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RESUMO

Objetivo: A citologia da conjuntiva humana tem sido amplamente estu-
dada. A falta de dados sobre as caracteristicas do raspado ocular em
paci entestratadosderetinobl astomasubmetidosaenucl eacéo eradiotera-
piafoi o quemotivou este estudo. Métodos: Foram examinadas 114 érbitas
de 58 pacientes. Este trabalho apresenta os resultados da citol ogia con-
juntival, em 4 condi¢fes, com e sem enucleagdo, com e sem radioterapia.
Resultados: Noinfiltradol eucocitériodasorbitascombulboocul ar predomi-
naram os linfdcitos e nas demais, os polimorfonucleares neutréfilos. De
maneira geral, as alteragdes das células epiteliais mais encontradas nas
I&minas dos esfregacos conjuntivais de Orbitas irradiadas foram: células
com nucleo aumentado e nucléolo proeminente e com hialinizagéo do
citoplasma. Conclusio: Os achados citol gicos do raspado conjuntival
ndo indicaram perfil caracteristico e distinto para cada grupo.

Descritores: Olho/microbiologia; Conjuntiva/citologia; Anoftalmia; Retinoblastoma/radio-
terapia; Enucleagdo ocular

INTRODUCAO

O raspado de conjuntiva normal®-? e o quadro citol égico das conjunti-
vites aguda, aguda de tipo alérgica e bacteriana cronica® apresentam
caracteristicas proprias que auxiliam no diagnostico.

As alteracOes gerais das células causadas pela radiagdo podem ser
classificadas em 2 fases; aguda e crénica*. AsalteracGes agudas ocorrem
dentro dos primeiros 6 meses apdés a irradiacdo e consistem em tumefacéo
dacélulae do nucleo, vacuolizagéo do citoplasma, enrugamento e conden-
sacéo da cromatina do nucleo, mitoses anormais e células multinucleadas
ou hizarras. As alteragdes cronicas incluem tumefacéo celular e células
basais aberrantes. As células epiteliais podem apresentar queratinizagdo
anormal(®.

Outras alteragdes morfol 6gicas secundarias a radiacdo incluem: carioli-
se, cariorréxe, hialinizagéo do citoplasma e canibalismo (1.

Em um estudo sobre citologia do cérvix uterino irradiado, constatou-se
aumento do tamanho da célula, com aumento proporcional do nucleo,
vacuolizagdo do citoplasma, enrugamento do ndcleo, multinucleacédo, célu-
las benignas bizarras nos esfregacos recol hidos na fase aguda. A gravida-
de das alteragdes diminui gradual mente com o aumento do intervalo entre o
final daradiacéo e o exame (©),

Na orbita, com doses de radiagdo cumulativa acima de 6.000 cGy, pode
ocorrer cicatrizagéo permanente e contratura da conjuntiva, com formagéo
de simbléfaro, limitacéo do movimento do ol ho, entrépio e/ou triquiase™. A
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triquiase pode provocar risco aumentado de infecgdes decorren-
tesdeirritagdo conjuntival e corneanacrénicae recorrente(”,

Até o presente momento, de nosso conhecimento, nao
existe nenhum estudo citol 6gico sobre o raspado de conjunti-
vasirradiadas.

xon. Em todos os casos, fixou-se em 0,05 (5%) o nivel de
rejei cdo paraahipétesede nulidade. Quando o calcul o estatis-
tico apresentou um valor significante, usou-se um asterisco
(*) paracaracterizé-1o. Caso contrério, isto €, ndo-significante,
usou-seN.S.

OBJETIVOS

RESULTADOS

O objetivo destetrabalho é o estudo dacitologiado raspa-
do conjuntival de pacientes tratados de retinoblastoma, sub-
metidos a enucleagdo de um ou ambos os olhos, com 6rbitas
irradiadas e ndo-irradiadas.

METODOS

Foram examinadas 114 érbitas de 58 criangas tratadas de
retinoblastomano Hospital A. C. Camargo, Fundagdo Antdnio
Prudente, divididasem 4 grupos: 26 orbitas (22,8%) com bulbo
ocular e sem radioterapia (grupo 1), 26 (22,8%) com bulbo
ocular e com radioterapia (grupo 11), 51 (44,7%) sem bulbo
ocular e sem radioterapia (grupo I11) e 11 (9,6%) sem bulbo e
com radioterapia (grupo 1V). Das 62 cavidades anoftdmicas,
57 estavam em uso de prétese ocular externa. Este trabalho foi
aprovado pelo Comité de EticaM édicadaUniversidade Fede-
ral de S&o Paulo — EPM.

