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Citologia ocular

Laura Jiménez', Fernando Laguna', Aimudena Latre!, Miriam Caro’, Antonio Meléndez-

Lazo?, Manuel Villagrasa'

"Hospital Veterinario Puchol, Madrid.

2aboratorio de Diagnéstico Clinico Veterinario LABOKLIN, Alcobendas (Madrid).

RESUMEN

La citologia de las lesiones oculares es una
herramienta valiosa en el diagnéstico vy,
por tanto, en el tratamiento de las enfer-
medades oculares. En este trabajo se des-
cribe la utilidad de esta técnica diagnostica
en las enfermedades que afectan a los dife-
rentes tejidos oculares (conjuntiva, cornea,
parpados, anejos, humor acuoso, etc.), ex-
plicando el aspecto citoldgico fisiologico
y poniendo en evidencia las variaciones
patoldgicas. Se tendran en cuenta deter-
minados aspectos importantes, previos a la
evaluacién microscopica, como son la re-
cogida de la muestra de manera adecuada,
el procesado de la misma, la preparacién
del portaobjetos y la tincidn.

INTRODUCCION

La citologia ocular permite la evaluacién
microscopica de células, microorganismos
y cuerpos de inclusion, que podemos en-
contrar en la superficie ocular y estructu-
ras intraoculares.

En muchos procesos, tales como las

conjuntivitis, los signos clinicos no son
suficientes para establecer un diagndstico
etioldgico, por ello se requieren métodos
complementarios de exploracidon que per-
mitan establecer la causa del proceso.
Asi, el estudio citoldgico es una herra-
mienta basica para establecer un diagnos-
tico en las patologias oculares, cuyo ori-
gen puede ser infeccioso, autoinmune o
neoplasico.

Los instrumentos para recoger mues-
tras para citologia incluyen los hisopos de
algodén, citocepillos o cepillos de citolo-
gia (o bien cepillos interdentales), espatulas
e, incluso, el borde romo de una hoja de
bisturi. También se realizan citologias de
impresion y aspiracién con aguja fina. Las
muestras deben ser extendidas, con cuida-
do, en portaobjetos, para evitar la rotura ce-
lular. El método de tincién mas utilizado
es las tinciones de tipo Romanowsky (p.
¢j., Diff-Quick, Wright-Giemsa). Ademis,
a veces se utilizan otras tinciones, como la
tincion de Gram para identificar bacterias,
tinciones para organismos fungicos (PAS,
sales de plata) o tinciones de tipo acid-fast.

Para la evaluacién citologica, se debe
estar familiarizado con las caracteristicas
del tejido muestreado y reconocer los
patrones celulares normales, asi como
distintos tipos de células inflamatorias
(permite clasificar la inflamacién como
neutrofilica, linfocitica / plasmocitica,
etc.), caracteristicas citologicas de células
tumorales (es importante reconocer que
las neoplasias pueden inducir una respues-
ta inflamatoria), caracteristicas citologicas
de quistes, hemorragia aguda y crénica y
enfermedades degenerativas.

RECOGIDA Y PROCESADO DE
MUESTRAS

La recogida de muestras oculares se puede
llevar a cabo mediante diversas técnicas y
materiales, dependiendo del tejido objeto
de estudio, de una manera sencilla.



FIGURA 1. Cytobrush para
recogida de muestras.

FIGURA 2. Recogida de
muestra conjuntival mediante

Cytobrush.

FIGURAS 3 Y 4. Células de
revestimiento conjuntival.
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Al igual que para la toma de cultivos,
lo ideal seria que el paciente no tenga
tratamiento en curso, ya que este puede
alterar el aspecto citologico de las lesiones
(por ejemplo, los corticoides disminuyen
la respuesta inflamatoria y el nitrato de
plata da lugar a descamacion de células
epiteliales). Tampoco se debe utilizar nin-
guna tincién vital (rosa de bengala, fluo-
resceina) ni desinfectantes (yodo).

