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1. OBIJETIVO

Tornar mais eficiente o trabalho da equipe do laboratdrio de analises clinicas da
Unidade de Andlises Clinicas e Anatomia Patoldgica (UACAP) do Hospital de Clinicas da
Universidade Federal do Tridangulo Mineiro (HC-UFTM) na realizacdo dos exames laboratoriais
relacionados ao liquido ascitico (LQA), auxiliando o médico assistente no diagndstico de patologias
da cavidade abdominal e de alterac¢des sistémicas que possam levar ao aparecimento de ascite.

2. AMBITO DE APLICACAO

v Pacientes em atendimento ambulatorial devidamente cadastrados em consulta, pacientes
em pronto-atendimento hospitalar ou pacientes internados no HC-UFTM.

v Trabalhadores da UACAP do HC-UFTM.

3. DEFINICAO

O LQA é um ultrafiltrado do plasma que se forma por aumento da pressao hidrostatica
capilar ou pela reducdo da pressao oncdtica do plasma, pela presenca de doencas localizadas na
cavidade abdominal, por aumento da permeabilidade capilar ou diminuicdo da reabsorgao.
Normalmente, o volume do LQA nao ultrapassa os 50 mL; seu aumento é denominado ascite.

Esse liquido, em condi¢cbes normais, apresenta-se sob a forma de um liquido
transparente, amarelo claro, estéril e viscoso. Sua principal funcdo é a protecdo da cavidade
abdominal, banhando-a e lubrificando-a, reduzindo, assim, o atrito entre os érgdos e lhes
permitindo melhor mobilidade.

Varios fatores podem causar alteragdes na sua condic¢do fisiolégica como, por exemplo,
o aumento na pressdao dentro dos vasos, retencdo de sal e agua pelos rins e reducdo na
concentracdo de proteinas do sangue. Essas alteracdes podem levar a um acumulo de liquido na
cavidade abdominal, ocasionando a ascite.

Doencas cronicas do figado, como a cirrose, associadas a hipertensdo portal, sdo as
causas mais frequentes de ascite (mais de 80% dos casos). As causas mais comuns de ascite ndo
hipertensiva incluem infeccbes granulomatosas, neoplasias intra-abdominais, doencas
inflamatdrias do periténio e doencas parenquimatosas (quilosa, pancreatica e biliar).

A analise laboratorial fornece dados essenciais que auxiliam o clinico no diagndstico e
conduta terapéutica adequada, sendo constituida pela avaliacdo das caracteristicas fisicas
(volume, cor e aspecto), determinacdo do pH, dosagens bioquimicas, contagem celular global e
diferencial, pesquisa de células com caracteristicas neoplasicas e bacterioscopia (Gram).

A metodologia adotada e as caracteristicas do fluido ascitico devem ser dominadas
pelos profissionais envolvidos para garantir a qualidade dos resultados. A paracentese com andlise
laboratorial do LQA é considerada o método mais rdpido e de menor custo para diagnosticar a
causa da ascite. Mnemonico no sistema InfolLab: LQA.

4. PASSO A PASSO

4.1 Principio do teste

A andlise laboratorial consiste na avaliacdo das caracteristicas fisicas do liquido,
contagem global e diferencial das células, dosagens bioquimicas e andlise microbioldgica. Os itens
analisados no exame de rotina de liquido ascitico sao:
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v Volume;

v’ Aspecto;

v’ Aspecto apds centrifugacdo;

v’ Cor;

v’ pH;

v’ Contagem global de leucécitos (“células”);

v’ Contagem global de hemicias;

v Contagem diferencial dos leucécitos: porcentagem de neutréfilos, eosindfilos, linfdcitos,
baséfilos, macréfagos e células mesoteliais;

v’ Dosagens bioquimicas: glicose, proteinas, amilase, lactato desidrogenase (LDH) e albumina
v’ Bacterioscopia (Gram);

v’ Pesquisa de células neoplasicas (verificacdo da ldmina durante contagem diferencial).

