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RESUMO

O corante nuclear azul de toluidina, tem sido utilizado com bons resul-
tados no diagndstico e orientacio cirurgica de diversos tumores em
mucosas. Através da modificagao da técnica classica de coloragiio para uso
em conjuntiva ocular, avaliou-se a utiliza¢io deste corante em lesdes de
conjuntiva, na orientacdo e complementacio do diagnéstico clinico. Qua-
renta e dois pacientes com lesdes de conjuntiva foram avaliados por exame
biomicroscopico simples antes e depois dé corados com solugido aquosa de
azul de toluidina a 1% e, em seguida, submetidos a biépsia excisional da
lesdo para comparagdo com o exame anatomo-patolégico. Dos 42 pacien-
tes, houve concordancia em 40 deles (95%) e dois falso-positivos, explica-
dos pela celularidade das lesdes. Todos os diagnésticos de malignidade pelo
exame histopatolégico foram identificados pelo método do azul de tolui-
dina. A andlise estatistica mostrou sensibilidade de 100%, especificidade
de 94%, valor preditivo positivo de 82%, valor preditivo negativo de 100%
e chance proporcional de 100%, com significincia estatistica determinada
pelo teste de McNemar (p=0,25 ou 25%). O uso deste método estaria indica-
do por ser simples, barato, inéquo, e nio necessitar de ambiente cirurgico
ou narcose em casos disseminados e em criangas.

Além disso em casos de lesdes grandes e multiplas, sugeriria o local
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apropriado para biépsia.
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INTRODUCAO

A conjuntiva é sede de lesées de va-
rias etiologias, que incluem alteragdes
degenerativas, circulatorias, inflamato-
rias, e do crescimento e desenvolvi-
mento, cujo diagndstico diferencial,
apenas pelo exame clinico é impreciso.
O pleomorfismo das lesdes e a seme-
lhanga entre as diversas apresentagdes
clinicas, tomam necessarias a utiliza-
¢ao de métodos de laboratdrio, como os
anatomo-patoldégicos, para o correto
diagnéstico e conduta terapéutica. Co-
rantes utilizados em tecidos vivos sao
denominados corantes vitais, sendo

utilizados em diversas especialidades
para o auxilio diagnéstico de lesGes em
diferentes locais do organismo, que in-
cluem os tecidos oculares (Clinical...,
1982). O estudo de corantes vitais em
conjuntiva e cédrmea teve com Nom o
inicio de publicagGes onde 0 mesmo
utilizava diferentes corantes em diver-
sas situagoes clinicas, entre elas a ob-
servagio e teste do aparelho lacrimal, a
permeabilidade das vias e deficiéncias
lacrimais, o endotélio comeano pds
facectomia, fluoresceina e rosa benga-
la, e adaptagdo de lentes de contato
(Norn, 1972). A associagdo de fluo-
resceina 1% e arosa bengala 1% tépica
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em alteragdes oculares, foi utilizada em
400 olhos em S3o Paulo por Almada,
Belfort Jr. & Schwartz (1974). Os auto-
res observaram que o uso desta associa-
¢do permite a andlise das propriedades
tintoriais de ambos os colirios, em di-
versas patologias, principalmente olho
seco e naadptacio de lentes de contato.

O azul de toluidina ou cloreto de
tolonio é um corante metacromatico
basico, classificado como nuclear,
principalmente pelas suas caracteristi-
cas acidéfilas (Clinical..., 1982). E uti-
lizado desde a descricdo por Richart
(1963) e até hoje, como teste diagnosti-
co para tumores por corar seletivamen-
te epitélio neoplasico e displasico e
mapear a extensio da lesdo. A descri-
¢do original, em doengas do colo ute-
rino, incluia a aplica¢io do corante, em
concentrag¢do de 1% em toda a irea cer-
vical e lavagem com é&cido acético a
3%, apés um minuto.

Collins, Hansen, Theriot (1966) es-
tudaram a utilidade clinica desta técni-
canavulvade 242 pacientes portadores
de lesGes, das quais 36 apresentaram
teste positivo, sendo 19 com lesdo ma-
ligna e 17 falso-positivos. Ndo houve
nenhum achado falso-negativo. O teste
do azul de toluidina foi também anali-
sado em lesGes orais concluindo ser o
teste totalmente confidvel, com ausén-
cia de resultados falso-negativos, quan-
do comparados ao exame anatomo-pa-
tolégico. Foi demonstrado também de
utilidade na diferenciagido de lesoes tu-
morais na laringe, es6fago, brénquios,
estdmago e pénis (In vivo..., 1981).

