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Resumo

A andlise citologica consiste num exame complementar de diagndstico que pode ser
realizado em qualquer centro veterinario e ser fonte de informacao diagnéstica relevante para
0 Médico Veterinario. E uma técnica de baixo custo e de facil execucdo. A avaliacio
microscopica das amostras citolégicas pode ser feita diretamente pelo clinico, sendo
requerida alguma dedicacdo e pratica, ou por patologistas experientes em laboratérios
externos.

Pretendeu-se, com a presente dissertacdo, avaliar a andlise citolégica como
ferramenta Util e acessivel no diagndstico das principais lesdes cutadneas e subcutaneas no
cdo, sendo uma técnica que nao requer equipamento sofisticado e que permite obter, de forma
rapida, resultados satisfatérios.

Para a presente dissertacdo realizou-se um estudo prospetivo com 119 analises
citolégicas de lesBes cutaneas e subcutaneas provenientes de 63 cdes. As amostras foram
obtidas através das técnicas, pung¢do por agulha fina, fita-cola, aposi¢cdo e raspagem, no
periodo compreendido entre 17 de Setembro de 2018 e 31 de Janeiro de 2019, no LACH da
FMV-ULHT de Lisboa. As amostras citoldgicas foram processadas e, posteriormente,
observadas ao microscépio 6tico. Os resultados foram analisados, tendo sido obtidos 82% de
resultados conclusivos. As lesBes cutdneas e/ou subcutdaneas mais frequentemente
diagnosticadas foram o lipoma (17%), o mastocitomas (15%), processo inflamatdério
supurativo séptico (6%), quisto epidermal (6%) e demodecose (5%). A técnica preferencial
para a colheita de amostras de lesGes cutaneas e subcutaneas foi a puncéo por agulha fina,
tendo sido usada em 75% dos casos. Os resultados demonstraram que a analise citolégica

possibilita o diagnéstico das lesdes cutaneas e subcutaneas mais comuns no cao.

Palavras-chave: Andlise citologica, puncao por agulha fina, lesdes cutaneas e subcutaneas,

caes.
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Abstract

Cytological analysis is a complementary diagnostic test that can be performed at any
veterinary centre and be a source of relevant diagnostic information to any clinician. Itis a low-
cost technique and easy to perform. The microscopic evaluation of cytological samples can be
done by the clinician, requiring some dedication and practice, or sent to external laboratories
where they are evaluated by experienced pathologists.

The aim of the present dissertation was to evaluate cytological analysis as a useful
and accessible tool in the diagnosis of the main cutaneous and subcutaneous lesions in dogs,
considering it is a technique that not only does not require sophisticated equipment, but also
allows quick and satisfactory results.

A prospective study including 119 cytological analyses of cutaneous and
subcutaneous lesions from 63 dogs was performed. The samples were obtained by fine needle
aspiration, adhesive tape, apposition and scraping. These samples were collected from the
17" of September 2018 until the 31 January 2019 in the LACH of the FMV-ULHT in Lisbon.
The cytological samples were processed and subsequently observed under the optical
microscope. The results were analysed and 82% were conclusive. The most commonly
diagnosed cutaneous and/or subcutaneous lesions were lipoma (17%), mast cell tumor (15%),
septic suppurative inflammatory process (6%), epidermal cyst (6%) and demodicosis (5%).
The preferential technique for sampling cutaneous and subcutaneous lesions was fine needle
aspiration, which was performed in 75% of cases. The results showed that cytological analysis

allows the diagnosis of the most common cutaneous and subcutaneous lesions in dogs.

Keywords: Cytological analysis, fine needle aspiration, cutaneous and subcutaneous lesions,

dogs.
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|. Descricao da Casuistica do Estagio Curricular

A presente dissertacdo integra-se no ambito de estagio curricular do Mestrado
Integrado em Medicina Veterinaria, da Faculdade de Medicina Veterinaria (FMV) da
Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias (ULHT).

O estagio curricular foi realizado no Laboratério de Andlises Clinicas e Histopatologia
(LACH) da FMV-ULHT, que se localiza em Lisboa. Este teve a duragéo de 4,5 meses, tendo
decorrido no periodo compreendido entre 17 de Setembro de 2018 e 31 de Janeiro de 2019.
No laboratério um dos objetivos propostos aos estagiarios é a familiarizacdo com todo o
material, procedimentos e exames laboratoriais complementares que se encontram
disponiveis. As atividades desenvolvidas no LACH (figura 1) passaram pela realizacao,
observacao e elaboracao de relatérios de exames laboratoriais na area da Patologia Clinica
sendo estes: hemograma completo, microhematdcrito, bioquimicas sanguineas, ionogramas,
realizacdo e observacao microscopica de esfregacos sanguineos e citologias diagnésticas,
urianalises, testes enddcrinos, testes seroldgicos, pesquisa de parasitas através do método
de flutuagédo e microbiologia. Todas as analises rececionadas no LACH estédo sujeitas a um
registo digital em que todas as amostras e respetivas requisi¢cbes séo identificadas com um
cbdigo unico utilizado em todas as analises laboratoriais. Despois de realizadas as diferentes
analises e respetivos relatérios, estes sdo anexados nas fichas clinicas dos animais no

Software Boomed®.

Figura 1. Laboratério de Analises Clinicas e Histopatologia da FMV-ULHT. A) Equipamentos de
analises bioquimica e hematologia. B) Zona de observacao de andlises citoldgicas. Original da autora.

Durante o estagio curricular foram processadas um total de 3646 andlises, incluindo
hematologia, bioguimicas sanguineas, citologia, urianalise, microbiologia, analise fecal,

endocrinologia e serologia, que se encontram resumidas na tabela 1

11
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Tabela 1: Andlises efetuadas entre 17 de Setembro de 2018 e 31 de Janeiro de 2019 no LACH.

Tipo de Analise N° de Analises Realizadas
Bioquimicas Isoladas 1508
Hemograma 612
Painel V 344
Citologia 275
Esfregaco sanguineo 218
Microhematdcrito 200
Urina tipo Il 153
Cultura e TSA 127
Testes enddcrinos 42
Racio UPC 34
FIV/IFeLV 28
Pesquisa de parasitas gastrointestinais 23
Contagem reticul6citos 19
Sedimento urinario 13
fPLi 11
PT/aPTT 9
cPLi 9
Cultura fungica 7
Tricograma 5
Hemoparasitas 5
Pesquisa de parasitas pulmonares 4

Total 3646

FIV — Virus da Imunodeficiéncia Felina; FeLV — Virus da Leucemia Felina; Racio UPC — R&cio Proteina/Creatinina
Urinario; fPLi — Lipase pancreatica felina; cPLi — Lipase pancreatica canina; TSA — Teste de Sensibilidade aos
Antibioticos; PT — Tempo de Protrombina; aPTT - Tempo Parcial de Tromboplastina Ativada.

Como se pode verificar na figura 2, as andlises realizadas em maior quantidade no
LACH no referido periodo foram: bioquimicas (1852), hematologia (1058), citologia (280),
urianalise (200) e microbiologia (134).

12
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Figura 2: Andlises efetuadas entre 17 de Setembro de 2018 e 31 de Janeiro de 2019 no LACH.

O LACH serve de apoio ao Hospital Escolar Veterinario da FMV-ULHT. Deste modo,
para além de ter sido possivel fazer parte do funcionamento normal do laboratério houve
também a oportunidade de acompanhar algumas das consultas da especialidade de
Dermatologia, onde foi possivel realizar algumas técnicas de colheita de amostras para
andlise citologica, tais como, raspagem de pele, fita-cola e puncao aspirativa de agulha fina
de lesbes cutaneas e observacgéo de tricogr(figura 3). Algumas das amostras colhidas no

ambito de consulta de Dermatologia foram preparadas e observadas no LACH pela autora.

Figura 3: Amostras obtidas por diferentes técnicas de colheita. 1) Amostras antes da coloracao. 2)
Amostras apos coloracao. (a - Tricograma, b - Zaragatoa, c - Fita-cola, d - Aposi¢éo, e — PAF). Original
da autora.
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Apresentaram-se a consultas de Dermatologia, no referido periodo, 28 animais, dos

quais, 4 (14%) foram gatos e 24 (86%) foram caes (figura 4). Dos 28 animais, houve varios

gue se apresentaram em consulta em diferentes datas, resultando, assim, num total de 57

consultas. Alguns dos animais apresentavam mais do que um diagnéstico, dos 13

diagndsticos observados.

H Caes
u Gatos

Figura 4: Espécie dos animais que se apresentaram a consulta de Dermatologia.

As consultas mais frequentes foram as de animais diagnosticados com dermatite

atopica. Para além disso foram também observados casos de piodermite, foliculite,

pododermatite conformacional, otite, otohematoma, dermatite por

Malassezia spp.,

leishmaniose, fistula perianal, adenoma perianal, furunculose, demodecose e dermatofitose

(tabela 2).

Tabela 2: Diagnésticos clinicos observados na consulta de dermatologia.

Diagndsticos

N° Diagnésticos

Dermatite Atdpica

Otite

Piodermite

Foliculite

Pododermatite Conformacional
Dermatite por Malassezia spp.
Leishmaniose

Otohematoma

Fistula Perianal

Adenoma Perianal
Dermatofitose

Demodecose

Furunculose

[N
;]

P R R R R R RPN DO

14



Juliana Gomes Pereira | Diagndstico Citolégico de Lesdes Cuténeas e Subcutaneas no Céo

Il. Diagnostico Citolégico de Lesbes Cutaneas e

Subcutaneas no Cao

1 Introducéo

A andlise citoldgica € um meio de diagnéstico com grande potencial devido ao baixo
custo e a vasta informacgéo que pode fornecer. Embora seja necessaria experiéncia, trata-se
de um exame que pode ser facilmente incluido nos servigos prestados por qualquer centro
veterinario. A citologia ndo deve ser vista como um substituto, mas sim como um complemento
da histopatologia. A analise citol6gica de lesdes cutaneas e subcutaneas é das mais utilizadas
para efeitos de diagndstico, uma vez que as deformacdes sofridas por estes tecidos, mesmo
as de expressdo diminuta, sdo rapidamente identificadas a partir das primeiras fases de
formacdo e a sua abordagem na colheita €, regra geral, simples. Este estudo prospetivo ira,
assim, avaliar a importancia do uso da analise citoldgica como ferramenta de diagnostico
acessivel a praticamente todos os clinicos em Medicina Veterinéria, e também a sua utilizacéo

nas lesdes cutaneas e subcutdneas mais comuns no cao.
1.1 Analise Citologica — Importancia na Pratica Clinica

A citologia é uma técnica diagndstica que consiste na observacdo e avaliacdo de
células de amostras de tecidos ao microscoépio 6tico (Bayou, 2017). A colheita de amostras é
realizada de forma né&o invasiva, que regra geral ndo requer anestesia ou analgesia, sendo
obtidos resultados num curto periodo de tempo, permitindo estabelecer o préximo passo na
abordagem diagnéstica (MacNeill, 2011; Bayou, 2017).

A citologia € uma ferramenta poderosa para avaliagdo de lesfes de pele em animais
de companhia. Em muitos casos, a citologia pode fornecer um diagnostico definitivo para
massas cutaneas. Em outros, a avaliagdo da amostra pode excluir alguns diagnésticos
diferenciais e ajudar a escolher qual o melhor exame complementar de diagndstico a realizar
a seguir, para chegar ao diagnéstico (Garrett, 2016). O sucesso deste procedimento depende
de vérios fatores, tais como, selecdo da técnica de colheita da amostra mais adequada e a
sua correta execucgdo, aquisicdo de uma amostra representativa, da sua preparacao
adequada e coloracdo. Um anico erro nestes passos pode comprometer irreparavelmente os
resultados (Cian, 2014).

As vantagens da citologia sdo variadas, destacando-se oferecer uma avaliagdo

rapida do processo subjacente, permitir a elaboracdo de um plano de acdo e ndo requer
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equipamento sofisticado, apenas agulhas, seringas, laminas de vidro, coloracbes e um
microscopio. Para além disso, € uma técnica néo invasiva, segura e de baixos custos. Esta
causa pouco desconforto ao paciente, sendo as lesGes cutdneas/subcuténeas facilmente
visiveis e acessiveis (Shelly, 2003). Por outro lado, a avaliagdo citolégica tem algumas
limitagdes: i) pode ser dificil obter células, especialmente se a leséo for de natureza fibrosa;
i) a técnica usada para obter a amostra afetara o nimero, a distribuicdo e a aparéncia das
células disponiveis para avaliacado e iii) por vezes nao permite uma avaliacao diagnéstica. Nas
preparacdes citoldgicas, sdo poucas as diferencas entre as células hiperplasicas, as células
adenomatosas e as células malignas bem diferenciadas. Assim, o exame histopatolégico é

necessario, em alguns casos, para uma caracterizacao mais precisa (Shelly, 2003).

1.2 Métodos de Colheita de Amostras

Existem muitas lesGes cutaneas que diferem umas das outras morfologicamente.
Papulas, pustulas, colaretes epidérmicos, descamacédo, erosdes, Ulceras, placas, ndédulos e
edema sao clinicamente faceis de reconhecer. Algumas destas les6es podem estar presentes
simultaneamente no mesmo paciente, representando diferentes fases da mesma doenca ou
sinais clinicos de diferentes doencas coexistentes (Albanese, 2017).