A critério médico, outras andlises do liquido ascitico sdao possiveis, como
microbioldgicas (cultura, pesquisa de bacilos alcool-acido resistentes) e bioquimicas (dosagem de
triglicerideos, creatinina, entre outros analitos). Contudo, essas analises devem ser solicitadas
separadamente, ndo fazendo parte do exame de rotina.

4.2 Metodologia
Citoldgica, imunoquimica e microbioldgica.

4.3 Material

v Materiais de bancada: camara de Neubauer, laminula de vidro, lamina de vidro, ponteiras
estéreis, pipeta automatica, microscépio dptico, tira de afericdo de pH.

v Equipamentos: centrifuga N810 NovaTécnica, citocentrifuga CYTOPRO Wescor, aparelho
de Hematologia (contagem celular) SYSMEX XN-1000, aparelho de bioquimica Alinity ci-series.

4.4 Amostra
Liquido Ascitico/Liquido Peritoneal (LQA).

4.5 Considerag6es sobre Biosseguranga

Da mesma forma que outras amostras bioldgicas que chegam a UACAP, toda amostra
de liquido ascitico deve sempre ser tratada como material potencialmente infectado/infectante
durante sua manipulacdo ou analise. Isso envolve, entre outros procedimentos:
v Sempre utilizar os Equipamentos de Protecdo Individual (EPIs) preconizados, como luvas,
jaleco e sapatos fechados;
v Jamais utilizar meios inseguros de manipulacdo da amostra ou de reagentes, como
pipetagem com a boca;
v Observar rigorosamente as instrucdes de uso seguro dos equipamentos e reagentes,
recorrendo aos respectivos manuais e procedimentos padronizados, sempre que necessario;
v’ Promover o descarte seguro de ponteiras, ld&minas de microscopia, entre outros itens
perfurocortantes ou potencialmente infectantes.

5. ANALISE LABORATORIAL

5.1 Coleta da amostra
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A amostra é obtida pelo médico assistente através de paracentese. A técnica é
contraindicada nos casos de paciente inconsciente nao colaborativo com o procedimento,
infecgdes na pele, gravidez e distensdo intestinal.

Para a coleta do material deve-se utilizar exclusivamente o kit fornecido pela UACAP
qgue contém trés tubos, sendo 1 tubo de tampa roxa contendo EDTA (anticoagulante) e 2 tubos
com tampa branca sem aditivos. Tal kit é fornecido pelo Setor de Separacdo do laboratério da
UACAP. A ndo-utilizacdo do kit pode interferir no processamento adequado da amostra (por
exemplo, a presenca de codgulos impossibilita a contagem celular fidedigna).

5.2 Transporte e armazenamento

A amostra deve ser enviada ao laboratério nos tubos fornecidos pela UACAP e
analisada o mais rapido possivel. Excepcionalmente, a amostra pode ser refrigerada entre 2°C e
8°C, por até 48 horas, caso o exame citoldgico ndo possa ser realizado apds a coleta, conservando-
se, assim, as caracteristicas morfoldgicas das células.

5.3 Amostra

O tubo com EDTA (tampa roxa) é utilizado para a realizagdo da citometria e citologia;
um tubo sem aditivo (tampa branca) deve ser usado para realizagdo de exames imunoquimicos e
pH; o outro tubo sem aditivo deve ser enviado para o Setor de Microbiologia da UACAP para
cultura, bacterioscopia e pesquisa de BAAR (quando solicitados).
Observagao: caso a amostra do tubo com EDTA apresente coagulo ou fibrina, a citometria nao
deve ser realizada, uma vez que pode danificar o aparelho utilizado para essa contagem. Justifica-
se no laudo, no campo de observacao, que a citometria ndo foi realizada devido a presenca de
coagulo ou fibrina na amostra.