Inicialmente, foi feitaa colheita de amostras da conjuntiva
e da margem palpebral para os exames de cultura (Etapal). A
seguir, foi instilado colirio anestésico tdpico de cloridrato de
proximetacaina a 0,05%, foi realizada a colheita de raspado do
fundo de saco conjuntival inferior com espatula de Kimura
para esfregaco em |&mina para a citologia.

O exame citol 6gico do raspado conjuntival foi realizado no
Departamento de Patologia da Universidade Federal de Sao
Paulo — EPM e incluiu a contagem diferencial dos leucécitos
(microscopio sob imersdo com aumento de 1.000 vezes). As
I&minas com ndmero inferior a 20 células foram excluidas do
estudo citoldgico.

Na andlise das caracteristicas das células epiteliais, 0 es-
fregaco foi examinado em toda sua extensao sob aumento do
microscopio de 100 e 400 vezes. Em cadalamina, observou-se
a presenca ou auséncia dos aspectos do nucleo (tamanho
aumentado, multinucleag&o, hipercromasia, caridlise e/ou ca-
riorréxe, vacuolizagdo e nucléolo evidente) e do citoplasma
(vacuolizagéo, coloracdo palida, hialinizag8o, formas bizarras
e canibalismo).

Foi realizada uma avaliagcdo qualitativa, considerando a
presenca ou auséncia dessas alteragcdes em cada lamina. A
analise dos dados baseou-se no percentual de laminas que
apresentou determinada alteragcdo, em cada grupo.

Meétodo estatistico

Foram usados os seguintes métodos estatisticos: teste de
McNemar, teste da Parti¢&o do Qui-quadrado, teste de Wilco-
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A colheitaderaspado conjuntival paracitologiafoi realiza-
da em todos os pacientes. Foram revisadas 79 |&minas de 40
pacientes. Em um dos pacientes foi obtido material apenas da
cavidade anoftdlmica e 12 foram excluidas por apresentarem
material inadequado. As demais laminas foram desprezadas
por problemas técnicos. Assim, o calculo estatistico foi reali-
zado com base em 67 |&minas.

Leucocitos

A maioria das |aminas em cada grupo caracterizou-se por
um infiltrado contendo raros leucécitos. Analisando as mé-
dias do nimero percentual deleucécitos (Tabelal), houveum
predominio de neutréfilos nosgruposl, I11 eV (62,1%, 74,4%
e 73,0%, respectivamente). O grupo |1 apresentou predominio
de linfécitos (64,8%).

A contagem diferencial de leucdcitos dos pacientes agru-
pados, considerando-se ambas as orbitas, foi analisada pelo
teste de Wilcoxon. As médias do nimero proporcional (ou
relativo) de polimorfonucl eares neutrofil os dos pacientes que
apresentavam 6rbitas ndo irradiadas foram 60,7% (grupo 1) e
72,7% (grupo 111); e as médias do nimero proporciona (ou
relativo) de mononucleares dos mesmos pacientes foram 39,2%
e 27,3%, para os grupos | e I1l respectivamente (Tabela 2). A
diferencaentre as médias do niUmero proporcional de neutrdéfi-
los e linfdcitos de pacientes com 6érbitas ndo-irradiadas dos
grupos | elll ndo foi estatisticamente significante (T_, =17,0
N.S.; T (a=,05)=8).

