnosticar afeccdes
mamarias. O presente trabalho tem por objetivo incentivar os profissionais médicos veterinarios a
inserir na lista de auxilios diagnosticos de lesdes de mama de cadela o exame citopatologico.
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Cytopathologic diagnosis of mammary affections in bitches: Review

ABSTRACT

Mammary affection in bitches is a routine finding in small animal clinic. The use
cytopathological examination as a means to obtain mammary lesion diagnosis in the last decades
in Veterinary Medicine. The advantages of this examination are: it is fast, cheap, effective, simple
and little invasive. The mammary samples for cytopathology exam may be obtained from glandular
secretion or more commonly via fine needle cytology that may be performed with or without
aspiration. In order to obtain relevant clinical results, it is important to get good samples and have
good knowledge of cell morphology and cell disposition. Despite lowing inconclusive results,
the cytopathology allows to distinguish neoplastic lesions from inflammatory, hyperplasic or
degenerative. It can also help in the identification of infectant agents and guide a fast and appropriate
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therapy. Therefore it can be used to diagnose mammary conditions. The objective of this study is
to encourage veterinarians to insert the cytopathology examination in the array of auxiliary tests
for mammary lesions in bitches.

Keywords: Mammary gland. Female dog. Diagnosis. Cytopathology.

INTRODUCAO

Afecgdes nas mamas em cadelas sdo comuns e constituem excelentes exemplos
em que o diagndstico rapido pode ser fundamental para obter-se uma boa resposta
terapéutica. O aumento das mamas pode estar associado com varias lesdes, como cistos,
inflamacdo, hiperplasia e neoplasia benigna ou maligna. Dados obtidos da historia
clinica, idade, esterilizacdo e fase em que a intervengao cirtrgica foi realizada, ciclo
estral, terapia hormonal, simetria glandular, contorno, consisténcia e tamanho da lesdo,
aderéncia ao tecido adjacente, taxa de crescimento, presenca de ulceragdo e evidéncia de
metastase sdo informagdes importantes na investigagao da enfermidade mamaria. Apos
o exame clinico completo e caracterizacao clinica da doenga, atualmente se recorre ao
exame citopatoldgico, antes mesmo da classificagdo histopatologica, para auxiliar no
diagnoéstico (BAKER; LUMSDEN, 2000; HENSON, 2003; BURINI, 2007).

O exame citopatologico consiste na analise microscopica das alteragdes
morfoldogicas de células individuais estendidas em laminas histologicas, fixadas e
coradas. As células podem ser obtidas por esfoliagdo ou por pungdo. A citologia por
pungao foi introduzida na pratica médica por Martin e Ellis em 1925, ap6s modificagdes
da metodologia padro de citologia esfoliativa, desenvolvida pelo médico Georgios
Papanicolaou, na metade do século XIX. Com o sucesso da técnica, cresceu sua
utilizagdo e, atualmente, ela ¢ amplamente empregada na rotina na Medicina Humana.
Na Medicina Veterinaria, a primeira referéncia a respeito do uso deste exame ¢ de
Cole e Evans na década de 30 do século XX, antes mesmo da inven¢do dos cortes
histologicos e, com o aumento de sua utilizagdo na Medicina Veterinaria brasileira no
final da década de 80, houve melhoria significativa na preparagio e interpretacdo do
material aspirado de varias afec¢des, inclusive das neoplasias mamarias (CASTILLO
et al., 1988; ROCHA, 1998; GUEDES et al., 2000; HATAKA, 2004; SIMEONOV,
2004; ROCHA, 2008).

