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Citologia de impressao conjuntival em
criancas desnutridas graves hospitalizadas

Conjunctival impression cytology in children
hospitalized with severe malnutrition

Abstract

Objective: to evaluate conjunctival impression
cytology (CIC) findings in children hospitalized with
severe energy protein malnutrition at the Instituto de
Medicina Integral Prof. Fernando Figueira (IMIP).

Methods: a descriptive case series study was
carried out between august 2005 and may 2006 with
41 children aged between 1 and 60 months with
severe malnutrition (weight/height < -3DP and/or
edema —NCHS standard). The CIC technique used
followed the standard norms established by the vali-
dation study. The slides were examined by two inde-
pendent observers.

Results: the age of cases varied from one to 47
months, with a median of nine months. An abnormal
CIC pattern was observed in 46.3% of children. Forty
percent of cases of abnormal CIC (marginal (-) and
deficient), also presented edema.

Conclusions: the high prevalence of abnormal
CIC results found here justifies the standard treatment
of high doses of vitamin A for cases of severely
malnourished children admitted to hospital.
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Resumo

Objetivo: avaliar os achados da citologia de
impressdo conjuntival (CIC) em criang¢as com desnu-
tri¢do energético protéica (DEP) grave, hospita-
lizadas no Instituto de Medicina Integral Prof.
Fernando Figueira (IMIP).

Meétodos: estudo descritivo, tipo série de casos,
realizado no periodo de agosto de 2005 a maio de
2006, envolvendo 41 criancas de um a 60 meses, com
desnutrigdo grave (peso/altura < -3DP e/ou edema —
padrdo NCHS). A técnica para a realiza¢do da CIC
seguiu normas padronizadas segundo estudo de vali-
dagdo. A leitura das laminas foi realizada por dois
observadores independentes.

Resultados: a idade dos casos variou de um a 47
meses, com a mediana de nove meses. Observou-se
padrdo de anormalidade da CIC em 46,3% das
criangas. Entre os casos com CIC anormal (marginal
(-) e deficiente), 40% apresentaram edema.

Conclusées: a prevaléncia elevada de resultados
anormais de CIC, resumindo as classificagdes
marginal (-) e padrdo deficiente, justifica, na expe-
riéncia aqui relatada, o cuidado normativo de se
utilizar doses elevadas de vitamina A no tratamento
hospitalar de desnutridos graves.

Palavras-chave Transtornos da nutrigdo infantil,
Deficiéncia de vitamina A, Conjuntiva, Citologia,
Xeroftalmia
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Introducao

A deficiéncia de vitamina A (DVA) constitui ainda
um grave problema de saude publica no mundo,
sendo a principal causa de cegueira prevenivel em
criangas de paises em desenvolvimento, especial-
mente na Africa e no sudeste da Asia.l Estima-se
que 127 milhdes de criangas em idade pré-escolar
acham-se expostas aos riscos de DVA no mundo,
com 4,4 milhdes de casos de xeroftalmia. Deste total
de 127 milhdes, cerca de 6,5% vivem nas Américas,
incluindo o Brasil.2.3 Estima-se que, mundialmente,
cerca de um milhdo de 6bitos infantis anuais estejam
associados a caréncia de vitamina A.3.4 Segundo a
World Health Organization (WHO), o Brasil se clas-
sifica como area de ocorréncia de hipovitaminose A
subclinica grave,4 mas essa categorizagdo tem sido
fundamentada em dados pontuais que podem ndo
traduzir a realidade do pais,5 e em poucos estudos de
base populacional.6.7

A vitamina A exerce fungdes importantes em
varios sistemas e processos do organismo, de modo
que um estado de caréncia pode causar alteracdes
visuais, na diferenciacdo celular (substitui¢do de
células produtoras de muco por células produtoras
de queratina), na embriogénese (malformacgdes
congénitas), na resposta imune (integridade do
sistema epitelial), no crescimento musculo-
esquelético, na hematopoiese (anemia) e na repro-
dugdo, entre outras.8