ANESTESICO TOPICO

La superficie ocular es una de las estruc-
turas mas sensibles del cuerpo, por lo que
se recomienda el uso de anestésico topico
en colirio para inhibir la sensibilidad cor-
neal. El protocolo mas habitual consiste
en instilar una gota, esperar un minuto y
volver a poner otra gota una segunda vez.
Tras esperar 5 minutos, se puede hacer la
toma de muestra.

INTERPRETACION CITOLOGICA
Y TECNICA DE RECOGIDA DE
MUESTRAS

CONJUNTIVA

Las indicaciones principales para la eva-
luacién citologica conjuntival son carac-
terizar un exudado, identificar la causa de
la conjuntivitis y diagnosticar masas con-
juntivales.

La técnica de raspado conjuntival es
sencilla. Se realiza mediante una espatula
metalica o espatula conjuntival de Kimura,
un hisopo humedecido con suero fisiolo-
gico o un cepillo para citologia o cytobrush,
previa instilacién de un anestésico topico
en el saco conjuntival (Figuras 1y 2). Se
recogen muestras de la conjuntiva palpe-
bral y de la conjuntiva bulbar, asi como de
la membrana nictitante.

En condiciones normales el epitelio con-
juntival es no queratinizado. En la extension



normal podemos encontrar células epiteliales
de conjuntiva palpebral que son cilindricas,
y células de conjuntiva bulbar que son esca-
mosas y pueden contener granulos de me-
lanina. Hay diferencia también entre células
superficiales, con morfologia mas poliédrica,
y células de estratos profundos. Las células
caliciformes son las encargadas de la produc-
cién de moco, tienen un citoplasma espu-
moso con granulos de mucina. Su nimero
se puede reducir en las queratoconjuntivitis
herpéticas (Figuras 3 a 5).

Las conjuntivitis en perros y gatos pue-
den presentar exudados con presencia de
neutréfilos, en ocasiones asociadas a sobre-
crecimiento bacteriano (menos frecuente
en gatos), viricas, fingicas, alérgicas, etc.
Dichos neutréfilos pueden presentar ca-
racteristicas degenerativas o signos de ca-
riolisis. Pueden aparecer también células
epiteliales degeneradas, células macrofagi-
cas, fibrina y moco.

En la queratoconjuntivitis seca (Figu-
ras 8 y 9) se puede encontrar un exudado
neutrofilico con presencia de bacterias
frecuentemente. Hay aumento de célu-
las queratinizadas, macréfagos, fibrina y
moco. A medida que avanza el proceso hay
una disminucién de células caliciformes,
y aumento de células no secretoras con
aumento del tamano de su citoplasma.

El moquillo es la causa virica mas im-
portante de conjuntivitis neutrofilica. Ini-
cialmente aparecen linfocitos, posterior-
mente neutr6filos y células plasmaticas. Los
cuerpos de Lenz intracitoplasmaticos apare-
cen en los primeros dias de la enfermedad.

Una causa de conjuntivitis con predo-
minio de neutréfilos en el gato es el her-
pesvirus felino tipo 1 (FHV-1), aunque los
cuerpos de inclusion intranucleares no son
facilmente observables y el diagndstico se
confirma mediante PCR del material ob-
tenido por raspado conjuntival. En la cito-

FIGURA 5. Irritacion
conjuntival. Aumento de
células productoras de moco.

FIGURA 6. Conjuntivitis
neutrofilica.

FIGURA 7. Piogranuloma.

Inflamacion mixta. Posible
Leishmania.
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FIGURAS 8 Y 9. Iméagenes de
queratoconjuntivitis seca.

