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Resumo

O Mestrado em Analises Clinicas da FFUC integra um estagio curricular em ambiente
laboratorial, de forma a permitir aos discentes um contacto proximo com a realidade
encontrada na rotina laboratorial. Possibilitando desta forma aplicar o conhecimento teérico
obtido, através da manipulagao de equipamentos automatizados, implementagao de técnicas
manuais, e manuseamento de amostras bioldgicas, tendo em conta a garantia de qualidade

nos procedimentos.

O presente relatério tem como objetivo final uma breve descricao das atividades
desenvolvidas, ao longo do estagio realizado no Laboratério de Andlises Clinicas do Centro
de Saude Militar de Coimbra. Sera atribuido particular enfase as valéncias Bioquimica e
Hematologia, referindo os fundamentos analiticos nos parametros abordados e a sua

importancia fisiopatologica.

Abstract

The Master’s degree in Clinical Analysis of FFUC includes an internship in a
laboratory environment, in order to allow students a close contact with the reality found in
the laboratory routine. Thereby enables to implement the theoretical knowledge obtained,
by handling automated equipment, implementation of manual techniques, and handling of

biological samples, in view of quality assurance procedures.

This report has as its ultimate goal to give a brief description of the activities
throughout the internship at the Laboratorio de Andlises Clinicas do Centro de Saude
Militar de Coimbra. It will be given particular emphasis to the Biochemistry and Haematology
sectors, referring to the analytical foundations of the addressed parameters and their

pathophysiological importance.






Introducao

Na derradeira etapa de formagao do Mestrado em Andlises Clinicas da Faculdade de
Farmacia da Universidade de Coimbra, inclui-se o estagio curricular de indole
profissionalizante num laboratoério de analises clinicas. Estagio esse realizado no Laboratorio
de Analises Clinicas do Centro de Saude Militar de Coimbra com a duragao de 600 horas.
Este estagio permitiu utilizar o conhecimento de forma integrada, obtido na componente
curricular do Mestrado, e aplica-lo a realidade profissional e ao contexto laboratorial

encontrado num Laboratério de Analises Clinicas.

O LACCSMC dispoe das valéncias tipicamente encontradas num laboratério de
analises clinicas: bioquimica, imunologia/endocrinologia, hematologia e microbiologia. Presta
apoio aos representantes das forgcas armadas ou aos seus familiares diretos em analises
clinicas de rotina, retendo ainda uma componente de despiste toxicologico quando assim é
necessario. Sob a diregao técnica do Tenente-Coronel Farmacéutico Dr. Mario Joao Roque,
o LACCSMC inclui como recursos humanos, técnicos de diagnostico e terapéutica,

administrativos e auxiliares.

O estagio permitiu o contacto direto e a prossecucao das atividades desenvolvidas
nas valéncias supracitadas, com uma distribuicao temporal equitativa no caso da hematologia
e bioquimica/imunologia tendo menor énfase o sector de microbiologia devido sobretudo ao

menor volume e diversidade das amostras biologicas recebidas.

Neste relatorio serao desenvolvidas as valéncias bioquimica e hematologia, tendo
selecionado para cada uma delas os parametros/analises mais frequentemente solicitados
pelas entidades médicas, ou pela sua relevancia clinica e académica. Incindindo sobretudo na
interdependéncia das alteragoes analiticas, e os correspondentes estados patolédgicos mais
vulgarmente associados, referindo sempre que possivel os fundamentos fisiopatolégicos e a

sua importancia como ferramenta de diagnostico.

O LACCSMC tem como objetivo ultimo garantir a qualidade e fiabilidade dos
resultados analiticos fornecidos aos seus utentes. Desta forma, encontram-se implementados
sistemas de controlo da qualidade, tanto internos como externos. Os controlos internos sao
efetuados diariamente ou semanalmente dependendo do equipamento ou analito em causa.
Os controlos externos encontram-se implementados e sao fornecidos pelo RIQAS, e pelo
Instituto Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge, o que permite avaliar a exatidao dos

resultados obtidos, sendo as amostras tratadas como qualquer amostra dos utentes.






Bioquimica
A. Avaliacao da funcao hepatica

O figado é o maior e mais complexo 6rgao do trato gastrintestinal. Globalmente,
envolve trés sistemas: o sistema bioquimico hepatocistico, que é responsavel pela maioria da
atividade metabodlica no organismo, incluindo a sintese proteica. Este sistema engloba: i) o
metabolismo anaerobico e aerdbico da glicose e outros hidratos de carbono; ii) o
catabolismo e anabolismo do glicogénio; iii) metabolismo dos acidos aminados e acidos
nucleicos; iv) a interconversao de amino acidos e acidos dicarboxilicos pela via das
transaminases (aminotransferases); v) sintese e metabolismo de lipoproteinas; vi)
metabolismo de xenobidticos, envolvendo normalmente o sistema oxidativo do citocromo
P450; vii) armazenamento de ferro e vitaminas como a D, e BIl2; viii) e a sintese de
hormonas como o angiotensinogénio, o factor semelhante a insulina |, a triiodotironina,
hepcidina, trombopoietina, e a prohormona 25-OH vitamina D. E também o local de
remogao de muitas hormonas tais como a insulina, a paratirdide, estrogénios, e cortisol. O
figado é o local exclusivo do ciclo da ureia.l'"”

A albumina é sintetizada no figado bem como todos os fatores de coagulagao com a
excecao do fator de von Willebrand que é sintetizado nas células endoteliais e nos
megacariocitos.

O segundo maior sistema hepatico € o hepatobiliar, que se correlaciona com o
metabolismo da bilirrubina, um processo que envolve o transporte da bilirrubina para o
hepatdcito para desta forma ser conjugada com o acido glucurdnico e segregada nos
canaliculos biliares para o sistema enterohepatico. Por ultimo, o sistema reticuloendotelial,
que compreende as células de Kupffer. Estas células fagociticas integram o sistema
imunologico e constituem um local de extrema importancia na defesa contra bactérias
provenientes do intestino, estando ainda envolvidas na remogao de complexos antigénio-
anticorpo.

Tendo em conta que a manifestagao sintomatica da doenga hepatica s6 tardiamente
se reconhece em relagao a progressao da mesma, visto que o figado compreende uma
grande reserva funcional, é de vital importancia uma detecao atempada das hepatopatias.
Felizmente, a avaliagio da fungiao hepitica pode ser efetuada através da determinagiao de
analitos no soro, conhecidos como testes da fun¢ao hepatica. Muitos destes analitos nao sao
exclusivos do figado, mas quando avaliados em conjunto, permitem um diagndstico correto

das patologias do figado.["



A.l. Funcao metabdlica
A.l.1. Bilirrubina

A bilirrubina foi descoberta por Virchow em 1849, na altura designou este pigmento
amarelo de “hematoidina”. O termo bilirrubina foi proposto por Stadeler em 1864 e em
1874 Tarchanoff demonstrou a ligagio entre os pigmentos biliares e a hemoglobina.”! A
bilirrubina é o mais relevante metabolito do heme, o anel tetrapirrélico ligante de ferro, que
se encontra presente na hemoglobina, mioglobina e citocromos. Sao produzidos diariamente
250-300 mg de bilirrubina em adultos saudaveis, dos quais cerca de 85% derivam do turnover
das hemécias senescentes.”* Nos macroéfagos principalmente no baco, a metahemoglobina é
clivada para originar cadeias globinicas livres e um grupo heme. O anel de porfirina do heme
¢ oxidado pela heme oxigenase microsomal, produzindo o composto biliverdina e libertando
ferro. Nesta reacao ¢é libertada uma mole de CO o qual é transportado como
carboxihemoglobina, que pode ser avaliada no soro como indicador de anemia hemolitica. A
biliverdina é posteriormente reduzida a bilirrubina pela bileverdina redutase, uma enzima
dependente de NADPH. A bilirrubina ligada a albumina é transportada principalmente
através do sistema portal para o figado, onde entra nos hepatdcitos através da membrana,
por difusdo passiva ou transporte mediado por recetores.”

Este processo de uptake de bilirrubina pelos hepatécitos é altamente eficiente. A
clearence de bilirrubina nao conjugada para valores normais é aproximadamente de
5mg/kg/dia. O tempo de meia vida da bilirrubina nao conjugada é curto, 60% da bilirrubina
marcada surge nos hepatécitos 5 min ap6s injegio.

Na sua forma isomérica mais comum (trans-),

s . , . ’ , CO;H CO,H
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A partir deste complexo é transportada para o reticulo endoplasmatico liso (REL), onde é
substrato da enzima glucoronil transferase, a qual catalisa a esterificagao das cadeias laterias
de dacido propionico com dacido glucurdénico (presente como uridina do acido
difosfoglucuronico) para formar conjugados diglucuronidos (Fig.1.). Alguns conjugados
monoglucurénidos ou até triglucurénidos também se podem formar.™”

A bilirrubina conjugada é posteriormente transportada para os canaliculos. Apenas a
bilirrubina conjugada consegue atravessar a membrana da face canalicular. Uma vez
excretada nos canaliculos e finalmente no trato intestinal, a bilirrubina é subsequentemente
metabolizada por bactérias intestinais formando compostos coletivamente designados de
urobilinogénio e urobilinia, que podem por sua vez ser reabsorvidos. A maioria do
urobilinogénio reabsorvido é reexcretado pelo figado, e apenas uma pequena fragao é
excretada na urina. Por ultimo, o uribilinogénio intestinal é convertido em pigmentos fecais
tais como a estercobilina, cuja auséncia se manifesta por fezes descoradas, um sinal de
alteracao do metabolismo da bilirrubina.

Quando a bilirrubina conjugada esta presente no soro, pode ligar-se covalentemente
a albumina produzindo biliproteina ou A-bilirrubina. Embora a bilirrubina conjugada tenha um
tempo de meia vida <24h, a A-bilirrubina tem um tempo de meia vida semelhante a albumina
(~17 dias), provocando ictericia prolongada durante a recuperagao de um dano
hepatocelular. A bilirrubina conjugada, sendo hidrossoluvel, pode ser filtrada pelo glomérulo
e surgir na urina podendo ser detetada por método colorimétrico. A bilirrubina urinaria esta

elevada na maioria dos pacientes com aumento da bilirrubina conjugada no soro.

A.l1.1.]1 Causas da elevacao dos niveis séricos de bilirrubina nao conjugada.

Hemolise. Nas anemias hemoliticas a bilirrubina indireta surge elevada devido a
excessiva libertagao de hemoglobina pelas hemacias. Se a formagao de bilirrubina exceder a
capacidade de clearence por parte do figado, existira um aumento do nivel de bilirrubina no
soro. Nos adultos uma prova confirmatoria de anemia hemolitica é a verificagao da elevagao
de bilirrubina indireta no soro, normalmente na gama de 1,5-3,0 mg/dL.

Sindromes de Gilbert e Crigler-Najjar. A sindrome de Gilbert é caracterizada por

hiperbilirrubinémia moderada. Nesta patologia ocorre uma mutagao no promotor do gene
UGTIAI, resultando numa diminuigao da taxa de transcricio do mesmo, e globalmente na
reducao da atividade da glucoril transferase. Um caso mais sério é a sindrome de Crigler-
Najjar, caracterizada por niveis elevados de bilirrubina nao conjugada no soro, motivados
por mutagoes multiplas no gene referido, as quais levam a alteragao de conformagao da

proteina que fica disfuncional. Na sua forma mais severa tipo | (homozigotica), a
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hiperbilirubinémia é marcada excedendo 5 mg/dL, podendo em determinadas situagoes
exceder 20 mg/dL, e provocando ictericia. Lactentes afetados desenvolvem
hiperbilirrubinémia nao conjugada severa, que tipicamente leva ao desenvolvimento de
kernicterus, pela deposicao de bilirrubina no cérebro afetando em particular os ganglios basais

e o nucleo lenticular provocando disfungao motora e atraso mental severos.™

A.1.2. Causas da elevacao de bilirrubina conjugada no soro.

Deficiéncia na excregao: sindrome de Dubin-Johnson. Nesta sindrome ocorre um

bloqueio na excregao de bilirrubina para os canaliculos biliares, devido a existéncia de
defeitos no transportador canalicular multiespecifico de anides organicos ABC (ATP- binding
cassette), MRP2/cMOAT/ABCC2
(Fig.2). A sindrome de Dubin-Johnson

esta associada com um aumento dos ALB

: Uf B BMG
o { GSH:I'UCB
DG

uce B

niveis  plasmaticos de bilirrubina

conjugada, tipicamente com ictericia

moderada (bilirrubina total de 2-5 , .\

i a T S

mg/dL), e com pigmentagao escura do pace
, 3 . . Sinusoid Disse
figado devido a acumulagio de

Fig. 2. Transporte hepatocelular da bilirrubina. ALB, albumina;
lipofuscina. A bilirrubina conjugada  Bpg, bilirrubina diglucoroénido; BMG, bilirrubina
, . monoglucorénido; GST, glutationa-S-tranferase; MRP, mutidrug
acumula-se  nos  hepatocitos e ‘ . - I S

resistance-associated proteins; UCB, bilirrunina nido conjugada;

eventualmente reflui para a UGTIALI, bilirrubina-UDP-glucuronosiltranfesrase.[4]

circulagio.**

Obstrucao biliar. Nos adultos a colelitiase é a causa mais prevalente de

hiperbilirrubinémia. Resulta da presenca de calculos biliares, mais frequentemente no ducto
biliar. A obstrugao biliar devida a colelitiase resulta na elevagao da bilirrubina total (>90%
bilirrubina direta), sendo que concomitantemente em 90% dos pacientes ocorre também
elevagao da fosfatase alcalina (> 300 Ul/L). Na hepatite, resultante da destruigao toxica dos
hepatocitos por causas viricas, quimicas, traumaticas, necrose focal ou dano celular, ocorre
elevagao tanto da bilirrubina conjugada como nao conjugada. A elevagao da bilirrubina
conjugada pode ainda ocorrer por outras causas como septicemia, nutri¢ao parenteral, e

determinadas drogas, como androgénios.



A.1.3. Testes laboratoriais na determinacao de bilirrubina.

A bilirrubina é tipicamente medida utilizando acido sulfanilico diazotado, o qual forma
um composto conjugado azo com o anel porfirina da bilirrubina, resultando num produto de
reagao com absorvancia elevada a 540 nm. Devido ao facto da bilirrubina nao conjugada
reagir mais lentamente, sao usados aceleradores tais como a cafeina e metanol na medicao
da bilirrubina total. A remocao destes aceleradores permite a determinagao da bilirrubina
direta. Aproximadamente 70-80% da bilirrubina conjugada, A-bilirrubina e uma pequena
percentagem de bilirrubina nao conjugada sio medidos no teste da bilirrubina direta. A
precisao do ensaio de bilirrubina direta depende do manuseamento e da composi¢ao do
reagente. A exposi¢ao prolongada a luz provoca fotoisomerizagao, aumentando a bilirrubina

direta.”

A.2. Funciao de sintese

Sintese proteica

O figado é local de sintese de grande parte das proteinas do soro. As excegoes mais
relevantes incluem as imunoglobulinas e o fator de von Willebrand. A sintese de mais de
90% de todas as proteinas e 100% da albumina ocorre no figado, assim a destruicao
extensiva do tecido hepatico resulta num nivel sérico baixo de proteinas totais e de
albumina. Na cirrose, para além da destruicao dos hepatdcitos, outra causa da diminuigao da
sintese proteica é a hipertensao portal, que provoca uma diminuicao do aporte de acidos
aminados (a.a.) ao figado. Contudo, deve considerar-se que a diminuigao sérica de proteinas
totais e de albumina pode dever-se a outras causas, como a sindrome nefrética, malnutrigao,
enteropatia com perda proteica, doenga inflamatéria cronica, estados catabdlicos
(hipertiroidismo, sindrome de Cushing), acao de citocinas, agao de hormonas (cortisol, GH,
estrogénios, hormonas da tiroide) etc.!"” A alteracio do perfil proteico plasmatico
observado na doenga hepatica depende do tipo, severidade e duragao da doenga. Por
exemplo, na disfungao hepatica aguda normalmente nao ocorre alteragao substancial deste
perfil, enquanto que na hepatite fulminante a concentragao de proteinas hepaticas de vida
curta (transtirretina e protrombina) cai abruptamente, porém proteinas com tempo de 2
vida superior apresentam um perfil minimamente alterado.!"

