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RESUMO

Objetivo: Estudar as alteragdes conjuntivais provocadas pela inflamacéo
crOnica na ceratoconjuntivite primaveril por meio da citologia de impres-
sdo. Métodos: Foram analisadas amostras do epitélio conjuntival de 30
pacientes com ceratoconjuntivite primaveril e 30 individuos normais. O
material foi colhido da conjuntiva bulbar superior, utilizando papel de filtro
comporosde 0,45 um. Em seguida, o material foi fixado e, apés 4 dias, corado
com PAS, hematoxilina eosina e Papanicolaou modificado. A leitura das
laminas foi realizada por meio de microscopia 6ptica e foram avaliados os
seguintes parametros: células polimorfonucleares, jungdes intercelulares,
mucina, células caliciformes e relagio nicleo/citoplasma. Apds isso, cada
lamina foi graduada segundo a escala de Nelson. O nivel de significAncia
estatistica foi de 5%. Resultados: Nos casos com ceratoconjuntivite
primaveril observaram-se mais células polimorfonucleares, maior comprome-
timento das juncdes intercelulares, menor quantidade de mucina e maior
alterag@o na relacdo nicleo/citoplasma que no grupo controle. Nao houve
diferenca na quantidade de células caliciformes. A graduacdo pela escala
de Nelson mostrou acometimento generalizado da conjuntiva na cerato-
conjuntivite primaveril. Conclusao: A citologia de impressao é capaz de
identificar o grau de acometimento conjuntival dos pacientes com cerato-
conjuntivite primaveril.

Descritores: Conjuntiva/citologia; Conjuntivite alérgica; Técnicas citolégicas

INTRODUCAO

As conjuntivites alérgicas s@o caracterizadas por processos inflamaté-
rios que acometem a superficie ocular e apresentam intensidade e duracdo
varidveis¥. Trata-se de afec¢do ocular freqiiente nos servigos de oftalmo-
logia. Alguns relatos mostram incidéncia de 20% da populagdo com algum
sinal ou sintoma de alergia ocular®.

A patogenia da conjuntivite alérgica envolve reacdo de hipersensibili-
dade de tipo I, na qual hd producao de anticorpos da classe IgE ligados a
mastdcitos, apés contato dos olhos com o alérgeno. Estas células tornam-
se sensibilizadas e passam a liberar mediadores inflamatdrios pré-formados,
como a histamina (mediador principal), prostaglandinas e leucotrienos®.
Além disso, a reacdo de hipersensibilidade do tipo IV, associada as doen-
cas mediadas pelos linf6citos T, pode fazer parte da patogenia da doenca®.

As conjuntivites alérgicas podem ser classificadas em: conjuntivite
alérgica sazonal, perene, atopica, papilar gigante e ceratoconjuntivite pri-
maveril (CCP)*¥. A CCP ¢ a mais freqiiente entre as alergias oculares no
Ambulatério de Alergia Ocular do Departamento de Oftalmologia da Santa
Casa de Sdo Paulo.

A CCP apresenta comportamento sazonal, com piora dos sinais e sinto-
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mas na primavera e no verao e prevaléncia maior nos paises de
clima tropical"?. As criangas entre 2 e 10 anos de idade sdo
mais atingidas e € mais freqiiente no sexo masculino”. Os
principais sintomas s@o: prurido ocular, sensacdo de corpo
estranho, fotofobia, hiperemia conjuntival, lacrimejamento e
presenca de secre¢do mucosa. Ha trés formas de apresentagdo
da CCP: palpebral, limbica e mista®’. Na forma palpebral, a
hipertrofia papilar da conjuntiva palpebral é a caracteristica
mais marcante, geralmente com papilas maiores que 1 milime-
tro na conjuntiva palpebral superior ou papilas gigantes, for-
madas a partir da coalescéncia destas. Na forma limbica, o
limbo apresenta aspecto espessado e gelatinoso e pode haver
os pontos de Horner-Trantas e as pseudofossetas®. A forma
mista apresenta acometimento da conjuntiva palpebral e
limbo. Todas as formas tém acometimento ocular bilateral. Na
CCP com envolvimento corneal, ha presenca inicial de ceratite
punctata difusa, que pode evoluir para defeito epitelial persis-
tente, conhecido como tlcera em escudo®.

O diagndstico na CCP ¢€ realizado por meio da histéria
clinica do paciente, dos seus antecedentes pessoais e familia-
res e do exame biomicroscépico’*®. Exames laboratoriais,
como os raspados e bidpsias de conjuntiva, sdo coadjuvantes
para o diagnéstico e acompanhamento dos pacientes®?.

