Citopatologia dos melanomas da cordide em esfregacos
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INTRODUCAO

Os conhecimentos atuais sobre os mela-
nomas coroideos sao o resultado dos traba-
lhos convergentes de inumeros pesquisado-
res em distintas especialidades. Estes tra-
balhos refletem enfoques e metodologias di-
versificadas que incluem a morfologia, imu-
nologia, cultura de tecidos, bioquimica e uma
ampla gama de recursos que auxiliam prin-
cipalmente no diagndstico clinico.

Desde que Zimmerman (1) postulou que
a enucleacao poderia ter efeitos adversos
mais que benéficos para muitos pacientes,
embora isto seja ainda matéria controverti-
da (2), um novo caminho mais conservador
se delineou aos oftalmologistas, sobretudo
nos melanomas que nao tenham ultrapassa-
do certos limites dimensionais. Neste ponto
deve destacar-se a contribui¢cdo pioneira de
Peyman (3), o qual tem praticado a ressec-
cao isolada do tumor com excelentes resul-
tados.

Sendo que um tumor pequeno pode ser
de tipo epiteliéide ou misto (4, 5) e, portan-
to, de mau progndstico, para que se chegue
a uma conduta conservadora nestes casos,
faz-se necessdrio um conhecimento cada vez
mais profundo da sua biologia. especialmen-
te em relagdo aos distintos tipos celulares
que podem constitui-lo.

Devemos salientar que muito poucos au-
tores (6, 7, 8, 9) se tem detido a pesquisar
a utilidade que poderia ter a citologia dos
melanomas uveais estudada em esfregacos.

Relatamos neste trabalho resultados ob-
tidos com esfregagcos de melanomas ocula-
res. Os preparados foram feitos por puncao,
raspagem e “imprint” de globos oculares enu-
cleados ou de recidivas orbitdrias.

MATERIAL E METODOS

Foram estudados trés casos de melano-
ma intraocular, um caso de recidiva apé6s
enucleagao e um caso de recidiva apds evis-
ceragao. Nestes dois ultimos foi realizada a
raspagem da superficie tumoral com bistu-
ri e o “imprint” tocando a lamina numa
por¢ao da superficie tumoral nao danifica-
da pela raspagsm prévia. Nos olhos enuclea-
dos, prévia localizacdo exterior da porcao

central do tumor e, com agulha 25x8 foi rea-
lizada a sua punc¢do transescleral. Fezse as-
piracdo quando a agulha penetrou de 3 a 4
mm. Usando-se sempre a mesma perfuracao
escleral, repetiu-se a aspiracao dando a agu-
lha inclinag¢ées diferentes. O material obtido
foi espalhado sobre a lamina, apds uma im-
pulsdo repentina do émbolo, com ajuda de
outra lamina, como se usa para preparados
de sangue. As laminas eram colocadas ime-
diatamente em frascos contendo fixadores
diferentes, num total nunca inferior a 2 la-
laminas por vidro. Os fixadores usados fo-
ram: alcool a 96°, dlcool a 70° e uma mistu-
ra de formaldeido a 5% e glutaraldeido a 2%
em buffer de fosfato, ou seja, o mesmo fixa-
dor que usamos correntemente, para micros-
copia eletronica. As coloragdes usadas foram:
Papanicolau, Shorr, Giemsa, Wilder-Foot e
algumas vezes hematoxilina-eosina.

RESULTADOS

A) PUNCAO TRANSESCLERAL

A puncao transescleral nos olhos enu:-
cleados com agulha fina e seringa comum
permitiu obter em todos os casos material
suficiente para estudo. Devemos salientar que
a delimitacdo da base do tumor deve ser a
mais precisa possivel para que a pun¢ao nao
atinja o vitreo, o que poderia determinar
uma perda do mesmo com deformagao do
globo, sem obter o material desejado. Nos ca-
sos puncionados este defeito nao aconteceu,
parecendo-nos que a prépria textura do tu-
mor fecha o caminho seguido pela agulha.

