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Exame do liquido cefalorraquidiano: influéncia da
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na estabilidade analitica

Cerebrospinal fluid exam: influence of sample preparation, temperature and time on analytical stability

unitermos

Luciana Ferreira Dimas'; Marzia Puccioni-Sohler?
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O liquido cefalorraquidiano (LCR) é um fluido biolégico que estd em intima relagdo com o sistema
nervoso central (SNC). Por isso, 0 exame do LCR constitui um método de grande valia para o diagnéstico
e 0 acompanhamento de diversas afec¢cdes neuroldgicas. Entretanto, existem poucos estudos sobre a
estabilidade de seus analitos durante a etapa pré-analitica. Objetivo: Identificar dados existentes sobre
a influéncia da temperatura e do tempo de estocagem, dos ciclos de congelamento/descongelamento
e pré-tratamentos (centrifugacao, desnaturacdo, adicdo de soro) na estabilidade dos analitos do LCR.
Método: Foi realizada uma revisao sistematica de artigos da literatura, usando palavras-chave da lingua
inglesa como storage, cerebrospinal fluid, CSF, stability, temperature e period, com base nos servicos de
dados de PubMed, Highwire Press, Lilacs e Amazonas Library, os quais permitem a pesquisa bibliogréfica
de citacdes e artigos cientificos. Resultado: A busca encontrou nove artigos, resultado da escassez de
trabalhos sobre o assunto. Os analitos do LCR estudados incluiram células (nimero e morfologia),
proteinas totais, glicose, lactato, aminoécidos, creatina, creatinina, biomarcadores e enzimas. As
metodologias se basearam em microscopia 6ptica, ensaio imunossorvente ligado a enzima (ELISA),
Imunoblot/SDS-PAGE e fotometria. Conclusdo: A revisdo da literatura confirma que a estabilidade da
amostra de LCR sofre influéncia da temperatura, do tempo de estocagem e das condi¢Ges de preparo
pré-analitico. Os achados desta revisao sistematica podem contribuir para a ampliacdo dos conhecimentos
no exame do LCR, assim como o melhor entendimento sobre a estabilidade da amostra.

abstract PSS

The cerebrospinal fluid (CSF) is a biological fluid that is in close relation with the central nervous system | Storage

(CNS). Therefore, the CSF examination constitutes an invaluable method in the diagnosis and monitoring of

countless neurological diseases. However, there are a few studies about the stability of its analytes during the Cerebrospinal fluid
pre-analytical stage. Objective: To identify existing data about the influence of temperature and storage time, | pgp
freezing/thawing cycles and pre-treatments (centrifugation, denaturation, serum addition) on the stability of

CSF analytes. Method: A systematic review of articles in the literature was conducted by use of key words in | Stability

English such as “storage”, “cerebrospinal fluid”, “CSF”, “stability”, “temperature” and “period”, based on

data from PubMed, Highwire Press, Lilacs and Amazonas Library, free digital archives of biomedical research Temperature
articles. Result: The search found nine articles, what results from the lack of studies about this subject. Different | peripd

CSF constituents were analyzed: number of cells and their morphology, total protein, glucose, lactate, amino
acids, creatine, creatinine, biomarkers and enzymes. The methodologies employed were: optical microscopy,
enzyme linked immunosorbent assay (ELISA), Imunoblot/SDS-PAGE and spectrometry. Conclusion: The
literature review confirms that the stability of CSF samples is influenced by temperature, storage time and
conditions of pre-analytical preparation. The findings of this systematic review may contribute to improving
the knowledge about CSF examination, as well as to better understanding the sample stability.

1. Biomédica.

2. Professora adjunta de Neurologia da Universidade Federal do Estado do Rio de Janeiro (UNIRIO); chefe do Laboratdrio de Liquido Cefalorraquidiano, Servigo de Patologia Clinica, do Hospital

Universitério Clementino Fraga Filho, da Universidade Federal do Rio de Janeiro (HUCFF/UFR)).
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Introducao

O liquido cefalorraquidiano (LCR) é um fluido biolégico
que esta em intima relacdo com o sistema nervoso central
(SNC) e seus envoltérios (meninges). E um ultrafiltrado pro-
duzido pelos plexos cordides e esta presente nos ventriculos
cerebrais e no espaco subaracnéideo. Por isso, sua andlise
laboratorial é de grande importancia para o diagndstico e
acompanhamento das doencas neuroldgicas®¢'2.

A principal funcdo do LCR é a protecdo mecénica que
amortece o encéfalo e a medula espinhal contra choques
e pressdo. O LCR também tem a capacidade de flutuacéo,
de defesa do SNC contra agentes infecciosos, de remover
residuos e de circular nutrientes, mantendo, assim, o dina-
mismo dos elementos nele presentes® 2.