No que concerne a avaliagdo do problema, a
dosagem sérica de retinol é o pardmetro mais larga-
mente utilizado na mensuragdo do estado organico
da vitamina A. Todavia, esse método, além das difi-
culdades de aplicagdo correta, nem sempre reflete a
verdadeira situag@o dos niveis desse micronutriente
no organismo, pelo fato de somente diminuir quando
os estoques organicos se acham bastante reduzidos.
Ademais, os niveis séricos de retinol podem sofrer
influéncia de outros fatores, como a sintese protéica
inadequada na desnutricdo energético-protéica
(DEP) e a resposta a infec¢des ou doengas infla-
matorias, os quais levam a redugdo dos niveis de
retinol circulantes, mesmo na presenca de estoques
adequados de vitamina A.8.9

Em artigo de revisdo, Calonge et al.10 descrevem
que a citologia de impressdo conjuntival (CIC)
representa a técnica de escolha para amostras da
superficie epitelial ocular, por ser um procedimento
minimamente invasivo e utilizar células epiteliais
bem preservadas da superficie ocular. Com o
emprego dessa técnica, em criangas iranianas,
Rostami et al.l encontraram uma especificidade de
94% e uma sensibilidade de 93% no diagnostico da
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DVA. A classificac¢do de seus resultados se baseia na
presenga, forma e quantificagdo das células epiteliais
caliciformes, assim como o depdsito de mucina na
conjuntiva examinada.11-13

Considerando que a DVA ¢ um co-fator muito
importante na ocorréncia de formas graves de desnu-
tricdo ¢ no seu desenlace, a WHO, em protocolo
normativo do tratamento hospitalar destes casos,
inclui a administracdo de vitamina A, sob a forma de
farmacos, como uma das medidas de rotina a serem
observadas. Uma vez que o Instituto de Medicina
Integral Prof. Fernando Figueira (IMIP) mantém
uma enfermaria especial para o tratamento hospitalar
de criangas portadoras de formas graves de desnu-
tricdo, incluindo, em carater avaliativo, o protocolo
proposto pela WHO, considerou-se oportuno e perti-
nente avaliar a situacdo da DVA mediante a citologia
de impressdo conjuntival. E este, portanto, o obje-
tivo basico do presente estudo.

Métodos

Foi realizado um estudo do tipo série de casos, no
periodo de agosto de 2005 a maio de 2006, envol-
vendo 41 criangas de um a 60 meses de idade, hospi-
talizadas no IMIP em Recife, Pernambuco. Foram
admitidos como critérios de inclusdo as formas
graves de desnutricdo protéico-caldrica (indice
peso/altura menor que -3 escores-z, tendo como
referéncia o padrdo do National Center for Health
Statistics (NCHS),14 recomendado pela WHO e/ou
presenga de edema simétrico envolvendo no minimo
os pés), assim como a permissdo de participacdo da
crianga no estudo pelo responsavel legal. Inicial-
mente foram selecionadas 48 criangas, sendo sete
excluidas em decorréncia da n#o realizagdo do
exame: quatro pela ndo sedagdo com o hidrato de
cloral (duas pela gravidade do quadro clinico e duas
pela falta de resposta a droga), uma pela evolucio
para 6bito antes da realizacdo do exame, uma por
apresentar conjuntivite e uma por evasdo do servigo.

Para coleta dos dados foi utilizado um
formulério reunindo variaveis sociodemograficas
(local de residéncia, agua encanada, fossa séptica,
recolhimento de lixo, renda familiar per capita e
escolaridade materna), biologicas e clinicas refe-
rentes as criancas (sexo, prematuridade, peso ao
nascer, administragdo prévia de vitamina A, interna-
mento por pneumonia, diarréia, presenga de edema e
doenga de base, definida como a condigéo clinica de
maior relevancia patoldgica, provadamente com
implica¢do no proprio desenvolvimento da desnu-
tricdo grave). A aplicagdo do formulario para os pais
e/ou responsaveis pelas criangas foi efetuada apos o



consentimento livre e esclarecido.