Estudos microscopicos sugerem que
o mecanismo de acdo do azul de
toluidina decorre da maior permeabi-
lidade do corante em tecidos tumorais,
pela desorganizagdo histolégica e au-
mento dos espagos intracelulares além
da maior permeabilidade das membra-
nas celulares das células tumorais pela
afinidade pelo acido nucleico e pelo
aumento da razio nicleo - citoplasma
celular.

Wander et al. (1985) utilizaram o
azul de toluidina e o azul de metileno,
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em solugio aquosa em diversas concen-
tragGes, em animais, para a analise de
alteragdes epiteliais corneanas e con-
juntivais, sugerindo a utilizagio clini-
ca, em lesdes infecciosas e tumorais.
Nio ha na literatura trabalho utilizando
a coloragdo de azul de toluidina em
oftalmologia em humanos.

OBJETIVOS

1) Modificar a técnica classica de colo-
ra¢do com azul de toluidina para
permitir o uso em oftalmologia.

2) Avaliar a solugdo de azul de tolui-
dina no auxilio diagnéstico do tipo
de lesdo conjuntival, maligna, pré-
maligna ou benigna e na orientagio
quanto a indicagdo da terapéutica
cinirgica ou nio.

PACIENTES, MATERIAL E METODOS

Quarenta e trés pacientes de ambos
os sexos, com idade variando de 8 a 79
anos, portadores de lesdo conjuntival,
provenientes do Setor de Patologia Ex-
terna do Departamento de Oftalmolo-
gia da Escola Paulista de Medicina e do
Setor de Oftalmologia do Hospital A.C.
Camargo (pacientes 1, 3, 9, 25, 26, 29,
38), foram estudados pelo autor de ju-
lho de 1989 a julho de 1990 e submeti-
dos a exame ectoscopico e biomicros-
copico, realizados utilizando-se 1ampa-
da de fenda (Topcon SE) com aumentos
varidveis de 10 a 25 vezes. As lesbes
foram classificadas clinicamente como
benignas ou malignas e especificados
os seus provaveis diagnodsticos (carci-

noma espinocelular, pterigio, nevo,

granuloma, derméide, melanoma, etc.).

Imediatamente apds o exame clinico,
procedeu-se a instilagdo de colirio de
cloridrato de proparacaina (Anestal-
con®, Laboratério Alcon, Sdo Paulo) no
olho afetado do paciente e um cotonete
embebido em solugdo aquosa de azul de
toluidina a 1%, (Farmacia Dermaflora-
S3do Paulo) foi aplicada a lesio con-
juntival. Apés um minuto, a solugdo so-

bre a lesdo foi removida com um co-
tonete embebido em 4agua boricadaa 3%
(Farmacia Dermaflora-Sao Paulo).

A técnica classica de coloragdao com
o azul de toluidina utiliza acido acético
a 1% apdés 1 minuto para remover a
solugdo. Tendo estudo preliminar reali-
zado pelo autor em 10 cobaios mostra-
do que a instilagdo ocular de acido acé-
tico a 1% causa severa cerato-conjun-
tivite, foi utilizada agua boricada a 3%
em vez de acido acético a 3%, pois
ambas solugfes apresentam pH acido
semelhante.

A positividade do teste foi definida
pela persisténcia de coloragdo azul
rutilante da lesdo estudada, observada
ao biomicroscopio, apds a retirada com
a agua boricada. Em um periodo que
variou de 3 a 15 dias, a lesdo foi sub-
metida & exérese cirargica, com mar-
gem livre. Em caso de suspeita pelo
exame clinico ou pelo azul de toluidina
de lesdo tumoral maligna, a crioterapia
da base escleral exposta foi realizada.
Os fragmentos de tecido de todos os
pacientes foram fixados em formol a
10% e enviados para exame histopa-
téldgico realizado no Departamento de
Anatomia Patoldgica da Escola Paulis-
ta de Medicina ou do Hospital A.C.
Camargo. O material foi processado e
corado com o método da hematoxilina
e eosina e, quando necessario, com co-
loragdes especiais, como o tricromio de
Masson, o P.A.S., e o mucicarmim de
Meyer. As lesbes foram analisadas sob
microscopia dptica em aumentos que
variaram de 100 a 400 vezes e classifi-
cadas em maligna, pré-maligna e be-
nigna de acordo com a histologia e ca-
racteristicas citoldgicas do epitélio de
revestimento.