Em condicdes normais, o LCR é constituido de pequenas
concentracOes de proteina, glicose, lactato, enzimas, potas-
sio, magnésio e concentragdes relativamente elevadas de
cloreto de sédio. Além disso, apresenta composicéo celular
de até cinco células por milimetro cubico, possui aspecto
de “agua de rocha”, é limpido e incolor® & 113,

Em condi¢des patoldgicas, o LCR pode apresentar as-
pecto turvo devido ao aumento do ndmero de células (>
400 células/mm?®) e/ou proliferacado de bactérias ou fungos.
Quanto a cor, o LCR pode ser classificado como xantocré-
mico ou eritrocromico. A xantocromia indica coloracdo
amarelada decorrente da presenca de bilirrubina plasmética,
que pode ser resultado de uma hemorragia subaracndidea
ou da transudacéo de proteinas do soro para o LCR ou
presenca de bilirrubina na ictericia. Ja a eritrocromia indica
coloracédo avermelhada decorrente da hemdlise das hema-
cias, que pode ser causada por um acidente de puncéo ou
uma hemorragia subaracnéidea® 1113,

Em relacdo a proteina, o LCR normal apresenta concen-
tracdo entre 0 a 40 mg/dl no nivel lombar. A maior parte das
proteinas encontradas (80%) é proveniente do plasma, e o
restante (20%) é produzido no SNC. O aumento dos niveis
da concentracdo protéica no LCR (hiperproteinorraquia)
geralmente é devido as altera¢des da barreira hemato-LCR
ou a sintese intratecal de imunoglobulinas. Podem-se ainda
ter varios distdrbios neuroldgicos associados as alteracdes
da concentracdo de proteina no LCR, tais como edema
cerebral, meningites, distdrbios metabdlicos, tumores do
SNC, hemorragia subaracnéidea, hipertensdo intracraniana,
leucemia, entre outros®6 11.13),

Quanto a glicose, sua concentracdo no LCR normal

corresponde a cerca de dois tercos da glicemia, ou seja,
dependente dos niveis de glicose no sangue e também da

taxa de metabolismo do SNC. Portanto, a avaliacao simulta-
nea dos niveis de glicose no soro e no LCR se faz necessaria
principalmente quando a determinacéo da glicose do LCR
é de extrema importéncia para o diagndstico, como no
caso das meningites. A hipoglicorraquia geralmente ocorre
em situagdes de hipoglicemia ou no caso de aumento do
consumo de glicose (glicélise) pelo SNC, como acontece
principalmente nas meningites por germes comuns, por
fungos, na meningite tuberculosa e nas infiltracdes neopla-
sicas do espaco subaracnéideo. Niveis elevados de glicose
no LCR n&o possuem significado clinico, refletindo somente
o0 aumento dos niveis da glicemia sistémica®® 1113,

Os niveis de lactato no LCR, diferente dos niveis de
glicose, ndo estdo vinculados a concentracéo sangtiinea,
e sim a sua producdo intratecal. O consumo da glicose
como fonte de energia nas infec¢des bacterianas do SNC
resulta em diminuicéo dos niveis de glicose e aumento do
lactato, sugerindo elevagao da gliclise anaerdbica. A de-
terminacéo dos niveis de lactato é utilizada principalmente
no diagnoéstico diferencial entre as meningites bacterianas
e virais6 1. 13,

O LCR também é constituido por importantes biomarca-
dores, como a proteina tau, o peptideo AB1-42 e a enzima
enolase neurdnio-especifica (ENE). A proteina tau é axonal
e estabiliza os microtdbulos, estruturas responséveis pela
formagdo e manutencdo dos contatos interneuronais, por
meio de sua ligacdo e seu aumento no LCR, o que reflete
as degradacGes neuronal e axonal. O peptideo Ap1-42 é
derivado de uma proteina precursora amil6ide pela seg-
mentacao da mesma por enzimas denominadas secretases.
Esses analitos estdo envolvidos em eventos patolégicos
(formacdo das placas neuriticas) da doenca de Alzheimer, e
suas dosagens sao de suma importéancia para o diagnéstico
precoce( & 1415 A ENE é uma enzima dimérica composta
de subunidades o, B e y e suas isoformas sdo sintetizadas
por neurdnios e tecido neuroendécrino. As isoformas a
e y séo abundantes em eritrécitos, por isso também séo
utilizadas como biomarcadores de alguns canceres e, mais
recentemente, de doencas neurodegenerativas‘'?.

A realizacdo do exame de LCR, assim como qualquer
outro exame laboratorial, é constituida de trés etapas
denominadas pré-analitica, analitica e pds-analitica. A
fase pré-analitica consiste no conjunto de processos que
antecede a andlise da amostra, como coleta, transporte,
armazenamento e preparo. J& a metodologia corresponde
a fase analitica; e a analise dos resultados e emissao de lau-
dos, a fase pés-analitica. Todas as etapas podem apresentar
fontes potenciais de erro. Portanto, para se obter qualidade
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nos exames de LCR, é preciso existir padronizacéo para
executar todos os processos envolvidos(®.