Na citologia, como em todos os testes diagndésticos, a qualidade das amostras é a
base para a sua interpretacéo correta. Mesmo havendo mais do que uma técnica de colheita
de amostra que possa ser realizada a partir da mesma leséo, ha sempre uma mais adequada,
oferecendo mais garantias de obter uma amostra representativa (Albanese, 2017). A
execucao de uma amostragem citoldgica correta hdo pode desconsiderar trés etapas basicas:
a escolha do local da lesdo, a escolha do método de colheita de amostra mais adequado para
a lesdo em patrticular e a preparacédo adequada da citologia (Albanese, 2017). Existem varios
métodos de colheita de amostras que serdo descritos a seguir, bem como as principais

indicagOes para a escolha de cada um (tabela 3).
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Tabela 3: Técnicas de colheita de amostras: indicagdes, vantagens e desvantagens (Adaptado de
Meinkoth et al., 2014; Cian, 2014; Marcos & Santos, 2011)

Técnicas de Colheita de Amostras

Indicacdes

Vantagens

Desvantagens

- Massas cutaneas/subcutaneas

- Risco de hemodiluicdo e

- Espago interdigital e canal

auditivo

morfologia celular

PAAF - Boa celularidade = A
; destruicao celular mecéanica
- Linfonodos
- Orgéos internos
PNAAF - Colheita de fluidos - Morfologia celular - Fraca celularidade
preservada
- Identificacdo de )
. . ) ) ) - Fraca celularidade
- LesBes cutaneas expostas ou | organismos infeciosos: i
] - - Pode-se obter, apenas, células
Aposicdo | exsudativas fungos, bactérias .
) o o . superficiais
- Material de bidpsia e necropsia | - Boa preservacdo da L
) - Contaminagéo
morfologia celular
- Pode-se obter, apenas, células
- Pesquisa de acaros superficiais
- LesGBes externas (firmes e que - Contaminagao
) . - Uso em amostras pouco .
esfoliam pouco) ou lesdes o - Maior rutura celular
) . _ | esfoliativas . R
Raspagem | Planas. Ou seja, lesbes nao . ) - Em lesdes cutaneas secas,
o . - Maior celularidade que na
passiveis de pungdo por agulha | =~ L raspar de forma a obter algum
. L técnica aposicdo 3 . .
fina ou aposicao sangue ou usar 6leo de imerséo
- Material de biépsia e necropsia para ajudar as células a aderir a
lamina
- Boa morfologia e boa
- Mucosas, por exemplo, )
) ) o celularidade.
Citologias vaginais. . o
N - Util na classificacdo do
- Canal auditivo. ) L
Zaragatoa . tipo de resposta - Contaminagéo
- Tratos fistulosos. ) -
. inflamatéria e na
- Lesdes ulceradas com bordos | o
identificacéo de
elevados ) ) )
organismos infeciosos
- Pesquisa de bactérias, acaros
e leveduras - Boa preservacdo da | - Fraca celularidade
Fita-cola

- Contaminagao
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1.2.1 Puncéo por Agulha Fina

A puncéo por agulha fina (PAF) € o método preferencial para colheita de material de
gualquer massa cutanea ou lesao proliferativa. A PAF permite a colheita de células do interior
da leséo, evitando a contaminacédo da superficie. Células superficiais sdo, geralmente, pouco
preservadas e podem apresentar artefactos relacionados com o envelhecimento celular e
exposicao a respostas secundarias de inflamacéao, especialmente em massas ulceradas. A
PAF é a Unica técnica pratica para colheita de material de massas subcutineas ou érgaos
internos (Meinkoth et al., 2014). A pungéao por agulha fina pode ser realizada com uma seringa
(3 a 20mL) e agulha (22 a 25 G), com ou sem aspiragéo. O local onde vai ser realizada a
puncéo devera ser preparado consoante o tecido a ser aspirado, ou seja, em casos onde a
colheita ndo seré feita dentro de uma cavidade corporal a tricotomia do pelo e desinfecdo com
alcool sao suficientes (Meinkoth et al., 2014). Na punc¢éo aspirativa de agulha fina (PAAF),
guando a massa estiver estabilizada entre os dedos do operador, a agulha (conectada com a
seringa) € inserida ha massa com pressao negativa no émbolo da seringa. A agulha é entédo
redirecionada em vérias dire¢des dentro da massa, a fim de obter uma amostra representativa
de toda a lesdo. O centro de grandes massas contém, frequentemente, focos necroticos;
portanto, redirecionar a agulha pelas areas mais externas pode ser (til para obter uma
amostra diagnostica. Se for encontrado sangue durante a aspiracdo, a colheita deve ser
interrompida, uma vez que a aspiracdo adicional somente resultara no aumento do grau de
contaminacéo sanguinea da amostra. A pressao negativa é entao libertada antes que a agulha
seja removida da massa e da pele. Depois, a agulha é removida da seringa, o ar é puxado
para dentro da seringa e a agulha é novamente conectada a seringa. O material dentro da
agulha €, finalmente, expelido numa lamina para preparacao da citologia. Deve ser depositada
uma pequena quantidade de amostra na lamina (Cian, 2014). Na puncdo ndo aspirativa de
agulha fina (PNAAF) é utilizada apenas uma agulha de pequeno calibre. A agulha é inserida
na massa e redirecionada para o interior em varios angulos diferentes. Depois de removida a
agulha da lesao, esta é anexada a uma seringa com ar e o material presente no interior é

expelido numa lamina de vidro limpa para a preparacgéo do esfregago. (Cian, 2014).
1.2.2 Aposicéo

As citologias por aposicdo podem ser obtidas a partir de lesGes cutaneas externas
ulceradas ou exsudativas ou em amostras de tecidos removidos por cirurgia ou necropsia. As
amostras adquiridas desta forma exigem pouca contencéo do animal em que a lamina de vidro

€ colocada diretamente em contacto com a lesédo (Meinkoth et al., 2014).
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1.2.3 Raspagem

As raspagens de pele séo utilizadas como auxiliares no diagnéstico de ectoparasitas
e sdo classificadas como raspagem superficial ou profunda (Mueller & Bettenay, 2017). A
raspagem de pele superficial € usada para detetar acaros que vivem na superficie da pele ou
no estrato corneo, como Cheyletiella spp., Otodectes cynotis, Sarcoptes spp. e Notoedres cati.
A raspagem é realizada com uma lamina de bisturi nimero 10, apés aplicacdo de 6leo de
imersdo na pele afetada, numa fina camada, de modo a facilitar o procedimento (Mueller &
Bettenay, 2017). A raspagem de pele profunda é realizada para detetar acaros Demodex spp..
No cdo, Demodex canis encontra-se no foliculo piloso. Suspeita-se que Demodex injai se
encontre nas glandulas sebaceas (Mueller & Bettenay, 2017). Para esta técnica é usada uma
lamina de bisturi nimero 10 coberta com 6leo de imersdo, a pele é raspada na direcao de
crescimento do pelo até ser observado sangramento. O tricograma (pelo arrancado e
colocado em 6leo de imersdao numa lamina de vidro) é um teste em que também se pode
observar Demodex spp., particularmente util em animais de companhia (Mueller & Bettenay,
2017).

1.2.4 Zaragatoa

As zaragatoas sdo, geralmente, usadas quando outros métodos de colheita ndo sao
praticos, como quando se obtém amostras da vagina ou ouvido externo, ou de tratos
fistulosos. Se a lesdo ndo for muito himida, sugere-se o humedecimento da zaragatoa com
solucdo salina estéril, de forma a minimizar a destrui¢cdo das células que pode ocorrer durante
a colheita e a preparacdo da amostra. Uma vez colhida a amostra, a zaragatoa deve ser
gentilmente rodada na superficie de uma lamina de vidro limpa. E importante ndo arrastar o
cotonete pela lamina muitas vezes pois resultara na rutura de todas as células (Meinkoth et
al., 2014).

1.2.5 Fita-cola

A fita-cola é um método para avaliacdo de lesdes de pele, particularmente para
detetar dermatite por Malassezia spp. e acaros (Sharkey et al., 2007). Em dermatologia usa-
se muito a impressédo com fita-cola, que permite fazer colheitas a partir de zonas pouco
acessiveis como espacos interdigitais e canal auditivo (Marcos & Santos, 2011). Um pedago
de fita-cola clara é colocado sobre a lesdo de pele de forma a obter uma boa amostra; esta
fita € removida e fixa numa lamina de vidro com a face aderente para cima, procedendo
posteriormente a coloragdo. Uma vez corada, coloca-se a fita-cola na lamina com a superficie

aderente para baixo (Sharkey et al., 2007; Marcos & Santos, 2011).
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1.3 Preparacéo e Coloragao da Amostra

A preparacao da citologia € crucial no processo de obtengdo de uma boa amostra
citolégica. O objetivo é conseguir uma monocamada de células bem preservadas que possa
ser observada e identificada pelo patologista. Isto pode ser conseguido através de varios
métodos, nomeadamente, esmagamento/squash, técnica de esfregago de sangue e técnica
de esfregaco de linha (Cian, 2014).

A técnica de esmagamento/squash € o método preferido para preparar as laminas
de amostras obtidas por puncao por agulha fina e raspagens. O material colhido por agulha
fina ou raspagem é colocado em direcdo a uma extremidade de uma lamina de vidro. Uma
segunda lamina é alinhada perpendicularmente ao primeiro e é permitido repousar no slide
contendo o material expelido, deslizando suavemente ao longo do comprimento da primeira
lamina, rodando simultaneamente de uma posicdo perpendicular para uma posi¢cédo paralela.
Isso resulta na preparacdo simultdnea de dois esfregacos. Deve evitar-se esmagar
fisicamente o material, ao causar presséo excessiva, levando a rutura das células e a uma
preparacdo ndo diagnoéstica (Stone & Reppas, 2010).

Os esfregacos devem ser fixados por secagem ao ar. Desta forma, as células ficam
presas, aderentes a lamina e ndo se soltam durante a coloracdo. Depois de secas, as laminas
devem ser deixadas ao abrigo da luz e do p6 até serem coradas. Regra geral, a coloracéo
nao deve ser adiada por muito mais do que 1 a 2 dias (Marcos & Santos, 2011). As duas
coloracdes mais utilizadas sdo coloracées do tipo Romanowsky (Wright Stain®, Giemsa®, Diff-
Quik®) e Papanicolau e seus derivados (Meinkoth et al., 2014). As coloragdes tipo
Romanowsky tém boa difusdo no mercado, preco acessivel e séo faceis de preparar, manter
e utilizar. Estas coloracdes combinam um fixador, normalmente metanol, e corantes basicos
e 4cidos numa solucdo aquosa. Na prética clinica, a coloracdo mais econémica, rapida e facil
de usar é a coloracdo Diff-Quik® (Cian, 2014). Os corantes do tipo Papanicolau fornecem
excelentes detalhes nucleares e s&o rotineiramente usados na citopatologia humana.
Contudo, estes corantes exigem varios passos de coloracéo e ndo sdo praticos para uso na
maioria das clinicas, pelo que raramente sdo usados em citologia veterinaria, mesmo em

grandes laboratérios (Meinkoth et al., 2014).
1.4 Interpretacéo Citoldgica

Diversas patologias e lesbes de pele podem ser diagnosticadas por avaliagdo
citopatolégica sendo que a técnica mais usada € a PAF (Mueller & Bettenay, 2017). Uma das

utilidades da citologia é classificar as lesées de modo a auxiliar no diagnéstico, prognéstico e
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maneio dos casos clinicos. As interpretacdes citoldgicas sdo, geralmente, como tecido normal
ou hiperplasico, massa quistica, inflamacé&o ou infiltrado celular, resposta a lesdo tecidual e
neoplasia. Amostras nao diagnésticas resultam, geralmente, de material celular insuficiente,
contaminacgdo excessiva por sangue ou células lisadas (Raskin & Meyer, 2010).

As citologias devem, inicialmente, ser observadas ao microscépio 6tico nas objetivas
de menor ampliagéo (4X a 10X) para obter uma visualizagdo geral da citologia. A avaliagdo
da celularidade (amostra pouco celular, moderadamente celular ou altamente celular) é
importante, embora este seja um conceito relativo, pois esta relacionado com a tendéncia da
lesdo em esfoliar bem ou mal durante a técnica de colheita da amostra. Por exemplo, a
presenca de poucas células numa citologia de um sarcoma é esperada, dada a fraca
tendéncia em esfoliar destes tumores. Por outro lado, os tumores de células epiteliais e
redondas geralmente esfoliam elevado nimero de células durante a aspiracdo. A preservacao
€ essencial para uma interpretagéo citoldgica correta e, geralmente, requer observagdo com
as objetivas de 20X a 50X. A presenca de células intactas com limites citoplasméticos e nucleo
claramente observados €é sinébnimo de boa preservacdo. Quando uma citologia €
caracterizada por um grande numero de células ruturadas sem citoplasma claro e distinto, a
interpretacao citolégica ndo € possivel. Se esses dois requisitos ndao forem preenchidos, é

provavel que a amostra seja de dificil avaliagdo e ndo diagndstica (Cian, 2014).

1.4.1 Submisséo e avaliacdo de amostras para citologia

Ao submeter as citologias para um laboratério de referéncia, deve ser incluida uma
histéria clinica completa, bem como a localizagdo anatomica exata da lesdo. Da parte do
citologista, deve ser realizada uma avaliagdo completa da citologia. E importante evitar um
diagnostico prematuro baseado na avaliagdo de apenas alguns campos, uma vez que nem
todos contém exatamente as mesmas combinacdes de células. E muito importante o
reconhecimento de células ruturadas de modo a evitar uma incorreta interpretacao dos seus
constituintes. Ap6s a rutura celular, os detalhes citoplasmaticos podem tornar-se
extensivamente alterados e o0s fragmentos citoplasmaticos podem, por vezes, ser
interpretados erroneamente como outros elementos, por exemplo, como agentes infeciosos.
Nucleos de células ruturadas podem tornar-se marcadamente tdrgidos, levando a uma errada
anisocariose que pode ser mal interpretada como um critério de malignidade numa populacéo
gue nao é neoplasica. Evitar areas mal coradas e reconhecer artefactos é, também,

importante (Mueller & Bettenay, 2017).
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1.4.2 Pele

A pele é composta por trés camadas principais anatomicamente diferentes: a
epiderme, a derme com os anexos (foliculos e tecido glandular) e a hipoderme ou tecido
subcutéaneo (Albanese, 2017).

Mais de 90% da epiderme consiste em células nucleadas que amadurecem para se
tornarem células anucleadas e completamente queratinizadas. As outras células que
constituem a epiderme compreendem os melandcitos e células de Langerhans (células
dendriticas apresentadoras de antigénio), que s6 sdo detetaveis no caso de processos
proliferativos/neoplasicos, que ocorrem nos melanocitomas/melanomas e no histiocitoma
cutaneo, respetivamente. Como as células epidérmicas sdo compostas, principalmente, por
gueratina, sdo denominadas queratindcitos, que compdem as quatro camadas (ou estratos)
da epiderme: camada basal, espinhosa, granulosa e cornea (Albanese, 2017).