Em dois pacientes, 23 e 39, partindo
do pressuposto que o azul de toluidina
colorida toda a area displasica, logo
ap6s a utilizagdo da coloragio, reali-
zou-se exérese de toda a area corada,
apesar do exame biomicroscépico su-

. gerir uma area menor. O paciente 9

apresentava resultado de bidpsia prévio
de carcinoma espinocelular com mar-

309






Coloragdo in vivo para o diagndstico de
lesées neopldsicas e displdsicas da
conjuntiva

Figura 1. Carcinoma espinocelular de conjuntiva. Aspecto clinico. (Paciente 23)

Figura 2. Carcinoma espinocelular de conjuntiva corado pelo azul de toluidina a 1%. Aspecto clinico.

(Paciente 23)

gens n3o livres. A area excisada foi
determinada de acordo com a area co-
rada no intra-operatdrio. Para anilise
dos resultados utilizou-se o teste de
McNemar para confrontar os resultados
positivos e negativos dados pelo exame
histopatoldgico e o teste do azul de
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toluidina. Foi aplicado também o teste
de Sensibilidade e Especificidade con-
siderando o exame histopatolégico
como o “gold standard”. Fixou-se em
0,05 ou 5% o nivel de rejeigdo da hi-
potese de nulidade (Remington &
Schork, 1970).

RESULTADOS

Os resultados do diagndstico clinico
e biomicroscdpico, do método proposto
de coloragdo com o azul de toluidina e
do histopatolégico, estdo relacionados
na Tabela 1. Das 42 lesdes estudadas,
33 tiveram diagndstico clinico de le-
sbes de carater benigno, das quais, 29
foram confirmadas pelo teste (resultado
negativo) e 4 apresentaram resultado
positivo, ou seja, provavel lesio malig-
na (pacientes 4, 6, 12 e 17). No pacien-
te 4, a malignidade determinada pela
coloragio do azul de toluidina, foi con-
firmada pelo exame histopatolégico -
carcinoma espinocelular.

O paciente 6, diagnosticado como
portador de pterigio, apresentou um re-
sultado positivo pela coloragio do azul
de toluidina, tendo o exame histopa-
tolégico evidenciado uma queratose ac-
tinica com transformagio para carcino-
ma “in situ”.

Com relagdo as lesGes malignas, o
método mostrou-se positivo em uma
lesdo previamente ressecada com diag-
nostico anatomo-patoldgico de carcino-
ma espinocelular com margens com-
prometidas (paciente 9).

No paciente numero 3, o método foi
usado no exame de um paciente com
uma lesio recidivada previamente ex-
cisada. A bidpsia realizada no local co-
rado pelo azul de toluidina (exame po-
sitivo) evidenciou uma lesdo recidi-
vada.

Nas restantes 9 lesdes, o diagnéstico
clinico foi de processo maligno e o azul
de toluidina foi positivo. Os resultados
foram confirmados pelo exame histo-
patoldgico.

O paciente 12, portador de pterigio,
teve seu diagndstico confirmado pelo
exame histopatolégico, embora o re-
sultado obtido pela coloragdao do azul
de toluidina fosse positivo (falso-posi-
tivo). O mesmo resultado (falso-positi-
vo) foi obtido com o paciente 17. este
paciente foi diagnosticado como por-
tador de pinguécula e o exame histo-
patoldgico evidenciou processo infla-
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TABELA 1

Diagnéstico biomicroscépico (DB) e histopatoldgico (DH) de lesdes conjuntivais de 42 pacientes corados
ou ndo pelo azul de toluidina (AT).

CASO n? IDADE SEXO ] ] AT DH
01 26 M CEC + CEC
02 34 F CEC + CEC
03 28 F CEC + CEC
04 79 F Papiloma + CEC
05 19 F Papiloma - Papiloma
06 78 F Pterfgio + Q. Act e CEC
07 19 F Nevo . Nevo
08 24 F Granuloma - Granuloma
09 38 F CEC + Margens comp.
10 44 F Pterfgio - Pterfgio
1" 33 M Pter(gio - Pterfgio
12 26 F Pterfgio + Pterfgio
18 27 M Pinguécula - Pterfgio
14 08 F Nevo - Nevo
15 24 F Granuloma - Caldzio
16 30 M Pterigio Pter(gio
17 15 F Pinguécula + Conj. Alérgica
18 43 M Pterfgio Inflam. Cronica
19 14 F Derméide Inflam. Crénica
20 39 M Melanoma - Nevo
21 17 F Pterfgio Q. Act.
22 60 F Pterfgio - Pterfgio
23 19 F CEC + CEC
24 37 M Pinguécula - Inflam. Cronica
25 45 M Melanoma + Mglanoma
26 27 M Caldzio Caldzio
27 49 F Pterfgio Pter(gio
28 55 M Pter(gio Pter(gio
29 29 F Caldzio Caldzio
30 46 F Pter(gio Pterigio
K} 24 M Conjuntivite - Inflam. Crénica
32 25 F Caldzio Caldzio
33 67 M Pter(gio - Pter(gio
u 51 F Pterfgio - Pterfgio
35 45 M Pter(gio - Pterigio
36 27 F Caldzio - Inflam. Inespec.
37 47 M Pter(gio . Pterfgio
38 54 F Tumor - Glandula Sebdcea
39 14 M CEC + CEC
40 33 M Pter(gio - Inflam. Crénica
41 50 M Pterfgio Pter(gio
42 29 F Pterfgio Pterfgio

