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RESUMO

Objetivo: Avaliar aalbuminacomofixador de material obtido deraspado
conjuntival para citologia esfoliativa. M étodos: Foi realizada citologia
esfoliativaconjuntival por meio de estudo prospectivo em quarentaeseis
olhosdevinteetréspacientescom conjuntiviteal érgica. Foramrealizadas
tréscol heitas: (1) nafaseaguda, (2) apdsusodecorti costeréides(tratamento
A) e(3) apdsuso deestabilizador demembranade mastdcitos(tratamento
B); em dois tipos de |aminas, com e sem albumina, sendo submetidas a
coloragéo pelométodo de Giemsa. Resultados: Dosvinteetréspacientes,
cinco(21,7%) eramdo sexofemininoedezoito (78,3%) do sexomasculino,
commeédiade 10,8 anos. Dezoito (78,3%) apresentaram conjuntiviteprima-
veril ecinco (21,7%) ceratoconjuntivite atépica. Apos andlise estatistica
dacitologiaconjuntival, aslaminastratadas com albuminaapresentaram
maior nimero de células epiteliais integras em relacéo as ndo tratadas,
apenas nos grupos pré-tratamento e no grupo do tratamento B. A conta-
gemdeneutrdfilosfoi significativamentemaior no grupo detratamento B
nas |&minas ndo tratadas com al buminaem relacdo astratadas. Naconta-
gem de eosindfilos ndo houve diferenca entre as |aminas tratadas com
albuminaem relacdo as ndo tratadas, j&no grupo de tratamento B houve
diferencaestatisticaentreolho direito eesquerdo naléminasemal bumina.
Conclusdo: N&o houve diferencas estatisticas entre as |&minas tratadas
com albumina e as ndo tratadas para a maioria das células pesquisadas,
alémdisso, aalbuminaaderemuco dificultando aobservacdo daslaminas,
ndo sendo indicada na citologia esfoliativa de conjuntiva.

Descritores: Conjuntiva/citologia; Conjuntivite alérgica/diagnéstico; Albuminas; Técnicas
citolégicas/métodos

INTRODUCAO

A citologia tem sido usada nas diversas especialidades médicas como
método de diagndstico principalmente na ginecologia, no diagndstico de
entidades malignas do colo uterino; na hematologia, no diagnéstico de
anemias eleucemias, e nas doengasinfecciosas, principal mente nas menin-
gites, através do estudo do fluido cérebro-espinhal, com grande importan-
ciaclinica na elucidagdo diagndstica e no prognéstico®.

Hatrés modalidades detécnicacitol 6gica: [ 1] esfregacos de secregbese
liquidos organicos (citologia esfoliativa), [2] esfregacos de bidpsias por
aspiracdo e[ 3] decalque (“imprint”) dasuperficie de corte de pecascirlrgi-
cas ou de autopsias?.

O diagnostico da conjuntivite alérgicaé clinico, podendo ser confirma-
do atravésdacitologia®. Naconjuntivautilizamosacitologiaesfoliativa®.
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Umavez colhido um material biol 6gico estedeve ser fixado
paraque ndo ocorraasuadeterioracdo. Em citologiaesfoliati-
va, 0s alcoois séo o fixador mais adequado e econdmico®@.

Os esfregagos podem aderir melhor as [aminas passando-
se previamente sobre as mesmas cola de gelatina ou albumi-
na®. Esse procedimento é utilizado de rotina na anatomia
patol dgica, sendo também utilizado em esfregacos de células
do colo uterino®®, A albumina utilizada nesses esfregacos é
conhecidacomo albuminade Mayer e é obtidapelamisturade
uma parte de glicerinapuracom umaparte de clarade ovosde
galinhas.

O Giemsaéo corante mais utilizado em citologiaesfoliativa
para o estudo das doencas externas oculares. E (til para o
estudo da morfologia epitelial e dos diferentes padrbes de
célulasinflamatorias®.