5.4 Preparo da amostra

Para a contagem de células nucleadas no aparelho SYSMEX XN-1000, utilizam-se
amostras frescas, homogeneizadas e ndo centrifugadas no tubo de EDTA.

Para a confecgdao das laminas, deve-se centrifugar em citocentrifuga (CYTOPRO
Wescor) em baixa rotacdo (1250 rpm por 5 minutos — Programa 1 na citocentrifuga do Setor de
Urinalise). A sobreposicdo celular deve ser minima. Em concentracdes celulares ideais, uma
monocamada de células é formada, o que facilita a sua visualizacdo. Para isso, deve-se
primeiramente avaliar a quantidade celular de cada amostra, e se for o caso, realizar a sua diluicdo.
Recomenda-se fazer a diluicdo com o prdéprio sobrenadante (facilita a aderéncia das células a
lamina) ou, se ndo for possivel, com adicdo de solucdo salina (NaCl 0,9%). Para mais detalhes,
verificar o item 8.2.
Observagao: amostras coaguladas, sem identificacdo e envelhecidas devem ser rejeitadas.

6. EXAME MACROSCOPICO

A primeira analise ap6s a coleta é o exame macroscépico, considerado critério inicial
para agrupar diversas hipdteses diagndsticas e direcionar para exames especificos de analise
laboratorial. O aspecto e a coloracdao devem ser anotados antes e apds a centrifugacao.

6.1 Aspecto
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O LQA considerado normal é limpido e estéril. Porém, em alguns casos, esse aspecto
pode ser alterado indicando, na maioria das vezes, o ponto inicial para a pesquisa de alguma
doenca. Dessa maneira, o LQA pode adotar aspectos como hemorragico ou purulento. Um liquido
macroscopicamente hemorragico deve ser diferenciado de puncdo traumatica, evitando, assim,
erros de diagndstico. Na puncdo traumatica, o clareamento do fluido ascitico é observado no
decorrer da paracentese, o que ndo ocorre em casos de ascite hemorragica.

6.2 Cor

O LQA de aspecto normal tem cor amarela, mas pode se apresentar alaranjado quando
hemorragico, amarelo-ouro nas ictericias e esverdeado na colecistite e na perfuragdo intestinal ou
da vesicula biliar.

7. EXAME FiSICO-QUIMICO

A analise fisico-quimica do LQA consiste na determinagao do pH. Nesse caso, utiliza-se
tira reagente para leitura colorimétrica do pH, comparando-se o resultado ao gabarito da
embalagem. A amostra a ser utilizada deve ser a do tubo sem aditivo, uma vez que o EDTA
interfere na analise.

8. EXAME MICROSCOPICO

8.1 Citometria

A citometria de liquidos bioldgicos atualmente é realizada no aparelho SYSMEX XN-
1000 (modo de liquidos bioldgicos). E analisada a amostra coletada no tubo com EDTA, havendo a
necessidade de observar a presenca de codgulo. Caso apresente codgulo de qualquer tamanho,
ndo é possivel realizar a citometria automatizada. Procedimento:

1. Colocar o aparelho em modo manual;

2. Alterar a configuracdo do modo “Sangue Total” para “Liquido biolégico”. Nesse momento
serd realizado automaticamente uma checagem de background com lavagem do sistema;

3. O término do background check é sinalizado quando ele aparece na tela do Explorador (a
lista de resultados) — confirmar se a celularidade estd zerada;

4, Adicionar os dados do paciente (nUmero e nome) na janela de andlise manual e clicar “OK”;
5. Homogeneizar bem a amostra, colocd-la no compartimento para analise manual sem
tampa, e apertar o botdo para o aparelho aspirar a amostra;

6. Aguardar a realizacdo do processo de analise;

7. Apds a analise do aparelho, o resultado aparecera na lista de resultados;

8. Imprimir o resultado selecionando clicando em “Saida” e em seguida na op¢ao “Report”
9. Sempre retornar o aparelho ao modo “Sangue Total” apds a leitura dos liquidos.

