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RESUMO 

Este estudo avaliou o desempenho de técnicas rápidas, citologia por imprint e 

histopatologia por congelação, na definição do status de margens cirúrgicas em 

mastocitoma cutâneo canino, utilizando como referência a histopatologia 

convencional. Foram aplicadas duas colorações: hematoxilina e eosina/Panótico 

Rápido (PR) e azul de toluidina (AT), analisando-se sensibilidade, especificidade, 

valores preditivos, acurácia e regressão logística. Na análise consolidada, a 

associação de congelamento com azul de toluidina (AT_B) apresentou desempenho 

máximo, com 100% de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor 

preditivo negativo e acurácia. Na citologia por imprint, tanto com azul de toluidina 

(AT_B imprint) quanto com panótico rápido (PR_B imprint), a sensibilidade foi de 

100% e o VPN de 100%, mas com especificidade reduzida (14,29%). Na avaliação 

individualizada, o congelamento com azul de toluidina (AT_A) manteve sensibilidade 

elevada (93,02%) e acurácia superior (73,33%) em comparação ao panótico rápido. 

Embora realizado em ambiente laboratorial controlado e com número amostral 

reduzido, o estudo sugere que o uso combinado de técnicas rápidas, especialmente 

a histopatologia por congelamento, associado à coloração por azul de toluidina, pode 

representar uma estratégia promissora para a avaliação transoperatória de margens 

em mastocitoma canino. Estudos futuros, com casuística ampliada e aplicação em 

tempo real, são necessários para validar a eficácia e a aplicabilidade clínica dessas 

abordagens. 

Palavras-chave: Oncologia veterinária; diagnóstico intraoperatório; 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%). 

In individualized 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 INTRODUÇÃO 

 

O avanço da medicina veterinária nas últimas décadas tem promovido 

melhorias significativas no diagnóstico e no tratamento de diferentes enfermidades, 

incluindo as neoplasias (Withrow; Vail; Page, 2013). Entre os tumores cutâneos mais 

prevalentes em cães, destaca-se o mastocitoma cutâneo (MCT), cuja apresentação 

clínica e comportamento biológico são bastante variáveis, representando um desafio 

tanto diagnóstico quanto terapêutico (Horta et al., 2018; De Nardi et al., 2022). 

A excisão cirúrgica com margens adequadas continua sendo a principal 

estratégia terapêutica, com potencial curativo para grande parte dos pacientes 

(Oliveira et al., 2020). Entretanto, a definição intraoperatória do status dessas margens 

ainda representa um obstáculo na rotina oncológica veterinária (Foster et al., 2020). 

Na medicina humana, técnicas de avaliação transoperatória, como a citologia 

por imprint e a histopatologia por congelamento, são amplamente utilizadas para 

orientar decisões cirúrgicas em tempo real. Essas metodologias permitem identificar 

a presença de células tumorais nas bordas da ressecção e, quando necessário, 

indicar a ampliação imediata das margens. Esse processo aumenta as chances de 

obtenção de margens livres e reduz o risco de recidiva local, com impacto direto no 

controle da doença (Jaafar, 2006; Tamanuki et al., 2021). 

Na medicina veterinária, contudo, tais estratégias ainda são pouco exploradas 

e carecem de validação científica, sobretudo em neoplasias de células redondas como 

o MCT. Estudos pioneiros, como o de Whitehair et al. (1993), demonstraram a 

aplicabilidade da histopatologia por congelação em cães, enquanto Milovancev et al. 

(2016) avaliaram a citologia por imprint em mastocitomas e sarcomas cutâneos. 

Ambos relataram variação considerável na acurácia diagnóstica, reforçando a 

necessidade de padronização e de novos estudos com delineamento robusto. 

Além das limitações técnicas, como a formação de artefatos durante o 

congelamento, a menor definição morfológica e o tempo restrito para análise, há 

também a dificuldade de diferenciar mastócitos neoplásicos de mastócitos 

inflamatórios ou residentes da derme. Essa semelhança pode comprometer a acurácia 

da avaliação rápida de margens (Sridharan; Shankar, 2012; Foster et al., 2020). Nesse 

cenário, a padronização de critérios diagnósticos intraoperatórios é essencial para 

reduzir a variabilidade entre observadores e proporcionar maior segurança na tomada 
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de decisão cirúrgica, beneficiando diretamente o prognóstico dos pacientes (Horta et 

al., 2018; De Nardi et al., 2022). 

 

1.1 HIPÓTESE   

Considerando que o presente estudo avaliou diferentes combinações de 

técnicas diagnósticas rápidas, citologia por imprint e histopatologia por congelamento, 

associadas a duas colorações (panótico rápido e azul de toluidina), foi formulada a 

seguinte hipótese: 

H₀ (hipótese nula): Nenhuma das técnicas rápidas avaliadas, independentemente da 

coloração utilizada, apresenta desempenho diagnóstico semelhante ao da 

histopatologia convencional na avaliação de margens cirúrgicas em cães com 

mastocitoma cutâneo. 

H₁ (hipótese alternativa): Ao menos uma das técnicas rápidas avaliadas apresenta 

desempenho diagnóstico semelhante ao da histopatologia convencional na avaliação 

de margens cirúrgicas em cães com mastocitoma cutâneo. 

1.2 OBJETIVOS 

 

1.2.1 Objetivo Geral  

 

Verificar a eficiência das técnicas transoperatórias de citologia por imprint e 

análise histopatológica de fragmentos por congelamento perante à técnica de 

histopatologia convencional na avaliação de margens cirúrgicas de pacientes caninos 

acometidos por mastocitoma cutâneo. 

 

1.2.2 Objetivos Específicos  

 

a) Avaliar a sensibilidade, especificidade, acurácia, valor preditivo positivo 

(VPP) e valor preditivo negativo (VPN) da técnica de citologia por imprint 

na avaliação de margens cirúrgicas de mastocitoma cutâneo, em 

comparação com a histopatologia convencional. 
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b) Avaliar a sensibilidade, especificidade, acurácia, VPP e VPN da técnica de 

histopatologia por congelamento na avaliação de margens cirúrgicas de 

mastocitoma cutâneo, em comparação com a histopatologia convencional. 

c) Avaliar o desempenho diagnóstico das colorações de hematoxilina e 

eosina/panótico rápido e azul de toluidina aplicadas às diferentes técnicas, 

identificando sua influência na sensibilidade, especificidade, valor preditivo 

positivo, valor preditivo negativo e acurácia dos métodos testados. 

 

1.3 JUSTIFICATIVA 

 

O mastocitoma cutâneo (MCT) é a neoplasia maligna de pele mais comum em 

cães. A cirurgia é a principal modalidade terapêutica e pode ter caráter curativo (De 

Nardi et al., 2022; Oliveira et al., 2020). Nesse cenário, a avaliação das margens 

cirúrgicas é fundamental, pois margens livres estão associadas a menor risco de 

recidiva local e melhor prognóstico (Ozaki et al., 2007; Horta et al., 2018). 