A derme € a porgédo intermediéria da pele localizada entre a epiderme e o tecido
adiposo. Anatomicamente € a parte mais complexa da pele, porque € composta por tecido
conjuntivo, redes vasculares e nervosas e por anexos representados por foliculos pilosos e
glandulas sebaceas e sudoriparas. Os fibrécitos/fibroblastos sdo as células residentes
dérmicas mais frequentemente detetaveis em citologias provenientes de lesdes inflamatérias
da pele. Os fibroblastos séo, geralmente, encontrados em amostras de processos de
cicatrizacdo de feridas (tecido de granulacéo) e, nestes casos, ndo devem ser confundidos
com células neoplasicas mesenguimatosas. Os fibroblastos reativos podem apresentar atipia
morfolégica exuberante, como anisocitose, binucleagdo, nucléolos proeminentes e muitas
mitoses, que se assemelham aos observados em alguns tumores de células fusiformes. No
entanto, um pequeno nimero de fibroblastos pode ser encontrado em todos 0s processos
inflamatérios crénicos uma vez que sédo inevitavelmente estimulados a reparar danos nos
tecidos. As células dendriticas apresentadoras de antigénios também estdo presentes na
derme, embora sejam poucas e nado se distingam de outros histiécitos em amostras
citologicas. Uma proliferacéo reativa ou uma transformacgéo neoplasica de células dendriticas
apresentadoras de antigénios da origem as chamadas doencas histiociticas, como a
histiocitose reativa cutanea/sistémica, sarcomas histiociticos em cdes e a histiocitose
progressiva felina em gatos (Albanese, 2017). Os melandcitos, em torno dos vasos e foliculos
pilosos, particularmente em cdes com pele escura, estdo fisiologicamente presentes; essas
células ndo séo visiveis em citologia até que ocorra a transformacgéo neoplasica (Albanese,
2017).

Os anexos da derme sdo compostos por foliculos pilosos e glandulas sebaceas e

sudoriparas (Albanese, 2017). As glandulas sebaceas estdo associadas a foliculos que
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formam a chamada unidade pilossebacea. Na pele canina, algumas glandulas sebaceas
modificadas ou especializadas também estdo presentes. Devido a sua semelhanca
microscOpica com os hepatécitos, denominam-se de glandulas hepatéides e tém um ducto
secretor que se abre para o lumen folicular. Estas glandulas séo, frequentemente, afetadas
por alterag@es hiperplasicas e neoplésicas e localizam-se na area perianal e na glandula da
cauda. As outras glandulas presentes na derme sdo as glandulas sudoriparas. O termo
glandulas apdcrinas é, geralmente, usado para descrever glandulas quando se fala de
glandulas sudoriparas. Em animais de estimacdo, essas glandulas ndo tém funcéo
termorreguladora. As glandulas apécrinas séo, geralmente, observadas no caso de
neoplasias benignas ou malignas. Raros agregados apocrinos podem, também, ser
observados em amostras provenientes de hamartomas ou doencgas inflamatérias. No caso de
cdes com pioderma profundo, pequenos aglomerados de glandulas sudoriparas e sua
secrecgdo, estes ultimos representados por material amorfo profundamente azul ou violeta,
podem ser colhidos juntamente com células inflamatérias (Albanese, 2017).

A hipoderme ou tecido subcutaneo é representada pelo tecido adiposo, composto por
adipécitos maduros em mudltiplas camadas de diferentes espessuras, de acordo com a area
anatémica. Os adipdcitos podem ser observados como células isoladas ou em pequenos e
grandes aglomerados (Albanese, 2017). Quando se obtém gordura através da PAAF, como
ocorre na tentativa de recolher amostras de uma lesédo profunda, geralmente sdo observadas
placas de adipécitos poligonais grandes e ndo sobrepostos com limites em angulo (Albanese,
2017).

1.4.3 Células de Lesdes Inflamatorias

As células inflamatérias sdo facilmente obtidas através de qualquer técnica de
colheita para citologia (Shelly, 2003). A inflamacé&o €, geralmente, classificada de acordo com
0 tipo de células presentes: neutrdéfilos, eosindfilos, macréfagos e linfocitos (inflamacéao
neutrofilica, eosinofilica, granulomatosa e linfocitica, respetivamente) (Cian, 2014). O tipo de
células inflamatérias que predominam ajuda a determinar as condi¢Bes subjacentes; por
exemplo, os neutréfilos podem estar associados a agentes infeciosos, reacdes de corpo
estranho, doenca imunomediada, lesdo quimica ou necrose tecidual por trauma ou secundaria
a neoplasia. Uma elevada percentagem de eosindéfilos pode estar associada um processo
alérgico ou hipersensibilidade, granuloma eosinofilico, infecdo parasitaria, infecdo fungica,

necrose de coldgeno ou mastocitoma (Shelly, 2003).
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1.4.4 Células de Lesdes Neoplasicas

E comum encontrar células neoplasicas e células inflamatérias numa mesma
citologia, devido a varias razes: necrose dentro de um tumor, producdo de citoquinas por
células neoplasicas que atraem células inflamatérias, entre outras. E, por isso, muito
importante a avaliagcdo minuciosa de uma citologia (Dickinson, 2017).

A neoplasia é, geralmente, caracterizada pela presenca de uma populacédo de células
monomorfica, que podem ser de origem epitelial, mesenquimatosa ou redonda. A avaliagéo
da morfologia celular, arquitetura e distribuicao celular na citologia € importante para definir a
sua origem (Cian, 2014).

1.4.4.1 Células Redondas

As células redondas sdo um grupo de células que se apresentam de forma isolada
nos tecidos, ndo aderidas a outras células ou a uma matriz de tecido conjuntivo e tém origem
em diferentes linhas celulares. O reconhecimento de tumores de células redondas é
importante porque estas sdo algumas das neoplasias mais comuns encontradas na pratica
clinica de animais de companhia. Além disso, as células da maioria dos tumores de células
redondas tém caracteristicas citolégicas que sdo suficientemente distintas para permitir um
diagnéstico especifico (Meinkoth et al., 2014). Como sé&o células que ndo aderem a outras
estruturas dentro dos tecidos, geralmente esfoliam muito durante a pung¢éo por agulha fina.
Assim, a celularidade das amostras €, geralmente, elevada. Agregados de células ndo estéo
presentes; no entanto, a celularidade extremamente elevada, pode resultar em células
sobrepostas em areas mais espessas da citologia, o que pode ser interpretado erroneamente
como adeséo celular (Meinkoth et al., 2014). As células isoladas tendem a ser de tamanho
pequeno a médio e redondas. Se as células ndo tiverem sido traumatizadas durante a
preparacao da amostra, elas tipicamente tém bordos citoplasmaticos distintos (isto €, o limite
da célula estd bem definido) (Meinkoth et al., 2014).

1.4.4.2 Células Epiteliais

Células epiteliais normais sdo, com frequéncia, encontradas em muitas amostras
citolégicas. O epitélio de superficie estara presente na maioria das raspagens superficiais ou
zaragatoas (por exemplo, células escamosas de raspagens de pele e zaragatoas nasais ou
vaginais), em lavagens (por exemplo, células colunares de lavagens transtraqueais) e como
resultado de esfoliacdo normal (por exemplo, células de transicdo de sedimentos de urina).

Além disso, as células epiteliais sdo o principal componente celular das amostras de PAF de
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muitos 6rgaos parenquimatosos (por exemplo, hepatdcitos e epitélio do ducto biliar, células
tubulares renais) e amostras glandulares (por exemplo, glandula mamaria, préstata) (Meinkoth
etal., 2014).

A caracteristica principal das células epiteliais é a adesao celular. As células epiteliais
normais estdo tipicamente presentes em aglomerados de tamanhos diferentes. Células
epiteliais normais variam em tamanho de pequenas a grandes (Meinkoth et al., 2014). As
células epiteliais ttm uma forma variavel, variam de forma cuboidal, poligonal e colunar. Estas
células tém uma alta tendéncia para formar aglomerados coesos com diferentes padrdes
arquiteténicos (pavimentar, acinar, favo de mel, papilar, palicada e trabecular) (Cian, 2014).
Sé&o células com limites citoplasméticos definidos. Os nudcleos das células epiteliais sdo, regra
geral, arredondados. Um Unico nucléolo redondo e pequeno pode ser visivel em certos tipos
de células epiteliais, como nos hepatoécitos e no epitélio tubular renal (Meinkoth et al., 2014).

As células epiteliais podem resultar de uma proliferacdo hiperplasica ou neoplasia.
As células epiteliais de neoplasias benignas podem ser dificeis de distinguir entre células
normais ou hiperplasicas, apenas com base na citologia. Células epiteliais que exibem
critérios citologicos de malignidade suficientes indicam a presenga de um carcinoma ou

adenocarcinoma (Meinkoth et al., 2014).

1.4.4.3 Células Mesenquimatosas

Células mesenquimatosas sdo células que formam o tecido conjuntivo, vasos
sanguineos e linfaticos. Fibroblastos e fibrocitos sdo células mesenquimatosas nao
neoplasicas encontradas, com frequéncia, em amaostras citolégicas (Meinkoth et al., 2014). As
células mesenquimatosas séo células fusiformes onde é comum a observacdo de limites
citoplasmaticos muito indistintos. Células ruturadas podem, também, ter limites
citoplasmaticos indistintos. Nestas células, a membrana nuclear pode apresentar-se ruturada,
enquanto o contorno nuclear das células mesenquimatosas intactas é bem definido. Outra
caracteristica das células mesenquimatosas é a producao de uma matriz extracelular. Isto é
observado como um material eosinofilico variavelmente presente entre as células, mantendo-

0s em grandes agregados (Meinkoth et al., 2014).

1.4.4.4 Critérios de Malignidade

Existem critérios de malignidade citol6gicos que devem ser considerados ao avaliar
e interpretar as les6es neoplasicas, para que neoplasias benignas possam ser diferenciadas
das neoplasias malignas. Termos como anisocitose (variagdo no tamanho da célula),

anisocariose (variacdo no tamanho nuclear) e pleomorfismo (variacdo na aparéncia celular
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geral) sdo termos que ajudam a descrever a morfologia de uma populacdo de células. O
reconhecimento de nlcleos de tamanho proeminente e variavel, padrdo de cromatina nuclear
varidvel, variacdo na  composicdo  citoplasmatica, presenca de  células
binucleadas/multinucleadas e presenca de figuras mitéticas sdo caracteristicas adicionais que
fornecem informagdes importantes sobre o comportamento biol6gico esperado de uma
populacéo neoplasica (Dickinson, 2017).

Os critérios citolégicos sao divididos em gerais e nucleares de malignidade. Os
critérios gerais de malignidade avaliam caracteristicas como anisocitose e a macrocitose, ou
seja, a variagdo do tamanho celular da populacdo e a presenca de células excecionalmente
grandes. A presencga de células macrociticas € observada com mais frequéncia em tumores
de origem epitelial. Pode existir um certo grau de anisocitose em qualquer populacéo celular,
devendo sempre ser feita uma avaliacdo cuidada de modo a n&o sobre interpretar as
citologias. A hipercelularidade é um critério que é, também, enquadrado nos critérios gerais
de malignidade, devendo sempre ser avaliado sabendo de anteméo o tecido de onde foram
colhidas as células. Este conhecimento é sempre necessario pois em casos de lesdes
inflamatdrias, tecidos linfoides ou outros tecidos compostos por uma populagdo humerosa de
células ndo é correto considerar a hipercelularidade como um critério de malignidade. Por
outro lado, amostras muito celulares, compostas por humerosas células mesenquimatosas
idénticas, séo consideradas um achado suspeito, podendo indicar a presenga de um processo
neoplasico. A presenca de pleomorfismo €, também, normal em alguns tipos de tecidos como
0 epitélio de transicdo do trato urinario ou amostras que tenham células escamosas em
diferentes estadios de maturacdo (Meinkoth et al.,, 2014). Os critérios nucleares de
malignidade sdo mais fidedignos no que toca a auxiliar a decisdo do patologista na
classificagcdo de uma populagdo celular, sendo menos influenciados por processos nao
neoplasicos, como a displasia devida a processos inflamatorios. Anisocariose e macrocariose
sdo termos que indicam, respetivamente, a presenca de variacdo no tamanho do nucleo e
nuicleos excessivamente grandes. Por vezes, em casos onde estejam presentes células
epiteliais escamosas, a presenca de anisocariose € normal, pois ao longo da maturacao
destas células o nulcleo torna-se cada vez mais pequeno e picnético. A multinucleacado que,
tal como o nome indica, é a presenca de varios ndcleos numa Unica célula, que pode ser
observada em tumores malignos originarios em qualquer tipo de célula. Este achado citolégico
resulta de uma divisdo do nucleo que ndao é acompanhada por uma divisao do citoplasma da
célula, sendo importante referir que em células multinucleadas, o nimero de nucléolos deve
ser par e, caso sejam em numero impar, séo indicativos de divisdo nuclear atipica e sdo um
importante achado citoldégico. Existem outras situacdes onde a multinucleacdo pode estar

presente, tendo como exemplos as lesBes inflamatérias, onde podem existir macréfagos
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multinucleados ou aspirados de tecido epitelial em processo regenerativo ou hiperplasico. No
caso dos plasmocitomas cutaneos, um processo neoplasico benigno, podem também surgir
células multinucleadas. As alteracdes no racio nucleo-citoplasma (N:C), ou seja, as areas
relativas que sdo ocupadas pelo citoplasma e pelo nicleo da célula, devem também ser
levados em conta aquando da andlise citolégica. Um racio N:C baixo indica células com ndcleo
relativamente pequeno e uma quantidade vasta de citoplasma, contrastando com células com
racio N:C alto, que indicam células com escassa quantidade de citoplasma. As células
mesenquimatosas e epiteliais qgue tenham um racio N:C elevado, sdo altamente sugestivas
de malignidade. Em certas células pequenas, como os linfécitos maduros, o racio N:C normal
destas células é alto. J4 em células grandes e com racios N:C elevados, esta informag&o toma
maior relevancia ja que sao alteragdes que indiciam a presenca de células fracamente
diferenciadas. A existéncia de uma marcada variacdo no racio N:C numa determinada
populacdo é um achado citolégico relevante; no entanto, esta variagdo pode ser normal caso
esteja a ser avaliada uma citologia de, por exemplo, tecido linfoide normal ou uma raspagem
gue contenha células escamosas em diferentes estadios de maturacado, tendo as células nos
dois casos anteriormente referidos uma variacdo completamente normal no racio N:C. Outras
estruturas que podem apresentar alteracBes sdo os nucléolos. Os nucléolos em células
normais tém diametros entre 1 a 2 micrémetros (Uum). Em certos casos existem
macronucléolos e, se o diametro destes nucléolos aumentados for superior a 5 micrometros,
consideram-se sugestivos da presenca de um processo maligno. Sendo estruturas
normalmente redondas, se forem encontradas formas fusiformes, angulares ou pleomorficas
a nivel do nucléolo séo considerados também indicativos de um processo potencialmente
maligno. Excluindo os tecidos linfoides e a medula éssea, as figuras mitéticas sdo achados
raros e, assim sendo, o aumento destas figuras mitdticas numa citologia, associada ou ndo a
um desalinhamento dos cromossomas, sdo outro indicador de malignidade. O aspeto da
cromatina pode sugerir em que condicfes se encontra a célula uma vez que, nucleos com
cromatina com padrées muito grosseiros podem sugerir malignidade. E importante realcar
gue, se por um lado as células diferenciadas tém cromatina condensada, que cora de um roxo
escuro, por outro, a cromatina de células imaturas cora em tons mais claros onde é notavel a
falta de agregados de heterocromatina, que € normalmente descrita como dispersa. Nao
existe nenhuma caracteristica que diferencie, imediata e irrefutavelmente, uma leséo benigna
de uma lesdo maligna (Meinkoth et al., 2014). Um diagnéstico de malignidade pode, por
norma, ser realizado se trés ou mais critérios nucleares estiverem presentes na maioria das
células da populacdo que se encontra na citologia. Em caso de duvida o material devera ser

sempre remetido para histopatologia (Meinkoth et al., 2014).
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1.4.5 Agentes Infeciosos

A avaliacdo de amostras citologicas resulta, frequentemente, na observagdo de
microrganismos, alguns dos quais podem ser agentes etioldgicos primarios, crescimento
secundario oportuno ou parte da flora normal do local amostrado (Cowell & Arndt, 2014). Os
tipos mais comuns de organismos encontrados na citologia cutanea séo leveduras e bactérias.
A levedura mais comum em amostras de cdes e gatos é Malassezia pachydermatis, embora
Candida spp. também possa ser encontrada na pele, nos pavilhdes auriculares e na cavidade
oral. M. pachydermatis tem, normalmente, 3 a 5 um de didmetro. As contagens médias de
leveduras superiores a cinco organismos por campo de 400X sé@o consideradas significativas
(Mendelsohn et al., 2006).