A avaliagao dos fatores de coagulagio é também importante na avaliagao da
capacidade de sintese do figado. Estas proteinas serao abordadas no capitulo de coagulagao

na componente de hematologia.



A.2.1. Albumina.

A albumina é a proteina prevalente da sintese hepatica, a sua produgao é estimulada
pela diminuicao da pressao oncotica plasmatica, e diminuida por determinadas citocinas
como a IL-6. Embora a sintese normal de albumina se situe em 120 mg/kg/dia, esta pode
duplicar em situacdes de pressio oncética reduzida!! Na doenca hepitica a
hipoalbuminemia é principalmente observada na cirrose, hepatite autoimune, e hepatite
alcodlica. A albumina é a proteina transportadora para muitas substancias, tanto enddgenas
(bilirrubina, hormonas tiroideias), como exogenas (drogas). Devido ao facto da albumina ser
um coloide intravascular osmoticamente ativo, a hipoalbuminemia resulta normalmente em
edema.!

A maioria do laboratorios utiliza métodos colorimétricos para a medigao sérica ou
plasmatica da albumina, tendo por base a alteragio no espectro de absorgao de corantes

como verde de bromocresol ou purpura de bromocresol.”

A.3. Testes de lesdo do hepatocito
Os hepatocitos como células metabolicamente complexas contém niveis enzimaticos
elevados. Na lesao hepatica estas enzimas podem ser libertadas para o plasma, sendo a sua

avaliagao importante no auxilio do diagnostico e monitorizagao terapéutica.

Localizacao celular das enzimas

As enzimas normalmente determinadas na avaliacio da lesio hepatica, tém uma
distribuicao especifica no interior do hepatocito. Enzimas como a lactato desidrogenase
(LDH), aspartato aminotransferase (AST), e alanina =0
aminotransferase (ALT) sao citoplasmaticas. As
enzimas mitocondriais como a isoenzima aspartato
aminotransferase mitocondrial (ASTm) sao libertadas
apos lesao da mitocondria. As enzimas canaliculares

tais como a fosfatase alcalina (ALP) e y-glutamil

® ASTc
transferase (y-GT) apresentam valores elevados em |e AL
® ALP
processos obstrutivos (Fig.3). o

Fig. 3. Localizagdo enzimatica hepatocelular.l2]

A.3.1. Aminotransferases (transaminases)
Nesta categoria estao incluidas duas enzimas de valor diagndstico relevante, a AST

também designada por |-aspartato:2-oxoglutarato aminotransferase, e a ALT designada por I-
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alanina:2-oxoglutarato aminotransferase.!! Estas enzimas catalisam reversivelmente a
transferéncia do grupo amina para o a-cetoglutarato para formar glutamato conjuntamente
com o cetoacido correspondente (i.e., oxaloacetato ou piruvato respetivamente). Ambas
requerem piridoxal fosfato (vitamina B6) como cofator, que pode ser um fator influenciador
na sua determinagao caso o paciente tenha insuficiéncia desta vitamina, como acontece com
pacientes alcodlicos.

A AST e ALT tém respetivamente tempos de meia vida no sangue de 17 e 47 horas,
e limites superiores de referéncia em torno de 40 U/L (35 AST; 60 3 e 42 @ para ALT).FI A
AST tem uma distribuicao tanto intramitocondrial como extramitocondrial, contudo a ALT é
exclusivamente extramitocondrial. A AST tem uma distribuigao ubiqua nos tecidos, incluindo
coragao e musculo esquelético, enquanto que a ALT é encontrada principalmente no figado,
embora existam quantidades significativas no rim."”

Na maioria dos eventos hepatocelulares agudos, tais como a hepatite, a AST
apresenta inicialmente valores superiores a ALT devido a atividade da primeira ser superior
nos hepatocitos. Contudo, nas 24 a 48h subsequentes a ALT progressivamente apresentara
valores superiores a AST, devido ao seu tempo de ' vida ser superior. No caso da hepatite
alcodlica existem estudos que indicam que o etanol promove agressio mitocondrial,
resultando na libertagao de AST mitocondrial, que para além de ser a forma predominante
nos hepatédcitos, tem um tempo de 2 vida substancialmente superior a AST
extramitocondrial e a ALT. Facto que resulta na elevagao desproporcional da AST em
relacio a ALT, com o concomitante quociente AST/ALT na ordem de 3 ou 4:l, um ratio
também designado de DeRitis.™

Na cirrose a ALT é tipicamente superior a AST, contudo com a progressao da
fibrose verifica-se um declinio da ALT, com a subsequente elevagao do quociente AST/ALT.

A atividade da ALT é mais especifica na detecio de doenga hepatica em pacientes
assintomaticos e nao alcodlicos. Em infecoes por Hepatite C verificam-se elevagoes
moderadas da ALT. A AST é particularmente util na monitorizagao terapéutica de firmacos
potencialmente hepatotoxicos, e caso os valores sejam superiores a 3 vezes o limite

superior de referéncia deve ser interrompida a terapéutica.’”

A.4. Avaliacao de patologia canalicular.
A.4.1. Fosfatase alcalina

A fosfatase alcalina (fosfohidrolase-monoéster ortofosforica alcalina; ALP) catalisa a
hidrolise alcalina de uma grande variedade de substratos naturais e sintéticos.” Este grupo

de metaloenzimas (Zn**) encontra-se distribuido em todos os tecidos, contudo a sua maior
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atividade é observada no figado, osso, intestino, rim e placenta. No figado, localiza-se nas
microvilosidades dos canaliculos biliares, e desta forma serve como um marcador de
obstrugao biliar extrahepatica, como no caso de calculos no ducto comum biliar, ou na
colestase intrahepatica como a colestase toxica ou cirrose biliar primaria. A ALP encontra-se
em concentragoes elevadas nos casos de obstrucao extrahepatica e apenas ligeiramente
aumentada em patologias hepatocelulares tais como hepatites ou cirrose.”! Uma vez que o
osso é também fonte de ALP, o seu aumento pode estar relacionada com patologias osseas

tais como a doenga de Paget, aumento de atividade

4-Nitrophenyl 4-Nitrophenoxide 4-Nitrophenoxide
osteoblastica e o crescimento dsseo na puberdade. A [ovhoas bonconmid o) ooy
, . . \ Oxp2° Os 2 O //OO
ALP também se encontra elevada na gravidez devido a Reamangesat |
ALP, Mg?' alkaline pH
. ~ —_—— _— .
sua libertacao pela placenta. Desta forma, a PH 10.3
o) o 0
. ~ ~ , epr . . | O
interpretacio da concentragio de ALP ¢é dificil visto  o=p-o°
o} e}
O
que pode existir elevagao sem que existam patologias + o=p-c
O

hepatica.”
A utilizacao de 4-nitrofenil fosfato (4-NPP) é o método mais comummente utilizado
na detegao da ALP, este éster incolor serve de substrato para a enzima tendo como produto

final um composto amarelo a pH da reacio (Fig.4.).

Fig.4. Reagdo quimica do 4-nitrofenil fosfato a

4-nitrofendxido. el

A.4.2. y-Glutamil Transferase

A y-Glutamil Transferase (y-GT), regula o transporte de acidos aminados (a.a.)
através da membrana, ao catalisar a transferéncia de um grupo glutamil da glutationa para um
a.a. livre. Tem como principal utilidade o auxilio na discriminagao da fonte da elevagao da
ALP, visto que a y-GT nao se encontra presente no tecido dsseo. Caso a ALP se encontre
elevada e a y-GT também, entao é mais provavel que a ALP tenha origem no trato biliar.
Encontra-se elevada em casos de cirrose biliar primaria e colangite esclerosante. Os niveis
séricos da y-GT estao habitualmente elevados em alcodlicos, em obesos, e na presenga de
elevadas concentragbes medicamentosas tais como acetaminofeno, fenitoina e
carbamazepinas, possivelmente pelo fato do aumento da y-GT ser necesario para repor a
glutationa usada no metabolismo destes farmacos.™

A maioria dos ensaios para a y-GT utilizam o substrato y-glutamil-p-nitroanilida. Na
reacgao catalisada pela y-GT ¢ libertada p-nitroanilina que é cromogénica e pode desta forma

ser medida espectrofotometricamente a 405 nm."!
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B. Avaliacdao da funcao renal.

Os rins formam um sistema de oOrgaos emparelhado localizado no espago
retroperitoneal. O rim adulto tem cerca de |2 cm e pesa |150g. Estes sao enervados tanto
pelo sistema simpatico como parassimpatico, cuja fungao se prende com a regulagao da
atividade vasomotora. A drenagem linfatica renal inclui capilares linfaticos no glomérulo em
proximidade com o aparelho justaglomerular, estando associados com a remogao de
material das células mesangiais. Nos adultos os rins recebem aproximadamente 25% do
débito cardiaco mantendo as células tubulares, metabolicamente exigentes, em atividade. A
pressao de perfusao glomerular é mantida a 45 mm Hg. O nefrénio é a unidade funcional do
rim, consistindo em glomérulo, tubulo proximal, ansa de Henle, tubulo distal e ducto
coletor.”!

O rim tem um papel crucial no equilibrio hidro-eletrolitico, no equilibrio acido-base
na destoxificacao de produtos catabodlicos e na manutengao da homeostase do organismo
em geral, apresenta ainda fungdes enddcrinas como por exemplo a sintese de

eritropoietina.”

B.l. Conceito de clearence

A clearence renal relaciona a velocidade de excrecao urinaria de determinado
composto com a concentragio no plasma desse mesmo composto.”! Define-se como o
volume de plasma a partir do qual determinada substancia é completamente removida por
unidade de tempo pelo rim.'? A equagio formal para a clearence é a seguinte:

C.=(U,V)/P,
Onde C,_ é a clearence da substancia x, U, e P, s3o as concentragbes dessa substincia na

urina e plasma, respetivamente, e V é o volume de urina por unidade de tempo.”!

B.l.1. Creatinina

A creatinina é uma substincia endégena com um peso molecular de 113 Da. E
produzida no musculo a partir da creatina fosfato através de um processo de desidratagao
nao enzimatico. A velocidade de produgao de creatinina é proporcional a pool de creatina-
creatina fosfato, que por sua vez é proporcional 3 massa muscular.”? A creatinina é um
marcador da taxa de filtracio glomerular (TFG) amplamente utilizado por variadas razées. E
uma substancia endégena com uma constante de produgao relativamente uniforme; nao se

encontra ligada as proteinas do plasma e desta forma pode ser livremente filtrada pelo

glomérulo; nao é reabsorvida pelos tubulos renais e somente uma pequena quantidade é



excretada por estes. Quando a fungao renal é normal e estavel, a excre¢ao de creatinina é
equivalente a sua produgao, que depende primariamente da massa muscular. A massa
muscular varia com o género, idade e peso corporal. A velocidade de produgao é estimada
como se segue (i = idade):

Produgao creatinina (mg/kg/dia): 28 — 0,2i ()

Producio creatinina (mg/kg/dia): 23,8 — 0,17i (?)

A creatinina como marcador de TFG é conveniente e barata na sua medicao,
contudo é afetada por varios fatores como a idade, género, exercicio, determinados
farmacos (cimetidina, trimetropim), massa muscular e estado nutricional. Existem
marcadores adicionais que podem ser utilizados na determinagao da TFG, tais como a
inulina, a cistatina c entre outros. Devido a percegao da dificuldade na colheita da urina de
24h, foram desenvolvidos varios modelos matematicos no sentido de estimar a taxa de
filtragao glomerular a partir da creatina do soro. As duas formulas mais amplamente
utilizadas sao a formula de Levey (MDRD; Modification of Diet in Renal Disease) e a formula de
Cockroft-Gault.

A metodologia de avaliagao da creatinina baseia-se na recgao de Jaffe, descrita em
1886, a qual se baseia na reagao da creatinina com trinitrofenol, também designado por
acido picrico. A reagao é favorecida em meio alcalino, dai o termo método de picrato
alcalino, contudo esta nao é especifica da creatina, podendo o picrato reagir com cetonas,
glucose, ascorbato, piruvato, proteinas, e cefalosporinas entre outros, que sao interferentes

na medigio da creatina por espetrofotometria a 490-500 nm."

B.2. Ureia

A ureia, CO(NH,),, com um peso molecular de 60 Da é o principal composto
nitrogenado resultante do metabolismo das proteinas.!'” A biossintese da ureia, a partir da
amonia, é realizada em exclusivo por enzimas hepaticas integrantes do ciclo da ureia. Mais de
90% da ureia é excretada pelo rim, com perdas minimas no trato gastrointestinal e pele.
Desta forma, a patologia renal associa-se com o aumento de ureia no sangue. Por convengao
a concentragao da ureia é expressa apenas pelo seu conteudo de azoto (nitrogénio),
designado azoto ureico.”

A ureia é filtrada livremente no glomérulo, mas é reabsorvida passivamente no tubulo
proximal e no ducto coletor medular interno por transportadores. A ureia sérica é usada
amplamente como marcador da fungido renal, mas apresenta varias limitagbes como

parametro na medicao da TFG. A concentragao da ureia depende, nao s6 da fungao renal,
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mas também da sua produgao, a qual é influenciada por diversos fatores como o consumo
proteico, a atividade enzimatica nos hepatocitos, a terapéutica com cortisol, a desidratagao e
a diminuicao da perfusao renal por insuficiéncia cardiaca. Desta forma a clearence da ureia
nao reflete a TFG de forma precisa. ™

Existem essencialmente 3 métodos de medigao da ureia, por espectrometria de
massa, colorimétricos e enzimaticos. No ultimo, o mais habitual no laboratério clinico, a
amonia produzida pela hidrolise da ureia reage com 2-oxoglutarato e NADH para produzir
glutamato e NAD", reagdo catalisada pela glutamato desidrogenase. A quantidade de NADH
consumido é medida por espectrofotometria a 340 nm, para determinar a concentragao de

ureia.l”’

B.3. Microalbumina

O termo microalbuminuria descreve pequenas quantidades de albumina na urina, nao
detetaveis pelos métodos colorimétricos. A microalbumina urinaria é importante no
controlo de pacientes diabéticos, os quais apresentam elevados riscos de desenvolver
nefropatia diabética no curso da sua vida. Numa fase inicial da nefropatia ocorre hipertrofia
renal, hiperfungao e um aumento da espessura das membranas basais do glomérulo e tubulo.
Nesta fase nao se constatam sinais de disfuncao renal. No decorrer dos 7 a 10 anos
subsequentes existe uma progressao da esclerose glomerular, com um aumento da
permeabilidade capilar do glomérulo. Esta permeabilidade permite que quantidades minimas
de albumina (micro) surjam na urina.!'"

A microalbuminuria € um biomarcador para o risco de disfungao renal e de eventos
cardiovasculares e morte em diabéticos tipo 2. Muitos dos pacientes com diabetes tipo | e 2
e microalbuminuria sucumbem por complicagoes cardiovasculares antes de progredirem
para proteinuria e insuficiéncia renal.['>"’]

Varios autores sugerem que valores baixos de albumina urinaria, variando entre 20 a

200 mg/l, sao um indicador inicial de lesdo glomerular possivelmente reversivel."”’

C. Lipidos e dislipidoproteinemia.

As desordens do metabolismo lipidico sao de premente importancia no processo
aterosclerotico e na doenga coronaria. Existe uma relacao direta entre niveis elevados de
colesterol no soro e o enfarte do miocardio. A nivel tecidular, os depdsitos de colesterol
ocorrem em areas de lesao celular do endotélio e fazem parte das lesOes ateroscleroticas.

Desta forma o colesterol pode ser considerado “mau”, mas é na verdade um componente
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vital das membranas celulares e serve de precursor das hormonas esteroides e acidos
biliares. Os triglicerideos, ou triacilglicerdis, sao uma fonte energética relevante para as
células. Tanto os triacilglicerois como o colesterol sao os lipidos mais importantes no estudo
da doenca coronaria cardiaca.