A definição intraoperatória do status das margens representa um desafio na 

rotina oncológica veterinária. Técnicas rápidas de avaliação, como a histopatologia 

por congelação e a citologia por imprint, podem oferecer informações imediatas ao 

cirurgião, orientando a ampliação das margens quando necessário e aumentando as 

chances de controle local da doença (Jaafar, 2006; Tamanuki et al., 2021). 

Apesar do grande número de publicações sobre o MCT, sua abordagem 

diagnóstica e terapêutica continua desafiadora. A ampla variabilidade de 

apresentação clínica e o comportamento biológico heterogêneo dificultam a 

previsibilidade da evolução da doença (Horta et al., 2018; De Nardi et al., 2022). Isso 

torna ainda mais relevante a padronização de métodos rápidos que auxiliem na 

avaliação das margens cirúrgicas. 

Na medicina humana, a histopatologia por congelação já é consolidada. 

Estudos em carcinomas cutâneos mostraram acurácia de 97,7% quando comparada 

ao exame convencional em parafina (Castley et al., 2013). Outro trabalho demonstrou 

que, em 29% dos casos de neoplasias cutâneas não melanocíticas, a ressecção 

completa foi obtida apenas graças ao uso da técnica no transoperatório (Nimazoglu 

et al., 2016). A citologia por imprint também é utilizada para avaliação de linfonodos 

em câncer de mama, com sensibilidade próxima a 85% (Pétursson et al., 2018). Esses 

resultados comprovam o impacto clínico das técnicas rápidas no sucesso terapêutico. 



16 

Na medicina veterinária, entretanto, os estudos ainda são limitados. Whitehair 

et al. (1993) relataram a utilização da congelação em cães, enquanto Milovancev et 

al. (2016) avaliaram a citologia por imprint em mastocitomas e sarcomas cutâneos. 

Ambos confirmaram a viabilidade dos métodos, mas também evidenciaram variação 

importante na acurácia. Esses achados reforçam a necessidade de novas pesquisas 

que validem e padronizem métodos rápidos para uso intraoperatório em oncologia 

veterinária, especialmente em tumores de células redondas como o mastocitoma 

cutâneo 

 

2 REVISÃO DE LITERATURA  

 

2.1 ONCOLOGIA VETERINÁRIA E NEOPLASIAS CUTÂNEAS 

 

O número de cães em residências no Brasil tem crescido de forma significativa nos 

últimos anos. De acordo com um estudo divulgado pelo instituto Datafolha em 

novembro de 2023, 61% da população brasileira, com mais de 16 anos, possui pelo 

menos um animal de estimação, o que equivale a mais de 30 milhões de lares com 

um pet. Dentre esses animais, 48% são cães. 

O aumento da população canina, associado a aumento da expectativa de vida dos 

animais, resulta em uma maior frequência no diagnóstico de diversas enfermidades, 

incluindo doenças oncológicas (Rafalko et al., 2023). Um estudo que avaliou as 

principais causas de morte em uma população de mais de 70.000 cães, identificou 

enfermidades oncológicas e distúrbios neurológicos como as principais causas de 

óbito em animais adultos (Flemig et al., 2011).  

Dentro deste cenário de crescente incidência oncológica, destaca-se a alta 

frequência das neoplasias cutâneas, que representam parcela expressiva das 

afecções tumorais diagnosticadas na espécie canina. Um estudo retrospectivo que 

avaliou a incidência de câncer em uma população superior a 100 mil animais, 

identificou que a pele foi o sítio anatômico mais frequentemente acometido, 

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

 

Entre as neoplasias cutâneas em cães, o mastocitoma cutâneo (MCT) é uma 

das mais prevalentes, com incidência que pode superar 20% dos tumores de pele (De 

Nardi et al., 2002; Meirelles et al., 2010; De Nardi et al., 2022). Sua apresentação 

clínica é variável, o que torna o manejo diagnóstico e terapêutico complexo (De Nardi 

et al., 2022). 

A etiologia do MCT não é completamente esclarecida. Processos inflamatórios 

crônicos, exposição a agentes irritativos e mutações no gene c-KIT, que codifica o 

receptor de tirosina quinase, já foram associados ao desenvolvimento da doença 

(London et al., 1999; Turin et al., 2006; Vail et al., 2013). Algumas raças apresentam 

maior predisposição, como Boxer, Labrador Retriever, American Staffordshire e 

Golden Retriever (Smiech et al., 2019). 

Macroscopicamente, os tumores não seguem um padrão único. Podem variar 

desde nódulos de superfície lisa, móveis e não ulcerados, até lesões irregulares, 

eritematosas, ulceradas e com sinais de degranulação mastocitária (Murphy et al., 

2006). A localização também influencia no prognóstico: lesões no plano nasal e na 

bolsa escrotal estão frequentemente relacionadas a piores desfechos (Horta et al., 

2018). 

O comportamento biológico do MCT é heterogêneo e está associado ao grau 

histológico. O sistema de Patnaik et al. (1984) classifica os tumores em graus I, II e 

III, 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 

metástase, enquanto os de baixo grau tendem a ter evolução clínica mais favorável. 

Os sinais clínicos sistêmicos estão relacionados à degranulação mastocitária, 

que pode ocorrer de forma espontânea ou durante a manipulação do tumor. A 

liberação de mediadores como histamina, heparina e proteases pode causar eritema, 

edema e formação de pápulas próximas à lesão, além de manifestações sistêmicas 

como vômito, diarreia, hipotensão e até colapso circulatório (Thamm; Vail, 2007; 

Daleck; De Nardi, 2016; De Nardi et al., 2022). 

O diagnóstico inicial geralmente é feito por citopatologia, técnica que apresenta 

sensibilidade superior a 90% para detecção de MCT (Baker-Gabby et al., 2003; 

Blackwood et al., 2012). Além disso, pode auxiliar na graduação 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 comparação à histopatologia. Apesar disso, a histopatologia 

convencional continua sendo indispensável, pois permite avaliar graduação tumoral, 

infiltração em tecidos profundos, invasão angiolinfática e status das margens 

cirúrgicas, dados fundamentais para a conduta clínica (De Nardi et al., 2022). 

A imuno-histoquímica também é utilizada no estadiamento. O Ki-67, marcador 

de proliferação celular, quando positivo em ≥ 23 células em 5 campos de grande 

aumento (HPF), está associado a pior prognóstico (Kiupel et al., 2004). Já o c-KIT 

apresenta três padrões de expressão: membranoso (KIT 1), citoplasmático focal (KIT 

2) e citoplasmático difuso (KIT 3). Os padrões KIT 2 e KIT 3 indicam evolução clínica 

mais agressiva (Turin et al., 2006; Webster et al., 2007). 

Diversos fatores prognósticos negativos foram descritos, incluindo: graduação 

histológica III (Patnaik et al., 1984) ou alto grau (Kiupel et al., 2011), nódulos maiores 

que 3 cm (Hahn et al., 2004), margens cirúrgicas comprometidas (Ozaki et al., 2007), 

presença de ≥ 7 mitoses em 10 HPF (Elston et al., 2009) e ocorrência de recidiva local 

ou metástases linfáticas e sistêmicas (Horta et al., 2018). 

