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RESUMO

Objetivo: Analisar pelacitol ogiadeimpressao apresencadecélul ascali-
ciformesnasuperficiedecérneascomsinaisclinicosdeconjuntivalizag&o.
Meétodos: Foramrealizadosexamesde citol ogiadeimpressao do epitélio
corneo-conjuntival em 65 olhos de 65 pacientes com sinais clinicos de
conjuntivalizacdo com ou sem tratamento cirdrgico prévio. Os pacientes
foram divididosem doisgrupossegundo ahistériaanterior decirurgiade
reconstrucao da superficie ocular com transplante de limbo e membrana
amnidticadetal formaque no grupo | foram estudados 49 pacientes sem
cirurgiapréviaenogrupoll estudaram-se 16 pacientesapdscirurgiapara
reconstrucao da superficie e com sinais de conjuntivalizacao recorrente.
As amostras foram colhidas do olho afetado entre fevereiro de 2000 e
fevereirode2002 no L aborat6rio de DoencasExternasOcul aresdo Departa-
mento de Oftalmologia da UNIFESP. Definiu-se que o diagnéstico de
deficiéncial imbicaeraconfirmado por citol ogiadeimpressao quando uma
ou mais células caliciformes integras eram encontradas nasuperficie da
cornea. Resultados: No grupo | umaou maiscélulas caliciformesforam
evidenciadasnasuperficiedacorneaem 21 olhos(42,85%). Nogrupol | foi

possivel detecté-las na superficie da cornea em 9 pacientes (56,25%).
Conclusio: A presenca de células caliciformes na superficie da cérnea
detectada no exame de citol ogiade i mpresséo em paci entes com conjun-
tivalizacdo pode confirmar o diagndstico dedeficiénciadelimbo nolocal
pesquisado, porém, a auséncia destas células ndo exclui o diagndstico.

Descritores: Limbo da cérnea/citologia; Conjuntiva/citologia; Células caliciformes; Célu-
las epiteliais; Neovascularizagdo patoldégica/patologia; Técnicas citolégicas; Técnicas de
diagnéstico oftalmolégico

INTRODUCAO

Evidénciasrecentesindicam queumafracao das célulasepiteliaisbasais
do limbo corresponde as células epiteliais germinativas | imbicas. Estas cé-
lulas séo responsaveis pela manutencdo das caracteristicas do epitélio da
cornea®. Estudos experimentais e clinicos mostram que aremocéo das cé-
lulas epiteliais germinativas resulta em crescimento epitelial conjuntival
sobre a cérnea (conjuntivalizagdo), e com concomitante vascul arizagéo e
inflamac&o®9.

A demonstracéo de célul as caliciformes da conjuntivasobre asuperficie
da cérnea pelo exame de citol ogia de impressao evidencia a deficiénciado
limbo“®. A origem conjuntival do epitélio que recobre a cérnea nesses
casos pode ser comprovada por col oragéo i munof|uorescente com anticor-
pos monoclonais (imunohistoquimica)?® e peladeteccdo de célulascalici-
formes por meio da citologia de impressdo. Este método de bidpsia ndo
invasivo primeiramente descrito® em 1977, pode ser também (til em outras
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situacdes que requerem o exame das células superficiais do
epitélio na avaliagé@o do olho seco”, metaplasia escamosa®,
contagem de cél ul as caliciformes em casos de hi povitaminose
A® e avaliagdo da superficie ocular em usuérios de lentes de
contato®?,

Este estudo teve como objetivo analisar o padréo da cito-
logia de impressao na superficie de cérneas com suspeita de
deficiéncia de limbo, especialmente quanto a presenca de cé-
lulas caliciformes naregido dacérnea.