A bactéria por Staphylococcus intermedius € isolada com frequéncia em infecfes dos
ouvidos e da pele de cées e gatos. S. intermedius é um coco, com 0,5 a 1,5 um de diametro,
sendo, regra geral, encontrado aos pares. S. intermedius e outros cocos podem ser habitantes
normais do ouvido e da pele (Mendelsohn et al, 2006). Outra das bactérias mais comuns,
especialmente em amostras de ouvido, € Pseudomonas aeruginosa. Estas sédo bacilos com,
aproximadamente, 0,3 a 0,8 um de largura por 1,0 a 1,2 um de comprimento, sendo por norma
encontrados em cadeias curtas. Como Pseudomonas spp. e outros bacilos tém, geralmente,
alta incidéncia de resisténcia a antibidticos, a observagéo destas bactérias na citologia indica
a necessidade de cultura bacteriana (Mendelsohn et al, 2006). Outra bactéria ocasionalmente
encontrada é Simonsiella spp., sendo gram negativas filamentosas, saprofitas, habitando a
cavidade oral de uma variedade de vertebrados de sangue quente. Apresentam 6 a 8 um de
comprimento e 2 a 3 um de largura. Geralmente, sdo encontrados em pequenos ndmeros,
ndo sao intracelulares e ndo sdo conhecidos por serem patogénicos; contudo, quando
encontradas em areas ndo associadas a cavidade oral, como as dobras labiais ou o plano
nasal, a sua presenca provavelmente esta associada a lambedura (Mendelsohn et al, 2006).

Numerosos dermatofitos e outros organismos fungicos podem ser encontrados em
citologia. Esporos de dermatdéfitos aparecem, geralmente, como esferas redondas,
apresentando cerca de duas vezes o tamanho de bactérias cocos. Os esporos sdo cercados
por uma cépsula que limita a coloracéo e da a aparéncia de um halo claro. O reconhecimento
de hifas é um pouco mais desafiador, pois elas podem ser facilmente confundidas com detritos
e queratina capilar. As hifas de dermatdéfitos sdo estruturas filamentosas uniformes de 2 a 3
pm de largura, muitas vezes com caracteristicas de coloracdo fraca e podem aparecer como

sombras “semelhantes a residuos” encontradas na citologia (Mendelsohn et al, 2006).
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1.5 Lesbes Cutaneas e Subcutaneas - Interpretacao

Citologica

A abordagem da avaliacdo citologica de lesdes cutaneas e subcutaneas é semelhante
a outros tecidos. A citologia € uma poderosa técnica diagnéstica ndo invasiva, Gtil para o
diagnéstico de lesdes cutaneas em caes. Uma abordagem sistematica para a avaliacao de
citologias, baseada na avaliacdo da celularidade, preservacdo celular e principais tipos de
células presentes na preparacgéo, é considerada crucial na interpretacdo correta das amostras
citologicas (figura 5) (Cien, 2014).
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Figura 5: Esquema de orientacdo no diagnostico citolégico (Adaptado de Peleteiro, 2011).
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1.5.1 Lesbes Nao Neopléasicas

1.5.1.1 Quistos cutaneos

Quistos de inclusédo epidérmica (ou quistos epidérmicos) sdo formados quando as
células epiteliais queratinizadas nao conseguem esfoliar adequadamente e ficam presas
numa camada da epiderme. Quando aspirados, macroscopicamente o contetdo dos quistos
foliculares € branco ou creme e tém uma textura espessa e calcéaria. Citologicamente, um
grande numero de células epiteliais anucleadas, queratinizadas e escamosas estédo
presentes. Também se podem observar cristais de colesterol poligonais claros que séo
formados a partir da rutura das membranas celulares. Os quistos foliculares podem
apresentar-se inflamados ou infetados, resultando em inflamacao neutrofilica, juntamente com
os detritos queratinizados (MacNeill, 2011). Os quistos epidérmicos sdao encontrados num
terco das lesGes ndo neoplasicas e ndo inflamatdrias removidas em cées, ocorrendo, mais
frequentemente, em animais de idade mais avancada. Os quistos podem ser Unicos ou
multiplos, firmes a flutuantes, com uma aparéncia suave, arredondada e bem delimitada.
Estes séo, frequentemente, localizados no dorso e nas extremidades (Fisher, 2014). Quistos
apocrinos sdo lesées comuns em caes, que sdo formados a partir da oclusédo do ducto
apocrino ou da glandula sudoripara. Na citologia, este fluido é, geralmente, acelular, tendo um
fundo claro (Fisher, 2014).

1.5.1.2 Resposta aleséo tecidual

Séo exemplo deste grupo de lesbes benignas o hematoma, o seroma e lesdes do
tipo calcinose cutédnea. Todas estas lesdes sdo preenchidas com fluido e podem necessitar
de centrifugacdo para se avaliar adequadamente as células da amostra (MacNeill, 2011).
Citologicamente, os hematomas sao hemodiluidos, com baixo nUmero de macréfagos que
contém eritrocitos fagocitados e/ou pigmento azul-esverdeado a preto consistente com
hemossiderina (um produto de degradacédo dos eritrcitos). Ocasionalmente, os cristais de
hematoidina, que aparecem como cristais dourados romboides, podem formar-se a partir do
pigmento de hemoglobina pobre em ferro (MacNeill, 2011; Fisher, 2014). Os seromas, fluidos
pouco celulares, contém reduzido namero de eritrécitos, raros neutréfilos e, ocasionalmente,
macréfagos reativos que contém vacuolos citoplasmaticos. Nao ha plaquetas presentes em
nenhuma das amostras (MacNeill, 2011; Fisher, 2014). A calcinose cutanea € uma condicdo
incomum de deposicdo mineral na epiderme, derme ou tecido subcutaneo, e esta associada
ao uso de glucocorticoides ou hiperadrenocorticismo e a administracdo iatrogénica de

produtos de calcio para tratamento de hipoparatiroidismo em cdes. Esta envolve a
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mineralizacdo distrofica de colageno ou elastina da pele. As localiza¢gdes mais comuns séo o
pescoco, a zona dorsal, a regido inguinal e a regido axilar. Citologicamente, o material branco
e arenoso surge densamente granular no fundo e ocorre uma resposta inflamatéria mista,
incluindo macréfagos, células gigantes multinucleadas, neutréfilos, linfécitos e plasmaocitos.
Um subgrupo clinico de calcinose cutanea é a calcinose circunscrita, que é incomum em cées.
Esta consiste numa lesdo solitdria, bem circunscrita na derme profunda e subcuténea
formada, pela mineralizacdo distrofica, cuja etiologia é desconhecida, principalmente
associado a jovens pastores alemaes. As lesdes ocorrem, geralmente, em areas articulares
ou pontos de pressao, em locais de traumatismo anterior ou sob a lingua. Citologicamente, é
semelhante a calcinose cuténea, exceto, na observacdo mais frequente dos fibroblastos

(Fisher, 2014).

1.5.2 Lesodes Inflamatorias

Os processos inflamatérios, de um modo geral, reconhecem-se pela presenca e/ou
predominio de células inflamatérias. Sob o ponto de vista citolégico, estes processos
classificam-se pelo tipo de populacéo celular observada e pelas proporcdes relativas das
diferentes células inflamatérias (Marcos et al., 2011). Lesdes inflamatérias podem ser
neutrofilicas, linfociticas, piogranulomatosas, eosinofilicas e granulomatosas. As lesdes
inflamatorias ndo infeciosas podem, também, apresentar lesdes ndo nodulares ou de massa
(por exemplo, méculas, papulas, pustulas, papulas, escamas, crostas, anormalidades
pigmentares, placas, escoriacdes ou ulceracdes, fissuras e tratos de drenagem) (Fisher, 2014;
Cian, 2014).

A inflamacéo neutrofilica pode ser estéril ou séptica. A evidéncia de sinais de
degeneracdo nos neutrofilos pode aumentar a suspeita de um processo séptico. A
individualizacdo de bactérias intracitoplasméticas, dentro dos neutrofilos, € diagnostica de
infecdo. A citologia permite a distincdo entre cocos e bacilos. A presenca de bactérias
extracelulares pode significar contaminacao ou infecdo. A auséncia de bactérias ndo exclui a
infecdo, sendo por isso nestes casos, recomendada a cultura bacteriana (Cian, 2014).

A inflamacdao eosinofilica € observada em processos parasitarios, alérgicos, reacées
de hipersensibilidade tipo I, doencas imunomediadas e condicbes paraneoplasicas. As
amostras citolégicas destas lesGes contém cerca de 10% de eosindfilos. A inflamacao
eosinofilica paraneoplasica tem sido descrita em algumas neoplasias, onde se incluem, com
frequéncia, mastocitomas em cées e carcinomas em cées e gatos (MacNeill, 2011).

O aumento do numero de macréfagos numa lesdo e a presenca de células gigantes
multinucleadas séo alteracdes caracteristicas de inflamag¢des granulomatosas. Causas

classicas de formacéo de granuloma incluem reacdo de corpo estranho, infecdo flngica,
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infecdo bacteriana atipica e irritacdo cronica. Uma populacdo mista de macréfagos e
neutréfilos € diagnosticada como inflamacdo piogranulomatosa. Quando se observa
inflamacado piogranulomatosa grave, deve fazer-se um exame atento da citologia quanto a
presenca de elementos fangicos e bactérias filamentosas (MacNeill, 2011).

Nas les6es com inflamacao linfocitica ou linfoplasmocitica, os linfocitos pequenos e
bem diferenciados sdo o tipo de células predominante. A estimulagcédo antigénica € a causa
mais comum deste tipo de inflamacéo e as reacdes de hipersensibilidade tipo IV devem ser
consideradas. Inflamacéao mista de linfécitos, neutréfilos e macrofagos é observada em lesdes

inflamatdrias crénicas, como os granulomas por lambedura (MacNeill, 2011).

1.5.3 Lesbes Neoplasicas

A pele é um local comum de neoplasia em caes. As neoplasias de pele séo
responsaveis por, aproximadamente, 30% de todas as neoplasias de cées. Os trés tumores
de pele mais comuns em caes incluem lipoma, adenoma e mastocitoma, sendo responsaveis
por mais de 50% de todos as neoplasias cutaneas (Fisher, 2014).

Quando se suspeita de um processo neoplasico com base na apresentacao clinica e
na predominancia de células numa citologia, é de grande importancia tentar caracterizar as
células como células redondas, células epiteliais ou células mesenquimatosas. Esta
categorizacdo ajuda a limitar os possiveis diagnosticos diferenciais. No entanto, algumas
neoplasias apresentam citomorfologia mista. Em alguns casos, pode ser dificil fazer a
distincdo entre células, particularmente com tumores anaplasicos (Fisher, 2014).

As neoplasias de células redondas sdo, normalmente, altamente esfoliativas e as
suas caracteristicas citologicas levam a um diagnostico especifico. As neoplasias de células
redondas incluem mastocitoma, histiocitoma, sarcoma histiocitico, plasmocitoma, linfoma e
tumor venéreo transmissivel (Fisher, 2014; Tyler et al., 2007).

Neoplasias de células epiteliais tém tendéncia para esfoliar um grande namero de
células, que podem surgir em agregados. Alguns tumores epiteliais ttm uma aparéncia
citolégica que permitem a sua caracterizagdo, tais como, tumor das glandulas perianais ou
das células hepatoides, tricoblastoma, tumor das glandulas dos sacos anais, papiloma,
carcinoma de células escamosas, adenoma sebaceo e epitelioma sebaceo (Fisher, 2014).

As neoplasias mesenquimatosas benignas e malignas originam-se em elementos do
tecido conjuntivo, como fibroblastos, osteoblastos, adipdcitos, miécitos e células de
revestimento  vascular. Exemplos de neoplasias mesenquimatosas incluem
hemangiossarcoma, osteossarcoma, hemangiopericitoma (ou tumor da parede perivascular)
e melanoma (Raskin, 2010). As neoplasias malignas de origem mesenquimatosa séo

sarcomas por definicdo, embora os nomes de algumas neoplasias ndo sigam a nhomenclatura
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padrdao (por exemplo, histiocitoma fibroso maligno, hemangiopericitoma). Neoplasias
mesenquimatosas benignas tendem a esfoliar poucas células, resultando na dificuldade em
obter amostras de qualidade diagnéstica. Em contraste, neoplasias mesenquimatosas
malignas podem produzir amostras altamente celulares (Meinkoth et al., 2014). Estas
neoplasias tém formas benignas (por exemplo, fibroma) e malignas (por exemplo,
fibrossarcoma). Contudo, a menos que exista marcada atipia citologica, fazer essa distincdo
requer analise histopatoldgica (Tyler et al., 2007). E importante realcar que as neoplasias de
origem mesenguimatosa sdo, normalmente, dificeis, ou mesmo impossiveis de diferenciar
entre si durante a analise citolégica (Tyler et al., 2007). A caracteriza¢do definitiva de uma
lesdo como neoplasia mesenquimatosa requer, quase sempre, a histopatologia (Fisher,
2014).

