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RESUMO

Este estudo avaliou o desempenho de técnicas rapidas, citologia por imprint e
histopatologia por congelagdo, na definicdo do status de margens cirurgicas em
mastocitoma cutdneo canino, utilizando como referéncia a histopatologia
convencional. Foram aplicadas duas coloragdes: hematoxilina e eosina/Pandético
Rapido (PR) e azul de toluidina (AT), analisando-se sensibilidade, especificidade,
valores preditivos, acuracia e regressao logistica. Na analise consolidada, a
associagao de congelamento com azul de toluidina (AT_B) apresentou desempenho
maximo, com 100% de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor
preditivo negativo e acuracia. Na citologia por imprint, tanto com azul de toluidina
(AT_B imprint) quanto com pandtico rapido (PR_B imprint), a sensibilidade foi de
100% e o VPN de 100%, mas com especificidade reduzida (14,29%). Na avaliagéo
individualizada, o congelamento com azul de toluidina (AT_A) manteve sensibilidade
elevada (93,02%) e acuracia superior (73,33%) em comparagao ao pandtico rapido.
Embora realizado em ambiente laboratorial controlado e com numero amostral
reduzido, o estudo sugere que o uso combinado de técnicas rapidas, especialmente
a histopatologia por congelamento, associado a coloragao por azul de toluidina, pode
representar uma estratégia promissora para a avaliagao transoperatéria de margens
em mastocitoma canino. Estudos futuros, com casuistica ampliada e aplicacédo em
tempo real, sdo necessarios para validar a eficacia e a aplicabilidade clinica dessas

abordagens.

Palavras-chave: Oncologia veterinaria; diagndstico intraoperatério; tumor de células

redondas.



ABSTRACT

This study evaluated the performance of rapid diagnostic techniques, imprint cytology
and frozen section histopathology aiming to define surgical margin status in canine
cutaneous mast cell tumors, using conventional histopathology technic as reference/.
As well as two staining methods: hematoxylin and eosin/Panoptic Rapid (PR) and
toluidine blue (AT), trough sensitivity, specificity, predictive values, accuracy and
logistic regression analyses. As result, the combination of frozen section with toluidine
blue (AT_B) achieved maximum performance, with 100% sensitivity, specificity,
positive predictive value, negative predictive value and accuracy. For imprint cytology,
both toluidine blue (AT_B imprint) and Panoptic Rapid (PR_B imprint) reached 100%
sensitivity and 100% negative predictive value, but with reduced specificity (14.29%).
Inindividualized analysis, frozen section with toluidine blue (AT_A) kept high sensitivity
(93.02%) and high accuracy (73.33%) compared to Panoptic Rapid. Despite being
conducted in a controlled laboratory environment with a limited sample size, this study
suggests that the use of rapid diagnostic techniques, particularly frozen section
histopathology, combined with toluidine blue staining, may represent a promising
strategy for intraoperative margin assessment in canine mast cell tumors. Further
studies with larger sample sizes and real-time intraoperative application are needed to

validate the clinical applicability of these methods.

Keywords: Veterinary oncology; intraoperative diagnosis; round cell neoplasm.
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1 INTRODUGAO

O avango da medicina veterinaria nas ultimas décadas tem promovido
melhorias significativas no diagnostico e no tratamento de diferentes enfermidades,
incluindo as neoplasias (Withrow; Vail; Page, 2013). Entre os tumores cutaneos mais
prevalentes em cées, destaca-se o mastocitoma cutaneo (MCT), cuja apresentagao
clinica e comportamento biolégico sdo bastante variaveis, representando um desafio
tanto diagndstico quanto terapéutico (Horta et al., 2018; De Nardi et al., 2022).

A excisdo cirurgica com margens adequadas continua sendo a principal
estratégia terapéutica, com potencial curativo para grande parte dos pacientes
(Oliveira et al., 2020). Entretanto, a definicdo intraoperatéria do status dessas margens
ainda representa um obstaculo na rotina oncoldgica veterinaria (Foster et al., 2020).

Na medicina humana, técnicas de avaliagao transoperatoria, como a citologia
por imprint e a histopatologia por congelamento, sao amplamente utilizadas para
orientar decisdes cirurgicas em tempo real. Essas metodologias permitem identificar
a presenca de células tumorais nas bordas da ressecg¢ao e, quando necessario,
indicar a ampliagcdo imediata das margens. Esse processo aumenta as chances de
obtencado de margens livres e reduz o risco de recidiva local, com impacto direto no
controle da doenga (Jaafar, 2006; Tamanuki et al., 2021).

Na medicina veterinaria, contudo, tais estratégias ainda sdo pouco exploradas
e carecem de validacéao cientifica, sobretudo em neoplasias de células redondas como
o MCT. Estudos pioneiros, como o de Whitehair et al. (1993), demonstraram a
aplicabilidade da histopatologia por congelagdo em céaes, enquanto Milovancev et al.
(2016) avaliaram a citologia por imprint em mastocitomas e sarcomas cutaneos.
Ambos relataram variacdo consideravel na acuracia diagnostica, reforgando a
necessidade de padronizacado e de novos estudos com delineamento robusto.

Além das limitagbes técnicas, como a formagdo de artefatos durante o
congelamento, a menor definicdo morfologica e o tempo restrito para analise, ha
também a dificuldade de diferenciar mastécitos neoplasicos de mastoécitos
inflamataérios ou residentes da derme. Essa semelhanca pode comprometer a acuracia
da avaliagéo rapida de margens (Sridharan; Shankar, 2012; Foster et al., 2020). Nesse
cenario, a padronizagdo de critérios diagnosticos intraoperatérios é essencial para

reduzir a variabilidade entre observadores e proporcionar maior seguranga na tomada



14

de decisao cirurgica, beneficiando diretamente o progndstico dos pacientes (Horta et
al., 2018; De Nardi et al., 2022).

1.1 HIPOTESE

Considerando que o presente estudo avaliou diferentes combinagdes de
técnicas diagnosticas rapidas, citologia por imprint e histopatologia por congelamento,
associadas a duas coloragdes (pandtico rapido e azul de toluidina), foi formulada a

seguinte hipoétese:

Ho (hipotese nula): Nenhuma das técnicas rapidas avaliadas, independentemente da
coloragcao utilizada, apresenta desempenho diagnéstico semelhante ao da
histopatologia convencional na avaliagdo de margens cirurgicas em caes com

mastocitoma cutaneo.

H; (hip6tese alternativa): Ao menos uma das técnicas rapidas avaliadas apresenta
desempenho diagnostico semelhante ao da histopatologia convencional na avaliagao

de margens cirurgicas em caes com mastocitoma cutaneo.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Verificar a eficiéncia das técnicas transoperatérias de citologia por imprint e
analise histopatologica de fragmentos por congelamento perante a técnica de
histopatologia convencional na avaliagdo de margens cirurgicas de pacientes caninos

acometidos por mastocitoma cutaneo.

1.2.2 Objetivos Especificos

a) Avaliar a sensibilidade, especificidade, acuracia, valor preditivo positivo
(VPP) e valor preditivo negativo (VPN) da técnica de citologia por imprint
na avaliagdo de margens cirurgicas de mastocitoma cutédneo, em

comparagao com a histopatologia convencional.
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b) Avaliar a sensibilidade, especificidade, acuracia, VPP e VPN da técnica de
histopatologia por congelamento na avaliagdo de margens cirurgicas de
mastocitoma cutaneo, em comparagao com a histopatologia convencional.

c) Avaliar o desempenho diagndstico das coloragdes de hematoxilina e
eosina/panatico rapido e azul de toluidina aplicadas as diferentes técnicas,
identificando sua influéncia na sensibilidade, especificidade, valor preditivo

positivo, valor preditivo negativo e acuracia dos métodos testados.

1.3 JUSTIFICATIVA

O mastocitoma cutaneo (MCT) é a neoplasia maligna de pele mais comum em
caes. A cirurgia é a principal modalidade terapéutica e pode ter carater curativo (De
Nardi et al., 2022; Oliveira et al., 2020). Nesse cenario, a avaliagdo das margens
cirargicas € fundamental, pois margens livres estdo associadas a menor risco de
recidiva local e melhor prognéstico (Ozaki et al., 2007; Horta et al., 2018).