METODOS

Um total de 65 olhos de 65 pacientes submetidos a citol o-
giadeimpressao perilimbicarealizadas no L aborat6rio de Doen-
¢as Externas Oculares do Departamento de Oftalmologia da
UNIFESPforam estudados. Os pacientes avaliados apresenta-
vam alteracOes de superficie ocular graves e cronicos. Os
espécimes foram obtidos dos ol hos af etados com suspeita cli-
nicadedeficiéncialimbicaentrefevereiro de 2000 efevereiro
de 2002. Os pacientes que apresentavam conjuntivalizacéo
foram distribuidos em 2 grupos. O grupo | compreendeu 49
paci entes com suspeitade deficiénciade células germinativas
do limbo e que ndo tinham sido submetidos areconstrucdo da
superficieocular. O grupo |1 englobou 16 pacientescomsinais
clinicos de conjuntivalizacdo recorrente apds cirurgia para
reconstrucdo dasuperficie ocular com transplante delimbo e
ou membranaamniética.

Quanto ao sexo, no grupo |, 33 pacientes (67,35%) eram do
sexo masculino e 16 (32,65%) do sexo feminino com idade
médiade 45,6 + 17,50 anosvariando de 3 a74 anos, e do grupo
Il todos eram do sexo masculino eidade média 36,37 + 17,68
anos, variando de 2 a 73 anos.

Amostras dacamada epitelial corneo-conjuntival paraes-
tudo pelo método de citologia de impresséo foram obtidas
ap0s anestesia topica e aplicacdo de papel filtro de acetato de
celul ose esterilizado na regi&o perilimbica do olho com con-
juntivalizagdo. O filtro daMillipore Corporation com poro de
0,45 micra, cortado manual mente com dimensdes aproximadas

de5mmdelargurax 7mm dealtura, com apice, base e abertura
lateral foi posicionado com umapincaaplicando-se apontado
papel (apice) sobre a cérnea, a abertura no limbo e a base
sobre a conjuntiva. Apés pressao por 5 segundos foi removi-
do e imediatamente imerso em solucéo fixadora e posterior-
mente corado com &acido periddico de Schiff (PAS), hematoxili-
na e Papanicolaou modificado, conforme técnica padroniza-
da*12, Cada amostra em papel filtro contendo células da
superficie ocular foi analisada com microscopio optico. Foi
considerada amostra adequada para inclusdo no estudo, o
filtro com pelo menos 1/3 de sua superficie preenchida com
célulasepiteliais. Ofiltrofoi protegido do contato comalégri-
ma pois quando umidecido suaadesdo é prejudicada. Nos casos
em que o contato com a lagrima foi inevitavel a colheita das
amostrasfoi feitacom outro papel filtro seco efoi considerado
COMO positivo o paciente com pelo menos uma amostra ci-
toldgicapositiva paracélul as caliciformes nacornea.

O diagndstico de deficiéncialimbicafoi definido pelapre-
sencade umaou mais células caliciformes integras na superfi-
cie da cornea™®.

RESULTADOS

Nogrupo| (Tabelal), composto de49 pacientessem historia
anterior de cirurgiade reconstrucéo da superficie, o diagnostico
de deficiéncialimbicafoi detectado em 21 olhos (42,85%). No
grupo |1 (Tabela 2), com 16 pacientes com sinais de conjunti-
valizacéo recorrente apds cirurgiaparareconstrucéo dasuper-
ficie, foi possivel detectar célulascaliciformesnasuperficieda
corneaem 9 pacientes (56,25%).

Dos pacientes do grupo | com diagndstico de deficiéncia
limbica, 9 (18,37%) apresentavam histériade quei maduraqui-
mica, 5 pacientes apresentavam outra etiologia provavel da
faléncia de limbo, como sindrome de Stevens-Johnson (n=1,
2,04%), pterigio (n=3, 6,12%) e papiloma (n=1, 2,04%) e 7
pacientes (14,29%) nao tiveram diagnostico definido.

