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A andlise dos resultados do estudo da reagéo do dcido periddico de Schiff (PAS) em 226 amostras de LCR em pacientes
com LLA ¢ de 93 amostras de LCR de pacientes com linfomas ndo-Hodgkin permitiu afirmar que, em casos de infiltra¢cdo do
sistema nervoso, a rea¢do do PAS aumenta a possibilidade de detec¢do tanto de células bldsticas como de células tumorais
blastomatosas nos sedimentos das células do LCR. A ocorréncia de reagdo do PAS sempre que positiva, do tipo granular fino,
e a presenga de reagdo do PAS positiva com granulos grosseiros apenas em amostras de LCR de pacientes com linfomas ndo-
Hodgkin, permite utilizar este método como meio auxiliar de diferenciagdo entre infiltragées leucémicas e linfomatosas do

sistema nervoso.
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Introducao

estudo morfolégico das células do liquido

cefalorraquiano (LCR) coradas pelos corantes de

Romanowsky, tornou-se, com a experiéncia
alcancada, complemento indispensdvel ao estudo do LCR,
fornecendo informagdes de interesse diagnéstico e prognos-
tico (12, 14, 17, 25, 27, 30, 31, 34).

E freqiiente o envolvimento do sistema nervoso pelos
linfomas linfoblasticos e indiferenciados, bem como pelas
leucemias agudas (4, 9, 13, 28, 37). O diagnéstico deste en-
volvimento ¢ feito fundamentalmente pela demonstragdo de
células tumorais malignas no LCR (7, 10, 18). Os critérios de
atipia ¢ malignidade de uma c¢lula no LCR sao 0s mesmos
da citologia geral e estdo bem estabelecidos (35).

A partir dos anos 60 (1) o sucesso obtido com a terapéuti-
ca sistémica, principalmente da leucemia linfobldstica aguda
(LLA), que inclufa a profilaxia da neuroleucemia e 0s estu-
dos que se seguiram demonstrando pior progndstico para pa-
cientes com neuroleucemia, que obriga a um procedimento
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Tabela 1 - Correlagdo entre os resultados do
exame morfolGgico e da reagcdo PAS das
amostras de LCR dos pacientes com LLA.

REACAO FAS
EXAME POSITIVA  NEGATIVA TOTAL
MORFOLOGICO
PRESENCA DE )
CELULA BLASTICA 2T 2 23(102%)
AUSENCIA DE ]
CELULA BLASTICA 27 176 203 (89,8%)

48 178 226

O (21,2%)  (78,8%) (100,0%)

terapéutico mais agressivo, tornou de suma importancia o
estudo das células do LCR em pacientes com LLA.

Embora as caracteristicas morfolégicas de uma célula
tumoral ou bldstica sejam bem definidas, a quimioterapia,
hemorragia subaracnéidea e infecgdes intercorrentes sio ocor-
réncias que podem provocar mudangas nas células, transfor-
mando células mononucleares em células atipicas semelhan-
tes a blastos, podendo induzir a diagnéstico erroneo de
neuroleucemia (4, 8, 16).

Algumas alteragdes bioquimicas do LCR podem ocorrer
nas neuroleucemias, mas nenhuma delas ¢ especifica de ma-
lignidade (15, 29, 33, 36).

O desenvolvimento de técnicas citoquimicas, nas dltimas
décadas, contribuiu para o estudo das relages entre estrutura
e fungdo celulares. O emprego destas técnicas tornou-se im-
portante para fazer distin¢do entre proliferagdes celulares
reativas e malignas e entre diferentes patologias (24).

A presenca de glicogénio citoplasmatico € tipica de célu-
las tumorais e pode ser evidenciada pela reagio do PAS. As
células mostram granulos grosseiros ou finos corados inten-
samente em vermelho. Desta forma, a reagdo PAS ¢ de gran-
de valor paraa diferenciagio entre células suspeitas e malignas, par-
ticularmente em casos de metdstase no sistema nervoso (21, 22).
Sabe-se que areaciio do PAS tem como principal aplicagdo clinica o
diagnéstico diferencial das leucemias agudas. Nos pacientes com
LLA, na grande maioria dos casos, os linfoblastos do sangue perifé-
rico sdo PAS positivos (2).

O propésito desta pesquisa € o de avaliar a eficdcia da rea-
¢do do dcido periddico de Schiff no diagnéstico e acompanha-
mento dos pacientes com neuroleucemia e neurolinfomatose.

Material e método

O material deste estudo € constituido por 226 amostras de
LCR de 100 pacientes com LLA, e por 93 amostras de LCR

de 50 pacientes com linfoma nao-Hodgkin, perfazendo um
total de 359 amostras de LCR e 150 pacientes; de 95 pacien-
tes foram colhidas mais de uma amostra. A idade destes pa-
cientes variou de 2 anos a 72 anos, sendo 91 do sexo mascu-
lino e 59 do sexo feminino.

