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RESUMO 

o corante nuclear azul de toluidina, tem sido utilizado com bons resul
tados no diagnóstico e orientação cirúrgica de diversos tum ores em 
mucosas. Através da modificação da técnica clássica de coloração para uso 
em conjuntiva ocular, avaliou-se a util ização deste corante em lesões de 
conj untiva, na orientação e complementação do diagn óstico clínico. Qua
renta e dois pacientes com lesões de conj untiva foram avaliados por exame 
biomicroscópico simples antes e depois dé corados com solução aquosa de 
azul de toluidina a 1 % e, em seguida, submetidos a biópsia excision al da 
lesão para com paração com o exame anátomo-patológic o. Dos 42 pacien
tes, houve concordância em 40 deles (95%) e dois falso-positivos, explica
dos pela celularidade das lesões. Todos os diagnósticos de m align i d ade pelo 
exame histopatológico foram i dentificados pelo m étodo do azu l de tolui
dina. A análise estatística m ostrou sensibilidade de 100%, especificidade 
de 94 % ,  valor preditivo positivo de 82 % ,  valor preditivo negativo de 100% 
e chance proporci onal de 100%, com sign ificância estatística determ inada 
pelo teste de McNemar (p=0,25 ou 25%). O uso deste método estaria indica
do por ser simples, barato, inóquo, e não necessitar de ambiente c irúrgico 
ou narcose em casos dissem inados e em crianças. 

Além disso em casos de lesões grandes e m últiplas, sugeriria o local 
apropriado para biópsia. 

Palavras-chave: Tumores de conjuntiva; Cloreto de tolônio; Corantes vitais. 

INTRODUÇÃO 

A conjuntiva é sede de lesões de vá
rias etiologias, que incluem alterações 
degenerativas, circulatórias, inflamató
rias, e do crescimento e desenvolvi
mento, cujo diagnóstico diferencial, 
apenas pelo exame clínico é impreciso. 
O pleómorfismo das lesões e a seme
lhança entre as diversas apresentações 
clínicas, tomam necessárias a utiliza
ção de métodos de laboratório, como os 
anátomo-patológicos, para o correto 
diagnóstico e conduta terapêutica. Co
rantes utilizados em tecidos vivos são 
denominados corantes vitais ,  sendo 

utilizados em diversas especialidades 
para o auxílio diagnóstico de lesões em 
di ferentes locais do organismo, que in
cluem os tecidos oculares (Clinical. . . ,  
19 82) . O estudo de  corantes vitais em 
conjuntiva e córnea teve com Norn o 
início de publicações onde o mesmo 
utilizava diferentes corantes em diver
sas situações clínicas, entre elas a ob
servação e teste do aparelho lacrimal, a 
permeabilidade das vias e deficiências 
lacrimais, o endotélio come ano pós 
facectomia, fluoresceína e rosa benga
la, e adaptação de lentes de contato 
(Norn, 1 972) .  A associação de fluo
resceína I % e a rosa bengala I % tópica 
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em alterações oculares, foi utilizada em 
400 olhos em São Paulo por Almada, 
Belfort Jr. & Schwartz (1 974). Os auto
res observaram que o uso desta associa
ção permite a análise das propriedades 
tintoriais de ambos os colírios, em di
versas patologias, principalmente olho 
seco e na adptação de lentes de contato. 

O azul de toluidina ou cloreto de 
tolônio é um corante metacromático 
básico, classificado como nuclear, 
principalmente pelas suas característi
cas acidófilas (Clinical . . .  , 1982) . É uti
lizado desde a descrição por Richart 
(1 963) e até hoje,  como teste diagnósti
co para tumores por corar seletivamen
te epitélio neoplásico e displásico e 
mapear a extensão da lesão. A descri
ção original, em doenças do colo ute
rino, incluía a aplicação do corante, em 
concentração de 1 % em toda a área cer
vical e lavagem com ácido acético a 
3%, após um minuto. 

Collins, Hansen, Theriot (1 966) es
tudaram a utilidade clínica desta técni
ca na vulva de 242 pacientes portadores 
de lesões, das quais 3 6  apresentaram 
teste positivo, sendo 19  com lesão ma
ligna e 17  falso-positivos. Não houve 
nenhum achado falso-negativo. O teste 
do azul de toluidina foi também anali
sado em lesões orais concluindo ser o 
teste totalmente confiável, com ausên
cia de resultados falso-negativos, quan
do comparados ao exame anátomo-pa
tológico. Foi demonstrado também de 
utilidade na diferenciação de lesões tu
morais na laringe, esôfago, brônquios, 
estômago e pênis (ln vivo . . .  , 198 1 ) .  

