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RESUMO

Andlise citopatoldgica do liquor em pacientes com leucemia linfoblastica aguda.

Introducéo: O Sistema Nervoso Central (SNC) é importante sitio de recaida em
pacientes com Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA), apesar das crescentes
taxas de cura nas ultimas quatro décadas em pacientes jovens. A presenca de
blastos leucémicos no Liquido Cefalorraquiano (LCR) apresenta implicacdo
prognostica e, portanto, define mudancas no protocolo terapéutico, razdo pela
qual requer acuracia diagnostica. O surgimento de novas técnicas de
identificacdo de blastos leucémicos no LCR, como a citometria de fluxo e os
métodos moleculares, que tém custo mais elevado e ndo estdo uniformemente
acessiveis para uso clinico, trouxe a necessidade de reavaliar-se o papel da
citologia convencional como instrumento diagnéstico. Obijetivos: Identificar a
proporcdo de exames de LCR positivos para blastos em criancas e
adolescentes com LLA, utilizando-se de técnica de citologia padronizada e com
padronizacdo de varidveis relacionadas ao processo que pudessem interferir
no resultado. Delineamento: Estudo prospectivo, descritivo, ndo controlado, no
qual foram examinadas amostras de LCR obtidas por puncdo lombar de
pacientes com LLA que estavam iniciando o tratamento. As amostras de LCR
foram encaminhadas ao laboratério logo apds a coleta, sendo processadas e
citocentrifugadas em citofunil em até no maximo quatro horas ap6s a coleta.
Quatro laminas foram preparadas, coradas e analisadas por um patologista e
um hematologista. Resultados: Foram avaliados 28 pacientes com LLA,
havendo predominio do sexo masculino (58,6%), imunofenotipo B (82,2%) e
78,5% foram estratificados como de alto risco para recaida. Dentre as 205
amostras de LCR avaliadas, 26 (12,6%) foram positivas para blastos e dentre
0s 28 pacientes, 11 (39,2%) obtiveram algum exame de LCR com infiltragéo
neoplasica. Comparando-se os grupos com e sem infiltracdo de SNC, néo se
observou diferenca estatisticamente significante para as variaveis analisadas.
Concluséo: Citologia convencional foi efetiva na identificacdo de infiltracdo de
SNC por blastos leucémicos, desde que haja vigilancia dos fatores
relacionados a coleta, processamento e analise do LCR que possam interferir
na fidedignidade do resultado.

Descritores: Leucemia-Linfoma Linfoblastico de Células Precursoras. Liquido
Cefalorraquidiano. Técnicas Citoldgicas. Citodiagnaostico.



ABSTRACT

Cytopathologic analyze of cerebrospinal fluid in patients with acute
lymphoblastic leukemia.

Introduction: The Central Nervous System (CNS) is an important site of relapse
in patients with Acute Lymphoblastic Leukemia (ALL), despite increasing cure
rates in the last four decades in young patients. The presence of leukemic
blasts in the Cerebrospinal Fluid (CSF) presents prognostic implication and
therefore defines changes in the therapeutic protocol, which is why it requires
diagnostic accuracy. The emergence of new techniques for identifying CSF
leukemia blasts, such as flow cytometry and molecular methods, which are
more costly and not uniformly accessible for clinical use, have led to the need to
reassess the role of conventional cytology as diagnostic tool. Objectives: To
identify the proportion of CSF samples positive for blasts in children and
adolescents with ALL, using a standardized cytology technique and with
standardization of variables related to the process that could interfere with the
result. DESIGN: Prospective, descriptive, uncontrolled study in which samples
of CSF obtained by lumbar puncture of patients with ALL that were starting
treatment were examined. CSF samples were sent to the laboratory shortly
after collection, being processed and cytocentrifugated in cytofunyl in up to four
hours after collection. Four slides were prepared, stained and analyzed by a
pathologist and a hematologist. RESULTS: Twenty-eight patients with ALL were
evaluated, with predominance of male (58.6%), immunophenotype B (82.2%)
and 78.5% were stratified as high risk for relapse. Of the 205 CSF samples
evaluated, 26 (12.6%) were positive for blasts and among 28 patients, 11
(39.2%) had CSF with neoplastic infiltration. Comparing the groups with and
without CNS infiltration, no statistically significant difference was observed for
the variables analyzed. CONCLUSIONS: Conventional cytology was effective in
the identification of CNS infiltration by blasts, provided there is a vigilance of
factors related to collection, processing and analysis of CSF that may interfere
in the reliability of the result.

Key-words: Precusor Cell Lymphoblastic Leukemia-Lymphoma. Cerebrospinal
fluid. Cytological Techniques. Cytodiagnosis.
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INTRODUCAO

Diante do cenario onde todos o0s exames de citologia de liquido
cefalorraquidiano (LCR) dos pacientes com leucemia linfoblastica aguda (LLA) do
servico de referéncia em Oncopediatra do SUS do estado Sergipe apresentavam
resultados negativos ou inconclusivos para infiltragcdo neoplasica, surgiu o

guestionamento a respeito da acuracia do exame diagndstico.

Algumas vezes 0s pacientes apresentavam exames de imagem e sinais e/ou
sintomas clinicos suspeitos de infiltracdo neoplasica em sistema nervoso central
(SNC), e mesmo apoés coletas repetidas de LCR, os médicos assistentes néo
obtinham substrato diagnostico que comprovasse a suspeita clinica. Assim, as
medidas terapéuticas especificas para doenca leucémica em SNC eram adiadas ou
acabavam ndo sendo realizadas, pois 0s pacientes evoluiam a 0Obito antes que a

terapéutica pudesse finalmente ser realizada.

Além disso, apesar da LLA ser o cancer pediatrico mais comum no mundo e
no Brasil, h4 escassez de trabalhos a respeito do tema no estado de Sergipe,
principalmente no que se refere a aspectos relacionados ao diagnoéstico, terapia e

tratamento.

Sendo assim, com as melhorias mundiais em relacdo a cura e sobrevida dos
pacientes com LLA, torna-se importante conhecer as peculiaridades locais
referentes a LLA e principalmente investigar o porqué das inconclusdes dos exames
de citologia de LCR, j& que se trata de exame com tecnologia acessivel e que pode
otimizar os resultados obtidos na terapéutica e no prognéstico dos pacientes.
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REVISAO DE LITERATURA

1.1Leucemia Linfoblastica Aguda

1.1.1 Histérico

Em 1845, Rudolf Virchow, pai da patologia celular, descreveu uma doenca
com “aumento de corpusculos incolores no sangue”, associada a esplenomegalia e
linfonodomegalia. Dois anos apds, ele denominou a doenga de “leucemia”. Apds
esse, varios outros relatos se seguiram e foram agrupados ao que ficou amplamente
conhecido como leucemia aguda. Ja na primeira metade do século XX, a morfologia,
apresentacao clinica e histéria natural da leucemia aguda estavam definidas. O
desenvolvimento da imuno-histoquimica na década de 1970, inicialmente usando
anticorpos policlonais, e em seguida monoclonais, posteriormente combinados com
meétodos de citometria de fluxo, revolucionaram o entendimento do sistema imune e
a biologia do linfoma. Foram reconhecidas leucemias de células B e T, assim como
ficou definida a célula de origem de vérias leucemias e linfomas dentro do esquema
de diferenciagéo de células B e T(KAMPEN, 2012).

Na década de 1970, foi lancada a classificacdo French-American-British(FAB)
baseada na morfologia dos blastos e nas reacdes enzimatico-citoquimicas. A
classificagdo da Revisdo de Linfomas da Europa e América (REAL) do Grupo
Internacional de Estudo do Linfoma, publicada em 1994, dividiu as neoplasias
hematoldgicas baseando-se em caracteristicas morfolégicas, imunofenotipicas,
genéticas e clinicas. Em conformidade a linha de classificagdo da REAL, a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) publicou em 2001 o Pathology and Genetics:
Tumours of Hematopoietic and Lymphoid Tissue (JAFFE et al., 2001). Em 2008, a
OMS lancou: Classification of Tumours of Haematopoietic and Lymphoid Tissues
(SWERDLOW et al., 2008).

Mais recentemente (2017) hematopatologistas, hematologistas, oncologistas
e geneticistas fizeram uma revisdo da classificacdo da OMS edicdo de 2008,
incorporando os novos dados clinicos, progndésticos, morfologicos, imunofenotipicos

e genéticos que surgiram em 8 anos, principalmente na éarea de analise de
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expressdo génica e sequenciamento de nova geragdo. As atualizacbes tém
implicacdes significantes na pratica clinica, com mudancas nas abordagens e
condutas terapéuticas(ARBER et al.,, 2016; LEONARD; MARTIN; ROBOZ, 2017,
SWERDLOW et al., 2017).