FIGURAS 10 Y 11. Imagenes
de chlamidiasis felina, con
presencia de cuerpos de
inclusion de C.felis en células
escamosas en el estudio
citolégico.
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logia se pueden observar células gigantes

multinucleadas y un aumento del ndmero
de células superficiales y poliédricas.
Existe exudado con neutréfilos en las
conjuntivitis felinas por Chlamydophila felis.
A partir del dia 6 post-infeccién podemos
encontrar cuerpos de inclusién basoéfilos
intracitoplasmaticos, grandes y solitarios,
en el citoplasma de las células epiteliales
escamosas. También se pueden encontrar
como agregados de cuerpos cocoides
basofilos junto al ntcleo. Es importante
diferenciarlos de los cuerpos de inclusién
azules que pueden verse tras el tratamien-
to con neomicina. En infecciones experi-
mentales rara vez se encuentran cuerpos
de inclusién en el dia 14 post-infeccidn.
Dada la dificultad para encontrar los cuer-
pos de inclusién de C.felis, y dada su baja
sensibilidad y especificidad, en muchas
ocasiones hay que confirmar su presencia
mediante PCR, ELISA o tincién con an-
ticuerpos fluorescentes (Figuras 10 y 11).

La micoplasmosis felina es otra cau-
sa de conjuntivitis neutrofilica. Se puede
diagnosticar por la presencia de cuerpos
de inclusion intracitoplasmaticos basofilos
adyacentes a la membrana citoplasmatica
o sobre la superficie de las células epitelia-
les escamosas. Estas inclusiones no deben
confundirse con grinulos de melanina.

El aumento de células plasmaticas y
linfocitos tiene lugar en las conjuntivitis
alérgica (Figuras 12 a 14).

Este tipo de células pueden estar pre-
sentes en las conjuntivitis foliculares, ob-
servandose numerosos linfocitos de distin-
tos tamanos y células plasmaticas (Figuras
15 y 16), pocos neutrdfilos no degenera-
dos, algtin linfoblasto y agrupaciones epi-
teliales, y en el plasmocitoma, donde ob-
servamos una infiltracién de la conjuntiva
de la membrana nictitante de linfocitos y
células plasmaticas, en ocasiones relacio-
nado con la queratitis cronica superficial.

Otro tipo de conjuntivitis es aquella



que cuenta con la presencia de eosindfi-
los y mastocitos en el estudio citologico.
Las conjuntivitis eosinofilicas (Figura 17)se
pueden encontrar en perros y gatos, apare-
ciendo en estos Gltimos asociados a la que-
ratitis eosinofilica. Pueden aparecer también
en el frotis mastocitos, asi como granulos de
eosindfilos. En algunos gatos esta enferme-
dad puede estar asociada a FHV-1.

En la conjuntiva se pueden encontrar
también lesiones no inflamatorias. Ciertas
neoplasias como el carcinoma de células
escamosas, adenoma/adenocarcinoma y el
linfoma conjuntival, pueden ser diagnos-
ticados mediante un raspado conjuntival
(Figuras 18 a 21).

FIGURA 12. Conjuntivitis alérgica.

FIGURAS 13 Y 14. Conjuntivitis con
respuesta de células plasmaticas.

FIGURAS 15 Y 16. Conjuntivitis fo-
licular, con una poblacién numerosa
de linfocitos de distintos tamanos.

FIGURA 17. Conjuntivitis eosinofilica.
[17
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FIGURAS 18 A 21. Linfoma
conjuntival.

FIGURAS 22 Y 23. Células
del epitelio corneal. En la 23
se aprecia la presencia de
pigmento (melanina).
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CORNEA

El examen citoldgico es til para caracte-
rizar las lesiones exudativas y puede ayu-
dar en la diferenciacién de ciertas lesiones
proliferativas.

Las muestras para citologia corneal se
obtienen principalmente mediante una
espatula de Kimura o la parte roma de una

hoja de bisturi, previa instilacién de un
anestésico topico. Si la lesion es muy pe-
quena o focal, se puede obtener mediante
una aguja hipodérmica. Es muy importan-
te ser extremadamente cuidadosos en la
toma de muestras de cornea, ya que en
determinadas queratitis existe riesgo de
perforacion.

También podemos obtener muestras
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mediante citologia por impresion, con un
papel Millipore® que se apoya directa-
mente en la superficie corneal o conjun-
tival y quedan adheridas las células que se
exfolian.

El epitelio anterior es la capa mas ex-
terna de la cornea. Es un epitelio plano,
estratificado y no queratinizado (Figuras
22y 23).

