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Analise citolégica do liquido peritoneal

Cytological analysis of peritoneal fluid
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Resumo

0 liquido peritoneal ou ascitico se apresenta como uma ultrafiltracdo do plasma contido na cavidade peritoneal. Sua prin-
cipal funcéo € a prote¢do da cavidade abdominal, banhando-a e lubrificando-a, reduzindo, assim, o atrito entre os drgaos
o que permite melhor mobilidade destes. Alteracdes na sua condicdo fisioldgica podem se dar por vérios fatores, como
variacdes nas forcas hidrostaticas no sistema circulatdrio e pressao oncética do plasma. Essas alteragdes podem levar a um
actimulo de liquido na cavidade abdominal, ocasionando a ascite. Doencas crnicas do figado, como a cirrose, associadas a
hipertenséo portal sdo as causas mais frequentes de ascite. A andlise laboratorial fornece dados essenciais que auxiliam o
dlinico no diagndstico e conduta terapéutica eficaz. E constituida da avaliagdo das caracteristicas fisicas (volume, coloragdo
e aspecto), testes bioquimicos, contagem celular e andlise diferencial das células nucleadas. A metodologia adotada, assim
como as caracteristicas do fluido ascitico devem ser muito bem dominadas pelos profissionais envolvidos, o que garante
uma melhor qualidade dos resultados.

Palavras-chave: Ascitico. Liquido peritoneal. Andlise laboratorial. Citologia.

Abstract

The peritoneal ou ascitic fluid is presented as an ultrafiltered of plasma in the peritoneal cavity. Its main function is protecting
the abdominal cavity by lubricating it, thus reducing the friction between the bodies, which allows for their greater mobility.
Changes in its physiological condition can occur by several factors such as changes in hydrostatic forces in the circulatory
system and plasma oncotic pressure. These changes may lead to an accumulation of fluid in the abdominal cavity, causing
ascites. Chronic liver diseases such as cirrhosis, associated with portal hypertension are the most fronts of ascites. Laboratory
analysis provides essential data that assist the clinician in diagnosis and effective therapy. It consists of evaluation of physical
characteristics (volume, color and appearance), biochemical tests, cell counts and differential analysis of nucleated cells. The
method used and the characteristics of the ascitic fluid should be performed by thoroughly familiarized professionals, which
ensures better quality of results.
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Argumentacgdes

O peritonio é uma membrana serosa, lisa e deli-
cada, constituida de fibroblastos, matriz extracelular,
vasos sanguineos e células mesoteliais, que reveste a
parede e visceras do abdomen e pélvis (1). Apresenta
dois folhetos, que sdo o parietal, que reveste a cavi-
dade abdominal e o visceral que reveste os 6rgdos
(2-4). Entre esses folhetos, existe uma cavidade vir-
tual denominada cavidade peritoneal, por onde cir-
cula o liquido peritoneal ou ascitico (5). A cavidade
peritoneal contém, em condi¢des normais, aproxi-
madamente 50mL de fluido, o qual se apresenta sob
a forma de um liquido transparente, amarelo claro,
estéril e viscoso e é produzido pelas células da mem-
brana como um ultrafiltrado do plasma (6). Tanto a
sua producdo quanto sua reabsorc¢do é dependente
de varios fatores, como a permeabilidade dos capi-
lares peritoneais, as forgas hidrostaticas no sistema
circulatorio, a pressao oncética do plasma e a reab-
sor¢ao linfatica (7-9).

A principal funcdo do liquido ascitico é a prote-
¢do da cavidade abdominal, banhando-a e lubrifi-
cando-a, reduzindo, assim, o atrito entre os érgaos
e permitindo sua movimentag¢do durante o proces-
so da digestdo (4). Foram descobertos, também,
importantes papéis no transporte de fluidos e cé-
lulas, no processo inflamatdrio, no reparo tecidual,
na lise de depo6sitos de fibrina, na proteciao contra
microrganismos invasores e possivelmente na dis-
seminac¢do tumoral (5, 10).