A excisão cirúrgica permanece como tratamento de escolha para a maioria dos 

pacientes (Oliveira et al., 2020). Em casos específicos, terapias complementares 

podem ser necessárias. A eletroquimioterapia (EQT) é indicada para tumores < 3 cm 

não ressecáveis, em leito cirúrgico quando margens adequadas não são 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 não 

passíveis de ressecção completa, como terapia adjuvante em margens 

comprometidas, em protocolos de citorredução pré-operatória ou em abordagem 

paliativa para redução tumoral e controle da dor (Manson et al., 2021). 

A quimioterapia sistêmica é recomendada para pacientes com alto risco de 

metástase. Estudos demonstraram benefícios 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 evidências, 

reforçando a importância da quimioterapia em tumores de alto grau, recidivantes ou 

com risco elevado de disseminação. 

Dada a grande variabilidade clínica e biológica do MCT, cada paciente deve ser 

avaliado individualmente, considerando fatores clínicos, histopatológicos e 
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moleculares, bem como o contexto do animal, para a definição da conduta terapêutica 

mais adequada (Oliveira et al., 2020). 

 

2.3 CIRURGIA ONCOLÓGICA E MARGENS CIRÚRGICAS  

 

Os procedimentos cirúrgicos fazem parte da grande maioria dos protocolos de 

tratamento para tumores sólidos. Em muitos casos, especialmente em estágios 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 

alcançado, é fundamental obter margens cirúrgicas livres, pois o comprometimento 

marginal está diretamente associado ao risco de recidiva local (Simpson et al., 2004; 

Weisse et al., 2002). 

No caso do mastocitoma cutâneo canino (MCT), a avaliação das margens 

cirúrgicas é amplamente discutida na literatura, ainda sem consenso definitivo. 

Diversas classificações foram propostas ao longo dos anos, tanto para análise 

macroscópica quanto microscópica, 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 macroscópico, diferentes estratégias são descritas. Uma 

abordagem conservadora recomenda margens laterais proporcionais ao maior 

diâmetro do nódulo para tumores com menos de 4 cm, associadas à inclusão de uma 

fáscia muscular como margem profunda. Para lesões 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 graduação histológica como base para o 

planejamento, propondo margens de 2 cm para MCTs de grau I e II e de 4 cm para 

tumores de grau III (Withrow et al., 2013; Pratschke et al., 2013). Em busca de 

uniformidade, o II Consenso Brasileiro de Mastocitoma em Cães recomenda margens 

laterais de 3 cm e pelo menos uma fáscia muscular em profundidade para garantir 

maior controle local da doença (De Nardi et al., 2022). 

Na análise microscópica, também há múltiplos critérios. Uma classificação 

frequente divide as margens em comprometidas, quando células neoplásicas estão 

na borda do fragmento; exíguas, quando essas células estão a menos de 3 a 5 mm 

da margem; e livres, quando não 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 classificação R, amplamente 

empregada na oncologia humana, define R0 como margens livres (macro e 

microscopicamente), R1 como comprometimento microscópico e R2 como 

comprometimento macroscópico (Tunn et al., 2009). 

Um desafio adicional para o patologista é a diferenciação entre mastócitos 

neoplásicos e mastócitos inflamatórios ou residentes da derme, o que pode gerar 

dificuldade na definição objetiva do status marginal e contribuir para a variabilidade 

entre observadores (De Nardi et al., 2022). 

Muito além de tentar estabelecer uma distância fixa para considerar uma margem 

cirúrgica como adequada em pacientes com MCT, estudos recentes têm buscado 

compreender o real impacto do status de margem sobre as taxas de recidiva local. A 

simples presença de células neoplásicas na borda do fragmento cirúrgico nem sempre 

reflete a probabilidade de recorrência clínica, sobretudo quando desconsiderados 

outros fatores relacionados ao tumor e ao paciente (Donnelly et al., 2013; Karbe et al., 

2021). Esse cenário reforça que, embora o status de margem seja um parâmetro 

fundamental, ele deve ser interpretado em conjunto com variáveis biológicas e clínicas 

para uma melhor definição prognóstica. 

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 fáscia muscular em profundidade. 

Apesar de todos os pacientes apresentarem margens histológicas livres ou exíguas, 

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 influência 

prognóstica maior do que a simples medida das margens. 

Em situações em que o exame histopatológico indica comprometimento marginal, 

a ampliação cirúrgica pode ser recomendada. Karbe et al. (2021) relataram que, em 

85 pacientes submetidos à reexcisão da cicatriz, 27% apresentaram mastócitos 

residuais na nova amostra. No entanto, essa positividade não se correlacionou 

diretamente com recidiva clínica, sugerindo que o status marginal, embora relevante, 

não deve ser analisado isoladamente. Esse conjunto de evidências sustenta a 

necessidade de métodos diagnósticos mais precisos e padronizados para avaliação 

intraoperatória, capazes de integrar os achados histológicos às características 

biológicas do tumor e do paciente. 
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De fato, a associação de diversos fatores prognósticos é essencial no 

planejamento terapêutico de pacientes com MCT. A graduação histológica, índice 

mitótico, localização anatômica, características macroscópicas da lesão, presença de 

mutações no gene c-KIT, comorbidades do paciente e resposta inflamatória local são 

variáveis que impactam diretamente na definição das margens cirúrgicas 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 MÉTODOS DIAGNÓSTICOS 

PARA DEFINIÇÃO DO STATUS DE MARGEM 

 

   A avaliação do status das margens cirúrgicas é etapa crítica no manejo do 

mastocitoma cutâneo canino (MCT), pois orienta a necessidade de tratamentos 

adicionais e influencia diretamente o prognóstico (Horta et al., 2018; De Nardi et al., 

2022). Nesta seção são descritos os métodos empregados para essa avaliação, com 

foco na histopatologia convencional, considerada o padrão-ouro, e em técnicas 

rápidas como a histopatologia por congelamento e a citologia por imprint, que buscam 

fornecer informações transoperatórias ao cirurgião (Jaafar, 2006; Whitehair et al. , 

1993; Milovancev et al., 2016). A análise comparativa entre esses métodos é o objetivo 

central deste estudo. 

 

2.4.1 Histopatologia convencional: fixação em formalina 10% e conservação 

em bloco de parafina 

 

A histopatologia com fixação em formalina 10% e inclusão em parafina é 

amplamente reconhecida como o padrão-ouro na avaliação de margens cirúrgicas 

(Jaafar, 2006; Horta et al., 2018). O método permite análise detalhada da arquitetura 

tecidual, graduação histológica, invasão angiolinfática e comprometimento marginal, 

fornecendo subsídios robustos para decisões terapêuticas. 

Entretanto, trata-se de uma técnica demorada, que inviabiliza a tomada de decisão 

durante o transoperatório. Essa limitação abre espaço para métodos rápidos, capazes 

de auxiliar o cirurgião na definição da dose cirúrgica em tempo real. 
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2.4.2 Histopatologia transoperatória por congelamento 

 

A histopatologia por congelamento é uma técnica consolidada na medicina humana, 

sendo empregada para avaliação intraoperatória de margens em diferentes 

neoplasias, como câncer de mama e tumores cutâneos não melanocíticos (Castley et 

al., 2013; Nimazoglu et al., 2016). Apresenta alta acurácia quando comparada à 

análise convencional, além de permitir a ampliação imediata da ressecção quando 

necessário. 