As médias do numero proporciona de polimorfonucleares
dos pacientes que apresentavam érbitasdo grupo I | foram 38,0%
edo grupo Il foi 75,2%; e as médias do nimero proporcional de
mononucleares dos mesmos pacientesforam 62,0% e 24,6%, para
osgruposl elll respectivamente (Tabela3). A diferencaentreas
médias do nimero proporciona de polimorfonucleares e mo-

calc

Tabela 1. Média da percentagem de neutroéfilos e linfécitos,
considerando todos os pacientes

Leucdcitos (%)

Grupo Neutrofilos Linfocitos
| 62,1 37,8
Il 34,1 64,8
] 74,4 25,5
\Y 73,0 26,0
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Tabela 2. Percentagem de neutréfilos e linfécitos dos pacientes
que apresentam o6rbitas pertencentes aos grupos | e lll
Leucocitos (%)

Neutrofilos Linfécitos
Ficha Grupos Grupos
n° | Il | ]
13 87 84 12 16
21 56 91 44 9
25 13 72 87 28
26 97 95 3 5
37 54 63 46 37
39 46 87 54 13
46 50 97 50 3
52 15 38 85 62
55 97 64 3 36
56 92 36 8 64
Média 60,7% 12,7% 39,2% 27,3%

Figural-Célulacaliciformeem esfregago conjuntival (>>) (coloragao
de Leishman, aumento de 400 vezes)

nonucleares dos pacientes com 6rbitas do grupo Il e Il foi
estatisticamente significante (T, .=4,0%; T_,(a=,05)=17).

Os demai s agrupamentos de érbitas ndo foram analisaveis
estati sticamente.

Células epiteliais

Ascélulasepiteliais, em geral, eram da camadaintermedia-
ria em quantidade varidvel e apresentavam-se isoladas ou
agrupadas. Observou-se uma célula caliciforme (Figura 1) no
esfregago conjuntival em 2 pacientes, um pertencente ao gru-
po Il e outro ao grupo 1.

Niucleo

N&o foi possivel analisar a percentagem do namero de 1&
minas que apresentaram células com nucleo de tamanho aumen-
tado (Figura 2; 1=92,3%; 11=81,3%; 111=87,5% e I\V=83,3%); com
caridlise/cariorréxe (Figura 3; 1=7,7%; 11=6,3%; 111=12,5% e
1V=0,0%) ecom hipercromasia(l, |1 elV=0,0% el11=9,4%), devido
asrestricbes de Cochran (Tabela 4).

Apesar das percentagens de l&minas com presenca de

células multinucleadas (Figura 2) terem sido maiores nos
grupos | (69,2%) e |V (66,7%) do que nos grupos Il (37,5%) e
Il (59,4%), essa diferenca ndo foi estatisticamente signifi-
cante (¥_,.=3,570 N.S)).

A percentagem de laminas contendo vacuolizacdo do
nucleo foi maior nos grupos |11 (71,9%) e IV (83,3%) do que
nosgrupos| (69,2%) ell (43,8%), emboraessas diferencas ndo
tenham tido significancia estatistica (x?,,.=4,860 N.S.).

As percentagens de |laminas com presenca de nucléolo
proeminente foram semel hantes, ndo havendo diferenca esta-
tistica entre os grupos (X2, .=0,240 N.S.).

calc
Citoplasma

A percentagem de l&minas com células que apresentaram
citoplasmade coloracdo palidafoi baixaenao houvediferenca
estatistica entre os grupos (1=38,5%; 11=12,5%; 111=28,1% e
IV=16,7%; _,.=2,945 N.S. - Tabela 5).

As percentagens de |&minas com hialinizagdo do citoplasma
foram semel hantes (1=46,2%; 11=43,8%; 111=46,9% e V= 33,3%),
sem diferenca estatisticamente significante (2., =0,392 N.S)).

calc

DISCUSSAO

Devido a sua acessibilidade, a extensa diversidade de le-
sOes e a dificuldade de bidpsias de tecidos, o olho é um dos
Orgaos mais apropriados para 0 uso pratico da citopatolo-
giaV. No presente estudo, optou-se pela colheita de raspado
de conjuntiva para citologia com espéatula de Kimura, obten-
do-se material satisfatorio na grande maioria dos casos.

O infiltrado damaioriadaslaminas apresentou rarosleucoé-
citos. Houve um predominio de neutréfilos nos gruposl, |11 e
IV (62,1%, 74,4% e 73,0%, respectivamente), concordando
com os resultados de Portellinha et a. (1984)(®), exceto pelo

Tabela 3. Percentagem de neutréfilos e linfécitos dos pacientes
que apresentam Grbitas pertencentes aos grupos Il e lll
Leucocitos (%)
Neutrofilos Linfécitos

Ficha Grupos Grupos

n° I I} Il 1]