A importancia do controle do processo pré-analitico
baseia-se no fato de que, quando realizado de maneira
inadequada, provoca erros ou variagdes nos resultados finais
dos exames. Por exemplo, durante a coleta, por puncéo
lombar, cisternal ou ventricular, pode ocorrer contaminagéo
do material ou mesmo um acidente. Outros fatores desse
processo, como a temperatura e o tempo de estocagem e
as condicdes do preparo da amostra, necessitam de uma pa-
dronizacdo para evitar resultados equivocados, que podem
comprometer o diagndstico e a conduta médica. Por isso, é
importante que os profissionais tenham conhecimento dos
erros e das variagdes durante essa etapa'?.

Mesmo com a grande importancia do exame de LCR
no auxilio ao diagndstico das principais enfermidades neu-
roldgicas, existem poucos estudos sobre a estabilidade de
seus analitos ante processos pré-analiticos. Portanto, esta
revisdo sistematica tem por finalidade identificar alguns dos
aspectos referentes a fase pré-analitica, como a influéncia
da temperatura e do tempo de estocagem, dos ciclos de
congelamento e descongelamento e pré-tratamentos (cen-
trifugacdo, desnaturacdo, adicdo de soro) na estabilidade
dos analitos do LCR.

Metodologia

Foi realizada uma revisdo sistematica da literatura a partir
das palavras-chave da lingua inglesa storage, cerebrospinal
fluid, CSF, stability, temperature e period, usando-se as bases
de dados PubMed, Highwire Press, Lilacs e Amazonas Library
entre os anos de 2000 e 2007. As palavras-chave escolhidas
tiveram como base a necessidade de um maior conhecimen-
to sobre os efeitos da temperatura, do tempo e de outras
condi¢des que antecedem a andlise do LCR, assim com seus
efeitos na estabilidade das amostras. Portanto representam
palavras especificas para o assunto a ser abordado.

Resultados

A busca encontrou somente nove artigos, resultado de
uma caréncia de trabalhos realizados sobre a estabilidade
dos analitos presentes nas amostras de LCR. Na base de
dados PubMed foram verificados cinco artigos contendo as
palavras-chave, enquanto na Amazonas Library, dois artigos.
J& nas bases de dados Highwire Press e Lilacs, a pesquisa
identificou um artigo de interesse em cada uma.
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Entre as literaturas investigadas, quatro realizaram
andlises sobre a estabilidade das proteinas beta-amildide,
sendo que trés também sobre a estabilidade da proteina
tau’19. Entretanto outros analitos, entre eles glicose, lacta-
to, proteinas totais, aminodcidos (acetato, alanina, citrato,
glutamina), creatina, creatinina, ENE, atividade de enzimas
(creatinoquinase, lactato desidrogenase e aspartato amino-
transferase), o nimero de células e sua morfologia, também
foram alvos de estudo sobre suas respectivas estabilidades
nas amostras de LCR* 114,

Os trabalhos revisados mostraram preocupacao especial
com o possivel efeito da temperatura e do tempo de esto-
cagem, dos ciclos de congelamento e descongelamento e
pré-tratamento (por exemplo, centrifugacdo) das amostras
de LCR sobre a estabilidade dos analitos. Essas investigacdes
parecem estar relacionadas a auséncia de uma padronizacéo
das condi¢des de estocagem do LCR.

Os dados descritivos dos trabalhos selecionados nesta
revisdo sistemdtica estdo apresentados na Tabela.

Na atualidade, a influéncia dos processos pré-analiticos
em dosagens laboratoriais € um fator de grande preocu-
pacdo dos centros de diagnéstico laboratorial, e poucos
sdo os estudos sobre esse assunto na literatura mundial.
O presente estudo dedicou-se a revisdo da literatura sobre
alguns dos aspectos pré-analiticos relacionados ao exame
do LCR: influéncia da temperatura e do tempo de estoca-
gem, dos ciclos de congelamento e descongelamento e
pré-tratamentos (centrifugacao, desnaturacdo, adicdo de
soro) sobre a estabilidade dos analitos. Os artigos encon-
trados se referiam a avaliacdo dos seguintes constituintes do
LCR: ndmero de células e sua morfologia, proteinas totais,
glicose, lactato, aminodcidos, creatina, creatinina, atividade
das enzimas creatinoquinase, lactato desidrogenase e aspar-
tato aminotransferase, além dos biomarcadores (proteinas
beta-amiléide, tau e ENE). As metodologias utilizadas para
teste incluiam espectometria, teste de ELISA, fita reagente,
imunoensaio nao-radioativo, imunoblot/SDS-PAGE, micros-
copia e ressonancia nuclear magnética (RMN), dependendo
do tipo de analito a ser avaliado.

