Diagnostico citopatoldgico do fluido vitreo
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As primeiras intervengées cirdrgicas na cavidade vitrea
datam de 1863, quando VON GRAEFE' removeu corpo estra-
nho intraocular com o emprego de pinga, através da pars
plana. Desde entao, as técnicas cirdrgicas para procedimen-
to no pélo posterior do olho foram sendo gradativamente
sofisticadas” *.

Paralelamente ao desenvolvimento da cirurgia vitrea,
estudos citopatolégicos de liquidos oculares tém sido reali-
zados com o intuito de determinar ou confirmar o diagnés-
tico de um processo patolégico no inicio do curso da doen-
¢a*. Os primeiros estudos citopatolégicos dos fluidos ocula-
res utilizaram esfregagos do humor aquoso de olhos com
uveites®, endoftalmites® e tumores’. Simultaneamente, de-
senvolveu-se e aplicou-se método para concentragao de cé-
lulas cancerosas com filtro de membrana®, que, posterior-
mente, passou a ser utilizado para concentrar células do
humor aquoso. Diagnésticos de tumores realizados através
do filtro de membrana incluem carcinoma metastético, leu-
cemia, melanoma metastdtico e melanoma maligno de
fris* 910,

Estudos citélogicos tém sido amplamente empregados
nos casos de sarcoma de células reticulares™ 2 13,

Técnicas citopatolégicas tém sido, igualmente, empre-
gadas em endoftalmites, sendo especialmente tteis no diag-
noéstico e tratamento da endoftalmite fungica™ . Através
do estudo citopatolégico do vitreo, também foram diagnos-
ticadas endoftalmites bacterianas e pés-traumiéticas por dife-
rentes agentes®. O exame citolégico do vitreo de pacientes
com endoftalmites por parasitas revelou abundancia de eo-
sindfilos e plasmdcitos®. Estudos citopatolégicos de fluidos
oculares ja foram realizados em amiloidose'™, em pacientes
com opacidade vitrea, em facoanafilaxia, em persisténcia
de vitreo primdrio hiperpldsico, hialose asteréide e retino-
patia diabética proliferativa®.

Estudos citopatolégicos dos fluidos oculares removidos
durante a cirurgia vitrea e investigagao patolégica experi-
mental foram significativos para determinar a composigao
celular das membranas vitreo retinianas”: '8 1. 20,

No Brasil, geralmente nio se recorre a vitrectomia para
diagnéstico, senao sim para fins terapéuticos. Assim, o obje-
tivo deste trabalho é mostrar a utilidade do exame citopato-
I6gico do material obtido por vitrectomia para o diagnéstico
clinico, além de propor metodologia acessivel e de baixo
custo, utilizando técnicas ja existentes e comprovadas para
outros 6rgaos e sistemas.

PACIENTES, MATERIAL E METODO

22 espécimes provenientes de bulbos oculares subme-
tidos a retirada do fluido vitreo foram examinados microsco-
picamente. Desses 22 bulbos oculares, 21 foram oriundos
de 21 pacientes que foram submetidos a vitrectomias via
pars plana para fins terapéuticos. O vitre6fago usado foi
o TXR (Site, EUA), com pontas de aspiragdo, iluminagao
e infusdao separadas. Sob microscépio cirtdrgico de marca
Zeiss (Alemanha), foi realizada abertura conjuntival, esclero-
tomia (trés vias) de 3,5 a 4,0 mm do limbo, para introdugao
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de vitre6fago. No 22¢ paciente, foi realizada pungao vitrea
com agulha de grosso calibre ap6s enucleagao do bulbo
ocular.