1.6 Lesdes cutaneas e subcutaneas mais comuns no cao

1.6.1 Processos Inflamatérios Cutaneos

1.6.1.1 Granuloma por lambedura acral

O granuloma por lambedura acral € uma lesdo cronica, provocada por automutilagéo,
cuja base etiol6gica podera ser um disturbio comportamental, picada de inseto, lesdo alérgica
associada a elevado prurido ou ferida traumatica (Marcos et al., 2011), resultando numa lesdo
em placa espessa, firme e elevada, que muitas vezes se torna ulcerada (Raskin, 2010).
Citologicamente, observa-se uma populacdo inflamatéria mista com plasmacitos, células
epiteliais dos estratos intermédios da epiderme e, eventualmente, queratina resultante da
rutura traumatica dos foliculos pilosos. A leséo pode infetar secundariamente por bactérias e,
assim, observam-se neutréfilos degenerados e/ou fagocitose bacteriana Na maioria das
lesdes deste tipo ja ocorreu alguma fibrose, o que se traduz pela presenca de fibroblastos
com citoplasma mais basoéfilo e nucléolos pequenos mas evidentes (Marcos et al., 2011;
Raskin, 2010).

1.6.1.2 Paniculite

A paniculite é uma inflamacéo frequente em caes podendo ter origem traumatica,
metabdlica ou idiopatica (Marcos et al.,, 2011). As lesbBes apresentam-se solitarias ou
multiplas, firmes a flutuantes, elevadas e bem demarcadas. Estas podem conter um liquido
oleoso, amarelo-acastanhado, sendo o material aspirado destas lesdes, regra geral,

gorduroso, permanecendo na lamina sob a forma de pequenas goticulas transparentes que
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nao secam (Marcos et al., 2011; Raskin, 2010). Microscopicamente, observam-se em pano
de fundo vacuolos opticamente vazios, de diferentes tamanhos, mas sempre de perfil
arredondado rodeados por macréfagos, muitos deles espumosos. Também estdo presentes
neutréfilos ndo degenerados e, ocasionalmente, células gigantes de corpo estranho. A

observacao de linfocitos e plasmécitos é variavel (Marcos et al., 2011).

1.6.1.3 Lesdes por Corpo Estranho

As lesBes por corpo estranho perfurantes (material vegetal, pequenos objetos
metalicos, fragmentos de vidro, fragmentos de fio de sutura) provocam uma resposta
inflamatoria representada, principalmente, por neutréfilos e macrofagos, por vezes sob a
forma de células epitelioides e/ou células gigantes. Na maioria dos casos, 0 corpo estranho é
estéril e, por isso, hdo ha componente bacteriano e os neutréfilos ndo estdo degenerados. No
caso de reacOes de corpo estranho a queratina, sdo observadas escamas cérneas de
coloracdo azulada em quantidade varidvel, que podem surgir rodeadas por células
inflamatorias. Nestas les@es inflamatdrias em que existe queratina livre, seja num contexto de
reacao de corpo estranho por rutura de quisto/tumor do foliculo piloso, seja em situacdes de
piodermatite com foliculite/furunculose associada, é frequente encontrar alguns eosindfilos.
Alguns veiculos de vacina ou farmacos injetados subcutaneamente (particularmente
antibiéticos) podem, também, induzir uma resposta inflamatéria de tipo corpo estranho.
Nestas reacdes os linfécitos podem ser abundantes e o material estranho surge sob a forma
de precipitados amarelados mais ou menos escuros que, por vezes, formam estruturas
semelhantes a cristais. Células fusiformes reativas demonstrando alguns sinais de atipia
(cromatina gromosa, nucléolos evidentes, aumento do racio N:C), podem surgir em

guantidade variavel (Marcos et al., 2011; Raskin, 2010).

1.6.1.4 InfecOes Bacterianas

No caso da pele, a identificacdo de flora bacteriana, na auséncia de resposta
inflamatoéria e de imagens de fagocitose de bactérias, é indicativa de contaminacdo da
amostra ou de flora normal. J& a observacao de uma populacdo de bactérias monomorfica, e
de neutrdfilos com variavel grau de degeneracdo nuclear e, sobretudo, com fagocitose de
algumas dessas bactérias, é a base para o diagndstico de infecdo cutanea bacteriana (figura

6) (Marcos et al., 2011).
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Figura 6: Processo inflamatdrio supurativo séptico (presenca de bactérias compativeis com cocos)
(x400). Original da autora.

Na pele, as infe¢cdes bacterianas podem apresentar-se sob a forma de pustulas,
fistulas, Ulceras ou abcessos. O abcesso, que sera de todas as lesbes a que mais
frequentemente podera ser aspirada para diagnéstico, € uma lesdo subcutanea
correspondente a uma colecdo de pUs que macroscopicamente surge como material cremoso,
mais ou menos gromoso e que, citologicamente, se caracteriza como exsudado neutrofilico,
com graves sinais de degeneracao dos neutrofilos, e numerosas bactérias fagocitadas e/ou
livres (Marcos et al., 2011; Raskin, 2010). O estudo do tipo de bactérias presentes é
importante, porque dara indicacbes quanto a escolha do antibiético mais adequado. As
bactérias cocoides patogénicas sdo, geralmente, Gram positivas. A observagéo de agregados
de 2 a 12 cocos é caracteristica do género Staphylococcus, sendo que Staphylococcus
pseudointermedius é o0 agente mais frequentemente isolado em infe¢cbes cutaneas,
aparecendo em grupos de dois diplococos. Ja o género Streptococcus caracteriza-se pela
formacédo de cadeias de comprimento varidvel. Ao contrario dos cocos, as bactérias do tipo
bastonete sdo predominantemente Gram negativas. E importante referir que a coloracdo de
Gram pode ser aplicada nas preparacdes citoloégicas, mesmo nas que se encontram ja
coradas por coloragbes do tipo Romanowsky. A identificacdo de bastonetes de grandes
dimens0bes e formadores de esporos é sugestiva do envolvimento de bactérias gram positivo
do género Clostridium ou Bacillus (Marcos et al., 2011).

A presenca de longos filamentos bacterianos em amostras citolégicas devera

levantar a suspeita de infecdo por Nocardia ou Actinomyces spp.. Com corantes do tipo
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Romanowsky, estes filamentos apresentam, caracteristicamente, pequenas pontuacfes de
cor rosa ou purpura, espacadas de um modo intercalado, ao longo do filamento (Marcos et
al., 2011).

1.6.1.5 Infe¢cBes Micdticas/Fungicas

A maioria da patologia micética de pele. Em Portugal, corresponde a infecdes por
dermatofitos (isto €, fungos do género Microsporum e Trichophytum spp.) que, tipicamente,
colonizam os pelos e os foliculos pilosos. Em esfregacos citolégicos obtidos por raspagem
das lesGes descamativas causadas por estes fungos, ou em pelos removidos das areas
perialopécicas, podem observar-se esporos e hifas associados a pelos. Em algumas
situacles, e apds a rutura dos foliculos, os esporos e hifas fangicas podem ter acesso a
derme; nesse caso, forma-se lesdo nodular citologicamente caracterizada por inflamacéo
piogranulomatosa, sem sinais degenerativos dos neutréfilos, podendo-se encontrar esporos
fagocitados em macrofagos e livres associados a fragmentos de pelos resultantes da
furunculose existente (Marcos et al., 2011).

As leveduras do género Malassezia spp. (nhomeadamente Malassezia
pachydermatis) sdo organismos comensais da pele, mas podem estar envolvidas primaria ou
secundariamente em infecGes da pele e do canal auditivo. Na pele produzem inflamacodes
mistas com linfécitos, macrofagos e neutrofilos, encontrando-se, frequentemente, aderentes
a escamas de queratina. Estas leveduras sao relativamente faceis de identificar,
apresentando caracteristicamente gemulacédo (budding) com base larga que lhes confere uma
forma de pegada (Marcos et al., 2011).

Outras infe¢cdes fungicas que surgem associadas a lesbes cutaneas sdo a
histoplasmose, a blastomicose, a coccidiomicose e a criptococose; contudo, a exce¢do da
Ultima estas infecdes sdo muito raras no nosso Pais. Os criptococos sdo facilmente
identificAveis em esfregacos citolégicos, como estruturas redondas a ovais, com dimensdes
variando de 5 a 30 um. Caracteristicamente, apresentam um halo periférico ndo corado
correspondente a capsula. Imagens de budding de base estreita podem ser observadas. Um
pequeno numero destas estruturas fungicas pode aparecer fagocitado em macrofagos,
embora 0 mais comum seja a presenca de grande nimero de estruturas dispersas em pano
de fundo. As células inflamatorias estao, regra geral, presentes em pequeno nimero (dado o
estado de imunossupressado do animal e a baixa antigenicidade da cépsula fungica) (Marcos
etal., 2011).
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1.6.1.6 Outras infecdes

Os ectoparasitas, nomeadamente, a presenca de acaros, sdo uma causa comum de
doenca de pele em cées (Fisher, 2014). Acaros do género Demodex spp. (figura 7) s&o
habitantes normais da pele, encontrando-se 99% dos mesmos no foliculo piloso. A
demodecose canina apresenta trés quadros clinicos: localizada, pododemodecose e
generalizada. Nos cées, os acaros responsaveis pela demodecose sdo Demodex canis,
Demodex inja e Demodex cornei. As amostras devem ser colhidas de lesdes compativeis com
demodecose, como, papulas foliculares, pustulas foliculares, comeddes, eritema, hipotricose
e alopecia (Vich, 2018). O diagndstico € baseado na historia clinica e observagéo por exame
microscopico do material de raspagem de pele, tricograma ou fita-cola (Fisher, 2014; Vich,
2018).

Figura 7: Presenca de Demodex spp. (x100). Original da autora.

As formas amastigotas de Leishmania spp. (figura 8) podem, ocasionalmente, ser
encontradas em lesBes cutaneas, quer no interior de macrofagos, quer sob a forma livre,
devido a rutura das células que as continham. Sao organismos de reduzidas dimensdes (2-4
pm) e com uma forma alongada; o citoplasma nao cora, mas o ndcleo redondo e o cinetoplasto
alongado surgem corados. A forma cutanea desta infe¢cdo induz um processo inflamatério
granulomatoso ou misto, associado a fibrose envolvente, que em citologia € percetivel pela

presenca de fibroblastos com ndcleos mais volumosos que o habitual (Marcos et al., 2011).
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Figura 8: Granuloma com presenca de Leishmania spp. (x400). Original da autora.

1.6.2 Lesbes Neopléasicas

As neoplasias cutaneas e subcutédneas encontram-se entre as mais prevalentes e
sdo, sem duvida, a indicacdo mais frequente para analise citologica. Para o cirurgido hd uma
inegavel vantagem em saber que tipo de lesao ira extirpar. O melhor exemplo desta situacao
€ 0 caso dos mastocitomas, cuja remoc¢do cirargica deve ser feita com amplas margens,
atendendo a elevada capacidade de infitracdo das células tumorais. Se a lesdo é
desconhecida e a excisao for realizada sem margens amplas, a recidiva é muito provavel. Ha,
ainda, outras neoplasias que devem ser reduzidas por quimioterapia previamente a excisao,
0 que confirma os beneficios do diagnéstico precoce e prévio a cirurgia (Marcos et al., 2011).

De seguida, segue uma breve descricdo das neoplasias cutaneas e subcutaneas

mais comuns no cao.

1.6.2.1 Mastocitoma

O mastocitoma canino (figura 9) é uma das neoplasias cutaneas mais frequentes no
cao, que representa cerca de 21% de todos os tumores de pele no cdo. Este tumor tem
especial incidéncia nas racas: Boxer, Golden Retriever, Labrador Retriever, Pug e Boston
Terrier (Marcos et al., 2011; Camus et al., 2016).

Os mastocitomas podem ser considerados um dos tumores mais facilmente

diagnosticaveis através de métodos citolégicos, devido a boa coloracdo que os granulos dos
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mastocitomas adquirem aquando da coloracdo. A chave para a facilidade no diagnéstico deste
tipo de tumores é a presenca de granulos citoplasmaticos em nimero variadvel, com aspeto
fino ou grosseiro, no interior de uma célula de ndcleo redondo e com grande quantidade de
citoplasma palido. Os mastocitomas ocorrem na pele de cées e gatos, embora possam surgir
noutras localiza¢des tais como figado, baco e intestino. A aparéncia destes tumores é muito
variavel, podendo surgir eritematosos, alopécicos, em forma de massas ou placas
edematosas, podendo, em certos casos, ulcerar. A contaminacao do aspirado com sangue
pode acontecer, sendo também comum a presenca variavel de algumas células inflamatorias.
Os mastoécitos tém um nucleo de tamanho médio e forma redonda com uma quantidade
moderada de citoplasma. A presen¢a de numerosos granulos pequenos e de cor roxa podem
impedir uma correta visualizacéo dos detalhes nucleares e citoplasmaticos. Em certos casos,
0 numero de granulos intracelulares esta claramente diminuido, o que pode ser indicativo da

presenca de um mastocitoma de alto grau (Fisher, 2014).

Figura 9: A) Presenca de mastocitoma no membro pélvico esquerdo de um céo. B) Mastocitoma
(x1000). Original da autora.
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Existem trés esquemas de classificacdo histoldgica, mas os mais utilizados séo o
sistema de Patnaik e o sistema Kiupel (Camus et al., 2016). Como se pode observar na tabela

4, no sistema de Patnaik os mastocitomas sao classificados em trés graus (I, II, II).

Tabela 4: Classificacé@o histolégica do sistema de Patnaik (Adaptado de DeNicola, 2014).

Sistema Patnaik Classificacao Histolégica
Grau | Bem diferenciado, geralmente bem definido, superficial, indice mitético
baixo.
Grau I Moderadamente diferenciado, moderado a pouco circunscrito, infiltracdo

leve a moderada em tecidos dérmicos profundos, indice mitético moderado,
atipia citomorfoldgica leve.