A citologia de impressdo, usada pela primeira vez por Eg-
bertetal em 1977®, ¢ método nao invasivo para a avaliagio da
superficie ocular de pacientes com doengas inflamatérias cro-
nicas e representa uma alternativa para os raspados e bidpsias
de conjuntiva®+7%19 Alguns estudos mostram que a coleta
da amostra de células da conjuntiva é rdpida e pode ser bem
tolerada pelos pacientes. Além disso, relatos afirmam que a
qualidade do material obtido com a citologia de impressao é
melhor do que os raspados conjuntivais”’. Na citologia de
impressao sdo avaliados parametros citoldgicos da superficie
ocular: distribui¢do das células caliciformes, presenga de célu-
las inflamatdrias, cromatina nuclear e relagdes entre o tamanho
do ntcleo e do citoplasma das células epiteliais da conjuntiva,
jungdes intercelulares e queratiniza¢do”. Os dados podem
ser reunidos e graduados usando a escala de Nelson'".

A agressdo inflamatdria continua e de longa duracio, pre-
sente na CCP, pode alterar as funcdes das células epiteliais da
conjuntiva e afetar seu equilibrio com o filme lacrimal. O obje-
tivo deste trabalho foi avaliar o impacto do processo inflama-
tério cronico da CCP sobre a superficie ocular por meio da
citologia de impressdo conjuntival em pacientes do Ambula-
torio de Alergia Ocular do Departamento de Oftalmologia da
Santa Casa de Sdo Paulo.

METODOS

Foram avaliadas amostras do epitélio conjuntival, por meio
de citologia de impressao, de 30 pacientes com diagndstico de
ceratoconjuntivite primaveril, acompanhados no Ambulatério
de Alergia Ocular do Departamento de Oftalmologia da Santa
Casa de Sao Paulo, no periodo de julho a setembro de 2002.
Todos os pacientes estavam em tratamento com medicagdo
tépica e ndo se encontravam em crise. O grupo controle foi
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formado por 30 pacientes do Laboratério de Doencas Externas
Oculares da Escola Paulista de Medicina-UNIFESP, sem acome-
timento ocular e sem qualquer medicagdo (tépica ou sist€mica).

O material foi colhido da conjuntiva bulbar superior do olho
direito dos pacientes, ap0s instilacao de colirio anestésico. Para
a coleta, foi utilizado papel de filtro da Milipore Corporation,
codigo de catdlogo HAWP304F0, com poros de didmetro de
0,45 um. O papel de filtro foi recortado em fragmentos de acordo
com o esquema da figura 1. Apés isso, os fragmentos foram
esterilizados em 6xido de etileno. O papel de filtro foi posiciona-
do sobre a conjuntiva e pressionado por haste de algodao
durante 5 segundos, de forma constante. Apds isso, o papel foi
retirado utilizando ping¢a sem dente. A aderéncia da conjuntiva
sobre o papel de filtro no momento da retirada (peeling) indica-
va coleta adequada. O material foi fixado utilizando solugao de
alcool etilico a 70%, acido acético glacial e formaldeido a 37%,
na proporcao de 20:1:1, dentro de tubo de ensaio, imediatamen-
te apds a coleta, onde permanecia durante 4 dias. Para a colora-
¢do da amostra, a técnica empregada foi uma associagao de trés
corantes: acido periddico de Schiff (PAS), hematoxilina eosina e
Papanicolaou modificado ©.

A leitura das laminas foi realizada por meio de microscopia
optica e sempre pelo mesmo observador do Laboratério de
Doengas Externas Oculares da Escola Paulista de Medicina.
Os parametros avaliados foram: presenca de células polimor-
fonucleares (PMN), juncdes intercelulares, presengca de mu-
cina, quantidade de células caliciformes e relacao nicleo/cito-
plasma. As amostras foram classificadas de 0 a 3, conforme
escala de Nelson'V:

Grau 0: As células epiteliais sdo pequenas e redondas com
citoplasma eosinofilico. O nicleo € grande e basoéfilo, com
relagdo nucleo/citoplasma de 1:1 ou 1:2. Ha muitas células
caliciformes ovais com citoplasma intensamente PAS positivo.

Grau 1: As células epiteliais s30 um pouco maiores, mais
poligonais e com citoplasma eosinéfilo. O ntcleo é menor,
comrelacdo nicleo/citoplasmade 1:3. As células caliciformes
estdo em menor numero, mas mantém sua forma oval e o
citoplasma intensamente PAS positivo.