3 56 77 44 23
4 37 61 63 38
7 29 74 71 26
14 95 69 5 31
23 33 71 67 29
28 84 87 16 13
30 12 65 88 35
33 14 58 86 40
34 12 71 88 29
38 33 95 67 5
42 26 87 74 13
44 28 81 72 19
50 35 81 65 19
Média 38,0% 75,2% 62,0% 24,6%
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Tabela 4. Achados citolégicos no nucleo das células em cada grupo
Achados citolégicos
Tamanho Multinu- Cariorréxe/ Vacuolizacéo Nucléolo Hipercromasia
Total de aumentado cleacao Cariolise proeminente

Grupo Laminas P % P P % P P % P P % P P % P P % P
| 13 12 92,3 9 69,2 1 7,7 9 69,2 8 61,5 0 0,0
Il 16 13 81,3 6 37,5 1 6,3 7 43,8 11 68,8 0 0,0
1} 32 28 87,5 19 59,4 4 12,5 23 71,9 20 62,5 3 9,4
1Y 6 5 83,3 4 66,7 0 0,0 5 83,3 4 66,7 0 0,0
Total 67 58 86,6 38 56,7 6 9,0 44 65,7 43 64,2 3 4,5
P: positivo(a)

Figura 2 - Esfregago conjuntival apresentando células com nucleo
aumentado (*)eumacélulabinucleada (<) (colorac&o de Leishman,
aumento de 400 vezes)

grupo de 6rbitas com globo ocular irradiadas (I1) que, consi-
derando a contagem de todos 0s paci entes, apresentou predo-
minio de linfécitos (64,8%).

O grupo que apresentou amaior freqiiénciade |&aminascom
numerosos leucocitos foi o de olhos com cavidade anoftél mi-
cando-irradiada(grupo Il 7/36) e, assim mesmo, numa propor-
¢do relativamente baixa, embora cerca de metade desses olhos
apresentassem crescimento de microrganismos na conjuntiva
(52,9%) (Etapal).

Considerando apenas os olhos envolvidos no Teste de
Wilcoxon, observou-se que as médias do nimero relativo de
neutréfilosnosgrupos| (60,7%) ell (38,0%) foram menoresdo
que no grupo |11 (72,7% a 75,2%), embora nao tivesse havido
significanciaestatisticaem relagéo ao grupo | esé ao grupo .
Naverdade, no grupo |1, notou-se um infiltrado predominante-
mente linfocitario (62,0%).

Entdo, observando-se a flora encontrada nos olhos aqui
estudados, notou-se que o grupo |11 apresentou crescimento
de microrganismos, inclusive de bactérias do género Staphy-
lococcus, numa frequiéncia quase trés vezes maior do que os
grupos | ell (Etapal). Como jafoi visto, nos esfregacos de
infeccdes bacterianas, ha um aumento de polimorfonucleares
neutrofilos1-29-10),

Demaneirageral, existe umaassociagéo de reacao polimor-
fonuclear e mononuclear, com predominancia de mononu-
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Figura3-Células em caritliseindicadas pelasetano esfregaco con-
juntival (<) (coloragédo de Leishman, aumento de 400 vezes)

cleares em todas as infecgdes bacterianas crénicas. Entretan-
to, na infecgéo por estafilococos ha predominancia de poli-
morfonucleares mesmo nos estagios cronicos*?),

No grupo I, constituido de pacientes que tém Grbita com
olho e ndo-irradiada, observou-se infiltrado com predominio
de PMNs neutréfilos; e ja foi visto que essas sdo as células
mai s freglientes no raspado conjuntival de pacientesnormais,
embora em pequena quantidade-9).

O uso de protese ocular pode estar associado ao desen-
volvimento de conjuntivite papilar gigante®*4. Embora a
maioria dos pacientes fosse usudria de protese ocular, o fato
de terem sido observados poucos eosinéfilos neste estudo
pode estar relacionado ao tempo de uso da préteseinferior a4
anosd),

As alteracBes celulares induzidas pela radiagdo sdo mais
evidentes no primeiro ano pés-tratamento®, principal mente
nos primeiros seis meses(!®). |sso sugere que as alteragdes
citoldgicas encontradas nos pacientes do presente estudo
talvez ndo sejam causadas exclusivamente pelaradiacdo, uma
vez que o intervalo de tempo entre aradioterapia e a colheita
de exame foi maior do que 1 ano na maioriados casos (83,8%)
e menor do que 6 meses em apenas 13,5%.