1.1.2 Defini¢éo, epidemiologia e classificagao

As células pluripotentes da medula 6ssea se proliferam em duas principais
linhagens: mieloide (granuldcitos, eritrécitos, megacariocitos e mondcitos) e linfoide
(linfécitos B, T e NK). As leucemias sdo decorrentes de uma série de eventos
mutacionais que ocorrem durante a hematopoiese e séo definidas como cancer das
células sanguineas. Essas alteracbes podem ocorrer em qualquer etapa da
hematopoiese, afetando células mais precursoras (leucemias agudas) ou células
mais maduras (leucemias cronicas) (BHOJWANI; YANG; PUI, 2015; ROSE-INMAN;
KUEHL, 2014).

Quando se avalia o grupo das leucemias, obtém-se que ela € o cancer mais
frequente em criangas com menos de 15 anos de idade, representando 25% dos
canceres desse grupo (PDQ PEDIATRIC TREATMENT EDITORIAL BOARD, 2017).
Oitenta por cento dos casos sdo de Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA),
principalmente em criancas entre 1-4 anos de idade, e 17% de Leucemia Mieldide
Aguda (LMA)(METAYER et al., 2013). Os EUA apresentam em torno de 6000 casos
novos diagnosticados com LLA todo ano (ROSE-INMAN; KUEHL, 2014). Coebergh
et al. descrevem 44 casos de leucemia para cada 1 milhdo de criancas, analisando-
se 0 banco de dados de 19 paises europeus(COEBERGH et al., 2006).
Historicamente, paises em desenvolvimento apresentam taxas de incidéncia
menores do que os paises desenvolvidos, com média anual de 16,5 casos de LLA
para 1 milhdo de pessoas. Uma das explicacdes para a diferenca encontrada é a
subnotificacdo de casos, pela falta de infraestrutura e organizacdo dos bancos de
dados dos paises em desenvolvimento (LEHMANN; EL-HADDAD; BARR, 2016).

O Brasil, segundo Camargo et al., apresental8-41% de casos de leucemia,
seguidos de 13-24% de linfoma e 7-17% de tumores no sistema nervoso central
(SNC). Foram analisados os bancos de dados de 14 estados brasileiros,
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abrangendo em torno de 15% da populagcédo de criancas e adolescentes no Brasil.
Eles descrevem uma média de incidéncia de 154,3 casos de cancer por 1 milhdo de
criancas (DE CAMARGO et al., 2010).

De Souza Reis et al. relatam, ainda no Brasil, uma incidéncia média anual de
53,3 casos de leucemia por 1 milhdo de criancas (1-14 anos de idade), com uma
variagdo de 24,8 a 76,8 casos por milhdo. A LLA apresenta incidéncia média anual
ajustada por idade de 35,2 casos por milhdo, com uma variagcao de 12,8 a 69 casos
para o género feminino e de 24,2 a 61,3 para o género masculino. A taxa de LLA
descrita varia de 61- 87,5 % considerando-se os 16 bancos de dados analisados das
cidades de: Belém, Manaus, Aracaju, Fortaleza, Recife, Jodo Pessoa, Natal,
Salvador, Cuiaba, Brasilia, Goiania, Belo Horizonte, Sdo Paulo, Jau, Curitiba e Porto
Alegre. Entre todas as cidades analisadas, Aracaju apresentou a menor taxa de
incidéncia anual de leucemia pediatrica, com 24,8 casos por milhdo, sendo a
subnotificagdo uma das justificativas referida no trabalho (DE SOUZA REIS et al.,
2011).

Ainda nos estudos epidemiolégicos, quando sédo avaliadas as caracteristicas
sécio-demograficas da LLA, percebe-se uma incidéncia pouco maior em homens do
gue em mulheres (COEBERGH et al., 2006; DORES et al., 2012). Nos EUA, no ano
de 2000, descreveu-se uma incidéncia de LLA de 1,5 por 100.000 para homens,
enquanto que para mulheres foi de 1,3 casos por 100.000 (REDAELLI et al.,
2005).No Brasil, a incidéncia anual ajustada por idade também é maior no sexo
masculino do que no feminino, chegando a uma relagcdo M/F de 2,20 em Aracaju.
Das 16 cidades analisadas, Jau, Belém e Curitiba apresentaram numero de casos
maior no sexo feminino (DE SOUZA REIS et al., 2011). Analisando-se racga/etnia,
hispanicos tém uma incidéncia maior de LLA, com 43 casos por milh&o. Entre
brancos e negros, os Ultimos apresentam menor incidéncia, com 15 e 9 casos por
milhdo, respectivamente (PDQ PEDIATRIC TREATMENT EDITORIAL BOARD,
2017; REDAELLI et al., 2005).

As leucemias séo classificadas com base na célula de origem, dentro de um
esquema ontogenético, ou ainda com base na alteracdo genética mais frequente.
Como dito, podem ser linfoides ou mieloides; agudas ou crénicas. Além disso, elas
sdo também categorizadas de acordo com as linhagens celulares, podendo ser de

células B, T ou bifenotipica. Segundo o Grupo Brasileiro de Tratamento da
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Leucemia na Infancia (GBTLI LLA- 99), as incidéncias de LLA-B e LLA-T no Brasil
sdo em torno de 86% e 14%, respectivamente (BRANDALISE et al., 2010). Nos EUA
0s numeros sdo semelhantes, com 85% dos casos de LLA sendo de células com
fendtipo B (BHOJWANI; YANG; PUI, 2015). A diferenciagdo do tipo celular tem
implicagdo clinica, com diferencas no tratamento (RAVINDRANATH, 2015).

A edicao revisada do livro da OMS (2017) apresenta os seguintes subtipos de
LLA (SWERDLOW et al., 2017):

1) Fendtipo B:

a) Leucemial/linfoma linfoblastico-B, sem outras especificacdes;

b) Leucemia/linfoma linfoblastico-B com anormalidades genéticas recorrentes:
i) Leucemia/linfoma linfoblastico-B com t(9;22)(q34.1;911.2); BCR-ABL;
i) Leucemia/linfoma linfoblastico-B com rearranjo t(v;11923.3); KMT2A;
iil) Leucemia/linfoma linfoblastico-B com t(12;21)(p13.2;922.1); ETV6-RUNX1;
iv) Leucemia/linfoma linfoblastico-B com hiperdiploidia;
v) Leucemia/linfoma linfoblastico-B com hipoploidia;
vi) Leucemia/linfoma linfoblastico-B com t(5;14)(q31.1;932.3); IL3-IGH;
vii) Leucemia/linfoma linfoblastico-B com t(1;19)(g23;p13.3); TCF3-PBX1,
viii)Leucemia/linfoma linfoblastico-B com , BCR-ABL1-like (novo);

iX) Leucemia/linfoma linfoblastico- B com IAMP21 (novo).

2) Fendtipo T:

a) Leucemial/linfoma linfoblastico de precursores de células T iniciais.

Comparando-se as Ultimas classificacbes da OMS com a mais recente,
percebe-se a importancia que a investigacdo molecular tem adquirido ao longo dos
ultimos anos. Houve a incorporacdo de novos critérios moleculares na classificacéo
e diagndstico da LLA, acarretando novas perspectivas terapéuticas, de

monitoramento e de progndstico (SWERDLOW et al., 2017).
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1.1.3 Estratificacdo de risco, tratamento, recaida e sobrevida

Os grupos de ensaios clinicos, cooperativos e multicéntricos de varios paises
tém conseguido grande melhoria na conducéo e no tratamento da LLA nas dltimas
décadas, com demasiado aumento nas taxas de cura (COOPER; BROWN, 2015;
METAYER et al., 2013; PUI; EVANS, 2013).

Aproximadamente 98% das criangas com LLA entram em remissédo da
doenca e 85% dos pacientes com 1 a 18 anos de idade tém sobrevida livre de
eventos (recaida, segunda neoplasia ou morte) nos primeiros 5 anos pos doenca
(PDQ PEDIATRIC TREATMENT EDITORIAL BOARD, 2017). Entretanto, nota-se
ainda uma heterogeneidade sdcio-demografica nos dados. O CONCORD-2, estudo
feito utilizando informagcBes de banco de dados de 67 paises, descreve taxas de
cura de 90% em paises como Austria, Canadé, Alemanha, Bélgica e Noruega. De
acordo com esse mesmo trabalho, paises como Indonésia e Mongdlia apresentam
taxas menores que 50% (ALLEMANI et al., 2015).

No Brasil, Ferman et al. pesquisaram no Sistema de Informacdo de
Mortalidade (SIM) do Ministério da Saude os dados de mortalidade de criangas (0-14
anos) entre 1979-2008. Eles descrevem uma leve queda geral nos Obitos por
leucemia no periodo (14,73 ébitos por milhdo em 1979 e 13,83 6bitos por milhdo em
2008), referindo diferencas regionais, com sul e sudeste brasileiro apresentando
declinio, centro-oeste permanecendo estavel, e norte e nordeste com aumento nas
taxas de mortalidade no periodo (FERMAN et al., 2013).

No estado de Sergipe, Viana et al. descrevem que apesar da melhoria das
taxas de cura de LLA nas ultimas décadas, séo identificadas diferencas em relacao
aos dados dos paises desenvolvidos. A taxa de sobrevida global em cinco anos foi
menor do que em paises desenvolvidos e a taxa de mortalidade durante a fase de
inducéo do tratamento (22,6%) foi maior quando comparada com a literatura (3% a
6%), sendo infec¢do a principal causa de o6bito (VIANA et al., 2015).