A pressao negativa exercida no émbolo
foi normal, nao tendo sido muito grande,
sem requerer portanto nenhuma aparelha-
gem sofisticada.

Nos casos de melanomas fusiformes que
sempre apresentam um certo componente fi-
brilar, fragmentos de tecido podem aparecer
coerentemente unidos nos esfregacos (fig.
la); dos tumores epiteliéides resultam via
de regra células isoladas ou em grupos em-
pilhados. Células fusiformes A e B podem
ficar da mesma maneira.

B) CARACTERES CITOLOGICOS

O primeiro fato que devemos destacar foi
o0 achado em todos os casos estudados de
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Fig. la — Grupo de células fusiformes coesas, com mesma orientagdo de seus eixos longitudinais.

ciculado. Fixacdo: dlcool 96°. Shorr. Aprox. 350x.

Fig. b — Célula epitelicide gigante apresentando grande irregularidade do nucléolo.
Nota-se a visao global do nucléolo bem evidenciada nos esfregagos.
Shorr. Aprox. 1000x.

graos finos, com dreas de condensacao (flecha).
Melanoma fasciculado. Fixagao: dlcool 96°.

uma grande variedade de tipos celulares mis-
turados. Este aspecto pode ser considerado
previsivel para os tumores mistos; entretan-
to num caso de melanoma tipo fasciculado,
onde ha predominancia de células fusifor-
mes, foram encontradas também grande
quantidade de células epitelidides, possivel-
mente porque a pung¢ao atingiu dreas de tipo
epitelidide, logo constatadas nos cortes his-
toldgicos.

Em todos os casos o0 aspecto maligno
das células foi bem evidente, apresentando
as caracteristicas conhecidas, isto €, polimor-
fismo celular e nuclear, com o aparecimento
de nucleos grandes e irregulares, cromati-
na de aspecto muito variado, ora densa,
ora disposta em poeira final. Os nucleo6-
los apresentaram-se sempre proeminentes
e muito irregulares (fig. 1b), evidencian-
do se melhor nos casos de fixagdao com 4l-
cool a 96° e coloragao pelo Shorr, Papanico-
laou ou Giemsa, esta iultima salientando-os
quase exclusivamente. O aspecto irregular do
nucleo e nucléolos ficou muito melhor evi-
denciado do que nos cortes histolégicos,
aproximando-se neste aspecto ao que se ob-
serva em cortes ultrafinos.

Raras figuras de mitose foram vistas,
provavelmente na etapa de profase.

Correlacionando-se com a intensidade de
pigmentacdao do tumor, encontrou se pigmen-
to livre ou as vezes em acumulos de tama-
nhos varidveis que vao deste 60 micras até
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Melanoma fas-

A cromatina é formada por

mais de 300 micras. O aspecto destes acumu
los é o de um pseudocisto (fig. 2a). O pig-
mento livre resulta provavelmente de células
dilaceradas na pung¢ao ou no ato de se fazer
o esfregago, também podese originar de
areas necroticas.

O numero de c€lulas pigmentadas foi va-
ridvel, sendo o pigmento apenas visivel ou
apresentando-se na forma de griaos maiores,
a cor variando de acordo com a técnica de
tingdo usada. Dentro de uma mesma cé€lula
os graos podem ter tamanho uniforme (fig
2b) ou quando maiores, apresentar tamanhos
variados.

Em relagao aos fixadores, observamos o
seguinte: o dlcool a 96° preservou melhor a
morfologia nuclear e nucleolar (figs. 1b, 3a
e 6a); a mistura gluta-formaldeido, que ¢€
o mesmo fixador usado por nds para micros-
copia eletrénica, permitiu uma 6tima con-
servacao do citoplasma (figs. 3b, 4a e b). Com
este ultimo fixador, apesar do niicleo ficar
com intensidade de coloragcao apropriada
nao diferenciou-se bem a cromatina e nu-
cléolo.