En dlceras corneales complicadas se
puede realizar una citologia para la buas-
queda de bacterias u hongos (Figura 24).
Muchas veces se acompafia de un cultivo.
Las muestras deben tomarse de las zonas
en las que hay infiltrado celular, ya que
suelen ser en las que se observan estos
microorganismos.. La presencia de bacilos
puede sugerir que la Glcera esta complica-
da con Pseudomonas Aureuginosa, bacteria
que puede producir procesos de querato-
malacia. La queratitis fingica no es fre-

cuente en el perro y el gato, pero, cuando
estd presente, los raspados pueden poner
de manifiesto hifas de Aspergillus.

En la queratitis eosinofilica felina, el
examen citologico suele ser diagndstico.
Aparece una lesion vascular elevada, ge-
neralmente no ulcerada, y con pequefios
focos blanco-grisiceos en la superficie. El
examen citolégico muestra principalmen-
te eosindfilos en mayor cantidad, obser-
vandose en ocasiones mastocitos, linfoci-
tos y células plasmaticas.

El examen citolégico en la queratitis
superficial cronica pone de manifiesto la
presencia de linfocitos, células plasmaticas,
macrofagos y neutréfilos.

Los tumores corneales son poco fre-
cuentes. Los que se presentan en mas
ocasiones en el perro son el carcinoma
de células escamosas (Figura 27) y el pa-
piloma, seguidos del hemangiosarcoma/

FIGURA 24. Queratitis
bacteriana.

FIGURA 25 Y 26. Queratitis

eosinofilica.
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FIGURA 27. Carcinoma de
células escamosas.

FIGURAS 28 Y 29. Granulo-
ma corneal por Leishmania.

FIGURA 30. Blefaritis
bacteriana.
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hemangioma. Es mis recomendable PAAF
o biopsia que impronta de las lesiones (Fi-
guras 28 y 29).

PARPADOS

Las blefaritis pueden tener diversos ori-
genes (bacteriana, parasitaria, alérgica,
micoética, inmunomediada, endocrina, de
origen neoplasico, etc.), pudiéndose rea-
lizar distintos métodos de exploraciéon
complementarios para su caracterizacidén
(improntas, raspados, biopsias, citologias
por puncién con aguja fina, etc.) (Figuras
30 a 32).

Los tumores palpebrales son mis fre-
cuentes en la especie canina que en la es-
pecie felina.

En el perro el tumor que podemos
encontrar en mas ocasiones es el adenoma
de las glandulas de Meibomio o glindulas
tarsales. En segundo lugar, los mas frecuen-

tes son los melanocitomas y los papilomas.
Entre los tumores malignos se encuentran
melanomas malignos y adenocarcinomas.
Con menos frecuencia aparecen carci-
nomas de células escamosas, hemangio-
sarcomas y mioblastomas. Son invasivos
localmente y no suelen metastatizar. En
la region periocular se pueden encontrar,
entre otros, mastocitomas e histiocitomas.
El mastocitoma (Figura 33) se caracteriza
por la presencia de una poblacién mono-
morfica de células redondas con granulos
plrpura intracitoplasmaticos, granulos en
el fondo de la preparacién y, normalemen-
te la presencia de eosinéfilos. Los masto-
citomas bien diferenciados presentan cé-
lulas con abundantes granulaciones y los
tumores mas anaplasicos presentan células
con escaso numero de granulaciones. Los
histiocitomas son caracteristicos de perros
jovenes. A nivel histologico, se distingue
por la proliferacién de células redondas
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monomorficas dispuestas en forma de
hojas o cordones, las cuales poseen un es-
caso soporte de tejido conectivo.