Na medicina veterinária, embora ainda pouco explorada, alguns estudos já 

investigaram sua aplicabilidade. Whitehair et al. (1993) avaliaram o método em cães 

e relataram viabilidade, mas com variação na acurácia. De forma semelhante, Horta 

et al. (2018) reforçam que a padronização ainda é necessária para sua incorporação 

sistemática na rotina. Essas evidências demonstram o potencial da técnica como 

ferramenta complementar, cuja performance necessita de validação em estudos 

experimentais como o presente. 

  

2.4.3 Avaliação citopatológica transoperatória 

 

A citologia por imprint é um método rápido, de baixo custo e fácil execução, que 

permite a avaliação celular de fragmentos de margem cirúrgica durante o 

transoperatório. Na medicina humana, é utilizada principalmente na avaliação de 

linfonodos sentinela em câncer de mama, com sensibilidade de até 85% (Pétursson 

et al., 2018). 

Em cães, Milovancev et al. (2016) investigaram a técnica em mastocitomas e 

sarcomas cutâneos, evidenciando resultados promissores, mas com variações de 

sensibilidade e especificidade. Apesar das limitações, o método pode auxiliar na 

decisão cirúrgica, especialmente em serviços com restrição de acesso à 

histopatologia por congelamento. 
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2.4.4 Colorações para citologia e histologia  

 

A escolha da coloração influencia diretamente a qualidade da avaliação 

microscópica, especialmente na interpretação de mastócitos em amostras de margem 

cirúrgica. O hematoxilina-eosina (HE) permanece como referência para análise 

histopatológica detalhada, permitindo avaliação da arquitetura tecidual e das 

características nucleares (Prophet et al., 1992). Já o Panótico Rápido e o azul de 

toluidina se destacam pela agilidade e pela capacidade de evidenciar granulações 

citoplasmáticas, recursos particularmente úteis em contextos que demandam 

respostas imediatas (Bancroft; Gamble, 2008; Horta et al., 2018). Dessa forma, 

compreender as aplicações e limitações dessas técnicas é essencial para aprimorar 

a definição do status de margens e auxiliar na tomada de decisão cirúrgica. 

 

2.4.4.1 Coloração de Panótico Rápido  

 

A coloração de panóptico rápido (PR) é uma variação da coloração 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 à necessidade de uma técnica laboratorial mais 

rápida e prática. Seu processo utiliza uma combinação de três elementos: um fixador 

(metanol), um corante basofílico (azul de metileno/azure B) e um corante acidofílico 

(eosina Y ou B). As lâminas são imersas em cada solução por aproximadamente 10 

segundos, completando todo o processo de coloração em menos de um minuto (Krafts 

e Pambuccian, 2011).  

Apesar de sua rapidez e praticidade, sendo amplamente utilizada na rotina 

citopatológica e hematológica, a coloração de PR apresenta limitações, 

principalmente na definição de detalhes de estruturas nucleares e na diferenciação de 

alguns tipos celulares específicos em análises histológicas (Krafts e Pambuccian, 

2011).  
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2.4.4.2 Coloração Azul de Toluidina  

 

O azul de toluidina (AT) é um corante metacromático pertencente à família 

das tiazinas, utilizado tanto in vivo quanto em avaliações citológicas e 

histopatológicas. O corante AT foi descoberto por William Henry Perking em 1856, 

incialmente utilizado em processos industriais. Após a introdução das técnicas de 

coloração 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 é a capacidade de um corante tecidual alterar sua coloração 

original ao entrar em contato com determinadas estruturas. No caso do AT ao entrar 

em contato com RNA e DNA assume coloração azul, enquanto ao entrar em contato 

com mastócitos, pode assumir tonalidade voltadas à púrpura e roxo (Sridharan e 

Shankar, 2012). 

A alteração da coloração original, azul, para tonalidades púrpuras ao interagir 

com mastócitos, se dá, pois, essas células contêm substâncias como heparina e 

histamina, componentes celulares ricos em grupos sulfato, quando o AT se liga a esse 

componente altera sua coloração (Sridharan e Shankar, 2012). 

Por essas características o AT é amplamente utilizado na oncologia 

veterinária para o diagnóstico do mastocitoma cutâneo canino. Além disso, por ser um 

método simples e rápido, com tempo médio de coloração de 20 segundos, também é 

utilizado em técnicas de avaliação patológica transoperatória auxiliando na 

delimitação de margens tumorais e diagnóstico intraoperatório (Sridharan e Shankar, 

2012).   

 

2.4.4.3 Coloração de Hematoxilina e Eosina  

 

A hematoxilina é um corante derivado da árvore Haematoxylum 

campechianum, nativa da América Central. Há relatos de que seus extratos eram 

utilizados por maias e astecas para o tingimento de tecidos e com propósitos 

medicinais. No século XVI, com a colonização espanhola, essa tintura foi levada a 

Europa, onde disseminou-se e foi muito valorizada (Hidalgo e Oviedo, 2019).   

Seu uso na patologia teve início após a introdução dos corantes sintéticos 

feita por Paul Ehrlich, no final do século XIX. A combinação com a Eosina, um corante 
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ácido, foi uma etapa crucial para que essa combinação se consolidasse como o 

método mais utilizado na histopatologia até os dias de hoje (Hidalgo e Oviedo, 2019).   

Cada uma das duas colorações possui afinidade por estruturas distintas. 

Estruturas como retículo endoplasmático rugoso, núcleo e ribossomos se relacionam 

a hematoxilina, se corando em tons de azul e roxo. Por sua vez, citoplasma rico em 

proteínas, fibras musculares e mitocôndria tem maior afinidade pela eosina, sendo 

marcadas por tons da cor rosa e vermelha. Existem ainda algumas células conhecidas 

como anfofílicas, que tem atração por ambos corantes, possuindo coloração roxa 

intermediária, como exemplo podemos citar os miofibroblastos, plasmócitos e 

algumas células tumorais (Chan, 2014).  

Apesar de simples, a técnica de coloração HE possui mais etapas que as 

técnicas anteriormente descritas, levando mais tempo para ser executada. Esse fato 

implica em limitações de sua utilização durante o período transoperatório, sendo 

normalmente utilizada para a confirmação dos diagnósticos gerados pelo patologista 

durante a cirurgia (Hidalgo e Oviedo, 2019). 

 

3 MATERIAL E MÉTODOS  

 

O presente estudo foi desenvolvido na Universidade Federal de Santa 

Catarina (UFSC), campus de Curitibanos. A execução do projeto contou com a 

colaboração dos serviços de Clínica Cirúrgica de Pequenos Animais, Laboratório de 

Patologia Veterinária (LABOPAVE) e Laboratório de Análises Clínicas Veterinárias 

(LAClin) da instituição.  

