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T RESUMEN S e

La citologia de impresido coojuntival o una prucha basada en o cfecto del retinol sobre la
maduracidn y diferenciaciéo de bos cpilclios. Sc sabe que Ia deficiencia de la vilamina A
cooduce a la pérdida gradual, progresiva y roversible de las cflula caliciformes de la
m;mmhdhr.ymhapnudummﬂuﬁdcuﬂulunp:duhplmﬂupdu[n
mucsiras citolégicas sc toman por ¢ coatacto de un pequebo [ragmento de pap:l de filtro
miliporo con la conjuntiva. Sobre la base de las caracieristicas del material obienido sc
clasifict ¢l ctograms cn 4 calcgorfas: normal, allerado ligeramente, alterado y muy alierado.
Esta prucba ticoc una scnsibilidad y especificidad accplable, coo la venlaja de su bajo costo
ﬁmﬁﬂmmﬁnﬁdymphwdcmlmmmm
cxisienics cn las freas hospilalarias Olras venlajas adicionales calin determinadas por la
oblencibn 0o traumdlica de los especimencs, [icl Lraslado, y almacenamicnto por Liempo
indeflinido a temperatura ambicnle.
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INTRODUCCION preescolares de los paises pobres cs Ia
deficiencia de vitamina A.
Uno de los problemas nutricionales La hipovitaminosis A no ¢s s6lo un

mds graves ¢ importantes que afectan a problema de los pafses en desarrollo,
la humanidad en particular a los nifos  pues su aparicién no est4 exclusivamente
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rclacionada con la disponibilidad de
alimentos, sino que s¢ presenta en cual-
quier sitvacién en la cual la ingesta
dictética o la absorcion sca inadecuada

para la demanda metabdlica. Datos -

recientes sugicren que las deficienciasde
vitamina A tienen un profundo impacto
en la morbilidad pedidtrica general,!
mortalidad,*> crecimiento,’ hematopoye-
sis® Y reactividad del sistema inmunita-
rio.>” Aun las deficiencias subclfnicas
poseen importantesimplicacionespara la
salud y la sobrevivencia:

Dadas las notables influencias para
la salud de las deficicncias de vilamina
A, cn particular para los nifios, los in-
vestigadores buscan métodos para la
deteccion de la hipovitaminosiscn esta-
dios muy tempranos, ya que los niveles
séricos cn estas condiciones son muy
poco sensibles® Se han desarrollado
técnicas para evaluar indirectamente las
reservas hepdticas como la dosis de
respuesta relativa,” pero éstos son méto-
dos bioguimicoscompléjosy en determi-
nadas circunstancias las muestras de
sangre ticnen el riesgo de trasmitir
infecciones. Aun mds las rescrvas hepdti-
cas pueden no representar verdadera-
mente las existencias corporales en las
deficiencias,!'® ademds de ser pruebas
agresivas como es el caso de las biopsias
de este organo.

El diagnéstico de las deficiencias de
vitamina A al nivel de la comunidad y
de casos clinicos, requiere de una técni-
ca simple, cconémica, sensible y de fécil
generalizacion.

En 1984 se propuso por Hatchel y
Sommet'! la aplicacién de un método
citolégico como una prueba simple y
objetiva para la deteccion temprana de
las deficiencias de vitamina A, al que se
ha llamado citologfa de impresion con-
juntival (CIC). Estos investigadores
observaron que en los concjos la deple-
cién progresiva de la vitamina A, produ-
ce la reducci6n gradual de las células
caliciformes, con cambios morfolégicos
en las células epiteliales, y que dichas
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modificaciones ocurren antes de que
aparezcan los signos clinicos de las
deficiencias.

La CIC se¢ ha convertido ¢n los
Gltimos 5 aftos en uno de los principales
métodos diagnosticosdel estado nutricio-
nal de vitamina A-en grupos poblaciona-
les, pero su uwso ha quedado retrasado
como prueba clinica en la cvaluacion
individual de pacientes. Su bajo costo de
operacion y sus posibilidades de realiza-
cién con minimos recursos hacen a esta
técnica, de las hasta ahora conocidas, la
mds faclible de emplear en los pafses en
vias de desarrollo.

Este articulo tiene ¢l propésito de
divulgar las caracteristicas de ¢ste méto-
do y alertar sobre sus posibilidadces de
empleo, en nifios donde ¢l estado clinico
haga sospechar la deficiencia de vitami-
na Ay sea nccesario una prucba diag-
néstica confirmatoria.