As vantagens desse exame complementar estdo relacionadas a rapidez do
diagnostico, ao baixo custo e a sua eficacia. Além disso, € um método simples de ser
executado, minimamente invasivo, que ndo requer qualquer tipo de sedagao, pois causa
desconforto minimo ao paciente ¢ pode ser realizado no ambulatério. Isso permite
que se realizem multiplas colheitas e amostras em série, particularmente interessantes
quando surgem resultados inconclusivos ou quando existe suspeita de recidiva da
lesdo. Destaca-se ainda a importancia da técnica na avaliagdo da representatividade
de uma biopsia cirturgica e como auxiliar na avaliagdo da margem cirtirgica de forma
superior ao exame macroscopico isolado (ROGERS et al., 1996; ROCHA 1998;
GUEDES et al., 2000, CHOI et al., 2004; SIMEONEY, 2004; SIMEONOVA et al.,
2004; ROCHA, 2008).
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Estudos foram realizados a fim de se determinar a eficiéncia, sensibilidade e
especificidade desta técnica em neoplasias mamarias. Na Medicina Humana, foi
observada uma variagao entre 64,8 e 93%, 88,8 € 97% e 87 e 100%, respectivamente
(HAMMOND, et al., 1987; ALMEIDA et al., 1998; CRUZ; LARLOS, 2002; CHOI et
al., 2004; SUCRE et al., 2006; FURTADO et al., 2007). Em Medicina Veterinaria, a
concordancia diagnostica observada entre citopatologia e histopatologia variou entre 63
€ 92,9%, a sensibilidade entre 65 e 88,6% e a especificidade entre 83 ¢ 100% (ALLEN
et al., 1986; HELLMEN; LINDGREN, 1989; ZUCARI et al, 2001; CASSALI et al.,
2007). Para ALLEN et al. (1986); HELLMEN; LINDGREN (1989), esta variagdo
pode ocorrer, em parte, por se tratar de lesdes classificadas como lipoma ou alteracdes
fibrocisticas que podem, na citoaspiracdo, resultar em escasses de material e por isso
sao assumidas como insuficiente, ou entao, por fatores relacionados com a obtengdo e
processamento do material, ou até mesmo, a tratamento prévio.

Através da citopatologia, é possivel distinguir lesdes neoplasicas de inflamatdrias
agudas ou cronicas, hiperplasicas e degenerativas, além de auxiliar na identificagdo de
agentes infecciosos o que permite reduzir o nimero de bidpsias invasivas e direcionar
a uma conduta terapéutica e progndstica mais rapida e adequada, evitando, muitas
vezes, intervengdes cirurgicas, quimioterapia e radioterapia arriscada e desnecessaria
(ZUCCARI et al., 2001; FURTADO et al., 2007).

Uma grande porcentagem de resultados falso positivos ou falso negativos pode ser
evitada ao aprimorar a técnica para obten¢do de amostras para exame citopatologico.
Boas amostras e um treinamento adequado em citopatologia sdo essenciais para a
obten¢do de resultados clinicamente relevantes (SIMEONOV; STOIKOV, 2006;
CASSALI et al., 2007).

TECNICAS DE COLHEITA DAS AMOSTRAS MAMARIAS

As amostras das lesdes mamarias destinadas ao exame citopatologico podem
ser obtidas da secrecdo glandular ou, mais comumente, por citologia por pungdo com
ou sem aspiragdo. Para a pun¢do por aspiracdo ou citologia aspirativa por agulha
fina (CAAF), geralmente utilizam-se agulhas hipodérmicas descartaveis de 0,6 a 0,7
mm de diametro externo por 25 mm de comprimento, conectadas a seringas plasticas
descartaveis de 10 ml acopladas ou ndo a citoaspirador. Apds anti-sepsia da pele,
fixa-se a lesdo entre os dedos indicador e polegar de uma das méaos estendendo a
pele que o reveste, com a outra méo introduz-se a agulha na lesdo e aplica-se suc¢io
tracionando o émbolo da seringa, o que cria pressdo negativa dentro da seringa e faz
com que as células sejam aspiradas. Movimenta-se a agulha para frente e para tras, em
varias dire¢des para amostrar uma area significativa da lesdo sem, no entanto, retira-
la do nodulo evitando que o ar penetre na seringa mantendo a diferenca de presséo.
Finalizado os movimentos, solta-se o Embolo enquanto a agulha ainda estiver dentro
da lesdo e ele retornara espontancamente a posi¢ao de repouso original. A agulha é
entdo removida do local da pun¢do, o material ¢ depositado em lamina histoldgica
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em um unico local, em forma de botdo e procede-se o esfregago e a imediata imersao
em alcool etilico absoluto para fixagdo ou o material ¢ fixado em metanol 100%
apos secar ao ar ambiente por aproximadamente cinco minutos. A fragilidade celular
obriga a pronta e eficaz preparacdo do material. Prefere-se a aspiracdo da periferia
de uma grande massa, ao invés da regido central, a qual pode apresentar apenas
material necrotico e obtém-se amostras de multiplas areas (ROCHA 1998; ZUCCARI
et al., 2001; AMARAL et al., 2004; SIMEONOVA et al., 2004; HATAKA, 2004;
SIMEONOV; STOIKOV, 2006; ROCHA, 2008).