Las lesiones oculares ocasionadas por
la leishmaniosis canina afectan a todas las
estructuras oculares, con predisposicion
por el segmento anterior y por los anexos.
El clinico puede encontrar signos carac-
teristicos como granulomas palpebrales o
cérneo conjuntivales, alopecias y lesiones
ulcerativas de los parpados. Dadas las ca-
racteristicas de localizacion, en el limbo
esclero-corneal, preferentemente en canto
externo e interno, la consistencia y bilate-
ralidad, la mayor parte de los autores coin-
ciden en dar un caricter patognomonico a
esta lesion. De igual forma, los granulomas
pueden localizarse en la cara externa de
la membrana nictitante y particularmen-
te en su borde libre. Histologicamente se
caracterizan por la infiltracién de células
mononucleares (linfocitos, células plasma-

ticas y macrofagos con abundante concen-
tracion de pardsitos intra y extracelulares),
que se localizan en posicién perivascular
y subepitelial.

En los gatos, los tumores palpebrales
suelen ser de caricter maligno y muy in-
vasivos localmente. El mas frecuente es el
carcinoma de células escamosas (CCE). En
la citologia nos encontraremos con una
poblacién celular formada por epitelio
escamoso inmaduro o displasico, pero se
observan todas las fases de maduracion
(maduracidén asincronica). Muchas veces
se acompana de inflamacién purulenta.
Puede haber presencia de células en forma
de renacuajo, las cuales presentan una pro-
yeccién en forma de cola citoplasmatica
y un citoplasma azul-hialino. Las células
pueden presentarse como células indivi-
duales o sabanas de células adheridas. En
los CCE bien diferenciados, predominan
las células escamosas nucleadas, muy que-

FIGURAS 31 Y 32. Piogranu-
loma de péarpado. Respuesta
inflamatoria piogranulomatosa
y citofagia

FIGURA 33. Mastocitoma,
presencia de células redondas
con presencia de numerosos
granulos citoplasmaticos
metacromaticos.
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FIGURAS 34 A 36. Carcino-
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ma de células escamosas.

ratinizadas y con bordes angulares (Figuras
34 a 36). Cuando estas células se colocan
de manera concéntrica, se corresponden
con la imagen histologica de perlas de
queratina. Los moderadamente diferen-
ciados presentan pocas células angulares
(poligonales) y mas de un 50% de célu-
las displasicas redondas u ovaladas. En los
pobremente diferenciados, predominan
las células individuales, redondas, con un
indice nicleo citoplasma elevado, a par-
te de un elevado pleomorfismo celular y
nuclear.

HUMOR ACUOSO

El aspirado de humor acuoso o acuocen-
tesis puede estar indicado en el caso de
ciertas uveitis, para obtener un diagnosti-
co especifico, asi como para determinar la
presencia de ciertos tumores que exfolian
sus células. Se realiza entrando en camara

anterior a través del limbo esclero-corneal

o de cornea clara cerca del limbo, con una
aguja de 25-30 G. La aguja debe entrar
paralela al iris. Se extrae 0,1 ml de hu-
mor acuoso habitualmente, pudiendo as-
pirarse hasta 0,7 ml en el perro y 0,6 ml
en el gato (reemplazando el volumen por
Ringer Lactato o una solucién balanceada
fisioldgica).

Ante la presencia de un nédulo en el

iris, se puede llevar a cabo aspiracién con
aguja fina del mismo, bajo anestesia ge-
neral.
Ambas centesis (acuocentesis y vitreocen-
tesis) se realizan en condiciones de asep-
sia, tras lavar con una solucién de betadi-
ne diluido (5%) e instilacién de anestésico
topico.

El estudio del humor acuoso puede
estar indicado en diversos procesos de ca-
racter infeccioso, inflamatorio o neoplasi-
co. El linfoma es un tipo de neoplasia que
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puede diagnosticarse mediante el aspirado
de humor acuoso, ya que se produce exfo-
liacién de células linfoides a dicho humor.
Es caracteristico un infiltrado neutrofilico
en el humor acuoso en cuadros de uvei-
tis anterior, incluidas infecciones viricas,
pudiendo encontrar también linfocitos y
monocitos, pero en baja proporcion.