Com a melhoria obtida nos ultimos anos nas taxas de cura da LLA, o foco

atual é tentar aumentar a sobrevida dos pacientes (RANTA et al., 2015). Esta ultima
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esta relacionada principalmente a recaida da doengca e importante ferramenta
utilizada para evita-la € a estratificacdo do risco de falha do tratamento. O que se
busca aqui é separar os pacientes que podem ter uma boa sobrevida com um
tratamento mais modesto, daqueles que tém menor chance de resposta e, com isso,
necessitariam de um tratamento mais agressivo (COOPER; BROWN, 2015). Os
fatores progndsticos que séo avaliados na estratificacdo levam em consideracao, de
modo geral: caracteristicas do paciente e da clinica; caracteristicas da leucemia;
resposta inicial ao tratamento (PDQ PEDIATRIC TREATMENT EDITORIAL BOARD,
2017).

Independentemente da categoria de risco, o tratamento da LLA apresenta as
seguintes fases: inducdo da remissao, consolidacao, intensificagdo, consolidacao
tardia e manutencdo. O tipo de droga, dose e tempo variam de acordo com a
categoria de risco e os protocolos utilizados na instituicdo. O GBTLI LLA- 2009
propbe para os pacientes com LLA-B derivada de baixo risco de recidiva, por
exemplo, Vincristina + Dexametasona + Daunorrubicina + L-Asparaginase na fase
de inducdo. Enquanto que no grupo de alto risco de recidiva, utiliza-se Prednisona,
em vez de Dexametasona (CANCELA et al., 2017).

1.2Liquido cefalorraquidiano

1.2.1 Producao, circulacado, absorcéo e caracteristicas

O liquido cefalorraquidiano ou liquor (LCR) é o fluido presente no espaco
subaracndide espinhal e cranial, e em ventriculos cerebrais. Os ventriculos cerebrais
sao revestidos pelo epéndima (uma camada de epitélio cuboidal ciliado), o qual se
diferencia em algumas areas em estruturas vilositarias complexas chamadas de
plexo coroide (uma camada de epitélio cuboidal ndo ciliado). O LCR é produzido
pelo plexo coroide presente nos ventriculos cerebrais através da filtracdo do plasma
sanguineo, tendo, entretanto, sua composicdo pouco diferente do plasma, com
maior concentracdo de Na, Cl e Mg; e menor concentracdo de K e Ca. Além disso,

ha secrecao pelo plexo coroide de vitaminas B1, B12, C, folato, 2-microglobulina,
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vasopressina e NO para o liquor (SAKKA; COLL; CHAZAL, 2011; SPECTOR et al.,
2015).

A circulagdo do LCR €é um fendbmeno dindmico, com sua regulagédo
contribuindo para homeostase cerebral. A teoria classica descreve que o LCR
produzido pelo plexo coroide nos ventriculos cerebrais passa pelo forame
interventricular para terceiro ventriculo, seguindo para o quarto ventriculo através do
aqueduto cerebral e, por udltimo, para o espaco subaracndide via forame de
Margendie (Figura 1). Seu fluxo segue o pulso sistélico e sua absorcdo ocorre nas
granulacbdes aracnoides dos seios venosos da dura mater (BRODBELT;
STOODLEY, 2007; SAKKA; COLL; CHAZAL, 2011). H& muitas teorias e
guestionamentos a respeito desses conceitos tradicionais (CHIKLY; QUAGHEBEUR,
2013; ORESKOVIC; RADOS; KLARICA, 2017).

Figura 1: Circulagéo do LCR no SNC.

Fonte: Adaptado deBRODBELT; STOODLEY, 2007.
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O LCR fornece flutuabilidade ao cérebro, reduzindo em cerca de 75% 0 peso
do cérebro funcional, e ajuda a protegé-lo de traumas (BONADIO, 2014). Um adulto
apresenta em torno de 150 mL de LCR, com producao diaria de 400- 600 mL, e
pressdo normal de 8-15 mmHg e 20 mmHg, deitado e ereto, respectivamente
(MACK; SQUIER; EASTMAN, 2009). Em criancas, entre 4-13 anos de idade, o
volume varia de 65-150 mL, com uma pressao intracraniana de 3-4 mmHg em
criancas com menos de 1 ano de idade. O volume retirado durante uma coleta de
LCR (3-5 mL), geralmente € reposto em menos de hora (BONADIO, 2014; SAKKA;
COLL; CHAZAL, 2011).

1.2.2 Coleta e anélise do liquido cefalorraquidiano

O LCR é liquido translacido e 20% do que é produzido flui para o espaco
subaracndideo da regido espinhal. O método mais usual para sua coleta € a puncéao
lombar, tendo sido descrita primeiramente em 1891. Ela é realizada comumente em
decubito lateral, com flexdo de joelhos em direcdo a regido toracica. Pode-se,
alternativamente, fazer a coleta em posicao sentada, tendo-se o cuidado de flexionar
o térax em direcdo aos joelhos. Em ambas as posi¢cfes, deve-se identificar uma
linha imaginéria que une as cristas iliacas péstero-superiores, localizando o espaco
entre L3-L4. Este altimo é local de preferéncia para a puncao lombar, podendo ser
utilizados também L2-L3 e L4-L5. Deve-se alongar os ligamentos da coluna e
permitir a passagem da agulha entre o0s processos espinhosos das vértebras.
Opcionalmente, pode-se usar a cisterna magna na base do cérebro para coleta de
liquor (ALI; CIBAS, 2012; BONADIO, 2014).

Durante o procedimento utilizam-se anestésicos locais para diminuicdo da
dor, podendo-se fazer sedacédo associada, principalmente em criancas. Além disso,
sdo empregadas agulhas de 22-gauge para coleta em criancas. Objetiva-se, com
isso, diminuir o risco de trauma, com perfuracdo de vasos sanguineos do plexo
venoso vertebral interno durante o pertuito da agulha. No decurso da passagem da
agulha as camadas transeccionadas sd&o: pele, tecido subcutaneo, ligamento
supraespinhoso, ligamento interespinhoso, ligamento amarelo, espaco epidural, dura
e espaco subaracnoide (MAURIZI et al., 2014).
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A realizacdo de puncao lombar tem indicagcdes (meningite, hemorragia
subaracnoide, processo desmielinizante, neoplasia, etc.) e contraindicacfes
(aumento da presséo intracraniana, coagulopatias, infeccdes de pele, deformidades
de coluna, etc.), sendo em criangas a principal indicagao a investigacao de processo
infeccioso (meningite) (SHAIKH et al., 2014). Além disso, o procedimento de punc¢éo
lombar pode gerar complicacdes, dentre elas: cefaleia, dor lombar, infec¢cdo na pele,
puncdo lombar traumatica, herniacdo cerebral, etc. Dentre as complicacdes, a mais
comum é a punc¢do lombar traumatica, ocorrendo em 20% das criancas, podendo
chegar a 30% em neonatos (GAJJAR et al., 2000; HOWARD et al., 2002).

ApOs a coleta, o LCR deve ser enviado imediatamente ao laboratorio,
preferencialmente sem meio de transporte. Se houver demora para o
processamento, o LCR deve ser fixado em etanol 50% no mesmo volume de liquido
da amostra. Geralmente, as caracteristicas analisadas vao depender da indicacao
da coleta. Em casos de suspeita de meningite sao avaliadas: celularidade, contagem
de neutrdfilos, dosagem de glicose, dosagem de proteina, pesquisa e cultura de
microorganismos (BONADIO, 2014).

Tratando-se de pesquisa de células neoplasicas, o método mais comum no
processamento € a citocentrifugacdo. Ela € utilizada na manipulacdo de materiais
liquidos hipocelulares, com o depdsito de células em uma pequena regido da lamina
(em torno de 5 mm). Para isso, necessitam de lamina, papel absorvente e citofunil,
além da maquina de citocentrifuga. Huppmann et al. relatam que houve diferenca na
celularidade das laminas apds a mudanca da marca do aparelho [ShandonCytoSpin
4 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA) para WescorCytopro Rotor AC-060
(Wescor, Logan, UT)] no Hospital Infantil da Filadélfia. Eles concluem que a
deteccdo de células neoplésicas no LCR é instrumento-dependente, sendo as novas
maquinas de citocentrifugas mais sensiveis que as anteriores (HUPPMANN et al.,
2012).

Com relacdo aos métodos de coloracdo, a qualidade esta diretamente
relacionada as caracteristicas tintoriais dos corantes, ao processamento da amostra
e a fixacdo. Esses cuidados devem ser observados para se evitar artefatos e
dificuldade de analise do material. H4 muitas coloracbes que podem ser
empregadas na citologia, como exemplos: Papanicolaou, Giemsa, Pandtico, etc
(ALI; CIBAS, 2012).