O material examinado, cujo volume foi de 4 ml, era
composto de humor vitreo diluido em Ringer Lactado e
foi fixado imediatamente apés a retirada, em formol a 10%
(Formalina), em quantidade e frascos previamente padroni-
zados. O humor vitreo fixado foi, em seguida, centrifugado
em centrifuga da marca International Centrifuge (EUA), du-
rante 5 minutos, a velocidade média de 35 rotagdes por
minuto. Apés esse procedimento, o sobrenadante foi des-
prezado. Ao sedimento, foram adicionadas trés gotas de
liquido de Bouin, e essa mistura foi colocada em papel filtro
comum em forma de cone. Em seguida, foi processado ma-
nualmente em passagens repetidas por édlcool e xilol, segun-
do método tradicional de processamento de material cirtr-
gico e posterior inclusdao em parafina. Os blocos de parafina
foram cortados em micr6tomos para microscopia Gptica
(American Optical, EUA), gradualmente para 5 micrometros.
Os cortes foram corados pelo método de hematoxilina-eo-
sina e coloragoes especificas foram realizadas de acordo
com a necessidade de cada caso. Em todos, além da técnica
descrita acima (cell block), foram realizados esfregagées an-
tes da centrifugagao, corados pelo método de Papanicolau,
apartir do qual outras técnicas de coloragao foram aplicadas,
tais como PAS,prata metenamina e Ziehl-Nielsen. Todos os
preparos foram examinados pelo menos por dois pesquisa-
dores, em microscépio 6ptico binocular de marca Nikkon
— Labophot (Japao), utilizando aumentos de até 1.000 vezes
(imersao).

RESULTADOS

Nos casos 1, 2 e 3, o exame microscipico do fluido
vitreo revelou, predominantemente, células fantasmas, he-
mdceas integras e degeneradas, macréfagos com hemossi-
derina e células gigantes multinucleadas.

O exame do caso 4 mostrou células gigantes multinu-
cleadas e hifas septadas. Nos casos 5 e 6, evidenciou-se
fibrina e neutréfilos, e nos casos 7, 9 e 10, revelaram-se
linfécitos e plasmécitos, além de raros histiécitos no caso
7, membranas de coldgeno organizadas no n¢ 9 e fragmentos
de cépsula de quitina e organelas no n° 10.

No caso 8, foram verificados fibroblastos, gliose reacio-
nal, fragmentos de retina e células melanobldsticas.

O exame microscépico dos casos 11 e 12 apresentou
fragmentos de cdpsula de cristalino, pigmentos de hemossi-
derina e raras heméceas no n° 11 e neutréfilos e hemdceas
recentes, no n® 12.

Nos casos 13, 14, 15, 16 e 17, observaram-se hemdceas
integras e degeneradas, histi6citos vacuolizados ou com
pigmentos de hemossiderina em diferentes proporgées.

No caso 18, revelaram-se células gliais, proliferagao de
células epiteliais e heméceas; no 19, mostraram-se células
gigantes, eritrofagocitose e hemdceas. No caso 22, eviden-
ciaram-se fragmentos de retina, células de pigmentos de
hemossiderina e capilares sangiiineos ectasiados.
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O exame microscépico dos casos 20 e 21 apresentou
células inflamatérias, fibroblastos ou miofibrocitos.

Os resultados obtidos da andlise dos 22 espécimes pro-
venientes de bulbos oculares submetidos a retirada do flui-
do vitreo estio retratados na Tabela I.

DISCUSSAO

Técnicas citolégicas tornaram-se importantes para o es-
tabelecimento e confirmagao de diagnésticos em oftalmo-
logia> ¢ #', permitindo determinar o processo patolégico
no inicio do curso de algumas doengas, em contraste com
o estudo histolégico de um processo final de olhos enuclea-
dOSJ, 14, 21.

Em nosso estudo, foi utilizado o sedimento filtrado de
espécime vitreo apds a centrifugagao, que foi moldado em
blocos de parafina, cortados e corados com hematoxiliha-
eosina e coloragoes especificas para cada caso, segundo
técnica de coloragao habitual para cada método?*. Em todos
os casos, foram realizados esfregagos antes da centrifuga-
¢do, corados pelo método Papanicolau, a partir do qual
técnicas de coloragdo foram aplicadas. Com essa técnica,
conseguiu-se preservagao da morfologia celular para a boa
interpretagao dos espécimes vitreos.

Embora alguns autores recomendem o filtro de milli-
pore, sobretudo em espécimes de hemorragia vitrea, desco-
lamento de retina, proliferagio vitreo-retiniana, persisténcia
vitreo primdrio hiperplastico, tumores e glaucoma* ™ 2,
o nosso estudo dispensou o emprego desse filtro, obten-
do-se, ainda assim, resultados citomorfolégicos semelhan-
tes aos descritos.

