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RESUMO

7

Metdstase meningea é uma complicacdo comum de carcinomas e neoplasias
hematoldgicas. O exame citopatolégico do liquido cefalorraquidiano (LCR) € um dos
métodos diagndsticos usados na rotina, porém tem sensibilidade baixa por escassez
celular. Na maioria dos laboratérios de Patologia, amostras de LCR séo preparadas
apenas por citocentrifugacdo. O cell block € um método de preparo de amostra
citolégica, e plasma-tromboplastina € uma técnica de preparo de cell block de custo
baixo, execucdo facil e preservacdo da morfologia e da celularidade. A
imunocitoquimica pode ser aplicada em amostras de citocentrifugacéo e de cell block.
A aplicabilidade do cell block em amostras de LCR ainda ndo estd bem descrita na
literatura. Diante disso 0s objetivos deste estudo foram analisar a frequéncia dos
diagndsticos clinicos/histopatolégicos e dos resultados dos exames citopatoldgicos de
LCR; avaliar a concordancia nos resultados dos exames citopatoldgicos de LCR entre
as amostras preparadas por citocentrifugacdo e cell block pelo método plasma-
tromboplastina; comparar as amostras de LCR preparadas pelos dois métodos com
relacdo a celularidade, aos aspectos morfologicos e a expressado imunocitoquimica de
PANCK, e analisar o escore de positividade de marcadores imunocitoquimicos no cell
block. Trata-se de estudo observacional e transversal com analise de amostras
citologicas de LCR enviadas para as Unidades de Anatomia Patoldgica do Hospital
Universitario de Brasilia (HUB) e do Hospital de Base/Instituto de Gestdo Estratégica
do Distrito Federal (HB/IGESDF). Foram obtidos dados de diagnosticos
clinicos/histopatolégicos e resultados dos exames citopatologicos de LCR nas
requisicdes de exame, laudos e prontuarios médicos de 2013 a 2021. Para as anélises
de concordancia e comparacéo, foram incluidas amostras de LCR enviadas de 2019
a 2021. No cell block avaliou-se a expressdo de marcadores imunocitoquimicos,
utilizando-se escores de positividade. Em 51,3% (312/608) das requisi¢cdes de
amostras de LCR constava o diagnéstico clinico/histopatolégico de neoplasia, com
predominio das neoplasias hematolégicas seguidas de carcinoma. Do total de
diagndsticos clinicos de carcinomas, a maioria, 54,0% (47/87) era de origem em

mama. Com relacdo aos resultados dos exames citopatolégicos de LCR, em 5,9%



(36/608) das amostras obteve-se resultado suspeito/positivo para malignidade. A
neoplasia mais frequentemente diagnosticada em LCR foi o carcinoma, 61,6%
(22/36), seguido de neoplasia hematoldgica, 30,6% (11/36). Os sitios primarios mais
frequentes de carcinomas diagnosticados em LCR foram mama e pulm&o. Houve
concordancia nos resultados dos exames citopatolégicos entre as amostras
preparadas por citocentrifugacéo e cell block em 97,3% (73/75) (Kappa= 0,84). A
maioria das amostras de LCR era acelular, 64,0% (48/75) . Na contagem de células
ndo houve diferenca estatisticamente significativa e a morfologia celular foi
semelhante nos dois métodos. O escore de positividade para PANCK em carcinomas
foi elevado em ambos os métodos de preparo. No cell block as médias e as medianas
dos escores de positividade dos marcadores PANCK, CK7, MOC-31 e claudin-4 foram
elevadas. Considerando-se os resultados das analises de concordancia e comparativa
entre citocentrifugacéo e o cell block, a facilidade de execucéo e o baixo custo do cell
block, a facilidade de interpretacdo na imunocitoquimica e os elevados escores de
positividade dos marcadores em amostras de cell block, pode-se concluir que o cell
block pelo método plasma/tromboplastina € uma técnica aplicavel em amostras de
liguido cefalorraquidiano e pode ser usado de forma complementar a
citocentrifugacdo, com o objetivo de aumentar a sensibilidade do exame

citopatoldgico.

Palavras-chave: carcinoma; linfoma; metastase meningea; liquido cefalorraquidiano;
citologia; cell block; método  plasma-tromboplastina;  citocentrifugado;

imunocitoquimica.



ABSTRACT

Meningeal metastasis is a common complication from carcinomas and hematologic
malignancies. The cytological examination of the cerebrospinal fluid (CSF) is an
accessible and minimally invasive diagnostic method but its sensitivity is low due to
cell sparsity. In most laboratories the CSF is prepared by cytocentrifugation. Cell block
is a cytological method commonly used for processing effusion, peritoneal and
bronchoalveolar lavage and fine needle aspiration samples, in addition to
cytocentrifugation. The plasma-thromboplastin method is one of the most appropriate
for cell block preparation because of its low cost, easy execution and good cellularity
and morphological preservation . The immunocytochemistry can be applied to samples
prepared by cytocentrifugation and cell block samples. The applicability of cell block in
CSF samples isn’t well described in the literature. This study aimed to analyze the
clinical/histopathological diagnosis frequency and the cytological CSF exam results,
evaluate the results convergence between samples prepared by cytocentrifugation and
cell block, compare CSF samples prepared by cytocentrifugation and cell block
concerning to cellularity, cell morphology and PANCK immunocytochemical
expression, and analyze the positivity score of immunocytochemical markers in cell
block. This is a cross-sectional observational study in which CSF fluid samples were
sent to Pathology Services of Hospital Universitario de Brasilia (HUB) and Hospital de
Base/Instituto de Gestdo Estratégica em Saude do Distrito Federal (HB/IGESDF) for
cytological analysis. The clinical/histopathological diagnoses and the CSF exam
results were obtained from exam forms, hospital archives and cytological reports,
including all CSF cytological exams from 2013 to 2021. For concordance and
comparison analysis, all CSF samples from 2019 to 2021 were included. In
representative sections of cell block, immunocytochemical markers expression was
compared using a positivity score. In most CSF samples requests, there were
clinical/histopathological diagnosis of neoplasia, 51.31% (312/608); hematological
neoplasms predominated followed by carcinoma. Among carcinomas, the majority
were from breast, 54.0% (47/87). Regarding the CSF cytological results from all the
samples, in 5.9% (36/608) suspicious/positive results were obtained in the

cytopathological analysis. The most frequent neoplasm diagnosed in CSF was



carcinoma, 61,6% (22/36) followed by hematological neoplasm, 30,6% (11/36). The
most frequent carcinoma primary sites diagnosed in CSF were breast and lung. In the
concordance and comparative analyses, there was concordance in 97.3% (73/75)
(Kappa= 0.84) of the results between the samples prepared by cytocentrifugation and
cell block. Regarding cellularity, most of CSF samples were acellular, 64,0% (48/75).
There was no statistically significant difference concerning cell number. Morphological
cell aspects were similar in samples prepared by both methods. The positivity PANCK
score in carcinomas was high in both preparation methods. Cell block positivity score
average and medians for diagnostic markers, PANCK, CK7, MOC-31 and claudin-4,
were high. Considering the concordance and comparative analyzes results between
cytocentrifugation and cell block, easy execution, low cost, easy immunocytochemistry
interpretation, and high immunocytochemical markers positivity in cell block samples,
we concluded that cell block prepared by plasma/thromboplastin method is a technique
applicable for CSF samples and can be used in a complementary way to

cytocentrifugation in order to increase cytopathological test sensitivity.

Keywords: carcinoma; lymphoma; meningeal metastasis; cerebrospinal fluid;
cytology; cell block; plasma-thromboplastin method; cytocentrifuged;

iImmunocytochemistry.
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1 INTRODUGAO

1.1 METASTASE MENINGEA

A meningite neoplasica ou metastase meningea é a disseminag¢do metastéatica
de células tumorais procedentes de neoplasias solidas ou hematoldgicas para as
leptomeninges (pia e aracnoide) e espaco subaracnoideo (1). A disseminacdo das
células neoplasicas ocorre por via hematogénica, perineural, linfatica, mecanismos
perivasculares ou por extensao direta das metastases superficiais do cérebro ou 0sso
do cranio ou medula espinhal (2). O envolvimento do espaco subaracnéideo por
células neoplasicas ocorre em 4-15% dos pacientes com tumores solidos e em 5-15%
de pacientes com neoplasias hematolégicas (3). Os tipos mais comumente
responsaveis por estas metastases sao: carcinomas da mama (35%), do pulmao
(24%) e malignidades hematolégicas (16%) (4).

Aincidéncia e a prevaléncia da metastase meningea estdo aumentando devido
ao desenvolvimento de melhores modalidades de tratamento e consequente aumento
da sobrevida dos pacientes com cancer (5).

As manifestacdes clinicas ocorrem devido ao acometimento dos hemisférios
cerebrais nervos cranianos e/ou da medula e raizes nervosas (1). O diagnéstico de
metastase meningea deve sempre ser considerado em pacientes com cancer e
sintomas neuroldgicos (2). Alguns sinais e sintomas resultam de células cancerigenas
gue obstruem as saidas normais do LCR causando um acumulo de fluido e aumento
da pressao no cérebro (Figura 1). Esse aumento da pressao pode causar sintomas
incluindo dores de cabeca, nauseas, alteracdes na visao e dificuldade para caminhar.
As células cancerosas também podem afetar nervos que saem do cérebro causando

dorméncia, fraqueza ou dor (6).



14

How leptomeningeal metastases (LM) interfere
with normal cerebrospinal fluid (CSF) flow

CSF within
~___brain ventricles -
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Figura 1 llustracdo esquematica do fluxo do LCR e de sua interrupgdo por células cancerosas
metastaticas para leptomeninges. Fonte: Corbin ZA, Nagpal S. Leptomeningeal Metastases. JAMA
Oncol. 2016.

As modalidades terapéuticas para o tratamento da metastase meningea devem
ser individualizadas e consistem na quimioterapia intratecal, radioterapia e
quimioterapia sistémica (1) (2). A quimioterapia intratecal se faz pela administracédo
de farmacos diretamente no espaco subaracnoideo (3) (7). A eficacia da quimioterapia
sistémica no tratamento da metastase meningea por tumores solidos é em geral
limitada, principalmente pelas baixas concentra¢des das células tumorais alcancadas
no liquor (liquido cefalorraquidiano) e no parénquima cerebral e a falta de eficacia

antitumoral em determinadas neoplasias (2). O papel da cirurgia na metéstase
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meningea é limitado sendo a indicagcdo restrita a implantacdo de reservatérios
subcutédneos para aplicacdo da quimioterapia, biopsia em casos selecionados e
exame citolégico ndo conclusivo, e derivagdo ventriculoperitoneal nos casos de
hidrocefalia (1). Apesar dos avancos em radioterapia e quimioterapia, 0 progndéstico
destes pacientes € ruim com severo impacto na morbidade e mortalidade, sendo a
sobrevida média de 3 a 6 meses apos diagnostico do envolvimento leptomeningeo (1)
(5) (8).

O exame citopatolégico do liquido cefalorraquidiano (LCR) ao lado do exame
de imagem sédo os métodos diagnésticos mais utilizados, porém com baixa acuracia
(1) (8). Nao ha um padrao ouro para o diagnéstico de metastase meningea (1) (8).

O exame de neuroimagem de eleicdo em pacientes com suspeita de MN € a
ressonancia magnética com gadolinio do cérebro e medula espinhal (1). As alteracdes
mais frequentes a ressonancia magnética, compativeis com o diagnostico de
metastase meningea, sdo: realce focal ou difuso das meninges, nddulos
subaracnoideos ou intraventriculares e realce localizado no epéndima, nervos
cranianos ou em raizes nervosas (1). E importante a realizacdo do exame de
neuroimagem antes da punc¢do lombar pois esta pode causar um realce meningeo
transitorio e consequentemente um resultado falso positivo (1).

A andlise laboratorial do LCR pode constatar niveis proteicos acima de 45
mg/dL, pleocitose e niveis de glicose reduzidos (< 60 mg/dL). A pressao liquérica
elevada (> 150 mm) pode ser encontrada em 30-57% dos pacientes com metastase
meningea (5).

As diretrizes EANO ESMO propuseram uma classificacdo de metastases
meningeas de céanceres soélidos com base na apresentacdo clinica, ressonancia
magnética e citologia do LCR. A metastase meningea tipo | € definida por citologia
LCR positiva (confirmada), enquanto a do tipo Il € definida por sinais clinicos e de
ressonancia magnética tipicos (provavel ou possivel). Os pacientes com metastase
meningea tipo | tem pior progndstico que os pacientes do tipo Il, mas respondem

melhor a quimioterapia intratecal e sistémica (9).
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1.2 EXAME CITOPATOLOGICO DO LCR (CITOLOGIA ONCOTICA)

O exame clinico do LCR foi possivel com a invencao da puncdo lombar por
Heinrich Quincke em 1891, sendo a presenca de células malignas no LCR descrita
pela primeira vez em 1904 (10).

O exame citopatologico é considerado um dos principais métodos diagndsticos
em LCR. E um exame tecnicamente simples, rapido e pouco oneroso (11) (12). E
utilizado para confirmagdo de suspeita clinica de metastase nos casos de tumores
primarios conhecidos, na presenca de mais de um primario e também nos casos de
tumores ocultos ou desconhecidos (11). A analise citopatologica do LCR também é
util na avaliacdo da resposta ao tratamento na metastase meningea (1). Segundo o
grupo de trabalho Response Assessment in Neuro-Oncology este exame deve ser
feito antes do inicio do tratamento e durante o tratamento (12). Considera-se resposta
ao tratamento quando a citologia passa de positiva a negativa. Considera-se
progressdo da metastase meningea quando a citologia previamente negativa se torna
positiva ou quando a citologia previamente positiva persiste positiva apos a fase de
inducao do tratamento (12).

As principais técnicas utilizadas em citopatologia sao citocentrifugacao,
citologia em meio liquido e cell block (10) (11) (12) (13).

1.2.1 Citocentrifugacgéo

Um dos métodos de transferéncia de amostras citolégicas para laminas é a
citocentrifugacdo, sendo a mais utilizada no processamento do LCR (11) (12). A
citocentrifugacéo permite que as células sejam dispostas em uma |amina na posicéo
vertical, enquanto o fluido suspenso € absorvido por um papel absorvente circundante
(12) (13). Na Figura 2 encontra-se ilustracdo desta técnica. Além de ser eficiente em
termos de rendimento (aproveitamento) celular, permite o uso de praticamente todos
os tipos de fixacdo e coloracgéo, inclusive imunocitoquimica, imunofluorescéncia e
hibridizacdo in situ (12). Contudo, o diagnéstico de metastase meningea é limitado

devido a baixa sensibilidade do exame citolégico do LCR, principalmente pela pobreza
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de células neopléasicas que € uma constante nestas amostras (11). A realizacdo de
imunocitoquimica pode ficar prejudicada devido ao numero limitado de laminas

microscoépicas realizadas (10) (12) (13).

Cerebrospinal Fluid Cell Preparation

A

Figura 2 Desenho ilustrativo da técnica de citocentrifugac¢édo. Fonte: Torzewski et al.Integrated cytology
of cerebrospinal fluid. Springer. Berlin: 2008.
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1.2.2 Citologia Em Meio Liquido

O exame citolégico em meio liquido é uma técnica largamente utilizada
no preparo da maioria das amostras citolégicas. Foi desenvolvida na década
de 1990 como uma alternativa a citologia convencional por apresentar maior
taxa de aproveitamento celular e melhor preservacao celular (14).
Publicac¢des utilizando um dos métodos de meio liquido, ThinPrep,
demonstraram melhor detalhe celular em relacéo a citocentrifugacéo, e
sensibilidade e especificidade na detec¢cdo de anormalidades, comparaveis ou
superiores "a citocentrifugacao (15) (16). Porém citacdes do preparo em meio
liguido em LCR séo escassas na literatura (16). Straccia et al demonstraram
bons resultados da técnica em meio liquido em LCR, com relacdo a limpeza
do fundo do esfregaco, maior riqueza celular, melhores detalhes nucleares e
maior celularidade por lamina, em relacao a citocentrifugacéo. Este método
proporciona material residual, util para técnicas auxiliares como

imunocitoquimica e testes moleculares (14).