Evidéncias sugerem que um distirbio de trans-
porte de eletrélitos e fluidos na monocamada de cé-
lulas mesoteliais atuam como um importante fator na
formacgdo de derrames, no qual hd acimulo de liquido
na cavidade abdominal, seja por aumento da produ-
¢do e/ou deficiéncia de remocao (7, 11-13). 0 acimu-
lo de fluido dentro da cavidade peritoneal constitui
uma efusdo peritoneal, a qual assinala que o paciente
possui ascite. Esta, por sua vez, pode ser classificada
de acordo com o grau de severidade e resposta tera-
péutica, em ascite descomplicada, complicada e as-
cite refrataria (14). A fim de se obter a confirmacao
etiolégica da ascite, realiza-se um procedimento ci-
rurgico chamado paracentese, que consiste na remo-
¢do de liquido ascitico da cavidade peritoneal. Com
a diferenciacao do fluido ascitico em transudato ou
exsudato, a determinacdo da diferenca entre a con-
centracdo de albumina no soro e no liquido ascitico
é de fundamental importancia para o fornecimento

de subsidios para uma posterior abordagem clinica e
laboratorial (2, 13).

Tendo em vista a correlagdo que se observa entre
a presenca de hipertensao portal e o gradiente entre
a albumina do soro e a albumina do liquido ascitico,
pode-se afirmar que niveis maiores ou iguais a 1 g/dL
associados a graus de proteinas inferiores a 3,0 g/dL
sugerem o diagndstico de cirrose. Naqueles casos em
que a relagao for menor ou igual a 1,1 g/dL, acom-
panhado da presenca de niveis proteicos elevados,
deveria se pensar em doenca peritoneal e, quando
ambos os parametros estivessem acima dos niveis
criticos propostos, a hipotese seria de hipertensiao
portal pds-sinusoidal (2, 6, 15).

Doencas cronicas do figado, como a cirrose, asso-
ciadas a hipertensdo portal sdo as causas mais fre-
quentes de ascite (9, 12, 16, 17). Outras etiologias
menos comuns, porém ndo menos importantes, in-
cluem neoplasia maligna principalmente de ovario
e mama, insuficiéncia cardiaca, nefropatia, tubercu-
lose, doengas pancreaticas e peritonite bacteriana
espontdnea (13, 16).Pacientes com grande derrama-
mento de liquido ascitico podem desenvolver hérnias
inguinais, umbilicais e incisionais (2, 18).

O diagnostico precoce da ascite é extremamente
importante, considerando que algumas formas sdo
benignas e possuem bons progndsticos. No entanto,
outras podem se expressar como forma de patolo-
gias muito agressivas, potencialmente letais, que, se
ndo descobertas a tempo, podem apresentar poucas
chances de cura (7). Nos casos em que ha suspeita
de traumatismo fechado na cavidade abdominal, de
lesdo interna associada a sinais clinicos nao carac-
teristicos e peritonite aguda ou pancreatite, realiza-
-se a lavagem peritoneal por meio da insercao de 1
litro de solugdo salina ou de Ringer para posterior
analise laboratorial. O liquido é obtido por drenagem
gravitacional, sendo que, para um resultado confia-
vel, pelo menos 600 mL devem ser recuperados. As
amostras geralmente sio enviadas ao laboratério so-
mente para o exame citolégico (8).

Analise laboratorial do liquido ascitico

1. Coleta da amostra: pacientes com sintomas e sus-
peita de ascite tém seu diagndstico confirmado pela
ultrassonografia, que detecta volumes variados de
fluido. Ela auxilia tanto no diagnéstico quanto na esco-
lha do melhor local para a realizagdo-da paracentese,
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especialmente quando se lida com um volume peque-
no de liquido ascitico (8). Em geral, esse procedimento
é seguro, mas os riscos iatrogénicos ndo sdo isentos.
As principais complicacdes sdo relacionadas a perfu-
racdo de 6rgaos abdominais, desvio da agulha do local
indicado, deposicado de fragmentos do catéter no local
da incisdo e eventuais sangramentos (13). A técnica é
contraindicada nos casos de paciente inconsciente ndo
colaborativo com o procedimento, infec¢des na pele,
gravidez e distensdo intestinal (19). Uma paracentese
bem sucedida deve satisfazer aos seguintes critérios:
quantidade suficiente de fluido na primeira coleta, au-
séncia de complicacdes e o minimo de desconforto ao
paciente durante o procedimento (20).

