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MODIFICACOES NA PROPORCAO DAS
CELULAS DO LCR DECORRENTES DA
TECNICA UTILIZADA NO PREPARO
DO ESFREGACO

Changes on CSF’s cells proportions due to techniques
of its smears preparations
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Quando comparados os métodos da centrifugagéo com enriquecimento protéico e da sedimentagdo gravitacional facilitada,
foram observadas diferengas nas propor¢ées das células presentes. Estas diferencas podem ocorrer em virtude de perda
seletiva de células. O propésito deste trabalho é através de um artificio verificar, dentre os métodos da centrifugacéo com
enriquecimento protéico e o da sedimentagdo gravitacional facilitada, qual espelha com maior precisdo a realidade. Para
tanto tomou-se 100 amostras de sangue periférico que foram diluidas a 1:200. As amostras assim diluidas Joram utilizadas
para fazer preparados citoldgicos pelo método da centrifugagdo e da sedimentagdo. Os resultados das contagens diferenciais
Joram comparados com os do leucograma obtido com a amostra néo diluida, considerada padrdo. Nesta comparagdo observou-
se que os resultados iguais em rela¢do ao padréio s@o em maior niimero no preparado obtido através da centrifugacdo do que
naquele obtido pela sedimentagdo. O método da centrifugacdo com enriquecimento protéico provoca menor perda seletiva
dos leucdcitos, e assim espelha com maior precisio a realidade.
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Introducao

estudo das células no LCR iniciado na Franga com
trabalhos de Widal, Sicard e Ravaut (1900, 1901)
(32, 33), nos primérdios deste século, tornou-se, com
os resultados das pesquisas e com a experiéncia alcancada,
complemento indispenséavel ao exame quantitativo, pois define
o tipo de reacdo celular, fornecendo informagdes de interesse
diagnéstico e prognéstico (12, 16, 18, 19, 21, 25, 27, 30).
Para o estudo da citologia diferencial sempre houve difi-
culdades. Devido ao pequeno nimero de células, geralmente
presentes no LCR, hd a necessidade de sua concentragio; esta
concentragdo deve ser realizada de modo a permitir colora-
¢do sem prejuizo para a definigdo da textura da célula, de
preferéncia pelos métodos habituais em hematologia (7, 14,
15,17, 21, 29).
Os diversos métodos propostos tentam preencher requisi-
tos fundamentais de um método ideal, quais sejam:
a) concentragéio das células sem dano ou perda seletiva de
um determinado tipo;
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b) técnica de concentragiio sem prejudicar o LCR para os
demais exames de rotina;

¢) preparagao rica, com distribuigo regular e com defini-
¢fo nitida da estrutura celular;

d) coloragdo pandptica de Pappenhein, a qual permite fa-
cil interpretagdo das alteragdes patolégicas, baseando-se nos
conhecimentos adquiridos pelos citologistas com as prepara-
¢Oes de sangue, medula dssea, ganglio linfatico e dos diver-
sos liquidos orgénicos;

e) simplicidade de execugdo para que se possa usd-lo nas
pesquisas didrias.

Dos métodos propostos os mais difundidos sdo o da sedi-
mentacdo gravitacional facilitada (26), o da centrifugagéo (20,
21) e o da citocentrifugacdo (9, 31), sendo que todos estdo
sujeitos a criticas.

Um estudo comparativo (10) entre os métodos da sedi-
mentagdo gravitacional facilitada e o da sedimentacio
gravitacional acelerada (citocentrifuga) demonstrou que o
primeiro método é melhor, tanto na concentragéo das células
como do ponto de vista morfolégico.

Em relag@o ao método da sedimentagdo gravitacional fa-
cilitada hd uma perda de 10% a 90% das células, acarretada
por diversos fatores (1, 2, 3, 4, 5, 10, 11, 13, 14, 15, 29). No
processo da centrifugacdo também hd perda de células pelo
efeito da forca centrifuga.

Quando comparados os métodos da sedimentagio
gravitacional facilitada e da centrifugagdo com enriquecimento
protéico foram observadas diferengas nas proporgdes das célu-
las presentes (23, 24). Estas diferencas podem ocorrer em virtu-
de de perda seletiva de células. Desta forma, quanto maior for a
recuperagio e, portanto, quanto menor a perda de células, a con-
tagem diferencial ird estar mais préxima da realidade.

O propésito deste trabalho € o de verificar, dentre os mé-
todos da centrifugag@o com enriquecimento protéico ¢ o da
sedimentagdo gravitacional facilitada, qual espelha com maior
precisdo a realidade.