O peso das criangas menores de dois anos foi
aferido em balanga marca Filizola, modelo BP baby
6767-00 (Industrias FILIZOLA S/A, Sao Paulo,
Brasil), com capacidade maxima de 15 kg e precisao
de 5 g; o comprimento, mediante o uso de um
antropoémetro horizontal (Misura Per Sarti, C&C,
Sdo Paulo, Brasil) com 130 cm de extensdo e
precisdo de 0,1 cm. Nas criancas com dois anos e
mais, utilizou-se balanca de plataforma eletronica,
marca Toledo, modelo 6063866 (Toledo do Brasil
Industria de Balangas Ltda, Sao Paulo, Brasil), carga
maxima 150 kg e minima de 0,125 kg e precisdo de
0,05 kg; a estatura foi aferida mediante o uso de
antropometro acoplado a propria balanga, com 2,01
m de extensdo e precisdo de 0,1 cm.

As criangas do estudo foram submetidas a exame
sob sedacdo (hidrato de cloral 5%: 50 mg/kg/dose
por via oral) na enfermaria do IMIP. Foi utilizado
papel de acetato de celulose (HAWP 304FO0,
Millipore), previamente cortado (3 x 25 mm),
acondicionado em recipiente hermeticamente
fechado, protegido do calor e umidade.

O papel filtro foi aplicado e aderido durante trés
a cinco segundos na regido temporal da conjuntiva
ocular bulbar. Apds sua retirada rapida e suavemen-
te, fez-se imediatamente a transferéncia das amostras
de camadas de células epiteliais para uma lamina
imprint, previamente identificada (nome do paciente,
data, olho examinado e area coletada). Tentou-se
realizar o procedimento para os dois olhos.

Completada a coleta, a lamina foi imersa
durante, no minimo, 15 minutos em uma solugdo
para fixacdo e coloracdo composta de oito volumes
de fucsina fenicada (solug@o de Ziehl-Nielsen), 16
volumes de azul de Alcian a 0,2% em acido acético a
5% e um volume de alcool etilico a 95% para
fixagdo. Retirou-se, entdo, o excesso de corante em
agua corrente, sendo as ldminas expostas para
secagem natural. Apds esta operagdo, as laminas
foram acondicionadas em estojos apropriados.

Para analise histolégica do material coletado
foram utilizados microscopio Optico, procedendo-se
a classificagdo diagndstica segundo os critérios
descritos a seguir:

Classificag@o diagnoéstica da CIC:11

Padrdo normal:

Células epiteliais = pequenas agregadas. Relagdo
nucleo/citoplasma grande.

C¢élulas caliciformes = presentes em grande quanti-
dade.

Deposito de mucina = Presentes em grande quanti-
dade.
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Padréo marginal (+):

Células epiteliais = pequenas agregadas, formando
ilhas. Relagdo nucleo/citoplasma tende a diminuir.
Células caliciformes = raras.

Depésito de mucina = raro.

Padrio marginal (-):

Células epiteliais = alargadas, algo dispersas e
desagregadas. Relag@o nucleo/citoplasma tende a
diminuir.

Células caliciformes = ausentes.

Depdsito de mucina = ausente.

Padrio deficiente:

Células epiteliais = grandes, isoladas e dispersas.
Nucleo picndtico.

Células caliciformes = ausentes.

Depdsito de mucina = ausente.

Para analisar dicotomicamente os resultados
considerou-se como normal o agrupamento dos
padrdes normal e marginal positivo e, como
anormal, a reunido das outras duas classificagdes.

A avaliacdo do padrao histologico das laminas
foi feita por dois observadores, sendo um deles uma
bioquimica especialista na aplica¢do desse método.
A concordéncia interobservador foi analisada calcu-
lando-se o coeficiente de Kapa, que resultou no
valor de 0,80, indicando, portanto, uma boa
concordancia.

Os dados foram analisados utilizando o software
EPI-INFO versdo 6.0. Para analise do estado nutri-
cional, foi utilizado o EPINUT, mddulo do EPI-
INFO, com o padrdo do NCHS.14 As variaveis
categoricas foram sumarizadas utilizando a
distribuigdo de frequéncias simples ¢ absolutas.

O projeto desta pesquisa foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa do IMIP em reunido
realizada em abril de 2004.

Resultados

Em relagdo a citologia de impress@o conjuntival foi
observado que 46,3% das criancas apresentaram
achados compativeis com um padrdo anormal,
somando-se as classificagdes marginal (-) e defi-
ciente.