Os lipidos sao soltveis em solventes organicos apolares, tais como o cloroféormio ou
éter, e praticamente insoluveis em solventes polares como a agua. Por este motivo, o
colesterol e os triglicerideos circulam no plasma em complexos moleculares hidrossoluveis,
designados por lipoproteinas. Estas particulas contém colesterol sob 2 formas: colesterol
livre, um alcool polar nao esterificado (30%), e ésteres de colesterol, uma forma hidrofébica
onde o colesterol se encontra ligado a um acido gordo (70%). As lipoproteinas tém um
arranjo micelar, onde os lipidos mais hidrofobicos se dispoem no seu interior, e os lipidos
mais hidrofilicos, como o colesterol livre e os fosfolipidos, se encontram na superficie com
os grupos polares para o exterior. As apoproteinas (apo), a fragdo proteica das
lipoproteinas, estio também dispostas a superficie. Desta forma, estas moléculas tém

caracteristicas anfifilicas (anfipaticas).!'"

Tabela I. Caracteristicas fisico-quimicas das principais classes de lipoproteinas.

Particula Mobilidade Apolipoproteinas Lipidos principais Diametro Densidade
electroforética principais (nm) (kgll)
Quilomicron | Origem ApoA-I, A-1V, B-48, C-1, C- Triglicerideos exdgenos >70 <0,95
II, C-lll, E
VLDL Pré-g ApoB-100, C-1, C-II, C-lll, E Triglicerideos 27-70 0,95-1.006
Enddgenos
IDL B ou Pré-p ApoB-100, E Triglicerideos 22-24 1,006-1.019

Endogenos, ésteres de

colesterol

LDL B ApoB-100 Esteres de colesterol 19-23 1,019-1,063

HDL, a ApoA-1, A-ll, E Fosfolipidos 4-10 1,063-1,125

HDL; a ApoA-ll, A-1, E Fosfolipidos 4-10 1,125-1,210

Lp(a) Pré-B ApoB-100, apo(a) Esteres de colesterol, 1,045-1,080
fosfolipidos

Existem 4 classes mais relevantes de lipoproteinas: Quilomicrons (QM), very-low-
density lipoprotein (VLDL), low-density lipoprotein (LDL), e high-density lipoprotein (HDL).
Existem também outras lipoproteinas de menor importancia, tais como a IDL (intermediate-
density lipoprotein) e a lipoproteina (a) (Lp[a]). As lipoproteinas podem ser diferenciadas pela
sua densidade, tamanho, composi¢io quimica, e mobilidade electroforética.l'”

As lipoproteinas podem ser agrupadas tendo por base a presenga (QM, VLDL, IDL,
LDL) ou auséncia (HDL) de apoB. Esta classificacao é importante porque a apoB é uma

apolipoproteina nao permutavel, estando apenas presente uma molécula por lipoproteina. As
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lipoproteinas que a contém podem possuir apolipoproteinas adicionais como a apoAl, apoC,

e apoE (tabela 1). Estas sao principalmente sintetizadas nos hepatocitos e enterocitos.

C.l. Quilomicron

Os QM sao particulas de grandes dimensoes produzidas no intestino para o
transporte de lipidos, com origem na dieta, para os tecidos muscular e adiposo. Sao
extremamente ricos em triglicerideos, mas relativamente pobres em colesterol livre,
fosfolipidos e proteinas. Estas particulas sao segregadas nos linfaticos mesentéricos e atingem
a circulagdo no ducto toracico. Estas lipoproteinas adquirem a apoC-ll, um cofactor da
lipoproteina lipase, a partir do plasma. A interacao dos QM com a lipoproteina lipase na
superficie luminal do endotélio capilar, resulta na deplegao de triacilglicerois, sendo os
quilomicrons remanescente removidos pelo figado da circulagao. Quando presentes no

plasma, os quilomicrons conferem-lhe um aspeto leitoso.!'¥

C.2. VLDL

As particulas de VLDL sao produzidas pelo figado e fornecem aos tecidos colesterol
e triglicerideos de origem endogena, principalmente hepatica. Estas sao ricas em
triglicerideos, contendo em massa cerca de 50% de colesterol, 40% de fosfolipidos, e cerca
de 10% de proteinas, maioritariamente apoB-100 e apoC-([;ll;lll) mas também apoE. A
lipoproteina lipase hidrolisa VLDL, produzindo particulas menores e altamente aterogénicas,
designadas de IDL e remanescentes de VLDL. Estas particulas podem ser removidas do

plasma por recetores de LDL e subsequentemente metabolizadas a LDL.['!

C.3.LDL

As lipoproteinas de baixa densidade sao produzidas pela metabolizagao de VLDL
circulante e constituem cerca de 50% das lipoproteinas no plasma humano. Sao constituidas
principalmente por 50% de colesterol, maioritariamente esterificado, 25% proteinas,
principalmente apoB-100 e tragos de apoC, 20% de fosfolipidos e triglicerideos em niimero
reduzido. O figado recolhe a maioria de LDL circulante (~75%), onde a apoB-100 serve de
ligando para o recetor hepatico. A LDL remanescente é entregue nos tecidos, mas alguma
LDL pode ser modificada e removida da circulagao pelas células “scavenger”, tais como as
que se encontram nas placas ateromatosas.!'"

A LDL é oxidada em microdominios na parede arterial, onde é sequestrado por
proteoglicanos e outros constituintes da matriz extracelular. A LDL oxidada (oxLDL) tem

varias propriedades pro-aterogénicas, incluindo o uptake rapido pelos macrofagos para
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formar células “espumosas”, quimiotaxia para os mondcitos circulantes, promogao da
diferenciagcao de mondcitos em macrofagos tecidulares, sendo ainda citotoxica para varios
tipos celulares, e imunogénica.'”]

O método indireto para a determinagao de LDL mais frequentemente utilizado
baseia-se na equagao de Friedewald:

(Colesterol LDL) = (Colesterol Total) — (Colesterol HDL) — (Triglicerideos)/5
A componente (Triglicerideos)/5 da equagao é baseada na estimativa do colesterol VLDL,
que por sua vez se baseia na razao entre triglicerideos e colesterol de VLDL. Esta equagao

apenas mantem validade caso o valor de triacilglicerdis seja inferior a 400 mg/dL.["*!

C.4. HDL

A lipoproteina de alta densidade (HDL) é uma particula pequena constituida
principalmente por proteinas, colesterol, fosfolipidos e triacilgliceréis vestigiais. E produzido
no figado e intestino estando envolvido no transporte reverso do colesterol. Estudos in vitro
sugerem que o HDL esta associado a mecanismos antioxidantes, anti-inflamatorios, anti-
tromboticos e indutores da sintese de oxido nitrico, fatores globalmente inibidores do

processo aterosclerotico.!'

O figado é o principal local de remogao de HDL, e o
mecanismo melhor conhecido é o da captura dos ésteres de colesterol, a partir do HDL,
pelo recetor SR-BI expresso no figado.

As particulas de HDL podem ser consideradas heterdogenas visto terem sido
identificadas subpopulagoes tendo por base diferencas no tamanho e carga, incluido duas
subclasses de ultracentrifugagao principais, HDL, e HDL,. Esta distingao é relevante porque

se pensa que o HDL, é mais cardioprotetor que o HDL,, e individuos com niveis baixos de

HDL, tém um risco aumentado de complicagdes cardiocirculatérias.!'!

C.5. Lipoproteina (a)

A liporoteina (a) é semelhante a LDL em termos de densidade e composicao em
geral, pode ser entendida como uma particula LDL com a adigao de apo(a), ligada a apoB-
100 através de uma ponte dissulfureto. A Lp(a) geralmente esta presente em concentragoes
muito inferiores a LDL, contudo em individuos normais os valores podem variar entre <20-
1500 mg/L. Este aumento pode ter origem hereditiria com um padrao autossémico
dominante, e foi associado a um risco aumentado de doenga cardiovascular

aterosclerotica.l'
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D. Marcadores de lesdao cardiaca.

E de fato irénico que para o coracio, um érgio que bombeia varios litros de sangue
por minuto, o processo patologico mais relevante seja a isquemia (fornecimento inadequado
de sangue). O mdusculo cardiaco esta dependente de nutricao constante através de um
sistema de artérias coronarias, que sao altamente vulneraveis ao processo aterosclerotico.
Nos estadios iniciais da aterosclerose, onde o fluxo sanguineo nas coronarias é gradualmente
reduzido, tipicamente nao existem sintomas ou evidéncias laboratoriais de dano cardiaco.
Caso o diametro das artérias coronarias seja reduzido para 20-30% do seu diametro original,
normalmente surge dor no peito (angina pectoris), principalmente associada ao exercicio
fisico, quando a necessidade de O, é maior. Quando um trombo bloqueia completamente o
fluxo sanguineo, o musculo ira desenvolver isquemia irreversivel, designado por enfarte do
miocardio. Se o bloqueio nao for completo, a destruicao irreversivel pode ser evitada, mas o
paciente ird experimentar angina severa mesmo em repouso, uma sindrome designada por

angina instavel.

D.I. Troponina cardiaca.

A troponina é um complexo proteico regulatorio de 3 proteinas que se encontra em
intervalos regulares do filamento fino do musculo estriado. As 3 proteinas individuais sao a
subunidade ligante de tropomiosina (TnT, 37 kDa), a subunidade inibidora (Tnl, 27 kDa), e a
subunidade ligante de clcio (TnC, |18 kDa). O estimulo do Ca** para a contragao muscular é
transmitido via complexo de troponinas, o qual provoca uma alteragao conformacional na
tropomiosina, permitindo que a interagio entre a miosina e actina ocorra.l'¥ Apenas duas
isoformas relevantes de troponina C se encontram no coragao e musculo esquelético
humano, sendo a isoforma cardiaca idéntica a isoforma do musculo esquelético de contragao
lenta (tipo 2), o que invalida a sua utilizagdo como biomarcador cardiaco.!'"'® A troponina |
exibe uma forma cardioespecifica (cTnl), bem como isoformas distintas para as fibrilhas
musculares esqueléticas tipo | e 2, codificadas por genes separados. A troponina T
apresenta também uma forma distinta no miocardio (cTnT), contudo foi detetada no
musculo esquelético fetal e em situagdes de distrofia muscular, ou falha renal.l' Actualmente
os anticorpos usados nos ensaios imunoquimicos para detetar cTnT do miocardio tém uma
especificidade de aproximadamente 100%.

Nos midcitos cardiacos, a cTnT e cTnl encontram-se ligadas predominantemente as
fibras musculares, sendo libertadas lentamente durante | ou 2 semanas, apds enfarte do

miocardio. Embora tanto cTnT como cTnl sejam proteinas relativamente pequenas que sao
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rapidamente removidas da circulagao, os seus niveis plasmaticos descem lentamente apos
complicagao cardiaca. Uma pequena fragao das troponinas (cTn) encontra-se livre no
citoplasma das células do miocardio (cTnT~6%; cTnl 2%-5%), esta fragao livre abandona o
citoplasma das células do miocardio, apds agressao, o que permite a sua dete¢ao numa janela
temporal semelhante a creatina cinase 2, atingindo um pico 24h apos enfarte do miocardio
(Fig.5.). Devido a libertacao lenta das cTn ligadas as miofibrilas, o rapido declinio das cTn
circulantes é normalmente seguido de um plateau ou mesmo de um aumento secundario, o
que nao deve ser interpretado como novo enfarte.

Ao contrario de outros marcadores cardiacos, a cTnT e cTnl sao praticamente
ausentes do soro de individuos saudaveis, contudo estes marcadores nem sempre significam
obstrugao coronaria cardiaca, ja que a agressao aos mibcitos pode ter origem em

pericardite, miocardite, embolismo pulmonar, falha renal, septicémia etc.

D.2. Creatina cinase.
A fosfocreatina, também designada de creatina fosfato, serve como fonte imediata de
grupos fosforil para a sintese rapida de ATP a partir de ADP. A enzima creatina cinase (CK)

catalisa a seguinte reagao reversivel:

2+

ADP + PCr ATP + Cr AG'" = —12.56 kJ/mol ']

A CK é encontrada predominantemente como um dimero de subunidades cataliticas,
cada uma das quais com 40 kDa, as duas subunidades sao designadas de M (Muscle) e B
(Brain). As 3 isoenzimas resultantes sao a CK, (BB), CK, (MB), e CK, (MM). A CK ¢é
encontrada em pequenas quantidades em todos os tecidos, sendo encontrada em
concentragoes superiores no cérebro e musculo, embora a CK do cérebro nunca atravesse
a barreira hematoencefilica. No musculo estriado esquelético, a fragao de CK-MB (CK,)
representa cerca de 2% nas fibras tipo |, e 5%-7% nas fibras tipo 2.!'""? No coragio saudavel,
cerca de 15%-20% da CK é a isoforma CK, com uma distribuicao heterogénea, sendo mais
abundante no coragio direito que no esquerdo.'” Desta forma, a isoforma MB da CK ¢é
sensivel mas pouco especifica, uma vez que a sua elevagao pode estar associada a patologias
do musculo esquelético. Apds enfarte do miocardio a CK, comega a aumentar em 3 a |2
horas, com pico maximo as 24 horas, regressando ao normal apés 48-72h.*” Com o
advento imunoensaios para as cTn, a utilizagao da CK, como biomarcador cardiaco tornou-
se obsoleto, sendo contudo ainda utilizado devido a resisténcia por parte dos clinicos, ou

por indisponibilidade de testes para as cTn em determinados paises menos desenvolvidos.["”
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D.3. Lactato desidrogenase

Quando os tecidos nao sao abastecidos com oxigénio de forma a assegurar a
oxidagdo aerdbica do piruvato e NADH produzidos na glicdlise, o NAD" é regenerado a
partir de NADH pela redugao de piruvato a L-lactato, reagao catalisada reversivelmente a
pH 7 pela lactato desidrogenase (LDH).!'? Tendo em conta que esta reacio da via glicolitica,
dependente de NADH, pode ocorrer em praticamente todas as células do organismo, pelo
que a especificidade deste marcador para o miocardio é significativamente baixa. Elevagoes
da LDH sérica ocorrem numa miriade de patologias, nomeadamente enfarte do miocardio,
hepatite, hemdlise, e desordens do musculo, pulmao e rim.! Contudo, pela distingio de
isoenzimas (LDH, a LDH;) no plasma, foi possivel aumentar esta especificidade. A LDH, é
particularmente abundante no miocardio e a LDH, e LDH; sao expressas principalmente no
figado e musculo esquelético. Tendo em conta que normalmente os niveis séricos de LDH,
sao superiores aos de LDH,, o diagnéstico do enfarte do miocardio era realizado através da
comparagao dos niveis plasmaticos de LDH, e LDH,. Foi demonstrado que apés 24h a 48h
do enfarte do miocardio, o racio LDH, : LDH, plasmatico excede 0,75 e permanece elevado

até 2 semanas.?"
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Fig. 5. Libertacdo de proteinas dos midcitos apés enfarte do miocardio, e respetiva cinética sérica. Algumas destas

proteinas como a troponina | ou T, e CK-2 sao utilizados na rotina como biomarcadores de diagnostico.[20]

Risco cardiaco
Proteina C-reativa

Isolada em 1930 a partir de plasma de pacientes com pneumonia pneumocécica, a
proteina C-reativa (CRP) foi assim designada pelo facto de ligar o polissacarideo C de
Streptococcus pneumoniae. Posteriormente foi detetada no plasma em processos infeciosos e
inflamatorios, sendo uma proteina de fase aguda. Atualmente pertence a familia das
pentraxinas, e compreende 5 protomeros cada um dos quais com 206 a.a. nao glicosilados,

formando um polimero ciclico com um peso molecular de 115 kDa.'! Com a participagio
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de ides de Ca”, a CRP liga varias proteinas e fosfolipidos, particularmente a fosfocolina.
Opsoniza particulas e ativa o complemento pela via classica. No plasma de individuos
normais os valores médios sao de aproximadamente | mg/L, e 10 mg/L para o percentil 99.
Em pacientes com doenga aguda as citocinas, principalmente interleucina-6, estimulam a
producao hepatica de CRP, podendo os niveis plasmaticos ser superiores a 300 mg/L. A CRP
apresenta valores plasmaticos aumentados numa miriade de situagoes, incluindo infegoes,
trauma, enfarte do miocardio, processos cirurgicos, ou proliferacao neoplasica. Geralmente
os valores siao superiores para infegoes bacterianas do que para virais, contudo podem
existir elevagdes associadas a gripe ou mononucleose infeciosa.>'®!