Estudos microscópicos sugerem que 
o mecanismo de ação do azul de 
toluidina decorre da maior permeabi
lidade do corante em tecidos tumorais, 
pela desorganização histológica e au
mento dos espaços intracelulares além 
da maior permeabilidade das membra
nas celulares das células tumorais pela 
afmidade pelo ácido nucleico e pelo 
aumento da razão núcleo - citoplasma 
celular. 

Wander et aI. ( 1985) utilizaram o 
azul de toluidina e o azul de metileno, 
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em solução aquosa em diversas concen
trações, em animais, para a análise de 
alterações epiteliais corneanas e con
juntivais, sugerindo a utilização clíni
ca, em lesões infecciosas e tumorais. 
Não há na l iteratura trabalho utilizando 
a coloração de azul de toluidina em 
oftalmologia em humanos. 

OBJETIVOS 

1) Modificar a técnica clássica de colo
ração com azul de toluidina para 
permitir o uso em oftalmologia. 

2) Avaliar a solução de azul de tolui
dina no auxílio diagnóstico do tipo 
de lesão conjuntival, maligna, pré
maligna ou benigna e na orientação 
quanto à indicação da terapêutica 
cirúrgica ou não. 

PACIENTES, MATERIAL E MÉTODOS 

Quarenta e três pacientes de ambos 
os sexos, com idade variando de 8 a 79 
anos, portadores de lesão 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 1 989 a julho de 1 990 e submeti
dos a exame ectoscópico e biomicros
cópico, realizados utilizando-se lâmpa
da de fenda (fopcon SE) com aumentos 
variáveis de 1 0  a 25 vezes. As lesões 
foram classificadas clinicamente como 
benignas ou malignas e especificados 
os seus prováveis diagnósticos (carci
,Doma espinocelular, pterígio, nevo, 
granuloma, dermóide, melanoma, etc .) .  

Imediatamente após o exame clínico, 
procedeu-se a instilação de colírio de 
cloridrato de proparacaína (Anestal
con", Laboratório Alcon, São Paulo) no 
olho afetado do paciente e um cotonete 
embebido em solução aquosa de azul de 
toluidina a 1 %, (Farmácia Dermaflora
São Paulo) foi aplicada à lesão con
juntival. Após um minuto, a solução so-

bre a lesão foi removida com um co
tonete embebido em água boricada a 3% 
(Farmácia Dermaflora-São Paulo) . 

A técnica clássica de coloração com 
o azul de toluidina utiliza ácido acético 
a I % após 1 minuto para remover a 
solução. Tendo estudo preliminar reali
zado pelo autor em 1 0  cobaios mostra
do que a instilação ocular de ácido acé
tico a 1 % causa severa cerato-conjun
tivite, foi utilizada água boricada a 3% 
em vez de ácido acético a 3%, pois 
ambas soluções apresentam pH ácido 
semelhante. 

A positividade do teste foi definida 
pela persistência de coloração azul 
rutilante da lesão estudada, observada 
ao biomicroscópio, após a retirada com 
a água boricada. Em um período que 
variou de 3 a 1 5  dias, a lesão foi sub
metida à exérese cirúrgica, com mar
gem l ivre . Em caso de suspeita pelo 
exame clínico ou pelo azul de toluidina 
de lesão tumoral maligna, a crioterapia 
da base escleral exposta foi realizada. 
Os fragmentos de tecido de todos os 
pacientes foram fixados em formol a 
1 0% e enviados para exame histopa
tólógico realizado no Departamento de 
Anatomia Patológica 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 necessário, com co
lorações especiais, como o tricrômio de 
Masson, o P.A. S . ,  e o mucicarmim de 
Meyer. As lesões foram analisadas sob 
microscopia óptica em aumentos que 
variaram de 1 00 a 400 vezes e classifi
cadas em maligna, pré-maligna e be
nigna de acordo com a histologia e ca
racterísticas citológicas do epitélio de 
revestimento. 