Bienzie et al.¥ compararam a contagem diferencial de
células e caracteristicas celulares em amostras de LCR de
cdes e gatos, imediatamente analisadas e estocadas por 24
e 48 horas a 4°C, com ou sem a adicdo de soro aut6logo. O
estudo ndo demonstrou diferenca significativa na contagem
diferencial das células entre amostras analisadas antes e de-

9
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Tabela

Autor
* Kaiser et al. 2007

* Rosato et al.
2006

*Fry et al. 2006

Dados descritivos dos estudos selecionados pela metodologia

Objetivo

* Investigar o impacto do
atraso de congelamento
nas concentragdes tau
fosforilada, tau total e Ap1-
42 no LCR.

* Verificar a influéncia

da temperatura e do
tempo de conservagao nas
caracteristicas fisico-
quimicas do LCR de caes
higidos

* Determinar os efeitos do
tempo na concentragdo de
proteina, e da presenca

ou auséncia de agentes
estabilizantes exdgenos
em resultados das analises
padrdes do LCR de ces.

Método

* 1° estudo: Congelamento
do LCR em nitrogénio
liquido logo apés a puncéo
lombar (t = Oh) e t = 2h.

* 2° estudo: Congelamento
LCR em nitrogénio liquido
not=0het=24h.
*Ambos os estudos
estocaram o LCR a -80°C.
* ELISA - para dosagem de
proteinas tau fosforilada,
tau total e beta-amiléide
(1-42).

*Analise estatistica através
do T-teste (p < 0,05).

* Puncdo cisternal / 5
aliquotas de LCR, de
acordo ¢/ tempo: MO
(anélise imediata apds
coleta), M1 (ap6s 24 h),
M2 (apés 48h da coleta),
M3 (ap6s 1 semana) e M4
(ap6s 1 més).

* 3 grupos de 10
amostras, de acordo com a
temperatura de estocagem:
G1 (25°C), G2 (4°C) e

G3 (-4°C); analise de
cada grupo nos diferentes
periodos (MO-M4).

* Andlise: gravidade
especifica (refratémetro);
pH (fita reagente); glicose
(hexoquinase); proteina
(vermelho de pirogalol);
as atividades enzimaticas
foram analisadas por
método cinético e as

leituras foram feitas por um

analisador bioguimico.

* 30 amostras de LCR
(normal) e estocagem a
4°C.

* Microscopia: para
citologia global e
diferencial.

* As aliquotas ndo-
tratadas foram analisadas
imediatamente (T = Oh) e
apoés 2, 4, 8,12, 24,e 48
horas (t = 2h - t = 48h);
as aliquotas tratadas com
o soro fetal de bezerro ou
amido-hidroxietil foram
analisadas em t = 48h.

Populacéo

* Pacientes ¢/ disttrbio
neuroldgico/ pasiquiatrico
* 1°estudo: n =12

* 2°estudo: n =20

* 30 caes higidos, pesando
mais de 10kg.

* 26 caes

Resultados

* Proteina tau total e
proteina tfau fosforilada:
estaveis apds o atraso
de2he?24hparao
congelamento da amostra
(-80°C).

Beta-amildide (1-42:
aumento significativo
apos 24h de atraso sob as
mesmas circunstancias de
armazenamento.

* 0 pH, gravidade
especifica e a atividade
da enzima aspartato
aminotransferase: estaveis
em todas as condicdes de
estocagem, durante todo o
experimento;

* Amostras estocadas a
25°C, a glicorraquia e

a atividade da enzima
creatina kinase: estaveis
até 48 h.

* Em temperatura de 4°C,
a concentracdo de glicose
diminuiu apés 1 més de
estocagem.

* Sob estocagem a -4°C,
todos os analitos foram
estaveis durante todo o
experimento.

* Diminuic@o significativa
do nimero de células em
amostras ndo-tratadas apds
24h.

* As células mononucleares
se deterioraram mais rapido
do que os neutrdfilos.

* As amostras com proteina
> 50 mg/dl foram menos
suscetiveis a deterioracédo
das células do que aquelas
com concentracdes mais
baixas de proteina.

* A adicao do soro fetal

ou do amido-hidroxietil
melhorou a estabilidade da
amostra.
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* Ramont et al.
2005

* Schoonenboom
etal. 2005

* Avaliar os efeitos

de condigdes de
armazenamento (tempo e
temperatura de estocagem)
e da hemolise na
concentragao da enolase
neurdnio especifica no soro
e LCR.

* Investigar os efeitos

da temperatura de
estocagem, da repeticéo
de ciclos de congelamento
e descongelamentos

e centrifugacdo nas
concentragtes de Ap42 e
tau no LCR

* Soro e LCR:

- centrifugac@o e analise no
t = 0Oh.

- centrifugac@o e analise no
t = Oh.

- estocagem de aliquotas a
-20°C ou -80°C.

- descongelamento,
centrifugacéo e analise da
ENE por imunoensaio néo-
radioativo automatizado.

* Classificagao das
amostras: indice O quando
hemoglobina (Hb) era
indetectavel; indice 1
Hb-12mmol/l; indice 2,
Hb-25 mmol/l; indice 3,
Hb-36mmol/l; indice 4,
Hb-48 mmol/l

* Adicao crescente de
solugdo de hemdlise nas
aliquotas de amostra de
indice 0. Analise por ensaio
colorimétrico cinético (340
nanémetros).