Material e métodos

O material consta de 100 amostras de sangue de veia pe-
riférica retirado com agulha e seringa estéreis e recolhido em
recipiente contendo EDTA para evitar a coagulagio. Para este
trabalho foram aproveitadas as amostras de sangue de pa-
cientes que por um motivo ou outro se submeteram a coleta
de sangue para esclarecimento diagnéstico. O ndmero de
leucécitos variou de 6.320 a 8.100 por mm3 e o de hemadcias
de 4.200.000 a 5.550.000. Do sangue assim obtido foi feito
um esfregaco; simultaneamente uma parcela da amostra de
sangue foi diluida a 1:200 em solugao salina isoténica.

A contagem global dos leucdcitos, no material apds a di-

luigdo, variou de 28 a 44 por mm3. A escolha da dilui¢fo
1:200 foi feita aleatoriamente, com a finalidade de que o nu-
mero de leucécitos por mm3 ndo fosse muito elevado, mas
que permitisse uma concentracio de elementos suficientes para
que a proporc¢do dos diferentes leucécitos fosse feita baseada
em no minimo 200 leucécitos por preparado. Os leucécitos pre-
sentes nas amostras de sangue diluido foram concentrados pelo
método da centrifugagdo com enriquecimento protéico21 e pelo

Figura 1 - Camara de Reis com um peso, montada sem o papel de
filtro para melhor visualizacao.

1=LCR; 2 =tubo cilindrico; 3 = peso; 4 = por¢ao superior da base
construida em acrilico; 5 = porgdo inferior da base construida
de borracha; 6 = base retangular; 7 = lamina para microscopia; 8
= papel de filtro e 9 = plataforma.

Figura 2 - Corte esquemdtico da camara de Reis.

1 - g'ez

Figura 3 - Modelo do papel de filtro utilizado para absor¢ao da
fracdo liquida.
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método da sedimentagdo gravitacional facilitada descrita por
Sayk (26). Para a sedimentaciio gravitacional das células foi
usada a cimara de Reis (5) (figuras 1, 2).

O método da centrifugagio com enriquecimento protéico
foi idealizado de forma a permitir a preparacio e a coloracio,
por método hematolégico, de um esfregaco de células de LCR;
para a realizagdo desta pesquisa o LCR foi substituido por 7
ml de uma diluigdo a 1:200 de sangue total.

O método da sedimentagio gravitacional facilitada tem
como principio a sedimentagio das células numa lamina de
microscopia, com a finalidade de evitar os efeitos nocivos
que a centrifugac@o pode causar as células; no sistema utili-
zado neste trabalho utilizou-se a camara de Reis (5), onde a
sedimentagdo das células € acelerada mediante o emprego de
papel de filtro que absorve a fragfo liquida. O papel de filtro
utilizado € de procedéncia nacional, 50 x 50, 80 g, recortado
de acordo com o modelo de Sayk (26) (figura 3). O método da
sedimentagio foi idealizado, para o LCR, de forma a obter um
sedimento rico em células que permitisse coloragio por método
hematoldgico; para a realizagdo desta tese o LCR foi substitui-
do por uma diluigdo a 1:200 de sangue total, tendo sido coloca-
do na camara de sedimentagdo 1 ml do material diluido.

Os preparados assim obtidos ¢ o esfregaco do sangue to-
tal foram corados pelo método de Leishman. A contagem di-
ferencial dos leucécitos foi entdo realizada nos trés prepara-
dos corados.

Considerando que a finalidade deste trabalho era compa-
rar o resuliado da contagem diferencial dos leucécitos dos
trés preparados, nao houve preocupagio de enumerar as indi-
cagGes clinicas que levaram os pacientes a coleta de sangue,
bem como de separar as amostras anormais das normais.

A proporgao entre os diversos elementos figurados obtida
no sangue ndo diluido foi utilizada como padrdo e serd desig-
nada no capitulo Resultados como padrdo. Para o estudo es-
tatistico comparativo dos resultados do padrio com aqueles
dos preparados obtidos apés a concentragdo dos leucécitos
pelos dois métodos serd utilizado o teste de Wilcoxon com
aproximago a curva normal; com o objetivo de comparar,

para cada método, as porcentagens de concordéncia para cada

um dos elementos figurados, foi utilizado o teste da parti¢do
do quiquadrado (8) e para comparar os dois métodos, para
cada um dos elementos figurados, quanto 3s concordncias
em relagdo ao padrao, utilizou-se o teste do quiquadrado (28)
para tabelas 2x2. Em todos os testes fixou-se em 0,05% ou
5% o nivel para a rejeigdo da hip6tese de nulidade, assinalan-
do-se com um asterisco os valores significantes.

Resultados

Os resultados da presente pesquisa estdo ilustrados nas
tabelas numeradas de 1 a 8.