A inflamagao cronica é um importante componente no desenvolvimento e
progressao da aterosclerose, e varios estudos epidemiologicos demonstraram que
concentracoes séricas aumentadas de CRP estao associados a um maior risco de eventos
cardiovasculares. O uso da CRP para este proposito requer um método mais sensivel
(imunoturbidimetria ou imunonefelometria) com um limite de detegao inferior a 0,3 mg/L,
designado de proteina C-reativa de alta sensibilidade (hsCRP).!""]

Pelo facto dos valores de hsCRP se correlacionarem minimamente com a
concentragao das lipoproteinas, a medigao da hsCRP nao substitui a determinagao do painel
lipidico, e deve ser entendido como um complemento na avaliagio do risco

cardiovascular."

E. Marcadores bioquimicos do metabolismo 6sseo

O esqueleto € um 6rgao metabolicamente ativo que sofre remodelagao continua
durante o curso da vida. Esta remodelagao € necessaria, tanto para manter a integridade
estrutural do esqueleto como para manter a sua fungao metabdlica como reservatério de
calcio e fosforo. A remodelagao do osso pode ser despoletada por alteragoes das forgas
mecanicas ou por microfraturas e por agao hormonal em resposta aos niveis circulantes de
Ca” e fésforo. O esqueleto serve ainda como uma 2* linha de defesa em situagdes de
acidose, ja que é capaz de libertar fosfatos inorganicos que tamponizam o plasma.***’

O osso pode ser subdividido em 2 classes: osso cortical ou compacto que tem um
papel de suporte, e osso trabecular ou esponjoso que serve como repositorio de células
hematopoiéticas, e apresenta uma extensa area para trocas de minerais. Tanto o osso
cortical como o trabecular sio compostos principalmente de minerais inorganicos (calcio e

fosforo) e uma matriz organica. Cerca de 90%-95% da matriz é constituida por colagénio

tipo |, e o remanescente por diferentes proteinas como a osteocalcina, osteopontina,
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osteonectina, trombospondina e sialoproteinas. Os osteoclastos reabsorvem ativamente o
osso através da producao de hidrogenides para mobilizar os minerais, e enzimas
proteoliticas para hidrolisar a matriz organica. Os osteoblastos sintetizam a matriz organica
e controlam a mineralizacio do osso formado de novo.*

A concentragao plasmatica de calcio, fosfato e magnésio estda dependente do
equilibrio entre a deposicao e reabsorgao ossea, absorcao intestinal e excrecao renal. As
principais hormonas que regulam este processo sao a PTH, a calcitonina e a [,25-

hidroxivitamina D.*!

E.l. Calcio

O calcio é o 5° elemento mais abundante, e o catiao mais prevalente do organismo
humano. Um adulto saudavel contem cerca de |-1,3 kg de cilcio, onde 99% se encontra sob
a forma de cristais extracelulares no tecido 6sseo com forma desconhecida, mas com
composicao semelhante a hidroxiapatite, o restante |% encontra-se nos tecidos moles e no
fluido extracelular.’*?!

O calcio plasmatico existe sob 3 formas diferentes: (1) livre ou ionizado (50%), que
representa a forma fisiologicamente ativa; (2) calcio complexado com variadissimos anioes,
incluindo bicarbonato, lactato, fosfato, e citrato (10%); (3) ligado a proteinas (40%). Cerca de
80% da fragao de calcio ligado a proteinas esta associado a albumina.

Para além da sua importancia na mineralizagao do esqueleto, o calcio desempenha um
papel fundamental em processos fisiologicos basicos como a coagulagiao, transmissao
neuronal, capacidade tamponizadora do plasma, processos enzimaticos, € na manutengao do
ténus e excitabilidade do musculo esquelético e cardiaco. O Ca®* é um ativador no processo
de transdugao intracelular (2° mensageiro) e € essencial na biossintese de DNA e RNA.

O calcio é absorvido ativamente no duodeno e jejuno superior. A absorcio de Ca**
aumenta significativamente em periodos de rapido crescimento em criangas, na gravidez e
lactagao, diminuindo com a idade. A vitamina D serve como principal estimulo para a
absorcio de Ca”, embora a absorcio seja também estimulada pela hormona de crescimento,
e o aumento de proteinas na dieta.

Maioritariamente as perdas de Ca** ocorrem via excregao urinaria, variando entre 2,5
e 10 mmol/dia (100- 200 mg/dia). A excregdo uriniria de Ca* esta aumentada em situagdes
de hipercaliémia, acidose, privacio de fosfato e terapéutica com glucocorticoides.
Determinados diuréticos, a PTH e provavelmente a vitamina D diminuem a excregao

urinaria de Ca%*.
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A concentracio de Ca”™ ionizado no fluido extracelular (ECF) é mantida numa
estreita gama de valores, de aproximadamente 1,25 mmol/L. O ajustamento da concentragao
de Ca** no ECF é conseguido principalmente pela agdo da PTH, pela |,25-dihidroxivitamina
D3 (1,25[0OH],D,), tendo a calcitonina um papel menos relevante e ainda controverso em
humanos.””’!

A hipercalcemia, aumento da concentragio de Ca®* sérica, estd associada com
anorexia, nauseas, vomitos, hipotonia, depressao, alta voltagem das ondas T na
eletrocardiografia, e ocasionalmente letargia e morte. A hipercalcemia pode ter varias causas
como o hiperparatiroidismo primario, ou outras endocrinopatias (tirotoxicose), mediada por
tumores (mieloma multiplo, linfomas), doengas granulomatosas (sarcoidose, tuberculose,
coccidioidomicose), ou ter origem medicamentosa (intoxicacio por vitamina D, litio).?>***"

A hipocalcemia, diminuicio da concentragio de Ca’' sérica, apresenta um quadro
neurolégico e neuromuscular, incluindo espasmos, parestesia perioral e periférica, arritmias
cardiacas, aumento do intervalo QT e baixa voltagem da onda T no eletrocardiograma. A
hipocalcemia apresenta varias causas, que podem ser subdivididas em: () deficiéncia na
secrecao ou sintese de PTH (hipoparatiroidismo), (2) resisténcia a agao da PTH
(hipomagnesemia), (3) deficiéncia de vitamina D ou seus metabolitos (doencga renal cronica),

(4) deficiéncias na mineralizagio 6ssea para valores normais de vitamina D ou PTH. 241

E.2. F6sforo

Um adulto tem aproximadamente 600 g ou 20 moles de fosforo em fosfatos
organicos e inorganicos, dos quais cerca de 85% no esqueleto (hidroxiapatite, fosfato de
calcio), e o restante maioritariamente nos tecidos moles. O plasma contém tanto fosfato
organico como inorganico, contudo apenas o inorganico é medido. O fosfato inorganico
existe na forma de anides monovalentes (H,PO,) e divalentes (HPO,*), representando
importantes fungdes de tamponizagio. O ratio de H,PO, : HPO,* é dependente do pH e
varia entre |:| em situagoes de acidose, |:4 a pH 7.4 e em situagoes de alcalose € de |:9.
Cerca de 10% do fosfato sérico encontra-se ligado a proteinas, 35% esta complexado com
sodio, calcio e magnésio, e 55% encontra-se livre.

Para além do seu papel no esqueleto, o fosfato tem importantes fungoes tanto extra
como intracelulares. E um importante constituinte dos acidos nucleicos, visto que tanto o
DNA como RNA representam fosfodiésteres complexos. E parte integrante de fosfolipidos
e fosfoproteinas. Forma compostos de alta energia (ATP) e cofatores (NADPH) estando

ainda envolvido no metabolismo intermediario e em varios sistemas enzimaticos (adenilato
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ciclase). O fosfato é essencial para a normal contractilidade da musculatura, fungao
neurologica, transporte de eletrolitos, transporte de O, pela hemoglobina (2,3-
difosfoglicerato).

O fator de crescimento de fibroblastos (FGF-23; fibrobast growth factor) é um
modulador essencial na homeostase do fosfato. O FGF-23 aumenta a excrecao de fosfato
pelos rins, e diminui a produgao da forma ativa de vitamina D (1,25-dihidroxivitamina D) pela
reducao da enzima responsavel pela sua formagao, a |a-hidroxilase. O FGF-23 ¢ sintetizado
por células da linhagem dos osteoblastos, principalmente ostedcitos, em resposta ao
aumento sérico de fosfato ou |,25-dihidroxivitamina D. Na doenga cronica renal, o FGF-23
aumenta num mecanismo compensatorio contra o aumento de fosfato sérico. Com a
progressao da perda da fungao renal, a resposta ao FGF-23 diminui (com perda do Klotho, o

coreceptor do FGF-23) e desta forma nao consegue reduzir o fosfato sérico.?>?**>*

E.3. Magnésio

O magnésio é o catiao divalente intracelular mais abundante. A concentragao sérica
de magnésio é regulada apertadamente dentro da gama de 0,7-1 mmol/L (1,5-2 meq/L; |,7-
2,4 mg/dL). O conteudo em magnésio do organismo adulto é de aproximadamente 25 g ou
cerca de Imole, dos quais 55% residem no esqueleto. Apenas |% do magnésio total esta
presente no fluido extracelular. No soro, cerca de 55% apresenta-se ionizado ou livre (Mg*"),
30% associado a proteinas (albumina), e 15% esta complexado com fosfato, citrato e outros
anioes. Cerca de 99% do magnésio total do organismo apresenta-se na matriz dssea ou €
intracelular, maioritariamente no musculo esquelético. No contexto intracelular o magnésio
encontra-se compartimentalizado, e a sua maioria ligado a proteinas ou moléculas carregadas
negativamente; a maioria do magnésio citosdlico surge ligado ao ATP. Quantidades
apreciaveis de magnésio encontram-se no nucleo, nas mitocondrias ou reticulo
endoplasmatico.

O magnésio é essencial para o funcionamento de mais de 300 enzimas celulares,
incluido aquelas relativas a transferéncia de grupos fosfato (ATPases), todas as reagoes que
requeiram ATP, e em todos os passos da replicacao e transcricao de DNA e na tradugao de
mRNA. Este catiao é essencial para o metabolismo energético, tendo também um papel
importante na estabilizagao das biomembranas na condugao nervosa, no transporte ionico e
na atividade dos canais de calcio. O magnésio tem ainda um papel fundamental na
manuten¢io da concentragio do K" intracelular, através da regulagio do movimento de K”

através das membranas celulares do miocardio. ?+232>2
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F. Equilibrio hidro-eletrolitico

A agua é o constituinte mais abundante do organismo, compreendendo cerca de 50%
do peso das mulheres e 60 % do peso dos homens. O total da agua do organismo distribui-
se entre 2 compartimentos principais: 55-75% ¢é intracelular (fluido intracelular; ICF), e 25-
45% é extracelular (fluido extracelular; ECF). O ECF é subsequentemente subdivido em
espaco intravascular e extravascular (intersticial) num racio de 1:3. O movimento do fluido
entre os espagos intravascular e intersticial ocorre através da parede dos capilares e é
determinado pelas forcas de Starling (Ernest Starling), designadas por pressao hidraulica
capilar e pressao coloide osmotica (oncotica). O gradiente da pressao hidraulica transcapilar
excede a correspondente pressao oncotica, favorecendo desta forma o movimento do
ultrafiltrado plasmatico para o espago extravascular. O regresso do fluido para o espago
intravascular ocorre via circulagdo linfatica.l””!

A concentragao de solutos ou particulas de um fluido é designado como
osmolalidade, expressa como miliosmoles por quilograma de agua (mOsm/kg). A agua
difunde facilmente através da maioria das biomembranas no sentido de atingir o equilibrio
osmético  (equilibrio de  Gibbs-Donnan).”® A composicio em solutos difere
consideravelmente entre os espagos intra e extracelular devido a atividade de varios
transportadores, canais e ATPases. As principais particulas do ECF sio o Na" e os anides CI
e HCOy;, sendo o K" e ésteres de fosfatos organicos (ATP, fosfocreatina, e fosfolipidos)
predominantes no ICF.’ A maioria das membranas celulares sio essencialmente
impermeaveis aos solutos, e desta forma contribuem para os gradientes osmoticos (osmoles
efetivos), existem contudo alguns solutos, particularmente a ureia, que sao difundiveis nas
biomembranas, nio contribuindo por isso para o gradiente osmético (osmoles inefetivos).!*”

A secregao de vasopressina (hormona antidiurética), ingestao de agua e o transporte
renal de agua colaboram no sentido de manter a osmolalidade do fluido entre 280 e 295
mOsm/kg. A vasopressina € sintetizada nos neurénios magnocelulares do hipotalamo, os
axonios distais destes neurdnios projetam-se na pituitaria posterior ou neurohipofise, onde a
vasopressina € libertada na circulagao. Uma rede de neuronios centrais “osmorecetores”,
sao sensiveis a osmolalidade circulante via canais cationicos nao seletivos. Estes neurodnios
osmorecetores sao ativados ou inibidos por aumento ou redugao na osmolalidade circulante,
respectivamente. A sua ativagao leva a libertagao de vasopressina e a sede.

A excregao ou retengao de agua pelos rins € modulada pela vasopressina. Esta atua
nos recetores tipo V, da anga ascendente de Henle e nas células principais de ducto coletor,

aumentando os niveis intracelulares de AMP ciclico (cAMP), um 2° mensageiro, que ativa
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multiplas proteinas transportadoras dependentes da PKA. Esta ativagao, dependente de
vasopressina e PKA, do transporte de Na’-Cl" e K* é um processo chave no mecanismo de
contracorrente (estabelece um gradiente osmotico) o qual permite a concentragao da urina.

A vasopressina, através da PKA, estimula a insergao de canais de aquaporinas-2 no
l[imen do ducto coletor, resultando na absorgao transepitelial da agua a favor do gradiente
de concentracao.

A reabsorgdo tubular renal do Na'-ClI filtrado é regulada por mdultiplas hormonas
enddcrinas e paracrinas, para além da atividade dos nervos renais. A angiotensina |l (potente
vasoconstritor) ativa a reabsorcio proximal de Na’-Cl, tal como os recetores adrenérgicos
sob a influéncia da inervagao simpatica renal; a dopamina gerada localmente tem, em
contraste, um efeito natriurético. A aldosterona ativa primariamente a reabsorgio de Na'-
CI' no nefronio distal sensivel a aldosterona. Em particular, a aldosterona ativa os canais
ENaC nas células principais, induzindo a absor¢ido de Na" e promovendo a excregio de K.
Neste eixo, designado de renina-angiotensina-aldosterona, o principal estimulo para a
libertagao de renina da macula de densa (aparelho justaglomerular) é a diminuigao da
perfusdo renal, levando em ultima analise a libertagio de aldosterona.l”

A integridade circulatéria é critica para a perfusao e fungao dos orgaos vitais. A
hipovolémia é sentida por recetores de pressao ventriculares e vasculares resultando na
ativagao neurohumoral (aumento do ténus simpatico, ativagao do eixo renina-angiotensina-
aldosterona, e aumento da vasopressina circulante) que sinergicamente aumentam a
reabsor¢io de Na'-Cl, a resisténcia vascular e a reabsor¢io renal de agua. Isto ocorre no
contexto da diminuigao do débito cardiaco, caso de estados hipovolémicos, diminuigao da
pressio oncética, e aumento da permeabilidade capilar.””!

O Na*, K* e CI' sio habitualmente quantificados por potenciometria, recorrendo a

elétrodos seletivos de iao.

Eletrolitos
F.l. Sédio

O soédio é o catiao preponderante do fluido extracelular. Tendo em conta que
representa aproximadamente 90% de 154 mmol de catides inorganicos por litro de plasma,
o Na" é responsivel por cerca de metade da forca osmoética do plasma. Possui desta forma
um papel central na manutengao da distribuigao normal da agua bem como da pressao
osmotica no fluido extracelular.