De forma geral, as alteragdes citoldgicas mais encontradas
nas l&minas com esfregaco dos pacientes deste estudo foram:
tamanho aumentado do ntcleo, células multinucleadas, vacuo-
lizagcdo do nucleo, nucléolo proeminente e hialinizagdo do
citoplasma. Nos esfregacos de infecgdes bacterianas, as células
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Tabela 5. Achados citolégicos no citoplasma das células em cada grupo
Achados citolégicos
Vacuolizagao Coloracéo Hialinizac&o Formas Canibalismo
Total de palida bizarras

Grupo Laminas P % P B % P P % P P % P P % P
| 13 0 0,0 5 38,5 6 46,2 1 7,7 0 0,0
] 16 0 0,0 2 12,5 7 43,8 0 0,0 0 0,0
1l 32 4 12,5 9 28,1 15 46,9 4 12,5 0 0,0
1\ 6 1 16,7 1 16,7 2 33,3 1 16,7 0 0,0
Total 67 5 7,5 17 25,4 30 44,8 6 9,0 0 0,0
P: positivo(a)

epiteliais conjuntivais geralmente sdo escassas € mostram graus
variaveis de degeneragdo, com vacuolizagdo citoplasmética,
associadas a formas bacterianas intra ou extracel ulares (12919,

Dos pacientes submetidos a braquiterapia, foram analisa-
das 7 |aminas, das quais 1 foi excluida por apresentar material
insuficiente. De maneira geral, o material destas 6 1aminas
caracterizou-se pela presencga de células com nucleo normo-
crémico (6/6), aumentado de tamanho (5/6) e com vacuolizagéo
(4/6), exibindo nucléolo proeminente (6/6) e células multinu-
cleadas (4/6). Morris (1996)(1® mencionou que a repopul agao
parece ser mais lenta apés multifracionamento da irradiacéo
em relacdo airradiacdo em fragdo Unica. Mas, se considerar-
mos s6 os raspados conjuntivais dos pacientes que foram
submetidos a braquiterapia, observamos que havia4 ou mais
itens alterados em 4 das 6 |&minas.

No Unico caso do presente estudo que revelou presenca
de Candida tropicalis (Etapa l), o esfregaco apresentou vari-
as alteracgdes: células multinucleadas, vacuolizacdo e tamanho
aumentado do nucleo hipocromético, cariorréxe e hialinizagéo
do citoplasma. Como este paciente ndo erausuério de protese
ocular, mas havia sido submetido a radioterapia, é possivel
gue esse quadro tenha sido resultado de ambos os fatores
lesivos (radiacdo e infecgdo).

Poder-se-ia considerar que a conjuntiva de pacientes ndo
enucleados irradiados estivesse mais exposta a conjuntivites
cronicas. Contudo, a fregiiéncia de microrganismos na con-
juntivado grupo 11 (15,4%) foi relativamente baixa (Etapal).

As maiores percentagens de células epiteliais multinu-
cleadas foram observadas tanto no grupo | (69,2%) quanto no
IV (66,7%), ou seja, no grupo de Orbitas com bulbo ocular ndo-
irradiadas e no grupo que apresentavamaior nimero de fatores
agressivos (radiagdo, anoftalmia e maior freqiiéncia de mi-
crorganismos). A freqliéncia deste tipo celular, no presente
estudo, foi quase tdo alta quanto a observada nos casos de
conjuntiviteviral (79,1%) examinadospor Dewan et al. (1992)(17),

No presente estudo, em que foi utilizado a coloragdo de
Leishman e ndo a de Papanicolau, ndo foram encontradas
células queratinizadas, mas sim células com sinais de degene-
racdo. Os grupos que mais apresentaram alteracfes degene-
rativas foram 111 e, depois, I. E dificil encontrar umajustificati-
vaparaisso, pois o grupo I, além de ndo ter sido submetido a
radioterapia, apresentou uma freqiiéncia relativamente baixa
de microrganismos.