A definicdo intraoperatoria do status das margens representa um desafio na
rotina oncologica veterinaria. Técnicas rapidas de avaliagdo, como a histopatologia
por congelagéo e a citologia por imprint, podem oferecer informagdes imediatas ao
cirurgido, orientando a ampliagdo das margens quando necessario e aumentando as
chances de controle local da doenga (Jaafar, 2006; Tamanuki et al., 2021).

Apesar do grande numero de publicagbes sobre o MCT, sua abordagem
diagnostica e terapéutica continua desafiadora. A ampla variabilidade de
apresentagcao clinica e o comportamento biolégico heterogéneo dificultam a
previsibilidade da evolugao da doenca (Horta et al., 2018; De Nardi et al., 2022). Isso
torna ainda mais relevante a padronizacdo de métodos rapidos que auxiliem na
avaliagdo das margens cirurgicas.

Na medicina humana, a histopatologia por congelagcdo ja € consolidada.
Estudos em carcinomas cutaneos mostraram acuracia de 97,7% quando comparada
ao exame convencional em parafina (Castley et al., 2013). Outro trabalho demonstrou
que, em 29% dos casos de neoplasias cutaneas ndo melanociticas, a ressecc¢ao
completa foi obtida apenas gragas ao uso da técnica no transoperatério (Nimazoglu
et al., 2016). A citologia por imprint também é utilizada para avaliagdo de linfonodos
em cancer de mama, com sensibilidade préxima a 85% (Pétursson et al., 2018). Esses

resultados comprovam o impacto clinico das técnicas rapidas no sucesso terapéutico.
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Na medicina veterinaria, entretanto, os estudos ainda sio limitados. Whitehair
et al. (1993) relataram a utilizagdo da congelagdo em caes, enquanto Milovancev et
al. (2016) avaliaram a citologia por imprint em mastocitomas e sarcomas cutaneos.
Ambos confirmaram a viabilidade dos métodos, mas também evidenciaram variagao
importante na acuracia. Esses achados reforcam a necessidade de novas pesquisas
que validem e padronizem métodos rapidos para uso intraoperatdrio em oncologia
veterinaria, especialmente em tumores de células redondas como o mastocitoma

cutaneo

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ONCOLOGIA VETERINARIA E NEOPLASIAS CUTANEAS

O numero de caes em residéncias no Brasil tem crescido de forma significativa nos
ultimos anos. De acordo com um estudo divulgado pelo instituto Datafolha em
novembro de 2023, 61% da populacéo brasileira, com mais de 16 anos, possui pelo
menos um animal de estimacgao, o que equivale a mais de 30 milhdes de lares com
um pet. Dentre esses animais, 48% sao caes.

O aumento da populagao canina, associado a aumento da expectativa de vida dos
animais, resulta em uma maior frequéncia no diagndstico de diversas enfermidades,
incluindo doengas oncoldgicas (Rafalko et al., 2023). Um estudo que avaliou as
principais causas de morte em uma populagdo de mais de 70.000 cées, identificou
enfermidades oncoldgicas e disturbios neuroldégicos como as principais causas de
Obito em animais adultos (Flemig et al., 2011).

Dentro deste cenario de crescente incidéncia oncoldgica, destaca-se a alta
frequéncia das neoplasias cutaneas, que representam parcela expressiva das
afecgdes tumorais diagnosticadas na espécie canina. Um estudo retrospectivo que
avaliou a incidéncia de cancer em uma populagdo superior a 100 mil animais,
identificou que a pele foi o sitio anatdmico mais frequentemente acometido,

correspondendo a 37,05% dos casos (Gruntzig et al., 2015).
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2.2 MASTOCITOMA CUTANEO CANINO

Entre as neoplasias cutaneas em céaes, o mastocitoma cutaneo (MCT) é uma
das mais prevalentes, com incidéncia que pode superar 20% dos tumores de pele (De
Nardi et al., 2002; Meirelles et al., 2010; De Nardi et al., 2022). Sua apresentacao
clinica é variavel, o que torna o manejo diagnéstico e terapéutico complexo (De Nardi
et al., 2022).

A etiologia do MCT nao é completamente esclarecida. Processos inflamatérios
crbnicos, exposicdo a agentes irritativos e mutagdes no gene c-KIT, que codifica o
receptor de tirosina quinase, ja foram associados ao desenvolvimento da doenga
(London et al., 1999; Turin et al., 2006; Vail et al., 2013). Algumas ragas apresentam
maior predisposicdo, como Boxer, Labrador Retriever, American Staffordshire e
Golden Retriever (Smiech et al., 2019).

Macroscopicamente, os tumores ndo seguem um padrao unico. Podem variar
desde nodulos de superficie lisa, moveis e nado ulcerados, até lesdes irregulares,
eritematosas, ulceradas e com sinais de degranulagdo mastocitaria (Murphy et al.,
2006). A localizagdo também influencia no prognéstico: lesbes no plano nasal e na
bolsa escrotal estdo frequentemente relacionadas a piores desfechos (Horta et al.,
2018).

O comportamento biolégico do MCT é heterogéneo e esta associado ao grau
histolégico. O sistema de Patnaik et al. (1984) classifica os tumores em graus |, Il e
[11, enquanto o sistema de Kiupel et al. (2011) os divide em alto e baixo grau. Ambos
demonstram que tumores de alto grau apresentam maior risco de recidiva e
metastase, enquanto os de baixo grau tendem a ter evolugao clinica mais favoravel.

Os sinais clinicos sistémicos estdo relacionados a degranulagdo mastocitaria,
que pode ocorrer de forma espontanea ou durante a manipulagcdo do tumor. A
liberacdo de mediadores como histamina, heparina e proteases pode causar eritema,
edema e formacgao de papulas proximas a lesdo, além de manifestacdes sistémicas
como vémito, diarreia, hipotensdo e até colapso circulatério (Thamm; Vail, 2007;
Daleck; De Nardi, 2016; De Nardi et al., 2022).

O diagndstico inicial geralmente é feito por citopatologia, técnica que apresenta
sensibilidade superior a 90% para deteccdo de MCT (Baker-Gabby et al., 2003;
Blackwood et al., 2012). Além disso, pode auxiliar na graduagao tumoral: Camus et al.

(2016) observaram sensibilidade de 88% e especificidade de 94% para distinguir MCT
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de alto e baixo grau em comparacao a histopatologia. Apesar disso, a histopatologia
convencional continua sendo indispensavel, pois permite avaliar graduacao tumoral,
infiltracdo em tecidos profundos, invasdo angiolinfatica e status das margens
cirurgicas, dados fundamentais para a conduta clinica (De Nardi et al., 2022).

A imuno-histoquimica também é utilizada no estadiamento. O Ki-67, marcador
de proliferagdo celular, quando positivo em = 23 células em 5 campos de grande
aumento (HPF), esta associado a pior prognéstico (Kiupel et al., 2004). Ja o c-KIT
apresenta trés padrdes de expressao: membranoso (KIT 1), citoplasmatico focal (KIT
2) e citoplasmatico difuso (KIT 3). Os padrées KIT 2 e KIT 3 indicam evolug&o clinica
mais agressiva (Turin et al., 2006; Webster et al., 2007).

Diversos fatores prognosticos negativos foram descritos, incluindo: graduagao
histologica Il (Patnaik et al., 1984) ou alto grau (Kiupel et al., 2011), nédulos maiores
que 3 cm (Hahn et al., 2004), margens cirurgicas comprometidas (Ozaki et al., 2007),
presenca de = 7 mitoses em 10 HPF (Elston et al., 2009) e ocorréncia de recidiva local
ou metastases linfaticas e sistémicas (Horta et al., 2018).