O Na' é livremente filtrado no glomérulo renal. Cerca de 80% do sddio filtrado é

ativamente reabsorvido nos tubulos proximais, com o CI" e a 4agua a acompanhar este
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movimento de forma electroneutra e isosmotica. Existe também reabsorcao de sodio na
ansa de Henle, e nos tubulos distais a interacao da aldosterona com os sistemas de troca
Na*-K* e Na*-H" resulta na reabsor¢io direta de Na* e indiretamente de CI". A regulagio do
anterior sistema determina em ultima analise a quantidade de Na* excretado na urina.?®?*3"

A hiponatremia define-se como uma diminuigdo da concentragdo de Na* no plasma
(<130 a 135 mmol/L). Manifesta-se clinicamente por nauseas, fraqueza generalizada,
confusao, e para valores entre 90 a 105 mmol/L surgem convulsées, coma ou mesmo morte.
A hiponatremia pode ser hiposmotica, hiperosmotica, ou isosmotica. A hiponatremia
hiposmética, ocorre quando a concentragio de Na® plasmitica é baixa, e pode ocorrer
devido a perda excessiva (hiponatremia deplecional), ou pelo aumento do volume do ECF
(hiponatremia dilucional). Se o Na* urinério é baixo (<10 mmol/L), a perda é assumida como
extrarenal, podendo ter origem no trato gastrintestinal (vémitos, diarreias), ou pele. Caso o
Na" urinario seja elevado (>20 mmol/L), é mais provavel a perda a nivel renal, tendo como
causas (l) diurese osmoética, (2) diuréticos, (3) insuficiéncia adrenal (auséncia de
aldosterona); (4) nefropatias com perda de sal. A sindrome da secregao inapropriada de
ADH (SIADH), polidipsia primaria, e hipotiroidismo sao também causas de hiponatremia.

A hipernatremia (Na+ > 150 mmol/L) é sempre hiperosmolar, e pode resultar de
perda ou ingestao insuficiente de H,O, ou menos comummente resultar de Diabetes

Insipidus, tanto central como nefrogénica.’?*?**']

F.2. Potassio

O potassio € o catiao intracelular prevalente. Nos tecidos, tem uma concentragao
meédia de 150 mmol/L, sendo nos eritrécitos de 105 mmol/L. Esta concentragao intracelular
elevada é mantida pela Na'K'-ATPase que transporta ativamente, para o contexto
intracelular, 2K* por troca com 3Na’ contra o gradiente de concentragio. Esta bomba é
crucial no sentido de manter e ajustar gradientes ionicos essenciais para a transmissao
nervosa e contractilidade muscular. A difusdo de K" do ambiente intracelular para o plasma e
espago extracelular ocorre sempre que a atividade da bomba de Na*se encontre diminuida.

O potassio € filtrado no glomérulo e é quase totalmente reabsorvido nos tubulos
proximais, sendo posteriormente excretado nos tibulos distais por troca com o Na“, sob a
influencia da aldosterona. A aldosterona promove a secrecio de K* e a reabsor¢io de Na*
nos tlbulos distais pelo mecanismo de troca de Na*™-K". O rim responde de forma imediata
ao aumento plasmatico de K" aumentando a secre¢io urinaria, podendo a concentragio na
urina atingir 100 mmol/L. Contrariamente, a resposta tubular no sentido de conservar K* é

muito lenta na fase inicial de deplecao.
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A hipercaliémia (K* plasmético >5,0 mmol/L) é uma emergéncia médica pelo facto de
resultar na alteragao do electrocardiograma (aumento da curva QRS, e aumento do pico T)
podendo levar a paragem cardiaca. A hipercaliémia pode ter como causas o aumento da
ingestdo, a redistribuicio do K* do ICF para o ECF, como o verificado em casos de
rabdomidlise, hemolise intravascular, acidose metabodlica ou situagoes de insulinopenia
(cetoacidose diabética). A hipercaliémia pode ainda resultar de excre¢ao diminuida
(retengao) tanto por insuficiéncia renal como por hipoaldosteronismo (inibidores da ACE;
espironolactona, diurético poupador de K°).

Os fatores que regulam a secre¢io de K* nos tdbulos distais incluem a ingestio de
Na® e K’, concentragio de mineralocorticoides, e o equilibrio 4cido-base. Neste ultimo
ponto observam-se situagdes de hiper ou hipocaliémia (K plasmatico <3,5 mmol/L) em
casos de acidose ou alcalose, respetivamente. A filtragao glomerular diminuida é tipica de
falha renal, tendo como consequéncia a diminuicdo do fluxo aportado aos tubulos distais,

que é um importante fator de retengio de K" observado na doenca renal crénica.?®#?'

F.3. Cloreto

O cloreto é anido extracelular mais representativo. Desta forma, similar ao Na*, o
cloreto esta envolvido na manutencao da distribuicao da agua, pressao osmética, e equilibrio
anido-catiao do espago extracelular. Contrariamente a sua elevada concentragao no ECF
(=103 mmol/L), a concentragao de CI no fluido intracelular dos eritrocitos é de 45 a 54
mmol/L; sendo na maioria do fluido intracelular dos restantes tecidos de apenas =|Immol/L.
Nas secregoes gastrica e intestinal, o CI" é o aniao mais abundante.

Os ioes de cloreto sao na sua quase totalidade absorvidos no espago gastrointestinal.
Sao filtrados a partir do plasma no glomérulo, e passivamente reabsorvidos juntamente com
o Na’, nos tibulos proximais. Na anca de Henle ascendente, o CI é ativamente reabsorvido
pela bomba de cloreto. Os diuréticos da ansa, tais como a furosemida e acido etacrinico,

inibem o transportador simporte Na*-K*-2C|".'*2

G. Avaliacao da funcao pancreatica

Enquanto glandula digestiva, o pancreas pesa cerca de 70 a 105 g com uma localizagao
posterior a cavidade peritoneal ao nivel das vertebras LI e L2. O pancreas é composto por 2
tecidos morfologica e funcionalmente distintos: o tecido enddcrino e tecido exocrino. O
pancreas endocrino (hormonal) é de tamanho muito inferior ao exodcrino, sendo consistido

pelos ilhéus de Langerhans, um agregado bem definido, esférico ou ovoide composto por
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pelo menos 4 tipos celulares. Os ilhéus segregam pelo menos 4 hormonas na corrente
sanguinea: insulina (células B), glucagina (células o), somatostatina (células 6), grelina (células
€) entre outras. O pancreas exocrino (enzimatico), segrega cerca de 1,5 a 2 litros por dia de
fluido, rico em enzimas digestivas, nos ductos sendo posteriormente vertido no duodeno.

Este fluido digestivo é produzido pelas células acinares pancredticas, que estao
interligadas por ductos pequenos. Estes ductos reunem-se em ductos progressivamente
maiores, formando o ducto pancreatico principal e acessério. O ducto pancreatico principal
conjuntamente com o ducto biliar comum abrem no duodeno através da papila duodenal
(papila de Vater). O fluido pancreatico normal, rico em proteinas, é de aspeto incolor com
um pH que pode atingir 8,3 devido ao conteudo rico em bicarbonato, sendo este ultimo
utilizado para neutralizar o acido cloridrico do fluido gastrico proveniente do estomago.

O fluido pancreitico tem aproximadamente o mesmo conteido em K* e Na" que o
soro. As enzimas digestivas, ou as suas proenzimas, segregadas pelo pancreas sao capazes de
digerir 3 grandes classes de alimentos (proteinas, hidratos de carbono, gorduras) e incluem
(I) as enzimas proteoliticas tripsina, quimotripsina, elastase, colagenase, leucina
aminopeptidase, e algumas carboxipeptidades; (2) enzimas lipidicas, principalmente lipase e
lecitinase; (3) a-amilase pancredtica; e (4) varias nucleases (ribonucleases). As proteases sao
segregadas em zimogénios inativos (tripsinogénio, quimotripsinogénio, proelastase,
calicreinogénio, e procarboxipeptidases). O tripsinogénio ¢é clivado e ativado por
enteropeptidases no duodeno, gerando tripsina que ativa as outras proteases em cascata. O
tecido pancreatico protege-se de autodigestao pelos seguintes fatores:

. Enzimas digestivas sao sintetizadas como proenzimas inativas (zimogénios), e

integradas nos granulos secretores.

. Restrigao da ativagao das proteases no duodeno.

. Inibidor da tripsina (serine protease inhibitor Kazal type I; SPINKI), segregada pelos

granulos secretores com tripsinogénio.

. O pH dos acinos e ductos é mantido de forma a conservar todas as enzimas em

estado inativo, devido ao conteldo em HCO;.

A secregio exocrina do pancreas é regulada principalmente por 2 hormonas
(polipeptideos) produzidas pelas células enteroendocrinas do intestino delgado: a
colecistocinina (CCK; anteriormente designada de pancreozimina) estimula a secregao das
células acinares; e a secretina promove a secregao de agua e HCO; pelas células dos ductos
pancreaticos. A enervagao pelo sistema autéonomo (parassimpatico) também estimula tanto

as células acinares como dos ductos.?*3*%*!
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Enzimas pancreaticas
G.l. Amilase

A o-amilase (AMY) é uma enzima da classe das hidrolases que catalisa a hidrélise das
ligagoes |,4-a-glucosidicas dos polissacarideos. Tanto os polissacaideos lineares como a
amilose, e os polissacarideos ramificados como a amilopectina e glicogénio sao hidrolisados,
mas a velocidades distintas. A amilase é uma metaloenzima de cilcio, sendo este essencial
para a sua integridade.

A enzima presente no soro normal e urina é predominantemente de origem
pancreatica (P-AMY) e das glandulas salivares (S-AMY). Estas isoenzimas sao produtos de 2
loci intimamente ligados do cromossoma |. Estas isoformas podem ser separadas tanto no
soro como urina recorrendo a eletroforese. Individuos como deficiéncia isolada de P-AMY,
uma condigao rara, apresentam ma-digestao de hidratos de carbono, distensao abdominal,
fezes liquidas, e dificuldade em ganhar peso.

A atividade da AMY no sangue é fisiologicamente baixa e constante, tendo um
incremento elevado na pancreatite aguda ou na inflamagao das glandulas salivares. Na
pancreatite aguda ocorre um aumento da AMY apos 5 a 8 horas dos primeiros sintomas. A
magnitude da elevagao da atividade da enzima no soro nao esta relacionada com a
severidade do envolvimento pancreatico, contudo quanto maior o aumento maior a
probabilidade de pancreatite aguda. Parte da AMY removida da circulagao ocorre via
excregao renal para a urina. Quando comparada com a amilase sérica, a amilase urinaria
atinge concentragoes superiores e persiste por periodos mais prolongados. A especificidade
clinica da AMY para o diagnostico de pancreatite aguda é baixa (20 a 60%, dependendo da
populacao), tendo em conta que podem ser observadas elevagdes da sua concentragao
noutras patologias, como patologias do trato biliar (colecistite), obstrucao intestinal, ulcera
péptica, aneurisma roto da aorta entre outros.

Em situagdoes em que se observa uma diminuicdo da atividade sérica da P-AMY
(inferior ao L.R.), esta revela com grande especificidade insuficiéncia exocrina pancreitica,
tornando desnecessarias provas funcionais para o pancreas. Se, por outro lado, a P-AMY se
encontrar normal nio deve ser excluida a redugio da fungao pancreatica.*’!

G.2. Lipase

A lipase pancreatica humana (LPS) é uma glicoproteina de cadeia Unica com um peso

molecular de 48,000 Da. O gene para a LPS reside no cromossoma 10. A concentragao no

pancreas é cerca de 5000 vezes superior a dos outros tecidos. Para que a sua atividade
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catalitica seja maxima e com maior especificidade, € necessaria a presenca de sais biliares e
um cofator, segregado pelo pancreas, designado de colipase.

As lipases definem-se como enzimas capazes de hidrolisar ésteres de glicerol dos
acidos gordos de cadeia longa. Apenas as ligagoes éster dos carbonos | e 3 (posigoes ) sao
atacadas, tendo como produto de reagdo 2 moles de acidos gordos e | mole de 2-
acilglicerol (B-monoglicerideo).

A LPS atua na interface entre a agua e o substrato, apenas quando este se encontra
emulsificado. A sua velocidade catalitica depende da area de superficie, e os acidos biliares
asseguram que o substrato disperso se encontra livre de outras proteinas, incluido enzimas
lipoliticas. A colipase liga a micela de sais biliares, formando o complexo colipase-sais biliares
que reconfigura a estrutura da colipase com a subsequente exposicao de um local de alta
afinidade e especificidade para a LPS, ancorando-a a superficie do substrato e permitindo
desta forma a sua atividade.

A maioria da atividade da LPS encontrada no soro deriva do pancreas, contudo pode
ser segregada pelas mucosas gastrica, pulmonar ou intestinal. Enquanto molécula de
reduzidas dimensoes a LPS é filtrada no glomérulo, sendo totalmente reabsorvida nos
tubulos renais, motivo pelo qual nao é fisiologicamente detetada na urina.

A medigao sérica da LPS é usada no diagndstico de pancreatite aguda, tendo uma
sensibilidade clinica de 80 a 100% dependendo do cutoff utilizado ou populagao em estudo.
Apods o evento de pancreatite aguda, a LPS sérica aumenta em 4 a 8h apresentando o seu
pico de atividade as 24h, surgindo diminuida nos 7 a 14 dias posteriores. O aumento da LPS
sérica nao é sindénimo de proporcionalidade em relagio a severidade da patologia. A
pancreatite aguda é muitas vezes dificil de diagnosticar uma vez que pode ser confundida
com outras patologias, nomeadamente Ulcera duodenal, obstrucao intestinal ou obstrucao
vascular mesentérica.

No diagnostico diferencial de pancreatite aguda, a elevagao sérica da LPS superior a 3
vezes o limite superior do intervalo de referéncia, na auséncia de falha renal, é mais
especifico do que o aumento da AMY sérica.

De realcar ainda que a concentragao de LPS

Concentragao do marcador

permanece elevada durante um periodo mais Lipase

prolongado que o observado na AMY (Fig. 6) P

Desta forma, é recomendado que a LPS deva

substituir a AMY como teste de diagndstico 0 ] 2 3 4 5 5 M

S ) .33 Dias ap6s o evento patoldgico
inicial para a pancreatite aguda.’*”! i .
Fig. 6. Curso seroldgico da concentragao da lipase e

amilase em relagdo ao tempo.[33]
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H. Glicémia e diabetes

A diabetes mellitus (DM) refere-se a um grupo de desordens metabodlicas comuns que
partilham o fendtipo de hiperglicemia. Varios tipos distintos de DM sao provocados por uma
complexa interacao de fatores tanto genéticos como ambientais. Dependendo da etiologia
da DM, os fatores que contribuem para a hiperglicemia incluem secregao reduzida de
insulina, e diminuicdo da utilizagao de glicose. A desregulagio metabodlica associada a
diabetes, provoca alteragoes fisiopatoldgicas secundarias em multiplos sistemas de 6rgaos,
com um tremendo custo tanto para o individuo como para o sistema de saude. A diabetes é
a causa principal da doenga renal em estado terminal, a causa mais frequente para
amputagoes nao traumaticas, e de cegueira nos adultos com idades compreendidas entre 20
a 74 anos. A neuropatia diabética ocorre em 60 a 70% dos diabéticos, contudo a maioria das
mortes relacionadas com a diabetes devem-se a doenca aterosclerdtica. Individuos
diabéticos tém entre 2 a 4 vezes maior probabilidade de desenvolver patologia cardio ou
cerebrovascular do que os nao diabéticos. Felizmente, em anos recentes, com o maior
controlo da glicémia e pressao arterial, o uso de inibidores da enzima conversora de
angiotensina ou bloqueadores do recetor da angiotensina para promover uma melhor
renoproteccao, o uso de estatinas no sentido de diminuir o colesterol LDL, e de um melhor
tratamento do pé diabético, as complicagoes associadas com a diabetes tém vindo a
decrescer. Em todo caso, tendo em conta uma cada vez maior incidéncia mundial, é provavel

que no futuro a diabetes mellitus seja a principal causa de morbilidade e mortalidade.***”!