1.2.3 Cell Block

Os primeiros relatos da manufatura do cell block ou emblocado celular séo de
Bahrenburg em 1896, com o diagnostico de carcinoma em liquido ascitico (17). Ele
processou o liquido ascitico por coagulacdo espontanea, fixacdo em 4&lcool e
embebimento em celoidina. Em 1917 Mandelbaum usou uma técnica de preparacéo
de cell block e detectou células malignas ap6s centrifugacdo de exsudatos (18).
Porém a técnica foi consagrada em 1947 com a publicacdo de Chapman e Whalen,

sobre confeccéo de cell block a partir de fluidos serosos (19).
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1.2.3.1 Técnica

A técnica do cell block consiste na concentracdo do espécime citologico, seja
sedimento, coagulo sanguineo, liquidos de efusfes serosas ou lavados peritoneais e
broncoalveolares ou ainda fragmentos visiveis macroscopicamente como 0s oriundos
de PAAF (19). A amostra € fixada, processada nos moldes do material histolégico
habitual, emblocada em parafina e cortada. Os cortes variam de 4 a 5 uym e a
coloracéo utilizada é a Hematoxilina-eosina (HE) (13) (19).

Sao descritas numerosas técnicas de confeccdo do cell block, algumas
disponiveis comercialmente porém a maioria sdo técnicas modificadas “in house”
sendo a do plasma-trombina-tromboplastina uma das mais frequentemente utilizadas
além da técnica do Agar, HistoGel e sistema automatizado Cellient (20) (21).

O método plasma-trombina-tromboplastina € simples e rapido ao ser
comparado com o método com agar, tem menos passos metodolégicos, dispensa
aguecimento do meio de inclusédo, podendo ser realizado a temperatura ambiente
(22). A formacao do coagulo ocorre apds adicao de plasma humano e tromboplastina
ao sedimento do LCR ap06s centrifugacéo, conforme ilustrado na Figura 3, podendo
entdo ser processado de acordo com metodologia idéntica as amostras histologicas —
fixacdo, inclusdo em parafina, cortes e repeticbes necessarias as coloragcdes
especiais, e a imunocitoquimica (22) (23).

Fibrinogénio e trombina em p6 foram usados pela primeira vez para formacao
de coagulos a partir de material citolégico, em 1948 por Birge et al (23). De Girolami
em 1977 demonstrou o uso diagnostico do método em uma variedade de tecidos e
orgaos dos tratos genital feminino, urinario, digestério e respiratorio, além de mamas
e efusdes (24) (25). Em 2014 Crapanzano et al. descreveram melhor celularidade,
interpretacdo morfologica, distribuicdo celular e coagulo de maior tamanho, como
resultado de uma pesquisa sobre varios métodos de confecgéo de cell blocks (26).

Caso o material enviado ao laboratorio ndo seja fresco e sim fixado, é
necessario lavagem completa do mesmo com solucéo salina isotdnica antes de se

adicionar plasma e tromboplastina (27).
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Figura 3 Técnica de confecgao de cell block pelo método plasma-tromboplastina. Fonte: Chandra A et
al. The international system for serous fluid cytopathology. Springer. Switzerland: 2020.

1.2.3.2 Aplicabilidade

Cell block pode ser usado para coloragbes especiais como mucicarmin e
coloracbes para microorganismos, em técnicas auxiliares como imunocitoquimica e
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técnicas moleculares como reacdo em cadeia polimerase (PCR), hibridizacéo in situ,
reacdo em cadeia polimerase quantitativa para detectar mutacdes de oncongenes,
fusBes génicas, ganhos de cOpias génicas e superexpressdo proteica, além de
sequenciamento genético de ultima geracao (10) (11) (19).

Citocentrifugado e cell block se prestam a imunocitoquimica porém as maiores
vantagens do cell block em relacdo ao citocentrifugado é que pelo material ser fixado
em formalina e processado nos moldes dos espécimes histolégicos, ndo necessita de
validacéo adicional para testes auxiliares incluindo a imunocitoquimica (28). Também
permite a ampliacdo de painel de marcadores imunocitoquimicos por possibilitar
multiplos cortes histolégicos sequenciais além de fornecer detalhes citomorfolégicos
adicionais e maiores detalhes arquiteturais e excelente material para estudos
auxiliares (10) (26) (28).

A tendéncia atual da medicina de se utilizar procedimentos cada vez menos
invasivos, realca a utilidade dos cell blocks (26). Em uma pesquisa internacional sobre
praticas citolégicas em citologia ndo ginecolégica, a maioria dos pesquisadores
indicou o cell block como uma das técnicas mais utilizadas pelos mesmos e como o
mais utilizado para estudos auxiliares (29).

Uma das desvantagens do cell block é o atraso no processamento do material

em relacdo ao preparo rapido por citocentrifugacéo (30).

1.3 IMUNOCITOQUIMICA E MARCADORES IMUNOCITOQUIMICOS

No estudo de liquidos cavitarios (efusdes) e lavados peritoneais o uso de
marcadores e painéis imunocitoquimicos para aprimoramento diagnostico e
classificacdo das malignidades estd bem estabelecido (13). Marcadores para
diagnostico, progndstico e de resposta terapéutica sdo usados no seguimento de
pacientes com carcinoma metastatico obtidos destas amostras (31).

Nos exames citopatoldgicos de LCR h& uma constante preocupacdo com o
pequeno volume das amostras quase sempre acompanhado de oligocitose sendo
necessario otimizar o diagndstico através do exame imunocitoquimico (11). O exame

imunocitoquimico auxilia na confirmacdo da suspeita clinica nos casos de
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malignidades primérias j& conhecidas; € particularmente importante quando existe
mais de um tumor primario (0 que ndo é incomum tendo em vista o efeito
carcinogénico de terapias anticAncer), nos casos de suspeicdo de tumores primarios
do Sistema Nervoso Central (SNC) e nos casos de sitio primario desconhecido (11).
E atl na presenca de células neoplasicas sem atipias marcantes, em que a
diferenciacdo com mondcitos e macroéfagos pode ser um desafio (12). Marcadores
epiteliais podem definir um diagndstico de carcinoma, excluindo a possibilidade de
linfoma, melanoma e de um primario cerebral (10). Tumores primarios do SNC
também podem se apresentar com um exame do LCR positivo e a citologia é
importante n&o s6 no diagndstico inicial como também na recorréncia tumoral (10).

O diagndstico diferencial do adenocarcinoma metastatico do pulméo para o
LCR, assim como dos carcinomas ductal e lobular da mama, que sédo as neoplasias
gue mais frequentemente metastastizam para as meninges, inclui macréfagos,
plasmacitos e células ependimarias/plexo coroide (10) (32).

Marcadores diagndsticos de linhagem celular, tipo histolégico, sitio primario e
de malignidade, j& testados em varios tipos de amostras citoldgicas (28) (31) (33) (34)

podem ser Uteis na avaliacdo imunocitoquimica do LCR.

1.3.1 Marcadores Diagnosticos

1.3.1.1 PANCK

A maioria das citoqueratinas comercialmente disponiveis sao anticorpos
monoclonais (ex: MNF16) ou coquetéis de anticorpos monoclonais (ex: AE1/AE3) que
reconhecem varias citoqueratinas de baixo e alto peso molecular. (35) Elas podem ser
complementadas com anticorpo especifico para queratinas de baixo peso molecular
como CAMb5.2 que reconhece queratinas 8 e 7, ou com anticorpos para queratinas de
alto peso molecular como 34RE12 que reconhece queratinas 1, 5, 10 e 14; e D5/16
B4 que reconhece queratinas 5 e 6 (35). Estas citoqueratinas podem ser usadas como
marcadores de diferenciacdo escamosa ou urotelial, apesar da expressao de subtipos
de adenocarcinomas ser potencial causa de erro. Sdo também (teis para marcacao

de células mioepiteliais (mama) e basais (prostata) (35).
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Os anticorpos anti-pan-citoqueratina (MNF-116) ou anticorpos especificos anti-
citoqueratina sdo os mais utilizados para confirmar origem epitelial (12) (28), porém
ndo sao especificos, ndo sendo por exemplo, indicados para diferenciacdo entre
células epiteliais e mesoteliais em efusdes (28). PANCK (AE1/AE3) tem sido usado
como marcador epitelial inicial nos algoritmos para deteccdo de metastases de
carcinomas para o sistema nervoso (36) (37). Entretanto, PANCK e outros marcadores
anti-citoqueratina como CAM5.2 podem ser expressos em tumores primarios do
sistema nervoso tais como meningiomas malignos, ependimomas, glioblastomas,
papilomas e carcinomas do plexo coroide (38) (39) (40) (41) (42) (43).

1.3.1.2 CK7

A citoqueratina 7 (CK7) é uma proteina de filamento intermediario
predominantemente expressa por células epiteliais ductais do trato pancreatobiliar,
ductos coletores renais e trato gastrointestinal proximal (28). Expressa em subtipos
de adenocarcinomas e carcinomas de células escamosas que crescem em epitélios
ndo queratinizados. E frequentemente utilizada em associacdo a citoqueratina 20
(CK20) para a identificacdo e classificacdo de carcinomas de sitio primario
desconhecido (44). A citoqueratina 7 tem sido usada para detec¢éo de metastases de
adenocarcinoma para sistema nervoso mas pode ser expressa em tumores primarios

incluindo os ependimomas e glioblastomas (39) (41).

1.3.1.3 MOC-31

A molécula de adesdo de células epiteliais (EpCAM) € uma glicoproteina de
superficie celular transmembrana, altamente expressa nos canceres epiteliais e em
menores niveis nos epitélios normais (33). EpCAM modula negativamente adesao
celular mediada por caderina com um efeito anti-adesivo durante o desenvolvimento

das neoplasias além de participar dos mecanismos de proliferacdo celular. E um
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polipeptideo de 314 aminoacidos e apresenta trés dominios: um grande dominio
extracelular (ectodominio) de 242 aminoacidos, um dominio transmembrana de 23
aminoacidos e um dominio intracelular de 26 aminoacidos (33). O dominio maior,
extracelular, contém uma primeira configuracdo com repeticdes epidermal growth
factor (EGF)-simile, uma segunda configuracdo semelhante a tireoglobulina (TY) tipo
1A e uma terceira configuracdo que € cisteina-livre, ndo relacionada a nenhuma
molécula conhecida (33) (45).

O clone MOC-31, ao lado de Ber-EP4 sao anticorpos monoclonais que
reconhecem epitopos especificos no dominio EGF-simile, dominio extracelular de
EpCAM. Ambos sé&o utilizados rotineiramente para o diagnostico de carcinomas em
efusdes (33) e podem ser usados como marcadores de adenocarcinoma metastatico
para o sistema nervoso. Diferentemente dos marcadores anti-citoqueratina, marcacao
utilizando o anticorpo Ber-EP4 nao foi detectada em meningiomas e glioblastomas
(38) (41).

1.3.1.4 Claudin-4

Claudin-4 é uma proteina associada a jun¢ao celular, expressa na maioria das
células epiteliais e ausente nas células mesoteliais (46). Claudin-4 é considerada o
marcador mais sensivel na distincdo entre adenocarcinomas e células mesoteliais
malignas em citologia de efusdes (33). Por isto tem sido usada como referéncia para
comparacao com os resultados da expressao de marcadores como MOC-31 e pl6
nestas amostras (31) (33).

Estudo sobre terapia alvo para metastases cerebrais demonstrou que claudin-
4 e claudin-3 foram frequentemente expressos em metastases de carcinomas de
mama, pulméo e cdlon e infrequentemente em metastases de carcinoma de células
renais e melanoma, e que estes marcadores nao foram expressos no tecido cerebral
normal adjacente (47). Long H et al mostraram pequena ou nenhuma expresséo de
RNAmM de claudin3 ou claudin4 em todo o tecido cerebral, consistente com o fato de
gue estes duas proteinas somente sdo expressas em células de origem epitelial,

enquanto que a maioria das células cerebrais sdo de origem mesenquimal (48).
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1.3.2 Marcadores de Tipo Histolégico

1.3.2.1 P63

P63 € um membro da familia p53, expresso em uma variedade de células que
incluem células basais do epitélio escamoso, células mioepiteliais da mama e
glandulas salivares, e células basais da préstata (28) (49).

Em amostras citolégicas de pulmédo como as oriundas de pungéo aspirativa por
agulha fina (PAAF), p63 ao lado do marcador p40 tem aplicabilidade na diferenciacéo

entre carcinoma de células escamosas e outros tipos histologicos (50).

1.3.2.4 CD138

7

Também conhecido como Syndecan 1, CD138 é uma proteoglicana
transmembrana envolvida em adeséo célula-célula e adeséo célula-matriz, faz a
mediacdo da adesdo celular no mieloma; a perda desta molécula da superficie celular
pode contribuir para a proliferacdo e disseminacao desta neoplasia (51).

E expresso nos estagios tardios da diferenciacio de células B para plasmacitos
(28). CD138 é um marcador hematopoiético g demonstra reatividade também para
neoplasias epiteliais ou seja, ndo hematopoiéticas, como carcinoma pulmonar e
urotelial e colangiocarcinoma; ndo € um marcador especifico para derivacao
plasmacitica a menos que ja se tenha origem hematolinfoide estabelecida (28).

CD138 é um bom marcador para identificar plasmadcitos benignos, reativos ou
malignos em espécimes de biopsia de medula 6ssea; marca linfomas plasmocitoides
e plasmablasticos (este ultimo € negativo para marcadores B como CD20, PAX5 e
CD79a); positivo nos linfomas primarios de efusbes (28). CD 138 também é
frequentemente positivo no carcinoma de células escamosas e pode ser positivo no
carcinoma de mama, de ovario, carcinoma cortical adrenal e carcinoma de células

renais, e adenocarcinoma de colon. O padréo de coloracgéo é citoplasma e membrana.
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Em plasmocitos marca membrana. E negativo na maioria dos linfomas B e negativo

nos linfomas T/NK extranodais (28).

1.3.3 Marcadores de Sitio Priméario

1.3.3.1 TTF1

Thyroid Transcription Factor 1 € um fator de transcricdo expresso na tireoide,
diencéfalo e pulmao (34) (52). Demonstra reatividade nos carcinomas papilar,
folicular, insular e medular da tireoide (34). Pequena fracdo de carcinomas nao
pulmonares e ndo tiroideanos expressam positividade para TTF1, como mama, ovario,
endométrio, endocérvice e pancreas, adenocarcinomas colorretais, tumores renais e
mesoteliomas malignos (34).

TTF1 é amplamente utilizado na identificacao de adenocarcinoma pulmonar
nos mais diversos sitios metastaticos e em efusdes para distinguir adenocarcinoma
pulmonar de adenocarcinoma de outras origens (53) (54). Napsin A € uma alternativa
ao TTF1 como marcador de sitio primario de adenocarcinoma pulmonar porém a

coloracgdo nuclear de TTF1 é mais facil de se interpretar (55).

1.3.3.2 GATA3

GATAS3 é um fator de transcricdo associado ao zinco, com importante papel na
promocao e direcionamento da proliferacédo celular, desenvolvimento e diferenciacao
em muitos tecidos e tipos celulares (28). E visto primariamente nos carcinomas de
mama e urotelial, e, portanto, Gtil num painel de anticorpos para o diagndstico de
carcinoma metastético desconhecido, quando mama ou bexiga sdo uma origem
possivel (28). Raramente é encontrado em outros tumores como por exemplo o
adenocarcinoma endometrioide endometrial. Anti-GATA3 marca nucleos de

carcinoma de mama primario e metastatico com mais alta sensibilidade do que
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GCDFP-15 ou mamaglobinaBraxton 2015 (56). N&o € anticorpo especifico para
mama, porém estudos mostram que GATA3 tem especificidade comparavel a estes

anticorpos (28).