Uma pungdo bem feita ndo deve conter sangue, ¢ o material deve ficar na agulha
sem invadir a seringa, com exce¢do de material cistico. Neste caso, o liquido presente
na seringa deve ser centrifugado, e somente o conteido celular da citocentrifugagéo
¢ depositado em lamina para analise. No caso de mais de uma formagdo no mesmo
animal, deve ser colhido material de todas as massas. Na pungdo sem aspiragdo também
denominada de capilaridade adotam-se os mesmos procedimentos da pungéo aspirativa
a excegdo da aspiragdo (ROCHA, 1998; ROCHA, 2008).

As amostras fixadas em alcool etilico absoluto poderdo ser coradas com Shorr
ou Papanicolaou que coram em tons alaranjados e esverdeados, estruturas acidas ou
basofilicas e sdo usadas principalmente para interpretar alteragdes nucleares. Amostras
fixadas com metanol s3o coradas com Giemsa ou Diff-Quik, também conhecida como
pandtico, que sdo basicas ou acidofilicas e apresentam maior utilidade para interpretar
alteragdes no citoplasma da célula e dos limites celulares. Neste sentido, recomenda-se
processar no minimo trés laminas, uma para corar com Shorr ou Papanicolaou, outra para
corar com Giemsa ou Diff-Quick, e a terceira sem corar, mantida em alcool etilico absoluto,
para futuros esclarecimentos que forem necessarios para o diagnostico (HATAKA, 2004;
ROCHA, 2008).

Utililiza-se microscopio Optico para a leitura dos exames citopaldgicos. Para
tal, o material é observado em aumento de 10x para avalia¢do de quantidade celular,
distribuigdo e qualidade da coloragdo; 20x para avaliar arranjo celular e tipos celulares;
e aumento de 40x para a analise morfoldgica individual das células, tais quais as
caracteristicas citoplasmaticas, cromatina nuclear, evidéncia nucleolar, limite e
forma das membranas citoplasmatica e nuclear, presenca de figuras de mitose e de
infiltrado inflamatdrio. Toda extensao do esfregaco deve ser percorrida para que o
padrao celular seja avaliado (AMARAL et al., 2004; HATAKA, 2004).

Este exame deve ser interpretado associado a histéria clinica, exame fisico e,
algumas vezes, a outros exames laboratoriais complementares como microbiologicos,
micologicos e parasitologicos (SCHMITT, 1997; FURTADO et al., 2007; ROCHA,
2008; BASTAN et al., 2009), ou até mesmo a pungdes guiadas por imagem, analise
em microscopia eletronica do material colhido, utilizagdo de citometria de fluxo e
imunocitoquimica, que foram sendo recursos incorporados a pratica da citopatologia
ao longo dos anos (HELLMEN; LINDGREN, 1989; ZEKAS et al., 2005; VERNAU,
2005; ZUCCARI et al., 2008; SCHMITT et al., 2008).
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APLICACAO DA CITOPATOLOGIA NO DIAGNOSTICO
DE AFECCOES MAMARIAS EM CADELAS

