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RESUMO

Objetivo: O objetivo deste estudo foi avaliar a estabilidade, em 12 horas, de pardametros citologicos e bioquimicos do liguor. Méfodos:
Amostras de liquido cefalorraquidiano (LCR) foram aliquotadas em cinco diferentes tubos e armazenadas em lemperatura
ambiente. A primeira aliquota foi imediatamente analisada e as demais, analisadas apos 2, 4, 6 e 12 horas. Para avaliacdo
citologica, foram incluidas amostras com pelo menos 20 leucicitos/mm?. Foi realizada andlise de variancia dos resultados e a
comparagdo da interpretacdo clinica dos resultados nos diferentes tempos. Resultados: Néo houve redugdo significativa no niimero
de leuicdcitos e hemdcias por andlise de varidncia (ANOVA). A interpretagdo clinica da citologia ndo resultou em resultados diferentes
em nenhum dos tempos avaliados. Nao houve variagdo significativa dos pardametros bioquimicos. Conclusdo: Os resultados
sugerem que o armazenamento de amostras de LCR por 12 horas em temperatura ambiente ndo compromete significativamente
a interpretagdo clinica. Estudos futuros deverdo avaliar o comportamento desses pardmetros em amostras com contagens de
células mais proximas aos valores limilrofes.
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ABSTRACT

Objective: The aim of this study was to evaluate the stability, in 12 hours, of cytological and biochemical parameters of the cerebrospinal
fluid (CSF). Methods: Cerebrospinal fluid (CSF) samples were aliquoted into five different tubes and stored at room temperature. The
first aliquot was immediately analyzed and the others analyzed after 2, 4, 6 and 12 hours. For cytological analysis, samples of at least
20 leukocytes/mm?were included. Analysis of variance of the results and the comparison of the clinical interpretation of the results at the
different times were performed. Results: There was no significant decrease in the number of leukocytes and erythrocytes by the analysis of
variance (ANOVA). The clinical interpretation of the cytology did not result in different results in any of the evaluated times. There was no
significant variation in the biochemical parameters. Conclusion: The results suggest that the storage of CSF samples for 12 hours at room
temperature does not significantly compromise clinical interpretation. Future studies are still required in order to evaluate the behavior
of these parameters in samples of cell counts closer to boundered values.
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RESUMEN

Objetivo: El objetivo de este estudio fue evaluar la estabilidad, en 12 horas, de pardmelros citologicos y bioquimicos del liguido
cefalorraquideo (LCR). Métodos: Muestras del LCR fueron alicuotadas en cinco viales diferentes y almacenadas a temperatura
ambiente. La primera alicuota fue inmediatamente analizada y las demas, analizadas tras 2, 4, 6y 12 horas. Para la evaluacion
citoldgica, se incluyeron muestras con al menos 20 leucocitos/mm?. Se realizd el andlisis de la varianza (ANOVA) de los resultados
yla comparacion de su interpretacion clinica en los diferentes tiempos. Resultados: No hubo reduccion significativa en el niimero
de leucocitos y hematies por ANOVA. La interpretacion clinica de la citologia no mostro resultados diferentes en ningtin de los
tiempos evaluados. No hubo variacion significativa de los pardametros bioquimicos. Conclusion: Los resultados sugieren que el
almacenamiento de muestras de LCR por 12 horas a lemperatura ambiente no compromele significativamente la interpretacion
clinica. Nuevos ensayos deben evaluar el comportamiento de eses pardametros en muestras con recuentos de células mds cercanas

a los valores limitrofes.

Palabras clave: liquido cefalorraquideo; leucocitos; bioquimica; neutrdfilos; linfocitos.

INTRODUCAO

METODOS

0 liquido cefalorraquidiano (LCR) é um fluido corporal
dinamico amplamente utilizado no diagndstico de muitas doencas
tumorais, inflamatdrias, infecciosas, vasculares e degenerativas®.
Varios pardmetros do LCR, como proteinas, glicose, lactato,
glébulos brancos e vermelhos, entre outros, sio medidos
sistematicamente, e seus padrdes podem sugerir a presenca de um
processo patologico em particular®?.

0 LCR é normalmente obtido por puncdo lombar (PL) e
coletado em tubos apropriados. Apds sua coleta, os tubos sdo
transportados para o laboratorio e hd um perfodo de tempo varidvel
para que a andlise seja realizada. Esse periodo é determinado por
diversos fatores, como a distincia entre o hospital e o laboratério
de andlise, por exemplo. As amostras também podem ser coletadas
em locais onde n3o haja um laboratorio especializado, e precisam
ser enviadas para um laboratério de referéncia. Considerando o
perfodo de tempo entre a coleta e a andlise do LCR, € importante
conhecer a estabilidade dos seus componentes para entender como
isso influencia a interpretacdo clinica dos resultados do LCR.