A excisao cirurgica permanece como tratamento de escolha para a maioria dos
pacientes (Oliveira et al., 2020). Em casos especificos, terapias complementares
podem ser necessarias. A eletroquimioterapia (EQT) € indicada para tumores < 3 cm
nao ressecaveis, em leito cirurgico quando margens adequadas nao sao obtidas ou
em cicatrizes com margens comprometidas (Spugnini et al., 2019; De Nardi et al.,
2022).

A radioterapia também tem papel relevante, sendo empregada em casos n&o
passiveis de resseccao completa, como terapia adjuvante em margens
comprometidas, em protocolos de citorredugdo pré-operatéria ou em abordagem
paliativa para redugéo tumoral e controle da dor (Manson et al., 2021).

A quimioterapia sistémica é recomendada para pacientes com alto risco de
metastase. Estudos demonstraram beneficios de protocolos baseados em vimblastina
e prednisolona (Hayes et al., 2007), assim como no uso de inibidores de tirosina
quinase, principalmente o fosfato de toceranib (Olsen et al., 2018). O Consenso
Brasileiro de Mastocitoma (De Nardi et al., 2022) endossa essas evidéncias,
reforcando a importancia da quimioterapia em tumores de alto grau, recidivantes ou
com risco elevado de disseminacgao.

Dada a grande variabilidade clinica e biolégica do MCT, cada paciente deve ser

avaliado individualmente, considerando fatores clinicos, histopatologicos e
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moleculares, bem como o contexto do animal, para a definicdo da conduta terapéutica

mais adequada (Oliveira et al., 2020).

2.3 CIRURGIA ONCOLOGICA E MARGENS CIRURGICAS

Os procedimentos cirurgicos fazem parte da grande maioria dos protocolos de
tratamento para tumores solidos. Em muitos casos, especialmente em estagios iniciais
e em neoplasias de baixo potencial de agressividade, a cirurgia pode proporcionar a
cura (Osborne, 2007; Kleeff; Ronellenfitsch, 2021). Para que esse objetivo seja
alcangado, é fundamental obter margens cirurgicas livres, pois 0 comprometimento
marginal esta diretamente associado ao risco de recidiva local (Simpson et al., 2004;
Weisse et al., 2002).

No caso do mastocitoma cuténeo canino (MCT), a avaliagdo das margens
cirurgicas € amplamente discutida na literatura, ainda sem consenso definitivo.
Diversas classificagcbes foram propostas ao longo dos anos, tanto para analise
macroscopica quanto microscoépica, o que reflete a complexidade em se definir de
maneira objetiva o que constitui uma margem comprometida ou adequada (Pratschke
et al., 2013; Horta et al., 2018; De Nardi et al., 2022).

Do ponto de vista macroscopico, diferentes estratégias sdo descritas. Uma
abordagem conservadora recomenda margens laterais proporcionais ao maior
didmetro do nédulo para tumores com menos de 4 cm, associadas a inclusdo de uma
fascia muscular como margem profunda. Para lesées com mais de 4 cm, sugere-se
uma margem fixa de 4 cm (Pratschke et al., 2013; Chu et al., 2020; Itoh et al., 2021).
Outra linha de conduta considera a graduacado histolégica como base para o
planejamento, propondo margens de 2 cm para MCTs de grau | e Il e de 4 cm para
tumores de grau Ill (Withrow et al., 2013; Pratschke et al., 2013). Em busca de
uniformidade, o |l Consenso Brasileiro de Mastocitoma em Caes recomenda margens
laterais de 3 cm e pelo menos uma fascia muscular em profundidade para garantir
maior controle local da doencga (De Nardi et al., 2022).

Na analise microscépica, também ha multiplos critérios. Uma classificagao
frequente divide as margens em comprometidas, quando células neoplasicas estéo
na borda do fragmento; exiguas, quando essas células estdo a menos de 3 a 5 mm
da margem; e livres, quando ndo se observam células tumorais além desse limite

(Murphy et al., 2004; Moreira, 2018). Nesse contexto, Horta et al. (2018) sugerem que
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margens inferiores a 3 mm sejam interpretadas com cautela, podendo ser
consideradas potencialmente comprometidas, especialmente em tumores de
comportamento mais agressivo. Além disso, a classificagdo R, amplamente
empregada na oncologia humana, define RO como margens livres (macro e
microscopicamente), R1 como comprometimento microscépico e R2 como
comprometimento macroscopico (Tunn et al., 2009).

Um desafio adicional para o patologista é a diferenciacdo entre mastécitos
neoplasicos e mastdcitos inflamatérios ou residentes da derme, o que pode gerar
dificuldade na definicdo objetiva do status marginal e contribuir para a variabilidade
entre observadores (De Nardi et al., 2022).

Muito além de tentar estabelecer uma distancia fixa para considerar uma margem
cirurgica como adequada em pacientes com MCT, estudos recentes tém buscado
compreender o real impacto do status de margem sobre as taxas de recidiva local. A
simples presencga de células neoplasicas na borda do fragmento cirurgico nem sempre
reflete a probabilidade de recorréncia clinica, sobretudo quando desconsiderados
outros fatores relacionados ao tumor e ao paciente (Donnelly et al., 2013; Karbe et al.,
2021). Esse cenario reforga que, embora o status de margem seja um parametro
fundamental, ele deve ser interpretado em conjunto com variaveis bioldgicas e clinicas
para uma melhor definicdo progndstica.

Donnelly et al. (2013) avaliaram 90 casos de MCT, de baixo e alto grau, utilizando
margens laterais de 2 a 3 cm associadas a uma fascia muscular em profundidade.
Apesar de todos os pacientes apresentarem margens histoldgicas livres ou exiguas,
a taxa de recidiva foi de 36% nos tumores de alto grau, contra apenas 4% nos de
baixo grau. Esse resultado evidencia que a agressividade tumoral exerce influéncia
progndstica maior do que a simples medida das margens.

Em situagdes em que o exame histopatoldgico indica comprometimento marginal,
a ampliagao cirurgica pode ser recomendada. Karbe et al. (2021) relataram que, em
85 pacientes submetidos a reexcisdo da cicatriz, 27% apresentaram mastdcitos
residuais na nova amostra. No entanto, essa positividade n&o se correlacionou
diretamente com recidiva clinica, sugerindo que o status marginal, embora relevante,
ndo deve ser analisado isoladamente. Esse conjunto de evidéncias sustenta a
necessidade de métodos diagndsticos mais precisos e padronizados para avaliagdo
intraoperatoria, capazes de integrar os achados histologicos as caracteristicas

bioldgicas do tumor e do paciente.
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De fato, a associagdo de diversos fatores prognosticos € essencial no
planejamento terapéutico de pacientes com MCT. A graduacgao histologica, indice
mitotico, localizagao anatémica, caracteristicas macroscoépicas da lesdo, presencga de
mutagdes no gene c-KIT, comorbidades do paciente e resposta inflamatoria local séao
variaveis que impactam diretamente na definicdo das margens cirurgicas e na
necessidade de tratamentos adjuvantes (Horta et al., 2018; Scarpa et al., 2012;
Sledge; Webster; Kiupel, 2016; De Nardi et al., 2022)

2.4 PROCESSAMENTO DE AMOSTRAS E METODOS DIAGNOSTICOS
PARA DEFINIGCAO DO STATUS DE MARGEM

A avaliagdo do status das margens cirurgicas € etapa critica no manejo do
mastocitoma cutadneo canino (MCT), pois orienta a necessidade de tratamentos
adicionais e influencia diretamente o progndstico (Horta et al., 2018; De Nardi et al.,
2022). Nesta segéo sdo descritos os métodos empregados para essa avaliagdo, com
foco na histopatologia convencional, considerada o padrdo-ouro, e em técnicas
rapidas como a histopatologia por congelamento e a citologia por imprint, que buscam
fornecer informagdes transoperatérias ao cirurgido (Jaafar, 2006; Whitehair et al.,
1993; Milovanceyv et al., 2016). A analise comparativa entre esses métodos € o objetivo

central deste estudo.