Os corantes Giemsa, Shorr e Papanico-
laou, nos deram muito boas preparagdes. A
impregnagao pela prata, através do método
de Wilder-Foot, sem coloracao de contraste,
revelou como num desenho esquematico, os
contornos nucleares, permitindo uma 6tima
visualizagdo das fendas e estrangulamentos
nucleares (fig. 5c).
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Fig. 2a — Pseudocisto de pigmento melanico apresentando graos grossos de tamanhos variados.
célula binucleada com nicleos muito separados, de aspecto plasmodial.

defdo. Ehorr. Aprox. 1100x.
Fig. 2b — Célula densamente pigmentada,

Fig. 3a — Células fusiformes tipo B com um ou dois nucléolos proeminentes (flechas).

xagdo: dlcool 96°. Shorr. Aprox. 850x.

Fig. 3b — Célula schwanndide, pigementada; microvacuolos podem ser vistos no citoplasma.
Fixacao: gluta-formaldeido.

laridades dos niicleos circundantes. Melanoma misto.

I — Células fusiformes: Nos esfregacos dos
melanomas fasciculado e misto ou necrético,
foram encontrados os dois tipos de células
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ramificada e binucleada (flechas).
tamanhos bastante uniformes. Melanoma misto. Fixagao: dlcool 7Je.

%y
-

A flecha indica uma

Melanoma misto. Fixac@o: gluta-formal-

Graos de melanina esféricos e de
Shorr. Aprox. 1000x.

b

Melanoma misto. Fi-
Notem-se as irregu-
Shorr. Aprox. 950x.

fusiformes ja descritos. A principal diferen-
ca entre eles estd na forma nuclear mais
alongada e estreita no tipo A, bem como a
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Fig. 4a — Célula dendritica tripolar, com prolongamentos curtos (A) e célula fusiforme alargada (B). O citoplas-
ma é denso, fracamente pigmentado. Melanoma misto. Fixagao: gluta-formaldefdo. Shorr. Aprox. 1000x.
Fig. 4b — Célula dendrftica, tetrapolar, sem pigmento, com prclongamentos longos e nicleo com cromatina muito

densa. Melanoma misto. Fixac@o: gluta-formaldeido. Shorr. Aprox. 1600x.

Fig. 5a — Célula com nicleo estrangulado, restando ainda delgada ponte entre as duas partes do mesmo; citoplasma
denso, com matriz uniforme, sem pigmento. Melanoma misto. Fixador: gluta-formaldeido. Shorr. Aprox. 1500 x.
Fig. 5b — Sdo vistas duas células binucleadas. Em A os nucleos estdo préximos e as faces fronteiras sdo parale-
las. Em B jd4 estdo mais afastados e os contornos sao mais arredondados, aspecto que se acentua na célula in-
dicada pela flecha na fig. 2a. Melanoma misto. Fixagdo: gluta-formaldeido. Shorr. Aprox. 900x.

Fig. 5¢ — A impregnagédo argéntica desenha claramente as membranas nucleares. Em A observa-se o nucleo apre-
sentando estrangulamento central. Em B destaca-se profunda fenda da membrana nuclear. O exame do conjunto des-
tas células (figs. 5¢, a, b e 2a) sugere um processo de formagédo plasmodial resultante de amitose. Melanoma
misto. Fixacdo: dlcool 96°. Impregnagdo argéntica — Wilder-Foot. Aprox. 950 x.
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presencga de nucléolo proeminente no tipo B
(fig. 3a). As formas encontradas asseme-
lham-se as ja descritas nos meios de cultura.

As células fusiformes podem ser do tipo
schwanndide ndo pigmentadas ou pigmenta-
das (fig. 3b). Encontraram-se células ramifi-
cadas (figs. 4a e b) com ramificacdo origi-
nando-se diretamente do soma, podendo ter
uma das extremidades bifurcada e os pro-
longamentos curtos (fig. 4a) ou muito lon-
gos (fig. 4b) até alcangar 200 micras. Algu-
mas sao piramidais, pequenas ou grandes. A
largura das fusiformes € varidavel, podendo
ser muito delgadas. Os graos de melanina
podem encher toda a célula e obscurecer o
nucleo.