ESTADO ACTUAL
EN LA APLICACION DE LA CIC

En 1983 Sommer et al.'? comunica-
ron que los especimenes biGpsicos con-
juntivales de nifios con deficiencias lige-
ras de vitamina A, revelan metaplasia
generalizada a través de la superficic de
la conjuntivabulbar. En 1984 Hatchell y
Sommer'! reportan la aparicién de
cambios citolGgicos conjuntivales tem-
pranos, en concjos con dictas delicientes
de vitamina A.

La primera comunicacién sobre el
uso clinico de la CIC fue el realizado
por Wittepen en 1986,'% quien informa
su empleo en la deteccién temprana de
las deficiencias de vitamina A, en un
estudio realizado en 32 nifios preescola-
res. Otro trabajo de interés fue ¢l publi-
cado por Mancsme et al. en Francia ¢n
19881 donde cvaléian a 17 nifos con
enfermedad hepdtica grave con ojos
clinicamente normales; correlacionan el
retinol plasmédtico y la concentracién
hepética, y observan que todos los nifios



con estado deficiente de vitamina A
presentan el examen citolégico anormal,
a pesar de la aparente salud con]untwai

En 1989 C. Carlier et al.'* compa-
ran los resultados de la CIC con paré-
metros de retinol séricos y de dosis
respuesta relativa (DRR) en 100 ancia-
nos, y concluyen que la CIC es una
prucba indicadora de la deficiencia
sérica de vitamina A. Ese mismo afio
Gadonski et al.'” realizan un estudio en
213 nifios de zonas periféricas de Ciudad
de Guatemala, y registran que la CIC no
identifica el mismo grupo de nifios con
estado marginal que las pruebas bioqui-
micas. Este es hasta ahora el resultado
mds adverso sobre la sensibilidad de Ia
CIC, el cual ademds se contraponea los
otros estudios.

Reddy en 1989!¢ investiga a 241
nifios y concluye que las alteraciones
citoldgicas reflejan adecuadamente las
deficiencias subclfnicas, y que la CIC
puede ser dtil en comunidades donde la
prevalencia de xcroftalm:a es baja.

En 195 Caiiete et al.)” realizan en
Espafia una investigacion, en la cual
encuentran en 41 nifios correspondencia
del 100 % entre los niveles séricos y los
resultados mmlﬁg:ms

En 1991 Usha'® investiga en la India
a 23 nifios con diarrea persistente sin

manifestaciones de xeroftalmia, y en-
cuentra que la CIC tiene en €stos casos

una alta correiacién con los niveles
séricos, por lo que considera la prueba
itil para el control de la vitamina A en
nifios con diarrea crénica.

Khan et al. en Bangladesh en 1992
estudian a 22 casos y encuentran una
sensibilidad del 100 % con niveles séri-
cos por debajo de 10 zggfdh Tano-
mihardjo et al. en 1991, comparan la
CIC con el rest de DRR y registran que
los patrones citoldgicos de la CIC coin-
ciden perfectamente con los resul-
tar.!us df: esta prueba. Udomkesmalee en
1992, en Tailandia, estudia a 133 nifios
con niveles marginales de retinol plas-
mdticos y registra que la CIC tiene con
éstos una alta correlacién.

El trabajo mds recienle y con un
mayor ndmero de casos que hemos
consultado es ¢l realizado en 1992 por
Carlier et al?? quienes evalian una
muestra de 1 445 nifios y concluyen que
la CIC ¢s un buen indicador de las
deficiencias de vitamina A, y que la
prueba puede ser empleada cn los estu-
dios de prevalencia.

UNIVERSO DE APLICACION
DE LA CIC

Los métodos disponibles para diag-
nosticar las deficiencias de vitamina A
pueden ser clasificados en 4 categorfas:
clfnicos, bioqufmicos, funcionalesy dieté-
ticos. El diagnéstico clinico se basa en €l
examen ocular y extraocular, para deter-
minar los sintomas de hipovitaminosis
A, pero s6lo detectan casos graves.

Otras pruebas como la evaluacion
funcional de ceguera nocturna, y la
utilizacionde colorantes sobre la conjun-
tiva como la rosa de Bengala y la aliza-
rina, son poco precisos ¢ identifican la
situacion en etapas tardias, y de lo que
se trata es de reconocer deficiencias
subclinicas.