21

1.2.3 Citopatologia do liquido cefalorraquidiano

As primeiras descri¢cdes do LCR foram realizadas pelos egipcios, em torno de
1500 anos a.C., apesar do primeiro relato de puncao lombar ter ocorrido somente no
final do século 19. Antes disso, o diagndstico de infeccBes em sistema nervoso
central era baseado em sinais e sintomas clinicos ou realizado através de autépsias.
A introducdo do procedimento de puncdo lombar possibilitou o estudo do liquido
cefalorraquidiano, com suas caracteristicas bioquimicas e celulares (FREDERIKS;
KOEHLER, 1997; TYLER, 2010).

A citologia do LCR possui caracteristicas particulares que a distingue das
outras efusbes corporais (liquido pleural, liquido ascitico, etc.). Trata-se de liquido
normalmente paucicelular, quase acelular, podendo ser visualizados linfocitos
maduros (Figura 2) e mondcitos (Figura 3). Raramente podem ser observadas
células ependimarias, poucas hemacias e raros neutréfilos; e nunca podem ser
achados macrofagos, eosindéfilos ou plasmécitos. Em relacdo a quantidade de
células, os adultos costumam apresentar menos de 5 células/mm3, enquanto
neonatos apresentam menos de 10 células/mm3. Valores acima destes, geram
suspeita de processos patologicos, sejam eles inflamatérios ou neoplasicos (ALI;
CIBAS, 2012; BIGNER, 1992; RICHARD MAC DEMAY, 2011).

Figura 2: Linfocito maduro (ndcleo pequeno, redondo,

carioteca lisa, cromatina densa e grosseira, nucléolo ndo
visivel, e escasso citoplasma). Coloragao Panotico. 1000x.
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Figura 3: Mondcito (nacleo em forma de feijdo ou ferradura
de cavalo, cromatina delicada, nucléolo inconspicuo).
Coloracao Pandtico. 1000x.

Fonte: Propria.

Os processos inflamatérios podem ser agudos ou crbénicos, e podem ser
decorrentes de doencgas vasculares, infecciosas, desmielinizantes ou traumas. Em
todos esses, observa-se um aumento na celularidade liquorica e alteracdo em sua
composicdo celular. Nas hemorragias sdo observadas hemacias, macréfagos com
hemacias e macréfagos com hemossiderina, enquanto que no infarto sé&o
visualizados em fases mais iniciais polimorfonucleares e hemacias; e macréfagos
com fragmentos de mielina mais tardiamente. Diferentemente, nas meningites séo
observados linfécitos em processos crbnicos, e neutrofilos em processos agudos
(WALTS, 1992)

As coletas de liquor geralmente sdo executadas com o objetivo de se
investigar meningites, entretanto podem ser realizadas para o diagnostico de
neoplasias. Essas, frequentemente, sdo metastaticas, mas podem ser primarias de
sistema nervoso central (glioblastoma, meduloblastoma, linfoma, etc.). Em se
tratando de neoplasias secundarias em SNC, os canceres que mais comumente
metastatizam sao carcinoma de mama, carcinoma de pulmao, melanoma e
leucemias/linfomas. Os trés primeiros costumam ser faceis de diagnosticar; pois
apresentam morfologia diferente das células normalmente presentes em LCR. No

entanto, os linfomas/leucemias representam um desafio diagnostico morfologico,
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gue ja linfécitos maduros podem ser observados normalmente no liquor (MAC
DEMAY, 2011; WICK et al., 2016).

As leucemias/linfomas sdo as neoplasias malignas secundéarias mais
comumente diagnosticadas em citologias de LCR e assim como as demais
patologias descritas, causam aumento da celularidade liquérica. Entretanto, apesar
de contribuir, o aumento celular isolado ndo permite o diagnostico de infiltracdo
neoplasica de SNC. Além disso, as neoplasias hematoldgicas linfoides apresentam
uma dificuldade morfologica no que concerne em se diferenciar processos reativos
linfoides dos neoplasicos. Objetivando-se a distincdo, sdo avaliadas algumas
caracteristicas celulares, como: tamanho celular, regularidade da carioteca, aspecto
da cromatina e presenca de nucléolo (Quadro 1). Do mesmo modo, também pode-se
comparar a morfologia da célula neoplasica do diagndéstico (mielograma, bidpsia)
com as observadas no LCR para se definir o diagnéstico (ALI; CIBAS, 2012; TYLER,
2010).

Quadro 1:Caracteristicas citoldgicas dos linfdcitos.

Linfocitos benignos e malignos
Benigno Maligno
Citoplasma Pouco Muito
Carioteca Lisa Irregular
Cromatina Fina Grosseira
Nucléolo Raro Multiplos
Fragmentacdo nuclear Ausente Presente

Fonte: PARVIN, 2011.

Dentro do grupo das leucemias/linfomas, a LLA apresentava uma
classificacdo baseada em caracteristicas citomorfolégicas, denominada French-
American-British (FAB). Apesar de estar em desuso no que se refere a diagnostico,
tratamento e progndstico, essa categorizacado pode ajudar no estudo morfolégico da
célula observada (Quadro 2) (SWERDLOW et al., 2017).
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Quadro 2: Classificagdo citomorfoldgica dos blastos pela French-American-British (FAB).

Citomorfologia de LLA (coloracdo de Romanowsky)

L1
Blastos pequenos
Nucleo redondo (raras fendas)
Cromatina fina
Nucléolo inconspicuo
Citoplasma pouco basofilico e escasso
L2
Blastos grandes
Nucleo irregular
Cromatina fina
Nucléolo proeminente
Citoplasma abundante
L3
Cromatina densa
Multiplos nucléolos
Citoplasma azul escuro

Pequenos vacuolos citoplasmaticos

Fonte: CIBAS, 2012.

Vale ressaltar que além dos padrbes de normalidade e os patoldgicos do
LCR, podem ser observadas achados que sdo descritos como contaminantes:
sangue periférico, medula 6ssea, cartilagem, corpora amylacea, elementos fangicos,
talco de luva, neurdnios. O conhecimento dessas alteracbes pode evitar o falso
diagnostico de malignidade em SNC (WALTS, 1992).
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Outro ponto de importante destaque é o entendimento que a citologia de LCR,
assim como de outras efusdes e puncdes aspirativas, necessita, muitas vezes, de
correlacdo com dados clinicos, exames de imagem e informacfes sobre a coleta
para acuracia diagnéstica. O diagndstico vai além da avaliagéo isolada da morfologia
da célula observada e é realizado na juncdo de todas as informacdes (ALI; CIBAS,
2012; MAC DEMAY, 2011).

1.3 LLA e liquido cefalorraquidiano

Antes dos anos 1950, ndo havia diferenca entre LLA e LMA do ponto de vista
terapéutico; todos os casos eram conduzidos como leucemia aguda, através de
transfusdo sanguinea, e 0s pacientes morriam em torno de 3 meses apos 0
diagnostico. Na década de 1960 comecaram 0s primeiros tratamentos
medicamentosos, inicialmente com monoterapia e depois com poliquimioterapia
(PUI; EVANS, 2013; SIMONE, 2006). Nos ultimos 30 anos houve uma preocupa¢ao
com o aprimoramento do tratamento da LLA (tipo de droga, dose, duracdo) através
dos grandes ensaios clinicos e multicéntricos pelo mundo, sendo que atualmente
mais de 80% dos casos de LLA em criancas obtém cura da doencga (PUI; EVANS,
2006, 2013).

Além da melhoria curativa, a sobrevida em 5 anos dos pacientes com LLA
também tem aumentado: de 54,1%, entre os anos de 1975-1977, para 85,1% entre
1999-2005 (HUPPMANN et al, 2012).Com o0s avangos obtidos, ganharam
importancia os fatores que influenciam na recaida da doenga. Ela ocorre
principalmente em sistema nervoso central e medula Ossea, isoladas ou
combinadas. Nos anos de 1970, a taxa de recaida em SNC era de 75% (EVANS;
GILBERT; ZANDSTRA, 1970) e com a introducdo de tratamento direcionado para
doenca em SNC (radioterapia e quimioterapia intratecal) ainda no inicio da década
del970, os valores atuais sédo de 6% (PUI et al., 2014; RANTA et al., 2015).

Apesar da diminuicdo da taxa, a infiltragdo neoplasica de SNC ainda se
destaca como recidiva neoplasica. Dessa maneira, 0s pacientes com LLA costumam
ter seu tratamento baseado em estratificacbes de risco, tratando de forma

heterogénea os pacientes que tém baixo ou alto risco de recaida. Os casos com
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baixo risco recebem regimes terapéuticos diferentes dos pacientes com alto risco,
sendo classificados ao diagnéstico e durante o tratamento, podendo ter o
estadiamento modificado ao longo da terapia (PDQ PEDIATRIC TREATMENT
EDITORIAL BOARD, 2017).