2.4.1 Histopatologia convencional: fixagdo em formalina 10% e conservagao

em bloco de parafina

A histopatologia com fixagdo em formalina 10% e inclusdo em parafina é
amplamente reconhecida como o padrdo-ouro na avaliagdo de margens cirurgicas
(Jaafar, 2006; Horta et al., 2018). O método permite analise detalhada da arquitetura
tecidual, graduagao histologica, invasao angiolinfatica e comprometimento marginal,
fornecendo subsidios robustos para decisdes terapéuticas.

Entretanto, trata-se de uma técnica demorada, que inviabiliza a tomada de decisao
durante o transoperatoério. Essa limitagao abre espaco para métodos rapidos, capazes

de auxiliar o cirurgido na definicdo da dose cirurgica em tempo real.
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2.4.2 Histopatologia transoperatéria por congelamento

A histopatologia por congelamento € uma técnica consolidada na medicina humana,
sendo empregada para avaliagdo intraoperatéria de margens em diferentes
neoplasias, como cancer de mama e tumores cutaneos nao melanociticos (Castley et
al., 2013; Nimazoglu et al., 2016). Apresenta alta acuracia quando comparada a
analise convencional, além de permitir a ampliacdo imediata da ressec¢ao quando
necessario.

Na medicina veterinaria, embora ainda pouco explorada, alguns estudos ja
investigaram sua aplicabilidade. Whitehair et al. (1993) avaliaram o método em caes
e relataram viabilidade, mas com variagao na acuracia. De forma semelhante, Horta
et al. (2018) reforcam que a padronizagao ainda é necessaria para sua incorporagao
sistematica na rotina. Essas evidéncias demonstram o potencial da técnica como
ferramenta complementar, cuja performance necessita de validagcdo em estudos

experimentais como o presente.

2.4.3 Avaliagao citopatolégica transoperatéria

A citologia por imprint € um método rapido, de baixo custo e facil execugao, que
permite a avaliagdo celular de fragmentos de margem cirurgica durante o
transoperatorio. Na medicina humana, é utilizada principalmente na avaliacdo de
linfonodos sentinela em cancer de mama, com sensibilidade de até 85% (Pétursson
et al., 2018).

Em céaes, Milovancev et al. (2016) investigaram a técnica em mastocitomas e
sarcomas cutaneos, evidenciando resultados promissores, mas com variagdes de
sensibilidade e especificidade. Apesar das limitagcdes, o método pode auxiliar na
decisdo cirurgica, especialmente em servigos com restricio de acesso a

histopatologia por congelamento.
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2.4.4 Coloragoes para citologia e histologia

A escolha da coloracdo influencia diretamente a qualidade da avaliagao
microscopica, especialmente na interpretagcao de mastoécitos em amostras de margem
cirurgica. O hematoxilina-eosina (HE) permanece como referéncia para analise
histopatologica detalhada, permitindo avaliacdo da arquitetura tecidual e das
caracteristicas nucleares (Prophet et al., 1992). J& o Pandtico Rapido e o azul de
toluidina se destacam pela agilidade e pela capacidade de evidenciar granulagdes
citoplasmaticas, recursos particularmente Uuteis em contextos que demandam
respostas imediatas (Bancroft; Gamble, 2008; Horta et al., 2018). Dessa forma,
compreender as aplicacdes e limitagcdes dessas técnicas é essencial para aprimorar

a definigdo do status de margens e auxiliar na tomada de decis&o cirurgica.

2.4.4.1 Coloragéo de Pandtico Rapido

A coloragdo de pandptico rapido (PR) € uma variagdo da coloragdo de
Romanowsky (CR). A técnica foi originalmente desenvolvida por Dmitri Romanowsky
em 1891, tendo como base os preceitos descritos por Paul Erlich no final do século
XIX (Krafts e Pambuccian, 2011).

O PR surgiu como resposta a necessidade de uma técnica laboratorial mais
rapida e pratica. Seu processo utiliza uma combinagao de trés elementos: um fixador
(metanol), um corante basofilico (azul de metileno/azure B) e um corante acidofilico
(eosina Y ou B). As laminas sdo imersas em cada solu¢do por aproximadamente 10
segundos, completando todo o processo de coloragdo em menos de um minuto (Krafts
e Pambuccian, 2011).

Apesar de sua rapidez e praticidade, sendo amplamente utilizada na rotina
citopatolégica e hematolégica, a coloragdo de PR apresenta limitagdes,
principalmente na definicdo de detalhes de estruturas nucleares e na diferenciagao de
alguns tipos celulares especificos em analises histologicas (Krafts e Pambuccian,
2011).
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2.4.4.2 Coloragdo Azul de Toluidina

O azul de toluidina (AT) € um corante metacromatico pertencente a familia
das tiazinas, utilizado tanto in vivo quanto em avaliagbes citologicas e
histopatologicas. O corante AT foi descoberto por Wiliam Henry Perking em 1856,
incialmente utilizado em processos industriais. Apos a introdugdo das técnicas de
coloragao vital por Paul Erlich em 1885, passou a ser empregado na medicina
(Sridharan e Shankar, 2012).

Para compreender o funcionamento do AT, é preciso entender o conceito de
metacromasia, que € a capacidade de um corante tecidual alterar sua coloragao
original ao entrar em contato com determinadas estruturas. No caso do AT ao entrar
em contato com RNA e DNA assume coloragao azul, enquanto ao entrar em contato
com mastdcitos, pode assumir tonalidade voltadas a purpura e roxo (Sridharan e
Shankar, 2012).

A alteragéo da coloragao original, azul, para tonalidades purpuras ao interagir
com mastdcitos, se da, pois, essas células contém substéncias como heparina e
histamina, componentes celulares ricos em grupos sulfato, quando o AT se liga a esse
componente altera sua coloragéo (Sridharan e Shankar, 2012).

Por essas caracteristicas o AT é amplamente utilizado na oncologia
veterinaria para o diagnoéstico do mastocitoma cutaneo canino. Além disso, por ser um
meétodo simples e rapido, com tempo médio de coloragédo de 20 segundos, também é
utilizado em técnicas de avaliagdo patolégica transoperatdria auxiliando na
delimitagdo de margens tumorais e diagndstico intraoperatério (Sridharan e Shankar,
2012).

2.4.4.3 Coloragdo de Hematoxilina e Eosina

A hematoxilina é um corante derivado da arvore Haematoxylum
campechianum, nativa da América Central. Ha relatos de que seus extratos eram
utilizados por maias e astecas para o tingimento de tecidos e com propositos
medicinais. No século XVI, com a colonizagdo espanhola, essa tintura foi levada a
Europa, onde disseminou-se e foi muito valorizada (Hidalgo e Oviedo, 2019).

Seu uso na patologia teve inicio apos a introdugéo dos corantes sintéticos

feita por Paul Ehrlich, no final do século XIX. A combinagdo com a Eosina, um corante
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acido, foi uma etapa crucial para que essa combinacdo se consolidasse como o
método mais utilizado na histopatologia até os dias de hoje (Hidalgo e Oviedo, 2019).

Cada uma das duas coloracdes possui afinidade por estruturas distintas.
Estruturas como reticulo endoplasmatico rugoso, nucleo e ribossomos se relacionam
a hematoxilina, se corando em tons de azul e roxo. Por sua vez, citoplasma rico em
proteinas, fibras musculares e mitocondria tem maior afinidade pela eosina, sendo
marcadas por tons da cor rosa e vermelha. Existem ainda algumas células conhecidas
como anfofilicas, que tem atracdo por ambos corantes, possuindo coloragdo roxa
intermediaria, como exemplo podemos citar os miofibroblastos, plasmocitos e
algumas células tumorais (Chan, 2014).

Apesar de simples, a técnica de coloragdo HE possui mais etapas que as
técnicas anteriormente descritas, levando mais tempo para ser executada. Esse fato
implica em limitagbes de sua utilizacdo durante o periodo transoperatério, sendo
normalmente utilizada para a confirmagao dos diagndsticos gerados pelo patologista

durante a cirurgia (Hidalgo e Oviedo, 2019).