Ostipos celulares maisimportantes que podem ser eviden-
ciadosnacitologiaocular conjuntival séo ascélulasepiteliais,
célulascaliciformes, células epiteliais multinucleadas, neutro-
filos, mononucleares (linfocitos e mondcitos), eosinéfilos e
basofilos/mastécitos™®.

Em 1903, Herbert foi o primeiro autor achamar atencdo para
aeosinofiliaconjuntival no diagndstico de conjuntivite alérgi-
ca®, e, até hoje, o diagnostico laboratorial de alergia ocular
freqlientemente basei a-se na presenca de eosinofilos na cito-
logia conjuntival®®. Os neutrdfilos também s&o encontra-
dos na citologia da conjuntivite alérgica®®®. A presenca de
neutrofilos na conjuntivite alérgica foi primeiramente citada
em 195514,

O objetivo do presente trabalho é avaliar a albumina
como fixador de material obtido de raspado conjuntival para
citologiaesfoliativaem pacientes com conjuntivite al érgica.

METODOS

Foi realizado um estudo prospectivo de quarenta e seis
olhos de vinte e trés pacientes com diagnoéstico clinico de
conjuntivite alérgicaprimaveril ou atépicano Setor de Doenca
ExternaOcular e Corneado Departamento de Oftalmol ogiada
Universidade Federal de Sdo Paulo - UNIFESP/EPM, apos
aprovagdo do Comité de Etica da | nstituigao.

Os pacientes foram submetidos a propedéutica oftalmol 6-
gica completa e em seguida o exame citologico obtido do
raspado conjuntival. Foram realizadastrés col heitas de material
conjuntival. A primeiracol heitafoi realizadanaconsultainicial,
guando os pacientes estavam em fase de agudizaco do qua-
dro de conjuntivite e sem uso de medicagéo tOpicaou sistémi-
ca. Apdsacolheita, os pacientesforam medicados com colirio
dedexametasonaa0,1% (Tratamento A). O retorno do pacien-
tedeu-se no 16° diado inicio do estudo, sendo ent&o submeti-
do a segunda colheita. Neste momento, suspendia-se o uso da
dexametasona topica e medicava-se com um estabilizador de
membranade mastécito, alodoxamidaa0,1%, (Tratamento B).
No 31° dia de estudo, o paciente retornava para avaliagéo,
realizando-sealultimacolheita.

Doistipos de l&minas foram empregados para a realizagéo
dos esfregacos. Asldminastipo 1 foram preparadas de acordo
com arotinapré-estabel ecida no laboratério, ou seja, |aminas
limpas e estéreis. Astipo 2, além delimpas e estéreis, recebe-
ram uma fina camada de albumina, durante o processo de
fixag&o do esfregago.

No raspado conjuntival padronizou-se que nos pacientes
com diagndstico clinico de conjuntivite primaveril far-se-iao
raspado da conjuntiva tarsal superior, e para aqueles com
diagndstico de conjuntivite atopica, o raspado da inferior.
Alternou-se a ordem de colocag@o do material obtido com o
raspado na lamina com e sem albumina. Ou segja, se em um
paciente foi colocado o primeiro esfregaco na [amina sem
albumina, no paciente seguinte colocava-se 0 primeiro esfre-
gaco nalaminacom albuminae assim por diante.

Imediatamente apds a realizagdo do esfregago, as |aminas
foram submetidas a col oracéo pelo método de Giemsa*®.

A andlise dos esfregacosfoi realizada por dois observado-
resdelaboratdrios distintos de maneiramascarada. Naandlise
estatistica dos resultados foram aplicados os testes de
Wilcoxon e Spearman™®. Fixou-se em 0,05 ou 5%(o < 0,05) o
nivel de rejeicéo da hipdtese de nulidade.

RESULTADOS

Foram examinados vinte e trés pacientes, dos quais cinco
(21,7%) eram do sexo feminino e dezoito (78,3%) do sexo
masculino. Asidades variaram de seis a dezenove anos, com
média de 10,8 anos. Dentre os tipos de conjuntivite alérgica
observou-se que dezoito (78,3%) apresentaram diagndstico
clinico de conjuntivite primaveril e cinco (21,7%) de cerato-
conjuntivite atopica.