Grau Il Potencialmente indiferenciado, pouco circunscrito, infiltracdo profunda no
tecido subcutédneo, indice mitético elevado, atipia citomorfolégica

moderada.

O sistema Kiupel € um esquema de classificacdo histolégica de dois niveis,
mastocitoma de baixo grau e de alto grau. Os critérios usados para este sistema sao
cariomegdlia, nimero de figuras mitticas, multinucleacdo e nucleos bizarros. Estas
caracteristicas sédo facilmente identificadas na citologia e, por isso, um esquema de
classificacdo citoldgica para mastocitomas em cdes pode ser Util. O uso de graduacdo
citolégica pode ajudar a planear o tratamento e a fornecer informacBes prognésticas
importantes antes da intervencdo cirurgica (Camus et al., 2016). Camus e colaboradores
(2016) propdem o uso de um sistema de graduacgao citolégica em que os mastocitomas séo
considerados de alto grau se houver pouca granulacdo ou a presenca de duas das seguintes
caracteristicas: presenca figuras mitéticas, pleomorfismo nuclear, binucleacdo ou

multinucleacao ou anisocariose marcada (> 50% da variacdo no tamanho do nucleo).

1.6.2.2 Histiocitoma

O histiocitoma cutaneo canino (figura 10) € uma neoplasia benigna, de crescimento
rapido, muito frequente nos cdes de idade jovem (geralmente com menos de 2 anos de idade),
mas também podem ser observados em caes mais velhos (Marcos et al., 2011; Fisher, 2014).
Tem origem nas células de Langerhans da pele e surge, geralmente, como um noédulo Unico,
bem delimitado, cupuliforme, acompanhado de alopécia. A ulceracdo superficial € comum.
Atinge sobretudo a cabeca, pavilhdo auricular, membros e tronco. No exame citoldgico ir-se-
a observar numerosas células de perfil arredondado, de citoplasma abundante, claro ou

levemente basoéfilo e com limites pouco distinguiveis. O nucleo é de perfil esférico, oval ou
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reniforme de cromatina fina e nucléolo indistinto. O grau de anisocitose e anisocariose € baixo
(Marcos et al., 2011). As células podem ser observadas em agregados mas nao sao coesivas
(Fisher, 2014).

um histiocitoma (x400). Original da autora.
1.6.2.3 Papiloma

Os papilomas sédo neoplasias comuns em cées (Fisher, 2014). Estes sdo tumores
benignos do epitélio escamoso, apresentando-se como massa de crescimento exofitico com
perfil variavel. Podem surgir como uma massa singular ou multipla, que pode exibir forma
nodular a pedunculada. S&o lesées que surgem de forma mais comum na cabega e nas
extremidades. As amostras aspiradas dos papilomas sdo moderadamente celulares, com
presenca de células individuais que, normalmente, se assemelham a células epiteliais

escamosas (Fisher, 2014; Marcos et al., 2011).

1.6.2.4 Tricoblastoma

O tricoblastoma é um tumor de caracteristicas benignas, que se pensa ter origem nas
células-mée basalo6ides que se identificam na base dos foliculos pilosos (Marcos et al., 2011).
E um dos tumores de pele mais comum no c&o, tomando a forma de massas solitarias, firmes,
alopécicas em forma de cupula ou polipoide e que podem ulcerar quando atingem maiores
dimensdes. Séo, preferencialmente, identificados na cabeca e pescoco (Fisher, 2014). Os
aspirados destas lesdes tendem a ser moderada a altamente celulares, com aglomerados em
forma de palicada ou trabecular. As células caracterizam-se por um tamanho pequeno a
moderado, nucleo redondo com pouca quantidade de citoplasma. Por vezes, é visivel um
material que cora de rosa ao redor da periferia dos aglomerados celulares, que pode ser

identificado como membrana basal (Fisher, 2014).
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1.6.2.5 Carcinoma das Células Escamosas

Os carcinomas das células escamosas (figura 11) sdo comuns em cédes e podem
surgir em qualquer localizagdo da pele embora ocorram, mais frequentemente, em areas
suscetiveis a lesBes derivadas da exposicdo solar. Tém uma maior incidéncia caes de pelo
curto e surgem, regra geral, no abdémen ventral e flanco (Fisher, 2014). Nos caes, o
carcinoma do leito ungueal possui um comportamento agressivo, com extensa infiltrac&do
tecidular e ocasional metastizacao linfatica (Marcos et al., 2011). Na maioria dos casos surge
como lesao ulcerada ou nédulo com crescimento infiltrativo, destruindo os tecidos envolventes
(Marcos et al., 2011). Estes tumores podem ser alopécicos, eritematosos e ulcerados, sendo
frequente a presenca de crostas. Colher amostras destas massas pode ser complicado devido
a falta de massas distintas e ulceracdo das mesmas. Para além disso, a queratina que €
produzida por este tipo de tumores, pode induzir uma reacao inflamatéria marcada, resultando
num aumento de dificuldade de interpretacdo citolégica. No caso de ser possivel colher
material através de aspiracdo, é esperado que a amostra seja altamente celular. Em casos
onde a aspiracao seja impossivel, a realizacdo de uma raspagem nos limites da leséo pode
ter valor de diagndstico. As células surgem, normalmente, em grupos ou individualmente. Os
seus nucleos variam em termos de tamanho e de condensagcdo de cromatina, sendo os
nucléolos, regra geral, indistintos. Algumas das alteracdes visiveis aquando da avaliacdo
citolégica sdo anisocitose, anisocariose e vacuolizagdo perinuclear moderada a marcada,
imagens mitéticas e citoplasma com diferentes colorac¢des, variando entre azul-escuro e claro.
Durante a avaliacdo da lamina é possivel identificar células grandes, repletas de citoplasma
maturo que cora de azul-claro, com um nucleo grande e imaturo que contém cromatina nao
condensada. Estas células demonstram assincronia na maturacdo do nucleo e do citoplasma
(Fisher, 2014). E frequente este tipo de tumores ser acompanhado de inflamagc&o purulenta,
com numerosos neutrofilos, geralmente degenerados, associados as células queratinizadas.
Pode, ainda, verificar-se a presenc¢a de inUmeras bactérias resultantes de infe¢do secundaria

a ulceracao (Marcos et al., 2011).
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Figura 11: Carcinoma de células escamosas (x100). Original da autora.

1.6.2.6 Tumor das Glandulas Perianais ou Tumor das Células Hepat6ides

Os tumores das glandulas perianais (figura 12) sao particularmente comuns em caes
machos, idosos e inteiros. A sua localizagéo tipica é a zona perianal, embora possam surgir
noutras localizacdes como o perineo, o prepulcio, a coxa e na parte dorsal da zona lombo
sagrada. Podem surgir como massas individuais ou mudltiplas que, enquanto pequenas,
tomam uma forma esférica ou ovoide mas que, ao crescerem, podem tornar-se multinodulares
e ulceradas. As amostras resultantes dos aspirados destas lesdes sdo muito esfoliativas e,
consequentemente, muito celulares, caracterizados por conjuntos de células grandes, ovoides
ou cuboides com nucleos dispostos excentricamente e abundante citoplasma granular e cor-
de-rosa, que se dispdem em agregados. Os tumores das glandulas perianais sdo, por norma
benignos. No entanto, a citomorfologia ndo se correlaciona bem com o comportamento clinico
do tumor, devendo sempre ser feita a andlise histopatologica da lesdo de modo conhecer a

sua caracterizacao definitiva (Fisher, 2014).
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Figura 12: Tumor das glandulas perianais (x100). Original da autora.

1.6.2.7 Adenoma Sebéaceo/Epitelioma Sebaceo

O adenoma sebaceo (figura 13) corresponde a proliferacdo bem diferenciada,
benigna, das glandulas sebaceas (Marcos et al., 2011). E frequente no c&o, particularmente
no cao idoso e ocorre com maior frequéncia nos membros, tronco e palpebras. As lesdes
surgem como uma Unica massa, bem circunscrita, ligeiramente elevada, com uma superficie
gue pode ir de suave a lobular ou verrugosa. Os aspirados sdo moderadamente celulares,
com grupos de células de tamanho variavel, constituidos por células muito vacuolizadas e
minimamente pleomoérficas. Estas células vacuolizadas tém um racio N:C reduzido e sem
figuras mitGticas evidentes. As células de adenomas sebaceos sdo bem diferenciadas sendo

impossivel a sua distingdo com células hiperplasicas (Fisher, 2014).

Figura 13: Adenoma sebéaceo (x400). Original da autora.
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O epitelioma sebaceo é uma neoplasia comum no cdo, que pode atingir grandes
dimensdes, vindo a ulcerar com frequéncia. Para além da multiplicacdo de acinos sebaceos,
h& ainda proliferacdo e predominancia de células epiteliais de perfil basaléide. No exame
citolégico observam-se agregados celulares de perfil basal6ide de citoplasma intensamente

basofilo, por vezes rodeado de sebdécitos bem diferenciados (Marcos et al., 2011).

1.6.2.8 Lipoma

O lipoma (figura 14) é um tumor benigno com origem nos adipdécitos e € muito comum
nos cées, particularmente nos obesos. Podem apresentar-se como uma massa
individualizada, embora também como mudultiplos nddulos, localizando-se com maior
frequéncia nos tecidos subcutaneos sobre o térax, abdémen, coxas e zonas distais dos
membros. Sao tumores que raramente ulceram e s&o identificados como massas de
consisténcia média a branda, geralmente moével (Marcos et al.,, 2011; Fisher, 2014).
Citologicamente observam-se adipocitos bem diferenciados dispersos ou formando
agregados de dimensdo variavel (Marcos et al., 2011). Juntamente com os adipécitos podem
ser encontrados pequenos numeros de células fusiformes e lipidos livres. Apds a deposicéao
do material aspirado, as laminas, adquirem uma aparéncia oleosa. Os adipdcitos que
constituem os lipomas ndo podem ser diferenciados das células que compdem a gordura
subcutanea; assim, quando séo realizados aspirados para colher material de massas
subcutaneas é essencial evitar ao maximo ndo aspirar as zonas adjacentes a massa, de modo

a evitar contaminacao das laminas (Fisher, 2014).

Figura 14: Lipoma ou aspiracdo de gordura tecidual (x400). Original da autora.
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1.6.2.9 Melanocitoma/ Melanoma

A terminologia para classificar os tumores melanociticos € complexa mas, regra
geral, usa-se o termo melanocitoma para definir uma neoplasia benigna e melanoma para
neoplasia maligna. Os tumores melanociticos séo relativamente comuns em caes. Quando
envolvem apenas a pele sdo, na maioria dos casos, benignos. Estes tumores ocorrem,
geralmente, em animais mais velhos. Sado neoplasias isoladas e ocorrem, principalmente, na
cabeca, pescoco, tronco e membros (Fisher, 2014). Os melanocitomas sdo comuns no cao,
constituindo 3 a 4% de todos os tumores cutaneos. Estes podem ocorrer em qualquer parte
do corpo. O diagndstico no exame citolégico pode ser simples, caso a neoplasia seja bem ou
moderadamente diferenciada, pela identificacdo de células contendo finas granulacdes de cor
negra ou castanho-escura (Marcos et al., 2011). Nos melanomas, os sinais de malignidade
celular podem ser muito acentuados, com pleomorfismo evidente e anisocitose e anisocariose
muito marcadas. Por vezes, o grau de pigmentacdo € muito baixo ou quase ausente, o0 que
torna o diagndstico num verdadeiro desafio. Regra geral, ha sempre uma ou outra célula com
fina granulacdo negra ou verde-escura que permite o diagnéstico de melanoma amelanécito
(Marcos et al., 2011).

O presente estudo compreendeu os seguintes objetivos:

1. Avaliar a andlise citol6gica como ferramenta Gtil e acessivel, de rapida execucao que
ndo requer equipamento sofisticado, no diagnostico das lesbes cutaneas e
subcuténeas mais comuns no céo.

2. Avaliar a utilidade da citologia na exclusdo de alguns diagnosticos diferenciais e
orientar a escolha de exames complementares de diagnéstico adicionais, que
permitam chegar ao diagnéstico.

3. Avaliar a importancia do uso da citologia como técnica de diagnéstico, em Medicina

Veterinaria, em particular, nas areas de Medicina Interna, Oncologia e Dermatologia.
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2 Material e Métodos

O presente trabalho consistiu hum estudo prospetivo das analises citoldgicas
realizadas no Laboratério de Andlises Clinicas e Histopatologica (LACH) do Hospital Escolar
Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinéria - Universidade Luséfona de Humanidades
e Tecnologias (FMV-ULHT, realizadas durante o periodo de estagio entre 17 de Setembro de
2018 e 31 de Janeiro de 2019.

2.1 Critérios de inclusao

No estudo foram incluidas analises citoldgicas realizadas no LACH, provenientes de
cdes que se apresentaram a consulta no Hospital Escolar Veterinario na FMV-ULHT com

lesBes cuténeas e/ou subcutaneas, independentemente da area de especialidade.

2.2 Critérios de exclusao

Neste estudo ndo foram incluidas as analises citoldgicas auriculares, com origem na

glandula mamaria e linfonodos periféricos.

2.3 Recolha de amostras e dados clinicos

No presente trabalho foram estudadas 119 andlises citologicas relativas a 63 céaes.
Todas as analises citol6gicas representaram les@es cutaneas e/ou subcutaneas, utilizando as
variadas técnicas de colheita de amostras em ambiente de consulta, mediante o tipo de leséo,
nomeadamente, pun¢do aspirativa, aposicdo, raspagem de pele, fita-cola e através da
avaliacdo de tricogramas. As laminas com a amostra foram previamente identificadas com o
nome do animal e enviadas para o LACH juntamente com a respetiva requisi¢do preenchida
pelo Médico Veterinario assistente. Os dados fornecidos na requisicdo (anexo |) foram os
seguintes: dados do animal, tutor, data da colheita da amostra e envio para analise, descricao
da lesdo e amostra, técnica utilizada e historia clinica. Consoante o tipo de amostra, estas

foram processadas com o objetivo de conseguir uma monocamada de células bem
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preservadas que pudesse ser observada e identificada pelo patologista. O material aspirado
da leséo que continha sangue e/ou liquido foi preparado utilizando a técnica de esmagamento.