1.3.4 Marcador De Malignidade - P16

O gene supressor tumoral p16 € um membro da classe INK4 (Cyclin-dependent
Kinase 4 Inhibitor) de inibidores do ciclo celular (40). A proteina p16 se liga as kinases
ciclina-dependentes 4 e 6 mantendo o produto do gene do retinoblastoma (RB) no
estado hipofosforilado, que por sua vez se liga ao fator de transcricdo E2F impedindo
a progressao do ciclo celular (57). Nos tumores associados ao papiloma virus humano
(HPV) a integracdo do virus ao genoma do hospedeiro conduz a produgdo da
oncoproteina viral E7 que inativa pRb, impedindo sua ligacdo com o fator de
transcricdo E2F. Ocorre entdo um aumento da expressdo do pl6, tanto no ndcleo,
como no citoplasma, detectado por reacédo imuno-histoquimica (57).

Existem mecanismos de superexpressdo de pl6 independentes do HPV,
podendo-se observar expressdo do p1l6 em tumores que ndo possuem infeccédo por
HPV, como o carcinoma seroso de alto grau (34). A intensidade e distribuicdo do p16
€ importante na interpretacdo assim como localizacdo nuclear versus citoplasmatica
(34).

Superexpresséo de p16 foi observada na maioria dos carcinomas metastaticos,
de diferentes sitios primarios e tipos histolégicos, em efusdes e lavados peritoneais
(32).

1.3.5 Marcadores de Linhagem Hematopoiética

CD45 (LCA) é marcador de células hematoldgicas exceto eritrocitos e
plasmdcitos. (28) E extremamente sensivel e especifico para células linfoides

benignas e malignas. Trata-se de coquetel composto pelos anticorpos PD7/26



28

(CD45RB) e 2B11 (CD45) (58). Geralmente é fortemente positivo em linfomas néo
Hodgkin, fracamente positivo nas leucemias agudas e negativo nos linfomas de
Hodgkin classicos, linfomas anaplasicos de grandes células e tumores plasmocitarios
(28). Tem importante papel na identificacdo de tumores Ilinfoides sendo
imprescindiveis em painéis imuno-histoquimicos iniciais de investigacao de origem de
neoplasias pouco diferenciadas primarias e metastaticas (28). Os anticorpos para
CD45 sdo constantemente negativos para neoplasias ndo hematopoiéticas como
carcinomas, melanomas e sarcomas (58).

CD20 é marcador de linfocitos da linhagem B (28). E antigeno de membrana
adquirido tardiamente na fase pré-B de maturacéo, com perda da expressao na fase
plasmocitaria (58). Com raras excec¢des, CD20 é positivo em linfécitos B normais,
reacionais, e neoplasicos maduros (58). Sua expressao é constante na grande maioria
dos linfomas B, e virtualmente negativa nas neoplasias de linfécitos T. Pode ser
positivo em até 20% dos linfomas de Hodgkin classicos (58).

CD3 ¢ o antigeno especifico de células T mais utilizado em imuno-histoquimica,
podendo ser detectado na membrana celular e/ou citoplasma (58). Marca linfocitos T
reativos e neoplasias hematoldgicas com origem em células T (28). CD3 é expresso
em até 80% dos linfomas T e virtualmente negativo em linfomas B (58). E positivo em

mais de 90% dos linfomas de células T/NK extranodais (58).
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2 JUSTIFICATIVA

Metastase meningea € uma complicacdo comum de canceres em estagio
avancado e de dificil tratamento. Ocorre em aproximadamente 4% a 15% dos
pacientes com tumores sélidos malignos e a confirmacdo da suspeita clinica tem
repercussdes na conduta clinica e no prognostico (59).

O exame citopatoldgico do LCR € importante parte da rotina diagndstica destas
malignidades que acometem o Sistema Nervoso Central (11) (12). E um método
minimamente invasivo, de baixo custo, facil execucéo técnica e acessibilidade, capaz
de fornecer informacao crucial ndo s6é em relacdo a presenca de células tumorais no
LCR mas também sua identificacdo. Contudo, é desafiador diante da escassez celular
constante nestas amostras e a propenséao a rapida degeneracéo celular (11). A técnica
mais comumente utilizada no processamento do LCR é a citocentrifugacdo sendo
também realizada a citologia em meio liquido (11).

O cell block € uma importante ferramenta diagndstica citopatolégica. E um
método largamente utilizado em amostras de efusbes, lavados peritoneais e
broncoalveolares e de puncdes aspirativas por agulha fina (19) (22). O processamento
segue 0s mesmos procedimentos utilizados em tecidos embebidos em parafina,
gerando material que pode ser submetido a procedimentos imuno-histoquimicos ja
validados (22). Os controles para coloracfes especiais e imuno-histoquimica de
amostras de tecidos prestam-se como controles para as amostras de cell block com
resultados semelhantes (28). O cell block gera varios cortes histol6gicos possibilitando
a andlise de diversos tipos de marcadores imunocitoquimicos.

Estudos sobre a utilizacdo de cell block em LCR séo escassos na literatura.
Portanto, a avaliacdo da aplicabilidade do cell block e de marcadores
imunocitoquimicos neste material pode trazer informacfes adicionais auxiliando no

manejo dos pacientes com metastase meningea.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a aplicabilidade do cell block na citologia do liquido cefalorraquidiano

(LCR) para pesquisa de células neopléasicas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar a frequéncia dos diagnosticos clinicos/histopatoldgicos

(hipoteses clinicas) referentes aos exames citopatologicos de LCR;

e Analisar o numero de exames citopatolégicos de LCR com resultado

suspeito/positivo.

e Avaliar a concordancia nos resultados dos exames citopatolégicos de
LCR entre as amostras de LCR preparadas por citocentrifugacao e cell
block;

e Comparar as amostras de LCR preparadas por citocentrifugacgéo e cell
block com relacdo a celularidade e aos aspectos morfolégicos e a

expressao imunocitoquimica de PANCK;

e Analisar o escore de positividade dos marcadores diagndsticos, de tipo
histolégico e de sitio primario em neoplasias malignas diagnosticadas

em cell block.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Na Figura 4, encontra-se esquematizado o delineamento experimental do

estudo.

Escore de positividade de marcadores
| | diagnosticos, de tipo histolégico e de sitio

primério na imunocitoquimica em amostras

preparadas por cell block

Amostras de liqguor enviadas nos anos 2019 a 2021

Analise comparativa e de concordancia
entre amostras preparadas por
citocentrifugacgédo e cell block

Concordancia nos [ Aspectos morfolégicos
resultados

Celularidade

Padrdo de marcagéo imunocitoquimica e

escore de positividade para Pan-CK

Figura 4 Delineamento experimental
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4.2 TIPO DE ESTUDO

O presente trabalho constitui-se em um estudo observacional e transversal no
gual foram analisadas amostras citolégicas de LCR enviadas para a Unidade de
Anatomia Patologica do Hospital Universitario de Brasilia (HUB) e para o Nucleo de
Citologia e Anatomia Patoldgica do Hospital de Base/Instituto de Gestdo Estratégica
de Saude do Distrito Federal (HB/IGESDF).

4.3 ANALISE DA FREQUENCIA DOS DIAGNOSTICOS
CLINICOS/HISTOPATOLOGICOS (HIPOTESES CLINICAS) E DOS
RESULTADOS CITOPATOLOGICOS DAS AMOSTRAS DE LCR ENVIADAS
PARA EXAME CITOPATOLOGICO NOS ANOS 2013 A 2021

Os diagnosticos clinicos/histopatologicos (hipoteses diagnosticas) e os
resultados citopatolégicos foram obtidos nas requisicfes de exame, nos prontuarios
médicos e nos laudos dos respectivos pacientes, sendo incluidos todos os exames
citopatoldgicos de LCR de 2013 a 2021 realizados no HUB e no HB/IGESDF. Os
diagnosticos clinicos/histopatologicos foram divididos em n&o-neoplasicos e
neoplasicos, os quais foram classificados de acordo com o tipo histolégico. Os
exames com mais de um diagnéstico clinico/histopatolégico ou nenhuma hipétese
foram classificados como indefinidos. Os resultados citopatoldégicos foram
classificados em dois grupos: Negativo para malignidade e suspeito/ positivo para
malignidade (10) (13). Os resultados dos exames citopatologicos suspeitos/ positivos

para malignidade foram classificados de acordo com o tipo histolégico.
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4.4 ESTUDO COMPARATIVO E DE CONCORDANCIA ENTRE AMOSTRAS DE
LCR PREPARADAS POR CITOCENTRIFUGACAO E CELL BLOCK E
ENVIADAS PARA EXAME CITOPATOLOGICO NOS ANOS DE 2019 A 2021

Para esta analise foram incluidas todas as amostras enviadas nos anos de
2019 a 2021, exceto de pacientes menores de 18 anos, indigenas e daqueles que se
recusaram em participar do estudo. As amostras de LCR foram enviadas para analise
citopatolégica em volumes que variaram de 2 a 10 ml e submetidas a centrifugagéo a
2000 rpm (rotagOes por minuto) por 2 minutos. O sobrenadante foi removido até um
volume residual de 400 pl que foi homogeneizado com o precipitado e dividido em
volumes iguais para cada método de preparo: 200 pl para citocentrifugacéo (100 pl
para cada lamina) e 200 uml para cell block. O cell block foi preparado pelo método
plasma-tromboplastina cuja técnica esta descrita no Apéndice A. As duas laminas
preparadas por citocentrifugacdo foram coradas pelo método de Papanicolaou e os
cortes representativos de cell block corados por HE (hematoxilina e eosina).

Para a andlise de concordancia e comparativa de aspectos morfolégicos nos
dois métodos de preparo (citocentrifugacédo e cell block), as amostras preparadas por
citocentrifugacdo foram comparadas com as de cell block em cortes mais
representativos da amostra no cell block.

Para a analise comparativa da celularidade nos dois métodos de preparo
(citocentrifugacdo e cell block), foram incluidas cinco amostras com maior
celularidade. Nas amostras preparadas por ambos os métodos, o numero de células
foi obtido pela contagem em 10 campos de maior celularidade no aumento
microscopico de 400x.

Para a andlise comparativa da expressdo de PANCK nos dois métodos de
preparo (citocentrifugacdo e cell block), nas amostras com resultado positivo para
carcinoma utilizou-se cortes do cell block e uma das laminas preparadas por

citocentrifugacéo, que foi descorada.
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45 ANALISE DO ESCORE DE POSITIVIDADE DOS MARCADORES
DIAGNOSTICOS, DE TIPO HISTOLOGICO E DE SITIO PRIMARIO EM
AMOSTRAS DE LCR ENVIADAS NOS ANOS DE 2019 A 2021

Para esta andlise, os marcadores foram divididos em de diagnostico para
carcinoma (PANCK, CK7, MOC-31 e claudin-4), de sitio priméario (TTF-1 e GATA-3),
de tipo histolégico (p63 e CD138) e de malignidade (p16). A marca, o clone, a diluicao,
o controle e o padrdo de marcacdo estdo dispostos na Tabela 1 A técnica da

imunocitoquimica esta descrita no Apéndice C.

Tabela 1 Anticorpos monoclonais utilizados na imunocitoquimica

Anti Marca do - Diluic
nticorpo . one iluicdo ~
anticorpo Controle Padrao
PANCK DAKO MNF116 1:100 Pele C+M
CK7 CELL 307M95 1:200
MARQUE ' Mama C+M
Antigeno
relacionado a DAKO MOC-31 1:100 Carcinoma CH+M
epitélio Gastrico
Claudin-4 NOVEX AB15104 1200 ~ Carcinoma .
Gastrico
TTF1 DAKO 8G7G3/1 1:50 Tireoide N
GATA-3 CELL L50-823 1:300
MARQUE ' Mama N
p63 Ventana 4A4 1:50 Mama N
CD138 CELL EP201 1:100
MARQUE ' Amigdala C+M
pl6 Ventana E6H4 1:600 Carcinoma CoM

colo Utero
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O escore de positividade para os marcadores de membrana e citoplasmaticos,
PANCK, CK7, MOC-31 e claudin-4, foi calculado pelo produto de um escore de
propor¢cdo e um escore de intensidade com escore total variando de 0 a 12 com
apenas nove valores possiveis (ou seja, 0, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 9 e 12), conforme Tabela 2
abaixo. Por este sistema de pontuacao, quatro subgrupos de escore foram definidos:
sem expressao, escore 0; expressdo fraca, escores 1 - 4; expressdo moderada,
escores 6 e 8; expressao intensa, escores 9 e 12. 'Superexpressao’ foi definida para

escores > 4 (expressao moderada e intensa) (33).

Tabela 2 Escore de positividade para marcadores imunocitoquimicos de membrana e citoplasmaticos

Escore de proporgéo Escore de intensidade
1 = <10% das células 0 = sem marcacédo

2 = 10-50% das células 1 = marcacéo fraca

3 =51-80% das células 2 = marcac¢do moderada
4 = > 80% das células 3 = marcacao intensa

O escore de positividade utilizado para os marcadores nucleares p63, TTF1 e
GATAS foi “quick score” (60), que é calculado pela soma de um escore de propor¢céo

com um escore de intensidade. O escore maximo é de 8, conforme Tabela 3 abaixo

Tabela 3 Escore de positividade para marcadores imunocitoquimicos nucleares

Escore de proporgéo Escore de intensidade
0 = sem marcagéao nuclear 0 = sem marcacéo

1 = <1% de marcagéao nuclear 1 = marcagéo fraca

2 =1-10% de marcacao nuclear 2 = marca¢do moderada
3 = 11-33% de marcagao nuclear 3 = marcacao intensa

4 = 34 a 66% de marcacgao nuclear

5 =67-100% de marcacéo nuclear
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4.6 ANALISE ESTATISTICA

O programa GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, San Diego, CA) foi
utilizado nas andlises estatisticas considerando-se o nivel de significancia de p < 0,05.
Nas analises de variaveis categoricas, utilizou-se o teste de Fisher para a comparacéao
de frequéncias e o teste Kappa para avaliacdo de concordancia entre os métodos de
preparo quanto aos resultados dos exames, considerando-se Kappa < 0: nenhuma
concordancia, Kappa entre 0 e 0,2: concordancia discreta, Kappa entre 0,21 e 0,40:
concordancia baixa, Kappa entre 0,41 e 0,60: concordancia moderada, Kappa entre
0,61 e 0,80: concordancia substancial e Kappa entre 0,81 e 1,00: concordancia quase
perfeita. Nas andlises de variaveis continuas, utilizou-se o teste de Mann Whitney para
comparacdo das medianas dos numeros de células obtidas nos dois métodos de
preparo, e o teste Kruskal Wallis para comparacdo das medianas dos escores de
positividade entre os marcadores.

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa —
FACULDADE DE SAUDE - CEP-FS, CAAE: 51228315.20000.0030, conforme
documento em Anexo A e pelo Comité de Etica em Pesquisa — Instituto de Gest&o
Estratégica de Saude do Distrito Federal - CEP-IGESDF, CAAE:
29649120.0.0000.8153 conforme documento em Anexo B. O termo de consentimento

informado e esclarecido estd no Anexo C.
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5 RESULTADOS

5.1 DIAGNOSTICOS CLINICOS/HISTOPATOLOGICOS DE PACIENTES COM
AMOSTRAS DE LCR ENVIADAS PARA ANALISE CITOPATOLOGICA NOS
ANOS 2013 A 2021

Os diagndsticos clinicos/histopatologicos de pacientes com amostras de LCR
enviadas para andlise citopatoldgica nos anos 2013 a 2021 estdo dispostos nas
Tabelas 4 e 5. Na maioria das requisicdes de amostras de LCR ou em prontudrio
médico dos respectivos pacientes constava o diagndstico clinico/histopatologico de
neoplasia, 51,3% (312/608). Dentre os diagndsticos clinico/histopatolégicos de
neoplasia, predominaram as neoplasias hematoldgicas, 44,9% (140/312); seguidas
de carcinoma, 27,88% (87/312); e de neoplasias do sistema nervoso central (SNC),
25,3% (79/312). As neoplasias hematoldgicas mais comuns foram os linfomas néo
Hodgkin, 58,6% (82/140) seguidos das leucemias, 35,0% (49/140). As neoplasias de
SNC mais comuns foram as neoplasias gliais, 49,4% (39/79) e os meduloblastomas,
11,4% (9/79). As outras neoplasias encontradas foram melanoma, tumor de Wilms,
lipossarcoma renal, tumor maligno de nervo periférico, neoplasia pouco diferenciada
da mucosa jugal e neoplasia maligna de amigdala sem outras especificacoes (SOE).