CEC - Carcinoma Espinocelular
Inflam. Inespec - Inflamagédo Inespecifica
Inflam. Crbnica - Inflamagao Crdnica

matério de caréter alérgico. Ndo foi
observado nenhum resultado falso-ne-
gativo.

Os indices estatisticos déterminados
para o azul de toluidina foram: sensibi-
lidade de 100%, especificidade de
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94%, valor preditivo positivo de 82%,
valor preditivo negativo de 100% e
chance proporcional de 100%. O Teste
de McNemar apresentou discordancia
de 5%, ndo significativa (p=0,25 ou
25%) (Tabela 2)

DISCUSSAO

O método do azul de toluidina é uti-
lizado clinicamente como rotina em di-
versas especialidades, e inclui o acido
acético para a retirada do excesso e in-
terpretacdo dos resultados. No método
desenvolvido neste trabalho, resolveu-
se substituir o acido acético a 1% por
agua boricada a 3%. A solugdo utiliza-
da apresentava pH igual a 6,0, ligeira-
mente acido, portanto adequado para a
retirada do corante. Em estudos prévios
realizados em animais, observou-se a
inocuidade da 4gua boricada a 3% para
0 uso em conjuntiva, em relagao ao aci-
do acético que provocava intensa rea-
¢do inflamatdria linfoplasmocitaria por
periodos de até uma semana.

Os resultados obtidos neste trabalho
foram semelhantes aos obtidos com o
azul de toluidina para o diagndstico de
lesGes tumorais da cérvice uterina,
vulva e boca. Richart (1963) observou
positividade do teste em mais de 95%
das lesGes neoplasicas da cérvice
uterina. Collins, Hansen & Theriot
(1966) estudando 242 pacientes com
lesdes vulvares, observou 17 falso-po-
sitivos e nenhum falso-negativo entre
os exames com o azul de toluidina. Fal-
so-positivos observados na literatura
tém como explicagdo a coloragdo de
ulceras, tecido de granulagio, queratina
descamada, atrofia pds irradiagio ou
queratose papilar, principalmente em
lesGes de laringe, e es6fago, onde nio é
possivel realizar a limpeza mecanica e
quimica com acido acético (Clinical...,
1982).

TABELA 2

Lesdes de conjuntiva, segundo o cardter suspeito,
benigno ou maligno, diagnosticado pelo método do
azul de toluidina.

Exame Histopatoldgico

Azul de Toluidina Maligna Benigna Total
Positivo (Maligna) 9 2 1"
Negativo (Benigna) 0 31 31
Total 9 33 42
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Figura 3. Carcinoma espinocelular de conjuntiva. Aspecto histolégico. (Paciente 23). (Hematoxilina &

Eosina 150x).

Neste estudo foram observados dois
falso-positivos e nenhum falso-nega-
tivo, ou seja, todos os diagnésticos de
malignidade confirnados pelo exame
histopatolégico foram identificados pe-
lo método do azul de toluidina. Quanto
aos falso-positivos, no caso 12, talvez o
erro tenha ocorrido pela alta celu-
laridade da les3o, interferindo no resul-
tado do teste. No caso 17, por se tratar
de uma conjuntivite alérgica, talvez o
teste tenha sido positivo pela presenca
de eosindfilos em grande quantidade,
coraveis pelo azul de toluidina. Deve-
se estudar mais lesGes com alta celu-
laridade para verificar se essa discor-
dancia se repete.

No paciente 21 observou-se resulta-
do negativo para uma queratose
actinica da conjuntiva, lesao de carater
pré-maligno (Bumier, 1984). Para le-
sOes pré-cancerosas, ¢ possivel que a
positividade do teste esteja diretamente
relacionada ao niumero de células pre-
sentes, grau de displasia e atipia nu-
clear das mesmas. Nesse caso, lesGes
com leve grau de displasia podem niao
ser reconhecidas, o que nio invalida o
teste pois, sua utilidade no seguimento
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de uma lesdo de carater duvidoso, per-
mitira o reconhecimento da alteragio
displasica progressiva.