Observagao: a analise do grafico de dispersao gerado pelo contador celular pode trazer
importantes indicios da presenca de células atipicas.

8.2  Confeccdo das laminas

A citocentrifugacdo é o procedimento que deve ser utilizado para a confecg¢ao de duas
laminas: uma para contagem diferencial de leucdcitos e pesquisa de células neoplasicas, e outra
para bacterioscopia (Gram).
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A preparacdo da lamina por citocentrifugacdo é dependente do nimero total de
células da amostra. Em geral, abaixo de 400 células/puL a amostra é centrifugada no proprio tubo
de coleta em baixa rota¢do (1500 rpm — Programa 3), separando-se o sobrenadante para as
analises bioquimicas, e o sedimento obtido é ressuspenso no meio. Pipeta-se 100uL da suspensdo
no citofunil, a qual é processada durante 5 minutos a 1250 rpm (programa 1 da citocentrifuga). Ao
término, as células ficam concentradas na lamina formando um “imprint”, enquanto o liquido
sobrenadante é absorvido pelo papel filtro.

Em amostras com alta celularidade deve-se diluir a amostra pelo menos para a
confeccdo da lamina de citologia diferencial, uma vez que o excesso de células distorce a
morfologia celular, impossibilitando sua analise adequada. O ideal é que a dilui¢do seja feita com
o préprio sobrenadante da amostra, o que auxilia na aderéncia das células a lamina; caso o volume
seja insuficiente para isso, pode-se usar soro fisiologico 0,9%.

A confecgdo de laminas para pesquisa de BAAR, quando solicitada, também é realizada
na citocentrifuga.

8.3 Citologia

8.3.1 Citologia diferencial

A citologia diferencial no LQA é muito importante no auxilio diagndstico e consequente
conduta terapéutica adotada pelo clinico.

Ap0s a citocentrifugacdo, deixar a lamina secar e realizar a coloragdo por automacgao
no aparelho SYSMEX XN-1000 (coloragdo May — Grunwald Giemsa). Em objetiva de 10x e 50x,
observa-se a distribuicdo e presenc¢a de agrupamentos celulares suspeitos; em objetiva de 100x
(imersdo), realiza-se a contagem diferencial celular e faz-se, conjuntamente, a pesquisa de células
neopldsicas. As células contabilizadas na citologia diferencial sao:

Neutrofilos;
Eosindfilos;
Linfdcitos;
Basofilos;
Macréfagos;
Células mesoteliais.

Além da contagem celular, é importante que o analista esteja atento a eventuais

achados atipicos na lamina, como a presenca excessiva de restos celulares, sideréfagos, excesso
de vacuolos em neutrdfilos e macréfagos, entre outros. Esses achados devem ser relatados no
campo de observacgdes do laudo.
Observagao: a presenca de vacuolos em células pode ocorrer de forma artefatual devido a
citocentrifugacdo; nesses casos, na maioria das vezes, os vacuolos visualizados sdo pequenos e
regulares, diferentemente dos vacuolos visualizados em neutréfilos em amostras infecciosas. Cabe
ao analista determinar se os vacuolos visualizados sdo artefatos de processamento ou se devem
ser relatados.

DN NI NI N NN

8.3.2 Pesquisa de células neoplasicas

A pesquisa de células neopldsicas consiste na verificacdo da presenca de células com
caracteristicas suspeitas ou atipicas. Ao soltar o resultado, jamais digitar afirmacdes categéricas
como “Positivo” ou “Presenca de células neoplasicas”. Em vez disso, deve-se descrever as
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caracteristicas morfoldgicas das células encontradas de forma que a equipe assistencial decida por
investigacao oncoldgica mais especifica.