Previamente, com base na opiniao de especialistas e também
em estudos experimentais com inoculacdo de glbulos brancos
em amostras de LCR estéreis”, sugeriu-se que o exame citolgico
deva ser realizado dentro de 2 horas apds a PL®. No entanto,
esses dados ndo refletem necessariamente o que acontece com
as amostras clinicas nas condicdes em que o LCR € realmente
armazenado. Além disso, pouco se sabe sobre a estabilidade de
outros componentes do LCR, como os pardmetros bioquimicos®.
0 objetivo deste estudo foi investigar a estabilidade de leucécitos,
hemdcias, proteinas, glicose e lactato do LCR durante 12 horas.
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Todas as amostras de LCR incluidas no presente estudo
foram obtidas para fins clinicos. Médicos do Senne Liquor
Diagndstico realizaram as PLs. O tempo entre a retirada do LCR
e a andlise inicial demorou até 2 horas. As amostras de
LCR foram armazenadas a 17°C em temperatura ambiente
durante as analises.

Anélise de globulos brancos e vermelhos

Quinze amostras de LCR coletadas de 15 pacientes
submetidos a PL por recomendacio médica foram utilizadas
para andlise de estabilidade de glébulos brancos e vermelhos.
Todas elas foram enviadas para a unidade principal do
Laboratorio do Senne Liquor Diagndstico, de acordo com
as normas das autoridades brasileiras [Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitdria (Anvisa), RDC 20/2014]. Essas amostras
foram aliquotadas em cinco tubos diferentes, os quais foram
analisados em cinco tempos de espera: TO, T1 (2 horas), T2
(4 horas), T3 (6 horas) e T4 (12 horas). Todos os tubos foram
armazenados a temperatura ambiente. Todas as amostras
apresentaram inicialmente o minimo de 20 leucdcitos/mm?.
Os leucdcitos totais e as hemdcias foram contados em uma
camara de contagem Fuchs-Rosenthal, e a contagem diferencial
de células foi realizada apds sedimentacio e coloracao®.
Amostras menor que 100 leucdcitos/mm?’ foram centrifugadas a
1000 rpm por 5 minutos. O mesmo procedimento foi realizado
nas cinco aliquotas. Analisamos a varidncia da contagem de
leucdcitos totais, neutrofilos, linfocitos e hemdcias, bem como a
relacao neutréfilos/linfocitos. A pleocitose no LCR foi classificada
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como leve (20-50 células/mm?), moderada (50-200/mm?) ou
marcada (> 200/mm?). Realizamos o registro do padrdo de
pleocitose, bem como do predominio de polimorfonucleares
(PMN) ou linfomononucleares (LMN); realizou-se uma
comparagao entre os cinco periodos de tempo de cada amostra
de LCR.

Analises de glicose, proteinas e lactato

Para andlise bioquimica de estabilidade, foram avaliadas
20 amostras de LCR coletadas por recomendagio médica de 20
pacientes submetidos a PL. Essas amostras de LCR foram
enviadas para a unidade principal do Laboratério Senne Liquor
Diagnostico, de acordo com a RDC 20/2014 da Anvisa. As
concentragdes de glicose, proteina e lactato foram determinadas
por colorimetria. Todas as amostras de LCR foram aliquotadas em
cinco tubos diferentes. Cada uma dessas aliquotas foi analisada
em cinco periodos de tempo: T0, T1 (2 horas), T2 (4 horas), T3
(6 horas) e T4 (12 horas).

Analise estatistica

A andlise de varidncia de leucdcitos totais, neutréfilos,
linfocitos, relacdo neutrofilos/linfocitos e concentracdes de
hemdcias, glicose, proteinas e lactato nos diferentes tempos foi
realizada pelo programa one-way anlise de variancia (ANOVA).
0 teste de comparacoes muiltiplas de Tukey foi usado para
determinar quais dessas médias diferem das demais. O nivel de
significincia foi estabelecido em p < 0,05. O programa GraphPad
Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA) foi utilizado
para todas as andlises estatisticas.

RESULTADOS

Globulos brancos e vermelhos

Os achados do LCR deste grupo sdo apresentados na
Tabela 1. A média total de leucdcitos, neutrdfilos, linfocitos,
relacio neutrdfilos/linfocitos e os valores de hemdcias sdo
apresentados na Tabela 2. Ndo foi encontrada varidncia
significativa para os leucdcitos totais (p = 0,15), neutrdfilos
(p = 0,27), linfocitos (p = 0,15), relacdo neutrofilos/linfocitos
(p = 0,11) e hemdcias (p = 0,39). O teste de comparacdes
multiplas de Tukey nao mostrou diferencas significativas entre T0,
T1, T2, T3 e T4 para nenhuma dessas variveis.