O conjunto de células encontradas no exame micros-
cé6pico dos casos 1, 2 e 3 sugere um diagnéstico compativel
com glaucoma. O diagnéstico de glaucoma hemolitico ca-
racteriza-se pela presenca de células fantamas, macréfagos

com hemossiderina, células gigantes multinucleadas, hema-
ceas fntegras e degeneradas™ 2> %, A obstrugdo do humor
aquoso pode ser causada por células vermelhas no trabecu-
lado degeneradas ou céhulas fantasmas, acumuladas na cavi-
dade vitrea, que passam para a camara anterior quando
ha ruptura de hial6ide anterior. As células sao carregadas
pela corrente de humor aquoso até o trabeculado, onde
sdo presas (porque nao tém pliabilidade), embora ainda
nao tenha sido determinada a quantidade de macréfagos,
debris e células fantasmas que causariam a obstrugdo do
fluxo do humor aquoso no glaucoma®.

Os casos 4, 5, 6, 9 e 10 revelam células diagndsticas
de inflamagao ocular, tais como fibrina e neutréfilos para
endoftalmites agudas, e linfécitos e plasmécitos para as en-
doftalmites crénicas. Todos esses processos correspondem
a inflamag6es nao granulomatosas, uma vez que nao foram
encontradas células gigantes multinucleadas, caracteristicas
do processo granulomatoso?’, exceto no caso 4.

O caso 4 refere-se a endoftalmite granulomatosa, cujo
agente etiolégico é um fungo, pois o exame do fluido vitreo
apresentou células multinucleadas, sinais de inflamagao cro-
nica, hemdceas e hifas bem demonstradas por prata metena-
mina e PAS. A presenca das células acima descritas e de
hifas no vitreo conduz ao diagnéstico de endoftalmite fungi-
ca'. Através do exame citopatolégico, nao é possivel con-
cluir qual a espécie de fungo presente com base na morfo-
logia e pigmentagiao, porém o aspecto septado e sem pig-
mento das hifas do caso 4 corresponde a Candida sp ou
Fusarium sp.

Os casos 5 e 6 revelaram fibrina e neutrdfilos integros
e degenerados, mostrando inflamagao aguda na cavidade
vitrea. Nos casos mais graves, é necessdria vitrectomia via
pars plana, através da qual é removida parte dos tecidos
inflamados e necré6ticos e toxinas bacterianas, facilitando
a penetragdo de antibiéticos no otho e evitando o desenvol-

TABELA | — Resultados

Caso Diagnéstico clinico Diagnéstico citopatolégico ou compativel com
01 Hemorragia vitrea, glaucoma e DR Hemorragia vitrea, glaucoma e DR
02 DR, glaucbma e proliferagao vitreo-retiniana Glaucoma e proliferagio vitreo-retininana
03 Glaucoma do afécico Glaucoma
04 Endoftalmite Endoftalmite fungica
05 DR e afacia Endofatalmite aguda
06 DR e proliferagdo vitreo-retiniana Endoftalmite aguda e DR
07 Endoftalmite Endoftalmite nao-granulomatosa
08 Melanoma uveal Melanoma tipo fusiforme
09 Uveite por toxoplasmose Processo inflamatério crénico sem atividade
10 Cisticercose ocular Cisticercose ocular
1 Cataraat e hemorragia pés-trauma Ruptura do cristalino e hemorragia antiga
12 DR Ruptura do cristalino e hemorragia recente
13 Sindrome de Terson Hemorragia vitrea e proliferagao vitreo-retiniana
14 Hemorragia vitrea Hemorragia antiga
15 Hemorragia vitrea Hemorragia antiga
16 Hemorragia vitrea e DR Hemorragia antiga
17 Hemorragia vitrea Hemorragia recente
18 Retinopatia diabérica proliferativa Retinopatia proliferativa
19 Retinopatia proliferativa Retinopatia proliferativa
20 Macular pucker Proliferagao vitreo-retiniana
21 Proliferagdo vitero-retiniana Proliferagao vitreo-retiniana
22 Retinopatia diabética proliferativa Retinopatia proliferativa

DR — Descolamento de retina
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vimento de membranas inflamatérias que levam ao descola-
mento da retina®. A presenga de fibrina e parte dos neutr6-
filos degenerados é praticamente conclusiva de inflamagao
bacteriana, pois a resposta a agentes virais e a microorga-
nismos de baixa viruléncia é diferente?.

O exame do tluido vitreo do caso 7 apresentou linféci-
tos, plasmdcitos e raros histiécitos, sugerindo diagnéstico
de inflamagao crénica ndo granulomatosa?.

