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INTRODUCCION.

Un citopatolégo experimentado probablemente no reciba muchas
muestras citologicas oculares, ya que las indicaciones para realizar un estudio
citolégico ocular son reducidas. La reticiencia por parte del oftalmélogo a
emplear la citologia en la practica clinica diaria no se debe a una resistencia
obstinada sino més bien a cuestiones practicas.

Sin embargo, existen ciertas situaciones clinicas en las que el examen
citolégico de los tejidos o de los fluidos oculares es practicamente insustituible.
Antes de profundizar debemos tomar en cuenta la relevancia que la vision tiene
para el paciente y la gran cantidad de medios empleados por los oftalmélogos
para tratar de conservar incluso cantidades minimas de vision de los pacientes
con enfermedades visuales. De hecho, los oftalmélogos a menudo adaptaran
medidas heroicas para conservar vestigios minimos de funcion visual y hacer
frente al terror que sufren los pacientes ante la ceguera.

Los citdlogos pueden ser requeridos para estudiar muestras citoldgicas
vitreas en dos situaciones clinicas: la evaluacion del material obtenido durante
la cirugia del vitreo (vitrectomia) o la biopsia dirigida del vitreo con fines
diagnosticos.

Existen numerosas indicaciones para realizar un vitrectomia. A menudo los
oftalmo6logos emplean esta técnica como parte del tratamiento quirdrgico de
desprendimiento de retina. Otras indicaciones frecuentes consisten en la
eliminacion de una hemorragia vitrea o de membranas inflamatorias. Para
practicar una vitrectomia, el oftalmélogo realiza varias esclerotomias en el ojo,

por lo general a través de la pars plana del cuerpo ciliar para introducir los



instrumentos quirdrgicos, con los que se realiza la diseccion, canulas para la
infusién para liquidos y, en ocasiones fuentes de iluminacién. Se pueden
acoplar colectores a los tubos de los instrumentos de vitrectomia para recoger
muestras del material obtenido durante la misma, pero resulta evidentemente
gue dicho material se encontrara diluido por el liquido de infusion. Por lo tanto,
el procesado de las muestras de una vitrectomia en el laboratorio de citologia
requiere bloque celulares o procedimientos para concentrar la muestra

(centrifugado)(1).



MARCO TEORICO.

CITOLOGIA VITREA.

El estudio de células inflamatorias 6 tumorales del gel vitreo obtenido
mediante vitrectomia con técnicas citolégica ha permitido lograr avances en el
conocimiento de la patogénesis de la enfermedad inflamatoria ocular y, por lo

tanto, establecer la efectividad de diferentes terapéuticas.

Por otra parte la cirugia de la vitrectomia en las uveitis posibilita el
tratamiento de las complicaciones vitreoretinianas secundarias. Asi mismo la
vitrectomia puede tener un papel sobre el control de la inflamacién intraocular en

casos de fallo al tratamiento médico.

El vitreo normal es practicamente acelular, y en las extensiones aparece
como un material amorfo que con frecuencia muestra la cristalizacién en helecho
caracteristica de los materiales viscosos. Pueden observarse algunos elementos
celulares aislados, probablemente de tipo histiocitario, que podria corresponder a
los que en los cortes histologicos aparecen en la periferia del cuerpo vitreo. Aparte

de los elementos normales del vitreo, es preciso reconocer otras estructuras que



pueden desprenderse por manipulacion inherente a la vitrectomia como las células

retinianas gliales, pigmento 6 células del cuerpo ciliar.

La presencia de polimorfonucleares indica un proceso inflamatorio agudo.
El agente causal en algunas enfermedades infecciosas puede identificarse
morfolégicamente. En cambio en los procesos inflamatorios crénicos y viricos
predominan los linfocitos. En las fases activas de estas enfermedades se observa
una poblacién variada, con linfocitos maduros, linfocitos activados y monocitos.
Los hongos se pueden observar mediante tinciones especiales como la reaccién
del acido periédico de Schiff (PAS). Las inclusiones de citomegalovirus también se
puede observar si la celularidad esta preservada incluso los quistes de

toxoplasma.

Para el diagnostico de facoanafilaxis es fundamental, aparte de la
informacion clinica, reconocer los fragmentos de cristalino, que se encuentran con
material denso, a veces estriado, y con frecuencia parcialmente revestidos por

epitelio. Suele haber macrofagos alrededor del material cristaliniano.