El melanoma es el tumor intraocular
primario mas frecuente. Para su diagndsti-
co debemos encontrar caracteristicas cito-
l6gicas de malignidad, porque la melanina
libre y algunos melanocitos son un com-
ponente de todos los aspirados uveales. Las
células normales tienen ntcleos uniformes
y pequenos nucleolos uniformes, existien-
do variaciones en el tamafio y forma de
estos como signos de malignidad. Pueden
aparecer adenomas y adenocarcinomas en
el iris y cuerpo ciliar, de forma primaria o
metastasica (Figuras 37 a 39).

VIiTREO

Se lleva a cabo vitreocentesis en el caso de
endoftalmitis, asi como procesos tumorales
observados mediante ecografia. Se realiza
bajo anestesia general, entrando por pars
plana en la esclera, a 5-7 mm caudal al
limbo esclero-corneal (detrds del cuerpo
ciliar), con una aguja de 23-G o inferior.
Se debe evitar el cristalino. Se aspiran 0,2
ml de muestra.

En condiciones normales el material
del vitreo es acelular. Se pueden encontrar
algunos eritrocitos y grinulos de melanina
dispersos, cuya morfologia en esta locali-
zacién es alargada. El estudio citologico
estd indicado en cuadros inflamatorios y
ante la sospecha de endoftalmitis, pudien-
do llevar a cabo, con el material aspirado,
el cultivo microbiologico del mismo.

La endoftalmitis puede ser de tipo
bacteriano con presencia de un exudado

FIGURA 37. Carcinoma
de Uvea. Anisocitosis y
prominencia nucleolar.

FIGURAS 38 Y 39. Melanoma
uveal.
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FIGURA 40. Hialitis por
Toxoplasmosis.

F.40

purulento, de origen lenticular o traumati-
co con un exudado neutrofilico, de origen
micético con presencia de exudado neu-
trofilico, asi como el microorganismo en
ocasiones (Figura 40).

Los tumores intraoculares se detec-
tan mediante ecografia, pudiendo tomar
muestras para su caracterizacion.

ORBITA

En caso de lesiones que ocupan espacio
en la 6rbita (abscesos, tumores, etc.), esta
indicada la puncién-aspiracién con aguja
fina (PAAF) del espacio retrobulbar. Prefe-
rentemente de manera ecoguiada, se reali-
za el aspirado a través de la piel, caudal al
ligamento orbitario, o desde la boca, cau-
dal al Gltimo molar. Las estructuras que se
deben evitar en este procedimiento son el
globo ocular, el nervio 6ptico y la arteria
maxilar.

La muestra obtenida se extiende, ha-
ciéndola rodar, sobre un portaobjetos de
manera cuidadosa para no llevar a cabo
modificaciones en las células. Si es posi-
ble, se prepararin varios portaobjetos con
un volumen adecuado de muestra. Es
importante identificar las mismas, tanto
el individuo al que pertenecen, como la
localizacién de la lesion.

Los métodos de tincién mas utilizados
incluyen la tincién de Gram vy varias tin-
ciones del tipo Romanowsky (p.ej. Diff-
Quick, Wright-Giemsa).

Las alteraciones mas frecuentes de la
orbita son la celulitis orbitaria, los abscesos
retrobulbares y las neoplasias.

i

En algunas lesiones inflamatorias de
origen infeccioso, es posible identificar
el microorganismo causante del proceso
(libre o fagocitado por los neutréfilos y
macrofagos). La citologia en estos casos se
caracteriza por la presencia de abundantes
neutr6filos degenerados, asi como fagoci-
tos y linfocitos.

En cuanto a las neoplasias las retrobul-
bares, son malignas en la mayoria de los
casos. Pueden ser primarias, mis frecuen-
temente, o bien secundarias, por extensién
de tumores de estructuras cercanas o por
metastasis a distancia. Los tumores orbita-
rios pueden tener diferentes origenes: os-
teosarcoma, fibrosarcoma, condrosarcoma
multilobular, adenocarcinoma, meningio-
ma, melanoma, linfoma y carcinoma de
células escamosas (Figuras 41 a 44).
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FIGURAS 41 Y 42. Sarcoma
de orbita.

FIGURAS 38 Y 39. Ade-
nocarcinoma retrobulbar.
Macrocariosis y vacuolizacion
perinuclear.

[25