Os diagnésticos clinicos de doencas nao neoplasicas mais frequentes foram
tuberculose (9,1%), criptococose (7,8%) e sifilis (6,5%).

Do total de amostras, 13,3% (81/608) foram enviadas sem diagnéstico clinico
definido, ou seja, ndo havia hipétese clinica definida ou varias hipoteses diagnésticas

eram consideradas.
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Tabela 4 Frequéncia dos diagndsticos clinicos/histopatoldgicos de pacientes com amostras de LCR

enviadas para andlise citopatoldgica nos anos 2013 a 2021

Diagnosticos clinicos n (%)
Neoplésicos 312 51,3

N&o Neoplasicos 215 35,4
Indefinidos 81 13,3

Total 608 100

Tabela 5 Frequéncia dos diagnésticos clinicos/histopatolégicos de neoplasia de pacientes com

amostras de LCR enviadas para andlise citopatologica nos anos 2013 a 2021

Diagndsticos clinicos n (%)
Neoplasias Hematoldgicas 140 44,9
Carcinomas 87 27,9
Neoplasias do SNC 79 25,3
Outras neoplasias 6 19
Total 312 100

5.1.1 Sitios Primarios De Carcinoma De Pacientes Com Amostras De LCR

Enviadas Para Analise Citopatoldgica De Acordo Com O Género

A frequéncia dos sitios primarios de carcinomas de pacientes com amostra de
LCR enviada para o laboratério de Anatomia Patolégica esta disposta na Tabela 6. A
maioria das amostras com diagnéstico clinico/histopatolégico de carcinoma era de
mulheres, 80.5% (70/87). Do total de carcinomas, a maioria € de origem em mama
54,0% (47/87). Em mulheres, os sitios primarios mais frequentes foram mama, 67,1%
(47/70); pulméao, 10,0% (7/70); colo do utero, 10,0% (7/70); ovario, 7,1% (5/70); e, em
homens, pulmao, 23,5% (4/17); prostata, 17,6% (3/17); colon, 11,7% (2/17); e
estbmago, 11,7% (2/17). Em 3,4% dos carcinomas 0s sitios primarios ndo estavam
esclarecidos, sendo que um dos pacientes possuia carcinoma de laringe e prostata, e

dois outros pacientes, carcinomas de sitio primario desconhecido.
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Tabela 6 Frequéncia dos sitios primarios de carcinomas de pacientes com amostras de LCR enviadas

para analise citopatol6gica nos anos 2013 a 2021, de acordo com o género

Sitio primério homens mulheres Total
Mama 0 47 47
Pulmé&o 4 7 11
Colo do utero 0 7 7
Ovario 0 5 5
Prostata 3 0 3
Célon 2 1 3
Estdbmago 2 1 3
Nasofaringe 1 0 1
Pancreas 1 0 1
Bexiga 1 0 1
Tireoide 1 0 1
Glandula salivar 1 0 1
Indefinido 1 2 3
Total 17 70 87

5.2 RESULTADOS CITOPATOLOGICOS EM AMOSTRAS DE LCR, PREPARADAS
POR CITOCENTRIFUGAGCAO OU CELL BLOCK NOS ANOS DE 2013 A 2021.

Do total de amostras, em 5,9% (36/608) obteve-se resultado suspeito/positivo
para malignidade na andlise citopatolégica (Tabela 7). Em amostras de
pacientes com diagnostico clinico/histopatolégico de neoplasia, a frequéncia de
resultados suspeitos/positivos foi de 11,5% (36/312). A neoplasia maligna mais
frequentemente diagnosticada em LCR foi carcinoma, 61,1% (22/36) seguida de
neoplasia hematoldgica 30,6% (11/36). A frequéncia de resultado positivo ou suspeito
para malignidade na analise citopatoldgica em amostras de pacientes com diagnostico
clinico/histopatologico de carcinoma e neoplasia hematopoiética foi, respectivamente,
25,3% (22/87), e 7,9% (11/140). Apenas 1,3% (1/79) das amostras com diagnostico

clinico/histopatologico de neoplasias do SNC foram diagnosticadas em LCR. A
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probabilidade de resultados positivos ou suspeitos para malignidade em LCR é
significativamente maior quando o diagndstico clinico/histopatolégico é de carcinoma
em relacdo a neoplasia hematopoiética (teste de Fisher, p=0,0014).

Em todos os resultados positivos ou suspeitos, 0s pacientes apresentavam um
o diagnostico clinico/histopatolégico definido, ou seja, hip6tese clinica prévia de

neoplasia.

Tabela 7 Frequéncia de resultados suspeitos/positivos em amostras de LCR, preparadas por
citocentrifugacéo ou cell block, de pacientes com diagndstico clinico/histopatolégico de neoplasia ma-

ligna e neoplasia do SNC nos anos de 2013 a 2021

Resultado da andlise citopatologica

Diagndstico clinico/histopatolégico Total
Negativo Suspeito/positivo
Neoplasia hematoldgica 129 11 140
Carcinoma 65 22 87
Neoplasia do SNC 78 1 79
Outras neoplasias 4 2 6
Total 276 36 312

5.2.1 Sitios Primarios De Carcinomas Diagnosticados Em Amostras De LCR

Preparadas Por Citocentrifugacdo Ou Cell Block.

A maioria dos carcinomas diagnosticados em LCR sdo de pacientes do sexo
feminino, correspondendo a 80,4% (70/87) dos pacientes. A frequéncia de resultados
suspeitos/positivos em amostras de LCR, de pacientes com diagnostico clinico de
carcinoma conforme o sitio primario esta disposta na Tabela 8. Os carcinomas mais
frequentemente diagnosticados em LCR, sdo de sitio primario em mama 59,1%
(13/22) seguidos dos de pulméo, 18,2% (4/22), colo do Utero, 9,1% (2/22), e ovario,
9,1% (2/22). A probabilidade de resultado positivo/suspeito para malignidade em LCR
€ maior em pacientes com diagnastico clinico/histopatolégico de carcinoma de pulmao
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36,4% (4/11), em relacdo ao carcinoma mama 27,6% (13/47), mas esta diferenca néo

foi significativa.

Tabela 8 Frequéncia de resultados suspeitos/positivos em amostras de LCR, preparadas por
citocentrifugacdo ou cell block, de pacientes com diagndstico clinico de carcinoma conforme o sitio
primario nos anos de 2013 a 2021

Sitio primario do Resultado da analise citopatolégica Total
carcinoma Negativo Suspeito/positivo

Mama 34 13 47
Pulmao 7 4 11
Colo do utero 5 2 7
Ovario 3 2 5
Célon 3 0 3
Estdmago 2 1 3
Prostata 3 0 3
Pancreas 1 0 1
Nasofaringe 1 0 1
Bexiga 1 0 1
Tireoide 1 0 1
Glandula salivar 1 0 1
Indefinido 3 0 3
Total 65 22 87

5.3 ANALISE COMPARATIVA E DE CONCORDANCIA ENTRE
CITOCENTRIFUGACAO E CELL BLOCK EM AMOSTRAS DE LCR ENVIADAS
NOS ANOS DE 2019 A 2021

Para esta analise de concordancia e comparativa entre citocentrifugacéo e cell
block foram selecionadas 75 amostras enviadas de 2019 a 2021 cujos diagndésticos
clinicos/histopatolégicos dos pacientes estdo dispostos na Tabela 9. As neoplasias

foram os diagnaésticos clinicos/histopatoldgicos que predominaram 46,6% (35/75) nas
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requisicdes de amostras de LCR ou em prontuério médico dos respectivos pacientes.
Dentre os diagndsticos clinico/histopatologicos de neoplasia, os mais frequentes
foram os de neoplasias hematoldgicas, 51,4% (18/35); seguidas de carcinoma, 48,6%
(17/35).

Tabela 9 Frequéncia de diagnésticos clinicos/histopatologicos de pacientes cujas amostras foram

enviadas para andlise citopatoldgica por citocentrifugacéo e cell block nos anos de 2019 a 2021

Diagndsticos clinicos n (%)
N&o neoplasicos 26 34,7
Neoplasias Hematologicas 18 24
Carcinomas 17 22,7
Indefinidos 13 17,3

Total 75 100

5.3.1 Concordancia Entre Citocentrifugacéo E Cell Block Em Relagdo Aos
Resultados Da Analise Citopatolégica De Amostras De LCR Enviadas
Nos Anos De 2019 A 2021.

Do total de amostras, em 9,3% (7/75) obteve-se resultado suspeito/positivo
para malignidade na analise citopatologica (Tabela 10). Em amostras de pacientes
com diagnéstico clinico/histopatolégico de neoplasia, a frequéncia de resultados
suspeitos/positivos foi de 20,0% (7/35). A neoplasia maligna mais frequentemente
diagnosticada em LCR foi carcinoma, 71,4% (5/7) seguida de neoplasia hematoldgica
28,6% (2/7). Nas amostras com resultado suspeito/positivo, os tipos histolégicos
foram carcinoma epidermoide de colo (n=3), adenocarcinoma de mama (n=1),
adenocarcinoma de pulméao (n=1), leucemia linfocitica crénica (n=1) e plasmocitoma
(n=1).

Houve concordancia nos resultados citopatolégicos entre as amostras

preparadas por citocentrifugacéo e cell block em 97,3% (73/75) (Kappa= 0,84) de
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acordo com os dados da Tabela 10. Com relacdo aos casos discordantes, em 1,3%
(1/75), o resultado foi positivo/suspeito para malignidade na amostra preparada por
citocentrifugacdo, mas negativo no cell block e em 1,3% (1/75), o resultado foi
positivo/suspeito para malignidade no cell block mas negativo na amostra preparada
por citocentrifugacédo. O cell block aumentou em 16,7% (1/6) a sensibilidade do exame

citopatologico quando adicionado a citocentrifugacéo.

Tabela 10 Frequéncia de resultados da andlise citopatolégica concordantes e discordantes em

amostras citolégicas preparadas por citocentrifugado e cell block nos anos de 2019 a 2021

_ _ Cell Block
Citocentrifugagéao : . — Total
Negativo Suspeito/positivo
Negativo 68 1 69
Suspeito/positivo 1 5 6
Total 69 6 75

5.3.2 Comparacéo Entre Citocentrifugacdo E Cell Block Em Relac&o A
Celularidade, A Morfologia E Ao Padrdo De Marcacg&o Imunocitoquimica
E Escore De Positiivdade Para PANCK Em Amostras De LCR Enviadas
Nos Anos De 2019 A 2021

Em ambos os métodos de preparacédo, por citocentrifugacdo e cell block, a
maioria, 64,0% (48/75) das amostras foi acelular, inclusive aquelas com diagndstico
clinico/histopatolégico de neoplasia. Para analise comparativa da celularidade entre
0s métodos, foram selecionadas as cinco amostras de maior celularidade, quatro com
diagnéstico de neoplasia (trés carcinomas e um plasmocitoma) e uma com diagnéstico
negativo para células neoplasicas, contendo apenas células inflamatérias (Tabela 11).
Nas amostras com maior celularidade, e considerando-se os 10 campos de maior
celularidade para ambos os métodos de preparo, citocentrifugacdo e cell block, a
média (dp) do numero de células foi, respectivamente, 1361 (2473,87) e 584 (775,98)
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e a me-diana do numero de células, respectivamente, 235 (17-5770) e 380 (11-1893),

e nao houve diferenca estatisticamente significativa na mediana do nimero de células.

Tabela 11 Contagem de células no material citocentrifugado e no cell block de amostras de LCR com

carcinoma, plasmocitoma e células inflamatorias

: L ) . NUumero de Células
Diagndéstico citopatolégico

Citocentrifugacdo Cell block

Adenocarcinoma pulméo 17 11
Carcinoma de colo utero 176 15
Encefalite herpética 235 380
Plasmocitoma 611 621
Carcinoma colo utero 5770 1893

Na Figura 5, estdo representadas duas das amostras usadas nesta analise de
comparacao da celularidade: uma amostra de carcinoma de colo de Utero e uma

amostra de plasmocitoma.
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Figura 5 Citologia de amostra de LCR com carcinoma escamoso de colo de Gtero (A e B) 100x, e com
plasmocitoma (C e D) 40x. A, preparacdo por citocentrifugacdo, coloracdo pelo método de
Papanicolaou. B, cell block, colora¢do HE.

relacdo a morfologia, em ambos os métodos de preparo, por

citocentrifugacdo e em cell block, as células de carcinoma se apresentaram
predominantemente isoladas e com atipias pouco evidentes (cariomegalia discreta e
alta relacdo nucleo/citoplasma). Nas amostras preparadas em cell block, as células
apresentaram artefatos de retracdo e contorno nuclear irregular se comparadas com

as células nas amostras preparadas por citocentrifugacéo (Figuras 6 e 7).
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Figura 6 Citologia de amostra de LCR com células isoladas e com atipias pouco evidentes (seta) de
adenocarcinoma de pulmdo. A, preparacdo por citocentrifugacdo, coloracdo pelo método de
Papanicolaou.400x B, cell block, coloracdo HE. 400x.
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Figura 7 Citologia de amostra de LCR de Plasmocitoma. Em A, prepara¢do por citocentrifugacéo,
coloracdo Papanicolaou, células isoladas e arredondadas.100x. Em B, cell block, coloragdo HE, células
isoladas, com artefatos de retracdo e contorno nuclear irregular.

Células alongadas e com queratinizacdo, de carcinoma escamoso, foram
identificadas nos dois métodos de preparacéo (centrifugacao e cell block), mas se
realcaram na amostra preparada por citocentrifugacéo devido a queratinizagdo que se

torna mais evidente na coloracao pelo método de Papanicolaou (Figura 8).
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Figura 8 Citologia de amostra de LCR com carcinoma escamoso de colo. A, preparacdo por
citocentrifugacao, coloracéo pelo método de Papanicolaou; 400x. B, cell block, coloragcao HE (B); 400x.

Em amostras de LCR preparadas por cell block e com adenocarcinomas nao
houve diferencas com relacdo ao aspecto morfolégico entre os diferentes sitio
primarios. Independentemente do sitio primario, as células se dispoem isoladamente
OuU em agrupamentos pequenos e com pouca coesao, com atipias nucleares discretas

e citoplasma denso sem acumulo de muco evidente (Figura 9).
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Figura 9 Citologia de amostra de LCR com adenocarcinoma de pulmao, figura A; e com carcinoma de
ovério, figura B. Cell blocks, coloragdo HE, 400x.

Com relagéo a distribuicdo celular, nos cortes do cell block, a distribuicdo das
células é mais irregular em relacdo as amostradas preparadas por citocentrifugacao
devido a formacédo de areas de maior concentragdo de células no cell block (Figura
10).
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Figura 10 Concentracao de células em amostra de LCR com carcinoma de colo de Gtero; cell block,
coloracdo HE, 200x.

Quanto ao padrdo de marcacao imunocitoquimica para PANCK, em ambos os
métodos de preparacédo, observou-se o padrao de marcacao esperado, de membrana

e citoplasmatico. Contudo, a marcacdao citoplasmatica de PANCK foi mais evidente no
cell block (Figura 11).
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Figura 11 Imunocitoquimica para PANCK em amostra de LCR preparada por citocentrifugacdo (A) e
em cell block (B) com escore de positividade total de 12 em ambos os métodos; 200x.

54 ANALISE DO ESCORE DE POSITIVIDADE PARA MARCADORES
DIAGNOSTICOS PANCK, MOC-31, CK-7 E CLAUDIN-4 EM AMOSTRAS DE
CELL BLOCK DE LCR
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5.4.1 Comparacado Do Escore De Positividade Dos Marcadores Diagnosticos
Para Carcinoma (PANCK, MOC-31, CK-7 E Claudin-4) Em Amostras De
LCR Preparadas Por Cell Block

Os escores de positividade total, de proporcdo e intensidade para os
marcadores diagndsticos PANCK, MOC-31, CK-7 e Claudin-4 em amostras de
adenocarcinoma de sitio primario em mama, pulméo e ovario e preparadas por cell
block estéo dispostos na Tabela 12. As médias (dp) dos escores de positividade total
foram 10,4 (2,19), 11,4 (1,34) e 9 (4,24) e as medianas 12 (8,12), 12 (9,12), 9 (4-12),
respectivamente para os marcadores PANCK, MOC-31 e CK-7. Nas duas amostras
de Claudin-4 houve surperexpressdao do marcador. Esses resultados indicam
superexpressao de todos os marcadores, e ndo houve diferenca significativa entre as

medianas. A expressao dos marcadores diagnésticos foi ilustrada na Figura 12.