Los métedos dietéticos estdn funda-
dos en la estimacidn de la ingesta de
vitamina y carotenoides. Ademds existen
otros procedimientos como la dilucién
isotépica y la reaccion a dosis de DRE.
La DDR es una prueba sensible para
evaluar indirectamentelas reservas hepé-
ticas, pero tiene grandes problemas
logisticos en los estudios de terreno, y
hasta en los propios medios hospitala-
rios, pues requiere de 2 extraciones de
sangre en un intervalode 5 horas, poste-
rior a la administracidn de 0,480 mg de
palmitatode retinol,con todo el proceso
de laboratorio consiguiente y los incon-
venientes de estadfa del sujeto en el
hospital.

La investigacién del estado indivi-

_dual de la vitamina A, con métodos

bioquimicos, queda en ¢l momento
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actual fuera de la préctica de la asisten-
cia médica, entre otras razones, por los
altos costos de reactivos. Esto conduce
a que ¢l diagnostico de una deficiencia
de vitamina A sea presuntivo, tomando
como referencia una evaluacion dietéti-
ca, la mayor parte de las veces superfi-
cialmente realizada, o €l padecimiento
de una enfermedad que interficre la
absorcién de la misma; en dicha situa-
cién ¢l solo hecho de la consideracién
del problema conduce en la précticaa la
prescripcion de la vitamina, sin contar
las veces en que s¢ cmplea como un
curalotodo. Lo anterior conduce a gastos
imnecesarios del paciente o de los servi-
cios de salud.

Los requerimientos mencionados
limitan ¢l monitoreo del estado de vita-
mina A en las comunidades o la siste-
maticidad del diagnéstico individual
durante ¢l manejo de un caso clinico, a
través de un procedimiento objetivo de
laboratorio.

Las téenicas bioguimicas no s6lo son
caras, sino también tiecnen dificultades
como indicadores biol6gicos. La concen-
tracién de retinol plasmdtico -la prucba
hasta ahora mds usada-, ademds de sus
inconvenicntes logisticos y operaciona-
les, es influida por varias situaciones
clinicas, y no puede ser considerada un
indicador preciso de las reservas de la
vitamina, a menos que esié por dabajo
de 10 pg/dL. Tienc ademds, segin €l
comité de expertos FAO/OMS/1991, -
la limitacién "...que en algunos indivi-
duos tanto adulto como nifios, las con-
centraciones plasmdticas del retinol,
supcriores a 20 pg/dL pueden estar
asociadas con una nutricion insuficiente
con respecto a la vitamina A"

En general, las determinaciones
séricas de vitamina A poseen significati-
vos problemas en las condiciones del
trabajo de terreno y en la evaluacién del
estado individual. Se plantea que los
mayores inconvenientes estin dados por
el cardcter traumdtico de la venopuntu-
ra, con todos los problemas infectocon-
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tagiosos vinculados a la manipulacién
masiva de muestras de sangre, el trans-
porte y almacenaje, el que tiene que ser
realizado en cdmaras frias por debajo de
los 15 °C, y con un tiempo limitado de
conservacion. Requiere ademds de reac-
tivos caros, Coslosos equipos y personal
especializado. La consecuencia préctica
de todo esto es que salvo muy raras
excepciones, nuestra red de hospitales
no tiene la posibilidad de contar con un
método que posibilite a los médicos
evaluar el estatus de la vitamina en
enfermos, donde las alteraciones clinicas
demanden de una investigacién confir-
matoria.

PROCEDIMIENTOS TECNICOS

A) TOMA DE LA MUESTRA CON-
JUNTIVAL

La toma del material citolGgico
requiere como soporte el empleo de un
fragmento de papel de filtro miliporode
acetato de celulosa de tamafio de poros
fluctvante entre 0,20 y 0,40 um de did-
metro.

El filtro miliporo se corta en peque-
fias tiras de 5 por 10 mm. Para la toma
de la muestra ¢l papel se sostienc con
una pinza por un extremo, y s¢ hacec
contactar el otro con la conjuntiva bul-
bar del cuadrante temporal (figura 1).
La parte del papel que es asida por la
pinza debe scr colocada hacia la comisu-
ra palpebral, y el otro extremo hacia la
cornea; especial cuidado hay que obser-
Var ¢n no poner en contacto el papel
con ¢l limbo, pues recucrde que en la
uniénesclerocérnease produce la transi-
¢ion del epitelioy si se toman sus célu-
las éstas serdn planas y pueden ser
interpretadas erréneamente como célu-
las metapldsicas en las evaluaciones
citoldgicas de los especimenes.