Das amostras dos pacientes com LLA, 198 tinham ndme-
ro global de células normal e 28 hipercitose; nas amostras
dos pacientes com linfoma, 58 tinham nimero global de cé-
lulas normal e 35 hipercitose. Nas amostras com hipercitose
o nimero global de células variou de 3,4 por mm? a 950 por
mm?® nas LLA e de 4,0 por mm? a 850 por mm?® nos linfomas.

Para avaliar a especificidade do PAS foi feito o mesmo
estudo citoquimico em um grupo controle composto de 64
amostras de LCR de pacientes com distirbios neurolégicos
diversos, que nao processo tumoral maligno. Estas amostras
tinham contagem global de células normal, e nio apresenta-
ram alteragdes de quaisquer dos parimetros analisados. A
idade destes pacientes variou de 1 ano a 86 anos, sendo 30 do
sexo masculino e 34 do sexo feminino.

Todas as amostras foram submetidas ao exame de rotina
que inclui: exame fisico, contagem global e diferencial das
c€lulas; exame quimico (dosagem das proteinas totais, rea-
¢oes das globulinas, dosagem dos cloretos e da glicose), rea-
¢Oes imunobioldgicas para sifilis e cisticercose.

Para a citomorfologia e o estudo citoquimico as células
foram concentradas pelo método da sedimentagdo gravita-
cional facilitada com o auxilio da cAmara de Reis; como pre-
conizado, o volume de LCR utilizado, bem como o tempo de
sedimentagdo variou, na dependéncia do nimero global de
células presente em cada amostra (5). Devido ao fato de as
células serem pereciveis, as ldminas com as células
sedimentadas foram sempre preparadas ¢ adequadamente
coradas no mesmo dia.

Foram feitas sempre duas ldminas: uma para o exame
morfoldgico, cujo sedimento foi corado pelo método panético
(26) e outra para o0 exame citoquimico, cujo sedimento foi cora-
do pelo PAS, combinada com a coloragéo de azul de alcian (20).

As amostras de LCR contaminadas com sangue periféri-
co foram excluidas.

Resultados

No grupo controle em apenas 1 amostra foram encontra-
das células com reagio do PAS positiva.

Nas 226 amostras dos pacientes com LLA verificamos a
presenca de células bldsticas no exame citomorfolégico de
23 amostras (10,2%) e células positivas para a reagio PAS
em 48 amostras (21,2%). Estes achados diferem significati-
vamente daqueles do grupo controle.

Considerando os casos positivos, os resultados de 21 amos-
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Figura 1 - Célula bldstica com reagdo PAS positiva tipo granular
fino (paciente com LLA) - 1.000 X.

tras (43,75%) foram concordantes, ou seja, encontramos cé-
lulas bldsticas no exame morfolégico e células PAS positivas
no exame citoquimico, e de 27 amostras (56,25%) foram dis-
cordantes, ou seja, encontramos células PAS positivas no exa-
me citoquimico e auséncia de células bldsticas no exame
morfolégico. Somente em 2 amostras (0,9%) o encontro de
células bldsticas nao foi acompanhado do encontro de célu-
las PAS positivas (tabela 1).

Em 7 pacientes foi possivel fazer um estudo seqiiencial
das amostras. Em 3 destes pacientes, no primeiro exame, tan-
to o estudo morfolégico como a reagdo do PAS detectaram
células bldsticas; no segundo exame, apds o paciente ter sido
medicado, ndo mais foram encontradas células bldsticas na
citomorfologia; porém, no estudo citoquimico, foram encon-
tradas células PAS positivas. Em outros 4 pacientes tanto a
citomorfologia como a reagdo do PAS foram capazes de de-
tectar células bldsticas mas ndo em todas as amostras; em 3
pacientes o achado de células com reagdo do PAS positiva
ocorreu ja na primeira amostra de LCR, enquanto que o en-
contro de células bldsticas na citomorfologia ocorreu a partir
da segunda amostra.

As células blasticas dos pacientes com LLA apresenta-
ram reagdo PAS sempre de tipo granular fino (figura 1).

Nas 93 amostras dos pacientes com linfoma verificamos
a presenca de células tumorais nu exame citomorfolégico de
36 amostras (38,7%) e células PAS positivas em 48 amostras
(51,6%). Entre os casos positivos, os resultados de 33 amos-
tras (35,5%) foram concordantes, ou seja, encontramos célu-
las tumorais no exame morfoldgico e cilulas PAS positivas
no exame citoquimico, em 15 amostras encontramos células
PAS positivas no exame citoquimico e ndo foram encontra-
das células tumorais no exame morfolégico. Em 3 amostras o
encontro de células bldsticas nao foi acompanhado do encon-
tro de células PAS positivas (tabela 2).