Los tumores intraoculares pueden descamar células en el vitreo, siendo
mas frecuente en los tumores que infiltran de forma difusa como los linfomas
primarios oculares. En ocasiones se han descrito en melanomas coroideos y

metastasis coroideas por carcinoma.



TECNICA QUIRURGICA DE LA VITRECTOMIA DIAGNOSTICA.

El gel vitreo a diferencia de otras estructuras intraoculares, es accesible
para conseguir una biopsia con una minima alteracion de la funcién visual y de la
integridad ocular. La morbilidad de la vitrectomia diagndstica es baja, aunque debe
de tomarse en cuenta que los pacientes con historia de inflamacion intraocular
pueden tener condicionantes especiales de riesgo como la presencia de
adhesiones vitreo-retinianas o fibrosis de la base del vitreo con el consiguiente

riesgo de complicaciones quirurgicas.

La vitrectomia se puede realizar por una sola via o utilizando tres vias
(fig. 1). Una sola via se prefiere cuando unicamente se desea tomar biopsia para

el diagnéstico, en cambio tres vias nos permite realizar diagndstico y tratamiento.

PROCESADO DEL ASPIRADO VITREO.

El gel vitreo una vez extraido se debe procesar rapidamente. Existe poca

experiencia en el uso de conservadores, pero actualmente, la refrigeracion a 4°



centigrados es preferible a cualquier fijador antes del procesamiento de la
muestra. De tal forma que obtenido la muestra de vitreo debe ser remitida a los
diferentes laboratorios: microbiologia, citologia e inmunologia ya que deben de

ser procesadas con rapidez para que el material no sufra degradacion bioldgica.

Existen dos formas de obtencidn del vitreo:
1.- No diluida, la cual se procesa para estudio de cultivo, citopatologia, PCR

y determinacion de anticuerpos local.

2.- Diluida, es util para técnicas de citologia (citologia de flujo e

inmunohistoquimica) y cultivo.

El tipo de procesamiento de las muestras depende de las caracteristicas
del material. Si por el aspecto macroscopico, el vitreo obtenido es denso, es
preferible realizar extensiones directas, ya que la centrifugacion es poco util para
concentrar células en liquidos con viscosidad alta y las células quedan atrapadas
en fragmentos de vitreo y no sedimentan. Si el gel vitreo es mas fluido se pueden
practicar técnicas de concentracion. Se utilizan los filtros de membrana tipo
milipore (0,22 micras) ya que ofrecen mejores resultados que otras técnicas. Sin
embargo actualmente se prefiere la citocentrifugacién a 700 revoluciones/min
durante 5 minutos ya que produce extensiones ricas en células y bien preservadas

y con la ventaja que su aplicacion es mas sencilla.



La muestra diluida debe centrifugarse primero a 4 grados centigrados
durante 5 minutos a 3.000 rev/min. Parte del sedimento puede suspenderse y
citocentrifugarse, mientras que el resto puede utilizarse para la elaboracion de
bloques celulares. El bloque celular permite tratar el material como una biopsia,
permitiendo identificar mejor los fragmentos de cristalino 6 o membranas que se
pueden encontrar. La morfologia celular esta alterada por el procesamiento, en
cambio el bloque permite efectuar secciones seriadas para identificar la estirpe de

los elementos celulares con distintas técnicas (2).

Las tinciones de rutina para el estudio citolégico son el Papanicolaou o Diff-
Quick (Romanowski), sobre todo cuando no se dispone de bloque, reservar

extensiones para técnicas especiales.

INDICACIONES DE LA VITRECTOMIA DIAGNOSTICA.

Las principales indicaciones para la vitrectomia diagndstica incluyen
aquellos casos con una presentacion atipica, que no responden a una terapia

convencional o en aquellos casos que se sospeche de infeccidon o neoplasias.

1.- Enfermedades infecciosas intraoculares:
-Citomegalovirus.
-Herpes simple.

-Herpes zoster

10



Sobre todo en estos casos virales el PCR ha demostrado gran utilidad para
demostrar el DNA de estos agentes virales.

-Candida Albicans.

2.- Neoplasias intraoculares.
-Linfoma primario ocular.
-Linfoma Burkitt.

-Leucemia mieloide crénica.
-Leucemia aguda linfoblastica.

-Melanoma cutaneo con infiltracién a vitreo.

3.- Sindrome de enmascarada.
-Cuerpo extrano intraocular.
-Enfermedad de Whipple.