* Anélise de rotina do LCR
seguida de centrifugacéo,
separagao em aliquotas e
estocagema 4, 18,37 e
-80°C.

* A cada dia (durante

22 dias) uma aliquota
estocadaa 4, 18 e 37°C
era removida e congelada
a -80°C para o0 seu
descongelamento e analise
em duplicata.

* ELISA para dosagem das
concentragdes de tau e
Ap42 no LCR.

* Protocolo de teste de
estabilidade acelerada de
acordo com a Equag@o de
Arrhenius: determinagao da
estabilidade das amostras
estocadas a -80°C (linha
de base).

* Concentracdes relativas
(%) de tau e Ap42 no

LCR foram comparadas
com a linha de base,
utilizando amostras frescas
eapos 1,2,3,45¢e6
ciclos de congelamento e
descongelamento.

* Comparagdo das
concentraces de Ap(1-42)
e tau entre amostras
centrifugadas apés 1, 4,
48, e 72 horas.

* Amostras de sangue de
pacientes com neoplasia .

* Amostras de LCR
pacientes com doencas
neurodegenerativas.

* 23 pacientes: 14 ¢/
deméncia e 9 pacientes

controles sem deméncia.

p. 97-106 ¢ abril 2008

* Diminuig@o significativa
da concentracdo da ENE
no LCR quando estocada a
-20°C por 1 més.

* A ENE no LCR é mais
estavel a -80°C, porém
mostrou um declinio
progressivo de sua
concentracao em amostras
estocadas por mais de 3
meses.

* A concentracdo da ENE
no soro foi estavel a -80°C
por , no minimo, 9 meses.
* Aumento significativo

na concentracdo da ENE
em todas as amostras
hemolizadas (soro e LCR).

* Tau e AB42 no LCR séo
estaveis quando estocadas
durante um longo periodo
a -80°C de acordo com a
Equacéo de Arrhenius.

* Concentracdes de

Ap42 diminuiu em 20%
durante os primeiros 2
dias quando submetidas as
temperaturas de 4, 18, e
37°C comparado a

-80 °C. Tau do LCR
diminuiu apds estocagem
por 12 dias a 37 °C.

* N&@o mostrou alteragéo
das concentragoes de Ap42
e tau no LCR submetido a
um ciclo quando comparado
ao LCR fresco. Apds 3
ciclos, a AB42 liqudrica
diminuiu 20% enquanto a
tau foi estavel durante os
seis ciclos.

* A centrifugacéo ndo
influenciou as
concentragdes de tau e
Ap42.

101
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* Bib et al. 2004

* Sjoégren et al.
2001

* Fornecer padronizagdo do
método de Imunoblot para
analise de peptideos beta-
amiléides

* Estabelecer valores de
referéncia adequados para
analises das proteinas fau
e beta-amildide (1-42) no
LCR

*Diferentes procedimentos
pré-analiticos do LCR para
Imunoblot e ELISA:

a) Imunoblot/SDS-PAGE AB:
- Analise ap6s
desnaturacdo,
congelamento a longo

e curto prazo, ciclos

de congelamento e
descongelamento.

b) ELISA:

- Estocagem a 4°C por 5
dias ou congeladas a -80°C
e estocadas por 6 meses
antes da analise.

* 0 estudo utilizou testes
nao paramétricos: teste-U
de Mann-Whitney e o teste
Rank Wilcoxon.

* Citologia global do LCR,
centrifugacdo e estocagem
a -80°C.

* Anélise do sangue
realizada a0 mesmo tempo
para obter o soro e 0
plasma.

* Determinacdo da
albumina no soro e no
LCR por nefelometria

para analise da funcéo da
barreira hemato-encefalica.
[albumina-LCR

(mg/L) /albumina-Soro
(@L)].

* Investigacao dos

efeitos de congelamento

e descongelamento nas
concentraces da fau e

do Ap42 no LCR em oito
participantes saudaveis.

* ELISA: andlise da
proteina tau e do AB42.

* Tratamento estatistico
utilizando distribui¢ao
gaussiana.

* 15 pacientes com
deméncia de Alzheimer e;
7 pacientes sem deméncia
(grupo controle)

* 231 individuos saudaveis
* 16 pacientes com
desordens neuroldgicas
associadas a disfuncao da
barreira hemato-encefélica,
para um estudo separado
das concentracoes de tau
no soro.

* 0 tratamento pré-analitico
influenciou nas quantidades
relativas e absolutas dos
peptideos Ap.

* Congelamento pré-
analitico do LCR analisado
por imunoblot/SDS-PAGE
aumentou a perda de
peptideos A, efeito mais
pronunciado para AB1-42 e
impedido pela desnaturacéo
antes do congelamento.