Analisando os exames seqiienciais do grupo de amostras

Tabela 2 - Correlagado entre os resultados do
exame morfoldgico e da reacao PAS das
amostras de LCR dos pacientes com linfoma
nao-Hodgkin.

VA  TOTAL
EXAME POSITIVA  NEGATI
MORFOLOGICO
PRESENCA DE ]
CELULATUMORAL 33 3 36(387%)
AUSENCIA DE 5 - 57 (61.5%)

CELULA BLASTICA

48 48 93

TOTAL (51,6%)  (484%) (100,0%)

de pacientes com linfoma verifica-se que as células tumorais
s30 encontradas em maior nimero de amostras nos sedimen-
tos corados pelo PAS do que nos sedimentos corados pelo
método pandtico, nao havendo a caracteristica de na maioria
ter aparecimento precoce ou de continuar presente mesmo
ap6s terapéutica intratecal.

Os padrdes da reagiio do PAS, nas células tumorais PAS
positivas, foram varidveis. Em 37 amostras (77,1%), a maio-
ria das reagdes PAS positivas foi do tipo granular fino; 11
amostras (22,9%) mostraram reagdes em granulos grosseiros
periféricos (figura 2), sendo que estas sempre apresentaram
alta porcentagem de células tumorais no exame morfolégico.

Discussao

A contagem global e diferencial das células do LCR t€m
valor inestimével para o diagndstico, tratamento e progndsti-
co das enfermidades do sistema nervoso. Encontro de células
funcionalmente ativas e proliferantes ¢ de grande importan-

Figura 2 - Célula tumoral do tipo blastomatoso com reagao PAS
positiva em granulos grosseiros (paciente com linfoma) - 1.000 X.
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cia diagndstica em reagdes patoldgicas das meninges (21).

O estudo da citologia diferencial no LCR de pacientes
com LLA € importante para o estadiamento da doenga, ndo
$6 no inicio do tratamento mas também durante o seu curso,
mesmo em remissdo hematoldgica, para surpreender preco-
cemente infiltragao leucémica do sistema nervoso que prece-
de as manifestagdes clinicas neurolégicas (9, 34).

Apesar do uso de tratamento profilatico do sistema ner-
v0s0, em criangas com LLA, a recidiva ainda ocorre em 5% a
10% dos casos. Na maioria destas criangas, esta recidiva é
assintomdtica, o que vem reforcar a necessidade de estudos
citolégicos acurados no LCR (19). Disto resulta o interesse
de introduzir outras técnicas no estudo da citologia do LCR,
direcionando-o na avaliagdo do valor diagndstico das mes-
mas em diferentes enfermidades neurolégicas. O emprego de
técnicas citoquimicas e imunoquimicas tem sido sugerido para
complementar a diferenciagdo morfolégica das células, me-
Ihorar o diagnéstico e avaliar o tratamento das doengas do
sistema nervoso (22, 37).

Para a citomorfologia e citoquimica do LCR faz-se ne-
cessdrio preparar adequadamente o sedimento celular, O mé-
todo utilizado foi o da sedimentagio gravitacional facilitada
com a cimara de Reis; apesar do método da sedimentagio
gravitacional facilitada proporcionar pequena recuperagio de
células, em média 20%, ele revela as células dotadas de gran-
de vitalidade, juntamente com as células mais frageis,
esfoliadas hd mais tempo. Além disso, a qualidade das prepa-
ragoes obtidas € muito boa e as células sdo, na sua maioria,
bem preservadas (5, 28).

O resultado da citomorfologia nas amostras do grupo con-
trole foi semelhante aos valores normais indicados por
Brandao e Reis-Filho (6), inclusive em relagdo a presenga
ocasional de granuldcitos neutréfilos em pequena porcenta-
gem. O estudo citoquimico pela reagdo do PAS mostrou, nes-
te grupo controle, a presencga de células linfocitdrias com rea-
¢ao PAS positiva em apenas 3,1% das amostras. Este valor é
semelhante ao descrito na literatura (20, 23).