Importante lembrar que existem muitas possibilidades de neoplasias cujas células
podem ser encontradas no liquido ascitico — como mesoteliomas, carcinomas hepdticos,
leucemias, metdstases de outros tecidos — e, portanto, existe uma vasta variedade de possiveis
morfologias, o que reforca a importancia da descricdo mais detalhada possivel das atipias
encontradas. Sugestdes de itens para descricdao em laudo, quando aplicdveis:

v Tamanho;

v Presenca de agrupamentos, formacao de sincicios;

v Caracteristicas de coloragao (exemplo, nivel de basofilia citoplasmatica);

v Relagdo nucleo-citoplasma;

v Formato do nucleo (nucleos convolutos, irregulares, presenca de indentagdes, fendas);

v Cromatina (condensada, frouxa, irregular, variavel);

v Presenca de nucléolos evidentes (Unico ou multiplos);

v Presenca de atipias como multiplos nucleos (atencdo: células mesoteliais podem
eventualmente se apresentar binucleadas, o que ndo caracteriza malignidade);

v Eventual presenca de vacuolos, granulos e outras inclusGes celulares atipicas (como
bastGes de Auer);

v Presenca de projecdes citoplasmaticas, alteracdes de membrana;

v Visualiza¢do de figuras de mitose.

No processo de citocentrifugacdo podem ocorrer alteragées morfoldgicas nas células
e algumas podem mostrar-se distorcidas e com projecdes citoplasmaticas, formando
agrupamentos celulares semelhantes aos neoplasicos. Cabe ao analista, com base no contexto
clinico e da amostra, buscar diferenciar células suspeitas de achados artefatuais (como
sobreposicdes de células mesoteliais). O conhecimento da morfologia normal das células comuns
do liquido ascitico é fundamental para esse discernimento.

8.4 Bacterioscopia
Apds confeccdo da lamina em citocentrifuga (vide item 8.2), utilizar o método de
coloracdo GRAM, com técnica disponivel no Servico de Microbiologia da UACAP.

9. EXAMES BIOQUiMICOS

9.1 Preparagao

A andlise bioquimica da rotina de LQA engloba:
Glicose;

Proteinas totais;

Amilase;

Lactato desidrogenase (LDH ou DHL);
Albumina.

O tubo destinado a esses exames (sem aditivos) é centrifugado por 5 minutos a 1500
rpm (baixa rotacdo — Programa 3). O sobrenadante é transferido para outro tubo, com a etiqueta
com cédigo de barras e, posteriormente, enviado para o Servico de Imunoquimica da UACAP.

Atualmente a realizacdo dos testes é feita por processo automatizado no aparelho
Alinity ci-series. O cddigo de barras sinaliza para os aparelhos quais analitos devem ser dosados.

AR NENEN
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Para o caso de a andlise ser solicitada manualmente no aparelho, foi preparada uma programacao
especifica para a rotina de liquido ascitico (LQA): basta seleciond-la e os testes sdo marcados
automaticamente.

9.2 Analitos

9.2.1 Proteinas

A concentracdo da proteina sérica é um dos fatores que norteiam a classificacdo dos
liquidos organicos em exsudatos e transudatos. Mas, como o teor de proteinas é influenciado de
forma importante por altera¢gdes do liquido extracelular e dos mecanismos de formagdo e
reabsorgao, isso prejudica sua utilizagdo como o Unico parametro para essa classificagao.

9.2.2 DHL ou LDH (Desidrogenase Latica)

A DHL é uma enzima intracelular que aumenta em casos de destruicao celular.
Normalmente, os niveis de DHL no LQA sdo 50% dos valores séricos; seus valores estdo
aumentados nos derrames exsudativos.