3  MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi desenvolvido na Universidade Federal de Santa
Catarina (UFSC), campus de Curitibanos. A execugao do projeto contou com a
colaboragao dos servigos de Clinica Cirurgica de Pequenos Animais, Laboratorio de
Patologia Veterinaria (LABOPAVE) e Laboratério de Analises Clinicas Veterinarias
(LACIin) da instituicao.

A pesquisa foi conduzida em conformidade com os principios de bem estar
animal e aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da

Universidade Federal de Santa Catarina, sob o protocolo n°® 1499220124.

3.1 SELECAO DE ANIMAIS

Foram incluidos no estudo pacientes caninos atendidos pelo servico de
Clinica Cirurgica de Pequenos Animais da UFSC, que apresentavam queixa
relacionada a nodulagdes cutaneas.

Apds identificagdo da nodulagdo, foram realizados o0s seguintes

procedimentos: mensuracdo com auxilio de paquimetro, avaliacdo mobilidade,
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presenca de ulceragdo, eritema de tecido cutaneo adjacente, dor a manipulagao,
consisténcia, regularidade das margens e aspecto da superficie nodular. Além disso,
cada paciente foi submetido a uma avaliagao fisica completa, exames laboratoriais e
estadiamento oncoldgico, utilizando radiografia toracica e ultrassonografia abdominal.

Apds a avaliagdo macroscopica, foirealizada a coleta de material para analise
citopatolégica de triagem, por meio de pungdo aspirativa por agulha fina (PAAF),
realizada tanto pela técnica de aspiragéo quanto pela técnica de capilaridade. Utilizou-
se agulha hipodérmica 25 mm x 7 mm, que era introduzida na nodulagdo com
movimentos em leque para obtengcdo do material, posteriormente instilado sobre
ldaminas de microscopia para analise citopatoldgica.

Foram incluidas no estudo apenas nodulagbes cutdneas com avaliagao
citopatologica sugestiva de mastocitoma cutéaneo. A amostra final foi composta por 15
nodulacdes provenientes de 11 cades. Foram excluidos os casos em que nao houve
concordancia entre o diagndstico citopatoldégico inicial e o resultado da avaliagdo
histopatoldgica convencional, bem como os pacientes que, por condigdo clinica ou
critérios de estadiamento oncoldgico, ndo apresentavam indicagado para tratamento

cirargico.

3.2 PLANEJAMENTO CIRURGICO E COLETA DE AMOSTRAS

O planejamento cirurgico de cada paciente foi realizado de forma
individualizada, considerando ndo apenas as condigdes clinicas gerais do animal, mas
também as caracteristicas especificas de cada nodulagéo, tais como tamanho e/ou
localizagao anatémica (Figura 1: A).

De maneira geral, foram adotadas margens cirurgicas laterais de 3 cm e
margens profundas correspondendo a uma fascia muscular, em consonéancia com o |l
Consenso Brasileiro de Mastocitomas em Caes (De NARDI et al., 2022). Entretanto,
em situagdes em que a viabilidade anatémica n&o permitiu a adogdo integral dessa
recomendagdo, optou-se por margens de 2 a 3 cm, conforme descrito por outros
autores (CHU et al., 2020; PRATSCHKE et al., 2013; ITOH et al., 2021; DONNELLY
etal., 2015) (Figura 1: B). A definicdo das margens levou em considerag&o nao apenas
a natureza presumida da lesdo, mas também a viabilidade técnica da ressecgao
cirargica, respeitando as particularidades anatémicas e funcionais de cada regiao

corporal acometida.
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Apds a exérese completa da nodulacédo, procedeu-se a identificagdo das
margens laterais da peca cirurgica, com o objetivo de orientar as posteriores
avaliagbes histopatoldgicas. Para lesdes localizadas em regides de cabega, pescogo,
tronco e abdébmen, as margens foram denominadas como cranial, caudal, lateral
esquerda e lateral direita. Em contrapartida, para lesdes situadas em membros
toracicos ou pélvicos, a nomenclatura utilizada foi cranial, caudal, proximal e distal,
respeitando a anatomia regional.

Nao foi realizada a avaliagdo das margens profundas, tendo em vista a
dificuldade de padronizacdo desse parametro em nivel de pesquisa. Tal limitacdo
decorre da variabilidade anatémica entre as diferentes regides corporais, bem como
da auséncia de um ponto de referéncia unico e reprodutivel que permita uniformidade
na delimitagdo da margem profunda. Dessa forma, optou-se por restringir a analise as
margens laterais, garantindo maior consisténcia metodolégica e comparabilidade
entre os casos.

A identificacdo das margens foi realizada durante o procedimento cirurgico,
pelo cirurgido responsavel, por meio da aplicacdo de pontos de sutura isolados,
obedecendo a um padrao previamente estabelecido: um ponto isolado simples
indicava a margem cranial, enquanto dois pontos isolados simples identificavam a
margem lateral direita ou a margem proximal, conforme localizagdo da nodulagédo
(Figura 1: C).
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Figura 1: Procedimentos realizados no processamento de amostras. A: mensuragao
da nodulagdo. B: demarcacado de margens macroscopicas com caneta permanente.
Linha vermelha: base da nodulagdo. Linha azul: margens macroscopicas de 2cmm
a 3cm. C: identificagdo de margens com pontos de sutura. D: Identificagao de
margens cirurgicas com tinta nanquim. Fonte: Elaborac&o propria.

Apdés a ressecgao cirurgica e identificagdo das margens, o primeiro
procedimento realizado consistiu na coleta de material para avaliagdo citopatolégica
das margens. Utilizou-se a técnica de compresséo direta (imprint), na qual uma lamina
de microscopia € pressionada mecanicamente contra o tecido fresco, promovendo a
transferéncia de células para a superficie da ldamina. Foram confeccionadas duas
ldminas por margem lateral, totalizando oito laminas citoldgicas por nodulagao (Figura
2:A).
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Figura 2: Procedimentos realizados no processamento de amostras. A: confecgao
de lamina de citologia por técnica de compresséo direta (imprint). B: Clivagem de
margens laterais para avaliagao de fragmentos por congelamento. Fonte: Elaboragdo

propria.

Em seguido procedeu-se a demarcagao das margens com corante nanquim,
utilizando uma haste flexivel embebida no corante, que era cuidadosamente aplicado
ao redor da peca anatdbmica. Apos cerca de 30 segundos, o excesso de tinta era
removido com solugao de acido acético, preservando a delimitagao das bordas (Figura
1: D).

Na sequéncia, realizou-se a clivagem das margens para avaliagao
histopatoloégica por congelamento. Com auxilio de uma lamina de bisturi numero 24,
foi coletado um fragmento de aproximadamente 30mm de comprimento e 3mm de
espessura de cada uma das margens laterais (Figura 2: B). O restante da peca
anatémica foi acondicionado em frasco contendo solugdo de formalina a 10%, para
posterior processamento histolégico convencional.

Os fragmentos teciduais obtidos foram posicionados sobre um suporte de
madeira (Figura 3: A) e submersos em solucao criopreservadora a base de N-hexano
por aproximadamente um minuto (Figura 3: B). Em seguida, foram envoltos em papel
aluminio, identificados e armazenados temporariamente em um botijao de nitrogénio
liquido (Figura 3: C e D). Posteriormente, os tecidos foram transportados e
acondicionados em um ultracongelador, a uma temperatura de -80°C, até o momento

do processamento da técnica de histologia por congelamento.
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Figura 3: Procedimentos realizados no processamento de amostras transcirurgicas.
Congelamento de fragmento tecidual com nitrogénio liquido. Fonte: Elaboracéo
propria.

3.3 PROCESSAMENTO E ANALISE DAS AMOSTRAS

Apesar das amostras citologicas e para histopatologia por congelamento terem
sido coletadas imediatamente apds os procedimentos cirurgicos, por questdes
logisticas, o processamento laboratorial e a leitura das ldminas ndo ocorreram em
tempo real (transoperatério). A confecgao e analise das laminas foram realizadas apés
a conclusao de todas as intervengdes cirurgicas, garantindo controle e padronizagao
de todos os processos.