No grupo de pacientes com LLA foram encontradas 48
amostras com células bldsticas reveladas pelo exame
morfolégico e/ou pelo exame citoquimico. Como foi eviden-
ciado pela andlise dos resultados, em 27 amostras com rea-
¢ao do PAS positiva o estudo morfolgico ndo mostrou célu-
las bldsticas. O estudo seqiiencial realizado em alguns pa-
cientes com LLA mostrou que a reagdo do PAS positiva pre-
cede, por vezes, o achado citomorfoldgico e pode permane-
cer presente, outras vezes, mesmo apés o desaparecimento
das células bldsticas no estudo morfolégico. Estes achados,
aliados 2 baixa presenca de células PAS positivas no grupo
controle, sugerem que a presenga de células PAS positivas no
LCR pode indicar infiltra¢do leucémica do sistema nervoso.

Pode-se, assim, dizer que a reagdo do PAS foi mais eficiente
no diagnéstico da célula bléstica do que o exame morfolégico
no estudo de sedimento de células do LCR.

As reagdes PAS positivas neste grupo foram sempre do
tipo granular fino (figura 1).

Em 2 amostras o achado de células blésticas ocorreu ape-
nas na citomorfologia; este acontecimento ocasional pode ser
explicado provavelmente por distiirbios no metabolismo ce-
lular (32).

Aliteratura, tanto quanto seja de nosso conhecimento, ndo
acusa a presenga de estudos quantitativos sobre o valor diag-
néstico da citoquimica em pacientes com infiltragdo leucémica
do sistema nervoso, embora alguns autores recomendem o es-
tudo citoquimico das células do LCR no diagndstico precoce
da recidiva e na avaliagdo e seguimento da terapéutica (3, 11).

Os resultados obtidos no grupo de pacientes com linfoma
atestaram a eficiéncia da rea¢do PAS na detecgio de células
tumorais em pacientes com infiltragao de células linfomatosas
no sistema nervoso. Em 48 amostras de LCR, em que a rea-
¢do do PAS foi positiva, o estudo do sedimento corado pelo
método panétipo permitiu a identifica¢do de células tumorais
em apenas 33 amostras; somente em 3 amostras, em que o
citomorfolégico revelou células tumorais, a reacdo do PAS
foi negativa. Como nas amostras dos pacientes leucémicos,
nas amostras seqiienciais de pacientes com linfoma, os acha-
dos de células com reagdo PAS positiva, alternando com
citomorfoldgico negativo para células tumorais, confirma o
fato de que as células com reag@o PAS positivas sdo realmen-
te demonstrativas de células tumorais do tipo blastomatoso.

A auséncia de resposta a reagdo PAS em alguns casos de
linfomas com infiltragdo do sistema nervoso, demonstrada
pela citomorfologia, pode ser justificada da mesma forma que
o foi para as células bldsticas.

O padrio da reacdo PAS foi varidvel no grupo de pa-
cientes com linfoma. A maioria das células apresentou
reacdo PAS positiva do tipo granular fino (figura 1), en-
quanto que 23% das amostras mostraram reagdes PAS
positivas, em granulos grosseiros, em forma de blocos, ao
redor do nicleo (figura 2).

Considerando que quando positivas, nas amostras de pa-
cientes com LLA, a reagio PAS foi sempre do tipo granular
fino, pode-se supor que a presenga de reagao PAS positiva em
granulos grosseiros sugere infiltragdo por células tumorais
de linfoma.

Em relagdo ao estudo da reagdo do PAS em amostras de
LCR de pacientes com linfomas ndo-Hodgkin ndo se encon-
tram muitos dados. Ha citagdo (3) de caso de linfoma
linfobldstico cujo LCR apresentou células com reagdo PAS
positiva sob a forma de grandes granulos que persistiram
mesmo apds a diminuicéo significante da pleocitose.
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Conclusodes

1 - A reagdo do PAS fornece adjunto diagnéstico util ao
exame morfolégico, aumentando a possibilidade de detec¢ao
tanto de células blésticas como de células tumorais do tipo

blastomatoso, nas amostras de LCR de pacientes com leucemia
linfobldstica aguda e linfomas, respectivamente.

2 - O padrio “granulagdes grosseiras” da reagao do PAS
nas células do LCR s6 foi observado nos pacientes com infil-
tragdes do sistema nervoso por linfomas nao-Hodgkin.

Summary

It was compared, in CSF cells sediment, the results of morphologic examination of cerebrospinal fluid and PAS reaction in
samples of patients with acute limphoblastic leukemia ( ALL) and non-Hodgkin lymphomas. That research allow as to conclude
that PAS reaction increases the possibility of detecting blastic cells and tumoral cells in cases of nervous system infiltrations.
In the group of ALL patients, when the PAS reaction was positive, it was found to be allways of a diffuse type with fine
granules; in other wise, in the group of patients with non-Hodgkin lymphomas, when the PAS reaction was positive, 23% of the
samples were found to be in form of coarse granules surrounding the nucleus. This fact could be used as an auxiliar method
of differencial diagnosis between ALL and non-Hodgkin lymphomas.
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