Quanto a condig¢do socioeconémica, 60,9% das
criangas residiam no interior do Estado, em casas
com agua encanada (61,0%), fossa séptica (68,3%) e
recolhimento de lixo (61,0%). Em relagdo a renda
familiar per capita, 97,5% das familias viviam com
menos de um salario minimo. No que concerne a
escolaridade, 17,5% das maes eram analfabetas e
65,0% tinham quatro ou menos anos de escolaridade
com aprovagao (Tabela 1).

A idade das criangas variou de um a 47 meses,
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Tabela 1

Distribuicdo de frequéncia das criancas com desnutri¢do grave hospitalizadas no Instituto de Medicina Integral Prof.

Fernando Figueira, segundo variaveis das condi¢des socioecondmicas e ambientais. Recife, 2005 a 2006.

Variaveis N

%

Local da residéncia

Regido metropolitana do Recife 14
Interior do Estado 25
Outro Estado 02

Agua encanada
Sim 25
Nao 16

Fossa séptica
Sim 28
Nao 13

Recolhimento de lixo
Sim 25
N&o 16

Renda familiar per capita (SM)**

< 0,25 34
0,25 -0,49 5
0,5-0,99 1

21 1

Escolaridade materna*

Nenhuma 7
1a4anos 19
5 a8 anos 13
9 anos ou mais 1

34,1
60,9
4,8

61,0
39,0

68,3
31,7

61,0
39,0

82,9
12,2
2,4
2,4

17,5
47,5
32,5

2,5

* A ndo correspondéncia com o numero total da amostra deve-se a auséncia de informagao para a variavel estudada;

** SM = salario minimo = R$ 300,00.

com a mediana de nove meses (1° quartil = 4 meses,
3° quartil = 17 meses).

No conjunto das observagdes, houve um
pequeno predominio do sexo masculino (58,5%).
Antecedentes de prematuridade foram constatados
em 27,5% dos casos. Das criangas com DEP grave,
65,8% nasceram com menos de 3000 gramas, sendo
39,4% classificados em categorias de muito baixo
peso (< 1500 kg) e baixo peso (entre 1500 kg e 2449
kg). Vinte por cento dessas criancas nunca foram
amamentadas. Administragdo prévia de vitamina A
foi constatada em 35,9% dos casos (Tabela 2).

Os principais motivos da hospitalizagdo foram a
diarréia (46,3%) e a pneumonia (31,7%). A presenga
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de edema ou doenca cronica associada foi observada
em pouco mais de 40,0% das criangas. Duas criangas
(4,9%) evoluiram para o 6bito (Tabela 2).

Em relagdo as 19 criangas com CIC anormal,
nove apresentavam edema (47,4%), oito uma doenga
de base associada (42,1%). Em aproximadamente
um ter¢o o motivo da admissao foi diarréia ou pneu-
monia (36,8%), registrando-se antecedentes de
prematuridade e peso insuficiente ao nascer em,
respectivamente, 16,6% ¢ 52,9% dos casos. Seis
criangas receberam vitamina A (35,2%) em periodo
que variou de dois a 11 meses prévios ao interna-
mento (Tabela 3).
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Tabela 2

Distribuicdo de frequéncia das criancas com desnutri¢do grave hospitalizadas no Instituto de Medicina Integral Prof.

Fernando Figueira, segundo variaveis bioldgicas e clinicas. Recife, 2005 a 2006.

Variaveis N %
Sexo
Masculino 24 58,5
Feminino 17 41,5

Prematuridade*
Sim 11 27,5
Nao 29 72,5

Peso ao nascer (Kg)

< 1500 4 10,5
1500 - 2499 1" 28,9
2500 - 2999 10 26,3
23000 13 34,2

Administracdo prévia de vitamina A
Sim 14 35,9
Nao 25 64,1

Internamento por pneumonia
Sim 13 31,7
N&o 28 68,3

Internamento por diarréia
Sim 19 46,3
Nao 22 53,7

Presenca de edema
Sim 18 43,9

Nao 23 56,1

Doenca de base

Sim 18 43,9

Nao 23 56,1
Evolucao

Obitos 2 4,9

Alta hospitalar 39 94,1

* A ndo correspondéncia com o niumero total da amostra deve-se a auséncia de informacao para a variavel estudada.
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Tabela 3

Distribuicdo de frequéncia das criancas com desnutricdo grave e citologia de impressdao conjuntival anormal
hospitalizadas no Instituto de Medicina Integral Prof. Fernando Figueira, segundo algumas caracteristicas da sua
condicado clinica. Recife, 2005 a 2006.