A pesquisa foi conduzida em conformidade com os princípios de bem estar 

animal e aprovada pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da 

Universidade Federal de Santa Catarina, sob o protocolo nº 1499220124.  

 

3.1 SELEÇÃO DE ANIMAIS 

 

Foram incluídos no estudo pacientes caninos atendidos pelo serviço de 

Clínica Cirúrgica de Pequenos Animais da UFSC, que apresentavam queixa 

relacionada a nodulações cutâneas.  

Após identificação da nodulação, foram realizados os seguintes 

procedimentos: mensuração com auxílio de paquímetro, avaliação mobilidade, 
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presença de ulceração, eritema de tecido cutâneo adjacente, dor à manipulação, 

consistência, regularidade das margens e aspecto da superfície nodular. Além disso, 

cada paciente foi submetido a uma avaliação física completa, exames laboratoriais e 

estadiamento oncológico, utilizando radiografia torácica e ultrassonografia abdominal.  

Após a avaliação macroscópica, foi realizada a coleta de material para análise 

citopatológica de triagem, por meio de punção aspirativa por agulha fina (PAAF), 

realizada tanto pela técnica de aspiração quanto pela técnica de capilaridade. Utilizou-

se agulha hipodérmica 25 mm x 7 mm, que era introduzida na nodulação com 

movimentos em leque para obtenção do material, posteriormente instilado sobre 

lâminas de microscopia para análise citopatológica.  

Foram incluídas no estudo apenas nodulações cutâneas com avaliação 

citopatológica sugestiva de mastocitoma cutâneo. A amostra final foi composta por 15 

nodulações provenientes de 11 cães. Foram excluídos os casos em que não houve 

concordância entre o diagnóstico citopatológico inicial e o resultado da avaliação 

histopatológica convencional, bem como os pacientes que, por condição clínica ou 

critérios de estadiamento oncológico, não apresentavam indicação para tratamento 

cirúrgico. 

 

3.2 PLANEJAMENTO CIRÚRGICO E COLETA DE AMOSTRAS  

 

O planejamento cirúrgico de cada paciente foi realizado de forma 

individualizada, considerando não apenas as condições clínicas gerais do animal, mas 

também as características específicas de cada nodulação, tais como tamanho e/ou 

localização anatômica (Figura 1: A).  

De maneira geral, foram adotadas margens cirúrgicas laterais de 3 cm e 

margens profundas correspondendo a uma fáscia muscular, em consonância com o II 

Consenso Brasileiro de Mastocitomas em Cães (De NARDI et al., 2022). Entretanto, 

em situações em que a viabilidade anatômica não permitiu a adoção integral dessa 

recomendação, 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 

et al., 2015) (Figura 1: B). A definição das margens levou em consideração não apenas 

a natureza presumida da lesão, mas também a viabilidade técnica da ressecção 

cirúrgica, respeitando as particularidades anatômicas e funcionais de cada região 

corporal acometida.  



27 

Após a exérese completa da nodulação, procedeu-se à identificação das 

margens laterais da peça cirúrgica, com o objetivo de orientar as posteriores 

avaliações histopatológicas. Para lesões localizadas em regiões de cabeça, pescoço, 

tronco e abdômen, as margens foram denominadas como cranial, caudal, lateral 

esquerda e lateral direita. Em contrapartida, para lesões situadas em membros 

torácicos ou pélvicos, a nomenclatura utilizada foi cranial, caudal, proximal e distal, 

respeitando a anatomia regional. 

Não foi realizada a avaliação das margens profundas, tendo em vista a 

dificuldade de padronização desse parâmetro em nível de pesquisa. Tal limitação 

decorre da variabilidade anatômica entre as diferentes regiões corporais, bem como 

da ausência de um ponto de referência único e reprodutível que permita uniformidade 

na delimitação da margem profunda. Dessa forma, optou-se por restringir a análise às 

margens laterais, garantindo maior consistência metodológica e comparabilidade 

entre os casos. 

A identificação das margens foi realizada durante o procedimento cirúrgico, 

pelo cirurgião responsável, por meio da aplicação de pontos de sutura isolados, 

obedecendo a um padrão 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 localização da nodulação 

(Figura 1: C).  
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Figura 1: Procedimentos realizados no processamento de amostras. A: mensuração 
da nodulação. B: demarcação de margens macroscópicas com caneta permanente. 
Linha vermelha: base da nodulação. Linha azul: margens macroscópicas de 2cmm 
a 3cm. C: identificação de margens com pontos de sutura. D: Identificação de 
margens cirúrgicas com tinta nanquim. Fonte: Elaboração própria.   

 

Após a ressecção cirúrgica e identificação das margens, o primeiro 

procedimento realizado consistiu na coleta de material para avaliação citopatológica 

das margens. Utilizou-se a técnica de compressão direta (imprint), na qual uma lâmina 

de microscopia é pressionada mecanicamente contra o tecido fresco, promovendo a 

transferência de células para a superfície da lâmina. Foram confeccionadas duas 

lâminas por margem lateral, totalizando oito lâminas citológicas por nodulação (Figura 

2: A).  
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Figura 2: Procedimentos realizados no processamento de amostras. A: confecção 
de lâmina de citologia por técnica de compressão direta (imprint). B: Clivagem de 
margens laterais para avaliação de fragmentos por congelamento. Fonte: Elaboração 

própria.   
 

Em seguido procedeu-se a demarcação das margens com corante nanquim, 

utilizando uma haste flexível embebida no corante, que era cuidadosamente aplicado 

ao redor da peça anatômica. Após cerca de 30 segundos, o excesso de tinta era 

removido com solução de ácido acético, preservando a delimitação das bordas (Figura 

1: D).  

Na sequência, realizou-se a clivagem das margens para avaliação 

histopatológica por congelamento. Com auxílio de uma lâmina de bisturi número 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 peça 

anatômica foi acondicionado em frasco contendo solução de formalina a 10%, para 

posterior processamento histológico convencional. 

Os fragmentos teciduais obtidos foram posicionados sobre um suporte de 

madeira (Figura 3: A) e submersos em solução criopreservadora a base de N-hexano 

por aproximadamente um minuto (Figura 3: B). Em seguida, foram envoltos em papel 

alumínio, identificados e armazenados temporariamente em um botijão de nitrogênio 

líquido (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 transcirúrgicas. 
Congelamento de fragmento tecidual com nitrogênio líquido. Fonte: Elaboração 
própria.   

 

3.3 PROCESSAMENTO E ANÁLISE DAS AMOSTRAS  

Apesar das amostras citológicas e para histopatologia por congelamento terem 

sido coletadas imediatamente após os procedimentos cirúrgicos, por questões 

logísticas, o processamento laboratorial e a leitura das lâminas não ocorreram em 

tempo real (transoperatório). A confecção e análise das lâminas foram realizadas após 

a conclusão de todas as intervenções cirúrgicas, garantindo controle e padronização 

de todos os processos. 

As amostras citológicas obtidas pela técnica de impressão direta (imprint) foram 

coradas utilizando dois métodos distintos: panótico rápido e azul de toluidina. Para 

cada peça cirúrgica subdividida em quatro margens, foram confeccionadas duas 

lâminas por margem, sendo uma corada com panótico rápido e outra com azul de 

toluidina, totalizando oito lâminas citológicas por nódulo. 