Natabela 1 o estudo estatistico comparativo dos dois mé-
todos baseado no teste de Wilcoxon com aproximagéo i cur-
va normal mostrou que hé diferenga significativa para os dois
métodos, em relagdo ao padréo, para os linfécitos, granulécitos

-neutréfilos e granuldceitos eosinéfilos; para os mondécitos ¢

granulGcitos baséfilos ndo houve diferenga significativa.

O teste do quiquadrado comparando as porcentagens de
concordancia dos diferentes leucécitos, em cada método de
concentragdo, mostra que na centrifugacdo o nimero de re-
sultados concordantes, em torno de 60%, é semelhante signi-
ficativamente, para os diversos leucdcitos (tabela 2); enquan-
to que na sedimentagido observamos resultados concordan-
tes, em torno de 60%, apenas para monécitos e baséfilos, para
os demais leucdcitos estudados, os resultados concordantes
sdo em porcentagens significantemente menores do que aque-
les para os mondcitos ¢ baséfilos (tabela 3).

O teste do quiquadrado comparando os resultados con-
cordantes e discordantes entre centrifugago e padrio e entre

Tabela 1 - Teste de Wilcoxon com aproximacéo a
curva normal. Valor percentual médio das
diferencas entre padrao e centrifugacéao e entre
padréo e sedimentagéo para células linfocitérias.

LEUCO- VALORES MEDIOS
CIToS Centrifu- Sedimen-  Zcalculado P
gagcéao @ % lagdo @ %

Linfécitos +3,59 -18,70 -7.93* <0,001
Mondcitos +11,21 -3,79 -0,2 ns
Neutrdfilos -1,90 +13,76 -7,41*  <0,001
Eosindfilos +16,33 +39,54 -4,29* <0,001
Basdfilos -19,08 -21,50 -0,34 ns

Tabela 2 - Teste do quiquadrado comparando os
resultados concordantes dos diversos leucdcitos
para o método da centrifugacao.

, N?de n?de % de
LEUCO- resultados resultados  concordancia
CITOS concordantes  discordantes

% %
Linfécitos 60 40 60
Mondcitos 66 34 66
Neutréfilos 61 39 61
Eosindfilos 66 34 66
Basdfilos 61 39 61

X critico: 3,84
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Tabela 3 - Teste do quiquadrado comparando os
resultados concordantes dos diversos leucdocitos
para o método da sedimentacgéo.

, Ne de n°de % de
LEUCO- resultados resultados  concordéncia
CITOS concordantes  discordantes

% %
Linfécito 20 80 20
Mondcito 59 41 59
Neutrdfilos 33 67 33
Eosindfilos 44 56 44
Basdfilos 58 42 58

X2 critico = 3,84

Tabela 6 - Comparacao entre os métodos de
centrifugacdo e sedimentacéo - Neutrdfilos

% de resultados % de

concordantes discordantes concordancia

% %
Centrifugagédo 61 39 61
Sedimentagao 33 67 33

X2 =15,73" X critico = 3,841

Tabela 7 - Comparagao entre os métodos de
centrifugacao e sedimentacéo - Eosindfilos

% de resultados % de

concordantes discordantes concordancia

Tabela 4 - Comparagéo entre os métodos de % %
centrifugacao e sedimentacao - Linfécitos Centrifugagéo e 2 =
% de resultados % de Sedimentagao 44 56 44

concordantes discordantes concordéncia X =9,77" xecritico = 3,841
% %
Centrifugagdo 60 40 60 Tabela 8 - Comparagao entre os métodos de
Sedimentagdo 20 80 20 centrifugacao e sedimentacéo - Basdfilos

X° =33,33* X critico = 3,841

Tabela 5 - Comparacao entre os métodos de
centrifugacao e sedimentacao - Mondcitos

% de resultados % de

concordantes discordantes concordancia

% %
Centrifugacao 66 34 66
Sedimentacao ' 59 41 59
X =104 Xcritico = 3,841

sedimentacio e padrdo mostra que o método da centrifugacdo
mostrou concordéancia significativamente maior com o padrio
do que o método da sedimentaco para os leucécitos linfocitos,
neutréfilos e eosinéfilos; ndo havendo diferenga significante
para os leucécitos mondcitos e baséfilos (tabelas 4 a 8).