No melanoma fasciculado, quando o fas-
ciculo € observado no esfregago pode-se ver
uma estrutura de fibrilhas muito delgadas
de aspecto rajado. As células parecem orien-
tar-se segundo a direcdo destas fibrilhas
(fig. 1a).

Em muitas células sao vistos microva-
cuolos (fig. 3b) que podem estar dispersos
ou agrupados no soma ou nas ramificagoes.
Também vacuolos grandes, isolados ou asso-
ciados a outros menores podem ser encon-
trados.

Predominam as células mononucleadas,
mas sao vistas também células bi, tri ou te-
tranucleadas. Quando existe mais de um nu-
cleo, as células geralmente tém conforma-
coes diferentes, sendo freqiientemente mais
alargadas e ramificadas (figs. 2a, 5a e b).

As formas e tamanhos nucleares sao mui-
to variaveis de célula para célula. Ha niucleos
denteados, segmentados ou multilobulados
(figs. 5a e ¢). Tomando se em consideracao
o conjunto das células verificam-se todas as
fases de um processo de aparente divisdao
amitética (figs. 5c, a e b) que vai desde sim-
ples fenda pequena (fig. 5c) até o estrangu-
lamento total (fig. 5b). Vém-se porcbes de
nucleos presos por delgada faixa de material
nuclear (fig. 5a).

Os nucléolos sao muito pouco visiveis, ou

ausentes no tipo A ou sao proeminentes no
tipo B. Nestes casos apresentam uma gran-
de variedade de formas.
II — Células epitelioides: Trata-se de cé€lulas
arredondadas, niicleo globoso e nucléolo sem-
pre presente. E caracteristica a capacidade
que tém de apresentarem pleomorfismo (fig.
6a), pois os tamanhos celulares e nucleares
variam dentro de amplos limites, mas man-
tendo a forma arredondada ou poligonal.

A cromatina nuclear pode estar finamen-
te dispersa ou aparecer em grumos grossos.
Fendas ou estrangulamentos também foram
observados. O nucléolo, sempre proeminente,
pode mostrar grandes irregularidades na sua
forma (fig. 1b).
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Podem ser encontrados no citoplasma
pequenos ou grandes vacuolos (fig. 6a) e
uma quantidade varidvel de pigmento mela-
nico que pode mascarar as outras caracte-
risticas citolégicas. Nao hd correlagdao entre
tamanho e forma celular de um lado e pre-
senca de pigmento de outro, pois podem ter
pigmento cé€lulas muito pequenas, de mais ou
menos 10 micras e também células muito
maiores. Entretanto, parece-nos que as célu-
las multinucleadas (fig. 6b), exceptuando-se
as binucleadas, sdo privadas de pigmento.
III — Outros tipos celulares: Células multi-
nucleadas foram encontradas em todos os
casos estudados sendo bi, tri, tetra ou com
maior numero de niucleos (figs. 2a, 5b e 6b).
Os tamanhos e as formas sdo muito varia-
das, podendo atingir grandes dimensdes. O
citoplasma geralmente é denso, com ou sem
vacuolos. Os nucleos dentro da mesma célu-
la, podem apresentar grandes variacdes di-
mensionais com nucléolos visiveis ou nao.

Células necréticas também foram encon-
tradas com certa freqiiéncia, especialmente
nos esfregagos das recidivas; aparecem tam-
bém formas muito bizarras. Foram achadas
células apresentando as caracteristicas mor-
foldgicas de histi6citos. Células pequenas
com nucleo muito denso e de aspecto linfoi-
de foram também vistas. Elementos sangui-
neos podem ser encontrados em maior ou
menor pProporcao.