O caso 9 refere-se a processo inflamatério crénico, ndo
granulomatoso, associado a membranas de coldgeno orga-
nizadas. Embora essa associagao nao seja diagndstica, pode
sugerir cicatrizde corioretinite. O encontro de fibrose corio-
retiniana é consequiéncia de mecanismos de reparagao, tan-
to maior quanto o dano inflamatério e sempre segue a ne-
crose®.

No caso 10, a andlise do fluido vitreo revelou células
degeneradas, fragmentos de cisticerco representados por
cédpsula de quitina e organelas que nos leva ao diagnéstico
de cisticercose ocular. Com a morte do organismo, € produ-
zida reacao granulomatosa com eosindfilos. O diagnéstico
de cisticercose geralmente depende do exame microsco-
pico do material, pois a eosinofilia ndo é um achado especi-
fico, podendo ocorrer em Toxocara canis’, e os testes imu-
nolégicos sao insatisfatérios?.

O exame do fluido vitreo no caso 8 mostrou fibroblas-
tos, gliose reacional, fragmentos de retina e células melano-
bldsticas tipo fusiforme e de fragmentos de retina no vitreo,
conduzindo ao diagnéstico de melanoma?'. £ fundamental
o diagnéstico do tipo citolégico nos espécimes de vitrecto-
mia, uma vez que as caracteristicas citolégicas dessas células
sao determinantes do prognéstico evolutivo. O melanoma
de células fusiformes é potencialmente menos agressivo,
enquanto o que contém células epitel6ides puro ou misto
representam neoplasias potencialmente mais agressivas,
com tendéncia a metastizagio precoce®.

Outras neoplasias também podem serinequivocamente
diagnosticadas nos espécimes vitreos, tais como retinoblas-
toma, leucemia e linfomas, sarcoma de células reticulares
e neoplasias metastaticas* °.

A bi6psia vitrea tem sido indicada na suspeita de tumor
de células reticulares, por se tratar de entidade importante
no diagnéstico diferencial de uveite e vitreite em pacientes
de 40 a 65 anos™ 2 13,

No caso 11, o exame microscépico do vitreo revelou
fragmentos de cdpsula de cristalino, pigmentos de hemossi-
derina e raras hemdceas, o que é compativel com ruptura
do cristalino e hemorragia vitrea. No caso 12, revelou frag-
mentos de cdpsula do cristalino, formagao de membrana
fibrovascular, neutréfilos, hemdceas recentes, fragmentos
de iris com irite inespecifica, sugerindo trauma ocular. To-
das as células e estruturas sio encontradas quando h4 trau-
maocular, o que retarda o diagnéstico, especialmente quan-
do hd grande quantidade de membranas fibrovasculares e
colégeno em organizagdo. A inflamagdo ap6s trauma pode
ser estimulada por hemorragia, necrose tissular, corpo es-
tranho sendo induzido na época do trauma ou por resposta
imune. Independente do estimulo, a reagdo inflamatéria
pode ser tao destrutiva quanto o trauma original?.

Os casos 13, 14, 15, 16 e 17 tiveram diagndstico citol6-
gico de hemorragia vitrea, sendo que, ao exame do fluido
vitreo, apresentaram-se hemdceas integras e denegeradas,
histiécitos vacuolizados ou com pigmentos de hemésside-
rina. A principal diferenga no estudo citolégico do vitreo
entre hemorragia recente e antiga é constituida pela quan-
tidde de hemossiderina que, com o passar do tempo, vai
sendo fagocitada pelos macréfagos™ .

O caso 18 apresentou células gliais, proliferagao de cé-
lulas epiteliais, hemdceas integras e degeneradas e raros
macrotagos. O caso 19 mostrou células gigantes, hemaceas
e eritrofagocitose. O exame do fluido vitreo do caso 22
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evidenciou fragmentos de retina, células com pigmentos
de hemossiderina no citoplasma, capilares sanguineos ecta-
siados com espessamento da parede e tumefagao das células
endoteliais. A presenga dessas células na cavidade vitrea
é incomum, denotando ocorréncia de fen6menos patol6-
gicos desencadeantes. Assim, quando existe hip6xia retinia-
na, ha desenvolvimento de neovasos retinianos e peripa-
pilares que caminham em diregao ao vitreo. Como esses
vasos sao frageis, rompem-se e produzem hemorragias reti-
nianas e vitrea. A organizagao destas e a metaplasia endo-
telial vascular levam a proliferagdo e contragio de membra-
nas, resultando em descolamento de retina tracional, que
ocorre em diversas retinopatias proliferativas. A presenca
de células gliais, principalmente astrdcitos, revela desorga-
nizagao retiniana com gliose reacional associada. Essa condi-
cao é tipica quando a retina sofre ausénciade vascularizagao
por vérios motivos® 32,