H.I. Classificacdo

A Diabetes Mellitus é classificada tendo por base o processo patogénico que origina
hiperglicemia, contrario ao anterior critério baseado na idade de desenvolvimento dos
primeiros sintomas ou tipo de terapia. Existem duas amplas categorias, designadas de tipo |
e tipo 2. Contudo, existe um crescente reconhecimento de outras formas de diabetes com
um cada vez maior conhecimento da sua fisiopatologia. Estas formas de diabetes podem
partilhar caracteristicas da tipo | e /ou tipo 2. A DM tipo | resulta de uma deficiéncia total,
ou préxima do total, em insulina. A tipo 2 é um grupo heterogéneo de desordens
caracterizado por variados graus de resisténcia a insulina, e secre¢ao insulinica alterada.
Defeitos metabodlicos e genéticos distintos na agao/secrecao de insulina promovem a
hiperglicemia, o fenotipo comum da diabetes tipo 2, apresentando um importante potencial
como alvos terapéuticos tendo em conta que existem agentes farmacologicos especificos

para estas anomalias metabolicas. ***®
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H.l.1. Diabetes Mellitus tipo |

Aproximadamente 5 a 10 % de todos os casos de DM sao incluidos nesta categoria.
Comummente os pacientes apresentam uma manifestagao abrupta dos sintomas (poliuria,
polidipsia, perca rapida de peso). Apresentam insulinopenia provocada pela perda de células
B dos ilhéus de Langerhans e sao dependentes da administragao de insulina para sobreviver e
prevenir a cetoacidose. A maioria dos pacientes tem anticorpos que permitem identificar um
processo autoimune, contudo existem outros onde nao surge evidéncia de autoimunidade,

sendo por isso considerados de tipo | idiopatico. *¢*"!

H.1.2. Diabetes Mellitus tipo 2

Neste grupo encontram-se cerca de 90% de todos os casos de diabetes. Os pacientes
apresentam uma sintomatologia minima, e nao estio predispostos para cetoacidose. A
concentragao insulinica pode ser normal, diminuida ou aumentada, e na maioria das pessoas
com esta forma de diabetes a insulina apresenta uma agao anémala (resisténcia periférica a
insulina). A obesidade esta vulgarmente associada. Contudo, muitos diabéticos tipo 2 podem
necessitar de dieta especifica, agentes orais hipoglicemiantes ou mesmo insulina para

controlo da hiperglicemia. ***®

H.1.3. Outros tipos especificos de diabetes

Esta subclasse inclui pacientes incomuns, nos quais a hiperglicemia é devida a uma
desordem especifica subjacente, como defeitos genéticos da fungao das células B; defeitos
genéticos na agao da insulina; doenga do pancreas exécrino; endocrinopatias (sindrome de
Cunshing, acromegalia, glucagonoma); administracdo de hormonas ou firmacos conhecidos
por induzir disfuncao (dilantina, pentamindina) ou desregular a agao da insulina
(glucocorticoides, tiazidas, $-adrenérgicos); infecao; formas incomuns de diabetes autoimune;
ou outras condigoes genéticas (sindrome de Down, sindrome de Klinefelter, porfiria). Esta

forma foi anteriormente designada de diabetes secundaria.***"

H.1.4. Diabetes Mellitus gestacional

A diabetes mellitus gestacional (DMG) define-se como qualquer grau de intolerancia a
glucose primeiramente reconhecida durante a gravidez (mulheres diabéticas que
eventualmente engravidem nao se incluem nesta categoria). As estimativas da frequéncia de
tolerancia anormal a glucose durante a gravidez variam entre | a 14%, dependendo da
populacio em estudo e da metodologia utilizada. As mulheres com DMG tém um risco

aumentado de desenvolver diabetes tipo 2. Este risco é particularmente elevado em
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mulheres que durante ou logo apos a gravidez tenham hiperglicemia marcada, mulheres

obesas, e naquelas em que foi diagnosticada DMG antes das 24 semanas de gestagao. Todas

as mulheres que apresentaram DMG devem ser avaliadas para a diabetes as 6 e as 12

semanas pos-parto. Caso nao seja diagnosticada diabetes, devem ser reavaliadas com a

regularidade de 3 anos.

[36,38]

H.2. Diagnostico

Segundo despacho normativo da Direcgao-Geral da Saude (DGS) para a classificagao

e diagnostico da Diabette Mellitus, o diagndstico da diabetes é feito tendo por base os

seguintes valores e parametros para o plasma venoso na populagao em geral:

2)
b)

<)

d)

Glicemia em jejum 2 126 mg/dl (ou 2 7,0 mmol/l); ou
Sintomas classicos + glicemia ocasional 2 200 mg/dl (ou 2 I l,1 mmol/l); ou

Glicemia 2 200 mg/dl (ou 2 I I,I mmol/l) as 2 horas, na prova de tolerancia a

glicose oral (PTGO) com 75g de glicose; ou

Hemoglobina glicada Alc (HbAlc) = 6,5%.

O diagnéstico da Diabetes Gestacional envolve 2 fases temporalmente diferentes:

glicemia em jejum na primeira consulta, e prova de tolerancia a glicose oral (PTGO) as 24-28

semanas de gestagao. Os valores obtidos devem ser interpretados da seguinte forma:

2)

b)

Um valor de glicemia plasmatica em jejum <92 mg/dl (5, mmol/L) implica a
realizagao, entre as 24-28 semanas de gestagao, de PTGO com sobrecarga de
75 g de glicose.

Um valor da glicemia plasmatica em jejum 292 mg/dl (5,1 mmol/L) e <126
mg/dl (7,0 mmol/L) faz o diagnostico de DG, nao sendo necessario a realizagao
de PTGO.

Um valor de glicemia plasmatica em jejum 2126 mg/dl (7 mmol/L) ou um valor
de glicemia plasmatica ocasional >200 mg/dl (11,1 mmol/L), indicia
provavelmente a existéncia de uma diabetes anterior a gravidez. Caso exista
uma HbAIlc 26,5% ela deve ser interpretada como critério de diagnodstico de

provavel diabetes prévia.>”

H.3. Hemoglobina glicada.

A hemoglobina (Hb) de humanos adultos é normalmente consistida por HbA (97%),

HbA, (2,5%) e HbF (0,5%). A HbA é uma estrutura quaternaria composta de 4 cadeias

polipeptidicas, 2 a- e 2 B-. Através da andlise cromatografica da HbA foram identificadas

33



varias hemoglobinas menos relevantes, nomeadamente, a HbA ,, HbA,, e a HbA,, que
coletivamente se denominam de HbA,, hemoglobinas rapidas (velocidade de migragao num
campo elétrico superior a HbA), glicohemoglobinas ou hemoglobinas glicadas. HbA, é
formada pela condensagao da glicose com o residuo valina na posicao N-terminal de cada
cadeia B da HbA para formar uma base de Schiff instavel. A base de Schiff pode dissociar ou
sofrer um rearranjo Amadori para formar uma cetoamina estavel, HbAlc. A HbA , e
HbA , que compéem HbAIla, tém frutose-l,6-difosfato e glicose-6-fosfato ligados ao
terminal aminico da cadeia-B, respetivamente. A HbA, . e outras fragoes da hemoglobina

podem ser separadas através de HPLC, que se baseia na cromatografia de troca cationica.>®
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Hematologia

Hemograma

Na seccao de hematologia uma das analises de rotina mais frequentemente solicitadas
é sem duvida o hemograma. Este consiste na avaliagao quer qualitativa quer quantitativa dos
elementos celulares sanguineos. Atualmente este procedimento esta automatizado e recorre
a tecnologia de citometria de fluxo (Anexo H), permitindo a contagem e diferenciacao das
populagoes celulares (eritrocitos, leucocitos, plaquetas), determinagao do hematocrito
(percentagem de eritrécitos, na massa do sangue, apos centrifugagao, em % ou litro/litro) e
respetivos indices eritrocitarios (MCV, volume corpuscular médio; MCH, hemoglobina
corpuscular média; MCHC, concentragao de hemoglobina corpuscular média; RDVV, Red Cell
Distribution Width), leucograma e contagem de reticulocitos. Para este procedimento
utilizam-se habitualmente tubos de colheita com anticoagulantes, nomeadamente EDTA,
citrato de soédio (quelantes de calcio), e heparina (complexa com a antitrombina prevenindo
a formagao de trombina) (Anexo I). A avaliagaio do hemograma deve ser efetuada de forma
global e integrada, em conjugagao com a informagao recolhida nas outras valéncias do LAC
(i.e. Vitamina B2, Folato, Fe) permitindo antever a necessidade de testes complementares
como a realizagao de esfregaco de sangue periférico.

A determinagao da hemoglobina é baseada no método hemoglobinocianida como se
exemplifica na reagao seguinte, onde a absorvancia de cianomethemoglobina a 540 nm é
directamente proporcional a [Hb].

Hb (Fe*") + K;Fe(CN), —» metahemoglobina (Fe’*) + KCN— ciano-metahemoglobina

O volume corpuscular médio (MCV) reflete o volume médio dos eritrécitos, e é
expresso em femtolitros (fL), ou 107" L:

HCT (%) X 10

MCV = 5
RBC count (X 10/L)

A hemoglobina corpuscular média (MCH) é a massa média de hemoglobina presente

num eritrocito, expressa em picogramas (pg), ou 10"% g:

HGB (g/dL) x 10
RBC count (X 10"/L)

MCH =

A concentracao de hemoglobina corpuscular média (MCHC) reflete a concentragao
média de hemoglobina em cada eritrocito. As unidades utilizadas sao gramas por decilitro

(anteriormente em percentagem): %
vcne - HGB (g/dL) X 100
HCT (%)
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O RDW (Red Cell Distribution Width) representa o indice de anisocitose eritrocitaria
(variagao de tamanho), expresso em percentagem da variagao dos volumes obtidos,
manifestando a heterogeneidade da distribuicio do tamanho dos eritrécitos. E
particularmente util no diagnostico diferencial entre anemias de doencga cronica, talassemia
minor, e anemia ferripriva. O RDW (normal: 13,4 + 1,2%) é frequentemente superior na

anemia ferripriva do que nas talassemias minor.*”

A. Hematopoiese

A hematopoiese € um processo regulado e continuo da produgao das células do
sangue que inclui renovacao, proliferacao, diferenciacao, e maturagao celular (Anexo A).
Destes processos resultam a formacao, desenvolvimento, e especializagcao de todas as células
funcionais sanguineas, libertadas da medula 6ssea para a corrente sanguinea. O sistema
hematopoiético serve como um modelo funcional para o estudo da biologia das células
estaminais, proliferacao, maturagao e a sua contribuicao para a doenca e reparagao tecidular.
Esta hipotese é baseada na observacao que as células sanguineas apresentam uma duragao
limitada (120 dias para os eritrocitos), e existe uma populagao celular capaz de se renovar e
manter o sistema. As células estaminais hematopoiéticas sao capazes de se auto-renovar e
diferenciar-se diretamente em todas as linhagens necessarias.

Nos adultos saudaveis a hematopoiese restringe-se primariamente a medula ossea.
Durante o desenvolvimento fetal a distribuicao sequencial das células inicia-se no saco
vitelinico progride posteriormente para a regiao aorta-gonad mesonephros (fase mesoblastica),
ulteriormente para o figado fetal (fase hepatica), e finalmente para a medula ossea (fase

medular).*"

Fase mesoblastica

Considera-se que a hematopoiese tem inicio aproximadamente ao 19° dia de
desenvolvimento embrionario apos a fertilizagao. No desenvolvimento embrionario inicial, as
células da mesoderme migram para o saco vitelinico. Algumas destas células formam
eritroblastos primitivos na cavidade central do saco vitelinico, enquanto as restantes
(angioblastos) delimitam a cavidade do saco vitelinico formando eventualmente os vasos
sanguineos. Estes eritroblastos primitivos, mas transientes, do saco Vvitelinico sao
importantes na embriogénese inicial no sentido de produzir hemoglobina (Gower-|, Gower-
2, Portland), necessaria para a distribuicao de oxigénio aos tecidos embrionarios em rapido

desenvolvimento.
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As células com origem mesodérmica também migram para a regiao aorta-gonad
mesonephros (AGM), dando origem as células estaminais hematopoiéticas (HSC) para a
hematopoiese permanente ou definitiva nos adultos. A regiato AGM foi anteriormente
considerada o Unico local de hematopoiese definitiva durante o desenvolvimento
embrionario. Contudo, evidéncias recentes revelam que as HSC se desenvolvem, e a
hematopoiese definitiva ocorre no saco vitelinico. Desta forma, a origem precisa das HSC do

adulto permanece por esclarecer. ']

Fase hepatica

A fase hepatica da hematopoiese inicia-se as 5 a 7 semanas de gestacao e €
caracterizada pelo reconhecimento de clusters evidentes de eritroblastos, granulocitos, e
monocitos em processo de colonizagao do figado fetal, timo, bago, placenta, e finalmente o
espaco medular o6sseo no final da fase medular. Estes nichos variados suportam o
desenvolvimento de HSC que migram para eles. Os eritroblastos em desenvolvimento
sinalizam o inicio da hematopoiese definitiva com um declinio da hematopoiese primitiva no
saco vitelinico. Surgem também as primeiras células linfoides. A hematopoiese durante esta
fase ocorre extravascularmente, com o figado a permanecer o principal local da
hematopoiese durante o segundo trimestre da gravidez. No figado fetal a hematopoiese tem
o seu pico ao 3° més de desenvolvimento fetal, com um declinio gradual apés o 6° més, e
mantendo atividade residual até a segunda semana apdés o nascimento. Os 6rgaos em
desenvolvimento como o bago, rim, timo, e nédulos linfaticos contribuem para o processo
hematopoiético durante esta fase. O timo, o primeiro 6rgao completamente desenvolvido
no feto, surge como o principal local de produgao de células T, produzindo o figado e bago
células B.

A produgao de megacariocitos tem também inicio durante a fase hepatica. O bago
diminui gradualmente a produgao granulocitica assumindo apenas a linfopoiese. Durante a
fase hepatica, a hemoglobina fetal (Hb F) é a hemoglobina predominante, podendo, contudo,

existir niveis detetdveis de hemoglobina adulta (Hb A). ™"

Fase medular (mieloide)

Antes do quinto més de desenvolvimento fetal, a hematopoiese inicia-se na cavidade
da medula &ssea. Esta transicao € designada de hematopoiese medular uma vez que ocorre
na medula ou parte interior do osso. Durante a fase mieloide, as HSC e as células
mesenquimatosas migram para o cerne do osso. As células mesenquimatosas, um tipo de

tecido embrionario, diferenciam-se em elementos estruturais (células do estroma, tais como
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células endoteliais e células adventicias reticulares) que suportam as células sanguineas em
desenvolvimento. A atividade hematopoiética, especialmente a mieloide, é evidente durante
esta fase de desenvolvimento, e a razao mieloide/eritroide gradualmente aproxima-se de 3:I
(nivel no adulto). Apos as 24 semanas de gestagao, a medula 6ssea aparece como o principal
local da hematopoiese. Nesta altura podem ser detetados niveis mensuraveis de
eritropoietina (EPO), fator estimulante de colonias de granulécitos (G-CSF, granulocyte
colony-stimulating factor), factor estimulante de colonias de granulocitos-macrofagos (GM-CSF,
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor), e hemoglobina F e A. Podem ainda ser

observadas células em varios estddios de maturagio de todas as linhagens celulares. ™'

A.l. Tecidos hematopoiéticos no adulto

Nos adultos, o tecido hematopoiético localiza-se na medula 6ssea, nédulos linfaticos,
baco, figado e timo. A medula éssea contem as linhagens celulares eritroide, mieloide,
megacariocitica e linfoide. O desenvolvimento da linhagem linfoide ocorre nos érgaos
linfoides primarios. O tecido linfoide primario esta presente na medula 6ssea e timo. O
tecido linfoide secundario, local onde as células interagem e respondem a antigénios
estranhos, esta presente no bago, nodulos linfaticos, e tecido linfoide associado a mucosas

(MALT, mucosa-associated lymphoid tissue).

A.l.1. Medula dssea

A medula o6ssea normal contem 2 principais componentes: a medula vermelha,
medula hematopoiéticamente ativa consistindo de células em desenvolvimento e
diferenciagdo e seus progenitores, e a medula amarela, inativa hematopoiéticamente
composta principalmente de adipdcitos, células mesenquimatosas indiferenciadas e
macrofagos. Durante a infancia, todos os ossos no corpo contém principalmente medula
vermelha. Entre os 5 e 7 anos de idade ha uma substituicao progressiva por medula amarela
nos ossos longos. Este processo de substituicao por adipocitos designa-se de retrogressao,
resultando eventualmente na restricio, no adulto, da medula Ossea ativa ao esterno,
vertebras, pélvis, cranio, e porgao proximal dos ossos longos. A medula amarela tem a
capacidade de reverter para medula ativa em casos de necessidade aumentada de produgao
celular, tais como situagoes de perda de sangue ou hemolise.