O paciente é colocado em uma posi¢ao supina, com
uma inclinacdo de 30° a 45° para a retirada de gran-
des volumes ou em decubito lateral para a retirada de
pequenos volumes. Os locais indicados para incisdao
da agulha a fim de evitar a perfuracdo de redes vascu-
larizadas estdo localizados na linha média, 2 cm abai-
x0 do umbigo ou numa area considerada incomoda no
quadrante inferior esquerdo, lateralmente ao muscu-
lo retoabdominal. A agulha é inserida na parede abdo-
minal, ap6és anestesia local. A agulha utilizada possui
calibre 22 e é anexada a uma seringa que pode variar
de 20 a 50 mL. A pele é puxada de 1 a 2 cm da sua po-
sicdo natural para evitar o retorno de liquido na hora
da perfuracdo. Entdo, a agulha é inserida suavemente,
e a aspiracao feita de forma lenta permitindo o livre
retorno do fluido ascitico. Apos coletar a quantidade
suficiente de amostra, a agulha é retirada rapidamen-
te, e, assim, a pele retorna a sua posi¢do normal. Um
curativo é feito no local, e a amostra é encaminhada
para as devidas analises laboratoriais (20, 21).

E necessario um minimo de 30 mL para a avaliagio
completa do liquido ascitico. Se possivel, pelo menos
100 mL devem ser fornecidos para o exame citologi-
co. As amostras devem ser coletadas em trés tubos
identificados com nome, nimero de registro do pa-
ciente e data da coleta. O primeiro deve conter EDTA
ou heparina (1 a 2 gotas para 5 mL) para a contagem
global e diferencial. O segundo, sem anticoagulante, é
utilizado para as andlises bioquimicas, e o terceiro se
destina a microbiologia e deve ser estéril (6, 7, 22).

2. Transporte e Armazenamento: a amostra deve
ser analisada o mais rapido possivel, no entanto, caso
0 exame citoldgico ndo possa ser realizado imediata-
mente apods a coleta, a amostra deve ser refrigerada
entre 2° e 8 °C para que suas caracteristicas morfolé-
gicas sejam mantidas por até 48h (22).

3. Preparo da amostra: para a contagem de células
nucleadas em camara, utilizam-se amostras frescas,
homogeneizadas e ndo centrifugadas. No entanto,
na confec¢do da lamina, deve-se langar mao de uma
ressuspensdo do sedimento obtido por centrifugacio
em baixa rotacao em solugdo salina. A sobreposicao
celular deve ser minima. Em concentragdes celulares
ideais, uma monocamada de células é formada, o que
facilita a sua visualizacdo. Para isto, deve-se primei-
ramente avaliar a quantidade celular de cada amos-
tra, e se for o caso, realizar a sua dilui¢do pela adicao
de solugdo salina, NaCl 0,9%. Amostras coaguladas,
sem identificacdo e envelhecidas sio rejeitadas (22).

4. Exame fisico: a primeira analise ap6s a coleta é
0 exame macroscépico. O aspecto visual do derrame
(citrino, hemorragico, purulento, etc.) é o critério ini-
cial para agrupar diversas hipdteses diagndsticas e
direcionar para exames especificos de analise labora-
torial, além de permitir adotar medidas terapéuticas
imediatas, como a drenagem no caso de empiema.
0 aspecto e a coloragdo devem ser anotados antes e
apos a centrifugacao (6, 7).

Fisiologicamente, o liquido peritoneal ou ascitico
é transparente, amarelo claro, estéril e viscoso, mas,
em alguns casos, ele pode sofrer transformacdes
como, por exemplo, apresentar turbidez em virtude
das infec¢des bacterianas, coloracdo esverdeada em
perfuragdes do trato gastrointestinal, pancreatite e
colecistite, um aspecto leitoso que nao clareia apds a
centrifugacdo em efusdo quilosa ou pseudoquilosa
(6, 8). Um liquido macroscopicamente hemorragico
deve ser diferenciado de punc¢do traumatica, evitando,
assim, erros de diagnostico. Na pungio traumatica, o
clareamento do fluido ascitico é observado no decor-
rer da paracentese e na ascite hemorragica, pequenas
quantidades de sangue colorem aproximadamente
um litro de liquido peritoneal de vermelho vivo e opa-
co, de modo que as impressdes ndo podem ser lidas
a partir do tubo de lavagem. Isso corresponde a uma
contagem eritrocitaria de 100.000/uL (7, 8).