Tabela 12 Escores de proporc¢éo, intensidade e total da expressdo de PANCK, MOC-31, CK7 e
Claudin-4 em amostras de LCR com carcinoma, preparadas por cell block

Pan-CK MOC-31
AMOSTRA Proporcio Intensidade Total ANOSTRA Proporcio Intenzidade Total
1 4 4 12 1 4 3 12
2 4 3 12 2 4 3 12
3 4 3 12 3 3 3 9
4 4 2 g 4 4 3 12
5 4 3 12 5 4 3 12
6 4 2 g
7 4 3 12 CK7
B 4 3 12 AMOSTRA Proporgio Intemsidade Total
g 4 3 12 1 4 3 12
Clandin-4 2 2 2 4
AMOSTRAS Proporcio Intensidade Total 3 4 3 12
1 3 2 i 4 4 2 [
2 4 3 12 5 3 3
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Figura 12 Imunocitoquimica para diferentes marcadores diagndsticos em amostra de LCR com
carcinoma de diferentes sitios primarios. A, mama Claudin-4 (escore total 12), 200x; B, mama, MOC-
31 (escore total 12), 200x; C, pulméo, CK-7 (escore total 12), 400x; D, ovario, PANCK (escore total 12),
200x.

5.4.2 Expressédo De Marcadores De Sitio Primario, De Tipo Histolégico E De

Malignidade Em Amostras Preparadas Por Cell Block

Nas Figuras 13 e 14 estdo ilustradas as expressdes com 0s respectivos
escores de positividade total de marcadores de tipo histolégico (p63), de malignidade
(p16) e de sitio primario (TTF-1 e GATA3), usados para carcinomas, e marcador para

plasmocitoma (CD138).
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Figura 13 Imunocitoquimica de marcadores em carcinoma escamoso de colo de Gtero em A, p63

(escore total 8); e em B, p16 (escore total 8); adenocarcinoma de pulmdo em C, TTF-1 (escore total 8);
carcinoma de mama em D, GATA-3 (escore total 5).
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Figura 14 Imunocitoquimica do marcador CD138, plasmocitoma (escore total 3).
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6 DISCUSSAO

6.1 DIAGNOSTICOS CLINICOS/HISTOPATOLOGICOS DE PACIENTES COM
AMOSTRAS DE LCR ENVIADAS PARA ANALISE CITOPATOLOGICA NOS
ANOS 2013 A 2021

A analise da frequéncia dos diagnésticos clinicos/histopatolégicos prévios ou
atuais, ou seja, das hipoteses clinicas que constam nas requisicdes dos exames
enviados para a andlise citopatoldgica € importante para que o laboratorio de
Anatomia Patologica esteja preparado para atender a demanda de material de
consumo e de equipamentos para a realizacdo das técnicas histoquimicas e
imunocitoquimicas. Esta frequéncia pode estar sujeita a varia¢cdes a depender do tipo
de hospital em que a pesquisa é realizada. Em hospitais oncoldgicos, por exemplo,
espera-se uma maior frequéncia de hipéteses diagndsticas de neoplasia, enquanto
em hospitais especializados em doengas infecto-parasitarias as hipdteses mais
provaveis sdo de doencas deste tipo. No presente estudo, as amostras foram obtidas
em hospitais de ensino, 0s quais, geralmente, prestam atendimento em diferentes
especialidades médicas, e, consequentemente, espera-se que sejam realizados
diagndsticos de diferentes tipos de doenca.

A analise da frequéncia dos diagndsticos clinicos/histopatoldégicos mostrou que
a maioria (51,3%) das amostras de LCR sdo encaminhadas para o laboratério de
Anatomia Patolégica com hipétese diagndstica de neoplasia. Nas requisicbes de
exame com hipdtese de neoplasia € muito comum a designacdo do exame como
citologia oncoética. Dentre os diagndésticos clinicos/histopatologicos de neoplasia,
predominaram as neoplasias metastaticas extracranianas, de origem hematologica
(44,9%) e carcinoma (27,9%), enquanto as neoplasias do sistema SNC
corresponderam a 25,3% das neoplasias. As neoplasias hematologicas eram
predominantemente do tipo linfoma n&o-Hodgkin (58,6%) e leucemias (35,0%) e as
do SNC, do tipo neoplasias gliais (49,4%) e meduloblastomas (11,4%). Constatou-se
ainda, hipoteses diagnosticas de neoplasias com elevada capacidade de

disseminacdo sanguinea, como melanoma, sarcomas e neoplasias pouco
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diferenciadas. Esta andlise de frequéncia das hip6teses clinicas das neoplasias é
fundamental pois indica que os marcadores imunocitoquimicos mais aplicados seriam
0s marcadores epiteliais e de linfoma ndo-Hodgkin.

Dentre os diagnésticos clinicos/histopatologicos ndo  neoplasicos
predominaram os de doencas inflamatérias de origem infecciosa, principalmente as
bacterianas (tuberculose e sifilis) e fungicas (criptococose). A citologia do LCR no
diagnéstico destas infeccBes € de sensibilidade baixa se comparada com outros
métodos diagndsticos moleculares aplicados em laboratorios de analises clinicas para
identificacdo do agente etioldgico no LCR (32). Dessa forma, muitas vezes, a citologia
do LCR é solicitada, em um provavel quadro de infeccao, para descartar neoplasia e
ndo com o objetivo de diagnosticar a etiologia da infeccdo. Muitos dos diagndsticos
clinicos/histopatolégicos indefinidos nas requisicdes de citologia se devem a estas
situacdes em que ndo se sabe se trata-se de doenca infecciosa ou neoplésica. Na
analise da citologia de LCR com hipétese de doencas infecciosas, além do achado de
namero elevado de leucécitos, neutréfilos ou linfocitos, o que depende do agente
infeccioso, o proprio microorganismo pode ser identificado com coloragfes especiais
para BAAR e fungos (10) (32), as quais devem estar disponiveis no laboratorio.

Estudos relatam alta frequéncia de infeccdes meningeas principalmente em
pacientes imunossuprimidos (32) (61) (62). Apesar das infec¢Bes bacterianas terem
predominado nos diagnésticos clinicos levantados neste estudo, a criptococose é a

mais diagnosticada por exame citopatolégico (10) (32) (61).

6.1.1 Sitios Primarios De Carcinoma De Pacientes Com Amostras De LCR

Enviadas Para Analise Citopatolégica De Acordo Com O Género

A maioria das amostras de LCR com diagndstico clinico/histopatologico de
carcinoma (80,5%) era de mulheres. A elevada frequéncia de diagnostico
clinico/histopatologico de carcinoma em requisicdo de exame citopatolégico de LCR
de mulheres se explica porque a maioria (54,0%) dos carcinomas era de origem em
mama, o que ocorre de acordo com dados da literatura (5) (63) (64) (65). Nas
requisicdes de exame citopatologico de LCR de mulheres com carcinoma, 0s sitios

primarios mais frequentes foram mama, 67,1%; pulmao, 10,0%; colo de utero, 10,0%;
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ovario, 7,1%; colon e estbmago, 1,4%; e, nas de homens, pulméo, 23,5% ; prostata,
17,6%; coélon e estbmago, 11,7%. Essa analise da frequéncia dos sitios primarios de
carcinomas é de extrema relevancia jA que os marcadores imunocitoquimicos para
identificacdo destes sitios sdo diferentes. Pode-se concluir, com os resultados do
presente estudo que os marcadores de sitio primario para mama e pulméo seriam os
de maior demanda quando se trata de carcinoma em LCR e, portanto, estes devem
estar disponiveis em maior quantidade, em relacdo aos outros marcadores de sitio

primario.

6.2 RESULTADOS CITOPATOLOGICOS EM AMOSTRAS DE LCR, PREPARADAS
POR CITOCENTRIFUGAGCAO OU CELL BLOCK NOS ANOS DE 2013 A 2021

Com relacdo aos resultados dos exames citopatologicos, o resultado foi
suspeito/positivo em 5,9% do total de amostras. A maioria (61,1%) das neoplasias
malignas diagnosticadas em LCR foram do tipo carcinoma, seguido de neoplasia
hematolégica, 30,6%. A frequéncia de resultado positivo ou suspeito para
malignidade na analise citopatologica em amostras de pacientes com diagndstico
clinico/histopatologico de carcinoma e neoplasia hematoldgica foi, respectivamente,
25,3%, e 7,9%. Esse resultado indica que a probabilidade de resultados positivos ou
suspeitos para malignidade em LCR é significativamente maior quando o diagnostico
clinico/histopatolégico é de carcinoma em relacéo a neoplasia hematolégica. Quando
o diagnéstico clinico € de neoplasia hematoldgica, diante da suspeita clinica de
acometimento leptomeningeo, 0 método diagndstico de escolha €é a
imunofenotipagem por citometria de fluxo (66) (67).

A frequéncia dos tipos histolégicos de neoplasia maligna em amostras com
resultado suspeito/positivo para malignidade em citologia de LCR do presente estudo
€ similar a observada em estudos preévios (4) (64) (68) (69). Em amostras de efusdes
(liquidos pleural, peritoneal e pericardico) com resultado suspeito/positivo para
malignidade na citologia, os carcinomas metastaticos também s&do as neoplasias

malignas mais frequentes (70) (71). Os carcinomas metastaticos para efusbes
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também sdo mais frequentes em mulheres devido ao elevado nimero de metastase
de carcinomas de mama em liquido pleural e de ovario em liquido peritoneal (72) (73).

Deve-se destacar que, quando se trata de carcinoma, a maioria das metastases
sdo metacronicas, ou seja, sdo detectadas meses ou anos apds seu surgimento no
sitio primario, enquanto para linfomas/leucemias e doengas infecciosas, o
acometimento das meninges é mais frequentemente sincronico, ou seja, pode ser
detectado simultaneamente ao diagndstico destas doencas (65) (74) (75). Ressalta-
se que, no presente estudo, todos os resultados dos exames citopatologicos de LCR
compativeis com carcinoma foram provenientes de pacientes com diagnostico

clinico/histopatologico prévio de carcinoma.

6.3 ANALISE DE CONCORDANCIA E COMPARATIVA ENTRE
CITOCENTRIFUGACAO E CELL BLOCK EM AMOSTRAS DE LCR ENVIADAS
NOS ANOS 2019 A 2021

As amostras de LCR para exame citopatoldgico sédo, geralmente, preparadas
por citocentrifugacdo na rotina diagnéstica (11). O cell block é um método
complementar de preparo em que a amostra citolégica € incluida em parafina; pode
ser preparado de amostra sem sedimento e de amostras com pequena ou grande
guantidade de sedimento, assim como de fragmentos de tecido presentes no liquido
ou de coagulos que se formam espontaneamente na amostra (19) (76). E amplamente
utilizado em amostras citologicas de efusdes, lavados peritoneais e PAAF (31) (77). A
imunocitoquimica pode ser aplicada em amostras preparadas por citocentrifugacéo e
em cell block. Em relacéo as amostras preparadas por citocentrifugacéo, o cell block
apresenta vantagens na aplicacdo da imunocitoquimica tais como facilidade de
interpretacdo morfolégica, menor relacdo custo-beneficio, possibilidade de realizacao
de maior nimero reac¢des imunocitoquimicas e de arquivamento do bloco de parafina
(22). Uma das vantagens dos preparados citoldgicos por citocentrifugacdo € a
possibilidade de descorar a lamina para realizagdo da imunocitoquimica (11). No
presente estudo, avaliou-se a possibilidade de aplicacdo da imunocitoquimica em

laminas obtidas de cell block e descoradas e observou-se tanto a expressédo de
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marcadores de membrana/citoplasmaticos quanto de marcadores nucleares. Esse
resultado € de fundamental importancia porque a lamina corada com HE pode ser
aquela com maior celularidade e, diante desses resultados, conclui-se que pode ser
descorada e utilizada para imunocitoquimica.

A maioria das amostras de LCR se apresenta sem ou com pequena quantidade
de sedimento, sendo o cell block destas amostras preparado adicionando-se ao
sedimento substancias como Histogel, &gar, albumina ou plasma com tromboplastina-
trombina. Dentre estas, as mais usadas sao agar e plasma-tromboplastina-trombina
(19) (22) (76). No presente estudo, optou-se pelo método com plasma-tromboplastina
porque, dentre os métodos de preparacao de cell block, este tem sido considerado de
facil execucdo, melhor celularidade, melhor distribuicdo celular e melhores
resultados da imunocitoquimica. Além disso, o cell block, preparado pelo método
plasma tromboplastina, ja tem sido descrito em varios estudos prévios de efusdes para
aplicacdo da imunocitoquimica utilizando marcadores diagndsticos, de sitio primario
de carcinoma, de tipo histoldgico e de resposta terapéutica (22) (31) (34) (76). Vale
ressaltar que para o uso do método plasma-tromboplastina, a amostra ndo deve ser
encaminhada com agente fixador tais como alcool ou formol, ja que essas substancias
dificultam a formacéo do coagulo. Se as amostras forem encaminhadas com estes
fixadores, elas devem ser lavadas com salina ou PBS (phosphate buffered saline) para

nao prejudicar a formagéo do coégulo (22).

6.3.1 Concordancia Entre Citocentrifugacédo E Cell Block Em Relac&do Aos
Resultados Da Analise Citopatoldgica De Amostras De LCR Enviadas
Nos Anos De 2019 A 2021

Para esta analise de concordancia e comparativa entre citocentrifugacao e cell
block foram selecionadas 75 amostras enviadas de 2019 a 2021. As neoplasias foram
os diagndsticos clinicos/histopatologicos que predominaram (46,7%) nas requisi¢cdoes
de amostras de LCR ou em prontuario médico dos respectivos pacientes. Dentre 0s
diagnésticos clinico/histopatolégicos de neoplasia, as mais frequentes foram as

neoplasias hematoldgicas, 51,4%; seguidas de carcinoma, 48,6%.
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O resultado citopatoldgico foi suspeito/positivo para malignidade em 9,3% e
20,0%, respectivamente, do total de amostras e das amostras de pacientes com
diagnéstico clinico/histopatolégico de neoplasia. A maioria (71,4%) das neoplasias
diagnosticadas no exame citopatolégico foi do tipo carcinoma seguido de neoplasias
hematoldgicas (28,6%).

A concordancia nos resultados citopatoldgicos entre as amostras preparadas
por citocentrifugacdo e cell block foi quase perfeita (97,3%, Kappa= 0,84). A
discordancia entre os métodos foi decorrente da baixa celularidade das amostras que
resultou em uma amostra com resultado suspeito/positivo para malignidade quando
preparada por citocentrifugacdo, mas negativa no cell block; e em outra amostra com
o resultado suspeito/positivo para malignidade no cell block mas negativa quando
preparada por citocentrifugacdo. O aumento em 16,7% da sensibilidade do exame
citologico quando o cell block foi adicionado a citocentrifugacdo, comprova sua
aplicabilidade como método complementar a citocentrifugacdo em amostras de LCR.
Em efusbes, a concordancia entre estes métodos de preparacdo ja esta bem

estabelecida na literatura (78) (79).