DISCUSSAO

A citologia dos melanomas em esfrega-
cos, método ainda muito pouco empregado,
pode trazer esclarecimentos valiosos, pois
submete & nossa observacdo as células em
condi¢bes muito perto de seus parametros
ecoldgicos originais. Entretanto, a cultura de
tecidos e os transplantes, também proveito-
sos métodos de estudo, modificando o meio
habitual, trazem necessariamente alteragoes
em sua forma e comportamento. Este fato
tem sido observado por diversos autores ao
comparar o aspecto dos cortes histolégicos
com as células cultivadas. Krohn et ali (10)
utilizando um tumor experimental de Greene
de tipo epitelidide, transformou-o apds 100
passagens na camara anterior do coelho, nu-
ma linhagem pouco antigénica. Isto poderia
ser explicado por uma selecdo clonal resul-
tante da eliminagdo de outros clones por
acdo imunognéica, o que confirmaria a in-
fluéncia seletiva do meio ambiente.

O melanoma na sua forma natural € for-
mado por populacgdes celulares variadas, ca-
da uma com caracteristicas préprias que in-
teragem e sofrem ainda a agao imunogéni-
ca do organismo. Fendmenos de degeneracao,
necrose e crescimento repentino podem re-
sultar deste tipo particular de agao ambien-
tal.
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Fig. 6a — Grupo de células epitelidides apresentando grande polimorfismo celular e nuclear e citoplasma claro

de baixa densidade, sem pigmento.

cool 96°. Shorr. Aprox. 1000x.
Fig. 6b — Célula trinucleada de grande tamanho.
ro, pouco denso e contornos mal definidos.

Melanoma fasciculado. Fixagdo: dlcool 96°. Shorr.

Figuras de mitose sao raramente vistas
em melanomas humanos (10) e segundo Mc-
Govern e Brown (11), sdao excepcionais as
pessoas que as teriam visto em melandcitos
normais, entretanto sao vistas em abundan-
cia em implantes e nas repicagens sucessi-
vas de culturas. Irvine et ali (12) constata-
ram maior nimero de mitoses nas repica-
gens tardias, enquanto que nas primeiras
culturas o poder de divisao foi menor. Reese
e Ehrlich (13) relatam raras mitoses nas
suas culturas, embora tenham sentido que
as cé€lulas resultavam de crescimento e nao
de uma migragao amebdide.

As culturas de tecido também tém leva-
do a sugerir que as diversas células dos me-
lanomas uveais tém uma origem comum, evi-
denciado pelo fato de que um tipo celular,
por exemplo, fusiforme, pode transformar-se
em outro — epitelidide — e vice-versa (12, 13).

No material por nés estudado, todos os
tipos celulares descritos nos cortes histol6-
gicos, nas culturas, e no trabalho de Feyrter
e Béck (6) foram observados, inclusive, ele-
mentos linfdides, que podem infiltrar estes
tumores (14. 15). Achou-se num mesmo es-
fregaco de cada tumor uma grande varieda-
de de tipos celulares; este fato poderd even-
tualmente nao acontecer quando o tumor for
de tipo mais homogéneo (16) que os estuda-
dos nesta pesquisa.
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Em tormo héd vdrias células epitelidides,
As flechas indicam fendas e pregueamentos da membrana nuclear.
Aprox. 1500x.

Cromatina nuclear grosseira e mal distribuida. Nucléolos proeminentes. Um
grande vacuolo observa-se no citoplasma da célula assinalada pela flecha.

Melanoma fasciculado. Fixacdo: 4dl-

com citoplasma cla-

Foi muito sugestivo o aspecto de células
multinucleadas que parecem originadas de
fusiformes. Salientamos que nos esfregagos
a preservacao do nucleo € excelente, o que
permite visualizar sua forma com grande pre-
cisdo e clareza. Podem ser observadas suas
irregularidades e a verdadeira gama de fen-
das que vao desde uma pequena depressao
da membrana nuclear até o estrangulamento
total, dividindo o nicleo em duas partes
iguais, ou 0 que mais freqiiente, muito desi-
guais. Estes aspectos podem ser vistos com
os fixadores e corantes usuais, entretanto
aparecem como desenhados quando € usada
a impregnacdo argéntica.

As fendas e estrangulamentos observa-
dos sao muito sugestivos de amitose. Se bem
que esta modalidade de divisao celular nao
tem sido muito encarada na atualidade, pa-
rece existir nos melanomas por ndés estuda-
dos e sua significagdo ainda se apresenta
obscura.