5. Contagem global de células: a contagem glo-
bal de células é uma etapa muito importante para
fazer a diferenciacdo da amostra entre transudato
e exsudato. Os tipos celulares que podem ser en-
contrados no liquido peritoneal sdo os eritrdcitos e
as células nucleadas, que incluem leucécitos e célu-
las mesoteliais. A contagem global dessas células é
realizada comumente em cadmara de Neubauer. No
entanto pode ser realizada em qualquer reticulo de
contagem (8).
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As células nucleadas sdo contadas nos quatro qua-
drantes externos da cdmara de Neubauer, cujo volu-
me total é de 0,4 mm?>. Algumas amostras podem ser
contadas sem a realizagdo de uma dilui¢do, e neste
caso, o fator de conversao para microlitros é 2,5.Ja em
amostras com elevada celularidade, pode-se realizar
uma dilui¢do em solugao aquosa de fucsina 0,2% na
proporg¢ao (1:20). Essa solugdo otimiza a contagem,
sobretudo por corar o nucleo das células nucleadas e
por provocar lise dos eritrécitos, os quais, dependen-
do da quantidade, dificultam a contagem. Neste caso,
o fator de conversao da cdmara é multiplicado pela
diluicdo, passando a ser igual a 50 (1, 8).

Para obtengao de uma contagem mais precisa e con-
fiavel, esta deve ser realizada em ambos os lados do he-
mocitdmetro. Se os valores obtidos resultarem em uma
diferenca maior que 10% entre si, o procedimento deve
ser realizado novamente, pois esse fato indica erros téc-
nicos de preenchimento e montagem da camara (22).

A contagem de eritrocitos pode ser igualmente
realizada em camara de Neubauer, porém a area de
contagem é a parte central. O procedimento de con-
tagem de eritrocitos varia de acordo com a celulari-
dade da amostra (Tabela 1) (22).

Tabela 1- Procedimento de contagem global de eritrocitos
em camara de Neubauer, conforme a celularida-
de presente na amostra

Celularidade Procedimento de contagem

BAIXA Contar os 25 quadrados
maiores e multiplicar por 10.
INTERMEDIARIA Contar 5 quadrados maiores e
multiplicar por 50.
ALTA Contar 1 quadrado maior e
multiplicar por 250.
ALTISSIMA Fazer diluicao com salina e

(sobreposicao de eritrocitos) multiplicar o resultado final

pelo fator da diluicao.

Fonte: Dados da pesquisa.

6. Contagem diferencial de leucdcitos: o papel da
contagem leucocitaria do liquido ascitico, e sua ana-
lise diferencial, é de extrema importancia na sugestio
diagndstica e consequente conduta terapéutica adota-
da pelo clinico.

Diferentes procedimentos e equipamentos po-
dem ser utilizados para a confec¢ido da lamina onde

se realiza a contagem diferencial, como a cimara de
Suta, a citocentrifugacao e a centrifugacdo em tubo.
A camara de Suta possui um sistema de filtros de pa-
pel, que absorvem a parte liquida do ascitico, concen-
trando, assim, as células, o que fornece um esfregaco
de boa qualidade. A lamina é introduzida na cimara e
coberta com um papel absorvente, o qual deve conter
um halo de didmetro discretamente menor que o dia-
metro do tubo conector da camara. O tubo conector
é torcido até tocar na lamina, e entdo um aperto deve
ser dado de modo a permitir a absor¢do da amostra
por capilaridade. Na continuacdo do processo, o li-
quido é colocado na camara, sendo que a quantidade
necessaria é dependente da quantidade de leucdci-
tos presentes na amostra. Depois de a lamina seca, o
tubo conector e o papel absorvente sdo retirados de
cima da lamina, tomando o devido cuidado para que
as células aderidas ndo sejam arrastadas. Entdo, a co-
loracao da lamina é feita com May Grunwald-Giemsa
ou outros corantes de Romanowsky (22).

Na preparacdo da lamina por citocentrifugacao, a
amostra é centrifugada em baixa rotagao (1000 rpm),
e o sedimento obtido é ressuspenso em soluc¢do sa-
lina. No citofunil é adicionado 100ul da amostra, a
qual é processada de acordo com o protocolo de fun-
cionamento desse aparelho. As células ficam concen-
tradas, visto que o liquido sobrenadante é absorvido
pelo papel filtro. Apds a secagem da lamina, realiza-se a
coloragdo (22).