Comentarios

A comparagdo das porcentagens de leucécitos (figura 1),
quando se faz o estudo citomorfolégico pelo método da

% de resultados % de

concordantes discordantes concordancia

% %
Centrifugagdo 61 39 61
Sedimentacédo 58 42 58

X¥=0,18 X2 critico = 3,841

centrifugagiio e da sedimentagdo, mostra que hd diferenca
significante entre as porcentagens dos linfécitos, neutréfilos
e eosindfilos. Tais divergéncias ja foram relatadas em pesqui-
sa anterior (24), que evidenciou menor porcentagem de célu-
las linfocitdrias e maior porcentagem de granuldcitos
neutréfilos no método da sedimentagcdo do que no da
centrifugagio; em outro estudo de citomorfologia, tendo como
parametro sedimentos de LCR de pacientes com leucemia
aguda, os dois métodos também mostraram recuperagio de
células em proporgdes diferentes, o método da centrifugagdo
evidenciou células bldsticas em maior ndmero de amostras €
quando as células bldsticas estavam presentes, estiveram na
maioria das vezes em maior porcentagem no método da
centrifugagdo (23). Também o conceito de normalidade é di-
ferente conforme se considera um ou outro método (6, 22,
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23, 27). Estes achados caracterizam perda seletiva de células,
por um ou ambos os métodos, em maior ou menor quantida-
de. Como nio h4 ainda um método ideal que permita deposi-
tar todas as células no preparado, fica dificil saber qual o
método que distorce menos a realidade. Através de um artifi-
cio procurou-se com este trabalho chegar mais préximo da
verdade, usando-se para tanto o sangue total. Do sangue to-
tal, foram feitos trés preparados: um, distendendo-se uma
goticula de sangue total entre laminulas e outros dois realiza-
dos, um pelo método da centrifuga¢do com enriquecimento
protéico, no qual uma goticula de sedimento, obtido apés dupla
centrifugacdo, € distendida entre laminulas e outro através da
sedimentacdo gravitacional facilitada, onde as células sdo
depositadas em uma lamina de microscopia; estes dois dlti-
mos sedimentos sdo obtidos do mesmo sangue, porém apos
dilui¢do. Assim temos os esfregacos onde houve interferén-
cia durante o processo da sedimentagio (5, 29) e outro pela
interferéncia durante a centrifugagio. Em principio o primei-
ro esfregaco obtido do sangue total é que o espelha a realida-
de, e sendo por isso utilizado como padrio; os outros dois sdo
utilizados para se verificar a influéncia da sedimentagio e da
centrifugacio sobre as porcentagens dos leucécitos presentes
nos preparados.

O resultado deste estudo mostrou que o menor nimero de
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divergéncia com o padrdo, niimero este significantemente
menor, foi observado no método da centrifugagdo para
linfocitos, neutréfilos e eosinéfilos (tabelas 4, 5 e 6). Em re-
lagdo aos mondcitos e baséfilos ambos os métodos diferiram
igualmente do padrao (tabelas 7 e 8).

Os resultados da presente pesquisa vém demonstrar que
ha perda seletiva de células maior ou menor conforme o0 mé-
todo de concentragdo de células utilizado. Este estudo de-
monstra também que quando se estuda sangue total diluido o
método da sedimentacdo tem uma maior perda seletiva de
células, e o método da centrifugacdo preserva melhor a pro-
porg¢do original das células em maior niimero de preparados.
Por analogia podemos supor que o0 mesmo fenémeno ocorra
quando se concentra as células de amostras de LCR. Assim
ndo s6 pela coloragdo, mas também por ter menor desvio,
espelhando melhor a realidade, o método da centrifugagéo é
provavelmente superior ao da sedimentag&o para o estudo das
células do LCR.

Conclusao

O método da centrifugacdo com enriquecimento protéico
provoca menor perda seletiva dos leucécitos do que o méto-
do da sedimentag@o gravitacional facilitada, espelhando com
maior precis@o a realidade.

Summary

A previous comparative study using the spontaneous sedimentation technique and the centrifugation technique with protein
enrichment for concentrations of the CSF cells showed differences between the percentage of cells presents in the smears. This
findings might be due to the loss of cells that can occur in both methods. However it is not clear which one of the techniques
used had more influency in modifying the proportion of the differents cells.

The purpose of this survey is to compare the spontaneous sedimentation technique and the centrifugation technique with
protein enrichment trying to discover which one shows better the real percentage of the cells in CSE.

In order of that 100 samples of peripherical blood were examined. Three smears of each sample was performed: one by the

traditional way used to do leucograms; the others two smears were done by concentrating the blood samples cells previously
diluted in a saline isotonic solution up to 1:200. To perform the concentration and the smears it was used the spontaneous
sedimentation technique and the centrifugation technique with protein enrichment, and the diluted blood sample used as it
was CSFE. All the smears were stained in the same way as a blood film (Leishman stain) and examined. Using the leucogram as
standard, a comparative study of the percentage of the cells presents in the smears was performed with statiscal methods. The
results allows to conclude that the centrifugation technique with protein enrichment is better than the spontaneuos sedimentation

technique because its cells percentage shows less differences with the percentage of the cells on the leucogram.
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