As laminas foram secas ou agitadas ao ar com alguns movimentos suaves e fez-se
a identificacdo com um cddigo Unico utilizado em todas as analises laboratoriais do LACH.
Depois de secas, as laminas foram coradas, com uma coloragéo do tipo Romanowsky, MGG
Quick Stain® (figura 15), e as preparacdes citolégicas foram observadas ao microscopio. O
protocolo de coloracdo do LACH encontra-se para consulta no anexo Il. No final de cada
analise citoldgica foi realizado o respetivo relatorio citolégico e este foi anexado na ficha clinica
do animal no Software Boomed®.

Os dados foram obtidos através da preparacdo e observacdo das andlises
citologicas, bem como, da consulta dos respetivos relatérios citolégicos e fichas clinicas dos

animais armazenados no Software Boomed®.

Figura 15: Coloragdo MGG Quick Stain®. Original da autora.

2.4 Andlise estatistica

Os dados foram inseridos em base de dados no Microsoft Office Excel 2010, tendo,
posteriormente, sido submetidos a andlise estatistica descritiva. Para todas as analises
citologicas foi recolhido o seguinte conjunto de dados: nome, idade, sexo, raga, espécie,

localizacéo da leséo, técnica de colheita utilizada e resultado da analise citoldgica.
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3 Resultados

observar no tabela 5.

Tabela 5: Racas de caes submetidos a analise citoldgica.

Raca

N° de Animais

SRD

Buldogue Francés
Labrador Retriever
Pastor Alemé&o

Beagle

Caniche

Basset Hound

Boxer

Braco Aleméao

Bull Terrier

Cao D'Agua Portugués
Cocker Spaniel

Fox Terrier

Golden Retriever

Jack Russel

Pequinois

Shitzu

Teckel

West Highland White Terrier
Yorkshire Terrier

Serra da Estrela

w
(=S

R N T e e T e T = = T =N S S S S RN SRRSO RN B

Total

(o3}
w

SRD — Sem Raca Definida

Dezoito dos 63 caes em estudo apresentavam varias lesdes, resultando num total de
119 analises citologicas recolhidas e analisadas. Dos caes que foram submetidos a analise
citologica 49% (31/63) ndo tinham raga determinada, ou seja, sem raga definida (SRD), sendo
gue os restantes caes apresentavam raga pura. As ragcas com maior nimero de animais foram

o Labrador Retriever e Buldogue Francés, ambos com 8% (5/63) dos animais, como se pode
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De entre os 63 caes, 54% (34/63) eram machos e 46% (29/63) fémeas, como se
pode observar na figura 16-A. No que respeita aos machos, 37% (23/34) eram machos inteiros
(MI) e 17% (11/34) eram machos castrados (MC). Relativamente as fémeas, dos 46%, 16%

(10/29) eram fémeas inteiras (FI) e 30% (19/29) fémeas esterilizadas (FE) (figura 16-B).

Figura 16: Distribuicdo das amostras em estudo segundo o Sexo (A) e Estado reprodutivo (B) dos
animais das analises citologicas em estudo. FE — Fémea esterilizada, FI — Fémea inteira, MC — Macho
castrado, MI — Macho inteiro.

Os 63 cées apresentavam idades entre os 3 meses e 0s 18 anos de idade e foram
divididos em trés grupos: i) idade inferior ou igual a um ano, ii) idade entre 2 e 7 anos, iii) idade
superior ou igual a 8 anos. Como se pode verificar na figura 17, o grupo etario onde se verificou
um maior niumero de analises citoldgicas foi 0 grupo com idade superior a 8 anos, sendo a

média de idades do total de caes sujeitos a andlise citolégica de 7,9 anos.

Figura 17: Distribuicdo das amostras em estudo em funcdo da idade dos animais das andlises
citolégicas em estudo.
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As amostras das 119 analises citologicas foram obtidas através das técnicas, puncao
por agulha fina 75% (89/119), fita-cola 12% (14/119), aposicado 6% (7/119), tricograma 4%
(5/119) e raspagem profunda 3% (4/119) (tabela 6).

A puncao por agulha fina foi a técnica usada para diagnosticar lesdes neoplésicas ou
com suspeita de neoplasia. Ao utilizar a técnica por aposi¢céo foram diagnosticadas, somente,
lesBes inflamatdrias. Com o exame tricograma e pela técnica impresséao por fita-cola foram
diagnosticadas lesdes parasitarias, fangicas. Nas amostras obtidas por raspagem obtiveram-

se amostras sem altera(;(”)es.

Tabela 6: Técnicas de colheita de amostras e a sua relacdo com os resultados obtidos.

Técnica de Colheitade N° de Resultados N° de Resultados Total
Amostras Conclusivos Inconclusivos
Puncéo por Agulha Fina 68 21 89
Fita-cola 13 1 14
Aposicéo 0 7
Tricograma 5 0
Raspagem Profunda 0 4
Total 97 22 119

De entre as 119 andlises citologicas, 13% (15/119) apresentavam-se sem alteracdes
observadas, 18% (22/119) foram inconclusivas, ndo permitindo elaborar um diagnéstico, e
82% (97/119) permitiram chegar a resultados conclusivos (figura 18). Os resultados
inconclusivos deveram-se a obtengéo de amostras de fraca celularidade e por contaminacao
sanguinea. Os resultados conclusivos na puncéo aspirativa por agulha fina foram de 76%
(68/89). Na técnica de fita-cola obtiveram-se 92% (13/14) de resultados conclusivos. Nas
restantes técnicas utilizadas, técnica por aposicdo, tricograma e raspagem profunda foram

obtidos 100% de resultados conclusivos (tabela 6).

H Conclusivos

M Inconclusivos

Figura 18: Distribuicdo das amostras em estudo, segundo o tipo de resultados obtidos: resultados
conclusivos e inconclusivos.
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As lesdes com resultados conclusivos foram divididas em neoplasicas (50/119) e nao

neoplasicas (32/119), conforme se pode observar na figura 19.

Figura 19: Distribuigdo dos resultados conclusivos em lesdes neoplasicas e nao neoplasicas.

De entre as 32 lesdes ndo neoplasicas, 59% (19/32) dos resultados pertencem a
animais com les@es inflamatorias e 41% (13/32) néo inflamatdrias (figura 20).

H Lesdes
inflamatérias

i Lesdes nao
inflamatorias

Figura 20: Distribuicdo das lesdes nédo neoplasicas relativamente ao seu estado inflamatario.

As lesBes inflamatorias observadas foram processo inflamatério supurativo séptico,
processo inflamatério supurativo, processo inflamatério piogranulomatoso, sendo que a lesao
inflamatoria mais frequente foi o processo inflamatoério supurativo séptico (5.9 %, 7/119). As
lesBes parasitarias presentes nas analises citolégicas incluiram a presenca de Demodex canis
(5%, 6/119), sendo este o parasita mais frequentemente encontrado nas citologias de pele,
seguido de granuloma por Leishmania spp. (0,8%, 1/119). A dermatite por Malassezia spp. foi
a uUnica lesdo fangica encontrada. A lesdo ndo inflamatoria mais frequente foi o quisto
epidermal com 5,9% (7/119).
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Em duas andlises citologicas, pertencentes a dois animais com lesdes inflamatorias
(processo inflamatoério supurativo e processo supurativo séptico) observou-se a presenca de

microfilarias provenientes de contaminagéo sanguinea (figura 21).

Figura 21: Processo inflamatério supurativo séptico e contaminacédo sanguinea com microfilarias
(x400). Original da autora.

As lesdes diagnosticadas com maior frequéncia foram o lipoma ou aspiracdo de
gordura tecidual em 17% (20/119) das lesdes (figura 22), neoplasia de células redondas
compativel com mastocitoma em 15% (18/119) (figura 23), processo inflamatério supurativo
séptico (figura 21), quisto epidermal (figura 24), ambos com 6% (7/119) das lesfes, e presenca
de Demodex canis (figura 25) em 5% (6/119) do total de lesGes observadas.

Das 18 analises citoldégicas em que o diagnéstico citolégico foi neoplasia de células
redondas, compativel com mastocitoma, 5 eram mastocitomas, aparentemente de alto grau
(correspondente a grau histolégico Il de Patnaik) e as restantes, treze eram de mastocitomas,
aparentemente de baixo grau (correspondente a grau histologico | de Patnaik). Destas 18
lesdes, s6 nove foram sujeitas a analise histopatoldgica apds remocéo cirdrgica, sendo que
sO duas ndo foram compativeis relativamente ao grau. O resultado citol6gicos destas duas
lesBes foi mastocitoma, aparentemente de baixo grau e o resultado histopatologico, para
ambos, foi de mastocitoma subcutaneo.

Os resultados das analises citologicas encontram-se descritos na tabela 7.
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Tabela 7: Resultados das analises citoldgicas.

Frequéncia
Resultado da Anélise Citologica

Absoluta
Adenoma das glandulas perianais 4
Adenoma/ hiperplasia sebacea 3
Carcinoma de células escamosas 1
Demodex canis 6
Granulomas por Leishmania spp. 1
Hematoma, um hemangioma ou outras lesdes hemorragicas 4
Inconclusivo 22
Lesao quistica benigna ou quisto benigno 2
Lipoma ou aspiracéo de gordura tecidual 20
Malassezia spp. 1
Neoplasia de células redondas compativel com histiocitoma 1
Neoplasia de células redondas compativel com mastocitoma 18
Neoplasia mesenquimatosa maligna compativel com tumor da parede perivascular 3
Processo inflamatério piogranulomatoso 1
Processo inflamatério supurativo séptico 7
Processo inflamatdério supurativo. 3
Quisto epidermal ou um tumor benigno do foliculo piloso 7
Sem alteracdes 15

Total 119
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Figura 23: Mastocitoma, aparentemente, de baixo grau (x400). Original da autora.
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Figura 24: Quisto epidermal (x100). Original da autora.

AT ON AT EERY - o
Figura 25: Presenca de Demodex spp.. A) Técnica de colheita de amostras: Fita-cola. (x400). B)

Técnica de colheita de amostras: Tricograma (x1000). Original da autora.
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4 Discussao

O presente trabalho teve com principal objetivo avaliar a utilidade de uma técnica de
acessivel e ndo invasiva, como a analise citoldgica, no diagnostico de lesdes cutaneas e/ou
subcutaneas mais frequentes no céo.

De entre as 119 andlises citologicas realizadas, 18% (22/119) apresentaram
resultados inconclusivos (figura 18), ndo permitindo, assim, elaborar um diagndstico.
Relativamente, as técnicas de colheita de amostras, 75% (89/119) das amostras foram obtidas
pela técnica puncao por agulha fina e as restantes 25% pelas técnicas de fita-cola, aposicao,
raspagem profunda, tricograma (tabela 6). Através da puncdo por agulha fina 76% dos
resultados foram conclusivos e 24% inconclusivos (tabela 6).

Uma das grandes limitacdes da analise citolégica € a obtencdo de amostras com
fraca celularidade, o que inviabiliza a obtencdo de um diagndstico. Os resultados
inconclusivos obtidos neste estudo sdo semelhantes aos descritos por outros autores. Num
estudo que correlaciona analises citoldgicas e histopatolégicas, Ghisleni (2006), descreve
uma percentagem de 16,8 % de resultados inconclusivos, num total 292 analises citoldgicas
provenientes de lesBes cutdneas e subcutdneas de cdes e gatos, colhidas pela técnica
puncéo aspirativa por agulha fina. Simeonov (2010), num estudo com 300 analises citolégicas
de lesBes cutaneas e subcutaneas de cées obtidas por PAAF, obteve uma percentagem de
17,3% de resultados inconclusivos.

Amostras de fraca celularidade sé@o caracteristicas de algumas técnicas de colheita
de amostras de lesbes cutdneas como a PNAAF e aposicdo (Cian, 2014). Esta limitacdo
poderd ser parcialmente resolvida através da triagem de amostras quanto a celularidade,
embora alguns tipos de lesdes, como 0s tumores mesenquimatosos, esfoliem mal. No
entanto, deve-se salientar que, em amostras citolégicas, o nimero minimo de células
necessarias para definir um espécime como adequado € variavel e influenciado pela natureza
intrinseca da lesdo e pela habilidade do citopatologista. Quando se obtém varias laminas,
todas devem ser coradas e avaliadas porque, muitas vezes, apenas uma delas pode ser
suficientemente celular para se obter um diagnéstico (Ghisleni, 2006).

Outra das razdes para os resultados inconclusivos foi a contaminagdo sanguinea
presente nas amostras, facto comum na técnica PAAF. Sempre que o citopatologista se
depare com este tipos de situacdes, deve indicar que seja realizada nova colheita, de forma
a resolver estas limitacdes da técnica citolégica (Cian, 2014).

Um resultado conclusivo depende de varios fatores, principalmente, a selecdo da
técnica de colheita mais adequada e a sua correta execugao, a obtengdo de uma amostra

representativa e a sua preparacao e coloracdo adequada (Cian, 2014).
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No presente trabalho, das lesbes com resultados conclusivos, 61% foram lesdes
neoplasicas e 39% lesdes nao neoplasicas (figura 19). Estes resultados diagnosticos
permitem aos clinicos uma atuacédo rapida e mais adequada, particularmente importante em
lesdes neoplasicas, sendo essenciais, uma vez que as neoplasias de pele sdo responsaveis
por, aproximadamente, 30% de todas as neoplasias de cées (Fisher, 2014). Segundo Bronden
e colaboradores (2010), num estudo realizado na Dinamarca, com 1768 cdes com tumores
cutaneos, subcutaneos e anexos, 43% (765/1768) dos casos foram confirmados por citologia
e histopatologia, tendo a citologia sido utilizada no diagnéstico de 54% dos tumores cutaneos.
Num estudo com 300 analises citolégicas, Simeonov (2010), relata que 193 foram
diagnosticadas por citologia como lesGes neoplasicas; apds confirmacao por histopatologia,
0s autores obtiveram uma concordancia de 98,44%.

Ao diagnosticar uma lesé@o neoplasica por citologia é possivel programar o tratamento
cirargico de forma atempada, permitindo, assim, um melhor progndstico ao paciente. Por
exemplo, relativamente ao histiocitoma, como o seu prognéstico em animais de idade jovem
€ excelente, estes podem regredir espontaneamente e s6 em algumas situacdes podera ser
recomendavel excisdo cirdrgica (Marcos et al., 2011). Segundo Marcos e colaboradores
(2011), ha uma inegével vantagem para o cirurgido, em saber que tipo de neoplasia ira
extirpar. no caso dos mastocitomas, cuja remogdo cirirgica deve ser feita com amplas
margens, atendendo a elevada capacidade de infiltrac&o das células tumorais. Se a neoplasia
€ desconhecida e a excisdo for realizada sem margens amplas, a recidiva € muito provavel.
H4, ainda, outras neoplasias que devem ser reduzidas por quimioterapia previamente a
excisdo, o que confirma os beneficios do diagndstico precoce e prévio a cirurgia (Marcos et
al., 2011).