Na coloração com panótico rápido, as lâminas foram imersas sequencialmente 

em três soluções, com função fixadora (metanol), corante basofílico (azul de metileno) 
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e corante eosinofílico (eosina), segundo metodologia descrita por Krafts e Pambuccian 

(2011). Já a coloração com azul de toluidina foi realizada conforme Sridharan e 

Shankar (2012), visando evidenciar os grânulos metacromáticos característicos dos 

mastócitos. 

Para a histopatologia por congelamento, os fragmentos foram fixados em 

suporte de madeira com cola branca, congelados com jato de nitrogênio (Figura 4: A) 

e submetidos à microtomia, obtendo-se cortes histológicos entre 7 e 10 µm de 

espessura (Figura 4: B) (Jaafar, 2006; Scouten; Cunningham, 2006; Tamanuki et al., 

2021). As secções foram transferidas para água destilada, recolhidas com lâminas de 

microscopia e coradas pelos mesmos protocolos empregados na citologia por imprint 

(Figura 4: C e D). Ao final, cada peça originou oito lâminas histológicas provenientes 

da técnica de congelamento (Tabela 1).  

 
Tabela 1: Número total de lâminas confeccionadas por nódulo considerando a 
técnica de processamento e a coloração utilizada.  

Método Margens 
Analisadas 

 Lâminas 
por 

Margem 

Tipo de 
Coloração 

Total de 
Lâminas 

Citopatologia 
(Imprint) 

4  2 Panótico 
Rápido + 
Azul de 

Toluidina 
 

8 

Congelamento 4  2 Panótico 
Rápido + 
Azul de 

Toluidina 
 

8 

Histopatologia 
Convencional 

4  2 HE + Azul 
de Toluidina 

 

8 

Total por 
Nódulo 

-  - - 24 

Cada nódulo submetido ao estudo originou um total de 24 lâminas, 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 cirúrgicas, com duas lâminas por margem, 
submetidas a diferentes métodos de coloração (panótico rápido, azul de toluidina e hematoxilina e 
eosina).  Fonte: Elaboração própria.   
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.  

 

Figura 4: Procedimentos realizados no processamento de amostras. Confecção de 
lâminas por congelamento. Fonte: Elaboração própria.   

 

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 desidratação em álcoois 

graduados, diafanização em xilol e inclusão em parafina. Os blocos foram submetidos 

à microtomia rotativa, com cortes de 4 a 5 µm, posteriormente corados por 

Hematoxilina e Eosina (Chan, 2014) e também por azul de toluidina (Sridharan; 

Shankar, 2012). 

As amostras foram avaliadas em microscópio óptico, e as margens cirúrgicas 

foram classificadas em livres ou comprometidas, considerando comprometidas 

aquelas em que mastócitos isolados ou em agrupamentos (clusters) foram 

observados a menos de 3 mm da borda da lesão (Figura: 5). 

O diagnóstico definitivo dos mastocitomas e a graduação histológica foram realizados 

com base no sistema de dois níveis (alto e baixo grau) proposto por Kiupel et al. 

(2011), em razão de sua maior reprodutibilidade e menor subjetividade. A 
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classificação de Patnaik et al. (1984), embora histórica, não foi utilizada neste estudo 

por apresentar elevada variabilidade interobservador e dificuldades de padronização 

entre patologistas, limitações já destacadas em trabalhos recentes. 

As análises citológicas foram processadas e interpretadas pelo Laboratório de 

Análises Clínicas da UFSC. A técnica de histopatologia por congelamento foi realizada 

por um único patologista, o professor Adriano Tony Ramos (UFSC), garantindo 

uniformidade na interpretação. Já a avaliação histopatológica convencional foi 

conduzida pelo Laboratório de Patologia Veterinária da UFSC (LABOPAVE), 

envolvendo a rotina diagnóstica institucional. 

Os dados obtidos nas três técnicas (citologia por imprint, histopatologia por 

congelamento e histopatologia convencional) foram organizados em planilhas e 

posteriormente submetidos à análise estatística. A histopatologia convencional foi 

considerada o padrão-ouro para comparação dos resultados. 

   

 

Figura 5: Avaliação microscópica de lâmina histológica transcirúrgica por 
congelamento com lente objetiva de 40x. Coloração Azul de Toluidina. Seta 
vermelha indica mastócitos infiltrados em margem. O “X” branco indica delimitação 
de margem por tintura de nanquim. Fonte: Elaboração própria.   

 

3.4 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

A análise estatística foi conduzida considerando a histopatologia convencional 

como método de referência (padrão-ouro), com o objetivo de avaliar o desempenho 

diagnóstico das técnicas de citologia por imprint e histopatologia por congelamento na 

definição do status de margens cirúrgicas em mastocitoma cutâneo canino. 
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Inicialmente, foram calculadas as medidas de desempenho diagnóstico: 

sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo negativo 

(VPN) e acurácia. Essas métricas permitiram quantificar a capacidade das técnicas 

avaliadas em identificar corretamente margens cirúrgicas comprometidas e livres, 

possibilitando a comparação direta com o padrão-ouro (Rogers et al., 2020; Lorant et 

al., 2022). 

A sensibilidade foi definida como a proporção de margens verdadeiramente 

comprometidas corretamente identificadas pelas técnicas avaliadas (Brink, 2021), 

enquanto a especificidade correspondeu à proporção 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 acurácia representou a proporção total de 

classificações corretas em relação ao total de observações (Wang et al., 2022; Lorant 

et al., 2022). 

As técnicas foram analisadas sob duas abordagens distintas. Na primeira, 

denominada avaliação individualizada (PR_A e AT_A), cada margem cirúrgica lateral 

foi considerada separadamente, de modo que o resultado diagnóstico refletia a 

condição específica 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 

presença de mastócitos. Assim, mesmo que apenas uma margem estivesse 

comprometida, todo o caso era classificado como positivo. Essa estratégia buscou 

simular um cenário clínico real, no qual a detecção de qualquer margem 

comprometida já influencia a conduta cirúrgica. Por consequência, a abordagem 

composta tende a apresentar maior sensibilidade na identificação de casos positivos, 

ainda que à custa de uma possível redução da especificidade. 

Para verificar a existência de associação estatística entre os métodos testados 

e o padrão-ouro, aplicou-se o teste do qui-quadrado (χ²), apropriado para a natureza 

não paramétrica das variáveis, com nível de significância de 5% (p < 0,05) (Chen et 

al., 2023). 

Adicionalmente, foram realizadas regressões logísticas com o objetivo de 

verificar a associação entre os resultados das técnicas avaliadas e as do padrão-ouro. 

Os modelos incluíram como variáveis independentes os procedimentos de imprint e 

congelamento associados aos corantes hematoxilina-eosina/Panótico Rápido (PR) e 
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azul de toluidina (AT), sendo a presença de margem comprometida (segundo a 

histopatologia convencional) considerada como variável dependente binária (Zhang et 

al., 2023). 