Na analise do método, utilizou-se os
seguintes parametros:

O calculo da sensibilidade, ou seja, a
capacidade de detectar-se corretamente
resultados positivos entre os doentes
(100%) e a especificidade, que repre-
senta a capacidade de detectar-se cor-
retamente a auséncia de doenca entre
os nao doentes (94%).

O valor preditivo positivo, que re-
presenta a probabilidade de um resulta-
do positivo provir de um paciente com
a doenga (82%) e o valor preditivo ne-
gativo, que fornece a probabilidade de
um resultado negativo provir de um pa-
ciente sem a doenga (100%) provam a
grande capacidade do método em pre-
ver lesdes malignas (Tabela 2).

As discordancias (5%) ocorreram
apenas nas lesbes benignas, previa-
mente discutidas, tendo teste de Mc-
Nemar nio significativo (p=0,25 ou
25%). Os pacientes 4 e 6 se mostraram
os mais ilustrativos sobre a validade
do método. Em ambos, uma lesio ma-
ligna (carcinoma espinocelular) foi de-

monstrada pelo método e nio pelo di-
agnodstico clinico. Além disso, outra
utilidade para o método além da
diagnéstica: o método serviu para deli-
mitar asmargens do tumor no paciente
9, permitindo completa excisio com
margens livres e, no caso 3, permitiu o
acompanhamento de recidivas tumo-
rais. A coloragio também se mostrou
efetiva em lesGes pigmentadas (pa-
ciente 25). O método do azul de
toluidina quando comparado ao méto-
do de citologia esfoliativa em lesGes
tumorais de conjuntiva, realizado tam-
bém em Sio Paulo e na mesma comu-
nidade por Pavésio (1988), mostrou-se
superior em relagdo aos indices esta-
tisticos. Pavésio observou sensibilida-
de de 90%, porém do mesmo modo,
sem resultados falso-positivos. As
vantagens do azul de toluidina ainda
incluem a possibilidade da realizagdo
do teste com o resultado imediato, que
nio depende de processamento histo-
16gico. Além disso, o atrito da colheita
em uma lesdo tumoral pode ocasionar
sangramento e embolizagdo de células
tumorais para outros sitios. Como os
demais métodos de coloragio in vivo
ja referidos, este nio se propée a subs-
tituir a bidpsia mas sim complementa-
la, ou mesmo, orientd-la. O uso deste
método estaria indicado por ser sim-
ples, barato, in6cuo, e ndo necessitar
de ambiente cirirgico ou narcose em
casos disseminados e criangas, apesar
de requerer o uso de lampada de fenda.
Além disso em casos de lesdes grandes
e multiplas, sugeriria o local apropria-
do para bidpsia. No caso do diagnods-
tico clinico de uma lesdo benigna, sua
evolu¢do pode ser acompanhada atra-
vés da utilizagdo deste método em va-
rios retornos, aumentando a eficicia
do exame, pois 0 aumento do grau de
atipia ou displasia podem determinar o
aparecimento de um resultado posi-
tivo, indicando transformagdo malig-
na. Finalmente, existiria também a
possibilidade do método ser utilizado
em larga escala para investigages
populacionais.
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1. A substitui¢do do acido acéticoa 1%
por agua boricada a 3% pemmitiu a
utilizagdo do método na conjuntiva
ocular in vivo.

2. O método mostrou-se de grande
aplicabilidade no diagnéstico e na
orientagao da terapéutica cirurgica.

3. O método auxiliou na delimitagio
da area a ser excisada e no diagnoés-
tico de recidivas das lesGes de con-
juntiva.

SUMMARY

The use of toluidine blue as a
nuclear stain has been reported in
several specialties to help detect and
treat surgically tumors. We modified
the technique and evaluated it as a
test to differentiate conjunctival
lesions. Forty-two patients with
conjunctival lesions were evaluated by
biomicroscopy, and had their
conjunctiva stained by toluidine blue

Coloragdo in vivo para o diagndstico de
lesées neoplasicas e displdsicas da
conjuntiva

1% aquous solution. The lesion was
evaluated again and then surgically
removed. The specimen were '
submitted to pathological exam. From
the 42 patients, 40 (95%) matched
and 2 false positive results were
found. All malignancy results from the
toluidine blue test were confirmed by
histopathologic exam. Statistical
analysis showed a sensitivity of 100%,
a specificity of 94%, a positive
predictive value of 82%, a negative
predictive value of 100% and a
likelyhood ratio of 100%, with a
statistical significance by the
McNemar test (p=.25 ou 25%). This is
a simple, unex pensive and inoquous
method that help in the detection and
characterization of conjunctival
tumors.
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