=

7,00 mm

5,00 mm

Figura 1 - Forma e dimensoes do papel de filtro
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Grau 2: As células epiteliais sdo grandes e poligonais.
Ocasionalmente sdo multinucleadas e o citoplasma de colora-
cdo varidvel. O niicleo € menor com relagdo nicleo/citoplasma
de 1:4 ou 1:5. As células caliciformes estdo marcadamente
diminuidas; sdo menores, com citoplasma pouco PAS positivo
e seus limites celulares pouco definidos.

Grau 3: As células epiteliais sdo grandes, poligonais e com
citoplasma basdéfilo. O nucleo é pequeno, picnético ou au-
sente em algumas células. A relacao nicleo/citoplasma é mai-
or que 1: 6. Células caliciformes estdo ausentes.

Os resultados obtidos foram analisados usando o teste do
Qui-quadrado de tendéncia linear, pois s@o dois grupos com
varidveis categoricas que guardam relagdo linear. O nivel de
significancia estatistica adotado foi de 5%.

RESULTADOS

A idade média dos pacientes do grupo com ceratoconjunti-
vite primaveril foi 12,86+4,34 anos (6 a 23 anos) e a do grupo
controle 20,57+3,02 anos (15 a 28 anos). O grupo com cerato-
conjuntivite primaveril foi formado por 18 (60%) pacientes do
sexo masculino e 12 (40%) do sexo feminino. O grupo controle
foi formado por 12 (40%) pacientes do sexo masculino e 18
(60%) do sexo feminino. O tempo de tratamento do grupo com
CCP variou de 4 meses a 10 anos (média de 40,47+37,56 meses).

As células PMN foram encontradas em 15 (50%) pacientes
com CCP. No grupo controle, em 2 (6,67%) individuos foram
encontradas PMN, o que representa quantidade menor
(p<0,01). Os resultados obtidos estdo na tabela 1.

No grupo com CCP, 17 (56,67%) pacientes apresentaram
algum grau de perda de coesdo entre as células epiteliais. No
grupo controle, apenas cinco (16,67%) apresentaram compro-
metimento das jungdes intercelulares. No grupo com CCP,
sete (23,34%) pacientes apresentaram alteracdes mais graves
das juncdes intercelulares e, no controle, apenas um (3,33%).
Os valores do grupo estudado s3o maiores do que o grupo
controle (p<0,01) e apresentados na tabela 2.

Impressdes de mucina foram encontradas em 12 (40%)
laminas de pacientes com CCP. Nos individuos do grupo con-
trole, 25 (83,33%) apresentavam mucina. A tabela 3 mostra a
distribuicdo das impressdes de mucina. O grupo controle
apresentou quantidades de impressdes significativamente
maiores (p<0,02).

A tabela 4 mostra a relacdo nicleo/citoplasma nos pacien-
tes estudados. No grupo com CCP, 17 (56,67 %) casos apresen-
tavam algum tipo de alterac@o na relag@o nicleo/citoplasma e
cinco (16,67%) pacientes apresentaram alteracdes importan-
tes. No grupo controle, seis (20%) tinham algum grau de
alteracao dessa relacdo, o que foi significativamente menor do
que o grupo com CCP (p<0,04).

A distribui¢do das células caliciformes nos dois grupos
estudados ndo apresentou diferencga estatisticamente signifi-
cante (Tabela 5).
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Tabela 1. Presenca de PMN nos casos de CCP e controles colhidos
entre julho e setembro de 2002, do Departamento de Oftalmologia
da Santa Casa de Sao Paulo

PMN Grupo com CCP  Grupo controle Total
Ausentes 15 28 43
Alguns 12 2 14
Muitos 3 0 3
Total 30 30 60

Teste do Qui-quadrado de tendéncia linear para a de 5% (p<0,01)
PMN: células polimorfonucleares; CCP: ceratoconjuntivite primaveril

Tabela 2. Grau de coesao das células epiteliais nos casos com CCP
e controles colhidos entre julho e setembro de 2002, do Departa-
mento de Oftalmologia da Santa Casa de Sao Paulo

Coesao das CE Grupo Grupo Total
com CCP controle

Células coesas 13 25 38

Perda leve da coesao 10 4 14

Perda moderada da coesao 6 1 7

Perda importante da coesao 1 0 1

Total 30 30 60

Teste do Qui-quadrado de tendéncia linear para a de 5% (p<0,01)
CE: células epiteliais; CCP: ceratoconjuntivite primaveril

Tabela 3. Presenca de mucina nos casos com CCP e controles
colhidos entre julho e setembro de 2002, do Departamento de Oftal-
mologia da Santa Casa de Sao Paulo