Em dois pacientes, 23 e 39, partindo 
do pressuposto que o azul de toluidina 
colorida toda a área displásica, logo 
após a utilização da coloração, reali
zou-se exérese de toda a área corada, 
apesar do exame biomicroscópico su-

. gerir uma área menor. O paciente 9 
apresentava resultado de biópsia prévio 
de carcinoma espinocelular com mar-

309 



Çeiz Na ta/ 

pi'ó�pei'o A n o  No vo 

�ão o� vo to� de 



Coloração in vivo para o diagnóstico de 
lesões neoplásicas e displásicas da 

conjuntiva 

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

Figura 2. Carcinoma espinocelular de conjuntiva corado pelo azul de toluidina a 1 % .  Aspecto cllnico. 
!Paciente 23) 

gens não livres. A área excisada foi 
determinada de acordo com a área co
rada no intra-operatório. Para análise 
dos resultados utilizou-se o teste de 
McNemar para confrontar os resultados 
positivos e negativos dados pelo exame 
histopatológico e o teste do azul de 
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toluidina. Foi aplicado também o teste 
de Sensibil idade e Especificidade con
siderando o exame histopatológico 
como o "gold standard". Fixou-se em 
0,05 ou 5% o nível de rejeição da hi
pótese de nul idade (Remington & 
Schork, 1 970). 

RESULTADOS 

Os resultados do diagnóstico clínico 
e biomicroscópico, do método proposto 
de coloração com o azul de toluidina e 
do histopatológico, estão relacionados 
na Tabela I .  Das 42 lesões estudadas, 
33 tiveram diagnóstico clínico de le
sões de caráter benigno, das quais, 29 
foram confirmadas pelo teste (resultado 
negativo) e 4 apresentaram resultado 
positivo, ou seja, provável lesão malig
na (pacientes 4, 6, 1 2  e 1 7) .  No pacien
te 4, a malignidade determinada pela 
coloração do azul de toluidina, foi con
firmada pelo exame histopatológico -
carcinoma espinocelular. 

O paciente 6, diagnosticado como 
portador de pterígio, apresentou um re
sultado posítivo pela coloração do azul 
de toluidina, tendo o exame histopa
tológico evidenciado uma queratose ac
tínica com transformação para carcino-
ma "in situ". 

Com relação às lesões malignas, o 
método mostrou-se positivo em uma 
lesão previamente ressecada com diag
nóstico anátomo-patológico de carcino
ma espinocelular com margens com
prometidas (paciente 9). 

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

Nas restantes 9 lesões, o diagnóstico 
clínico foi de processo maligno e o azul 
de toluidina foi positivo. Os resultados 
foram confirmados pelo exame histo
patológico. 

O paciente 1 2, portador de pterígio, 
teve seu diagnóstico confirmado pelo 
exame histopatológico, embora o re
sultado obtido pela coloração 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
patológico evidenciou processo infla-
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TABELA 1 

Coloração in vivo para o diagnóstico de 

lesões neoplásicas e displásicas da 
conjuntiva 

Dlagn6ctlco blonicroac6p1co (DB) • hlstopatológlco (OH) cIt 1.611 conjuntlvlls de 42 pacientes corados 
ou nJo pelo azul cIt toluldlna (A T). 

CASO � IDADE S EXO DB Ar OH 
01 26  M C E C  + C E C  
02 34 F C E C  + C E C  
03  28  F C E C  + C E C  
04 79 F Papi loma + C E C  
05 1 9  F Papi loma Papiloma 
06 78 F Pterlgio + a. Act e CEC 
07 1 9 F Nevo Nevo 
0 8  24 F Granu loma Granu lo ma 
0 9  3 8  F C E C  + Margens comp. 
1 0  44  F Pt.r lgio Pt.rlgio 
1 1  3 3  M Pt.rlgio Pt.rlgio 
1 2  26  F Pterlgio + Pterlgio 
1 3  2 7  M Pinguécula Pt.rlgio 
1 4  08  F Nevo N evo 
t 5 2 4  F Granu loma Calázio 
1 6  30  M Pt.rlgio Pterlgio 
1 7  1 5  F Pinguécu la + Conj. Alérgica 
1 8  4 3  M Pterlgio Inllam. CrOnica 
1 9  1 4 F Dermóide Inflam. CrOnica 
20 3 9 M Me lanoma Nevo 
2 1  77  F Pterlgio a. Acl. 
22 60 F Pterlgio Pterlgio 
23 1 9 F C E C  + CEC  
24 3 7  M Pinguécula Inflam. CrOn ica 
25  45 M Melanoma + M,lanoma 
26 27 M Calázio Calázio 
27 4 9  F Pt.rlgio Pterlgio 
28 55 M Pt.rlgio Pterlgio 
2 9  29  F Calázio Ca lázio 
30 46 F Pterlgio Pterlgio 
3 1  24  M Conjuntivite Inflam. CrOn ica 
32 2 5  F Calázio Calázio 
33 67 M Pterlgio Pterlgio 
34 5 1  F Pt.rlgio Pterlgio 
35  45 M Pt.rlgio Pterlgio 
36 27 F Calázio Inflam. Inespec. 
37 47 M Pt.rlgio Pterlgio 
38 54 F Tumor G lândula Sebácea 
3 9  7 4 M C E C  + C E C  
40  33  M Pter lgio Inllam. CrOnica 
4 1  5 0  M Pterlgio Pter lgio 
42 2 9  F Pterlgio Pterlgio 