Todas as análises foram realizadas com o software R (R Core Team, 2025), 

que oferece ampla gama de funções para testes de hipótese e modelagens de 

regressão aplicados à análise de dados diagnósticos. 

 

4 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

O presente estudo avaliou o desempenho de diferentes métodos diagnósticos 

aplicáveis no contexto transoperatório para definição do status de margens cirúrgicas 

em MCT, comparando-os com a histopatologia convencional (padrão-ouro). As 

técnicas avaliadas incluíram a citologia por imprint e a avaliação histopatológica de 

fragmentos por congelamento, ambas submetidas a duas opções de coloração: 

Panótico Rápido (PR) e azul de toluidina (AT). A análise estatística contemplou as 

principais métricas de desempenho diagnóstico: sensibilidade, especificidade, valor 

preditivo positivo (VPP), valor preditivo negativo (VPN) e acurácia. Além disso, foram 

aplicados modelos de regressão logística com caráter exploratório, buscando avaliar 

a associação entre os resultados das técnicas rápidas e o diagnóstico definitivo, de 

modo a estimar sua aplicabilidade clínica 

A Tabela 2 apresenta os resultados obtidos. O congelamento associado ao azul 

de toluidina na abordagem consolidada (AT_B) alcançou 100% em todas as métricas 

(sensibilidade, especificidade, VPP, VPN e acurácia), sendo o método de melhor 

desempenho. No imprint, tanto com panótico rápido (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%). Já na análise individualizada, observou-se 

desempenho mais variável: o congelamento com azul de toluidina (AT_A) apresentou 

sensibilidade de 93,0% e acurácia de 73,3%, enquanto o congelamento com panótico 

rápido (PR_A) mostrou sensibilidade de 76,2% e acurácia de 61,7%. Esses resultados 

reforçam o potencial do azul de toluidina em maximizar a sensibilidade, embora a 

baixa especificidade limite a interpretação dos achados. 
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Tabela 2: Sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (PPV), valor preditivo 
negativo (NPV) e acurácia das técnicas avaliadas para definição de margens 
cirúrgicas em mastocitomas cutâneos caninos. 

Técnica Procedimento 
n Sensibilidade 

(%) 
Especificidade 

(%) 
VPP 
(%) 

VPN 
(%) 

Acurácia 
(%) 

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: avaliação 
individual de cada margem cirúrgica lateral; _B: abordagem composta em caso de qualquer uma das 

margens avaliadas nele apresentasse comprometimento. n: número de observações utilizadas por 
técnica. Para PR_A e AT_A, cada uma das 4 margens laterais de 15 nódulos foi considerada (n=60). 
Para PR_B e AT_B, utilizou-se abordagem composta por nódulo (n=15). Fonte: Elaboração própria.   
 

Observou-se que a aplicação da abordagem consolidada de análise 

(abordagem B), na qual qualquer margem positiva culminava na classificação global 

do paciente como positivo, resultou em aumento da sensibilidade para todas as 

técnicas avaliadas. Contudo, a especificidade se manteve reduzida em diversas 

combinações, como no imprint com PR_B (14,3%) e no imprint com AT_B (14,3%). 

Na avaliação por congelamento individualizado, o desempenho variou de 

acordo com a coloração. A associação com azul de toluidina (AT_A) apresentou 

sensibilidade de 93,0%, especificidade de 23,5%, VPP de 75,5% e VPN de 57,1%. Já 

o congelamento com panótico rápido (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 visualização de mastócitos, mesmo em 

cortes de qualidade técnica limitada. 

De modo geral, a associação entre a técnica de congelamento e o azul de 

toluidina mostrou maior consistência diagnóstica, enquanto o panótico rápido 

apresentou desempenho inferior, tanto no imprint quanto no congelamento. 

Cabe ressaltar que a baixa especificidade observada não decorreu de 

diferenças de amostragem entre as técnicas, mas da própria estrutura da amostra. 

Como todas as margens foram classificadas como comprometidas pela histopatologia 

convencional, não houve casos verdadeiramente negativos. A ausência de negativos 
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inviabilizou a aferição real da especificidade, resultando em valores matematicamente 

baixos (Pepe et al., 2003; Lorant et al., 2022). 

Os modelos de regressão logística não atingiram significância estatística em 

nenhum dos cenários testados (p > 0,05). A única tendência parcial foi observada no 

congelamento associado ao azul de toluidina na avaliação individualizada (AT_A), 

com p = 0,0881, sugerindo possível associação com o padrão-ouro. No entanto, o 

baixo número amostral e a elevada proporção de margens positivas comprometeram 

a estabilidade dos coeficientes e aumentaram os erros padrão. Assim, a regressão 

teve caráter apenas exploratório, não confirmatório. 

Além da avaliação estatística, é importante considerar os aspectos biológicos 

e técnicos envolvidos. O azul de toluidina se mostrou mais sensível pela sua afinidade 

com grânulos mastocitários ricos em heparina e histamina, promovendo coloração 

metacromática característica (Sridharan e Shankar, 2012; Chandra et al., 2022). Já o 

panótico rápido, apesar de amplamente utilizado na rotina citológica, apresentou 

contraste menos eficiente nos cortes de congelamento, dificultando a diferenciação 

precisa dos mastócitos. 

No entanto, tanto na citologia por imprint quanto no congelamento, persiste o 

desafio diagnóstico de distinguir mastócitos neoplásicos de mastócitos inflamatórios 

ou comensais, presentes na derme. Essa limitação, amplamente discutida por 

Milovancev et al. (2016), Whitehair et al. (1993) e no II Consenso Brasileiro de 

Mastocitoma (De Nardi et al., 2022), pode explicar parte da redução de especificidade 

encontrada. 

Na avaliação histopatológica convencional, não foram observadas margens 

livres em nenhum dos grupos, independentemente do tamanho tumoral ou do grau 

histológico. Esse achado pode estar relacionado ao padrão infiltrativo microscópico 

do mastocitoma e à dificuldade em distinguir mastócitos neoplásicos de inflamatórios, 

levando a uma superestimação do comprometimento marginal. Não se pode 

descartar, contudo, a influência de fatores técnicos do ato cirúrgico, como a dificuldade 

em obter margens amplas em determinadas regiões anatômicas. 

Ainda assim, a presença de margens histologicamente comprometidas não 

implica, de forma proporcional, maior risco de recidiva clínica. Estudos anteriores já 

demonstraram que a recorrência depende de múltiplos fatores além do status de 

margem, incluindo grau histológico, localização anatômica, índice mitótico e 

expressão de c-KIT e Ki-67 (Horta et al., 2018; Ozaki et al., 2007; Kiupel et al., 2011). 
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Tabela 3: Regressão logística para as técnicas AT. 

Técnica Procedimento 
n Intercepto 

(β₀) 
Coef. (β₁) EP(β₁) z(β₁) p-valor 

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: avaliação individual de cada margem cirúrgica lateral; _B: 

abordagem composta em caso de qualquer uma das margens avaliadas nele apresentasse 
comprometimento. n: número de observações utilizadas por técnica. Para PR_A e AT_A, cada uma 
das 4 margens laterais de 15 nódulos foi considerada (n=60). Para PR_B e AT_B, utilizou-se 
abordagem composta por nódulo (n=15). Fonte: Elaboração própria.   