* A estocagem do LCR
desnaturado por 6 meses
(-80°C) conduziu a perda
de Ap1-42 e prejudicou a
discriminagao dos grupos
diagnésticos quando
analisado por Imunoblot
ISDS-PAGE Ap.

* 0 congelamento e a
estocagem nao afetaram

os niveis AB1-42 absolutos
quando determinados

por AB1-42-ELISA, mas
ambos prejudicaram a
discriminagao dos grupos
diagnosticos.

* A andlise do LCR,
estocado a 4°C por 5 dias,
através do ELISA, permitiu
discriminar os grupos
diagndsticos.

* 0 imunoblot/SDS-

PAGE revelou maiores
quantidades de Ap1-42 que
a analise feita por ELISA,
quando as amostras eram
logo analisadas e quando
estocadas a -80°C.

* N&o houve diferenca
significativa na idade, na
tau presente no LCR, na
Ap42 do LCR, ou na razao
da albumina, entre homens
e mulheres.

* Nao existiu correlagéo
significativa entre o
quociente de albumina e tau
do LCR ou AB42 do LCR.

* Observou correlagéo
significativa entre a idade
e o nivel de tau no LCR.
Quanto maior a idade,
maior a concentragao de
tau no LCR.

* 0 valor de referéncia para
Ap42-LCR foi >500ng/L.
** As concentracbes

de tau e AB42 no soro

de individuos saudaveis
estavam abaixo do limite
para determinacéo.

* Tau, mas ndo AB42, foi
determinada no soro em 7
pacientes com disfungao de
barreira hemato-encefalica.
A correlagdo entre a tau

no soro e no LCR nao foi
significativa neste grupo.

* Nao observou

efeito significativo

de congelamento e
descongelamento nas
concentraces de tau e
Ap42 no LCR.
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* Bienzie et al.
2000

* Comparar contagem
diferencial de células e
caracteristicas celulares
de amostras de LCR de
caes e gatos analisadas
imediatamente e apds
estocagem por 24 e 48h a
4°C com ou sem adicdo de
soro autdlogo.

* Estudar o efeito de

72 horas de exposi¢ao

a temperatura ambiente
nos niveis de metabdlitos
do LCR medidos por
Ressonancia Nuclear
Magnética (RMN).

* Levine et al.
2000

* Puncao cisternal do * 36 cées e 6 gatos
LCR, aliquotas apés 24 e
48 horas de estocagem,
adicdo de soro autélogo
com concentrag@o final, 11
e 29%.

* A contagem diferencial
de células e o numero

de células reconheciveis
foram comparados entre as
preparagdes.

* Selecdo randémica

de amostras de LCR
(retrospectivo).

* Andlise por RMN apds
estocagem a -70°C por
30 meses, e re-analise
apos 72h de exposigao
a temperatura ambiente
(25°C).

* Andlise estatistica:
Teste-W: anélise para
distribui¢do normal dos
niveis de metabdlitos.
Teste-T pareado: para
comparagdes dos
metabdlitos antes e ap6s
a exposicao a temperatura
ambiente.

Teste de correlacdes de
Pearson: para correlagdes
entre os niveis de
metabdlitos.

Correcéo de Bonferroni:
para corrigir por
comparagdes multiplas.

* 10 pacientes depressivos.
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* 0 ndmero de células
irreconheciveis aumentou
com o tempo de estocagem,
mas nao resultou em um
efeito significativo na
distribuicao das células ou
no diagnostico.

* Células de amostras

de LCR, estocadas com
11% de soro obtiveram
resultado mais positivo

de preservacao, do que as
células das amostras com
29% de soro.

* Mostrou diferenca
significativa nos niveis de
mioinositol, glicose, acetato
e alalina, apos a exposi¢do
em temperatura ambiente
por 72 horas.

* Diminuigdo das
concentracdes de citrato
(mais de 50%) e aumento
nos niveis de lactato,
glutamina, creatina e
creatinina.

* Niveis aumentados de f-
hidroxibutirato no LCR apés
exposicdo em temperatura
ambiente, porém nao
foram estatisticamente
significativos apés correcao
de Bonferroni.

* Os niveis de lactato
tiveram correlagao negativa
com os niveis de glicose
principalmente, ap6s a
exposicédo a temperatura
ambiente.

* Niveis de glutamina
tiveram correlag@o positiva
com os niveis de creatina
ambos antes e ap6s
exposicédo a temperatura
ambiente.

pois da estocagem. A estocagem das amostras de LCR com
adicdo de soro a 11% demonstrou resultado satisfatério de
preservacdo celular quando em comparagcdo com amostras
frescas de LCR. Os autores concluiram que as amostras de
LCR de cées e gatos podem ser preservadas durante horas
ndo-operacionais por meio da adi¢cdo de soro autélogo e
que a amostra deve ser analisada em até 48 horas apés a
coleta para assegurar um diagnéstico preciso e exato.