CEC • Carcinoma Espinocelular 
Inflam. Inespec • I nflamação Inespeclfica 

Inflam. CrOnica • Inflamação CrOn ica 

matório de caráter alérgico. Não foi 94%, valor preditivo positivo de 82%, 
observado nenhum resultado falso-ne- valor preditivo negativo de 1 00% e 
gativo. chance proporcional de 1 00%. O Teste 

Os índices estatísticos determinados de McNemar apresentou discordância 
para O azul de toluidina foram: sensibi- de 5%, não significativa (p=0 ,25 ou 
l idade de 1 00%,  especificidade de 25%) (Tabela 2) 

3 1 2 

DISCUSSÃO 

O método do azul de toluidina é uti-
lizado clinicamente como rotina em di-
versas especialidades, e inclui o ácido 
acético para a retirada do excesso e in-
terpretação dos resultados. No método 
desenvolvido neste trabalho, resolveu-
se substituir o ácido acético a I % por 
água boricada a 3%.  A solução utiliza-
da apresentava pH igual a 6,0, ligeira-
mente ácido, portanto adequado para a 
retirada do corante. Em estudos prévios 
realizados em animais, observou-se a 
inocuidade da água boricada a 3% para 
o uso em conjuntiva, em relação ao áci-
do acético que provocava intensa rea-
ção inflamatória linfoplasmocitária por 
períodos de até uma semana. 

Os resultados obtidos neste trabalho 
foram semelhantes aos obtidos com o 
azul de toluidina para o diagnóstico de 
lesões tumorais da cérvice uterina, 
vulva e boca. Richart ( 1963) observou 
positividade do teste em mais de 95% 
das l esões neoplásicas da cérvice 
uterina. Collins, Hansen & Theriot 
( 1 966) estudando 242 pacientes com 
lesões vulvares, observou 1 7  falso-po-
sitivos e nenhum falso-negativo entre 
os exames com o azul de toluidina. Fal-
so-positivos observados na literatura 
têm como explicação a coloração de 
úlceras, tecido de granulação, queratina 
descamada, atrofia pós irradiação ou 
queratose papilar, principalmente em 
lesões de laringe, e esôfago, onde não é 
possível realizar a limpeza mecânica e 
química com ácido acético (Clinical . . . ,  
1 9 82). 

TABELA 2 

Lesões de conjuntiva, segundo o caráter suspeito, 
benigno ou mal igno, diagnosticado pelo método do 

azul de toluldlna 

Exame H lstopatol óg lco 

Azul de Toluldlna Ma l i gna  Benigna Total 

Pos�ivo (Maligna) 9 2 1 1  
Negativo (Ben igna) O 3 1  3 1  

Tota l  9 33  42  
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Figura 3. Carcinoma esplnocelular de conjuntiva. Aspecto histológico. (Paciente 23) . (Hematoxilina & 
Eosina 1 5Ox). 

Neste estudo foram observados dois 
falso-positivos e nenhwn falso-nega
tivo, ou seja, todos os diagnósticos de 
malignidade confirmados pelo exame 
histopatológico foram identificados pe
lo método do azul de toluidina. Quanto 
aos falso-positivos, no caso 1 2, talvez o 
erro tenha ocorrido pela alta celu
laridade da lesão, interferindo no resul
tado do teste. No caso 1 7, por se tratar 
de wna conjuntivite alérgica, tal vez o 
teste tenha sido positivo pela presença 
de eosinófilos em grande quantidade, 
coráveis pelo azul de toluidina. Deve
se estudar mais lesões com alta celu
laridade para verificar se essa discor
dância se repete. 