A medula &ssea contem células hematopoiéticas, células do estroma, e vasos
sanguineos (artérias, veias, e sinos vasculares). As células do estroma tém origem nas células
mesenquimatosas que migram para a cavidade central do osso. Estas incluem as células

endoteliais, adipocitos, osteoblastos, e células adventicias reticulares (fibroblastos). As
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células endoteliais regulam o fluxo de particulas que entram e abandonam os espagos
hematopoéticos dos sinos vasculares. Os adipdcitos despenham um papel na regulagao do
volume da medula 6ssea onde a hematopoiese ativa ocorre. Segregam ainda citocinas e
fatores de crescimento que podem estimular as HSC e promover a homeostase do osso. Os
macroéfagos funcionam como fagdcitos e tanto estes como os linfocitos segregam varias
citocinas que regulam a hematopoiese. As células do estroma segregam uma matrix
extracelular semifluida que serve de ancoragem para as células hematopoiéticas. Esta matrix
€ composta por variadas substincias como a fibronectina, laminina, trombospondina e
proteoglicanos (Hialuronato, sulfato de condroitina). As células do estroma desempenham
um papel essencial na regulagdo sobrevivéncia e diferenciagio das células estaminais
hematopoiéticas.

O microambiente indutivo hematopoiético, ou nicho, desempenha um papel central
na nutricao e prote¢ao das HSC, bem como na regulagao do equilibrio entre a quiescéncia,
autorrenovacao e diferenciacao. Determinadas células do estroma, como os osteoblastos,
células endoteliais, as células estaminais mesenquimatosas, as células reticulares CXCLI2, e
também os macroéfagos desempenham um papel central no suporte das HSC nos nichos da
medula o6ssea. As HSC existem num estado predominantemente quiescente, através da
interagdo intima com os osteoblastos produtores de trombopoietina. *'!

As células estaminais hematopoiéticas por definicdo tém a capacidade de
autorrenovagao, sao pluripotentes e dao origem a uma progénie diferenciada, sendo ainda
capazes de reconstituir o sistema hematopoiético do hospedeiro. As HSCs indiferenciadas
podem subsequentemente diferenciar-se em células progenitoras comprometidas tanto com
a linhagem linfoide como mieloide. Estas células progenitoras especificas de linhagem como o
progenitor linfoide comum, que prolifera e se diferencia nas linhagens de linfocitos T e B,
NK (natural killer), e células dendriticas; e o progenitor mieloide comum, que prolifera e se
diferencia nas linhagens eritrocitica, granulocitica, monocitica e megacariocitica. Embora
exista na medula 6ssea um numero limitado de HSCs, sao produzidas cerca de 6 mil milhoes
de células hematopoiéticas por quilograma de peso todos os dias. A maioria das células da
medula dssea sao precursoras em varios estadios de maturagao.

As HSCs sao direcionadas para um de trés possiveis destinos: auto-renovagao,
diferenciacao ou apoptose. A regulagao extrinseca envolve sinais de proliferacao e
diferenciagao a partir de nichos especializados hematopoiéticos. Algumas citocinas regulam a
proliferagao e diferenciagao, tais como ligando KIT, a trombopoietina (TPO) e ligando FLT3.
A regulacao intrinseca envolve genes como o TALI, que é expresso nas células do

hemangioblasto, uma célula progenitora bipotencial de origem mesodérmica que da origem
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as linhagens endotelial e hematopoiética; e o gene GATA2, que é expresso tardiamente nas
HSCs. A identificagao e origem das HSCs pode ser determinada por andlise imunofenotipica
recorrendo a citometria de fluxo. As primeiras HSCs humanas identificiveis sio as CD34",
CD38, HLA-DR"", Thy,"", e Lin.

No decorrer da diferenciacao das células hematopoiéticas, surgem associadas
alteragoes morfologicas, incluindo diminuicao do volume celular, diminuicao da relagao
nucleo/citoplasma. Podem surgir alteragoes adicionais, como a perda do nucléolo, diminuicao
do diametro do nucleo, condensagao da cromatina nuclear, com possivel alteragao da forma
nuclear ou mesmo da sua perda. No citoplasma, ocorre diminuigao da basofilia com possivel

apresentagao de granulos."'

A.2. Eritropoiese

A eritropoiese ocorre na medula 6ssea, e é um processo complexo e altamente
regulado para a manutengao de um numero adequado de eritrocitos no sangue periférico.
As CFU-GEMM dao origem as primeiras colonias identificaveis de eritrécitos, designadas de
BFU-E (burst-forming unit-erythroid). Estas produzem coldnias de grandes dimensoes agregadas
em multiclusters. As BFU-Es contém poucos recetores para a EPO, e o seu ciclo nao é
influenciado significativamente pela EPO exdgena. Contudo, sob a influéncia de IL-3, GM-
CSF, TPO e ligando KIT desenvolvem-se em colénias CFU-E. Estas por sua vez tém
inlmeros recetores para a EPO, sendo imperativa a sua agao. A EPO serve como um fator
de diferenciacdo e provoca a diferenciagao das CFU-E em pronormoblastos, o primeiro
precursor reconhecivel na medula ossea.

A EPO é uma glicoproteina especifica de linhagem, produzida nas células intersticiais
peritubulares renais, contudo alguma EPO pode ser produzida no figado. A disponibilidade
de oxigénio no rim serve de estimulo para ativar a produgao e secregao de EPO. Esta exerce
o seu efeito através da ligagao de recetores transmembranares, expressos nos precursores e
progenitores eritroides, promove o recrutamento de CFU-E, previne a apoptose de
progenitores eritroides, e induz a sintese de hemoglobina.

A proliferagao eritroblastica (normoblastica), semelhante a outras linhagens celulares,
€ um processo que envolve replicagao (mitoses) para aumentar o numero de células,
desenvolvendo-se de estadios imaturos para maturagao celular (Fig. 7). O Proeritroblasto,
capaz de se dividir, com cada uma das células filhas dando origem ao estadio seguinte, o
eritroblasto basofilico (Anexo B). Este por sua vez sofre nova divisao dando origem a duas
células filhas que originam o eritroblasto policromatico. Na linha celular eritroide existem 3

e ocasionalmente 5 divisdes, com a subsequente maturagao nuclear e citoplasmatica,
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formando desta forma entre 8 a 32 eritrécitos maduros a partir de um proeritroblasto

[42,43]

Fig. 7. Sequéncia maturativa eritroblastica. Proeritroblasto; Eritroblasto basofilico; Eritroblasto policromatico; Eritroblasto

(pronormoblasto).

ortocromatico; Reticulocito. Eritrocito nao representado.[#4

A.3. Leucopoiese

A leucopoiese (Anexo A; C; E) pode ser subdividida em 2 grandes categorias: a
mielopoiese e linfopoiese. Os fatores que promovem a diferenciagio de CFU-GEMM em
neutrofilos, mondcitos, eosinofilos e basofilos incluem GM-CSF, G-CSF, M-CSF (macrophage
colony-stimulating factor), IL-3, IL-5, IL-11, e ligando KIT. A GM-CSF estimula a proliferagao e
diferenciagao de coldnias de neutrofilos e macrofagos. A IL-3 é um fator estimulante
multilinhagem, promovendo a formagao de células eritroides, granulocitos, monocitos e

megacariocitos. _——
SE—

Os eosinodfilos requerem GM-CSF, IL-5, e Myfd:ﬂf\ — t — &Y

e IL-3 para a sua diferenciagao. A @ / Z/,,,,,ngf\f‘ﬁ
diferenciagio dos basofilos permanece @mz‘;'f:,,b.w, w’// \@ -
menos clara, mas é provavel depender G) ’f@

da presenga de IL-3 e ligando KIT. Os PR, o

fatores promotores da diferenciagao /

linfoide incluem IL-2, IL-7, IL-12 entre AL
Fig.8. Representagao esquematica da maturagao

(o} utros.[42‘45]

mielomonocitica.[43]

Destaca-se a granulopoiese da linhagem neutrofilica com a sequéncia maturativa
celular e seus representantes. Os restantes representantes mieloides granulociticos
(basdfilos, eosinofilos, mondcitos) tém um progenitor comum e caracteristicas maturativas
idénticas (com excegao dos monocitos) (Fig.9) com diferengas nos representantes celulares
em fase mais avangada do processo maturativo, como a composi¢ao dos granulos
citoplasmaticos, nimero de lobulos nucleares, representagao percentual no sangue

periférico, e fungoes imunologicas atribuidas (Anexo D). Segue-se, como exemplo, a

sequéncia maturativa da linhagem mieloide neutrofilica.
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Neutréofilo  Neutrdfilo
em bastdo segmentado

“

Mieloblasto Promielécito Mieldcito Metamieldcito

Fig. 9. Granulopoiese neutrofilica.[4¢]

Os neutrofilos integram o sistema imunitario inato tendo como principal fungao a
fagocitose e destruicio de microrganismos e material estranho. Este processo envolve a
procura (quimiotaxia, mobilidade e diapedese) e a destruicao (fagocitose e digestao) de
agentes ou material estranho. Através de recetores membranares os neutrofilos
reconhecem diretamente agentes patogénicos, células apoptoticas, e particulas, ou por outro
lado reconhecem moléculas opsonicas ligadas ao material estranho, como anticorpos ou
componentes do complemento. Apds o reconhecimento, a particula estranha é envolvida
por pseudopodes formando-se o fagossoma que permite a associagao do complexo NADH
oxidase, ligado a membrana do fagossoma, que vai gerar ROS tais como H,0,, que ¢é
convertido a hipoclorito pela mieloperoxidase, processo globalmente designado por
respiratory burst. A fusao dos granulos primarios e secundarios com o fagossoma permite a

libertacio de enzimas hidroliticas e moléculas bactericidas.!*”!

A.4. Megacariopoiese

A megacariopoiese ¢ influenciada inicialmente por GM-CSF, IL-3, IL-6, ligando KIT e

W e

ot

TPO. O fator estimulante hormonal

TPO (também designado de ligando
MPL) juntamente com a |IL-11,

controlam a producao e libertagao

de plaquetas (Fig.10.). O figado é o
Fig.10. (A) Megacariocito MK Ill M.O.; Plaquetas S.P. (B), microscopia

principal local de produgao de TPO. eletrénica (C)i3!

As plaquetas tém 3 fungoes principais durante a resposta hemostatica: adesao, agregacgao e

reagoes de libertagio e amplificagio. A agregacdo estabelece-se entre as moléculas

plaquetares GPIIb/llla, expressas a sua superficie, e o fibrinogénio por ligagdes cruzadas

intermediadas pelo fator de von Willebrand (vWF).*3#]
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B. Anemia

A anemia é definida funcionalmente como uma insuficiéncia na massa de eritrocitos,
para fornecer adequadamente oxigénio aos tecidos periféricos, tendo presente a idade,
género e etnia. Em termos praticos, qualquer uma das 3 medigoes de concentragao,
efetuadas no sangue total, podem ser utilizadas para estabelecer a presenca de anemia:
concentragao de hemoglobina (Hb), tipicamente expressa em g/dL; hematocrito, que significa
a proporgao de sangue representada pelos eritrécitos, expressa em percentagem; e a
concentracio de hemdcias por litro.[**+*!

A Organizacao Mundial de Saude (OMS) definiu a anemia nos adultos para valores de
hemoglobina <I3 g/dL em homens (hematocrito [Hct] ~ 39), e para as mulheres
hemoglobina <12 g/dL (Hct ~ 36).1"*]

Os sistemas de classificagdo para a anemia enfatizam por um lado o volume das
hemacias e por outro o mecanismo subjacente a reducio do numero de células
eritrocitarias. Os esquemas morfologicos agrupam a anemia em 3 classes, baseadas no
volume corpuscular médio (MCV): (1) normociticas (MCV 90-100); (2) macrociticas (MCV
>100); e (3) microciticas (MCV <80). Em algumas patologias as hemacias podem variar
consideravelmente. No hipotiroidismo, por exemplo, os eritrocitos podem ser normociticos
ou macrociticos (Fig. | 1).

As anemias microciticas representam anomalias na sintese de hemoglobina, por ferro
inadequado, formagao anémala das globinas, ou deficiéncias na sintese do heme e porfirina
que ocorrem em determinados tipos de anemias sideroblasticas, como o envenenamento
por chumbo ou deficiéncia de piridoxina. A causa mais comum para anemia microcitica é
devida a deficiéncia de ferro. A segunda causa mais frequente é a doenga crénica, com uma
ocorréncia de microcitose em cerca de 30% dos casos. Uma das componentes
fisiopatologicas desta desordem é a redugao na transferéncia de ferro dos macrofagos da
medula 6ssea para o plasma. A formagao anémala de globinas que origina anemia microcitica
ocorre em casos de talassemia e em algumas hemoglobinopatias, como a hemoglobina C e E.

As anemias macrociticas podem ocorrer devido a varios mecanismos. A sintese
anormal de DNA, devida mais comumente a deficiéncias de acido folico e vitamina Bl?2,
provoca precursores eritroides anormalmente grandes (megaloblastos) na medula &ssea.
Outras etiologias sao as desordens na sintese de DNA ou farmacos que interfiram com ela.
A anemia macrocitica ocorre frequentemente nas sindromes mielodisplasicas devido a
alteragao da maturagao dos eritrocitos, provocada pela expansao clonal anormal das HSC. A

Macrocitose (MCV 100-110 fL), com auséncia de anemia, esta presente em 60% dos
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alcodlicos. A causa nao é a deficiéncia em acido folico ou vitamina Bl2 mas sim o efeito
direto do etanol na medula 6ssea. Uma outra fonte de anemia macrocitica € a hemdlise ou
hemorragia, pelo facto dos eritrocitos libertados pela medula 6ssea nao terem atingido a
maturagao desejada, podendo ser encontrados reticuldcitos e eritrocitos ortocromaticos no
sangue periférico.

A anemia normocitica pode ter causas muito dispares. Em situagoes de hemorragia
ou hemolise aguda, a medula ossea responde maximamente através do aumento da
producao de eritrocitos, libertando-os de forma prematura. Contudo, noutras formas de
anemia macrocitica a resposta da medula oOssea surge reduzida devido a patologias
intrinsecas, ferro insuficiente, e efeito da EPO inadequado. As desordens intrinsecas da
medula 6ssea incluem: (1) diminuicao dos precursores eritroides, em casos de anemia
aplastica ou pos quimioterapia; (2) infiltragao de tecido anormal na medula &ssea, tal como
na fibrose e leucemia; e (3) desordens mielodisplasicas, onde a maturagao anormal dos
eritrocitos leva a sua morte ainda na medula ossea. Na deficiéncia de ferro, a anemia
normocitica ocorre normalmente antes da progressao para a microcitose. O efeito
inadequado da EPO pode desenvolver-se por: (I) produgao diminuida na doenca renal; (2)
estimulacdo reduzida, em alguns casos de hipotiroidismo e hipogonadismo; ou (3)
interferéncia tanto na produg¢ao como no seu efeito na medula &ssea, provocada pela
presenca de citocinas inflamatodrias, integrantes da patogénese da anemia na doenga

cronica 4748l

B.l. Mecanismos de anemia

Existem 3 grandes categorias que levam a anemia: por perda de sangue, anemia
hipoproliferativa, e anemia hemolitica. Quando o sangue é perdido através de hemorragia
aguda, podem decorrer varias horas para que ocorra um declinio na concentragao da
hemoglobina, devido ao tempo necessario para a restauragao do equilibrio e volume do
plasma. Podem ainda decorrer varios dias para que seja notada reticulocitose. A hemorragia
cronica leva em ultima andlise a anemia hipoproliferativa devido a deficiéncia em ferro
inerente (Fig.11.).

O termo anemia hipoproliferativa refere-se a inabilidade de produzir um nimero
adequado de eritrocitos em resposta a sinais apropriados. Embora existam diferentes causas,
a caracteristica tipica da anemia hipoproliferativa é a redugao da contagem de reticulocitos.
A etiologia subjacente pode estar relacionada com hipoproliferacao dos precursores na
medula &ssea, como quando ocorre invasao celular da medula ossea por elementos

estranhos (mieloftise) com afegao funcional (infecao, neoplasia), ou em situagoes de
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maturagao anormal dos precursores na medula Ossea, em situagoes de anemia
megaloblastica (deficiéncia em folato, deficiéncia em vitamina B12, sindrome mielodisplasico).