6.3.2 Comparacdo Entre Citocentrifugacdo E Cell Block Em Relacio A
Celularidade, A Morfologia E Ao Padrdo De Marcag&o Imunocitoquimica
Para PANCK Em Amostras De LCR

As amostras de LCR geralmente apresentam celularidade baixa devido a lise
rapida das células (9) (80); dai a importancia do processamento imediato da amostra
de LCR para se evitar a morte celular “in vitro” (81) (82). A celularidade é, dessa forma,
um aspecto crucial a ser considerado na escolha do método de preparo deste tipo de
amostra citolégica. No presente estudo, em ambos os métodos de preparacao (por
citocentrifugacéo e cell block), a maioria (64,0%) das amostras foi acelular, inclusive
aquelas com diagnéstico clinico/histopatolégico de neoplasia. Para a analise
comparativa da celularidade entre citocentrifugacéo e cell block, quantidades iguais

da amostra foram usadas para cada método e foram selecionadas as amostras de
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maior celularidade. O numero de células foi obtido em 10 campos microscopicos de
400X e de maior celularidade, considerando-se as duas laminas preparadas por
citocentrifugacéo e cortes histopatolégicos mais representativos do cell block. A média
(dp) do nuamero de células para citocentrifugacdo e cell block foi,
respectivamente, 1361 (2473,87) e 584 (775,98) e a mediana (max-min) do niumero de
células, respectivamente, 235 (17-5770) e 380 (11-1893), e ndo houve diferenca
estatisticamente significativa na mediana do numero de células. A menor celularidade
no cell block ja era esperada porque o numero total de células na parte da amostra
preparada por citocentrifugagéo foi concentrado em duas laminas enquanto o nimero
total de células na parte amostra destinada para cell block foi distribuido ao longo
coagulo e, consequentemente, as células estdo distribuidas nos varios cortes que
podem ser obtidos do cell block. A anélise comparativa ideal da celularidade entre os
métodos seria comparar o namero total de células nas duas laminas obtidas da
citocentifugacdo com o numero total de células em todos os cortes seriados de todo o
cell block. Na rotina diagndstica, para estudo imunocitoquimico em corte de cell block
de efusBes geralmente ndo séo realizados cortes histoldgicos do cell block, apenas
0s cortes mais representativos séo destinados para colorag¢édo e imunocitoquimica, ou
seja, 0 procedimento realizado no presente estudo é similar ao realizado na rotina. As
médias dos numeros de células obtidas na analise comparativa foram elevadas e nao
sdo representativas do total de amostras, as quais foram predominantemente
acelulares. Este numero elevado de células pode ser explicado pela escolha, para
ambos os métodos de preparo, de amostras com maior nimero de células e de
campos com maior numero de células. Os elevados valores do desvio padrao 2473,87
e 775,98, indicam uma heterogeneidade no niumero de células entre as amostras
selecionadas.

Uma das vantagens do cell block em relacéo citocentrifugacao € a possibilidade
de obtencdo de mais de um corte da mesma célula, considerando que os cortes
apresentam espessura média de 4um. A presenca da mesma célula em mais de um
corte aumenta a representatividade das células para analise imunocitoquimica.

Com relacgédo a celularidade, indepentemente do método de preparo da amostra
(por citocentrifugacédo ou cell block), o numero de células neoplasicas € baixo em

comparacao com ao das efusdes (10) (83).
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Com relacéo aos aspectos morfolégicos das células neoplasicas malignas de
carcinomas e neoplasia hematologica, em ambos os tipos de cancer, as células
apresentaram atipias pouco evidentes e estavam dispostas de forma isolada ou em
pequenos agrupamentos com pouca coesao celular. Estes aspectos morfologicos,
principalmente para o diagndstico de carcinoma, dificultam a diferenciacdo entre as
células malignas e células benignas que eventualmente sdo encontradas nas
amostras de LCR, tais como macro6fagos e leucdcitos (10) (12).

Nas amostras preparadas em cell block, as células apresentaram artefatos de
retracdo e contorno nuclear irregular se comparadas com as células nas amostras
preparadas por citocentrifugacao.

Em ambos os métodos diagnésticos, foram observados aspectos morfoldgicos
indicativos de diferenciacdo escamosa do carcinoma tais como células alongadas e
com queratinizagdo. Entretanto, estes aspectos foram mais evidentes nas amostras
preparadas por citocentrifugacdo devido a queratinizacado que é realcada na coloracéo
pelo método de Papanicolaou.

Em amostras de LCR preparadas por cell block e com adenocarcinomas nao
houve diferenca quanto ao aspecto morfolégico entre os diferentes sitios primarios.
Essa diferenca de aspectos citomorfolégicos entre as amostras de sitios primarios
também ndo é observada em amostras de efusbes e ressalta a necessidade de
marcadores imunocitoquimicos para esta definicdo (13) (29) (83) (84).

Quanto ao padrao de marcacéao imunocitoquimica para PANCK, em ambos os
métodos de preparacao, observou-se o padrdo de marcacdo esperado, ou seja, de
membrana e citoplasmatico. Contudo, a marcacao citoplasmatica de PANCK foi mais

evidente no cell block, o que facilita a interpretacdo dos achados imunocitoquimicos.

6.3.3 Analise Do Escore De Positividade Para Marcadores Imunocitoquimicos

Y

A imunocitoquimica € usada como método complementar a citologia para
definicdo diagnéstica em amostras como efusbes e lavados peritoneal e
broncoalveolar quando os aspectos morfolégicos ndo sao suficientes. Marcadores

epiteliais e de linhagem hematoldgica sao indicados como marcadores diagnoésticos
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para carcinoma metastético e linfoma, respectivamente. Marcadores como p63 e p40
gue sugerem diferenciacdo escamosa do carcinoma, e marcadores de sitio primario
de carcinoma, podem ser aplicados principalmente quando o paciente apresenta
carcinomas em dois sitios primarios ou quando o carcinoma metastatico € de sitio
primario desconhecido (34).

De uma maneira geral, os marcadores imunocitoquimicos analisados no
presente estudo sdo habitualmente usados em exames histopatolégicos e
citopatoldgicos da rotina do laboratério de Anatomia Patologica devido a sua elevada
sensibilidade.

Além da sensibilidade, um dos critérios para a escolha dos marcadores é o
escore de positividade, principalmente em amostras com baixa celularidade como as
de LCR. Foram utilizados escores de positividade que levam em consideracao a
proporcdo de células coradas e a intensidade da reag¢do. Para os marcadores de
membrana e citoplasmaticos, PANCK, CK7, MOC-31 e claudin-4, os escores de
positividade foram calculados pelo produto dos escore de proporcao e intensidade
(33). O escore de positividade utilizado para os marcadores nucleares, TTF-1, GATAS3
e p63, € baseado em testes com receptores de estrogeno (60), e foi calculado pela
soma dos escores de proporcao e intensidade.

O PANCK é marcador utilizado para deteccdo imunocitoquimica de carcinoma
metastatico em LCR devido a sua elevada sensibilidade, com expresséo em qualquer
tipo histolégico (adenocarcinoma e epidermoide), elevado escore de positividade, e
maior disponibilidade nos laboratorios (12). Importante ressaltar que AE1/AES3,
coquetel de anticorpos monoclonais que reconhecem varias citoqueratinas de baixo e
alto peso molécular, é frequentemente usado como marcador em painel imuno-
histoquimico e imunocitoquimico inicial (28) (34). As citoqueratinas CK7 e CK20 sao
particularmente Uteis quando utilizadas em conjunto como ponto inicial de uma
investigacdo imunocitoquimica de sitio primario (28) (44) (85).

A desvantagem das pancitoqueratinas é a possibilidade de expressdao em
neoplasias do SNC como meningeomas malignos, ependimomas, glioblastomas,
papilomas e carcinomas do plexo coroide (38) (39) (40) (41) (42) (43).

Para detecc¢do de carcinoma em efusfes, o marcador PANCK néo é indicado
devido a sua positividade em células mesoteliais benignas (28). Em efusdes os

marcadores considerados de maior sensibilidade e especificidade para a identificacao
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de adenocarcinomas, diferenciado-os de células mesoteliais, sdo o MOC-31,
anticorpo monoclonal que se liga a molécula de EpCAM, e anti-claudin-4 (84) (86). A
expressao da molécula de adeséo celular epitelial (EpCAM) foi utilizada por outros
autores como critério de identificacdo de células epiteliais no LCR (65). Marcacéo
utilizando o anticorpo Ber-EP4, anticorpo monoclonal que como o MOC-31, também
se liga "a molécula de EpCAM, néo foi detectada em meningiomas e glioblastomas
(38) (41), ao contrario dos marcadores anti-citoqueratina.

Uma das desvantagens do MOC-31 em relacdo a claudin-4 € a menor
sensibilidade em carcinomas escamosos (27). Vale ressaltar que uma marcagao
inespecifica, citoplasmatica, difusa e fraca do Claudin-4 tem sido descrita em
macrofagos nas amostras de efusdes (84). Os macréfagos também sao células
frequentemente observadas em LCR, e, dessa forma, na utilizacdo desse marcadores,
o padrao (predominantemente de membrana) e a intensidade (moderada a forte) sao
indicativos da presenca de célula epitelial, mesmo em cortes de cell block com
escassa celularidade, o que também é descrito em amostras esparsamente celulares
de efusdes (84). CD68, marcador imunocitoquimico de macréfagos rotineiramente
utilizado em efusdes, podera também ser Gtil em amostras de LCR para diferenciacéo
entre os macréfagos e células epiteliais (87).

Além da sensibilidade e especificidade, o escore de positividade € um critério
fundamental para a escolha de marcadores, principalmente em se tratando de
amostras com baixa celularidade (33) (60) (88).

Neste estudo, as medianas elevadas dos escores de positividade em
adenocarcinomas indicaram superexpressdo e nao houve diferencas entre
marcadores os diagnosticos, PANCK, MOC-31 e CK7. Houve superpexpressao
também nas amostras testadas com claudin-4. Esse resultado mostra que qualquer
um dos marcadores poderia ser utilizado em amostras de pacientes com diagndéstico
clinico/histopatologico prévio de adenocarcinoma que S80 0S que mais
frequentemente evoluem com metastase para meninges, principalmente os de sitio
em mama e pulmao. Dessa forma, a escolha de marcadores diagnosticos para
carcinoma vai depender da disponibilidade do marcador no laboratério e
considerando-se as particularidades de sensibilidade e especificidade de cada

marcador e do tipo de carcinoma no diagndstico clinico/histopatoldgico prévio.
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As maiores limitacdes deste estudo foram o periodo de tempo prolongado entre a
coleta e o processamento do LCR, por dificuldades técnicas e logisticas, uma vez que
os laboratérios de Patologia onde foram processadas as amostras nao funcionam de
forma ininterrupta, e a pegquena amostragem para comparacdo e avaliacdo da
concordancia/discordancia diagnostica entre o citocentrifugado e o cell block. A
pequena percentagem de casos positivos aliada a escassa celularidade foi fator
impeditivo para a expansdo de painéis de marcadores imunocitoquimicos e
comparacao entre os resultados; o que também é relatado por outros autores (11) (80)
(89).

Ha varias tentativas de se aprimorar a eficacia diagndstica na investigacdo de
metastases leptomeningeas. Técnicas como citometria de fluxo, disponivel em varios
centros e utilizada diante da suspeita de infiltracdo leptomeningea por malignidades
hematoldgicas, também podem melhorar a sensibilidade do exame citopatolégico do
LCR no diagndstico de metastases por neoplasias epiteliais (67) (90). A bidpsia liquida
€ promissora com a identificacdo de células tumorais circulantes no sangue e também
no LCR de pacientes com tumores epiteliais (1). Alguns autores relatam o papel da
expressado da molécula de adesao epitelial (EpCAM) como critério para identificacédo
destas células em liquidos corporais e no LCR (65) (91) (92) (93) (94).

Contudo, técnicas de baixo custo, como o cell block com plasma-tromboplastina,

devem ser consideradas principalmente em paises com recursos escassos.
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7 CONCLUSAO

A maioria das amostras de liquido cefalorraquidiano (LCR) sdo encaminhadas
para o laboratorio de Anatomia Patologica com a hipétese de neoplasia,
predominando as hipoteses de neoplasias hematologicas e carcinomas. Os
carcinomas sdo as neoplasias mais frequentemente diagnosticadas, principalmente
as de sitio primario em mama e pulmao, e predominam em mulheres. A frequéncia de
resultado suspeito/positivo para malignidade na andlise citopatolégica em amostras
de pacientes com diagndstico clinico/histopatolégico de carcinoma e de neoplasia
hematopoiética foi baixa, respectivamente, 25,3% e 7,9%. Estes resultados indicam a
necessidade de estudos sobre o aprimoramento das técnicas moleculares a serem
aplicadas em amostras de LCR.

Os métodos de preparo, citocentrifugacao e cell block pelo método plasma-
tromboplastina, quando aplicados em amostras de LCR, foram concordantes quanto
aos resultados do exame citopatoldgico e ndo foram diferentes quanto a celularidade
e quanto ao padrao de expressao e escore de positividade de PANCK. O cell block
aumentou em 16,7% a sensibilidade do exame citopatologico quando adicionado a
citocentrifugacéo.

As analises dos escores de positividade dos marcadores PANCK, CK-7, MOC-
31 e Claudin-4 em cell block indicam superpexpresséo e sugerem que qualquer um
destes marcadores pode ser aplicado em amostras de LCR diante da hipotese clinica
de adenocarcinoma.

Considerando-se os resultados das analises de concordancia e comparativa
entre citocentrifugagédo e o cell block com plasma-tromboplastina, a facilidade de
execucao e o baixo custo para o preparo do cell block, e a facilidade de interpretacéo
da expressao imunocitoquimica em amostras de cell block, pode-se concluir que o cell
block pelo método plasma-tromboplastina € uma técnica aplicavel em amostras de
LCR e pode ser usado, de forma complementar a citocentrifugagdo, com o objetivo

de aumentar a sensibilidade do exame citopatologico de LCR.
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APENDICE A - PREPARO DO CELL BLOCK PELO METODO PLASMA-
TROMBOPLASTINA

Para o preparo do cell block foi utilizado o método plasma-tromboplastina

seguindo as seguintes etapas:

1.

o

Centrifugacdo 2000 rpm por 5 minutos

2. Remocéao do sobrenadante
3.
4. Adicédo de 100 pl de tromboplastina (Stago®, Asnieres sur Seine, Franca)

Adigao de 100 ul de plasma ao precipitado seguida de homogeneizacéo

seguida de homogeneizacéo.
Apés a formagéo do coagulo, adi¢cdo de 2 mL de formol a 10% para promover

o deslocamento do coagulo do fundo do frasco e a fixacdo da amostra.

6. Insercao do coagulo (envolvido por papel manteiga) em cassete.
7. Fixacao do coagulo em cassete em formol a 10%.

8.
9

. Incluséo em parafina.

Processamento histoldgico habitual.

10.Seccéo dos blocos de parafina em cortes de 4-5 um que foram dispostos em

laminas ndo silanizadas, para coloracdo por hematoxilina e eosina, e em

laminas silanizadas para imunocitoquimica.

AN

Figura 15 Coagulo e blocos de parafina (cell blocks) de amostras de liquido cefalorraquidiano
confeccionados pelo método plasma-tromboplastina
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APENDICE B - COLORAGAO COM HEMATOXILINA-EOSINA (HE)

A coloracao HE foi realizada nas seguintes etapas:

1. Desparafinizacdo com xilol

2. Hidratacdo em banhos com solu¢des de concentracbes decrescente de
etanol (em sequéncia) e agua.

Coloragao com Hematoxilina de Harris por 3 minutos,

Lavagem em agua corrente

Coloragédo com eosina

Lavagem em agua

N o g~ w

Desidratacdo em solugbes com concentracdes crescentes de etanol (em

sequéncia)

oo

Diafanizacao com xilol

9. Montagem da laminula sobre a lamina utilizando resina sintética.
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APENDICE C - IMUNOCITOQUIMICA

A imunocitoquimica foi realizada através das seguintes etapas:

. Desparafinizacao em xilol

. Hidratacdo em solucdes com concentracdes decrescentes de etanol (em

sequéncia).

. Recuperagéo antigénica com tampdao citrato e monolaurato de polietileno
glicol sorbitano (Tween 20, Sigma-Aldrich®, San Luis, Estados Unidos da
América) dentro de um vaporizador previamente aquecido a 95°C, em

temperatura controlada de 95° a 99°C por 20 min

. Resfriamento em temperatura ambiente por 20 min.

. Lavagem em 10 cubas contendo agua destilada.

. Bloqueio de peroxidases enddégenas em 2 cubas contendo agua destilada e

peroxido de hidrogénio na proporgdo 1:3 ( 2 banhos de 15 min cada)
. Lavagem em 5 cubas contendo agua destilada

. Blogueio de proteinas inespecificas com a utilizacdo do bloqueador do kit
REVEAL - Biotin-Free Polyvalent DAB (Spring Bioscience®, California,

Estados Unidos) por 10 min.