Citologia maméria normal

A mama em repouso apresenta um parénquima pouco desenvolvido e um estroma
abundante. Nesta fase, ao exame citoldgico, o material puncionado geralmente ¢ acelular
ou revela celularidade pobre composta por pequena quantidade de células epiteliais
normais. Células mioepiteliais raramente sdo observadas. Hemacias e adipdcitos sdo
comuns. Se presente, as células epiteliais estdo coesas e tendem a unir-se, pois possuem
desmossomos, formando agrupamento que lembram &cinos ou estruturas tubulares.
Individualmente, estas células sdo bem diferenciadas, o que implica similaridade em
tamanho e forma, sdo cubicas, contém quantidade moderada de citoplasma basofilico a
coloragdo de Giemsa ou Diff-Quik e a relacdo nuclear: citoplasmatica normal. O ntcleo
¢ central, basofilico, arredondado a oval, com tamanho aproximado de um eritrécito.
Os limites nucleares sdo lisos ¢ o padrdo de cromatina ¢ vesicular, com trama delicada
reticular (cromatina condensada) e sem nucléolos visiveis. Células mioepiteliais podem
ser observadas como células fusiformes ou alongadas com nucleo basofilico e oval, os
limites citoplasmaticos sdo geralmente pouco definidos e os agrupamentos celulares sdo
raros (ALLEM et al., 1986; PELETEIRO, 1994; SHULL; MADDUX, 1999; BAKER;
LUMSDEN, 2000; HENSON, 2003; HATAKA, 2004).

Ao final da gestacdo e durante a lactacdo, o parénquima mamario torna-se
muito desenvolvido e o estroma torna-se muito reduzido, pela diminuigdo do tecido
adiposo e do tecido conjuntivo intra e interlobular. O exame citolégico mamario
caracteriza-se pelo baixo a moderado niimero de células epiteliais secretoras
distribuidas de forma individualizada ou formando agrupamentos celulares. Estas
células epiteliais sdo grandes e mostram sinais de ativagdo em forma de citoplasma
abundante apresentando vacuolos secretores (citoplasma espumoso) que podem
conter material secretorio amorfo e basofilico. O nicleo estd aumentado, é excéntrico,
uniforme, redondo ou oval. O nucléolo é pequeno, redondo e muito aparente e ha
hipercromasia uniformemente distribuida. O citoplasma secretor pode dar origem a
aglomerados de secregdo basofilica, amorfa e espessa observados ao fundo (fundo
proteico). Goticulas de lipideo e adipdcitos sdo comuns. Células mioepiteliais normais,
macrofagos e neutrofilos podem aparecer de forma ocasional (SHULL; MADDUX,
1999; BAKER; LUMSDEN, 2000; HENSON, 2003).

Cistos mamarios

Em punc¢do de cistos mamarios podem ser observadas células epiteliais do
revestimento cistico as quais podem estar coesas, dispostas em agrupamentos que
lembram papilas e podem apresentar discreto pleomorfismo nuclear. Também podem
ser observadas hemacias, células espumosas, macrofagos, debris celulares e cristais de
colesterol que aparecem como grandes estruturas cristalinas retangulares, frequentemente
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com um canto chanfrado. Cistos inflamados ainda podem apresentar neutréfilos. Os cistos
mamarios podem coexistir com tumores mamarios benignos e/ou malignos. Portanto,
a aspiracdo ou biopsia de areas solidas de uma massa associada com um cisto deve ser
realizada para excluir a presenga de neoplasia mamaria simultanea (SHULL; MADDUX,
1999; HENSON, 2003).

Hiperplasia mamaria

Na citopatologia, observa-se uma popula¢do uniforme de células epiteliais
cuboidais organizadas em espessos agregados. As células epiteliais caracterizam-se
por ntcleos arredondados, densos, com nucléolos pequenos e quantidade escassa de
citoplasma basofilico a coloragdo de Giemsa. Pode haver também populagdes de células
mesenquimais fusiformes com nucleos ovais estreitos, um a dois nucléolos, e citoplasma
adelgacado. As células mesenquimais exibem variagdo moderada do tamanho do ntcleo
(anisocariose) e do tamanho da célula (anisocitose). Quantidade moderada de matriz
extracelular basofilica pode estar associada com as células mesenquimais (BAKER;
LUMSDEN, 2000; HENSON 2003).