As amostras citoldgicas obtidas pela técnica de impressao direta (imprint) foram
coradas utilizando dois métodos distintos: pandtico rapido e azul de toluidina. Para
cada pecga cirurgica subdividida em quatro margens, foram confeccionadas duas
ldminas por margem, sendo uma corada com pandtico rapido e outra com azul de
toluidina, totalizando oito laminas citolégicas por nédulo.

Na coloracdo com panatico rapido, as laminas foram imersas sequencialmente

em trés solugdes, com fungéo fixadora (metanol), corante basofilico (azul de metileno)
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e corante eosinofilico (eosina), segundo metodologia descrita por Krafts e Pambuccian
(2011). Ja a coloragdao com azul de toluidina foi realizada conforme Sridharan e
Shankar (2012), visando evidenciar os granulos metacromaticos caracteristicos dos
mastocitos.

Para a histopatologia por congelamento, os fragmentos foram fixados em
suporte de madeira com cola branca, congelados com jato de nitrogénio (Figura 4: A)
e submetidos a microtomia, obtendo-se cortes histolégicos entre 7 e 10 ym de
espessura (Figura 4: B) (Jaafar, 2006; Scouten; Cunningham, 2006; Tamanuki et al.,
2021). As secgobes foram transferidas para agua destilada, recolhidas com laminas de
microscopia e coradas pelos mesmos protocolos empregados na citologia por imprint
(Figura 4: C e D). Ao final, cada peca originou oito Idaminas histolégicas provenientes
da técnica de congelamento (Tabela 1).

Tabela 1: Numero total de laminas confeccionadas por nddulo considerando a
técnica de processamento e a coloragao utilizada.

Método Margens Laminas Tipo de Total de
Analisadas por Coloracao Laminas
Margem
Citopatologia 4 2 Pandtico 8
(Imprint) Rapido +
Azul de
Toluidina
Congelamento 4 2 Pandtico 8
Rapido +
Azul de
Toluidina
Histopatologia 4 2 HE + Azul 8
Convencional de Toluidina
Total por - - - 24
Nédulo

Cada nddulo submetido ao estudo originou um total de 24 laminas, sendo oito provenientes da
citopatologia por imprint, oito da histopatologia por congelamento e oito da histopatologia convencional.
Em todas as técnicas, foram avaliadas quatro margens cirurgicas, com duas laminas por margem,
submetidas a diferentes métodos de coloragdo (pandtico rapido, azul de toluidina e hematoxilina e
eosina). Fonte: Elaboragao propria.
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Figura 4: Procedimentos realizados no processamento de amostras. Confecgao de
ldminas por congelamento. Fonte: Elaboragao prépria.

Os fragmentos remanescentes foram fixados em formalina tamponada a 10%
e processados segundo os protocolos convencionais de histopatologia descritos por
Dorigan (2012) e Kamstock et al. (2011), incluindo desidratacdo em alcoois
graduados, diafanizagao em xilol e inclusdo em parafina. Os blocos foram submetidos
a microtomia rotativa, com cortes de 4 a 5 pm, posteriormente corados por
Hematoxilina e Eosina (Chan, 2014) e também por azul de toluidina (Sridharan;
Shankar, 2012).

As amostras foram avaliadas em microscépio éptico, e as margens cirurgicas
foram classificadas em livres ou comprometidas, considerando comprometidas
aquelas em que mastocitos isolados ou em agrupamentos (clusters) foram
observados a menos de 3 mm da borda da lesao (Figura: 5).

O diagnéstico definitivo dos mastocitomas e a graduagao histolégica foram realizados
com base no sistema de dois niveis (alto e baixo grau) proposto por Kiupel et al.

(2011), em razdo de sua maior reprodutibilidade e menor subjetividade. A
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classificacao de Patnaik et al. (1984), embora histdrica, nao foi utilizada neste estudo
por apresentar elevada variabilidade interobservador e dificuldades de padronizagao
entre patologistas, limitagdes ja destacadas em trabalhos recentes.

As analises citolégicas foram processadas e interpretadas pelo Laboratério de
Analises Clinicas da UFSC. A técnica de histopatologia por congelamento foi realizada
por um unico patologista, o professor Adriano Tony Ramos (UFSC), garantindo
uniformidade na interpretacdo. Ja a avaliacdo histopatologica convencional foi
conduzida pelo Laboratério de Patologia Veterinaria da UFSC (LABOPAVE),
envolvendo a rotina diagndstica institucional.

Os dados obtidos nas trés técnicas (citologia por imprint, histopatologia por
congelamento e histopatologia convencional) foram organizados em planilhas e
posteriormente submetidos a analise estatistica. A histopatologia convencional foi

considerada o padrao-ouro para comparagao dos resultados.

Figura 5: Avaliagdo microscopica de lamina histologica transcirurgica por
congelamento com lente objetiva de 40x. Coloracdo Azul de Toluidina. Seta
vermelha indica mastdcitos infiltrados em margem. O “X” branco indica delimitagdo
de margem por tintura de nanquim. Fonte: Elaboragao propria.

3.4 ANALISE ESTATISTICA
A analise estatistica foi conduzida considerando a histopatologia convencional
como método de referéncia (padrao-ouro), com o objetivo de avaliar o desempenho
diagnostico das técnicas de citologia por imprint e histopatologia por congelamento na

definicdo do status de margens cirurgicas em mastocitoma cutaneo canino.
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Inicialmente, foram calculadas as medidas de desempenho diagndstico:
sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo negativo
(VPN) e acuracia. Essas métricas permitiram quantificar a capacidade das técnicas
avaliadas em identificar corretamente margens cirurgicas comprometidas e livres,
possibilitando a comparagao direta com o padrao-ouro (Rogers et al., 2020; Lorant et
al., 2022).

A sensibilidade foi definida como a propor¢do de margens verdadeiramente
comprometidas corretamente identificadas pelas técnicas avaliadas (Brink, 2021),
enquanto a especificidade correspondeu a proporgdo de margens verdadeiramente
livres corretamente classificadas. Os valores preditivos (VPP e VPN) estimaram,
respectivamente, a probabilidade de que um resultado positivo ou negativo fosse
verdadeiro (Guo et al., 2021). A acuracia representou a proporgao total de
classificagbes corretas em relagao ao total de observacdes (Wang et al., 2022; Lorant
et al., 2022).

As técnicas foram analisadas sob duas abordagens distintas. Na primeira,
denominada avaliagdo individualizada (PR_A e AT_A), cada margem cirurgica lateral
foi considerada separadamente, de modo que o resultado diagnédstico refletia a
condigdo especifica daquela margem. Na segunda, denominada abordagem
composta (PR_B e AT_B), o paciente foi considerado positivo para comprometimento
de margem quando ao menos uma das quatro margens avaliadas apresentava
presenca de mastocitos. Assim, mesmo que apenas uma margem estivesse
comprometida, todo o caso era classificado como positivo. Essa estratégia buscou
simular um cenario clinico real, no qual a detecgcdo de qualquer margem
comprometida ja influencia a conduta cirurgica. Por consequéncia, a abordagem
composta tende a apresentar maior sensibilidade na identificacdo de casos positivos,
ainda que a custa de uma possivel redug¢ao da especificidade.

Para verificar a existéncia de associagao estatistica entre os métodos testados
e 0 padrao-ouro, aplicou-se o teste do qui-quadrado (x?), apropriado para a natureza
ndo paramétrica das variaveis, com nivel de significancia de 5% (p < 0,05) (Chen et
al., 2023).

Adicionalmente, foram realizadas regressodes logisticas com o objetivo de
verificar a associagao entre os resultados das técnicas avaliadas e as do padrao-ouro.
Os modelos incluiram como variaveis independentes os procedimentos de imprint e

congelamento associados aos corantes hematoxilina-eosina/Pandético Rapido (PR) e
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azul de toluidina (AT), sendo a presenca de margem comprometida (segundo a
histopatologia convencional) considerada como variavel dependente binaria (Zhang et
al., 2023).