Fry et al.”> demonstraram que, depois de 24 horas da
puncao, ocorre alteracdo significativa na contagem global em
amostras nao-tratadas de LCR canino, e que as células mono-

nucleares deterioram-se mais rapidamente que os neutrdfilos.
As amostras com concentragGes de proteina > 50 mg/dl foram
menos suscetiveis a deterioracéo das células do que aquelas
com concentracdes mais baixas. Os autores recomendam a
adicdo de soro fetal ou de amido-hidroxietil para amostras
que ndo serdo analisadas dentro de uma hora.

Levine et al.® analisaram o efeito de 72 horas (trés
dias) de exposicdo a temperatura ambiente nos niveis de
mioinositol, glicose, piruvato, acetato e alanina presentes
no LCR medidos por RMN. Nenhum efeito da exposicao foi
encontrado sobre os niveis dos metabdlitos no LCR e houve
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diminuicdo consideravel de citrato (> 50%) e aumento
nos niveis de lactato, glutamina, creatina e creatinina. Os
achados deste estudo sugerem que os metabdlitos mioi-
nositol, glicose, piruvato, acetato e alanina séo estaveis a
temperatura ambiente além do periodo necessario para o
processo de anélise dos metabdlitos por RMN.

Rosato et al.® estudaram os efeitos da temperatura e do
tempo de estocagem sob a estabilidade dos constituintes
das amostras de LCR de caes. Entre os resultados obtidos,
foi evidenciada a estabilidade de todos os parametros
estudados (densidade especifica, pH, glicose, proteinas
totais e atividades das enzimas creatinoquinase e aspar-
tato aminotransferase) por até um més de estocagem nas
amostras mantidas congeladas a -4°C. A concentracdo de
glicose diminuiu apés um més de estocagem a 4°C, porém
se manteve estavel por até 48 horas a temperatura ambien-
te. A concentracdo de proteina total se manteve estavel
durante todo o experimento, porém foi observada notéavel
oscilagcdo da mesma nas diferentes condices de estocagem
(-4°C, 4°C e 25°C), indicando importante variabilidade
da proteina devido a sua baixa concentracdo no LCR e as
alteracdes sutis de significado clinico.

Ramont et al.('? relataram pela primeira vez a influén-
cia de circunstancias pré-analiticas sobre as dosagens da
ENE no LCR. Seus achados demonstraram que o nivel da
ENE analisada nas amostras depende da temperatura e
do tempo de estocagem, de maneira que as amostras de
LCR podem ser armazenadas a -80°C por até seis meses.
Os resultados também demonstraram correlacdo negativa
entre o aumento da concentracdo da ENE e o indice de
hemolise da amostra quando hé quantidades elevadas de
ENE nas hemécias, o que poderd resultar em um laudo
ndo-fidedigno.

Sjogren et al.! investigaram fatores que poderiam
alterar as concentracdes de proteina tau e AB42 no LCR,
como o ciclo de congelamento e descongelamento da
amostra de LCR. Esse estudo teve por finalidade adequar
valores de referéncias dessas proteinas para que a dosagem
de tau e AB42 no LCR pelo método de ELISA seja pratica. Os
resultados mostraram que as concentracdes de tau e Ap42
no LCR ndo sofrem influéncia do ciclo de congelamento e
descongelamento das amostras, ja que néo foi evidenciada
diferenca significativa nas concentracdes de tau e AB42
entre as amostras de LCR frescas e as mesmas amostras
apds um més de estocagem a -80°C.

Bibl et al.V testaram diferentes procedimentos pré-anali-
ticos em amostras de LCR para a padronizacdo da avaliacdo
de peptideos AB pelo método de Imunoblot/SDS-PAGE. Seus

achados demonstraram que o congelamento pré-analitico
do LCR analisado pelo Imunoblot/SDS-PAGE conduziu ao
aumento da perda de todos os peptideos Ap. Esse efeito foi
mais pronunciado para AB1-42 e completamente impedido
pela desnaturacdo antes do congelamento. A estocagem
do LCR desnaturado a longo prazo (-80°C) conduziu a uma
perda seletiva de AB1-42 e prejudicou a discrimina¢éo dos
grupos diagnésticos (grupo patolégico e grupo controle)
quando analisado por Imunoblot/SDS-PAGE AB. O teste
de Imunoblot foi comparado com o ELISA, o qual ja possui
padronizacéo para dosagens de peptideos AB. Eles conclui-
ram que a concentracdo do peptideo Ap1-42 depende do
procedimento pré-analitico realizado na amostra de LCR
e do método utilizado para a sua analise. Essa conclusdo
sugere a anélise imediata de AB1-42 no LCR pela técnica
de ELISA, a andlise de AB1-42 ap6s um intervalo curto de
congelamento pela técnica de Imunoblot/SDS-PAGE e que
se deve evitar longos periodos de estocagem.