Os primeiros sistemas de classificacdo de risco utilizavam caracteristicas
como idade e contagem leucocitaria na categorizacdo dos pacientes.
Posteriormente, resposta terapéutica e caracteristicas citogenéticas passaram a ser
analisadas também. E, apesar de haver uniformidade no conceito da necessidade
de se estratificar o paciente, nota-se heterogeneidade nos critérios utilizados pelos
grupos de ensaios clinicos mundiais. Como exemplos: o Children’s Oncology Group
(COG) baseia-se em idade do paciente, leucdcitos totais, imunofenotipo, alteracbes
citogenéticas, presenca de doenca extramedular e paciente com sindrome de Down.
Ja o grupo Berlin-Frankfurt-Minster (BFM) utiliza desde o ano 2000 somente
resposta ao tratamento como critério na estratificagdo (PDQ PEDIATRIC
TREATMENT EDITORIAL BOARD, 2017).

No Brasil, segue-se o protocolo do GBTLI LLA- 2009 e segundo ele, os
pacientes com LLA de células B sdo classificados como baixo e alto risco,
considerando-se caracteristicas clinicas, laboratoriais e citogenéticas na
estratificagcdo. Os critérios para baixo risco sido: idade entre 21 e <9 anos; < 50.000
glébulos brancos/mm?®; SNC livre de neoplasia; BCR-ABL negativo; auséncia de
rearranjo de MLL; auséncia de hipoploidia; <1000/mms3 blastos em sangue periférico
no oitavo dia de tratamento(D8); citologia da medula éssea e Doenca Residual
Minima (DRM)<103medida por citometria de fluxo no décimo quinto dia de
tratamento (D15); auséncia de blastos na citologia da medula 6ssea e DRM negativa
medida por PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) no trigésimo quinto dia de
tratamento(D35). Aqueles que ndo preenchem esses critérios sdo classificados
como alto risco. Os pacientes com LLA de células T, com presenca de cromossomo
Philadelphia (Ph"), lactentes e portadores de Sindrome de Down receberdo
tratamentos especificos.

Como o estadiamento e o monitoramento da LLA requerem a andlise do
liquor para avaliagdo de doenca em SNC, toda vez que vai ser administrada a
terapia intratecal faz-se a avaliacdo do LCR, segundo o protocolo do GBTLI-LLA
2009 (BRANDALISE et al.,, 2010; CANCELA et al., 2017), sendo a citologia
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convencional com microscopia Optica o método padrdo-ouro para pesquisa de
células neoplasicas (GALATI; DI NOTO; DEL VECCHIO, 2013; PUI; THIEL, 2009).

Ainda de acordo com o GBTLI LLA-2009, leucemia em SNC é definida como:
SNC-1 quando né&o ha blastos; SNC-2 quando ha blastos com <5 células/mms3; SNC-
3 quando héa blastos e > 5 células/mm3. Em casos de puncao lombar traumatica
(TLP), deve-se considerar como sendo TLP*(BRANDALISE et al., 2010; CANCELA
et al.,, 2017). Esses critérios sdo baseados no consenso realizado em Roma em
1986, salientando-se que a escolha de 5 células ndo foi baseada em estudos; e sim,
produto do consenso dos participantes (MASTRANGELO et al., 1986).

A grande celularidade blastica no liquor ao diagndstico esta associada a pior
prognostico. No entanto, ha controvérsias a respeito de liquor com baixa
celularidade e blastos presentes. Alguns referem que a presenca de qualquer
guantidade de blasto no LCR, assim como puncdo lombar traumatica, estaria
associada a maior risco de recaida da doenca e pior prognostico (GAJJAR et al.,
2000; KO et al., 2014; MAHMOUD et al., 1993; SCRIDELI, 2012); enquanto outros
ndo encontraram essa associacdo (BURGER et al., 2003; GILCHRIST et al., 1994;
TUBERGEN et al., 1994).

Segundo DeAngelis e Cairncross, a citologia convencional € o “rigoroso,
porém inalcancavel padrdo-ouro” (DEANGELIS; CAIRNCROSS, 2002). Além deles,
muitos outros questionam a homeacéao da citologia convencional como método gold-
standard. Eles replicam que a citologia apresenta baixa sensibilidade e € operador
dependente, e como forma de aumentar a acuracia no diagnostico de doenca em
SNC, novas tecnologias tém sido relatadas, entre elas: citometria de fluxo e
marcadores moleculares (GALATI; DI NOTO; DEL VECCHIO, 2013).

Em 2001, Subira et al. analisaram 168 amostras de liquor de 31 pacientes
com leucemia aguda, comparando citologia convencional e citometria de fluxo. Eles
obtiveram alta concordéancia de resultado entre as duas metodologias e descreveram
maior sensibilidade com a citometria de fluxo. No final, sugerem que os dois
métodos devem ser usados concomitantemente nos pacientes com leucemia
(SUBIRA et al., 2001). Bommer et al. também descrevem o uso simultaneo de
citologia convencional e citometria de fluxo na analise de LCR de 127 pacientes com
leucemia ou linfoma, com uma sensibilidade de 73% (citologia) e de 96%
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(citometria); especificidade de 94% (citologia) e de 97% (citometria); valor preditivo
positivo de 88% (citologia) e de 96% (citometria); e valor preditivo negativo de 76%
(citologia) e 97% (citometria) (BOMMER et al., 2011). Corroborando esses trabalhos,
varios outros sugerem o0 uso concomitante de citologia e citometria de fluxo no
diagnostico de doenca em SNC como forma de aumentar a acuracia (ABELLAN et
al., 2002; JAIME-PEREZ et al., 2018; MARTINEZ-LAPERCHE et al., 2013; NUCKEL
et al., 2006; RANTA et al.,, 2015; SCHINSTINE et al., 2006), incluindo mais
recentemente (2017), Jaime-Pérez et al., os quais avaliaram as amostras de LCR de
77 pacientes com LLA, comparando contagem celular manual, automatizada,
amostras de citocentrifuga e citometria de fluxo. Eles ratificaram os relatos anteriores
descritos (JAIME-PEREZ et al., 2017).

No Brasil, Cancela et al. fizeram imunofenotipagem com citometria de fluxo
em 63 amostras de LCR e, assim como os trabalhos internacionais, sugerem 0 uso
complementar desse método (CANCELA et al., 2017). Apesar dos pontos positivos
descritos, a citometria de fluxo também tem limitagcées, pois ndo funciona bem em
amostras com sangue, amostras pouco celulares ou com pouco volume. Além disso,
também necessita de rapida analise a partir da coleta (BOMMER et al.,, 2011,
CANCELA et al.,, 2017; CRESPO-SOLIS et al., 2012; NUCKEL et al.,, 2006).
Ademais, salienta-se a ndo existéncia de recomendacao do uso e interpretacao dos
resultados de LLA em LCR através da citometria de fluxo (CANCELA et al., 2017).

Outro método descrito é a Biologia molecular. Ela tem sido usada na
Oncologia na pesquisa de doenca residual microscopica, principalmente em
neoplasias hematologicas. Utiliza-se, usualmente, amostra de medula 6ssea nessas
pesquisas (DEANGELIS; CAIRNCROSS, 2002). Alguns trabalhos tém descrito a
utiizacdo de biologia molecular na pesquisa de células neoplasicas no LCR
(CRESPO-SOLIS et al., 2012). Pine et al. referem que o PCR em tempo real (real
time PCR) € uma excelente ferramenta para andlise do status do SNC (PINE et al.,
2005). Scrideli et al. sugerem que o uso de PCR na identificacdo de doenca em SNC
€ método que deve ser considerado, apesar das limitagdes no trabalho deles com
relacdo a quantidade de paciente e o0 curto seguimento. As perspectivas Ssao
otimistas, porém deve-se atentar para os altos custos dessas tecnologias, fator de
consideravel importancia, principalmente em paises em desenvolvimento como o
Brasil (SCRIDELI et al., 2004).
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Ainda em relacdo a pesquisa neoplasica em LCR, marcadores humorais
como B2-microglobulina, ferritina, L-selectina, cobre, entre outros, também foram
dosados em LCR para diagnosticar leucemia em SNC. Entretanto, ndo ha consenso
a respeito do uso desses marcadores, ndo havendo uso rotineiro deles (CRESPO-
SOLIS et al., 2012).

Em 2012, enquanto a maioria dos trabalhos referia as limitacdes do método
descrito como padrdo-ouro, Huppmann et al. descreveram uma diferenca na
guantidade de células detectadas no LCR apés a mudanca da marca da
citocentrifuga. Relatam que a detecc¢do é instrumento-dependente, sendo as novas
maquinas mais sensiveis que as anteriores. Com isso, a analise citologica do liquor
ganha novas possibilidades e boas perspectivas, jaA que se trata de método com
menor custo, além de ser uma tecnologia mais disponivel e acessivel (HUPPMANN
et al., 2012).

Dessa maneira, apesar dos avangos no tratamento, a infiltracdo neoplasica do
SNC continua sendo importante causa de recaida da doenca, com avaliacdo da
neoplasia em LCR apresentando implicancia progndstica e necessitando de acuracia
diagnéstica. As novas tecnologias utilizadas (citometria de fluxo e métodos
moleculares) apresentam grande valor, porém a citologia convencional ainda
sobrevive como método padrao-ouro, com a literatura sugerindo a citometria de fluxo
e métodos moleculares como complementos. Além disso, os novos modelos de
citocentrifugas, mais sensiveis, abrem novas possibilidades na utilizacdo da

citologia.
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OBJETIVOS

2.1 Geral

Determinar a taxa de infiltracdo leucémica em liquido cefalorraquidiano nos

pacientes com Leucemia Linfoblastica Aguda.