Emrelacdo acitologiaconjuntival, naavaliagdo dadiferenca
na contagem de células epiteliais integras paralaminas com e
sem albumina n&o houve diferenca estatisticamente signifi-
cante entre os olhos em todos os grupos. Os dados das
I&minas foram entéo agrupados e as médias de olhos direito e
esquerdo foram utilizadas paracomparacao entrelaminas 1 e2.
Assim, aslaminastratadas com albumina apresentaram maior
numero de células epiteliais integras em relagdo as ndo trata-
das, apenas nos grupos pré-tratamento e no grupo do trata-
mento B apresentaram significanciaestatistica (Gréfico 1).

Naavaliacdo dadiferencanacontagem de célulasepiteliais
em degeneracéo paralaminas com e sem albuminanéo houve
diferenca estatisticamente significante entre os olhos em to-
dos osgrupos. A comparagdo entrelaminas 1 e 2 foi feitacom
asmediasde olhosdireito e esquerdo. N&o houvediferengana
contagem de célul as epiteliais em degeneracgéo entre as lami-
nas tratadas com albumina em relagcdo as ndo tratadas. O
mesmo ocorreu para células epiteliais degeneradas, para 0s
monadcitos e os linfdcitos.

Na avaliacdo da diferenca na contagem do ndmero de
neutréfilos paraléminas com e sem albuminanado houve dife-
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rencga estatisticamente significante entre os olhos em todos os
grupos, fazendo-se a comparacéo entre |laminas 1 e 2 com as
médias de olhos direito e esquerdo. Nao houve diferenca
estatistica na contagem dos neutréfilos entre aslaminastrata-
das com e sem albumina nos grupos pré-tratamento e trata-
mento A. No entanto, a contagem de célulasfoi significativa-
mente maior no grupo de tratamento B nas |&minas néo trata-
das com albuminaem relagdo astratadas (Gréafico 2).

A avaliacgéo dadiferenca na contagem de eosindfilos para
[&minas com e sem albumina ndo mostrou diferenca estatisti-
camente significante entre os ol hos nos grupos pré-tratamen-
to etratamento A. No grupo de tratamento B houve diferenca
estatisticaentre olho direito e esquerdo nalaminasem albumi-
na. Porém, ao se realizar o teste de Spearman, observou-se
grande correlacdo entre os dois grupos (olho direito e esquer-
do, l&mina 1) com valor de p < 0,01 (Tabela 1). Portanto, a
comparagdo entre laminas 1 e 2 foi feita com as médias de
olhos direito e esguerdo, em todos os grupos, e ndo houve
diferenca na contagem de eosindfilos entre as |aminas trata-
das com albuminaem rel agéo as ndo tratadas (Gréfico 3).
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Grafico 1 - Média do nimero de células epiteliais integras presentes

nas laminas preparadas sem (Lamina 1) e com albumina (Lamina 2),

dos olhos de pacientes com conjuntivite alérgica, coletadas no pe-

riodo pré-tratamento e apos o uso de corticosteroides (Tratamento A)
e estabilizador de membrana de mastdcitos (Tratamento B)
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Grafico 2 - Média do numero de neutréfilos presentes nas laminas
preparadas sem (Lamina 1) e com albumina (Lamina 2), dos olhos de
pacientes com conjuntivite alérgica, coletadas no periodo pré-
tratamento e apés o uso de corticosterdides (Tratamento A) e
estabilizador de membrana de mastécitos (Tratamento B)
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DISCUSSAO

Entre os pacientes com conjuntivite primaveril 78,3% eram
do sexo masculino e 21,7% eram do sexo feminino, numapro-
por¢ao de aproximadamente 4:1. A faixaetériavarioudeseisa
dezenove anos, com médiade 10,8 anos. Os dados demogréfi-
cos dos nossos pacientes com conjuntivite primaveril coinci-
dem com osdaliteratura®™!®. Dentre os pacientes com cerato-
conjuntivite atépica a média de idade foi de 13,6 anos, valor
este abaixo ao que é observado na literatura como pico de
incidéncia, mas dentro do que é esperado parainicio da doen-
¢a®1920 A auséncia de pacientes com ceratoconjuntivite ato-
pica em faixa etéaria maior pode se dever ao fato dos nossos
pacientes encontrarem-se nafaseinicial dadoenca, alémdisso
esta ceratoconjuntivite, em nossaregido, provavel mente com-
porta-se de maneira diferente, uma vez que ndo ha dados
epidemiol 6gicos nacionais referentes a esta doenca.