Variaveis N %
Edema
Sim 9 47,4
N&o 10 52,6

Doenca de base

Sim 8 42,1

Nao 1 57.9
Diarréia

Sim 7 36,8

N&o 12 63,2
Pneumonia

Sim 7 36,8

N&o 12 63,2

Prematuridade
Sim 3 16,6
Nao 16 83,4

Peso ao nascer (Kg)*

< 1500 1 5,9
1500 - 2499 4 23,5
2500 - 2999 5 29,4
> 3000 7 41,2
Aleitamento materno*
Nunca mamou 8 20,0
<1 més 7 17,5
> 1 a 3 meses 12 30,0
> 3 a 6 meses 7 17,5
> 6 meses 6 15,0
Vitamina A prévia
Sim 6 35,2
Nao 13 64,8

* A ndo correspondéncia com o niumero total da amostra deve-se a auséncia de informacao para a variavel estudada.
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Discussao

Na caracterizagdo socioecondmica e ambiental dos
casos estudados uma observagdo preliminar de
grande relevancia se impde: a precariedade das
condi¢des de vida das familias dos desnutridos
graves, de tal modo que, com excegdo de apenas um
caso (2,4%), todas as criangas pertenciam a familias
com renda per capita abaixo de um salario minimo.
A baixa escolaridade materna e as condi¢des desfa-
voraveis do saneamento foram bem mais desfa-
voraveis que os resultados de estudos de base popu-
lacional efetuados no Estado de Pernambuco!5 ou no
Nordeste Brasileiro,16 tornando-se bem demonstra-
tivos do quadro de penuria das familias dos desnu-
tridos graves, denotando, portanto, uma situagao
muito peculiar de elevada vulnerabilidade social que
particulariza o risco familiar das formas avancadas
de desnutrigdo.

Como parte do mesmo contexto e, a0 mesmo
tempo, como consequéncia imediata ou indireta da
ocorréncia da desnutri¢do grave da série de casos, a
concomitancia de 27,5% de prematuridade e de
39,4% de baixo peso ao nascer representam achados
também excepcionalmente elevados, em comparagio
com o que acontece em Pernambucol!? ou no
Brasil.18 De fato, estes valores acham-se quatro a
cinco vezes mais elevados que as frequéncias espe-
radas como previsdo epidemiologica.

Por si, a associagdo entre a pobreza extrema e as
adversidades biologicas da prematuridade e do baixo
peso ao nascer, em grande parte atribuidos a propria
desnutrigdo materna no curso da gravidez,!9 esta-
belecem vulnerabilidades fundamentais para com-
preender a condicdo de desnutrigdo grave e, por
extensdo, do risco de DVA encontrado pela prova da
CIC. Na realidade, os dois problemas (desnutrigdo
grave e DVA, na forma clinica ou subclinica), se
tornam eventos raros em estudos de base popula-
cional, de tal forma que sua ocorréncia praticamente
se restringe aos servigos hospitalares,3 como nos
casos aqui avaliados. Na situacdo particular do IMIP,
esta oportunidade se torna um tanto singular, pela
existéncia de uma enfermaria especial de tratamento
hospitalar da desnutrigdo grave, segundo as normas
do protocolo da Organizacdo Mundial da Saude
(OMS).20

Assim contextualizada, a ocorréncia de CIC
anormal em 46,3% das criangas representa um
componente importante na compreenséo e, evidente-
mente, nos cuidados que devem ser atribuidos a
caréncia concomitante da vitamina A no tratamento
dos casos graves de DEP. E pertinente considerar
que a DVA poderia ser ainda mais frequente, dado
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que 35% das criangas haviam recebido megadoses
(100.000 a 200.000 UI de vitamina A) antes da
admissao hospitalar. No entanto, ao mesmo tempo,
cabe assinalar e lamentar a baixa cobertura do
programa de suplementacdo de vitamina A, desde
que se espera que, como agdo basica, viesse a
alcancar niveis de prote¢do semelhante a pratica de
vacinagdo, protegendo de 90% a 100% da populagio
exposta.