Todas as analises foram realizadas com o software R (R Core Team, 2025),
que oferece ampla gama de fungdes para testes de hipotese e modelagens de

regresséo aplicados a analise de dados diagnaosticos.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente estudo avaliou o desempenho de diferentes métodos diagnodsticos
aplicaveis no contexto transoperatorio para definicdo do status de margens cirurgicas
em MCT, comparando-os com a histopatologia convencional (padrdo-ouro). As
técnicas avaliadas incluiram a citologia por imprint e a avaliagao histopatolégica de
fragmentos por congelamento, ambas submetidas a duas opg¢des de coloragao:
Pandtico Rapido (PR) e azul de toluidina (AT). A analise estatistica contemplou as
principais métricas de desempenho diagnostico: sensibilidade, especificidade, valor
preditivo positivo (VPP), valor preditivo negativo (VPN) e acuracia. Além disso, foram
aplicados modelos de regresséo logistica com carater exploratorio, buscando avaliar
a associagao entre os resultados das técnicas rapidas e o diagnédstico definitivo, de
modo a estimar sua aplicabilidade clinica

A Tabela 2 apresenta os resultados obtidos. O congelamento associado ao azul
de toluidina na abordagem consolidada (AT_B) alcangou 100% em todas as métricas
(sensibilidade, especificidade, VPP, VPN e acuracia), sendo o método de melhor
desempenho. No imprint, tanto com pandtico rapido (PR_B) quanto com azul de
toluidina (AT_B), a sensibilidade foi de 100% e o VPN também de 100%, mas a
especificidade permaneceu baixa (14,3%). Ja na analise individualizada, observou-se
desempenho mais variavel: o congelamento com azul de toluidina (AT_A) apresentou
sensibilidade de 93,0% e acuracia de 73,3%, enquanto o congelamento com panético
rapido (PR_A) mostrou sensibilidade de 76,2% e acuracia de 61,7%. Esses resultados
reforcam o potencial do azul de toluidina em maximizar a sensibilidade, embora a

baixa especificidade limite a interpretacdo dos achados.
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Tabela 2: Sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (PPV), valor preditivo
negativo (NPV) e acuracia das técnicas avaliadas para definicdo de margens
cirargicas em mastocitomas cutaneos caninos.

L. . n Sensibilidade Especificidade VPP VPN Acuracia
Técnica Procedimento

(%) (%) (%) (%) (%)
PR_A Imprint 60 80,00 26,67 26,67 80,00 40,00
PR_A Congelamento 60 76,19 27,78 71,11 33,33 61,67
PR_B Imprint 15 100,00 14,29 57,14 100,00 60,00
PR_B Congelamento 15 92,31 0,00 85,71 0,00 80,00
AT_A Imprint 60 94,12 13,95 30,19 85,71 36,67
AT_A Congelamento 60 93,02 23,53 75,47 57,14 73,33
AT B Imprint 15 100,00 14,29 57,14 100,00 60,00
AT _B Congelamento 15 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

PR: Corante a base de hematoxilina e eosina; AT Corante a base de azul de toluidina; _A: avaliagdo
individual de cada margem cirurgica lateral; _B: abordagem composta em caso de qualquer uma das
margens avaliadas nele apresentasse comprometimento. n: nimero de observagdes utilizadas por
técnica. Para PR_A e AT_A, cada uma das 4 margens laterais de 15 nddulos foi considerada (n=60).
Para PR_B e AT_B, utilizou-se abordagem composta por nédulo (n=15). Fonte: Elaboragao propria.

Observou-se que a aplicagdo da abordagem consolidada de analise
(abordagem B), na qual qualquer margem positiva culminava na classificagdo global
do paciente como positivo, resultou em aumento da sensibilidade para todas as
técnicas avaliadas. Contudo, a especificidade se manteve reduzida em diversas
combinagdes, como no imprint com PR_B (14,3%) e no imprint com AT_B (14,3%).

Na avaliagdao por congelamento individualizado, o desempenho variou de
acordo com a coloragdo. A associagdo com azul de toluidina (AT_A) apresentou
sensibilidade de 93,0%, especificidade de 23,5%, VPP de 75,5% e VPN de 57,1%. Ja
o congelamento com panoético rapido (PR_A) obteve sensibilidade de 76,2%,
especificidade de 27,8% e VPN de 33,3%. Esses dados demonstram que o azul de
toluidina proporciona maior contraste e melhor visualizagao de mastocitos, mesmo em
cortes de qualidade técnica limitada.

De modo geral, a associacéo entre a técnica de congelamento e o azul de
toluidina mostrou maior consisténcia diagndstica, enquanto o panotico rapido
apresentou desempenho inferior, tanto no imprint quanto no congelamento.

Cabe ressaltar que a baixa especificidade observada nao decorreu de
diferengas de amostragem entre as técnicas, mas da propria estrutura da amostra.
Como todas as margens foram classificadas como comprometidas pela histopatologia

convencional, ndo houve casos verdadeiramente negativos. A auséncia de negativos
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inviabilizou a afericao real da especificidade, resultando em valores matematicamente
baixos (Pepe et al., 2003; Lorant et al., 2022).

Os modelos de regressao logistica ndo atingiram significancia estatistica em
nenhum dos cenarios testados (p > 0,05). A unica tendéncia parcial foi observada no
congelamento associado ao azul de toluidina na avaliagdo individualizada (AT_A),
com p = 0,0881, sugerindo possivel associagdo com o padrdo-ouro. No entanto, o
baixo numero amostral e a elevada proporgao de margens positivas comprometeram
a estabilidade dos coeficientes e aumentaram os erros padrdo. Assim, a regressao
teve carater apenas exploratério, nao confirmatério.

Além da avaliagao estatistica, € importante considerar os aspectos biolégicos
e técnicos envolvidos. O azul de toluidina se mostrou mais sensivel pela sua afinidade
com granulos mastocitarios ricos em heparina e histamina, promovendo coloragéo
metacromatica caracteristica (Sridharan e Shankar, 2012; Chandra et al., 2022). Ja o
pandtico rapido, apesar de amplamente utilizado na rotina citolégica, apresentou
contraste menos eficiente nos cortes de congelamento, dificultando a diferenciagéo
precisa dos mastacitos.

No entanto, tanto na citologia por imprint quanto no congelamento, persiste o
desafio diagndstico de distinguir mastdcitos neoplasicos de mastdcitos inflamatoérios
ou comensais, presentes na derme. Essa limitacdo, amplamente discutida por
Milovancev et al. (2016), Whitehair et al. (1993) e no Il Consenso Brasileiro de
Mastocitoma (De Nardi et al., 2022), pode explicar parte da redugao de especificidade
encontrada.

Na avaliagao histopatolégica convencional, ndo foram observadas margens
livres em nenhum dos grupos, independentemente do tamanho tumoral ou do grau
histologico. Esse achado pode estar relacionado ao padréao infiltrativo microscépico
do mastocitoma e a dificuldade em distinguir mastdcitos neoplasicos de inflamatérios,
levando a uma superestimagdo do comprometimento marginal. Ndo se pode
descartar, contudo, a influéncia de fatores técnicos do ato cirdrgico, como a dificuldade
em obter margens amplas em determinadas regiées anatdmicas.

Ainda assim, a presenga de margens histologicamente comprometidas nao
implica, de forma proporcional, maior risco de recidiva clinica. Estudos anteriores ja
demonstraram que a recorréncia depende de multiplos fatores além do status de
margem, incluindo grau histologico, localizacdo anatbémica, indice mitdtico e
expressao de c-KIT e Ki-67 (Horta et al., 2018; Ozaki et al., 2007; Kiupel et al., 2011).
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Tabela 3: Regressao logistica para as técnicas AT.
n Intercepto

Técnica Procedimento (Bo) Coef. (B1) EP(B1) z(B1) p-valor
0

AT_A Congelamento 60 1,1787 1,4116  0,8278 1,705 0,0881

AT_A Imprint 60 1,8192 0,9534 1,1208 0,851 0,395

AT_B Congelamento 15 -25,57 51,13 223581 0,000 1,000

AT _B Imprint 15 1,792 18,774 6268,63 0,003 0,9976

AT Corante a base de azul de toluidina; _A: avaliagdo individual de cada margem cirurgica lateral; _B:
abordagem composta em caso de qualquer uma das margens avaliadas nele apresentasse
comprometimento. n: nimero de observagdes utilizadas por técnica. Para PR_A e AT_A, cada uma
das 4 margens laterais de 15 nddulos foi considerada (n=60). Para PR_B e AT_B, utilizou-se
abordagem composta por nédulo (n=15). Fonte: Elaboragao prépria.