Em relacdo aetiologiadadeficiéncialimbicadogrupo| nos
pacientes com citologia negativaparacélulas caliciformes na

Etiologia provavel

Queimaduras quimicas 9 (18,37%)

Queimaduras térmicas 0
Sindrome de Stevens-Johnson 1 ( 2,04%)
Pterigio 3 ( 6,12%)
Papiloma 1 ( 2,04%)
Coloboma de iris 0
Penfigéide ocular cicatricial 0
Pseudopenfigoide ocular 0
Sem diagnéstico definido 7 (14,29%)

Total

21 (42,85%)

Tabela 1. Distribuicdo dos pacientes com diagnéstico clinico de deficiéncia de células germinativas do limbo que n&o foram submetidos
a reconstrucdo de superficie ocular, segundo a etiologia provavel da deficiéncia limbica

Células caliciformes
presentes na coérnea

Células caliciformes Total
ausentes na coérnea

8 (16,33%) 17 (34,70%)

2 ( 4,08%) 2 ( 4,08%)
3 ( 6,12%) 4 ( 8,16%)
4 ( 8,16%) 7 (14,29%)

0 1 ( 2,04%)
1 ( 2,04%) 1 ( 2,04%)
1 ( 2,04%) 1 ( 2,04%)
1 ( 2,04%) 1 ( 2,04%)

8 (16,33%)
28 (57,15%)

15 (30,61%)
49 (100%)
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Etiologia provavel

Queimaduras quimicas 6 (37,50%)

Queimaduras térmicas 1 ( 6,25%)
Sindrome de Stevens-Johnson 1 ( 6,25%)
Aniridia 1 ( 6,25%)
Total 9 (56,25%)

Tabela 2. Distribui¢cdo dos pacientes com sinais clinicos de conjuntivalizacdo recorrentes ap6s cirurgia para reconstrugdo da superficie
ocular, segundo a etiologia provavel da deficiéncia limbica

Células caliciformes
presentes na coérnea

Células caliciformes Total
ausentes na coérnea

7 (43,75%) 13 (81,25%)

0 1 ( 6,25%)
0 1 ( 6,25%)
0 1 ( 6,25%)

7 (43,75%) 16 (100%)

cornea incluiram-se casos de queimadura quimica (n=8,
16,33%) etérmica(n=2, 4,08%), pterigio (n=4, 8,16%), sindro-
me de Stevens-Johnson (n=3, 6,12%), colobomadeiris(n=1,
2,04%), pseudopenfigdide ocular (n=1, 2,04%) e penfigbide
ocular cicatricial (n=1, 2,04%). Oito (16,33%) pacientes ndo
tiveram diagndstico clinico definido.

Conformeatabela2, querepresentao grupo 1, nove (56,25%)
pacientestiveram aevidénciano examedecitologiadeimpres-
sdo da deficiéncia de limbo ap6s cirurgia de reconstrucao da
superficie ocular. Neste grupo, um paciente (6,25%) teve re-
corréncia dos sinais de conjuntivalizacdo apds queimadura
térmica, seis(37,50%) apOs quei madura quimica, um paciente
(6,25%) apresentavaaniridiae outro (6,25%) sindrome de Ste-
vens-Johnson. Néo foram observadas células caliciformes na
corneaem 7 (43,75%) pacientes com sinais de conjuntivaliza-
¢ao apOs cirurgia para reconstrucao de superficie devido a
gueimaduraquimica.

Algunsresultados dacitol ogiadeimpressdo mostraram ca-
racteristicas morfocel ulares de metapl asia escamosa e até que-
ratinizacdo. Em 20 olhos (57,14%) de umtotal de 35 (28 semci-
rurgiae 7 com cirurgia) que tiveram citologia negativa para
célulascaliciformes nasuperficie dacérnea, ndo foram encon-
tradas cél ul as caliciformes também na conjuntiva pesqguisada.
Nesses casos, além da auséncia de células caliciformes, aci-
tologia de impresséo revelou células epiteliais com perda da
coesdo intercelular e citoplasmamais abundante em relagdo ao
tamanho do nicleo; algumas células eram poligonais e apre-
sentavam bordos citoplasméticos dobrados. Por vezes obser-
VOU-Se cariopicnose, células anucleadas degeneradas e células
epiteliais esparsas eosinofilicas queratinizadas.

Em 12 amostras com resultado citolégico negativo para
células caliciformes na corneafoi possivel observar presenca
de mucinanessaregiéo.