Apoés a lamina pronta, realiza-se a contagem dife-
rencial celular. Primeiramente observa-se a distribui-
¢do e agrupamento celular, em objetiva de 10x e 40x e
entdo se muda para a objetiva de imersao (100x) em
que a diferenciacdo celular é propriamente feita. As
células podem sofrer alteracdes apds a citocentrifu-
gacdo mostrando-se distorcidas com vacuolos e pro-
jecdes citoplasmaticas, fendas nucleares, nucléolos
proeminentes e agrupamentos celulares semelhan-
tes a neoplasia (22).

As contagens celulares variam de acordo com a
formacdo e resolucdo da ascite, como a diurese que
pode aumentar a contagem leucocitaria de 300 célu-
las/pl até 1.000 células/ul (8).

7. Consideragdes sobre a andlise morfolégica das
células: primeiramente, uma visao geral da qualida-
de de uma amostra citolégica é realizada com o auxi-
lio das objetivas de 10x e 40x. Nessas amplia¢des, o
examinador pode estimar a celularidade da amostra,
examinar agregados celulares, identificar agentes
infecciosos grandes como, por exemplo, leveduras
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e elementos fungoides e determinar as melhores
localizacoes da lamina, onde as células estio distri-
buidas em uma monocamada, para se observar pos-
teriormente em maiores aumentos. A observacdo
em aumento de 1.000x é utilizada para examinar as
bactérias, a estrutura das células e outras estrutu-
ras pequenas tais como inclusdes celulares. O cito-
diagnostico enfatiza a aparéncia geral das células e
seus nucleos. As caracteristicas celulares importantes
incluem a celularidade da amostra, a distribuicdo ce-
lular, tamanho e forma das células e a aparéncia ci-
toplasmatica. As caracteristicas nucleares mais im-
portantes incluem o tamanho, a forma e a posicdo
do nucleo dentro da célula, o nimero de nucleos
atuais; o padrdo da cromatina do nucleo; a aparén-
cia do nucléolos e a presenca de figuras de mitose.
0 tamanho do nucleo das células é avaliado frequen-
temente com relagdo a quantidade de citoplasma.
A relagdo nucleo citoplasma (N:C) é uma indicacdo
da proporgao entre o tamanho do ntcleo e o volume
citoplasmatico. As células epiteliais maduras, bem
diferenciadas, tendem a ter nudcleos pequenos e uma
baixa relagdo N:C, enquanto as células epiteliais ma-
lignas, indiferenciadas, tém frequentemente gran-
des nucleos e uma relacdo N:C elevada. A forma do
nucleo varia de acordo com o tipo celular. A maioria
das células normais tem um tinico nicleo; entretanto
algumas células normais podem conter multiplos nua-
cleos. Por exemplo, algumas células mesoteliais sdo
binucleadas, e alguns macroéfagos podem ser multi-
nucleados. Os padrdes apresentados pela cromatina
nuclear geralmente incluem cromatina de distribui-
¢do uniforme e finamente granulada, cromatina de
distribuicdo irregular e finamente granulada, croma-
tina grosseira e granular com distribui¢do uniforme e
cromatina grosseira e granular com distribuicao irre-
gular. A cromatina finamente granulada indica geral-
mente a imaturidade nuclear. Alguns nicleos como,
por exemplo, ndcleos de linfécitos maduros, contém
frequentemente alguns agrupamentos de cromatina
que simulam nucléolos proemientes. As figuras de
mitose indicam divisao celular ativa e pode ser uma
caracteristica celular normal em alguns tecidos, tais
como a medula 6ssea e o figado, quando forem en-
contradas em baixas quantidades. Nimeros elevados
de figuras de mitose indicam anomalias, tais como a
neoplasia. Os nucléolos aparecem como espacgos de-
sobstruidos, circulares dentro do nucleo das células
coradas por corantes de Romanoswski. Muitas cé-
lulas normais contém frequentemente um ou varios

nucléolos pequenos. Os nucléolos grandes e irregu-
lares sdo considerados anormais. Nicleos com nu-
merosos nucléolos, geralmente acima de cinco, sdo
considerados igualmente anormais (1).