Mucina Grupo com CCP  Grupo controle Total
Muita 9 11 20
Alguma 3 14 17
Auséncia 18 5 23
Total 30 30 60

Teste do Qui-quadrado de tendéncia linear para a de 5% (p<0,02)
CCP: ceratoconjuntivite primaveril

Tabela 4. Relacdo nucleo/citoplasma nos casos com CCP e con-
troles colhidos entre julho e setembro de 2002, do Departamento
de Oftalmologia da Santa Casa de Sao Paulo

Relacao N/C Grupo com CCP  Grupo controle Total

1:10u 1:2 13 24 37
1:3 12 5 17
1:40u 15 4 1 5
>1:6 1 0 1
Total 30 30 60

Teste do Qui-quadrado de tendéncia linear para a de 5% (p<0,04)
N/C: nucleo/citoplasma; CCP: ceratoconjuntivite primaveril

A graduag@o das amostras pela escala de Nelson mostrou
que 12 (40%) pacientes com CCP e 20 (66,67%) do grupo controle
apresentaram grau 0. Os demais pacientes apresentaram algum
tipo de alterag@o da superficie ocular e receberam outra gradua-
¢do. De acordo com a escala de Nelson, os pacientes com CCP
apresentaram maior envolvimento da superficie ocular (p<0,03).
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DISCUSSAO

A superficie ocular dos pacientes com CCP apresentou
comprometimento em todos os parimetros avaliados através
da citologia de impressdo, exceto na quantidade de células
caliciformes. Desta forma, a citologia de impressdo mostrou
que a CCP provocou alteracdes da superficie ocular e compro-
metimento do epitélio conjuntival.

Células polimorfonucleares (PMN) sdo encontradas nos
processos inflamatdrios e caracterizam resposta celular ines-
pecifica aos antigenos que desencadeiam e perpetuam a doen-
ca. Como a CCP € uma doenca inflamatéria, foram encontradas
PMN na conjuntiva destes pacientes em quantidade varidvel e
significativa. Embora seja uma resposta inespecifica, repre-
senta atividade inflamatdria no epitélio conjuntival-.

As jungdes intercelulares avaliadas por meio do grau de
coesdo entre as células epiteliais mostraram que as células
estdo menos coesas nos pacientes com CCP. A inflamacdo
cronica sobre o epitélio conjuntival provoca a destrui¢do das
juncdes intercelulares e conseqiiente perda da coesdo entre as
células epiteliais. Com isso, hd desorganiza¢do da morfologia
normal do epitélio e das relagdes intercelulares, o que, possivel-
mente, permite a penetracdo dos alérgenos e células inflamato-
rias nas camadas mais profundas da conjuntiva®.

A relag@o nicleo/citoplasma foi significativamente com-
prometida nos pacientes com CCP em intensidade varidvel,
desde uma leve mudanca na relagio niicleo/citoplasma (1:3 ou
1:4) até a presenga de células epiteliais grandes, com nticleos

Tabela 5. Quantidade de células caliciformes nos casos com CCP
e controles colhidos entre julho e setembro de 2002, do Departa-
mento de Oftalmologia da Santa Casa de Sao Paulo

Células Grupo Grupo Total
caliciformes com CCP controle

Muitas 13 14 27
Algumas 10 9 19
Raras 4 6 10
Ausentes 8 1 4
Total 30 30 60

Teste do Qui-quadrado de tendéncia linear para a de 5% (p<0,67)
CCP: ceratoconjuntivite primaveril

Tabela 6. Graduacao de acordo com a escala de Nelson dos casos
com CCP e controles colhidos entre julho e setembro de 2002, do
Departamento de Oftalmologia da Santa Casa de Sao Paulo

Escala de Grupo Grupo Total
Nelson com CCP controle

Grau 0 12 20 32
Grau 1 15 9 24
Grau 2 2 1 3
Grau 3 1 0 1
Total 30 30 60

Teste do Qui-quadrado de tendéncia linear para a de 5% (p<0,03)
CCP: ceratoconjuntivite primaveril
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picndticos ou ausentes e bordas dobradas. Quanto maior a
alterac@o nessa relagdo e na morfologia das células epiteliais,
maior o grau de metaplasia escamosa provocada pela cronici-
dade ou intensidade da doenga®®. Com isso, as células perdem
a funcdo de barreira contra agressdes externas, ja que seu
funcionamento estd comprometido.