Tras esperar 2 ¢ 3 segundos se
retira el papel. Algunos autores reco-
miendan presionar suavemente con el



mango de una pinza, 0 con cualquier
objeto romo sobre el dorso del papel,
una vez adosado a la conjuntiva, lo que
aumenta la eficacia en la toma de mate-
rial citolégico. En nuestra esperiencia un
simple y delicado contacto, s suficiente
para la obtencién del material. Debe
evaluarse una muestra de cada ojo para
el estudio integral del paciente. Para
indicar a qué ojo corresponde la mues-
tra, se le hace una pequeiia muesca al
papel, o cualquier otra marca que con-
vencionalmente identifique ¢l lado al
que pertenece.

FIGURA. Representacitn esquemdiica de la
colocacién de la tira de papel de filro miliporo
en lo conjuniva bulbar. Note que éste debe
contactor separado, no menos de 5 mum del limbo
esclerocémeo.

Las mayores dificultades para la
toma de las muestras se presentan en
los nifios menores de 3 afios, edades en
que las deficiencias de la vitamina A
son mds importantes. En estos casos se
pide al acompaiante que sostenga al
nifio entre los brazos, o lo acueste entre
las piernas. Mientras se distrae al nifo,
desde el lado opuesto al ojo que s¢
muestra para que incline ¢l ojo y deje

expuesta la conjuntivatemporal, con una

tira de panel de filtro cortada mds larga
de unos 3 cm, sostenida directamente
entre los dedos indice y pulgar (lo que
asusta menos al nifio y disminuye el
riesgo de accidente), tan rdpido como
sea posible se coloca el extremo de ésta
sobre la conjuntiva y separa antes que
pucda pestafiar o realizar movimientos
oculares. Las muestras sc¢ sumergen
inmediatamente en el liquido fijador.

B) PROCESO DE LABORATORIO

El liquido fijador consiste ecn una
solucidn de alcohol etilico al 70 %,
formaldehido al 37 % y 4cido acético
glacial en relacién de volimenes de
20:1:1. En esta solucién puede permane-
cer la muestra por tiempo indefinido. El
tiempo minimo de fijacién para iniciarel
proceso de coloracion es de 10 minutos.

De los métodos de coloracitn que
s¢ han propuesto, nosolros seguimos ¢l
originalmente descrito en el Instituto
Wilmer,'' al que hacemos pequefios
ajustes de acuerdo con el tipo de papel
de filtro y la reactividad del Schiff en
uso (tabla 1). Los especimenes una vez
tehidos y deshidratados se colocan en
xilol por lo menos 20 minutos, a fin de
aumentar la transparencia del papel y
facilitar la lectura. El fragmento de
papel se monta en €l cristal portaobjetos
con bdlsamo del Canadd, como si se
tratara de un tejido.

Un grupo de invmliﬁldums del
hospital BICETRE en Paris,” recomien-
dan un método al que llaman impresion
citolégica con trasferencia, que segin
ellos es mds simple, pues reduce consi-
derablemente los pasos técnicos. En este
método las células colectadas sobre la
tira de papel, son inmediatamente trans-
feridas al portaobjetos por presién digi-
tal sobre el dorso del papel, cuya cara
con el material citol6gico contacta con el
cristal. En este portaobjeto se colocan
las muestras de ambas conjuntivas, las
que se introducen no menos de 15 mi-
nutos en la solucién fijadora que contie-
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ne una mezcla de alcohol al 95 % y la
solucién de colofacion (coloraciénde un
solo paso). La coloracion comprende 1
volumen de carbol fucsina y 2 volimenes
al 0,2 % de azul de alcidn en dcido
Aacético, al 5 % (solucion de Ziehel
Neclsen). El tiempo de coloracién fluc-
tha alrededor de 10 minutos. Se lava el
portaobjetos con agua corriente y se
deja secar al aire.

TABLA 1. Técnica de coloracidn

Solucidn Tiempo
Agua corriente 3 minutos
Acido poriddico 2 minutos
Reactive de Schiff diluide

on agua destilada (1:3) Z,5 minutos
Agua corriente 2 minutos

Hexmatoxilina de Harris
Agua corriente

10 segundos
Varios pases

hasta que el

agua aclsare
Etanol al 80 X Z minutos
Etanol al 85 I 2 minutos
Etanol absolute 2 pinutos

Hota: Mantenor por lo monos 20 minutos en
xilel antes del montaje.

Creemos que esta técnica tiene sus
inconvenientes mayores, porque consta
de pasos inmediatos no interrumpibles,
lo que en la préctica le introduce mds
complejidades que la simplicidad opera-
cional que supuestamente tiene.