. Lavagem em 5 cubas contendo agua destilada.

10.Lavagem com TBS-tween 20 (0,1%), por 5 min.

11.Diluicdo dos anticorpos em albumina humana 1%, conforme diluigdo em

Tabela 1.

12.Incubacgédo com os anticorpos primarios em camara umida “overnight” sob

refrigeracao (2 a 8 °C).



APENDICE D - PBS

O PBC foi realizado com a utilizacdo dos seguintes componentes:

NaCl (137mM)

KCI (2,7mM)
NazHPO4 (10mM)
KH2PO4 (2mM)
Ajustar o pH para 7,4

Completar o volume com agua destilada para 1 L e autoclavar
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APENDICE E - TAMPAO DE HEMOLISE

O tampéo de hemolise foi assim preparado:

NH4CI (145 mM)
NH4HCO3 (10 mM)

Completar o volume com agua destilada para 2 L e autoclavar
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APENDICE F — HEMATOXILINA DE HARRIS

A Hematoxilina de Harris foi assim preparada:

e Hematoxilina. 0,48% (p/v)
e Etanol absoluto 4,8% (v/v)
e KAI(SO4)2 (384 mM)

e HgO (11mM)

e Completar o volume com agua destilada para 1.050 mL

Protocolo: Dissolver o alimen em agua destilada com o auxilio de uma placa
aguecedora e um agitador magnético. Misturar a hematoxilina no etanol a temperatura
ambiente em outro recipiente separado. Lentamente, combinar as duas solucdes
aguecendo em placa aquecedora, até entrar em ebulicdo. Retirar da fonte de calor e
acrescentar lentamente o 6xido mercurio. Retornar a solucéo para a fonte de calor até

gue tome a tonalidade purpuro-escura. Aguardar esfriar.



APENDICE G — CORANTE ORANGE G

O preparo do Corante orange G foi efetuado da seguinte forma:

I- Solucéo estoque de orange G 10%
e Orange G - 10% (m/v)

e Completar o volume com agua destilada para 100 mL

[I- Solucéo de uso do orange G :
e Solugéo estoque 2% (v/v)
e H3P(W3010)4 (0,0624 mM)
e Etanol 95% - 98%(v/v)
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APENDICE H — CORANTE EA-65

O Corante EA-65 foi preparado da seguinte maneira:

I- Solucbes estoque eosina Y a 20%:

eEosina Y 20% (m/v) em 4gua destilada

[I- Solucéo estoque light-green SF a 3%:

e Light-green SF 3% (p/v) em &gua destilada

[ll- Solucéo de uso do EA-65:

Solucéo estoque de eosina 'Y - 2% (v/v)
Solucéo estoque de light-green SF- 1% (v/v)
HsP(W3010)4a — 0,832 mM

Etanol 95% - 70% (v/v)

Metanol absoluto- 25% (v/v)

Acido acético glacial- 2% (v/v)
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APENDICE | - SOLUGAO DE RECUPERAGAO ANTIGENICA

O preparo da solucao de recuperagao antigénica foi realizado da seguinte forma:

I- Tampao citrato
e CesHs0O7.H20 (12mM) em agua destilada
e Completar o volume com agua destilada para 1L

e Ajustar o pH para 6 e armazenar em geladeira

[I- Solucéo de recuperacéo
e Tampao citrato - 250 mL
e Tween 20 - 0,0002% v/v



APENDICE J - TAMPAO TBS

O preparo do tampao TBS foi realizado da seguinte forma:

I- Preparo do Tris pH 7,3

e Tris (0,2 M)

e HCI (N/10)

e Ajustar para pH 7,3 e conservar em geladeira
[I- Preparo do tampéo TBS

e TrispH7,3-11% viv

e NaCl (146,5 mM)

e Ajustar para pH 7,3 e conservar em geladeira
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Nimero do Parecer: 1.795.517

Apresentacédo do Projeto:
Trata-se de primeira emenda a projeto ja aprovado pelo Parecer Consubstanciado no. 1.346.509 de 02 de
dezembro de 2015.

"Resumo:

Metastase meningea clinicamente diagnosticada ocorre em 5-10% dos pacientes com canceres solidos,
mas a incidéncia em pacientes assintomaticos pode ser de ate 20% de acordo com estudos de autopsia.
Canceres de mama, pulmao, melanoma, gastrointestinal, ovariano e de origem desconhecida sdo os mais
comumente associados a metastase meningea. Ha uma tendéncia de aumento na incidéncia devido a
melhora na sobrevida de pacientes com cancer. A sobrevida varia de 4-6 semanas em pacientes sem
tratamento e aumenta para 2-3 meses nos tratados 1.0 tratamento inclui radioterapia, quimioterapia
intratecal e sistémica. O método diagnostico considerado padrao ouro e a citologia do liquor (fluido
cerebroespinhal) apresentando alta especificidade (>95%), mas baixa sensibilidade (<50%)6. A
imunocitoquimica associada a citologia aumenta a possibilidade de diagnostico, ja que a avaliagao usando
apenas o critério morfologico pode nao ser suficiente para conclusao diagnostica. Além disso, a maioria dos
ensaios clinicos tem utilizado uma combinagao do resultado da citologia (conversao de positivo para
negativo) e resposta clinica (melhora ou estavel) para determinar o sucesso do tratamento. Dessa forma, a
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analise do liquor em pacientes com suspeita de metastase meningea tem importante implicacdes
prognosticas e terapéuticas e ha necessidade de métodos diagnésticos aplicaveis na rotina clinica com
elevada sensibilidade e especificidade. Testes imunocromatogénicos estdo sendo amplamente aplicados em
diferentes tipos de amostras para diagnostico de doencas metabdlicas, inflamatérias e infecciosas, por
permitir resultado rapido, baixo custo, facilidade de aplicacéo e leitura dos resultados. Considerando estas
propriedades, este fipo de teste pode ser empregado em locais de baixa renda e poucos recursos
laboratoriais. Busca-se, portanto, com este projeto desenvolver um método para deteccdo de células de
carcinoma em liguor humano, que independa de aparelhos sofisticados e caros, bem como de profissionais
altamente treinados. O objetivo deste projeto e desenvolver e validar um método rapido, simples e de baixo
custo para deteccéio de células malignas em amostra liquor humano.

Método:

Pacientes com suspeita clinica de metastases e que aceitaram participar do estudo prévio CAAE:

34150314 900005558 doaram pelo menos 5mL de liquor, que ja teria que ser obtido necessariamente para
definicdo diagnostica. Para o presente estudo, pretende-se estudar 50 amosiras obtidas de pacientes com
suspeita diagnostica clinica de metastase meningea.

As amostras foram coletadas por neurocirurgido treinado, com procedimento proprio e armazenadas em
tubos estéreis para transporte. Metade do volume coletado (2.5mL) de cada amostra sera utilizada para
teste da metodologia proposta acima ja optimizada, enquanto que a outra metade sera utilizada para a
analise imunocitotoguimica como usualmente realizada como procedimento de diagnostico. Nesta técnica as
células em suspensfio, se depositam na lamina de vidro, perfazendo um didmetro de 5 mm, enquanto o
meio de suspensdo e absorvido por papel absorvente proprio.

As reacdes imunocitoquimicas serdo realizadas nos centrifugados e em emblocados preparados das
amostras. Serdo empregados anticorpos habitualmente usados na rotina: anticorpos contra citoqueratina. O
método utilizado para amplificacdo da reacédo sera o da Estreptoavidina-Biotina-Peroxidase (LSAB) e sua
revelacao sera realizada com utihzacdo do 3-4, Diaminobenzidina (DAB).

A analise sera realizada por patologista treinado. Além da positividade, serd observada a quantidade de
células presentes na amostra.

Serao incluidas amostras de liquor, provenientes do Hospital Universitario de Brasilia coletadas em projeto
anterior nos anos de 2014 e 2015 CAAE ( 341503149 00005558).

Serdo excluidas do estudo as amostiras de pacientes menores do que 18 anos, indigenas, incapazes, e
casos de negativa na participacao do estudo.
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Obijetivo da Pesquisa:

Obijetivo Geral:

Desenvolver um método colorimétrico, rapido, simples e de baixo custo, para detecgdo de células malignas
em liguor humano, pela marcacéo de antégenos comuns aos tumores.

Objetivos Especificos:

1. Verificar a sensibilidade do méiodo, pela marcacéo de citoceratina em um numero

conhecido de células em meio liquido.

2. Averiguar a possibilidade de detec¢éo a olho nu, e comparar qualitativamente os

resultados com os obtidos por espectrometria.

3. Averiguar a possibilidade de contagem das células malignas no liquor.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

As amostras ja foram coletadas em projeto anterior aprovado pelo comité de ética CAAE (
34150314.9.00005558) e, portanto, ndo havera nenhum risco adicional ao paciente.

O desenvolvimento dessa uma nova técnica proposta, simples e de facil execucdo, para a deteccdo de
metastase para meninge de cancer sdlido podera resultar em maior facilidade diagnostica, aumento da
sensibilidade da técnica e facilitar o diagnostico na rotina do

laboratério e, consequentemente, melhorar o estabelecimento da conduta, estadiamento e prognostico do
paciente com cancer. Além disso, trata-se de proposia de desenvolvimento de uma técnica acessivel e de
custo baixo e que poderia ser utilizada em todos os laboratarios dos servigos plblicos de satude. O
diagnostico de cancer metastatico atualmente e um procedimento limitado pelo custo, pela disponibilidade
de um profissional patologista treinado e experiente, e e/fou da existéncia de aparelhos caros e relativamente
sofisticados. Mesmo assim, a taxa de diagnésticos inconclusivos permanece bastante alta. Por isso, e
urgente e importante o desenvolvimento de uma técnica que possa facilmente ser capaz de deleciar a
presenca de células tumorais no liquor. Esse diagnostico primario podera ser inicialmente apenas
qualitativo, detectado pela mudanca de cor, visualmente perceptivel. Contudo, como a celularidade no liquor
costuma ser baixa, pretende-se também utilizar da propriedade da mudanca de cor durante o teste de forma
analitica, de modo a ser quantificada em espectrofotometro. Esse aparelho, que ndo e caro e e de facil
manipulacao, esta frequentemente presente em laboratorios de analises clinicas rotineiros. Dessa forma,
mesmo hospitais e clinicas que ndo possuam muitos recursos e nem pessoal especializado poderdo realizar
o teste para detectar a presenca de células malignas no liquor.

Cabe lembrar que a presenca dessas células nas meninges esta associada com um pior
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prognostico para o paciente, com uma taxa de sobrevida de 4-6 semanas. Dessa forma, o desenvolvimento
de um método de diagnostico rapido e barato podera representar uma chance de maior sobrevida a esses
pacientes, sobretudo aqueles que vivem distantes dos grandes centros urbanos e que ndo podem esperar
para gue suas amosiras sejam enviadas e analisadas em centros hospitalares maiores.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

O projeto foi aprovado no Edital da FAP-DF conforme documento "Resultado Final. O projeto ja foi aprovado
pelo Parecer Consubstanciado no. 1.346.509 de 02 de dezembro de 2015. Essa primeira emenda solicita
aumentar o numero da amostra utilizando pacientes da Secretaria de Saude do DF e por isso devera ser
encaminhado para o CEP da FEPECS. Foi acrescido a instituigdo co-participante no projeto da plataforma
Brasil. Foi apresentado novo cronograma prevendo inicio da coleta em janeiro de 2017. orcamento
detalhado.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacio obrigatéria:

Foram analisados os seguintes documentos:

Informacdes Basicas do Projeto - “PB_INFOHMAQOES_BASICAS_80?034_E1_pdf“ de 21/10/2016, nao
apresenta explicitamente as alteragdes na metodologia, as solicitacées estéio listadas na justificativa de
emenda.

TCLE - "ModTCLE09072012SES pdf' de 21/10/2016 que esta de acordo com o referencial da FEPECS.
"termodeanuenciadecoparticipacaoSES.pdf' de 21/10/2016 - termo de anuéncia da FEPECS devidamente
preenchido e assinado.

"cartadeencaminhamentoemenda_pdf' de 21/10/2016, carta solicitando as alteracdes propostas.
Cronograma - "cronogramaSES.pdf" de 21/10/2016, que esta atualizado.

Projeto Detalhado- "projetocomitefepecs pdf' de 21/10/2016

Recomendacoes:

N&o se aplica.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacodes:

N&o foram observados obices éticos.

Protocolo de pesquisa em conformidade com a Resolucédo CNS 466/2012 e Complementares.

Este projeto foi aprovado para financiamento pela FEPECS conforme documento da plataforma Brasil
“Resultadofinal” de 27/10/2017.
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Consideracdes Finais a critério do CEP:

A realizacéo das atividades do projeto na instituicdio coparticipante esta condicionada a aprovacao pelo CEP
responsavel, o CEP FEPECS.

De acordo com a Resolugdo 466/12 CNS, itens X.1.- 3.b. e X1.2.d, os pesquisadores responsaveis deverdo
apresentar relatérios parcial semestral e final do projeto de pesquisa, contados a partir da data de
aprovacdo do protocolo de pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_807034 21/10/2016 Aceito
do Projelo E1.pdi 220326
TCLE/Termos de  |ModTCLEQS0720125ES pdf 21/10/2016 |FABIANA PIRANI Aceito
Assentimento / 215718 |CARNEIRO
Justificativa de
Auséncia
Qutros termodeanuenciadecoparticipacaoSES.p| 21/10/2016 |FABIANA PIRANI Aceito

df 050437 |CABNEIRO

Qutros cartadeencaminhamentoemenda.pdf 21/10/2016 |FABIANA PIRANI Aceito
045920 |CABNEIRO

Cronograma cronogramaSES _pdf 21/10/2016 |FABIANA PIRANI Aceito
045623 |CABNEIRO

Projeto Detalhado / | projetocomitefepecs pdf 21/10/2016 |FABIANA PIRANI Aceito

Brochura 045210 |CARNEIRO

Investigador

Qutros EDITAL_03_2015_FAIXA_C_FINAL pdf | 30/11/2015 |FABIANA PIRANI Aceito
14:51:04 |CARNEIRO

Qutros encaminhamento.pdf 30/11/2015 |FABIANA PIRANI Aceito
14:49:18 |CARNEIRO

Qutros responsabilidade.pdf 30/11/2015 |FABIANA PIRANI Aceito
14:48:35 |CARNEIRO

TCLE/ Termos de | ConsentimentoCOMITe. pdf 30/11/2015 |FABIANA PIRANI Aceito

Assentimento / 14:4718 |CARNEIRO

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado /| projetocomite pdf 30/11/2015 |FABIANA PIRANI Aceito

Brochura 14:46:06 |CARNEIRO

Investigador

Orgcamento ORCAMENTOcomite.pdf 30/11/2015 |FABIANA PIRANI Aceito
14:44:57 |CARNEIRO

Folha de Rosto rosto.pdf 18/11/2015 |FABIANA PIRANI Aceito
20:33:12  |CABNEIRO

Endereco: Faculdade de Ciéncias da Sade - Campus Darcy Ribeiro
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Qutros CURRICULO pdf 18/11/2015 |FABIANA PIRAMNI Aceito
182208 |CABNEIRO

Declaracéo de termo_pdf 17/11/2015 |FABIANA PIRANI Aceito

Instituicéo e 082936 |CARNEIRO

Infraestrutura

Cronograma CRONOGRAMA pdf 17/11/2015 |FABIANA PIRANI Aceilo
082818 |CABNEIRO

Qutros Resultadofinal_pdf 27/10/2016 |Keila Elizabeth Aceito
131111 Fonlana

Situacéo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:

Néo

Endereco:

UF: DF
Telefone:

BHASILIA, 27 de Outubro de 2016

Assinado por:

Keila Elizabeth Fontana

(Coordenador)

Faculdade de Ciéncias da Salde - Campus Darcy Ribeiro
Balrro: Asa Norte

Munlciplo: BRASILIA
(61)3107-1947

CEP: 70.910-900

E-mall:

cepfsunb@gmail.com
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INSTITUTO DE GESTAO
ESTRATEGICA DE SAUDE DO [atiar
DISTRITO FEDERAL ¢, IGESDF

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: PESQUISA DE CELULAS NEOPLASICAS EM LIQUOR - IMUNOCITOQUIMICA EM
AMOSTRAS PREPARADAS PELO METODO PLASMA-TROMBOPLASTINA

Pesquisador: VALERIA ARAUJO DO NASCIMENTO SANTOS

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 29649120.0.0000.8153

Instituicdo Proponente: INSTITUTO HOSPITAL DE BASE DO DISTRITO FEDERAL -IHBDF
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Nimero do Parecer: 4.001.990

Apresentacédo do Projeto:

A andlise de amostras citologicas de liquor &€ um procedimento de rotina em casos de suspeita de metastase
meningea e € usada tanto no diagnostico como no seguimento dos pacientes. O método utilizado € a
citocentrifugagéao que apresenta alta especificidade mas baixa sensibilidade. “Cell block” é uma das técnicas
citologicas de preparagao na qual residuos solidos e precipitados da amostra centrifugada, coagulos
sanguineos ou diminutos fragmentos de tecido sao incluidos em blocos de parafina seguindo o
processamento histologico habitual. Varios tipos de material citologico podem ser submetidos a preparacao
de “cell block”: fluidos corporais, oriundos de pungao aspirativa por agulha fina ou de preparagoes em meio
liquido, dentre outros. Porem a aplicabilidade desta técnica em liquor ainda nao foi demonstrada em nimero
significativo de amostras.