Nos melanomas coréideos € impossivel,
com métodos clinicos, conhecermos qual o
tipo celular de que estd composto. No en-
tanto, conjuntamente com o tamanho. o tipo
de célula predominante € um dos fatores
mais importantes a levar em conta (17).

A bidpsia tumoral com agulha fina tem
sido praticada em vdrios 6rgaos, tais como
pancreas, pulmao, rim (18) e inclusive na
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orbita, com bons resultados (19). Sao conhe-
cidos os riscos da puncao bidépsica no olho
(20), tais como hemorragia, implantagdo no
trajeto da pung¢ao e passagem de células neo-
pldsicas no sangue circulante. Com referén-
cia a esta ultima possibilidade, o achado de
células malignas no sangue de 95% dos pa-
cientes com melanoma, levou Horodensky e
Prus-Sawicka (21) a apoiarem a tese de que
estas células ndo sdo sindnimo de metdsta-
ses, pois podem ser destruidas pelo préprio
organismo.

Como uma hipdtese de futuro, sobre-
pondo-se aos riscos mencionados e toman-
do certas precaugbes (22), poderia se pensar
na possibilidade da puncao biépsica operaté-
ria de tumores pequenos que Va0 Ser resse-
cados isoladamente, conservando o resto do
olho. A identificagao das células que com-
poem o tumor forneceria, na sala de cirur-
gia, dados muito valiosos e tteis na correta
escolha da terapia.

RESUMO

Os autores estudam os aspectos citolégicos encon-
trados em esfregacos de melanomas da cordide; descre-
vem os métodos usados para obté-los, os quais consis-
tiram em pung@o transescleral de olhos enucleados, ou
raspagem e ‘‘imprint’”” de pegas cirurgicas oriundas de
recidivas. As células encontradas foram semelhantes as
J& descritas quer em cultura de tecidos ou cortes histo-
16gicos. Foram achadas células fusiformes A e B, epite-
lidides, schwannéides, piramidais, dendriticas, bi, tri ou
multinucleadas, podendo todas elas ser pouco ou muito
pigmentadas e de tamanho varidvel. Grande quantidade
de nucleos apresentaram fendas e estrangulamentos, apa-
recendo &s vezes separados por delgado espaco ou bas-
tante afastados um do outro dentro da mesma célula.
A andlise destes aspectos nucleares sugeriu a presenga
de um processo ativo de divisdo direta ou amitose, fato
de significagio ainda nao esclarecida. Entre as vanta-
gens dos esfregacos salientam-se a nitidez com que apa-
recem o citoplasma, nucleo e nucléolos, e a possibili-
dade de estudar as células diretamente extraidas do seu
meio ecolégico habitual. Levanta-se a possibilidade de
que o método usado possa ser de utilidade — no transo-

peratério — nos casos de melanomas pequenos que Vao
ser ressecados isoladamente.
SUMMARY

Cell choroidal melanoma smears were examined by
the authors. The material was obtained by transcleral
fine needle aspiration biopsy of enucleated eyes, or in so-
me cases from scraping and imprints of orbital relap-
ses of primary intraocular tumors. The cells found
were analogous to the ones described in cell cultures
and common histological sections. The following cell ty-
pes were present; spindle A and B; epithelioid; schwan-
nian; pyramidal; dendritic, bi-, tri-, and multinucleated;
all of them having multiple size and containing a va-
riable amount of melanin. Numerous nuclei bearing
irregularities, indentations and strangulations were obser-
ved. In some cases the nuclei appeared separated by a
thin cytoplasmic band while in others they were seen
wide apart within the same cell. The nuclear images
suggested the presence of an active process of direct
division or amitosis, the significance of which is still
to be clarified. The main advantage of employing the
present method consists in the excellent cell preserva-
tion and cleanness obtained, and in the possibility to
study cells retired from their own ecological environ-
ment. The feasibility of using this method — in the
surgical room — as an aid in the cases of surgical re-
moval of small melanomas was postulated.
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