As caracteristicas do fundo da lamina de um espé-
cime citolégico ndo devem ser negligenciadas porque
podem fornecer indicios quanto a natureza do mate-
rial que esta sendo examinado. Por exemplo, laminas
que contém muitas células secretoras podem ter o
material de fundo pesado por causa da acumulacdo
do produto secretado. Um fundo finamente granulado
nas laminas de exsudatos inflamatérios pode ser ob-
servado em preparacdes coradas com azul de metile-
no novo e sugere um aumento no teor de proteinas.
Um fundo grosseiro e granulado pode ser visto em
laminas preparadas com amostras contendo quanti-
dades elevadas de mucopolissacarideos como mucina,
quando coradas por May Grunwald- Giemsa. A presen-
¢a de bactérias, de cristais, de gotas de lipideos, de ma-
teriais nucleares das células rompidas e de materiais
estranhos como, por exemplo, polen, talco ou cristais
do amido, deve ser igualmente descrita no resultado.
As amostras citoldgicas também podem conter quan-
tidades variaveis de sangue periférico. A contamina-
¢do excessiva de sangue periférico em uma amostra de
liquido ascitico mascara as células diagnésticas, tor-
nando a interpretacdo citologica mais dificil (1).

8. Controle de qualidade das contagens: é de fun-
damental importancia que se faca o controle de qua-
lidade nas camaras de contagem, evitando, assim,
qualquer interferente que altere o resultado final da
contagem. O controle de qualidade das contagens em
camara pode ser feito diluindo-se uma amostra de
sangue total em EDTA e comparando-se os resultados
obtidos manualmente com os obtidos em analisado-
res hematoldgicos automatizados. Para o controle da
contagem de células nucleadas, deve-se escolher uma
amostra com * 10.000 leucécitos/ul (valor obtido em
contagem automatizada) e fazer a contagem manual
em camara de Neubauer, de preferéncia diluindo-se
a amostra em liquido de Turk para hemolisar os eri-
trécitos. Quinzenalmente, deve-se verificar se houve
contaminacao dos diluentes (solucdo de fucsina, li-
quido de Turk e solu¢do salina), examinando-os em
camara de contagem com aumento de 40x. Os diluen-
tes contaminados com particulas ou fungos devem ser
descartados e novas solu¢des devem ser preparadas.
Semestralmente, é preciso realizar a manutencgao pre-
ventiva da citocentrifuga para verificar a velocidade e
o tempo de citocentrifugac¢do (22).
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E fato que a contagem diferencial de neutréfilos
manual e automatizada se correlaciona e pode ser
intercambidvel. Para garantir a qualidade da metodo-
logia utilizada, pode-se fazer a adesdo do laboratério
a programas de controle de qualidade externos que
realizem a andlise do liquido ascitico (22).

9. Detecgdo de células malignas no liquido ascitico:
doencas malignas, acompanhadas da cirrose, sdo as
causas mais comuns de ascite. Independentemente
do tempo de aparecimento, o achado de células ne-
oplasicas nas efusdes asciticas esta associado a uma
significativa implicacdo terapéutica e progndstica,
pois é uma propagacdo celular alheia ao érgio de
origem, portanto, uma progressao tumoral. As célu-
las malignas nos derrames sao frequentemente en-
contradas entre os macréfagos e populacdes de cé-
lulas mesoteliais em efusdes. Além disso, as células
mesoteliais podem reagir a uma ampla variedade
de estimulos e ferimentos, de modo que fiquem com
morfologia semelhante as células malignas. Essas al-
teragdes podem ser ainda mais acentuadas apds ra-
dioterapia ou quimioterapia associadas a cirurgias e
tratamento dessas malignidades. Diante dessas im-
plicacdes clinicas, diagnéstico preciso dessa condi-
¢do é de fundamental importancia (23).

9. Biosseguranga: o liquido ascitico é uma amos-
tra contaminante. Para tanto, é necessaria a utiliza-
¢do dos equipamentos de protecdo individual (EPI’s)
como avental ou jaleco longo de mangas compridas
e punho retratil, luvas descartaveis, dculos de prote-
¢do, pipetadores manuais ou automaticos e, quando
for o caso, protetor facial. O ideal seria se todos os la-
boratérios possuissem uma camara de fluxo laminar
vertical para maior protecdo do operador (22).
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