Inflamacé&o/infeccdo mamaria

A avaliag@o microscopica da celularidade da amostra da secre¢do das mamas
inflamadas e/ou infectadas geralmente apresenta valor diagnostico; no entanto,
pode haver necessidade de pungdo com agulha fina para a detec¢ao de lesdes focais.
Deve-se sempre determinar o tipo celular predominante para caracterizar o processo
inflamatorio. O predominio de neutrofilos com morfologia normal ou apresentando
alteragdes degenerativas como picnose, cariolise e cariorrexe, caracterizam os processos
inflamatorios agudos. A inflamacao ¢ considerada cronica quando, além de neutroéfilos,
ha numerosas células mononucleares representadas principalmente por macrofagos
ativados que sdo células grandes com nucleo excéntrico, ocasionalmente identado.
Estes macrofagos podem unir-se formando células gigantes multinucleadas. Linfocitos
e plasmdcitos também podem ser observados. Na inflamagdo cronica ativa ha grande
quantidade de neutrofilos, macrofagos ativados e/ou células gigantes multinucleadas.
Pode ainda apresentar numerosos linfocitos e plasmoécitos (BAKER; LUMSDEN, 2000;
HENSON, 2003).

Microorganismos infecciosos podem ser vistos no interior de neutrofilos e, menos
comumente, de macrofagos, indicando um processo séptico. Os microorganismos
mais comumente observados em culturas incluem estreptococos, estafilococos e
bactérias coliformes, embora raramente outros tipos de bactérias e fungos possam ser
isolados. A cultura da secrecao da mama inflamada ou do material aspirado e os testes
de sensibilidade sdo valiosos no estabelecimento da terapia antibiotica apropriada
(HENSON, 2003, MEUTEN et al., 2005).

16 Veterinaria em Foco, v.8, n.1, jul./dez. 2010



O componente inflamatdrio quando presente no esfregago pode mascarar uma
lesdo neoplasica, particularmente no caso de carcinoma inflamatério. Portanto,
a confirmac¢do diagnostica de mastite deve ser feita apds o tratamento clinico
adequado desta enfermidade e uma nova colheita de material para reavaliagdo
deve ser efetuada em trinta dias caso haja persisténcia da afeccdo (ZUCCARI et
al., 2001; ROCHA, 2008).

Neoplasias mamarias

Asneoplasias mamarias em cadelas podem ser classificadas citomorfologicamente
como benignas ou malignas e, com base na origem, em epitelial, mesenquimal ou
tipo mista. Segundo ALLEN et al. (1986), os critérios de malignidade aplicaveis
sdo, hipercelularidade no esfregaco com baixa coesdo celular; pleomorfismo
celular; canibalismo celular; variagdo moderada a acentuada no tamanho da
célula (anisocitose) e do ntcleo (anisocariose); aumento no tamanho dos ntcleos
(macrocariose) com alta propor¢do nucleo:citoplasma denominadas de células
“nuas”; padrdes irregulares de distribui¢do de cromatina (granular ou reticular);
amoldamento nuclear (um ntcleo de uma célula multinucleada é comprimido por
outro adjacente); presenga de varios nucléolos no mesmo nucleo ou macronucléolos
ou ainda anisonucleolos. Pode haver atividade mitotica elevada e figuras de mitose
anormais. Se trés ou mais critérios de malignidade estiverem presentes, o tumor ¢
classificado como maligno.