O presente trabalho constitui-se em um estudo observacional e transversal no qual serdo analisadas

amostras citologicas de liquor enviadas rotineiramente ao laboratorio do NUCAN/HB.

Processamento/armazenamento do material

O liquor enviado rotineiramente ao laboratorio do NUCAN/HB sera processado conforme a rotina do
laboratorio: uma parte sera citocentrifugada e o restante sera armazenado em geladeira até a liberagao do
laudo citopatologico, o que deve ocorrer dentro de trés a cinco dias. Uma vez concluido e liberado o laudo

citopatologico, o restante do material (residuo) seria rotineiramente
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desprezado.

O que propomos em nosso estudo é que este residuo seja utilizado para a confecgao do “cell block”
(emblocado em parafina).

Portanto nao havera armazenamento do liquor por tempo adicional neste estudo.

Esta técnica de confecgao de “cell block™ ja é conhecida e rotineiramente utilizada em laboratarios de
anatomia patologica e citopatologia, inclusive no laboratorio do NUCAN/HB com outros tipos de amostras
biologicas.

A partir de cortes histologicos do “cell block™ serao confeccionadas laminas que serdo examinadas ao
microscopio optico.

Apos andlise citopatologica, as laminas do citocentrifugado, as laminas oriundas do cell block e o cell block
propriamente dito, serao arquivados no arquivo proprio do NUCAN/HB segundo Resolugao CFM (Conselho
Federal de Medicina) n® 2.169/2017 e recomendagao das SBP (Sociedade Brasileira de Patologia) e SBC
(Sociedade Brasileira de Citopatologia). O arquivamento devera ocorrer por no minimo 05 (cinco) anos e &

realizado de forma rotineira pelos laboratorios de anatomia patolagica e citopatologia de todo o pais.

Laminas e “cell block™ pertencem ao paciente e ficam a disposicdo do mesmo para ser retirado a qualquer
momento se assim o desejar, segundo Resolugao CFM n°® 2.169/2017, artigo 9 — paragrafo unico. Portanto
nao havera alteragao nas condigoes e nem no tempo de arquivamento das laminas e “cell block” (bloco de
parafina) em decorréncia da atual pesquisa.

Coleta de dados/Metodologia da Analise

Os dados da pesquisa serao coletados a partir do exame microscopico das laminas oriundas da

citocentrifugacdo do liquor (rotina) e das laminas oriundas dos cortes histolégicos do “cell block™.

A analise sera descritiva e comparativa: o exame microscopico das laminas oriundas da citocentrifugacao
devera conter informagdes sobre a celularidade, tipos de arranjos celulares, a presenga ou nao de células
neoplasicas e a presenga ou nédo de artefatos técnicos. O exame microscopico das laminas dos cortes
histologicos do “cell block” tambem deve descrever estes aspectos morfolagicos.

Caso sejam detectadas células neoplasicas, sera observado se foi ou nao possivel a realizagao de
coloragoes imunocitoquimicas e computados quais os reagentes imunocitoquimicos utilizados e os
resultados.

Finalmente serao comparados os achados do exame microscopico do citocentrifugado com os

Enderego: SMHS Quadra 101 - Area Especial - Hospital de Base do DF

Bairro: ASA SUL CEP: 70.335-900
UF: DF Municipio: BRASILIA
Telefone: (61)3315-1675 E-mail: cep hbdf@gmail com

Pégina 02 de 06

95



INSTITUTO DE GESTAO
ESTRATEGICA DE SAUDE DO ‘G Rpiecgforme
DISTRITO FEDERAL ¢, IGESDF

Continuagdo do Parecer: 4.001.990

achados do exame microscopico dos cortes histologicos do “cell block” de cada paciente.

AMOSTRA

Serao estudadas 40 amostras de liquor de pacientes com e sem historia prévia de neoplasia. Somente
serao utilizadas amostras ja colhidas rotineiramente no Hospital de Base e ja enviadas rotineiramente para
analise citopatologica no NUCAN/HB. Além da citocentrifugagao (ja rotineiramente realizada) para a qual
serao utilizados 100 L da amostra, com os residuos de cada amostra sera também confeccionado “cell
block”. E no caso de deteccao de células malignas ou suspeitas de malignidade sera ainda realizada
coloragao imunocitoquimica para confirmagao da malignidade e definigao da origem/sitio primario.

Critérios de Inclus@o - Serao incluidas amostras de liquor de pacientes com e sem antecedente de
neoplasia.

Critérios de Exclusao - Serao excluidas do estudo as amostras de pacientes menores do que 18 anos,
indigenas e incapazes.

Abordagem estatistica

O programa GraphPad Prism 7 (GraphPad Software, San Diego, CA) sera utilizado nas analises estatisticas
considerando-se o nivel de significancia de p < 0,05. A sensibilidade e a especificidade serao calculadas
para os marcadores de malignidade e de sitio primario.

Objetivo da Pesquisa:

OBJETIVO GERAL

O estudo tem por objetivo avaliar a aplicabilidade do “cell block” preparado pelo método plasma-
tromboplastina no diagnostico de neoplasias malignas em amostras de liquor.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Comparar o citocentrifugado das amostras de liquor com o “cell block™ preparado pelo método plasma-
tromboplastina quanto aos aspectos morfologicos (celularidade, arranjos celulares, artefatos técnicos).
Comparar o citocentrifugado com o “cell block” preparado pelo método plasma-tromboplastina quanto aos
aspectos imunocitoquimicos (porcentagem de células malignas expressando os marcadores de malignidade
e de sitio primario, presenga de reagao de fundo, facilidade de
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interpretagao dos resultados).
Identificar a sensibilidade e especificidade dos marcadores de malignidade e de sitio primario no
citocentrifugado e no “cell block™.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Riscos

Os riscos para os pacientes sao os da coleta rotineira de liquor que ja ocorre independentemente de nossa
pesquisa pois para a confecgao do "cell block", serdao usados os residuos das amostras (material que seria
descartado) ja colhidas rotineiramente para a citocentrifugagao que € o exame de rotina atualmente utilizado
para pesquisa de células neoplasicas em liquor no laboratorio do NUCAN/HB. Nao havera coleta adicional
de liquor. O projeto nao oferece desconforto ou risco adicional aos pacientes uma vez que os procedimentos
de coleta de amostras sao procedimentos ja usados de forma rotineira (nao sofrerao nenhuma alteragao em
decorréncia desta pesquisa), e a identidade dos pacientes sera preservada.

Beneficios

A analise citopatologica do liquor para pesquisa de celulas oncoticas sera realizada nao somente através do
citocentrifugado como ja é feito rotineiramente mas também com a confecgao do "cell block" pelo método
plasma-tromboplastina, alem de avaliagao imunocitoquimica no citocentrifugado e no “cell block” com
marcadores de malignidade e de linhagem celular. Isto devera aumentar a sensibilidade e especificidade do
meétodo de detecgao de celulas neoplasicas no liquor, o que tera implicagoes clinicas importantes com
relacao a estadiamento de neoplasias, e consequentemente, conduta e prognostico.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:
A pesquisa apresenta relevancia para a assisténcia e academia.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:
Os termos obrigatorios foram apresentados adequadamente.
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Recomendacoes:

O Comité de Ftica em Pesquisa do Instituto de Gestdo Estratégica de Saude do Distrito Federal
(CEP/IGESDF) ressalta a necessidade do desenvolvimento da pesquisa, de acordo com o protocolo
avaliado e aprovado, bem como, atencdo as diretrizes éticas nacionais quanto aos incisos XI.1 e X1.2 da
Resolucao n® 466/12 CNS/MS concernente as responsabilidade do pesguisador no desenvolvimento do
projeto.

XI.1 — A responsabilidade do pesquisador & indelegavel e indeclinavel e compreende os aspectos éticos e
legais.

XI.2 — Cabe ao pesquisador:

[.]

c) desenvolver o projeto conforme delineado;

d) elaborar e apresentar os relatorios parciais e final;

e) apresentar dados solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualguer momento;

f) manter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e responsabilidade, por um
periodo de 5 anos apos o término da pesquisa;

g) encaminhar os resultados da pesquisa para publicacdo, com os devidos créditos aos pesquisadores
associados e ao pessoal técnico integrante do projeto; e

h) justificar fundamentalmente, perante o CEP ou a CONEP, interrupg¢ao do projeto ou a nao publicacao dos
resultados.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacoes:
Protocolo de pesquisa APROVADO.

Consideracdes Finais a critério do CEP:

O colegiado do Comité de Etica em Pesguisa do Instituto de Gestio Estratégica de Satde do Distrito
Federal (CEP/IGESDF), de acordo com as atribuicoes definidas pelo Conselho Nacional de Saude (CNS) na
resolucdo do 466/2012 e na norma operacional 001/2013, em reunido realizada no dia 30/04/2020, deliberou
pela "APHOVAQAO“ do presente protocolo de pesquisa. O pesquisador deve seguir o disposto no item
recomendacbes e demais aspectos &ticos vigentes, emitindo relatorios parciais semestrais e final sucinto
quando da conclusdo do projeto, por meio de notificacdo, via Plataforma Brasil. Além disso, deve seguir o
protocolo como apresentado e aprovado. Qualquer alteragéo que seja feila, inclusive se houver necessidade
de interrupcdo da pesquisa, também deve ser imediatamente comunicada ao CEP/IGESDF, via Plataforma
Brasil.
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

QT

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 27/04/2020 Aceito
do Projeto ROJETO_1439720 pdf 155821
Cronograma Cronograma pdf 26/04/2020 |VALERIA ARAUJO Aceito

191727 |DO NASCIMENTO
SANTOS
TCLE / Termos de | Termo_de_consentimento_livre_e_escla| 26/04/2020 |VALERIA ARAUJO Aceito
Assentimento / recido.pdf 19:08:16 |DO NASCIMENTO
Justificativa de SANTOS
Auséncia
Projeto Detalhado / | Projeto_pesquisa.pdf 26/04/2020 |VALERIA ARAUJO Aceito
Brochura 185711 DO NASCIMENTO
Investigador SANTOS
Qutros Curriculo_Lattes_Valeria.pdf 26/02/2020 |VALERIA ARAUJO Aceito
094112 |DO NASCIMENTO
SANTOS
Orgamento Orcamento.pdf 26/02/2020 |VALERIA ARAUJO Aceito
08:33:22 |DO NASCIMENTO
SANTOS
Outros Termo_Compromisso.pdf 26/02/2020 |VALERIA ARAUJO Aceito
08:30:16 |DO NASCIMENTO
SANTOS
Declaracéo de Termo_anuencia pdf 07/02/2020 |VALERIA ARAUJO Aceito
concordancia 11:3756 |DO NASCIMENTO
SANTOS
Folha de Rosto Folha_rosto.pdf 07/02/2020 |VALERIA ARAUJO Aceito
11:27-:04 |DO NASCIMENTO
SANTOS

Situacéo do Parecer:

Aprovado
Necessita Apreciacdo da CONEP:
Nao
BRASILIA, 30 de Abril de 2020
Assinado por:
Katryne Holanda Silva
(Coordenador(a))
Endereco: SMHS Quadra 101 - Area Especial - Hospital de Base do DF
Balrro: ASA SUL CEP: 70.335-900
UF: DF Munlciplo: BRASILIA
Teletone: (61)3315-1675 E-mall: cep hbdf@gmail.com
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ANEXO C — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - IGESDF

Diretoria de Ensino, Pesquisa e Inovagao
Geréncia de Pesquisa e Inovagao

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE

Vocé esta sendo convidado(a) a participar do projeto de pesquisa “Pesquisa de células neopldsicas em
liquor — Imunocitoquimica em amostras preparadas pelo método plasma-tromboplastina” sob responsabilidade
da pesquisadora Valéria Araljo do Nascimento Santos, do Nucleo de Citopatologia e Anatomia Patoldgica do
Hospital de Base (NUCAN/HB), Instituto de Gestdo Estratégica de Saude do Distrito Federal (IGESDF). Esse
estudo tem como objetivo avaliar a utilidade do “cell block” a partir de amostras de liquor.

N&o havera alteragdo na coleta do liquor; seré colhido conforme a rotina. Os procedimentos que serdo
realizados na amostra ja s@o rotineiramente realizados no laboratério do NUCAN/HB. Parte da amostra sera
usada no preparo de laminas por citocentrifugac¢éo e o restante na confecgédo do “cell block”. Os beneficios do
estudo serdo: 1- emprego de marcadores imunocitoquimicos adicionais para confirmacdo de malignidade e
identificacdo de sitio primério do céncer; 2- andlise comparativa dos resultados obtidos por citocentrifugacéo e
pelo “cell block™.

Néo havera danos adicionais decorrentes da pesquisa pois ndo_haverd coleta adicional de liquor;

utilizaremos o liquor que de qualquer forma seria colhido independente da atual pesquisa.

Sua participacdo é voluntdria; vocé tem direito a se recusar a participar ou se retirar da pesquisa em
qualguer momento, sem nenhum prejuizo. Ndo haverd pagamento ou recompensa financeira pela sua
participagéo e vocé nao tera nenhuma despesa.

Garantimos que o liquor enviado ao laboratdrio sera utilizado somente para o fim proposto ou seja,
confecgdo de “cell block” e coloragio imunocitoquimica além do exame de rotina (citocentrifugagdo). Seu nome
e dados ndo serdo divulgados, sendo mantidos em sigilo pelos pesquisadores. Os resultados desse estudo
poderao ser divulgados nessa instituigdo, revistas e/ou encontros cientificos, garantindo a sua privacidade.

Caso tenha dlvidas ou consideragbes relacionadas a esta pesquisa, entre em contato com a
pesquisadora responsavel Valéria Aradjo do Nascimento Santos por meio do telefone (61) 3550-8854 e-mail
vans{@ambr.org.br efou endereco NUCAN/HB Setor Médico Hospitalar Sul — Asa Sul — Brasilia/DF — CEP:
70335-900.

Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com seres humanos do
IGESDF (e-mail: cep@igesdf.org.br, telefone: (61) 3550-8837, Endereco: Setor Médico Hospitalar Sul — Asa Sul
— Brasilia/DF — CEP: 70335-900). Entre em contato caso tenha ou queira alguma informagédo a respeito dos
aspectos éticos envolvendo este estudo.

Se concordar em participar, vocé recebera uma via desse Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

€ a outra via sera arquivada pelo pesquisador.

Brasilia, [dia] de [més] de [ano].

Eu [nome do participante], [telefone] [enderego] aceito participar desse estudo.

Assinatura do participante

Assinatura e carimbo do pesquisador
Valéria Araljo do Nascimento Santos, 3350-8854 e vans@ambr.org.br

Pagina 1 de 1
Instituto de Gestdo Estratégica de Salde do Distrito federal
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