A mucina, produzida pelas células caliciformes, ¢ um dos
componentes do filme lacrimal e serve de barreira contra os
alérgenos que provocam e perpetuam a inflamagdo. A menor
quantidade de mucina leva a formacdo de um filme lacrimal que
ndo é capaz de proteger a superficie ocular contra os alérge-
nos. A lubrificacao da superficie ocular também fica prejudica-
da e pode provocar sintomas como embacamento visual e
sensacdo de corpo estranho. No grupo estudado, a quantida-
de de mucina encontrada foi menor do que o grupo controle.
Este achado difere de alguns autores”, que observaram au-
mento na quantidade de mucina e associaram isso ao aumento
das células caliciformes encontrado naquele estudo.

Nao houve diferenca na quantidade de células caliciformes
entre os grupos estudados (p=0,67). Entretanto, alguns traba-
lhos relatam alteragdo no nimero de células caliciformes, que
pode estar aumentado” ou diminuido"?. Logo, ndo ha con-
senso na literatura sobre os efeitos da CCP na quantidade
destas células. Estudos futuros com amostras maiores e com a
contagem das células caliciformes em varios campos diferen-
tes de cada lamina poderdo apresentar resultados diferentes.

A graduagdo utilizando a escala de Nelson!", por consi-
derar vérios dos parametros estudados, mostra que os pacien-
tes com CCP tém comprometimento generalizado da superficie
ocular. Entretanto, a escala de Nelson” ndo foi adequada para
avaliar a conjuntiva destes pacientes, pois, em varios casos,
encontramos pouca alteragdo das células epiteliais, mas com-
prometimento importante das células caliciformes. Desta for-
ma, a descri¢do de todos os pardmetros observados na citolo-
gia de impressdo com a elaboragdo de outra escala podem ter
maior utilidade na avaliac¢@o geral do impacto da doenca sobre
a superficie ocular.

A citologia de impressdo ndo foi capaz de demonstrar a
presenca de eosindfilos na conjuntiva de pacientes com CCP,
achado que confirmaria o diagndstico da doenca. O exame
complementar mais indicado para o diagndstico € o raspado
de conjuntiva corado pelo Giemsa”'*!9. Entretanto, o diag-
noéstico da doenca € clinico e o objetivo do estudo foi avaliar
as alteragOes da conjuntiva através da citologia de impressao
em pacientes com diagndstico confirmado de CCP.

CONCLUSAO

Neste estudo, algumas caracteristicas da amostra como o
nimero pequeno de casos, o uso pregresso de colirios e o
tempo variavel de tratamento podem ter influenciado nos re-
sultados. Nao hd estudos que mostrem se as drogas usadas
no tratamento da CCP provocam danos ao epitélio conjuntival
detectdveis pela citologia de impressao. Também nao ha estu-
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dos comparando tempo de doenca ou forma da CCP. Estes
fatores podem apresentar diferentes graus de comprometi-
mento da superficie ocular, jid que olhos expostos por mais
tempo a inflamag¢ao podem ter superficie mais comprometida.

A citologia de impressdo conjuntival foi um exame fécil,
rapido, ndo invasivo e indolor para avaliar a superficie ocular e
foi 1til para mostrar o comprometimento da conjuntiva nessa
doenca. Novos estudos serdo importantes para determinar
como a citologia de impressao poderd ser usada na conducio
dos casos de CCP, ajudando na avaliacdo da resposta tera-
péutica e na evolu¢do da doencga.

ABSTRACT

Purpose: To study conjunctival surface changes caused by
chronic inflammation in vernal keratoconjunctivitis using im-
pression cytology. Methods: Samples of conjunctival epithe-
lium were collected from 30 patients with vernal keratocon-
junctivitis and 30 patients without ocular diseases that were
used as a control group. Each sample was collected from the
superior bulbar conjunctiva using filter paper with 0.45um
pores. The material was then fixed and dyed with PAS, HE, and
modified Papanicolaou. The tissue was examined with an
optical microscope evaluating the following parameters: poly-
morphonuclear cells, intercellular junctions, mucin, goblet
cells, and nuclear/cytoplasm (N/C) ratios. Thereafter, each
sample was graded using the Nelson classification. Results:
Samples from patients with vernal keratoconjunctivitis pre-
sented larger amounts of polymorphonuclear cells, smaller
amounts of mucin, and more alterations in the nuclear/cyto-
plasm ratios than in the control group. The amount of goblet
cells did not vary. The Nelson classification showed a general
inflammatory involvement of the conjunctiva in vernal ke-
ratoconjunctivitis. Conclusion: Impression cytology was able
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to evaluate and characterize the degree of inflammatory invol-
vement of the conjunctiva in vernal keratoconjunctivitis.

Keywords: Conjunctiva/cytology; Conjunctivitis, allergic;
Cytological techniques
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