Em T0, quatro LCRs apresentaram pleocitose leve com
predominio de LMN; trés, pleocitose leve com predominio de PM;
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um, pleocitose moderada com predominio de LMN; trés, pleocitose
moderada com predominio de PMN; trés, pleocitose acentuada
com predominio de LMN; e um, pleocitose acentuada com
predominancia de PMN. O padrio de pleocitose e a predominancia
do tipo de célula permaneceram inalterados em T1, T2, T3 e T4
para todas as amostras de LCR.

Glicose, proteinas e lactato

0Os valores médios de glicose, proteinas e lactato sdo
apresentados na Tabela 3. Ndo foi encontrada variagio
significativa com a ANOVA para nenhuma dessas varidveis.
0 teste de comparacdes muiltiplas de Tukey néo mostrou diferencas
significativas entre as médias de glicose, proteina e lactato para
T0, T1, T2, T3 e T4.

TABELA 1 — Achados de LCR em amostras usadas para
avaliacdo da estabilidade citologica

LCR Leucdcitos  Neutrofilos Linfocitos Proteina  Glicose Lactato
(mm?) %) %) (mgd) (mgd) (mgd)
1 200 79 12 214 32 49,7
2 20 35 18 108 48 29,1
3 178 55 38 36 50 149
4 35 55 28 380 37 618
5 4800 78 10 7400 37 618
6 25 0 95 89 56 144
7 110 13 75 184 19 29
8 20 2 78 33 49 13,5
9 699 0 77 47 53 152
10 290 1 93 107 32 23,5
11 550 32 58 60 51 41,2
12 133 60 33 57 55 34,2
13 20 31 52 39 40 238
14 44 64 34 56 44 28,60
15 21 2 96 53 41 21,7

LCR: liquido cefalorraquidiano.

TABELA 2 — Andlise do total de leucdcitos, linfdcitos, neutrofilos, contagem de
hemdcias e relacao neutrofilos/linfocitos em cinco periodos diferentes

0 2h 4h 6h 12h
(média + DP) (média + DP) (média + DP) (média = DP) (média + DP) »

Total de
leucacitos
(mm?)

476 £1214 4471138 439+ 1115 4161037 379+£936 0,15

Neutrofilos

| 8958

261 + 863 201869  250+828 223+738 027

Linfécitos

oy 128182

129 +191 125+ 183 125+ 185 17+172 015
Relacao
Neutrofilos/ 1908 +2,826 2,022 +2834 2110+3,130 2,021 +£2927 2436 +3,888 0,11

linfécitos

Hemdcias

(mn) 12110 £ 48425 10894 + 43585 9130 £ 36310 8480 33896 6098 + 24204 0,39

DP: desvio padrdo.
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TABELA % — Andlise da media de proteinas, lactate e glicose
em cinco periodos diferentes

0 2h 4h 6h 12h
(média + DP) (média + DP) (média + DP) (média + DP) (média + DP) b

Proteina
(mg/d)
Lactato
(mg/d)
Glicose

(mg/d)

3455121 347+1305 34551216 3485+129 3451229 09

14452303 14354305 144+295 1465304 1435+292 008

608+ 14,71 6085+ 1501 6085+1498 60901475 O6L4+1466 0,11

DP: desvio padrdo.

DISCUSSAO

Nio encontramos diminuicdo estatisticamente significativa
na contagem de leucdcitos e hemacias pela analise de variancia
a0 longo de 12 horas em amostras de LCR armazenadas a
temperatura ambiente. Além disso, nenhuma das andlises
citologicas resultou em diferentes interpretacdes clinicas ao longo
de 12 horas de armazenamento do LCR 2 temperatura ambiente.
Tanto quanto sabemos, nenhum estudo prévio avaliou a variacao
citologica durante 12 horas em amostras de LCR armazenadas
a temperatura ambiente. Foi dada recomendagio Classe IV para
avaliacdo citologica dentro de 2 horas por conta da potencial
lise de globulos brancos e vermelhos ®. Dados experimentais
anteriores mostraram uma diminuigao significativa de neutréfilos
apds uma hora e de linfocitos apds trés horas®. Nossos achados
sugerem que a diminuicao na contagem de leucécitos nao afeta
significativamente a interpretacdo clinica de amostras de LCR
com pelo menos 20 leucécitos/mm?, armazenadas a temperatura
ambiente. Na pratica clinica, muitas vezes é dificil realizar
andlises de LCR logo apds a coleta. Muitos hospitais e clinicas nao
tém o servico e precisam encaminhar para outros laboratorios as
amostras de LCR. Nossos resultados sugerem que isso pode nao
interferir significativamente no resultado final da andlise de LCR.
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