2.2 Especifico

Avaliar associacdo entre a ocorréncia de infiltracdo leucémica de liquido
cefalorraquidiano e variaveis clinicas (idade, sexo, risco clinico, classificacdo

imunofenotipica, protocolo utilizado, fase do tratamento).
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RESUMO

Contexto: O Sistema Nervoso Central (SNC) é importante sitio de recaida em
pacientes com Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA), apesar das crescentes taxas de
cura em pacientes jovens. A presenca de blastos no Liquido Cefalorraquiano (LCR)
apresenta implicacdo prognostica e define mudancas no protocolo terapéutico,
necessitando, assim, de acuracia diagnostica. As novas técnicas diagnosticas
(citometria de fluxo e métodos moleculares) tém custo mais elevado e sdo menos
acessiveis, implicando na necessidade de reavaliar-se o papel da citologia como
instrumento diagndstico. Objetivos: Identificar a proporcdo de exames de LCR
positivos para blastos em criancas e adolescentes com LLA, utilizando-se de técnica
de citologia padronizada e com padronizacéo de variaveis relacionadas ao processo
que pudessem interferir no resultado. Desenho: Estudo prospectivo, descritivo, ndo
controlado, no qual foram examinadas amostras de LCR obtidas por puncéo lombar
de pacientes com LLA. As amostras de LCR foram encaminhadasao laboratério logo
apos a coleta, sendo processadas e citocentrifugadas em citofunil. Quatro laminas
foram preparadas, coradas e analisadas por um patologista e um hematologista.
Resultados: Foram avaliados 28 pacientes com LLA, havendo predominio do sexo
masculino (58,6%), imunofendtipo B (82,2%) e 78,5% foram estratificados como de
alto risco para recaida. Dentre as 205 amostras de LCR, 26 (12,6%) foram positivas
para blastos e dentre os 28 pacientes, 11 (39,2%) obtiveram algum exame de LCR
com infiltragdo neoplasica. Conclusdo: A citologia convencional foi efetiva na
identificacdo de infiltracdo de SNC por blastos, desde que haja uma vigilancia dos
fatores relacionados a coleta, processamento e analise do LCR que possam
interferir na fidedignidade do resultado.
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CONTEXTO

Leucemias agudas sdo a categoria de cancer mais frequente em criancas
com até 15 anos de idade, representando 25% dos canceres infantis®. A incidéncia
média anual das leucemias no Brasil é de 53,3 casos por um milhdo de criancas e
adolescentes com até 15 anos incompletos, com variagdo, de acordo com a regido
geogréfica, de 24,8 a 76,8 casos por milhdo® Cerca de 17% das leucemias em
criancas e adolescente sdo do tipo Leucemia Mieloide Aguda (LMA) e 80% séo de
Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA), esta acometendo principalmente criancas entre
um e quatro anos de idade®,

As taxas de cura de criancas e adolescentes com LLA melhoraram de forma
expressiva nas Ultimas quatro décadas, principalmente nos paises com alto nivel
socioecondmico. Nesses paises, a sobrevida em cinco anos passou de 54,1% entre
os anos de 1975 a 1977, para 85,1% entre 1999 a 2005*. Assim, atualmente, mais
de 80% das criancas e adolescentes com LLA tratadas através de protocolos
multicéntricos, em centros especializados de paises com elevado nivel
sécioecon6mico, apresentam sobrevida livre de doenca semelhante a expectativa de
vida da populacéo geral®*°. Para adultos o cenario é diferente, com taxas de cura

inferiores a 40%’.

O avanco obtido nos resultados do tratamento da LLA em criancas e
adolescentes tem relacdo com a identificacdo de fatores que influenciam nos
desfechos desfavoraveis (6bito e recaida). Recaidas em LLA ocorrem
principalmente em sistema nervoso central (SNC) e medula éssea (MO), isoladas ou
combinadas. As taxas de recaida em SNC no inicio dos anos 1970 eram de 75%°.
Com a introducéo de tratamento direcionado para doenca em SNC (radioterapia e
quimioterapia intratecal) que ocorreu ainda na década del970, as taxas atuais de

acometimento de SNC (isolado ou combinado) sdo de 6%°*°.

As LLAs podem acometer células precursoras de linfécitos B ou T. No Brasil,
o atual Protocolo do Grupo Brasileiro de Tratamento de Leucemia na Infancia — 2009
(GBTLI LLA-2009) estratifica o risco de recaida dos pacientes com LLA de linfécitos
B (LLA-B) em baixo ou alto considerando-se caracteristicas clinicas, laboratoriais e
citogenéticas. Os critérios para baixo risco sdo: idade 21 e <9 anos; <50.000

glébulos brancos/mm?®; SNC livre de infiltracéo leucémica no diagndstico; cariétipo
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favoravel (BCR-ABL negativo, auséncia de rearranjo de MLL, auséncia de
hipoploidia); <1000/mm3 blastos em sangue periférico no oitavo dia de tratamento
(D8); MO em remissédo, evidenciada por Doenca Residual Minima (DRM) <1073
medida por citometria de fluxo no décimo-quinto dia de tratamento (D15); MO em
remissdo, evidenciada por DRM negativa medida por Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) no trigésimo quinto dia de tratamento (D35). Todos esses critérios
devem estar presentes para que o paciente seja classificado como de baixo risco
para recaida. Os pacientes com LLA de linfécitos T (LLA-T), com presenca de
cromossomo Philadelphia (Ph"), lactentes com idade <1 ano e os portadores de
Sindrome de Down recebem tratamento segundo protocolos especificos para essas

condicoes.

Ainda de acordo com o GBTLI LLA-2009, leucemia em SNC é definida como:
SNC-1 quando ndo h& blastos; SNC-2 quando ha < 5 blastos/mm3; SNC-3 quando

11 Esses

h4 > 5 blastos/mm3 e TPL" nos casos de puncdo lombar traumatica
critérios sdo baseados em um documento produzido em Roma em 1986, no qual
salienta-se que a escolha de cinco células como ponto de corte para SNC-2 nao foi
baseada em estudos e sim arbitraria, produto do consenso dos estudiosos

participantes do evento®?.

Infiltracdo blastica macica de SNC ao diagnostico estd associada a pior
prognéstico™®. No entanto, ha controvérsias se ha relacdo entre LCR com presenca
de pequena quantidade de células (SNC-2) e desfecho desfavoravel. Alguns autores
referem que a presenca de qualquer quantidade de blastos no LCR e puncao lombar

traumatica estdo associados a maior risco de recaida da doengca e pior

14-17 18-20

prognostico , enquanto outras pesquisas ndo encontraram essa associagao

O método padrdo-ouro para pesquisa de células neoplasicas no LCR é a

citologia convencional com microscopia 6ptica

. Entretanto, outros autores
guestionam a designacdo de padrdo-ouro para a citologia convencional por
considerarem que o método apresenta baixa sensibilidade e € operador-dependente.
Como forma de aumentar a acuracia no diagnostico de infiltracdo leucémica em
SNC novas técnicas tém sido relatadas, entre elas a citometria de fluxo e a

identificacéo de marcadores moleculares .
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Em 2012, enquanto a maioria dos trabalhos ressaltava as limitagcbes da
citologia convencional, um estudo descreveu diferenca na taxa de deteccdo de
blastos em LCR apd6s a mudanca da marca da citocentrifuga e relatou que a
deteccdo € instrumento-dependente, sendo as novas maquinas mais eficientes que
as anteriores®. Com isso, a andlise citolégica do LCR readquiriu importancia, pois é
um meétodo acessivel e de custo menor do que a citometria de fluxo e os métodos

moleculares 4%,

O presente estudo teve por objetivo identificar a proporcdo de exames de
LCR positivos para blastos em criancas e adolescentes portadores de LLA,
utiizando-se de técnica de citologia padronizada e com controle de variaveis

relacionadas ao processo que pudessem interferir no resultado.

MATERIAIS E METODOS

Foi realizado um estudo prospectivo, descritivo, ndo controlado, em um
servigo de referéncia para o atendimento de criangcas e adolescentes com cancer.
Trata-se de um servico exclusivamente publico, vinculado ao Sistema Unico de
Saude brasileiro, e que funciona nas dependéncias de um hospital geral
administrado pela Secretaria Estadual de Saude de um estado da regido nordeste
do Brasil. E o tnico servigo publico de oncologia pediatrica do estado e tem cerca de
25% de sua clientela residente em estados vizinhos.

Foram incluidos criancas e adolescentes < 19 anos com diagndstico de LLA
entre janeiro de 2016 e junho de 2017 e que estavam iniciando o tratamento (D1)
conforme o protocolo GBTLI LLA-2009 %  Resultados de hemogramas,
mielogramas, dados pessoais e clinicos dos pacientes e informacfes sobre os
desfechos foram obtidos dos prontuarios.