C) INTERPRETACION DEL CITO-
GRAMA

El estado de la vitamina A se deter-
mina de acuerdo con la presencia de
ctlulas caliciformes, y la morfologfa de
las células epiteliales superficiales.

En las deficiencias de vitamina A las
c€luias caliciformes desaparencen de los
citogramas, al ser sustituidas por células
planas (metaplasia escamosa). Son por
lo tanto, ¢l elemento bdsico que se
lendrd en cuenta en la evaluacién diag-
nostica. Las células planas se tornan
agrandadas y aisladas, y transforman el

60

aspecto citoldgico general de la conjunti-
va, ¢l que toma en las deficiencias gra-
ves de la vitamina un aspecto de [rotis
vaginal.

Se han descrito varios citogramas
diagndsticos, la mayor parte de ellos
divide los cambios reconocibles cn 4
etapas, las que se han denominado de
mancra diversa. En nuestros laboratorios
usamos el esquema que aparece cn la
tabla 2, en la cual hemos integrado
criterios de varios autores.!>?? El pro-
blema fundamental consiste en lograr
que cada estadio de la deficiencia, sea
citologicamente reconocible con sus
limites de clase bicn definidos. En nues-
tro esquema damos mucha importancia
a la evaluacion de las c€lulas epiteliales
agrandadas y a la tendencia al aislamien-
to y separacion que ellas evidencien.

Debe tenerse en cuenta al valorar
citogramas conjuntivales, sobre todo de
adultos, que existen varias enfermedades
primarias de la superficie ocular como la
queratoconjuntivitis seca, el sindrome
de Stevens Johnson y el penfigoide
oftdlmico, entre otras afecciones que
presentan alteraciones cclulares confun-
dibles con las ocasionadas por déficit de
vilamina A. Alteraciones en que la CIC
puede ser también empleada para valo-
rar la respuesta terapéutica.

En nuestra esperiencia con un ade-
cuado entrenamiento, se pueden distin-
guir con precisién las 4 ctapas dc la
clasificacién que usamos. Las potenciali-
dades de la CIC estdn determinadas,
fundamentalmente, por la capacidad
cientifica de quien la emplea de vincular
alteraciones citol6gicasa la dindmica del
metabolismo de la vitamina A, pues los
estadios diagndsticos de nuestro citogra-
ma, como de cualesquiera de los otros
descritos en la literatura, son etapas de
un proceso dindmico dividido artificial-
mente, para inferir de la respuesta histi-
ca conjuntival la potencialidad de la
reserva hepdtica de mantener los niveles
séricos 6ptimos en diferentes condicio-
nes de ingesta y demanda funcional.



TABLA 2. Citograma diagnéstico

Estadio clinico Mucus Células caliciformes Células epiteliales
Hormal Abundante Abundantes y fécil- Grandes masas com~
> 50 I de la sente identificables pactas de células
superficie de poquefias
la muestra
Altorado Abundante Escasas y atrédficas Frodominan las cé-
ligeramonte > 251 de la lulas pequefias ¥ se
superficie de mantlenen agrupadas
la muestra

Escasas células
agrandadas general-
monte alaladas

Alterado Ausonte Ausontes Ho aparecen células
pequefias, sélo hay
agrandadas
Las células estén se-
paradas
Foca densidad celular
Variabilidad tinto-
rial del citoplasza

Muy alterado Ausente Ausentaes Células sgrandadas y
alargadas, muy esca-
sas ¥y alsladas
Pusden apacecer gri-
nulos citoplasmdticos

SUMMARY

The conjunctival impression cytology is a test based on the effect of retinol on epithelium maturation and
differentiation. It is known that vitamin A deficiency produces the gradual, progressive and reversible loss
of the caliciform cells of the bulbar conjunctiva and provokes the secondary appearance of (lat elongated
epithelial cells. Cyrological samples are taken by making contact with the conjunctiva with a small pi

of filier paper. Based on the characteristics of the obtained samples, cytograms are classified in four
categorics: normal; slightly altered; altered; and very altercd. This test has an acceplable accuracy and
specificity. lis advantages are: low cost; simplicity; and compatibility 1o be carried out in the conventional
facilitics of hospital institutions. There are other additional advantages: the taking of samples is non
mr\;‘:;;li:;‘ they can be easily transported and can be stored at environment temperatures for indefinite
pe lime.

Key words: VITAMIN A DEFICIENCY/ diagnosis; CONJUNCTIVA/ cytology; CYTOLOGICAL
TECHNICS.
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