 
Tabela 4: Regressão logística para as técnicas PR. 

Técnica Procedimento 
n Intercepto 

(β₀) 
Coef. 
(β₁) 

EP(β₁) z(β₁) 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 
-

0,003 
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: avaliação individual de cada margem cirúrgica lateral; 

_B: abordagem composta em caso de qualquer uma das margens avaliadas nele apresentasse 
comprometimento. n: número de observações utilizadas por técnica. Para PR_A e AT_A, cada uma 

das 4 margens laterais de 15 nódulos foi considerada (n=60). Para PR_B e AT_B, utilizou-se 
abordagem composta por nódulo (n=15). Fonte: Elaboração própria.   

Embora todas as técnicas avaliadas tenham sido aplicadas sob rígido controle 

e padronização metodológica, vale ressaltar que os procedimentos de análise foram 

realizados de forma retrospectiva, fora do contexto real transoperatório. Essa 

condição representa uma limitação, uma vez que não reproduz integralmente o 

ambiente de decisão cirúrgica imediata, onde variáveis como tempo, pressão clínica 

e condições logísticas podem impactar o desempenho diagnóstico. 

Além disso, a subjetividade inerente à leitura das lâminas e a dificuldade de 

diferenciação entre mastócitos neoplásicos e mastócitos comensais/inflamatórios da 

derme representam obstáculos técnicos significativos, que provavelmente 

contribuíram para a redução da especificidade observada em diversas análises, 

conforme já 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 morfológicos diferenciais, 
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sobretudo em técnicas rápidas como a citologia por imprint e a histopatologia por 

congelamento (Milovancev et al., 2016). 

No conjunto das metodologias testadas, a associação entre o congelamento e 

o uso da coloração azul de toluidina destacou-se pelo melhor desempenho 

diagnóstico, sobretudo pela sua capacidade de evidenciar os grânulos citoplasmáticos 

ricos em heparina e histamina presentes nos mastócitos, conferindo contraste 

metacromático característico e favorecendo a detecção de margens comprometidas 

(Sridharan & Shankar, 2012). Essa combinação técnica demonstrou sensibilidade 

elevada mesmo em condições laboratoriais rápidas e com limitações inerentes ao 

preparo de cortes congelados. 

Por outro lado, a aplicação do panótico rápido (PR) nessas mesmas técnicas 

rápidas apresentou desempenho inferior, em especial quando associado ao 

congelamento, possivelmente em virtude de sua menor capacidade de realce 

específico dos grânulos mastocitários e do contraste limitado nos cortes de qualidade 

técnica reduzida (Milovancev et al., 2016). 

Os resultados obtidos reforçam a importância de considerar não apenas a 

escolha da coloração, mas fundamentalmente a interação entre o método diagnóstico 

empregado e o tipo de coloração utilizada. Essa interação técnica torna-se ainda mais 

crítica quando aplicadas no contexto transoperatório e em neoplasias de células 

redondas como o mastocitoma canino. 

Buscando aprofundar a interpretação dos achados, foram conduzidas análises 

complementares considerando variáveis prognósticas relevantes descritas na 

literatura: o tamanho tumoral, o grau histológico e o planejamento cirúrgico adotado. 

Em todos os pacientes incluídos neste estudo, o planejamento cirúrgico foi 

padronizado, com margens laterais variando entre 2 e 3 cm e inclusão de uma fáscia 

muscular em profundidade, em consonância com as recomendações vigentes para 

ressecção de mastocitomas cutâneos (Chu et al., 2020; De Nardi et al., 2022; 

Pratschke et al., 2013). Essa estratégia visou minimizar variações operatórias que 

pudessem impactar a análise das margens. 

Adicionalmente, os nódulos foram estratificados segundo a medida do maior 

eixo tumoral, com ponto de corte estabelecido em 3 cm, parâmetro amplamente 

validado como fator prognóstico para mastocitomas (Hahn et al., 2004; Horta et al., 

2018). Na amostra, 9 nódulos apresentavam diâmetro ≤ 3 cm e 6 nódulos > 3 cm 

(Tabela 5). 
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Tabela 5: Análises descritivas adicionais (tamanho e grau histológico).  

Variável Categoria Casos Margens livres (%) 

Tamanho ≤ 3 cm 9 0% 

Tamanho > 3 cm 6 0% 

Grau Baixo grau 13 0% 

Grau Alto grau 2 0% 

Fonte: Elaboração própria.   

Foi realizado um acompanhamento clínico preliminar dos 15 nódulos incluídos 

na amostra. Três casos apresentaram recidiva local, todos classificados como de 

baixo grau histológico. Esse acompanhamento não fez parte dos objetivos centrais da 

pesquisa e é apresentado apenas de forma descritiva, como informação 

complementar. Ainda assim, esses achados dialogam com a literatura que questiona 

o real impacto clínico de margens histologicamente comprometidas em mastocitomas 

de baixo grau (Donnelly et al., 2015; Karbe et al., 2021), reforçando a necessidade de 

estudos futuros que integrem dados histológicos e evolução clínica em maior escala. 

Em síntese, os resultados indicam que o uso do azul de toluidina, 

especialmente associado ao congelamento, mostrou maior capacidade diagnóstica no 

contexto deste estudo, com sensibilidade de até 100% e acurácia elevada. Apesar 

das limitações metodológicas, como amostra pequena, ausência de margens livres e 

análise laboratorial não realizada em tempo real, os achados sugerem que as técnicas 

rápidas podem atuar como ferramentas complementares na avaliação intraoperatória 

de margens cirúrgicas em MCT. Contudo, sua aplicação clínica deve sempre ser 

interpretada em conjunto com o contexto cirúrgico e histopatológico, e novos estudos 

com maior número de casos e execução em tempo real são necessários para validar 

essa estratégia. 
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5 CONCLUSÃO  

 

O presente estudo avaliou o desempenho da citologia por imprint e da 

histopatologia por congelamento na definição do status de margens cirúrgicas em 

MCT, utilizando a histopatologia convencional como referência. 

Os resultados indicaram que a histopatologia por congelamento associada ao 

azul de toluidina apresentou o melhor desempenho entre as técnicas rápidas 

avaliadas, configurando-se como a abordagem mais promissora. A citologia por 

imprint, também associada ao azul de toluidina, demonstrou potencial de uso, mas 

com limitações quanto à especificidade. As demais combinações testadas 

apresentaram desempenho inferior. 

Apesar das restrições metodológicas do estudo, como o número reduzido de 

casos e a realização das análises em ambiente laboratorial controlado, os achados 

reforçam que a escolha da técnica e da coloração influencia diretamente os resultados 

diagnósticos. A associação entre congelamento e azul de toluidina surge, assim, como 

uma ferramenta complementar potencial para a avaliação intraoperatória de margens 

em MCT, embora ainda demande validação em estudos prospectivos, conduzidos em 

tempo real e com maior número de casos. 
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