- Amiloidosis.

11



JUSTIFICACION.

El diagndstico de la mayoria de las infecciones intraoculares de basa en el
aspecto clinico de las lesiones oftalmoldgicas. No obstante, las formas precoses
de la infeccidbn o en formas atipicas se requieren pruebas diagndsticas para
confirmarlo e iniciar un tratamiento especifico. La mayoria de las exploraciones
diagndsticas a partir de los fluidos y tejidos intraoculares tiene el inconveniente
del poco volumen que puede obtenerse y la necesidad de realizar aislamientos de
ciertos microorganismos , fundamentalmente virus, a partir de fragmentos de
corio-retina obtenidos por biopsia endoocular que tiene un alto porcentaje de

complicaciones intra y posquirurgicas.
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OBJETIVOS:
Principal: Protocolizar una técnica para el analisis citolégico de muestras
vitreas en pacientes con enfermedad inflamatoria.

Secundario: Correlacion de los resultados citoldgicos con la entidad clinica.

13



MATERIAL Y METODO.

Estudio prospectivo, descriptivo, transversal y observacional, en los ojos de
los pacientes con uveitis posterior del departamento de Enfermedades
inflamatorias y Patologia de la Fundacién Hospital “Nuestra Sefiora de la Luz” IAP,
en el periodo comprendido de marzo del 2005 a septiembre de 2005.

a) Se obtuvo la biopsia vitrea diluida, mediante vitrectomia pars plana tres vias,

b) posteriormente una muestra representativa de la misma (5 ml.), se centrifugé a
2700 revoluciones por minuto durante 13 min para obtener el sedimento, c) el cual
se extendié en las laminillas mediante técnica de monocapa, d) se fijo mediante
una fuente de calor (mechero de alcohol) a una altura de 10cm, €) obteniéndose
dos laminillas una de las cuales se tifio con papanicolau, f) otra con técnica de
Diff-Quick g) y por ultimo su interpretacion por el patologo de la institucién (fig.2 a,

b,c,d,f,gyh).

Criterios de inclusion:
e Pacientes con diagndstico de uveitis posterior de diagnostico conocido o

presuntivo y vitritis grado Ill o IV que no respondieron a manejo médico.
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RESULTADOS:

Se estudiaron 14 muestras vitreas de 14 pacientes que contaban con el
diagndstico de uveitis posterior, el 86 % fueron hombres y el 14 % fueron mujeres.
El promedio de edad en este grupo fue de 32.84 afios (rango de edad de 6-78
afnos). Los diagnésticos clinicos con el que se envié la muestra fueron: Pars
planitis en 5 casos, toxoplasmosis 2 casos, endoftalmitis probablemente
bacteriana en 2 casos, sindrome de Vogt Koyanagi Harada, sindrome fibrinoide,
retinitis por probable herpes, sindrome de recuperacion inmune, caso inespecifico
1 caso respectivamente (Cuadro 1). La calidad en el procesamiento de la
muestra de acuerdo a los criterios citolégicos se calific6 como mala, regular y
buena en base a las caracteristicas encontradas en el frotis; de acuerdo a esto, el
43 % (n=6) fue mala, 36 % (n=5) regular y 21% (n=3) buena calidad de la muestra
(Gréfico 1). Con respecto a los hallazgos citolégicos observamos que en 9 casos
se encontré detritus celulares que van de una cruz a dos cruces, y que
correlacionando con la calidad de la muestra, 6 de los 10 casos presentaban mala
calidad de la muestra, un caso con buena calidad, y otro con regular calidad de la
muestra y el resto no mostré detritus celulares (Fig.3). De los componentes
acelulares estudiados encontramos que en 7 casos el material proteinaceo figurd
principalmente y solo en dos casos el material fibrinoide, que uno de ellos
correspondia al paciente con sindrome fibrinoide, y un ultimo con caracteristicas
amorfas (Fig.4). Las células inflamatorias estudiadas fueron linfocitos,
polimorfonucleares (PMN), macréfagos (MAC), y células plasmaticas. En 7 casos