As amostras de LCR eram colhidas quinzenalmente nas primeiras quatro
semanas de tratamento (fase de inducéo da remissao), a cada quatro semanas nos
seis meses seguintes (fases de consolidacdo e intensificacdo), e a cada oito
semanas até o final do tratamento (fase de manutencédo). A cada puncdo lombar,

além da coleta de uma amostra de LCR, era administrada quimioterapia intratecal
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triplice constituida de metotrexate, citarabina e dexametasona. Os pacientes que
apresentaram um exame com presenca de blastos passavam a repetir o
procedimento semanalmente até que dois exames viessem isentos de células
blasticas, quando entdo o paciente retornava a frequéncia usual de coleta de LCR

da etapa do tratamento na qual se encontrava.

As coletas foram realizadas por um médico oncopediatra com habilidade,
treinamento e experiéncia em realizacdo de puncéo lombar. O decubito lateral foi a
posicao escolhida em todos os casos e foi utilizada sedacdo com midazolan (dose:
0,3 a 0,5 mg/kg) ou quetamina (dose: 1mg/kg) exceto nos casos em que 0 paciente
ndo desejava a sedacdo. Foram empregadas agulhas descartaveis atraumaticas

com mandril, com calibre de 22 gauge.

As amostras de LCR foram colhidas em tubo de plastico seco e foram
encaminhadas imediatamente, sem meio de fixacdo e em frasco com vedacao
adequada, ao Laboratorio Patologika®, sendo processadas em até quatro horas
desde a coleta. A amostra foi homogeneizada no agitador Vortex por dois minutos.
ApOs isso, acrescentou-se 200 microlitros (4 gotas) de albumina bovina 22% ao
LCR, sendo misturados. Foi utilizado 0,5 mL da amostra para cada citofunil da
citocentrifuga (Tharmac®), sendo preparados quatro citofunis, com laminas e papel
filtro, os quais foram processados por 10 minutos a 800 rpm. Os preparados
citologicos foram corados pelas técnicas de Panotico® e Giemsa (coloracdes de
Romanowsky). Foram utilizadas laminas de vidro com carga positiva (Leica®
BOND™ Plus Slides) (Figura 1).
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5 - Citofunil com papel filtro e lamina com
carga;

- Sao utilizados 5 mL de LCR + Albumina
bovina 22% em cada citofunil;

M~—
D - Sao preparadas 4 laminas.

- LCR em frasco com 5 mL, de - Ao LCR sao acrescentados 200
plastico, com vedagao adequada, microlitros de Albumina bovina
sem meio de fixagao; 22%, sendo misturados;

- transporte imediato ao - Retira-se 0,5 mL da mistura
laboratério. para cada lamina que sera

preparada.
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- As 4 laminas sao retiradas e coradas;
- Uma é corada com Giemsa e as outras 3 com Panético®.

- Os 4 citofunis sdo colocados na citocentrifuga
Tharmac® por 10' e processados a 800 rpm.

&

- As laminas sdo analisadas pelos profissionais.

Figura 4: Fluxo do LCR desde a coleta até o processamento e analise.

A analise das laminas foi realizada de forma independente por um Uunico
patologista (T.P.F.) e um unico hematologista (P.D.D.). Os resultados foram
expressos em: positivos para infiltracdo por blastos; negativos para infiltracdo por
blastos; suspeitos para infiltracdo por blastos. Os casos com resultados suspeitos
foram revistos por mais um patologista (I.X.D.) e reagrupados na categoria positivos
ou negativos (Figura 2). Na avaliagdo, a caracterizacdo morfolégica do blasto foi
comparada com a amostra inicial coletada da medula éssea (Figura 3), e dados de
sangue periférico no momento da coleta (auséncia ou presenca de blasto em
sangue periférico) foram considerados na definicdo diagnéstica. Nao foi considerada
a quantidade de células neoplasicas na amostra, pois na literatura ha controvérsias
em relacdo a esse critério, com alguns trabalhos referindo que qualquer quantidade
de blastos no LCR ja estaria associada a pior prognostico, indicando tratamento

mais agressivo nesses casos'*%4?’.
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Figura 5: Organograma dos resultados de LCR.
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Figura 6: A. Linfoblasto em LCR. B. Linfoblastos em esfregaco do mielograma diagnéstico. (A e B,
Pano6tico®, 1000x).

Os dados foram analisados pelo softwareEpi Info, com comparacfes entre
grupos feitas através dos testes Qui quadrado ou exato de Fisher, e ANOVA/Teste t
ou Mann-Whitney, conforme indicado. Foram consideradas estatisticamente

significativas as variaveis que apresentaram diferencas superiores a 95% (p<0,05).

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa envolvendo Seres
Humanos da Universidade Federal de Sergipe (CAAE 58097916.6.0000.5546) e
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido foi obtido do responsavel pelo

paciente.
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RESULTADOS

Vinte e nove pacientes foram admitidos com diagndstico de LLA ao longo dos
18 meses de coleta de LCR, com uma média de acompanhamento de 9,5 meses
(0,5-21 meses). Um dos 29 pacientes foi a 6bito antes da primeira coleta de LCR.
Obteve-se um total de 205 amostras de LCR de 28 pacientes, com variagdo na
guantidade de amostras por paciente (caracteristica relacionada a fase do
tratamento e Obito), conforme Figura 4. As caracteristicas clinicas dos pacientes séo

mostradas na Tabelal.
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Figura 7: Quantidade de amostras de LCR obtidas de cada paciente.

Tabela 1. Caracteristicas clinicas dos pacientes com LLA.
Caracteristicas N %
Sexo M 16 57,1

F 12 42,8

LLA* T 4 14,8
B 23 85,1

Leucécitos totais <50.000 14 50,0
>50.000 14 50,0

Obito 9 31,1
Obito por infecgdo 6 66,6
LCR Positivo 11 39,2
Negativo 17 60,8

Grupo de Risco Baixo 6 21,4
Alto 22 78,5

*Um paciente foi a 6bito, sem definicdo do imunofenoétipo da LLA.
LLA: Leucemia linfoblastica aguda. LCR: Liquido cefalorraquidiano.
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Na Tabela 2 apresentam-se os dados comparativos entre pacientes que

tiveram algum exame de LCR positivo para blastos e os que tiveram todos os

exames negativos.

Tabela 2. Dados comparativos entre pacientes com LCR positivo e LCR

negativo.
LCR positivo  LCR negativo P
Idade ao diagnostico (media; 8,9 (5,4) 9,1 (5,3) 0,8
dp) anos
Tempo desde o diagndéstico
(média; dp) meses 11,2 (7,5) 8,9 (6,0) 0,3
Leucdcitos ao diagndéstico 52182,7 78562,0 0,9
(média)
Quantidade de LCR mL 0,75 (0,38) 0,72 (0,40) 0,7
(média;dp)
SEXO M 7 0,7
F 4
LLA* T 1 1
B 9 14
Obito S 4 5 1
N 7 12
Obito por S 3 3 0,8
infeccao N 1 2

* Um paciente foi a 6bito, sem definicdo do imunofenotipo da LLA

DISCUSSAO

Os recentes protocolos quimioterapicos para LLA em criancas e adolescentes

representam inequivoco sucesso terapéutico, uma vez que em cerca de quatro

décadas as taxas de cura passaram de préximas a zero para valores superiores a

80-90%. Entretanto, o0 SNCsegue como sitio frequente de recaida e a identificacao

de infiltracdo de LCR por blastos leucémicos exige mudangas no protocolo

terapéutico'®. Dentre os métodos diagnésticos disponiveis, a citologia convencional

do LCR destaca-se por ser acessivel e de baixo custo.
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Estudo anterior identificou que pode haver incremento na sensibilidade do
teste a partir da padronizacdo da técnica empregada®®.Com esse conceito, o
presente estudo coordenou variaveis técnicas, padronizou etapas e processos
envolvidos na analise do LCR de pacientes pediatricos com LLA através de citologia

convencional.

Vérios fatores exercem influéncia na qualidade dos resultados da analise do
LCR 2% Fatores pré-analiticos se referem a sedacéo do paciente, experiéncia do
médico que fez a coleta, quantidade de LCR, armazenamento, tempo até a analise e
processamento da amostra. Estudo anterior observou que a realizagdo do
procedimento por médicos mais experientes, assim como o uso de sedagdo durante
0 procedimento, estariam associadas a menores chances de trauma durante a
puncdo lombar, com diminuicdo de resultados falsos-positivos para infiltracdo
blastica em SNC. Outros estudos referem associacdes semelhantes 3733, Ainda
em relacdo as variaveis pré-analiticas, outros autores destacaram o papel da
guantidade de LCR e do tempo até processamento e analise como fatores

importantes e limitantes no resultado da avaliacao citolégica 2.

Costuma-se utilizar em preparagcdes para citopatologia a coloracdo de
Papanicolaou, a qual apresenta limitacbes na avaliacdo de células
hematopoiéticas®. Para essas células, alguns autores destacam a maior chance de
diagnosticar-se célula neoplasica hematologica através de colora¢cdes baseadas no
Romanowsky®. Baseado nisso, o presente estudo utilizou somente coloracdes

baseadas no Romanowsky.