Desafortunadamente, ndo se dispde de estudos
semelhantes e atuais sobre o problema da DVA em
criancas hospitalizadas com DEP, usando a CIC
como indicador do processo carencial especifico em
nivel subclinico. Ademais, como a CIC representa
uma técnica diagnoéstica recente, a bibliografia a este
respeito ¢ ainda escassa. No caso do Brasil,
ressaltam-se dois estudos de validagcdo dessa
técnicall,2l comprovando a utilidade da CIC como
indicador da DVA, tendo os niveis de retinol sérico
como padrdo-ouro. No proprio IMIP, como resultado
da experiéncia aqui relatada, detectou-se que 41,2%
das criancas com desnutri¢do grave tinham niveis de
retinol sérico abaixo de 0,70 pmol/L22 o que pratica-
mente reflete a propria ocorréncia de CIC anormal.
Em nivel de avalia¢des populacionais, a maior parte
dos raros estudos existentes ainda sdo focalizados na
questdo da validacdo da técnica citologica como
indicador presuntivo da DVA. Assim, na Venezuela,
Castejon et al.23 encontraram 35,4% de criangas de
dois a seis anos com resultados anormais da CIC,
sendo que 11,3% dessas criangas eram portadoras de
formas leves de desnutri¢do. Um outro estudo na
Venezuela chegou a um resultado conflitivo, desde
que a maior prevaléncia (25,6%) de CIC, envol-
vendo criangas de uma faixa etaria mais avancada
(49 a 72 meses) foi registrada em criangas com uma
relagdo altura/idade normal.24 Em Teerd, no Ird, uma
avaliacdo bem mais extensiva, aplicada em 1257
criangas de dois e cinco anos de idade, detectou uma
prevaléncia de 23,5% de CIC anormal.l Sem consi-
derar o estado nutricional das criangas, Ajaiveoba et
al.,25 na Nigéria, observaram que criangas porta-
dores de CIC anormal apresentaram um risco de 2,6
vezes maior de niveis baixos de retinol sérico,
quando comparadas com casos de CIC normal. Na
realidade, a experiéncia acumulada ainda ndo ¢
conclusiva para recomendar a prova da CIC como
um recurso diagndstico seguro para a detec¢do da
DVA infraclinica, dai a recomendagdo da OMS de
que, em estudos extensivos, devam ser aplicados
pelo menos dois indicadores bioldgicos.4

Duas outras observagdes devem ser discutidas.
Uma, refere-se as doengas associadas as formas
graves de DEP e, portanto, suas inter-rela¢gdes com o
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proprio estado nutricional da vitamina A. Ja ¢ bem
conhecida a relagdo etiopatogénica da DEP com a
DVA: restrigdes alimentares comuns, principalmente
por conta da situacdo de pobreza, bem ressaltada
neste estudo de casos, € processos patogénicos agre-
gados, comprometendo a ingestdo, digestdo, metabo-
lismo, formagdo e utilizagdo de reservas organicas,
tornam-se praticamente autoexplicativos sobre da
logica da associagdo, como ressaltam Al-Kubaisy et
al.26 Especificamente, cabe assinalar que quase
metade das criancas com CIC anormal tinham
edema, sendo presumivel, pelo proprio quadro de
desnutri¢@o grave da casuistica que, em grande parte,
este sinal clinico, simetricamente localizado nos
membros inferiores, seja manifestacdo de casos de
desnutricdo edematosa. Tratar-se-ia, portanto, de
uma condicdo que afeta significativamente a
utilizagdo da vitamina A, pela grande redugdo de seu
“carrier”,27 uma pré-albumina grandemente afetada
na hipoalbuminemia, caracteristica da desnutri¢do
com edema.

Deve-se também considerar que um ntmero
consideravel de casos (respectivamente 46,3% e
31,7%) das criangas internadas tinham diarréia ou
pneumonia. Sdo fatos importantes desde que, como
processos infecciosos, sdo favorecidos pela DVA e,
ao mesmo tempo, afetam rapidamente os niveis
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