presentaron polimorfonucleares que van de una a tres cruces, 6 casos
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presentaron macréfagos, 5 casos células plasmaticas, 4 casos linfocitos (Fig. 5).
Otra de las observaciones que se puede mencionar es que 7 casos mostraron
eritrocitos y en la mitad de los casos estaban lisados. 6 de los casos mostraron
bacterias de dos a tres cruces desde aspecto cocoide, bacilar o mixta. Dos casos,
uno de ellos con diagnostico de toxoplasmosis y otro con retinitis por probable
herpes ocular mostraron ademas esporas de candida. En cuanto a la correlacion
clinica-citolégica observamos que en 10 casos si existio una correlaciéon directa,
sin embargo, en un caso que se tenia como diagndstico clinico de toxoplasmosis
ocular citolégicamente resulto ser compatible con candidiasis ocular, asi mismo
ocurrié con el caso que contaba con diagnédstico de retinitis por herpes resulto
infeccidn mixta (candida y bacterias), y en un caso con diagnéstico clinico de VKH

resulto una muestra no valorable.
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DISCUSION.

El principal reto ante la practica de la citologia vitrea reside en la
interpretacion de la muestra, sino también el entendimiento de las indicaciones
precisas para obtenerla y procesarla, asi como las implicaciones que en el
diagndstico pueda tener sobre el tratamiento de la afeccién ocular. A diferencia
de otras subespecialidades quirurgicas el oftalmélogo no suele estar bien
entrenado para la obtencién y procesamiento de muestras citoldgicas. Sin
embargo, el estudio citologico de los tejidos y liquidos oculares pueden
desempenar un papel significativo en el tratamiento de una gran variedad de
enfermedades oftalmoldgicas. La utilidad del estudio citolégico en oftalmologia es

directamente al nivel de comunicacion entre el patélogo y el cirujano.

Como sabemos las muestras vitreas deben ser procesadas de forma
inmediata para que estas puedan mantener sus propiedades o bien ser
conservadas a 4 grados centigrados antes de ser procesadas. Una de las razones
por el que obtuvimos calidad mala o regular de las muestras fue por que 5 de mala
calidad no se proceso de forma inmediata, si no hasta 20 minutos mas tarde y el
resto probablemente el que las muestras estaban muy diluidas (muestras de 75
mil) que impidieron la concentracion adecuada de la muestra a pesar de un buen
centrifugado, en cambio las muestras con buena calidad el contenido del material

diluido fue de 45 a 50 mil.,, esto es uno de los aspectos que aunque obvio

17



debemos tomar en cuenta para la toma de la muestra. La presencia de detritus
celulares se presento en mayor frecuencia en casos con pars planitis.

Las caracteristicas celulares que encontramos en nuestras muestras citoldgicas
compatibles con aquellas que se reportan en la literatura de las diferentes

entidades patoldgicas.
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CONCLUSIONES.

Al término de nuestra investigacidn logramos estandarizar una técnica para
el analisis citolégico de muestras vitreas en enfermedades inflamatoria. El
procesamiento es facil, accesible, y confiable, sin embargo necesitamos un
procedimiento que debemos tomar muy en serio para la fiabilidad de los
resultados. El oftalmdélogo necesita de la disponibilidad, paciencia, conocimiento
del manejo de la toma de biopsia, traslado, mantenimiento, extendido y tincion de

la muestra para evitar errores en los resultados.
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ANEXO |. FRECUENCIA DE CASOS

Cuadro 1. Diagnostico clinico.

Diagnéstico clinico

Numero de casos

Pars planitis.

Toxoplasmosis.

Endoftalmitis pb., bacteriana.

Sx. Vogt Koyanagi Harada.

Sx. Fibrinoide.

Retinitis por Pb., Herpes.

Sx. de recuperaciéon inmune.

Uveitis posterior en estudio.

5
2
2
1
1
1
1
1
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ANEXO Il. CALIDAD DE LA MUESTRA.

Grafico 1. Calidad de la Muestra.

CALIDAD DE LA MUESTRA.

mala

regular

® buena
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Fig. 2 a muestra vitrea diluida.

Fig. 2b. Muestra diluida representativa (5 ml.).
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Fig. 2c. Extendido del centrifugado en laminillas y técnica de monocapa.

Fig.2d. Fijacién de la muestra citolégica en fuente de calor.
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Fig. 2e. Tincion de muestra citolégica en técnica de papanicolaou.

Fig.2f. Tincion de la muestra citoldgica en técnica de Diff-Quick.
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Fig.2g. Interpretacion por el patélogo.
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ANEXO IV. HALLAZGOS CITOLOGICOS.

Fig.3. Detritus Celulares.

Fig. 4 Material proteinaceo.
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Fig.5. Polimorfonucleares.
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