Para o estudo citoldgico, as célul as epiteliaisforam classi-
ficadas em integras, em degeneracéo e degeneradas, natenta-
tiva de representar a magnitude do processo inflamatério-
destrutivo®. As células epiteliais degeneradas seriam entéo
a representacdo maior de alteragcdes de conformacdo anaté-
micaem virtude do processo inflamatério. Durante o processo
inflamatério, as células epiteliais da conjuntiva e da cornea
tornam-se hipertrofiadas e facilmente desprendem-se, sem
apresentar alteracGes marcantes®,

Os neutréfilos sdo células efetoras em muitas respostas
inflamat6rias, como nas conjuntivites agudas e cronicas*4??,
principalmente nas conjuntivites causadas por bactérias e
fungos®. Entretanto Kimura & Thygeson em 1955, mencio-
naram em seu estudo que umareagado eosinofilicadaconjuntiva
poderia ser acompanhada de uma reacdo neutrofilica em pa-
cientes com conjuntivite al érgica na auséncia de afecgdo bac-
teriana associada®.

O eosindfilo é aprincipal célulaenvolvidano diagnéstico
daalergiaocular, sendo considerada a célula caracteristicada
inflamagdo alérgica®?. A auséncia de eosinéfilo no raspado
conjuntival ndo exclui o diagnéstico de alergia ocular®29,
Constatamos isto neste estudo quando se observou que al-
guns pacientes ndo apresentaram eosindfilos na citologia nas
trés etapas de coleta do raspado conjuntival. Apesar de ndo
encontrados no esfregaco do raspado conjuntival, é possivel
evidenciar eosindfilos na substancia propria da conjuntivade
individuos com conjuntivite alérgica, ndo sendo necessaria-
mente evidenciados no epitélio?+2,

Utilizamosaalbuminaem|aminascom o objetivo deavalié-
la como fixador de material do raspado conjuntival. A albu-
mina é empregada principal mente nos esfregacos de citologia
esfoliativa de colo uterino, para uma melhor aderéncia do
material colhido alamina®2%9, Apesar da citologiadas célu-
lasepiteliaisintegras mostrar umamaior quantidade decélulas
nas |aminas com albumina, isto se deu apenas na fase de pré-
tratamento e tratamento B, ja com os neutréfilos ocorreu o
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Variavel
Células epiteliais integras

Grupo
Pré-Tratamento

Células epiteliais integras Tratamento B
Neutrofilos Tratamento B
Eosindfilos Tratamento B

Tabela 1. Comprovacao de dependéncia por meio de correlacdo de Spearman para grupos onde houve diferenca estatistica entre laminas
com (Lamina 1) ou sem (Lamina 2) albumina ou entre os olhos. No caso da correlacao entre as laminas, foram usadas as médias entre
os dois olhos

Correlacao R P
L&mina 1 x Lamina 2 0,89 <0,01
Lamina 1 x Lamina 2 0,88 <0,01
Lamina 1 x Lamina 2 0,75 <0,01
Olho direito x Olho esquerdo 0,87 <0,01

12, 414098

5,67 528 511 OLamina 1
4,07 OLamina 2

o N & O @
L L L L

Pré-tratamento
(p < 0,05)