Observagao: critérios de Light
Sao utilizados para diferenciagcdao entre derrames exsudativos e transudativos.
> 12 Critério de Light:
PROTEINA NO LIQUIDO/PROTEINA NO SORO: > 0,5 = exsudato

< 0,5 =transudato
> 29 Critério de Light:
DHL NO LiQUIDO/DHL NO SORO: > 0,6 = exsudato

< 0,6 = transudato

9.2.3 Glicose

Sempre que ha alteracdes metabdlicas devido a presenca de patologias na cavidade
abdominal as concentracdes de glicose caem, sendo importantes para a diferenciacdo de
transudatos e exsudatos. Normalmente, as concentracées no LQA sdo similares as do soro e,
valores de glicose abaixo de 60 mg/dL sdo sugestivos de derrame exsudativo. Na presenca de
leucdcitos e bactérias também ha consumo da glicose e redugao do seu nivel.

9.2.4 Amilase

Ulceras pépticas perfuradas, obstrucdo intestinal, pancreatites, trombose mesentérica
e necrose de alcgas intestinais elevam as concentracdes de amilase no liquido peritoneal. A relacdo
da amilase no LQA e a amilase no soro maior que 2 é caracteristica das lesdes pancreaticas,
pancreatite, pseudocisto de pancreas e lesdes traumaticas.

9.2.5 Albumina
O gradiente de albumina também é utilizado para a diferenciacdo de derrames
peritoneais exsudativos e transudativos, de acordo com a tabela 1, a seguir.
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Tabela 1. Diferenciagao de transudato e exsudato de acordo com os valores de albumina.
GRADIENTE
Albumina no soro — Albumina no LQA 21,1 = TRANSUDATO < 1,1 = EXSUDATO
Fonte: Elaborado pelo Autor, 2021

Uma vez obtidos, os resultados sao interfaceados diretamente dos aparelhos para o
sistema Infolab, que faz a conversdao de unidades quando necessdrio. Tais resultados, embora
marcados como “pendéncia de liberagao”, ndo aparecem na tela de liberagdao até que o restante
das andlises seja digitado na mascara do exame.

10. LIBERAGAO E POS-PROCESSAMENTO

Os resultados das analises bioquimicas sao interfaceados diretamente dos aparelhos
para o sistema Infolab, que faz a conversdao de unidades quando necessario. Tais resultados,
embora marcados como “pendéncia de liberacdo”, ndo aparecem na tela de liberagdo até que o
restante das analises seja digitado na mdscara do exame.

As andlises macroscdpicas, fisico-quimicas e microscépicas sao digitadas na mdscara,
bem como eventuais observacdes necessarias (estado de recebimento da amostra, achados em
lamina, entre outras). Apds conferéncia com os registros do mapa de trabalho, o exame é liberado
no sistema InfoLab por um profissional de nivel superior.

Apds a realizagao dos exames, as amostras sao devolvidas ao Setor de Urinalise, onde
sdo sorotecadas por um periodo de 15 dias a temperatura de 2-8°C (geladeira). Sdo guardados os
tubos de amostra pura, o tubo com sedimento e o tubo do sobrenadante.

Apds verificagdo de pendéncias, os mapas de trabalho sao acondicionados em um
pacote plastico no Setor de Urinalise identificado como “Liquidos bioldgicos”. Tal pacote possui
data inicial, sendo marcada a data final quando ele estiver cheio. Os pacotes cheios sdo arquivados
no setor por cerca de dois meses até serem encaminhados ao arquivo hospitalar.

11. VALORES DE REFERENCIA
N3o aplicaveis.

12. DISPONIBILIDADE
Este documento encontra-se disponivel na pasta compartilhada da UACAP, via plataforma Microsoft
Teams, bem como no sitio eletronico da Instituicao e no Gerenciador Eletrénico de Documentos.
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16. FLUXOGRAMA

Sobrenadante

Encaminhar
a0 setor de
Imunogquimica

Coleta de Liquido Ascitico (01 tubo

com , 02 tubos sem aditivo)

Encaminhar
ao laboratdrio

Tubo
Setor de seco Laboratorio
Urinalise/ de apoio (se
— Encaminhar solicitado)
qul’"dos ao laboratério
Tubo seco de apoio
Tubo
Sobrenadante seco

SUS

Universidade Federal
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ospital de Clinicas
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ao setor de
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