DISCUSSAO

Estetrabalho confirmaque adeficiénciadas células germi-
nativas do limbo, observada em estudos experimentais atra-
vés da remocdo de tecido epitelial do limbo em coelhos®??,
também pode ser verificadaem cérneas humanas, portadoras
desinaisclinicos de conjuntivalizagao.

A suspeitaclinicadadeficiéncialimbicadeve ser correta-
mente avaliada no pré-operatorio de transplante de cornea

pelafregiiéncia com que se observa o insucesso dacirurgiaem
casos de deficiéncialimbica sem tratamento®*14,

Deacordo com outros autores®®, o critério diagnéstico mais
confiavel dadeficiénciadelimbo éapresencadecélulascalici-
formes na superficie dacornea. A presenca de uma Unica cé-
lulacaliciforme na cérnea é suficiente para a confirmagéo do
diagnéstico clinico“?, critério também considerado nestetra-
balho.

Considerando-se todos os pacientes incluidos em nosso
estudo, observa-se uma positividade média de 49,55% para
célulascaliciformesnacoérnea. A maior positividade de deficién-
cialimbicafoi no Grupo Il que sdo casos de falénciade limbo
recorrente apos cirurgia parareconstrucéo da superficie ocu-
lar com transpl ante delimbo e/ou membranaamniéticahumana
preservadacom 56,25% do que no Grupo | com 42,85%. Con-
clui-se, portanto, que embora a cirurgia proposta para trata-
mento dedeficiéncialimbicasgaaplicadapor muitoscirurgioes,
em alguns casos, esta deficiéncia ndo é totalmente corrigida
por meio de umadunicacirurgia®. A superficieocular recons-
truidadeve apresentar um epitélio maisfavoravel paraaremo-
¢do adeguada de cél ul as superficiais pelacitol ogiade impres-
sd0, 0 que poderia explicar neste estudo o maior nimero de
casos de deficiénciadelimbo confirmados citol ogi camente no
grupoll.

Em 35 olhos, 50,45% (28 do grupo | e 7 dogrupo 1), dos pa-
cientes com suspeita clinica de conjuntivalizagdo ndo foram
observadas células caliciformes na superficie da cornea, nao
havendo aevidénciacitol 6gicadadeficiénciade limbo. Nossos
resultados diferem do observado por outros autores® prova-
velmente pel as diferencas de diagndsticos clinicos e de crité-
rios diagnosticos. Tais autores® obtiveram resultado citol6-
gico positivo paracélulas caliciformes nacorneaem 94 amos-
trasdeum total de 134 (70,14%) analisadas retrospectivamen-
te e obtidas num periodo de 10 anos, considerando-se ndo s
a presenca de células caliciformes integras na cornea, como
também a presenca de granulos de mucinalivres das células
como positivo paradeficiéncialimbica. Consideramos apenas
a presenca destas células integras, e se fosse considerada a
presenca destes granulos como um achado para confirmacgdo
diagndstica, provavelmente o diagnéstico seria confirmado
em um maior nimero de casos. Além disso, aqueles autores®
usaram filtro de nitrocelulose na colheita e o usado em nossa
técnica é de acetato de celulose, 0 que poderia implicar em
diferentes quantidades de células superficiais removidas. Es-
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tudos futuros podem ser Uteis na comparacao da celularidade
obtida com estes dois tipos de papel filtro.

Em nosso estudo, em 20 amostras (57,14%) do grupo de 35
em gque ndo foram encontradas células caliciformes nacornea,
também n&o haviam células caliciformes naregi&o de conjunti-
va avaliada, devido a metaplasia escamosa. Isto representa a
gravidade da alteracdo de superficie ocular destes casos, em
gue encontramos até fibrose, como outro autor®¥, e explica
gue se pode ter metaplasia escamosa grave e ai ndo mais sera
percebidanenhumacélulacaliciforme. Acreditamos que afi-
brose n&o permite umaadesdo suficiente do papel filtro paraa
remocao adequada de células superficiais. A ausénciade célu-
las caliciformes pode também ser esperada diante dafaltade
condi¢Bes ambientais paraanormal proliferacdo das mesmas.
Ha relatos*® de que superficies de conjuntiva alterada fre-
guentemente sao cobertas por células epiteliais com metapla-
sia escamosa, que inclui importante reducdo ou auséncia da
populacdo de células caliciformes, como em casos de penfi-
géide ocular cicatricial, sindrome de Stevens-Johnson e cera-
toconjuntivite sicca.