A percentagem de |laminas que apresentou cariorréxe foi
pequena e mais frequiente num grupo ndo-irradiado, porém
usudrio de protese (I11). Nestes, a cultura de conjuntiva foi
positivaem 3 das4 |aminas com estaalteragéo, num total de 32
|aminas. | sto provavelmente ocorreu porque as alteragdes nu-
cleares, desde a forma vesiculosa a caridlise, representam a
involucdonatural dacéluaatéanorte (4,

Ascélulasepiteliaisnasinflamacdes oculares al érgicas, de
contato e vernal, dispostas isoladamente ou em lengéis, sdo
hipertroéficas, bem preservadas e apresentam sinais de hipera-
tividade por seu hipercromatismo, além da predominéancia de
nucléolo redondo proeminente -2, Estas sdo caracteristicas
que foram observadas nas | aminas dos pacientes deste traba-
Iho, embora tivesse sido observada uma quantidade quase
desprezivel de eosindfilos. Parece que na conjuntivite alérgi-
ca, a observacao clinica é mais valiosa do que o achado de
eosinofilos nacitologia.

O pseudocanibalismo pode também ser visto como resul-
tado de tamanho celular aumentado em um espago confina-
do®, o que provavel mente ndo se aplica a conjuntiva.

A maioriados pacientesrecebeu dose cumulativaderadia-
¢do inferior a 4.000 cGy (Etapa |). Quando doses maiores do
que 3.000 cGy sdo usadas, pode ocorrer conjuntivite grave e
desenvolvimento de “vasosirradiados crénicos’ naconjunti-
va palpebral e bulbar, levando a congestdo permanente®. E,
assim, de acordo com uma das teorias propostas para explicar
a acdo antibacteriana da radiacéo®®, era de se esperar uma
frequiéncia menor de microrganismos nas Orbitas irradiadas (11
e V) em relacdo as néo-irradiadas (I e I11). Entretanto, essa
hipétese ndo foi comprovada estati sticamente.

A relacao entre adose deradiacéo e o desenvol vimento de
olho seco é controversa. Alguns autores acreditam que a
maioria dos pacientes exposta a dose acima de 6.000 cGy
mantém producdo satisfatoria de lagrima por mais de 10
anos'?), Para outros autores, porém, a exposicdo a radiacéo
acimade 6.000 cGy podelevar aconjuntivaasofrer alteraces
metapl asicas degenerativas e desenvolver placas de querati-
nizacdo com perda dos tecidos glandulares normais(, o que
néo foi observado no presente estudo, embora muitos dos
pacientes apresentassem sinais clinicos de olho seco.

Né&o foi possivel caracterizar e distinguir os diferentes
grupos de acordo com os achados citol 6gicos, possivelmente,
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porqgue outros fatores, tais como a presenc¢a de microrganis-
mos, interferem nacitologia.

Apenas em 6rbitas com bulbo ocular, parece que aradia-
¢do, nafasetardia, representou um fator limitante da presenca
de microrganismos na conjuntiva e na margem pal pebral (Eta-
pal) e, no infiltrado celular, causou um predominio linfocita-
rio. Na auséncia de bulbo ocular, as altera¢cdes anatémicas
parecem ter se sobreposto a condicdo de irradiacéo e este
efeito parece ter se anulado.

CONCLUSAO

S&o necessarios novos estudos afim deidentificar medica-
mentos e novas substancias para a fabricacéo das proteses,
que possam tornéa-las mais biocompativeis.

ABSTRACT

Purpose: Human conjunctival cytology has been extensively
studied. Lack of data about the characteristics of conjunctival
smearsin patients treated for retinoblastoma who underwent
enucleation and radiotherapy motivated this study. Methods:
A previously studied group of 114 orbits of 58 patients was
examined. The authors present the results of conjunctival
cytology in 4 different situations, with and without enuclea-
tion, with and without radiotherapy. Results: In the leukocy-
ticinfiltrate in orbits with ocular bulbi predominated the lym-
phocyte, while in the others predominated the polymorpho-
nuclear neutrophil. In general, the majority of epithelial cell
alterations seen in the conjunctival smears of irradiated orbits
were: cell with large nuclei, prominent nucleoli, and cy-
toplasmatic hyalinization. Conclusion: The cytological fin-
dings of the conjunctival smears do not indicate a characte-
ristic and distinct pattern for each group.

Keywords: Eye/microbiology; Conjunctiva/cytology; Anoph-
thalmia; Retinoblastoma/radiotherapy; Eye enucleation
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