Tratamento A Tratamento B

Grafico 3 - Média do numero de eosindfilos presentes nas laminas
preparadas sem (Lamina 1) e com albumina (Lamina 2), dos olhos de
pacientes com conjuntivite alérgica, coletadas no periodo pré-
tratamento e apds o uso de corticosterdides (Tratamento A) e
estabilizador de membrana de mastécitos (Tratamento B)

inverso, aquantidade dessas célulasfoi maior em |aminas ndo
albuminadas, somente no tratamento B. Nossos resultados
revelaram que ndo houve importante favorecimento na utiliza-
¢&o das laminas com albumina em relag8o as sem albumina
para a maioria das células pesquisadas. Nao ha dados na
literatura sobre 0 uso da albumina em esfregacos de citologia
conjuntival ou qual quer outracitol ogiaocular, ndo nos permi-
tindo uma comparagdo maior e melhor com outros estudos.
Deve-se salientar ainda que o muco tem umamaior aderéncia
em | &minas al bumi nizadas podendo assim dificultar aobserva-
¢ao do esfregaco®.

Na contagem de eosindfilos houve diferenca estatistica en-
treosolhosdireito e esquerdo, 0 que nos permitiriasugerir uma
assimetria de acometimento das conjuntivas, o que é citado na
literatura®, entretanto, isso s ocorreu apos a administragéo de
estabilizador de membranade mastécito nalaminanéo al bumini-
zada. Ao redlizar o teste de Spearman, observou-se grande
correlacdo e dependéncia entre as medidas (olho direito e es-
guerdo), ndo nos permitindo afirmar que existe assimetria de
acometimento ocular naconjuntiviteal érgica.

Optamos pelo uso do corante de Giemsa por ser 0 mais
empregado nacitol ogia esfoliativa das doengas externas ocu-
lares“1® e porque outros corantes tém sido aplicados mais
especificamente para outras doencas como, por exemplo, o
corante de Papani col aou classicamente utilizado naidentifica-
¢ao de neoplasias, o corante de Wright normal mente emprega-
do para preparagdes hematol égicas, entre outros. O muco
possui a propriedade de corar-se com o método de Giemsa, e

por apresentar maior aderénciaem |aminas al buminizadas difi-
culta ainda mais a observagao do esfregago®.

CONCLUSAO

N&o houve diferencas estatisticas entre as |aminas trata-
das com albuminae as ndo tratadas para a maioriadas células
pesquisadas, além disso, a albumina adere muco dificultando
a observacdo das laminas, ndo sendo indicada na citologia
esfoliativade conjuntiva.

ABSTRACT

Purpose: To evaluate albumin asfixative material of conjunc-
tival scrapings for exfoliative cytology. Methods: Con-
junctival exfoliative cytology was performed through a pros-
pective study in forty-six eyes of twenty-three patients with
clinical diagnosis of allergic conjunctivitis. Three scrapings
were performed: (1) inthe pretreatment period, (2) after use of
corticosteroids (treatment A) and (3) after use of mast cell
stabilizer (treatment B); in two types of smears, with and
without al bumin, which werethen submitted to staining by the
Giemsa method. Results: Of the twenty-three patients, five
(21.7%) were female and eighteen (78.3%) male, with an age
average of 10.8 years. Eighteen (78.3%) presented vernal
conjunctivitisand five (21.7%) atopic keratoconjunctivitis. By
the statistical analysis of the conjunctival cytology, the
smears treated with albumin presented a larger number of
intact epithelial cellsinrelation to the nontreated, only in the
pretreatment and in the B treatment groups. The number of
neutrophils was significantly greater in the B treatment group
than in the smears not treated with albumin in relation to the
treated ones. Regarding the number of eosinophils there was
no difference between the smears treated with albumin in
relation to the nontreated, whilein the B treatment group there
was a statistical difference between the right and left eye
regarding smearswithout albumin. Conclusion: Therewereno
statistical differencesbetween smearstreated with albuminand
those not treated for most researched cells; in addition, albumin
adheres mucus hindering the observation of smears, and thus
isnot indicated for conjunctival exfoliative cytology.

Keywords: Conjunctiva/cytology; Conjunctivitis, allergic/
diagnosis; Albumins; Cytological techniques/methods
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