O estudo incluiu 29 pacientes, sendo 57% do sexo masculino, semelhante a
proporcéo de 52,4 % descrita previamente no Brasil 2°. Estudo anterior realizado no
mesmo servico identificou 55,7% de meninos **. A média de idade ao diagnéstico foi
8,9 anos, com 52% tendo entre = 1 e <9 anos de idade, abaixo dos 71% descrito na

avaliacdo dos resultados do GBTLI-99 %,

Com relacdo ao imunofendtipo da LLA, quase 15% dos pacientes tinha
leucemia aguda com imunofenétipo T. Segundo o GBTLI LLA- 99, as incidéncias de
LLA-B e LLA-T no Brasil s&o em torno de 86% e 14%, respectivamente 2°. Nos EUA
0s numeros sdo semelhantes, com 85% dos casos de LLA sendo de células com

fenétipo B %,
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Nove pacientes (32%) foram a 6bito durante a realizacdo do estudo. Destes,
seis Obitos (67%) foram causados por infeccdo. De modo semelhante, estudo
anterior na mesma instituicdodescreveu que 22,6% dos pacientes foram a o6bito
durante a fase inicial do tratamento (fase de inducdo da remissao), com 64,6% de
casos de 6bito por infeccao % Essas proporgdes sdo bem mais elevadas do que as
descritas na literatura (6% de 6bitos)* e possivelmente relacionam-se as condicées

socioecondmicas da populacdo, assim como a deficiéncias estruturais **.

Observou-se que 50% dos pacientes apresentaram mais de 50.000
leucocitos/mm3 ao diagnéstico. Estudo anterior identificou que menos de 30%
apresentavam mais de 50.000 leucécitos/mm3*?, semelhante aos dados do GBTLI
LLA-99 (27%) 2°. Esse dado demonstra maior frequéncia de pacientes com alta
carga leucocitaria neste estudo, fator ja associado a pior progndstico, além de elevar
a chance de contaminacdo do SNC por linfoblastos do sangue periférico durante
eventual puncdo lombar traumatica’®. Essa alta proporcdo de pacientes com
leucometria elevada ao diagndstico poderia ter relacdo com o grande numero de
pacientes classificados como alto risco de recaida na amostra estudada (78,5%) em

relacdo aos dados da literatura (36-59%)°10:26:32:36-38

N&o se observou diferenca estatisticamente significativa entreas variaveis
idade, sexo, leucometria, proporcdo de 6bitos, imunofendtipo e quantidade de LCR
obtida para exame dos pacientes que tiveram algum exame de LCR com linfoblastos
e 0s que ndo tiveram. Estudo recente também nédo descreve diferengas ao analisar

2% Entretanto,

idade, imunofendtipo e nuamero de leucdcitos entre 0s grupos
Hasegawa e colaboradores descreveram diferencas estatisticamente significativas
com relagéo a idade (>10 anos) e leucometria (>100.000/L) no grupo com blastos

em SNC ¥,

O presente estudo obteve taxa de infiltracdo por blastos em LCR de 39,2%
(11 dos 28pacientes), bem acima dos dados da literatura (2,6-11%)*. Em
contrapartida, em 1998, Pui e colaboradores referiram que 39% (64 de 165) dos
pacientes com LLA tinham linfoblastos em LCR. A principal justificativa relatada
pelos autores para ao achado foi a melhoria das citocentrifugas, réapido
processamento da amostra e grande vigilancia na procura de blastos em LCR?,

Essa justificativa pode ser aplicada aos achados do presente estudo, uma vez que
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buscou-se eliminar fatores técnicos que pudessem comprometer a sensibilidade do

método.

Outro estudo destaca que variacdes na regulacdo da rotacdo do motor tém
influéncia na quantidade de células que se deposita na superficie da lamina, o que
impacta na chance de identificacdo de blastos no LCR e no diagnéstico de infiltracéo
leucémica em SNC”. Poucos trabalhos descrevem com detalhes as etapas de

preparacdo da lamina de citologia 2.

Os autores identificam como limitagcdo do estudo o periodo relativamente
curto de acompanhamento, decorrente da necessidade de inclusdo somente de
pacientes recém diagnosticados, em inicio de tratamento. Dessa forma néo estao
ainda disponiveis os dados de mortalidade, sobrevida e taxa de recidiva medular e
em SNC da amostra estudada. Outra limitacdo é a auséncia de grupo controle, ndo

utilizado no presente estudo por questdes éticas.
CONCLUSAO

O presente trabalho foi efetivo em avaliar a infiltragdo de blastos em LCR
através da citologia convencional, destacando que a padronizacdo na coleta,
processamento e analise do LCR mostram-se importantes no resultado final do
exame. Assim, reforca a viabilidade da utilizagdo da citologia convencional, pois se

trata de método com menor custo e de mais facil acesso.
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APENDICE A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da Pesquisa: “Analise citopatolégica do liquor em pacientes com leucemia

linfoblastica aguda”

Pesquisadora: Thalyta Porto Fraga.

Telefone: (79) 99959-4231.

1. O que é esse estudo?

Esse estudo tem o objetivo de avaliar o liquido coletado da “espinha” (que é
chamado de liquor) e do o0sso, e analisar as células ali presentes. Essa avaliacao é
para saber se existem no liquor as mesmas células que causam a leucemia. Se
essas células estiverem no liqguor também, teremos que fazer algumas mudangas no

tratamento da leucemia.

2. Vou ter que fazer mais exame s para a pesquisa? / Meu filho ter4 que fazer mais

exame so para a pesquisa?

N&o. Vocé / Seu filho ja teria que ser submetido a esses exames para conseguir

tratar a doenca e essas coletas sdo necessarias e realizadas durante o tratamento.

3. Posso desistir de participar da pesquisa a qualquer momento?

Sim.

4. Se desistir de participar da pesquisa, deixarei / meu filho deixara de receber o

tratamento?

De forma alguma. O seu tratamento / O tratamento do seu filho est4 assegurado,

mesmo que nao queira participar da pesquisa.

5. Minha identificacé@o / A identificacdo do meu filho seréa revelada?
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N&o. Utilizaremos um cbédigo com numeros que ndo permitird a identificacdo do

paciente a ndo ser pelo médico assistente.

Eu,

RG , depois de ter sido explicado sobre o

estudo, concordo de livre e espontdnea vontade em participar. Minha participacao é
voluntaria, e posso me recusar a responder a qualquer pergunta feita, assim como
ter direito de sair da pesquisa em qualquer momento, sem justificativa. Os resultados
do estudo podem ser apresentados em trabalhos ou revistas da area de saude, sem,

contudo, divulgar meu nome e identidade.

Aracaju, de de 2016.

Assinatura do sujeito da pesquisa

Assinatura do responsavel pela pesquisa
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APENDICE B ~-TERMO DE CONFIDENCIALIDADE

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA |
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE
MESTRADO EM CIENCIAS DA SAUDE

Termo de Confidencialidade para a Direcio do Laboratério Patologika®

1 - Dados sobre a pesquisa cientifica

Titulo: Analise Citopatolégica do Liquor em pacientes com Leucemia Linfoblastica Aguda
Pesquisador: Thalyta Porto Fraga
Orientador: Prof. PhD Rosana Cipolotti

11 - Termo de Confidencialidade

Estamos realizando uma pesquisa que tem como objetivo determinar a taxa de infiltragdo
leucémica em liquor e os fatores a ela associados em pacientes com leucemia linfoblastica
aguda. O estudo necessitara da estrutura fisica e arcara com as despesas financeiras necessarias
para a execugdo do projeto de pesquisa. Os resultados do estudo serdo importantes para identificar
os fatores associados com os resultados na pesquisa de blastos no liquido cefalorraquidiano de
pacientes com leucemia linfoblastica aguda. As informagdes obtidas serdo confidenciadas €
utilizadas apenas com o proposito cientifico, conforme recomendada a resolugdo 196/96 do
Conselho Nacional de Saide (CNS). Os resultados serdo publicados com garantia de anonimato
dos sujeitos da pesquisa.

111 — Informacdes dos nomes, enderegos e telefones dos responsaveis pelo acompanhamento
da pesquisa.

Thalyta Porto Fraga. Médica Patologista e Mestranda em Ciéncias da satide. Universidade Federal
de Sergipe. Nucleo de Pos Graduagdo em Ciéncias da saide (NPGME) Rua Claudio Batista, S/N-
Bairro: Sanatério. Aracaju- SE. Telefones (079) 2105-1783(comercial) / (079)99594231.

IV — Consentimento

Declaro que apds, convenientemente esclarecido pela pesquisadora, €, tendo entendido o que me
foi explicado, consinto a utilizagéo do meu laboratério para a referida pesquisa.

Aracaju/ SE, M 4 /}M U de 2016.
7 Ivison Xavier Dt;a_rte
"h/;e‘n Sécio - Proprietario
i Lsboratérlo Patologika

N

4
Assinatura da Diregdo do Laboratério Patologika®

W Pode Fri g

Assinatura do Pesquisador
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