Tabela 4: Regresséo logistica para as técnicas PR.

Técnica Procedimento Inte(r;:;pto C(E:; EP(B:) z(B.) p-valor
PR_A Congelamento 60 0,9555 0,2076 0,6389 0,325 0,7452
PR_A Imprint 60 1,0116 0,3747 0,7282 0,515 0,60688
PR_B Congelamento 15 18,57 -16,08 4612,20 0603 0,997
PR_B Imprint 15 1,792 18,774 6268,63 0:003 0,9976

PR: Corante a base de hematoxilina e eosina; _A: avaliagao individual de cada margem cirurgica lateral;
_B: abordagem composta em caso de qualquer uma das margens avaliadas nele apresentasse
comprometimento. n: numero de observagdes utilizadas por técnica. Para PR_A e AT_A, cada uma
das 4 margens laterais de 15 nédulos foi considerada (n=60). Para PR _B e AT _B, utilizou-se
abordagem composta por nédulo (n=15). Fonte: Elaboragao proépria.

Embora todas as técnicas avaliadas tenham sido aplicadas sob rigido controle
e padronizagdo metodoldgica, vale ressaltar que os procedimentos de analise foram
realizados de forma retrospectiva, fora do contexto real transoperatoério. Essa
condigdo representa uma limitacdo, uma vez que nao reproduz integralmente o
ambiente de decisdo cirurgica imediata, onde variaveis como tempo, pressao clinica
e condigdes logisticas podem impactar o desempenho diagnéstico.

Além disso, a subjetividade inerente a leitura das ldminas e a dificuldade de
diferenciagdo entre mastocitos neoplasicos e mastécitos comensais/inflamatérios da
derme representam obstaculos técnicos significativos, que provavelmente
contribuiram para a redugdo da especificidade observada em diversas analises,
conforme ja amplamente descrito na literatura (Foster et al., 2020; De Nardi et al.,
2022). Este desafio é particularmente relevante em MCT, cuja morfologia de células

redondas dificulta o reconhecimento seguro de critérios morfologicos diferenciais,
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sobretudo em técnicas rapidas como a citologia por imprint e a histopatologia por
congelamento (Milovancev et al., 2016).

No conjunto das metodologias testadas, a associagdo entre o congelamento e
0 uso da coloracdo azul de toluidina destacou-se pelo melhor desempenho
diagnostico, sobretudo pela sua capacidade de evidenciar os granulos citoplasmaticos
ricos em heparina e histamina presentes nos mastécitos, conferindo contraste
metacromatico caracteristico e favorecendo a detecgao de margens comprometidas
(Sridharan & Shankar, 2012). Essa combinagao técnica demonstrou sensibilidade
elevada mesmo em condigdes laboratoriais rapidas e com limitagcées inerentes ao
preparo de cortes congelados.

Por outro lado, a aplicagdo do pandtico rapido (PR) nessas mesmas técnicas
rapidas apresentou desempenho inferior, em especial quando associado ao
congelamento, possivelmente em virtude de sua menor capacidade de realce
especifico dos granulos mastocitarios e do contraste limitado nos cortes de qualidade
técnica reduzida (Milovancev et al., 2016).

Os resultados obtidos reforcam a importancia de considerar ndo apenas a
escolha da coloracdo, mas fundamentalmente a interagéo entre o método diagndstico
empregado e o tipo de coloragao utilizada. Essa interagao técnica torna-se ainda mais
critica quando aplicadas no contexto transoperatério e em neoplasias de células
redondas como o mastocitoma canino.

Buscando aprofundar a interpretacao dos achados, foram conduzidas analises
complementares considerando variaveis progndsticas relevantes descritas na
literatura: o tamanho tumoral, o grau histolégico e o planejamento cirurgico adotado.

Em todos os pacientes incluidos neste estudo, o planejamento cirurgico foi
padronizado, com margens laterais variando entre 2 e 3 cm e inclusdo de uma fascia
muscular em profundidade, em consonancia com as recomendagdes vigentes para
resseccao de mastocitomas cutaneos (Chu et al.,, 2020; De Nardi et al., 2022;
Pratschke et al., 2013). Essa estratégia visou minimizar variagbes operatérias que
pudessem impactar a analise das margens.

Adicionalmente, os nodulos foram estratificados segundo a medida do maior
eixo tumoral, com ponto de corte estabelecido em 3 cm, parametro amplamente
validado como fator progndstico para mastocitomas (Hahn et al., 2004; Horta et al.,
2018). Na amostra, 9 nédulos apresentavam didmetro < 3 cm e 6 nédulos > 3 cm
(Tabela 5).
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Tabela 5: Analises descritivas adicionais (tamanho e grau histolégico).

Variavel Categoria Casos Margens livres (%)
Tamanho <3cm 9 0%
Tamanho >3 cm 6 0%
Grau Baixo grau 13 0%
Grau Alto grau 2 0%

Fonte: Elaboragao propria.

Foi realizado um acompanhamento clinico preliminar dos 15 nédulos incluidos
na amostra. Trés casos apresentaram recidiva local, todos classificados como de
baixo grau histolégico. Esse acompanhamento nao fez parte dos objetivos centrais da
pesquisa e €& apresentado apenas de forma descritiva, como informagao
complementar. Ainda assim, esses achados dialogam com a literatura que questiona
o real impacto clinico de margens histologicamente comprometidas em mastocitomas
de baixo grau (Donnelly et al., 2015; Karbe et al., 2021), reforgando a necessidade de
estudos futuros que integrem dados histolégicos e evolugdo clinica em maior escala.

Em sintese, os resultados indicam que o0 uso do azul de toluidina,
especialmente associado ao congelamento, mostrou maior capacidade diagnostica no
contexto deste estudo, com sensibilidade de até 100% e acuracia elevada. Apesar
das limitagcbes metodoldgicas, como amostra pequena, auséncia de margens livres e
analise laboratorial n&o realizada em tempo real, os achados sugerem que as técnicas
rapidas podem atuar como ferramentas complementares na avaliacao intraoperatoria
de margens cirurgicas em MCT. Contudo, sua aplicagdo clinica deve sempre ser
interpretada em conjunto com o contexto cirurgico e histopatoldgico, e novos estudos
com maior numero de casos e execucao em tempo real sdo necessarios para validar

essa estratégia.



41

5 CONCLUSAO

O presente estudo avaliou o desempenho da citologia por imprint e da
histopatologia por congelamento na definicdo do status de margens cirurgicas em
MCT, utilizando a histopatologia convencional como referéncia.

Os resultados indicaram que a histopatologia por congelamento associada ao
azul de toluidina apresentou o melhor desempenho entre as técnicas rapidas
avaliadas, configurando-se como a abordagem mais promissora. A citologia por
imprint, também associada ao azul de toluidina, demonstrou potencial de uso, mas
com limitagbes quanto a especificidade. As demais combinagbes testadas
apresentaram desempenho inferior.

Apesar das restrigdes metodologicas do estudo, como o numero reduzido de
casos e a realizacdo das analises em ambiente laboratorial controlado, os achados
reforcam que a escolha da técnica e da coloragao influencia diretamente os resultados
diagnosticos. A associagao entre congelamento e azul de toluidina surge, assim, como
uma ferramenta complementar potencial para a avaliagédo intraoperatéria de margens
em MCT, embora ainda demande validagao em estudos prospectivos, conduzidos em

tempo real e com maior numero de casos.
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