O exame citolégico dos casos 20 e 21 apresentou células
inflamatdrias, fibroblastos ou miofibrécitos, que sao compa-
tiveis com proliferagao vitreo-retiniana, onde estas células
entram na composicio das membranas* ?. E enfatizada a
importancia das células no curso de proliferagao, contragao
e deposicao de colégeno™ . Embora células de vérias ori-
gens sejam responsdveis pela formagao de membranas con-
trateis, em diferentes tipos de proliferagao vitreo-retiniana,
os componentes celulares dessas membranas tém caracte-
risticas similares aos miofibroblastos ou células miofibro-
blasticas like, isto é, tém elementos contriteis e depositam
coldgeno* 3.

CONCLUSOES

O exame citopatolégico é de utilidade para confirmar
o diagnéstico clinico prévio. A metodologia aplicada neste
estudo equivale a metodologia mais sofisticada e é factivel
em nosso meio. Espécimes vitreos podem conduzir a dia-
gnosticos presuntivos ou de certeza em vdérias entidades. A
correlagao clinica é imprescindivel para a avaliagao final do
paciente. A vitrectomia pode demonstrar agentes etiol6-
gicos, tais como fungos e parasitas, com rapidez e precisao.
Nas neoplasias (melanomas), o exame citolégico do vitreo
€ de valor diagnéstico e prognéstico.

RESUMO

Foram estudados 22 espécimes vitreos através de vitrctomia pars
plana ou aspiragao vitrea provenientes de 22 pacientes com doenga
aguda ou crénica. A andlise dos fluidos vitreos forneceu diagnéstico
preciso em muitos casos. Endoftalmites agudas, crénica, granulo-
matosa e nao granulomatosa foram prontamente reconhecidas. Fo-
ram revelados agentes etiol6gicos como fungos e parasitas. O proce-
dimento foi util na indicagdo de células fusiformes atipicas, caracte-
risticas de melanoma e produtos de eritrécitos degenerados encon-
trados nas hemorragias antigas e glaucoma por células fantasmas,
assim como fragmentos de cristalino em casos de trauma ocular.
Achados etiol6gicos de membranas vitreas e perirretinianas de olhos
com retinopatia diabética, proliferagao vitreo-retiniana e macular puc-
ker também foram identificados. O estudo citopatolégico do fluido
vitreo mostrou-se importante por fornecer e confirmar diagnésticos
em casos de neoplasias malignas e infecg6es especificas, demonstrar
agentes etiolégicos, sugerir prognéstico em melanoma, além de for-
necer, ocasionalmente, dados sugestivos e vdrias condig6es patol6-
gicas, como glaucomas secunddrios e inflamagées intraoculares.

SUMMARY

22 vitreous specimens from 22 patients suffering acute or chronic
diseases werestudied through pars plana vitrectomy or vitreous aspi-
ration. The vitreous fluid examination provided accurate diagnosis
in many cases. Acute, chronic, granulomatous and non-granuloma-
tous endophthalmitis were promptly recognized. Etiological agents
as fungi and nematode were revealed. The procedure was hepful
in indicating atypical fusiform cells, which is characteristic of mela-
noma and degenerated erithrocytes products found in old hemor-
rhage and glaucoma caused by ghost cells, as well as fragments of
lens in cases of ocular trauma. Etiological findings of vitreous and
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periretinal membranes of eyes with diabetic retinopathy, vitreous-
retinal proliferation and macular pucker were also identified. Cytopa-
thologic study of vitreous fluid showed off important, since it provi-
ded and confirmed diagnosis in cases of malignant neoplasms and
specific infections, indicated etiological agents, suggested prognoses
in melanoma and casually provided suggestive data on diverse patho-
logic conditions like secondary glaucoma and intraocular inflamma-
tory process.
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