As lesBes neoplésicas foram obtidas através da colheita por pungéo por agulha fina,
ndo tendo sido fornecidos dados sobre qual das técnicas foi usada em cada uma das
situagdes (PNAAF ou PAAF). A puncéo aspirativa por agulha fina € um procedimento clinico
rapido e de baixo custo que requer equipamento muito simples para a sua realizacdo. Devido
a estas raz6es a PAAF deve ser vista como uma técnica aplicavel no diagndstico de varias
lesBes neoplasica e ndo neoplasicas (Ghisleni et al., 2006).

As neoplasias mais frequentemente diagnosticadas nas 50 amostras neoplasicas
obtidas neste estudo, foram o lipoma com 40% (20/50) e a neoplasia de células redondas
compativel com mastocitoma em 36% (18/50) das lesdes neoplasicas (tabela 7). Estes dados
sdo semelhantes a outros estudos que descrevem estas neoplasias como as mais
diagnosticadas no cdo. Num estudo realizado na Suica, foram avaliadas amostras de 11740
tumores cutaneos de cées tendo as neoplasias cutaneas mais comuns sido mastocitomas,

com 16,4%, e lipomas com 12,5% (Graf et al., 2018). Noutro estudo, realizado por Villamil e
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colaboradores (2011), nos Estados Unidos da América, foram diagnosticados 25996 cées com
neoplasias cutaneas, sendo as mais comuns o lipoma (27,4%), adenoma (14,1%) e
mastocitomas (11%). A diferenca entre as percentagens, relativamente ao lipomas pode ser
justificado, porque citologicamente ndo é possivel distinguir lipoma de aspira¢do de gordura,
ou seja, algumas analises citologicas do estudo, podem ser somente aspiracdo de gordura
gue se encontrava em redor da lesdo. O lipoma & um tumor benigno com origem nos
adipdcitos e é muito comum nos cées, particularmente nos obesos (Marcos et al., 2011). E
importante realcar que os adipdcitos que constituem os lipomas ndao podem ser diferenciados
das células que compdem a gordura subcutdnea. Assim sendo, quando sdo realizados
aspirados para colher material de massas subcutaneas é essencial evitar ao maximo aspirar
as zonas adjacentes a massa, de modo a evitar contaminagcdo (Fisher, 2014). Os
mastocitomas podem ser considerados dos tumores mais facilmente diagnosticaveis através
de métodos citoldgicos devido a boa coloracdo que os seus granulos adquirem, aguando da
coloracao (Fisher, 2014). Os mastocitomas diagnosticados por citologia, foram classificados
como mastocitomas de baixo grau e de alto grau. Num estudo em cdes, Cammus e
colaboradores (2016) obtiveram uma concordancia de 73,6% (95/129) em tumores de baixo
grau e 81,8% (18/22) para tumores de alto grau. No presente estudo, dos 18 mastocitomas
diagnosticados citologicamente, nove foram sujeitos a analise histopatolégica apds remogéo
cirdrgica, sendo que destes s6 dois nao foram compativeis relativamente ao grau. Estes
pertenciam a dois cdes diferentes e tinham como diagnéstico citolégico, mastocitoma,
aparentemente de baixo grau (correspondente a grau histolégico | de Patnaik), sendo o
diagnéstico histopatologico para ambos, mastocitoma subcutdneo. Os mastocitomas
subcutéaneos devem ser considerados como uma entidade distinta dos cutaneos. Nos
mastocitomas subcuténeos néo séo aplicaveis os graus histologicos de Patnaik, e de Kiupel.
Num estudo Thompson e colaboradores (2011), indicam que o0 progndstico destes
mastocitomas é favoravel, com apenas 4% (13/306) dos casos a desenvolverem metastases
e 8% (24/306) com recorréncia local do tumor, mesmo com (171/306 cdes) 56% dos casos
com margens incompletas.

Das les6es nédo neoplésicas, a lesédo inflamatéria observada em maior numero foi o
processo inflamatério supurativo séptico com 21,9% (7/32), em amostras obtidas pela técnica
de aposicdo. A lesdo parasitaria mais observada nas andlises citologicas foi a presenca de
Demodex canis com 32% (6/32) dos resultados, seguido de granuloma por Leishmania spp.
com 18.75% (1/19). A leséo flngica encontrada com 3% (1/32) foi a dermatite por Malassezia
spp. (tabela 7). Acaros do género Demodex spp. sdo habitantes normais da pele,
encontrando-se 99% dos mesmos no foliculo piloso (Fisher, 2014). Este acaro foi observado

em amostras de pele colhidas através da técnica fita-cola e tricograma. Nenhum destes
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diagnosticos ocorreu através de amostras obtidas por raspagem profunda, que é um dos
métodos indicado e o mais usado para visualizacdo de Demodex spp (Mueller & Bettenay,
2017). Segundo Mueller et al. (2012), tricogramas negativos devem ser seguidos de
raspagens profundas da pele antes de se excluir a demodecose. Os tricogramas positivos em
cdes saudaveis sao raros. O tricograma podera ser Gtil em locais onde a raspagem profunda
¢ dificil no cado. A Malassezia pachydermatis € a levedura mais comum em amostras de pele,
nos pavilhdes auriculares e na cavidade oral (Mendelsohn et al., 2006). Esta levedura foi
observada em amostras de pele através da técnica fita-cola, com mais de cinco
leveduras/campo com uma ampliagéo de 400x.

A lesd@o nao neopléasica mais frequente foi o quisto epidermal, com 21.9% (7/32) das
lesBes. Fisher (2014) descreve que o0s quistos epidérmicos sdo encontrados em um terco das
lesdes ndo neoplasicas ndo inflamatoérias removidas em caes. Ghisleni e colaboradores
(2006), relatam que, de 67 andlises citologicas de lesdes nao neoplasicas, 68,7% (46/66)
estavam de acordo com o diagndstico histopatolégico, enquanto que em 31,3% (21/66) das
mesmas 0 resultado ndo foi compativel com o diagnéstico histopatologico; destes 46
diagnosticos citolégicos confirmados cinco foram de quistos epidermal (11%).

Em duas andlises citolégicas, pertencentes a dois animais com lesdes inflamatérias
observou-se a presenca de microfilarias provenientes de contaminagéo sanguinea (figura 21),
estes dois animais apresentavam microfilarias igualmente no esfregaco sanguineo. Segundo
Albanese e colaboradores (2013), num estudo realizado em lItalia, 15 de 16 cdes com nédulos
cutaneos diagnosticados com Dirofilaria repens, foram sujeitos a analise citolégica
confirmando a presenca de D. repens, estando trés deles co-infetados com Dirofilaria immitis.
Paniculite nodular foi observada em todos os casos, com nédulos contendo uma ou varias
sec¢Oes transversais de nematodes e microfilarias, apesar de haver davidas se os nédulos séo
causados pela acao mecanica direta dos nematodes ou por inflamagéo crénica. Adultos e
larvas de D. repens podem induzir nédulos cutaneos em cées, devendo estas lesdes ser
cuidadosamente avaliadas em areas endémicas; neste caso a citologia por puncdo com
agulha fina mostrou ser til (Albanese et al, 2013).

Os dados obtidos neste estudo estdo de acordo com a bibliografia disponivel,
confirmando o diagndstico de lesGes cutaneas e subcutdneas mais comuns no cao como o
lipoma, mastocitoma, processo inflamatério supurativo séptico, quisto epidermal e
demodecose. O método preferencial para a colheita de amostras de lesbes cutaneas e
subcutaneas foi a pun¢éo por agulha fina, tendo sido a técnica utilizada nos referidos estudos.

A percentagem de resultados conclusivos obtidos neste estudo (figura 18) é,
também, semelhante aos estudos referidos, reforcando a utilidade da citologia. Ou seja, em

82% (97/119) dos casos a citologia permitiu emitir um diagndéstico ou orientar o Médico
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Veterinario a elaborar um plano diagnéstico para chegar ao diagnostico definitivo. As lesdes
cutaneas e subcutdneas diagnosticadas pela analise citoldgica sdo as lesdes mais
frequentemente observadas em areas de especializacdo como a Oncologia e Dermatologia.
Na Oncologia, a rapidez e a facilidade na execugéo desta técnica quando comparada com a
analise histopatoldgica, é ainda mais importante porque permite elaborar um plano terapéutico
precoce, melhorando o progndstico para o paciente. Algumas neoplasias devem ser reduzidas
por quimioterapia antes da excisdo cirdrgica, o0 que confirma os beneficios do diagndstico
precoce prévio a cirurgia. No caso dos mastocitomas, cuja remocao cirlrgica deve ser feita
com amplas margens, se a neoplasia é desconhecida e a exciséo for realizada sem margens
amplas, a recidiva é muito provavel (Marcos et al., 2011). Nas consultas de dermatologia é
frequente o uso de técnicas de colheita de amostras de pele, como a aposi¢éo, a raspagem,
a fita-cola e a punc¢éo por agulha fina. Estas amostras sdo analisadas por citologia, permitindo
distinguir lesdes neoplasicas de ndo neoplasicas, lesdes inflamatodrias e identificagdo de
agentes infeciosos (bactérias, parasitas e fungos).

Seria importante incluir no presente estudo um maior nimero de amostras para
analise citolégica para, assim, reforcar a confianga na técnica. Em muitas das lesdes em que
seria possivel a remocdo cirlrgica para posterior andlise histopatoldgica, esta nao foi
realizada, o que ndo permitiu a confirmacdo do diagndstico citoloégico pela histopatologia,
podendo assim, obter resultados mais especificos e consequentemente mais fidedignos.

A citologia é um exame complementar que pode e deve estar disponivel em todos os
centros veterinarios, devendo, o Médico Veterinario ter sempre presente a importancia de uma
adequada selecdo da técnica de colheita da amostra e da sua correta execucédo, de forma a

obter uma amostra representativa da lesao.

61



Juliana Gomes Pereira | Diagndstico Citolégico de Lesdes Cuténeas e Subcutaneas no Céo

5 Conclusao

Os resultados obtidos no presente estudo permitiram alcancar os objetivos
propostos, mostrando a utilidade da analise citolégica no diagndstico de varias lesbes
cutaneas e subcuténeas. A citologia permitiu diagnosticar e diferenciar lesées neoplasicas de
lesbes ndo neoplasicas, lesdes inflamatorias de lesdes ndo inflamatdrias, identificar agentes
infeciosos como leveduras, acaros, bactérias e hemoparasitas. Os resultados conclusivos
obtidos, possibilitaram o diagnostico das lesdes cutaneas e subcutaneas em cées, que mais
frequentemente se observam na clinica de animais de companhia.

O aparecimento de lesdes no tecido cutaneo e subcutaneo dos animais de
companhia é comum, sendo necessaria a existéncia de métodos complementares com
resultados rapidos e fidedignos. Importante no caso de areas de especializagdo como a
Oncologia e Dermatologia.

Em estudos futuros, seria importante incluir critérios como a especificacdo do tipo de
colheita efetuado, em relagédo a puncéo por agulha fina (puncéo aspirativa, ndo aspirativa), o
método de colheita selecionado, isto é, se esta foi realizada por pun¢do em consulta, intra-
cirdrgica ou poés-cirdrgica. Seria, também, interessante incluir em que area da Medicina
Veterinaria foi realizada a andlise. Para validar o diagnostico citolégico o mais importante,
seria, a confirmag&o do diagnostico citoldgico através da histopatologia.

A presente dissertacdo pretendeu dar um contributo na consciencializagdo dos
Médicos Veterinarios para as vantagens e desvantagens da analise citolégica, abrindo portas
a novos estudos e melhorando a assisténcia dada aos pacientes, particularmente em areas
de especialidade como a Oncologia e Dermatologia. Futuramente, seria interessante realizar
estudos semelhantes em gatos, com uma amostra maior e mais abrangente, incluindo
técnicas de imunohistoquimica para fenotipagem de células provenientes de analises

citologicas e analise histopatoldgica das lesdes sujeitas a analise citoldgica.
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Anexo | — Requisi¢cbes de Analises do LACH

) R sy e

LUSOFONA Requisicdo de Analises Clinicas it /

s e h
Nome: Idade: Sexo: Consulta O Internado O  URGENTE O Imprimir O
Espécie: Raca: Dados clinicos relevantes:

Proprietario:

Data da colheita: Data de envio: Tipo de amostra enviada:

n°® de amostras: Sangue: OEDTA | DSoro ) OHeparina @  OCitrato ...
Médico responsével Urina: M Cistocentese O Algaliagio O Colheita Livre O

\Entidade/Clinica veterinaria: \__ Outros:
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Hematologia o 0 Biologia molecular
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Analises externas
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LUSOFONA Requisicao Citologia e Histopatologia i ,
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NOTA: As amostras para analise histopatologica devem ser enviadas em Formalina (Formaldeido diluido numa proporcéo 1/10).

No caso de biopsias cutaneas, a descri¢do detalhada é imprescindivel para a correta interpretacdo das observacées histolégicas. Estas amostras devem
ser, preferencialmente,acompanhadas das fotografias das lesdes.

No caso de citologias de liquidos/derrames a amostra deve ser colhida para um tubo de EDTA (para outros estudos tubo seco/tubo estéril)
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Anexo Il — Protocolo de Coloragao usado no LACH.

a8 r5§ o
LUSOFONA Protocolos LACH

veterinaria

May Grunwald-Giemsa quick STAIN

Coloragdo de esfregagos sanguineos e citologias

- Preparar a amostra sanguinea ou material citolégico através de um esfregago 1) ou pelo
meétodo de squash 2)

1)

2)

- Deixar a amostra secar a temperatura ambiente

- Mergulhar 5 vezes na solugéo A (fixador-metanol)

- Mergulhar 5 vezes na solugéo B (eosina)

- Mergulhar 5 vezes na solugdo C (corante tiazinico)

- Lavar em agua corrente

- Deixar secar ao ar

NOTA: O envelhecimento dos corantes pode levar a necessidade de aumentar o n® de mergulhos na

solugéoBe C