Schoonenboom et al. (2005) investigaram a influéncia
de vérios procedimentos pré-analiticos sobre a estabilidade
das proteinas tau e AB1-42 nas amostras de LCR. O estudo
demonstrou que tanto tau quanto AB1-42 sdo estaveis
quando armazenadas por longo prazo a -80°C. Entretanto,
durante os primeiros dois dias, as concentracdes de Ap1-42
diminuiram 20% nas amostras de LCR armazenadas a 4°C,
18°C e 37°C, e apds 22 dias as concentracdes permane-
ceram estdveis, enquanto a concentracéo de proteina tau
diminuiu ap6s 12 dias quando as amostras foram estoca-
das a 37°C. Com relacdo aos ciclos de congelamento e
descongelamento, foi evidenciado que apds trés ciclos as
concentracdes de AB1-42 no LCR diminuiram 20%, en-
quanto a concentracao da tau foi estavel durante seis ciclos.
O estudo concluiu que, para evitar a influéncia de fatores
pré-analiticos sobre a estabilidade de tau e AB1-42, deve ser
feita a andlise logo ap6s a coleta da amostra de LCR e, em
seguida, as amostras devem ser estocadas a 80°C.

Kaiser et al.® investigaram o impacto do atraso do conge-
lamento da amostra de LCR nas concentracdes das proteinas
tau fosforilada, tau total e AB1-42. O interesse da pesquisa
sobre esses biomarcadores deveu-se a importancia de suas
dosagens para o diagnéstico precoce e diferencial da doenca
de Alzheimer. Os achados evidenciaram a estabilidade das
proteinas tau total e tau fosforilada (181) até 24 horas depois
de puncao lombar, quando a amostra foi armazenada na
temperatura ambiente, ndo sendo necessério seu congela-
mento imediato. Entretanto a AB1-42 mostrou significativo
aumento sob as mesmas circunstancias de armazenamento.
Esses achados contribuem para o alcance da padronizacao
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dos procedimentos pré-analiticos do LCR, ja que a analise
exata e precisa desses biomarcadores no LCR é importante
para o diagnéstico confidvel da doenca de Alzheimer.

Com base em consenso internacional, o LCR deve ser
imediatamente (< 1 hora) analisado apds coleta. Mas, caso
o processamento tardio da amostra de LCR seja inevitavel,
é recomendado que a amostra seja armazenada a 4°C (por
curto periodo) ou a -20°C (por longo periodo) em pequenas
aliquotas até o momento de sua analise.

Analise critica dos dados

Os estudos abordados nesta revisao sistematica mostra-
ram que ainda ndo existe padronizagao ideal de condi¢bes
de armazenamento e pré-tratamento para garantir a estabi-
lidade da amostra de LCR. Apesar disso, todos os trabalhos
aqui citados concluiram que a estabilidade da amostra de
LCR sofre influéncia desses processos pré-analiticos.

Com base nos resultados dos trabalhos sobre a estabi-
lidade das células na amostra de LCR, o pré-tratamento da
amostra com soro fetal, soro autélogo ou amido-hidroxietil
ajuda na preservacdo celular e permite uma anélise mais
tardia (até 48 horas) das contagens global e diferencial. Além
disso, amostras com concentracdes mais baixas (< 50 mg/dl)
de proteina sédo mais suscetiveis a deterioracédo das células.

Glicose, lactato e proteinas totais, constituintes importan-
tes no exame de rotina do LCR, séo estaveis por no minimo
um més a -4°C. Entretanto, as proteinas totais possuem maior
estabilidade que a glicose.

Alguns analitos presentes na amostra apresentaram maior
estabilidade que outros. A proteina tau, por exemplo, é mais
estéavel que o peptideo AB1-42. Apesar de ambos permane-
cerem estaveis a -80°C por no minimo seis meses quando as
amostras sdo estocadas imediatamente apés coleta, a con-
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centracdo de AB1-42 diminui j& nos primeiros dois dias a 4°C,
18°C e 37°C, enquanto a proteina tau diminui somente apds
12 dias a 37°C. A concentracéo de AB1-42 diminui 20% apds
trés ciclos de congelamento/descongelamento, enquanto a
proteina permanece estével por até seis ciclos.

A concentracéo de ENE é menos estével no LCR do que no
soro, sugerindo a hipdtese de que essa diferenca deva ocorrer
pela influéncia das concentracdes de proteina das amostras.
Isso porque existe uma concentracdo de proteina maior no
soro do que no LCR. A estocagem da amostra de LCR a -80°C
por seis meses é recomendada para dosagem de ENE.

Conclusoes

Apesar da escassez de trabalhos sobre o assunto e da
utilizacdo de diferentes analitos investigados, metodologias,
temperaturas, periodos, ciclos de congelamento/descon-
gelamento e pré-tratamentos de cada estudo, esta revisdo
contribui para a ampliacdo dos conhecimentos no exame
do LCR, assim como para o melhor entendimento acerca da
estabilidade da amostra ante os procedimentos. A escassez de
estudos no LCR se deve a caréncia de profissionais especia-
lizados nesse tipo de andlise e a menor demanda do exame
em relacdo a outros fluidos, o que acarreta maior custo na
implantacdo de procedimentos de qualidade.
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