Tumor epitelial benigno de mama (Figura 1) apresenta quantidade moderada
a elevada de células epiteliais, de aspecto homogéneo, firmemente aderidas entre
si, dispostas em camadas ou agregadas (clusters) em um formato que pode lembrar
um acino. Essas células apresentam aspecto uniforme com cromatina nuclear lisa
e, ocasionalmente, pequenos nucléolos solitarios arredondados proeminentes. O
componente fibrocistico que sdo as células espumosas relacionadas a atividade secretora
da glandula pode estar presente. Tumor epitelial maligno de mama (Figura 2) apresenta
grande variabilidade de tamanhos e formas celulares com pouca coesdo celular,
verificando células epiteliais pleomorficas soltas no esfregago. Estas células tendem
a apresentar formas nucleares e nucleolares bizarras (MACCIO et al., 1998; SHULL;
MADDUX, 1999; BAKER; LUMSDEN, 2000; ZUCCARI et al., 2001; HENSON,
2003, HATAKA, 2004; MEUTEN et al., 2005).

Tumor complexo benigno de mama ¢ caracterizado pela presenca de células
epiteliais secretoras de aspecto uniforme associadas a células individualizadas ou
agregadas de origem mioepitelial. A caracterizacdo do tumor misto benigno de
mama se da pelo componente mesenquimal (Figura 3), isto ¢, pela presenga de
mucopolissacarideo secretado pelas células mioepiteliais para formagdo do tecido
0sseo ¢ cartilaginoso, e/ou pela presenga de osteoblastos, osteoclastos. Tumor
complexo e misto maligno de mama caracteriza-se pela presenga de células epiteliais,
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mioepiteliais (complexo) e mesenquimais (misto) com uma destas populacdes
exibindo caracteristica nuclear e celular de malignidade (PELETEIRO, 1994;
MACCIO et al., 1998; SHULL; MADDUX, 1999; BAKER; LUMSDEN, 2000;
ZUCCARI et al., 2001; HENSON, 2004; MEUTEN et al., 2005).

. : 50 um

FIGURA 1 — Citoaspirado de tumor epitelial benigno de mama. Presenca de células epiteliais, de aspecto
uniforme, formando cluster. Coloragédo de Giemsa (Obj. 20).

FIGURA 2 — Citoaspirado de tumor epitelial maligno de mama. A) Observa-se grande celularidade da amostra
com a presenca de inumeras células soltas (Obj. 10). B) Acentuada anisocitose, anisocariose, células binucle-
adas (setas vermelhas) e evidéncia nucleolar (setas pretas) (Obj. 40). Coloragéo de Giemsa.
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FIGURA 3 — Citoaspirado de tumor de mama apresentando grande quantidade de componente mesenquimal
(seta). Coloragao de Giemsa (Obj. 10).

O carcinoma inflamatorio ¢ uma classe a parte na classificagdo dos
tumores mamarios caninos, caracterizando-se pelo grande infiltrado inflamatério
polimorfonuclear (neutréfilos ndo degenerados ¢ macrofagos), entremeado por
grandes células epiteliais pleomorficas que exibem varias caracteristicas de
malignidade (ZUCCARI et al., 2001; HENSON, 2003).

Carcinomas de célula escamosa, osteossarcoma, fibrossarcoma, lipossarcoma,
hemangiossarcoma, mastocitoma podem ser encontrados na mama e apresentam
aspecto citologico semelhante aos encontrados em outros locais (HENSON, 2003;
HATAKA, 2004).

CONSIDERACOES FINAIS

Todo aumento de volume mamario que ndo esteja relacionado a lactagao pode
ter relacdo com processos inflamatdrios/infecciosos, hiperplasicos ou neoplasicos
e deve ser tratado como entidade clinica distinta. A necessidade de obter um
diagnostico rapido, com trauma minimo ao paciente e a baixo custo sem, no entanto,
interferir na qualidade do resultado ¢ uma tendéncia mundial. Neste aspecto, o
exame citopatolégico pode ser indicado como meio diagnostico eficaz, pouco
invasivo e barato para diagndstico inicial de lesdes em mamas das cadelas, inclusive
para distinguir tumores benignos de malignos e o grau de invasao tecidual. Estas
informacgdes possibilitam ao clinico ou cirurgido o delineamento da melhor estratégia
terapéutica ou cirirgica para cada caso.
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