No paciente 2 1  observou-se resulta
do negativo para uma queratose 
actínica da conjuntiva, lesão de caráter 
pré-maligno (Burnier, 1 984). Para le
sões pré-cancerosas, é possível que a 
positividade do teste esteja diretamente 
relacionada ao número de células pre
sentes, grau de displasia e atipia nu
clear das mesmas. Nesse caso, lesões 
com leve grau de displasia podem não 
ser reconhecidas, o que não invalida o 
teste pois, sua utilidade no seguimento 
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de wna lesão de caráter duvidoso, per
mitirá o reconhecimento da alteração 
displásica progressiva. 

Na análise do método, utilizou-se os 
seguintes parâmetros: 

O cálculo da sensibilidade, ou seja, a 
capacidade de detectar-se corretamente 
resultados positivos entre os doentes 
( 1 00%) e a especificidade, que repre
senta a capacidade de detectar-se cor
retamente a ausência de doença entre 
os não doentes (94%). 

O valor preditivo positivo, que re
presenta a probabilidade de wn resulta
do positivo provir de um paciente com 
a doença (82%) e o valor preditivo ne
gativo, que fornece a probabilidade de 
wn resultado negativo provir de um pa
ciente sem a doença ( 1 00%) provam a 
grande capacidade do método em pre
ver lesões malignas (Tabela 2). 

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

monstrada pelo método e não pelo di
agnóstico clínico . Além disso, outra 
uti l idade para o método além da 
diagnóstica: o método serviu para deli
mitar as margens do tumor no paciente 
9, permitindo completa excisão com 
margens livres e, no caso 3 ,  permitiu o 
acompanhamento de recidivas tumo
rais.  A coloração também se mostrou 
efetiva em lesões pigmentadas (pa
ciente 25) . O método do azul de 
toluidina quando comparado ao méto
do de citologia esfoliativa em lesões 
twnorais de conjuntiva, realizado tam
bém em São Paulo e na mesma comu
nidade por Pavésio ( 1988) ,  mostrou-se 
superior em relação aos índices esta
tísticos. Pavésio observou sensibilida
de de 90%, porém do mesmo modo, 
sem re sultados falso-positivos. As 
vantagens do azul de toluidina ainda 
incluem a possibilidade da realização 
do teste com o resultado imediato, que 
não depende de processamento histo
lógico. Além disso, o atrito da colheita 
em uma lesão tumoral pode ocasionar 
sangramento e embolização de células 
twnorais para outros sítios. Como os 
demais métodos de coloração in vivo 
já referidos, este não se propõe a subs
tituir a biópsia mas sim complementá
la, ou mesmo, orientá-la. O uso deste 
método estaria indicado por ser sim
ples, barato, inócuo, e não necessitar 
de ambiente cirúrgico ou narcose em 
casos disseminados e crianças, apesar 
de requerer o uso de lâmpada de fenda. 
Além disso em casos de lesões grandes 
e múltiplas, sugeriria o local apropria
do para biópsia. No caso do diagnós
tico clínico de uma lesão benigna, sua 
evolução pode ser acompanhada atra
vés da utilização deste método em vá
rios retornos, aumentando a eficácia 
do exame, pois o awnento do grau de 
atipia ou displasia podem determinar o 
aparecimento de um resultado posi
tivo, indicando transformação malig
na. Finalmente,  existiria também a 
possibilidade do método ser utilizado 
em larga escala para investigações 
populacionais. 
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I .  A substituição do ácido acético a 1 %  
por água boricada a 3% pennitiu a 
utilização do método na conjuntiva 
ocular in vivo'. 

2. O método mostrou-se de grande 
aplicabilidade no diagnóstico e na 
orientação da terapêutica cirúrgica. 

3. O método auxiliou na delimitação 
da área a ser excisada e no diagnós
tico de recidivas das lesões de con
juntiva. 

SUMMARY 

The use of toluidine b/ue as a 
nuclear stairl has been reported in 
severa/ 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 evalllated by 
biomicroscopy. and had their 
conjunctiva stained by to/uidine b/ue 
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1 %  aquolls solution. The lesion was 
evaluated again and then surgically 
removed. The specimen were 
submitted to path% gical exam. From 
the 42 patients. 40 (95%) matched 
and 2 false positive resu/ts were 
found. Ali malignancy results from the 
toluidine blue test were confirmed by 
histopathologic exam. Statistical 
analysis showed a sensitivity of 1 00%. 
a specificity of94%. a positive 
predictive value of 82%. a negative 
predictive va/ue of 1 00% and a 
likelyhood ratio of 1 00%. with a 
statistical significance by the 
McNemar test (p=. 25 ou 25%). This is 
a simple. unexpensive and inoquous 
method that help in the detection and 
characterization of conjunctival 
tumors. 
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