Além desses fatores, nem todos os sinais clinicos suspeitos
de conjuntivalizagéo foram avaliados pelo mesmo grupo com
um mesmo critério deinclusao pré-determinado. A destruicdo
na superficie ocular poderia em alguns casos ndo ser difusa o
suficiente paracausar perdatotal das célulasgerminativasdo
limbo. A citologia de impressao pode também néo ter sido
sensivel na deteccdo da deficiéncia limbica em todos os pa-
cientes que apresentavam clinicamente varias fases de evolu-
¢ao daconjuntivalizacdo etambém afalénciadelimbo poderia
ser incompletaou parcial.

Em 41,67% (n=5) das 12 amostras com resultado citol égico
negativo paracélulas caliciformes nacorneae com mucinanéo
se evidenciaram células caliciformes também na area de con-
juntiva avaliada. Esta mucina, livre das células, poderia ter
duas origens: a de células caliciformes presentes em regifes
da conjuntiva ndo pesqguisadas ou outra fonte secretora que
nao corresponda as células caliciformes. Esta hipdétese € cor-
roborada por autores®*® que afirmam que o contetdo de
mucinado filmelacrimal pode ndo estar correl acionado aden-
sidade de células caliciformes na conjuntiva, e nestas situa-
¢oes, este Ultimo é o mel hor indicador de alteracdes da super-
ficieocular.

O diagnéstico clinico de deficiénciadelimbo e o diagndsti-
co laboratorial pelacitologiadeimpressdo sdo importantes no
plangjamento da reconstrucéo da superficie ocular, especial-
mente antes de um possivel transplante de cornea. Em pacien-
tes com acometimento bilateral e assimétrico, a citologia de
impressdo pode ser Util também para se determinar agravidade
dadestruicdo do limbo no olho menos af etado.

CONCLUSOES

A presencade célulascaliciformes nasuperficie dacérnea
detectada no exame de citologia de impressdo em pacientes
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com conjuntivalizagdo pode confirmar o diagnostico de defi-
ciénciade limbo no local pesquisado, porém, a auséncia des-
tas células ndo exclui o diagnostico.

ABSTRACT

Purpose: To analyze by impression cytology the presence of
goblet cells on corneal surfaces with conjunctivalization.
Methods: Corneal-conjunctival impression cytology was per-
formedin 65 eyes of 65 patientswho had clinical signsof con-
junctivalization with or without previous ocular surgery. Pa-
tients were classified into two groups according to previous
history of ocular surface reconstructive surgery associated
withlimbal transplantation and human amniotic membrane. In
group |, 49 patients without previous ocular surgery were
evaluated and in group Il 16 patients were included after
ocular surface reconstructive surgery with conjunctivaliza-
tion recurrence. Samples were obtained in the affected eye
between February 2000 and February 2002 at the UNIFESP' s
External Eye Disease L aboratory. Limbal deficiency was detec-
ted when one or more goblets cells were found on the corneal
surface. Results: In group | one or more goblet cells were
found on the corneal surface of 21 eyes (42.85%). In group 11
goblet cells were found on the corneal surface of 9 patients
(56.25%). Conclusion: Presence of goblet cellson the corneal
surface detected by impression cytology in patients with con-
junctivalization can confirm limbal stem cell deficiency,
however, its absence does not exclude the diagnosis.

Keywords: Limbus corneag/cytol ogy; Conjunctiva/cytology;
Goblet cells; Epithelial cells; Cytological techniques,; Diag-
nostic techniques opthalmological
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