Como referido anteriormente, a causa mais frequente para anemia hipoproliferativa é
a deficiéncia em ferro (hipocromica), nas criangas surge principalmente por dieta deficitaria,
e em cerca de 4% das mulheres a conjugacdo de dieta deficitaria juntamente com a
menstruagao ou o parto, agrava o curso da ferropenia. Em idosos a deficiéncia em ferro tem
como causa principal a perda de sangue a nivel gastrointestinal. A inflamagao croénica ou
aguda bem como a doenga renal sao etiologias comuns para anemia hipoproliferativa.
Situagoes de insuficiéncia medular ou da sua substituicao (mieloftise), provocadas por
patologias hematologicas ou tumores solidos, sao causas menos frequentes de anemia, e sao
muitas vezes acompanhados de outras manifestagoes hematoldgicas, como leucopenia ou
trombocitopenia.

As causas de anemia hemolitica sao diversas e podem ser congénitas ou adquiridas. A
caracteristica padrao deste tipo de anemia é a contagem de reticulécitos elevada. Outros

aspetos frequentemente associados a anemia hemolitica incluem a elevagao da lactato

Volume corpuscular médio (MCY)

Microcitico Macrocitico Normocitico
MCV<80 fL MCV >100 fL MCYVY 80-100 fL
[ \ | I \ |
Anemia Anemia Anemia Talassemia Retic 1\ Retic N ou ‘l,
siderobldstica por deficiéncia da Trago Hb E
em ferro inflamacio
cronica
Nao megaloblastica  Megaloblastica
Anémia apldstica Anemia hemolitica
Doenca crdnica hepitica
Alcoolismo Anemia aplastica
Anemia da doeng¢a renal
Anemia mieloftisica
Infecdo (Parvovirus B19)
[ I Anemia da
Deficiéncia Deficiéncia Mielodisplasia Intrinseca Extrinseca inflagdo crénica
em vitamina B12 em Eritroleucemia
folato Firmacos

Causas Microangiopaticas
imunitarias Macroangiopaticas
Agentes infecciosos
Quimicos/venenos
Queimaduras extensas

Defeitos

Hemoglobinopatias Deficiéncias
membranares

enzimaticas
Fig.11. Algoritmo para o diagnéstico diferencial de anemias.[30]
desidrogenase (LDH), aumento da bilirrubina nao conjugada (indireta), e diminuigao de
haptoglobina. A anemia hemolitica pode também manifestar alteragoes distintivas no
esfregaco de sangue periférico. As causas congénitas incluem as hemoglobinopatias,
enzimopatias (deficiéncia em glucose-6-fosfato desidrogenase [G6PD] etc.), e anomalias na

estrutura membranar do eritrocito. Nas causas adquiridas destacam-se a anemia hemolitica
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autoimune, anemia hemolitica microangiopatica, hemolise relaciona com agentes infeciosos, e

a hemoglobindria paroxistica noturna.

[48,49]

Na tabela 2 demonstram-se as alteragoes observadas no esfregaco de sangue

periférico e as patologias a elas associadas. Descreve-se a técnica para a realizagao do

esfregaco de sangue periférico em Anexo G.

Tabela 2. Alterac¢des eritrocitarias[42,43]

Alteracao do eritrocito

Observacdo no S.P.

Patologias Associadas

Macrécito
(didmetro >8 pm; MCV> 100 fL; presenca
de neutrdfilos hipersegmentados na

anemia megaloblastica)

Anemia megaloblastica
Sindrome mielodisplasico
Doenga hepatica cronica

Reticulocitose

Microcito (didmetro <6 pm; MCV < 80
fL)

Anemia por deficiéncia em ferro
Anemia da inflamagao cronica
Anemia sideroblastica

Talassemia/trago Hb E

Esferécitos (eritrocitos pequenos, densos; rd b Esferocitose hereditaria
auséncia de halo central) Anemia hemolitica imune
! ’ Queimaduras extensas (apresenta
. esquizocitos)
t
Eliptocito, ovalocito Eliptocitose ou ovaldcitose
hereditaria
Anemia por deficiéncia em ferro
Talassemia major
Anemias mieloftisicas
Estomatocitos Estomatocitose hereditaria
\ ' Sindrome de Rh nulo
- Estomatocitose adquirida
\ (alcoolismo, doenga hepatica)

Artefacto

Drepanécito (células falciformes

compostas por polimeros de Hb S)

Anemia de células falciformes

B-talassemia/Hb S (B°/ B°)
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Cristal de Hb C

Hemoglobinopatia C

Cristal de Hb SC

Hemoglobinopatia SC

Codocito (célula em alvo)

Doenca hepatica
Hemoglobinopatias

Talassemias

Esquizocitos

Anemia hemolitica
microangiopatica (purpura
trombocitopénica trombédtica,
SHU)

Anemia hemolitica
macroangiopatica

Queimaduras extensas (presen¢a

de microesferocitos)

Acantocitos

Doenca hepatica severa
Neuroacantocitose
(abetalipoproteinemia,  sindrome

de McLeod)

Equinécito

Uremia

Deficiéncia em piruvato cinase

Dacriocito (células em lagrima)

Mielofibrose primaria
Anemia mieloftisica
Talassemia

Anemia megaloblastica

Formagao em rouleaux

Doenga inflamatoéria crénica/aguda
Mieloma mdltiplo

Linfoma linfoplasmacitico
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Pontuado basdfilo (Precipitagio de RNA) Envenenamento por chumbo
Talassemia
Hemoglobinopatias
N Anemia megaloblastica

Sindrome mielodisplasico

Corpo de Howel-Jolly (fragmento nuclear, p Hipoesplenismo
DNA) N\ . Pés-esplenotomia
:/ Anemia megaloblastica

Anemia hemolitica

Talassemia
N

Corpos de Pappenheimer (Ferro; granulos Anemia sideroblastica
sideroticos) .,y Hemoglobinopatias

Talassemias

J Sindrome mielodisplasico

Anemia megaloblastica
Corpos de Heinz (hemoglobina . Deficiéncia em G6P-desidrogenase
desnaturada) coloragao supravital Hemoglobinas instaveis

C. Hemostase e trombose

A hemostase é um processo fisiologico complexo que mantem o sangue circulante
num estado fluido, e no caso de ocorrer agressao, produz um coagulo para terminar a
hemorragia resultante, circunscrevendo-o ao local da agressao, com ulterior dissolugao do
mesmo no decorrer do processo de cicatrizagao. Quando o sistema hemostatico nao se
encontra em equilibrio pode resultar em hemorragia ou trombose. A auséncia de um
procoagulante plasmatico pode provocar hemorragia anatomica, inflamagao cronica, e tornar
dependente o paciente de transfusio sanguinea. Contrariamente, a auséncia de proteinas de
controlo permite que o processo de coagulagao decorra sem verificagao e resultar em
trombose, AVC, embolismo pulmonar, trombose venosa, e eventos cardiovasculares.

O conhecimento dos sistemas principais de hemodstase (vasos sanguineos, plaquetas,
proteinas plasmaticas) é essencial para melhor interpretar os resultados dos testes

laboratoriais e desta forma prevenir, prever, diagnosticar e controlar a doenga hemostatica.
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A hemodstase envolve a interagao entre a vasoconstrigao, adesao e agregagao
plaquetar, e a ativagao de enzimas de coagulagao para terminar o processo hemorragico. O
sistema de coagulagao, semelhante a outros mecanismos de amplificagio humorais, tem
como elementos celulares chave para a hemostase as células da intima vascular, fator
tecidular extravascular, e plaquetas. Os componentes do plasma siao as proteinas de
coagulagao e fibrindlise e os seus inibidores respetivos.

A hemostase primaria refere-se ao papel dos vasos sanguineos e plaquetas em
resposta a agressao vascular, ou descamagao das células endoteliais em processo necrotico.
Os vasos sanguineos contraem para selar a lesao ou reduzir o fluxo sanguineo
(vasoconstricao). As plaquetas sao ativadas e aderem ao local de agressao, segregando o
conteldo dos seus granulos, e estabelecendo pontes com outras plaquetas para formar um
agregado (intermediadas pelo fator de von Willebrand). A vasoconstricao e a formagao do
agregado de plaquetas compreende a resposta inicial, rapida e de curta duragao aos vasos
danificados, existindo necessidade de reforcar o agregado pela deposicao de fibrina. Os
defeitos na hemostase primaria tais como anomalias no colagénio, trombocitopenia, ou a
doenga de von Willebrand podem provocar hemorragias debilitantes e por vezes fatais.

A hemostase secundaria descreve a ativagao de um conjunto proteinas de coagulacao
no plasma, a maioria protéases serinicas, para formar o coagulo de fibrina. Estas proteinas
circulam como zimogénios inativos (proenzimas) que surgem ativadas durante o processo de
coagulagao, formando complexos que irao ativar outros zimogénios para em ultima analise
gerar trombina, uma enzima que converte o fibrinogénio num coagulo de fibrina localizado.
O evento final da hemostase € a fibrindlise, a digestao gradual e remogao do coagulo de
fibrina no decorrer da cicatrizagao.

Embora a intima vascular e as plaquetas estejam associadas com a hemostase
primaria, e a coagulagao e fibrindlise associadas com a hemostase secundaria, todos os
sistemas interagem tanto em eventos hemostaticos iniciais como tardios. Por exemplo, as
plaquetas, uma componente chave da hemostase primaria, também secretam fatores de
coagulagao armazenados nos seus granulos e fornecem fosfolipidos membranares essenciais

sobre os quais os complexos de coagulagio se formam,!84!>2

C.l. Cascata de coagulacao

Um coagulo sanguineo é um agregado de plaquetas, ligadas e estabilizadas por fibras
proteicas consistindo maioritariamente por fibrina. A fibrina é derivada de um zimogénio
soluvel designado fibrinogénio. Apods a albumina e as globulinas, o fibrinogénio é em geral a

terceira proteina mais abundante do plasma. A formagao do coagulo sanguineo fornece um
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exemplo extensamente estudado de uma cascata regulatdria, um mecanismo que permite
uma resposta muito sensivel, e a amplificagao de um sinal molecular.

O fibrinogénio é um dimero de héterotrimeros (a,B,y,) com 3 diferentes tipos de
subunidades mas evolutivamente relacionadas. O fibrinogénio é convertido a fibrina, através
da remogao proteolitica de 16 aminoacidos do terminal aminico de cada subunidade a, e 14
a.a. do mesmo terminal na subunidade B. Esta remocao peptidica é catalisada pela trombina,
uma protéases serinicas. Os terminais aminicos expostos nas subunidades a e  asseguram
uma ligagao apropriada nos terminais globulares carboxilicos das subunidades B e v,
respetivamente. Estas interagoes sao estabilizadas por ligagoes covalentes cruzadas, geradas
pela condensagao entre residuos de lisina e glutamina, e catalisadas pelo factor Xllla, uma
transglutaminase. A fibra resultante (fibrina) assegura a manutengao da coesao do coagulo
sanguineo.

A produgao de fibrina pela ativagao do fibrinogénio é o resultado de duas cascatas
regulatérias paralelas mas interligadas (Fig. 12). Uma é referida como via de ativagao por
contacto (refere-se a interagdo dos componentes chave do sistema, com os fosfolipidos
anionicos presentes na superficie das plaquetas no local da agressao), também designada de
via intrinseca visto que todos os componentes estao presentes no sangue. A segunda via é
designada por via extrinseca ou via do fator tecidular. Um componente principal desta via, a
proteina fator tecidular (TF), nao se encontra na corrente sanguinea. Grande parte dos
fatores destas vias sao serina proteases (semelhantes a quimiotripsina), com precursores
zimogénios sintetizados no figado e exportados para o plasma. Tanto a via intrinseca como
extrinseca apenas se verificam in vitro, uma vez que in vivo o processo de coagulagao é
dinamico e interdependente sem distingao de vias.

A agressao aos tecidos permite que as moléculas de colagénio, presentes sob o

-~

epitélio dos vasos sanguineos, fique exposta ao sangue. A ativagao das plaquetas

[SP

despoletada principalmente pela interagdo com o colagénio. Esta ativagao leva
apresentacao de fosfolipidos (fosfatidilserina) anidnicos na superficie de cada plaqueta, e a
libertacao de moléculas sinalizadoras como os tromboxanos (TxA,; protrombodtico e
vasoconstritor). As plaquetas ativadas agregam-se no local do ferimento formando um
coagulo que necessita de ser estabilizado pela polimerizagao de fibrina.

O tecido danificado expoe o plasma ao TF, incorporado maioritariamente nas
membranas dos fibroblastos e células do musculo liso. Forma-se um complexo inicial entre o
TF e o fator VIl presente no plasma. O fator VIl é um zimogénio de uma protéase serinica, e

o TF serve como proteina regulatéria necessaria para o seu funcionamento. O fator VIl é
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convertido posteriormente na sua forma ativa, o fator Vlla, por clivagem proteolitica pelo
fator Xa. O complexo TF-Vlla cliva o fator X gerando a sua forma ativa, o fator Xa. Existem
quantidades minimas de Vlla (fisiologica) circulantes na corrente sanguinea, necessarias para
a formagao do complexo TF-Vlla apos agressao tecidular, permitindo desta forma gerar Xa.
Ao aumentarem os niveis de Xa (complexado com o fator regulatéorio Va) este ira clivar a
protrombina para formar trombina ativa que, por sua vez, cliva o fibrinogénio.

Contudo, o complexo TF-Vlla é prontamente inibido pelo inibidor da via do fator
tecidular (TFPI). A formagiao do coagulo é sustida pela ativagao das componentes da via
intrinseca. O fator IX é convertido na sua forma ativa, fator 1Xa, pela protéase TF-Vlla
durante a iniciacao da coagulagao. O fator IXa complexado com o fator regulatério Vllla, é
relativamente estavel e fornece um via alternativa para a conversao do fator X em Xa.

Caso este sistema nao fosse controlado, poderiam ocorrer eventos de coagulagao
que por sua vez poderiam levar a enfartes do miocardio ou AVC. A trombina, para além de
clivar o fibrinogénio, forma um complexo com a trombomodulina, uma proteina presente
nas células do endotélio. Este complexo trombina-trombomodulina cliva o zimogénio de
proteina C, e a forma ativa desta proteina complexa com a proteina reguladora S, clivando e
inativando os fatores Va e Vllla, para em dltima analise levar a supressao da cascata no geral.
A antitrombina Il (ATIIll), um inibidor de protéases serinicas, complexa covalentemente em
particular com a trombina e fator Xa, inibindo-os.

Defeitos genéticos nos genes codificantes de proteinas necessarias a coagulagao, sao
referidos como hemofilias (coagulopatias). A hemofilia A e B sao anomalias genéticas
(recessivas ligadas ao cromossoma X) que resultam na deficiéncia dos fatores VIII e IX

respetivamente.”"*” Os fatores de coagulagio sio descritos no Anexo F.

C.2 Fibrindlise

O trombo de fibrina, resultante da cascata de coagulagao, é dissolvido pela plasmina,
uma protéase serinica presente no plasma. O plasminogénio, um precursor zimogénio da
plasmina, é clivado proteoliticamente por enzimas presentes em variados tecidos, para poder
ser ativado. Este grupo de enzimas inclui o ativador do plasminogénio do rim (urocinase), e
o ativador do plasminogénio tecidular (t-PA) presente no endotélio vascular.
Contrariamente, a proteina plasmatica a,-antiplasmina liga a plasmina ativa inibindo-a, e desta
forma inibe o processo fibrinolitico.

A urocinase, a t-PA, e a estreptocinase (protéase bacteriana com atividade

semelhante) sao utilizadas clinicamente para a dissolugao de trombos apds enfarte do
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miocardio. Todas estas proteinas sao expressas em bactérias por tecnologia de DNA

recombinante.l’]

C.3. Testes da fase de coagulacao

Com a excegao de um ensaio para os produtos de degradagao da fibrina, todos os
testes de coagulagao sao realizados em plasma com citrato, mais comummente obtido
usando o tubo de colheita de vacuo com
topo azul, na relagio de nove partes de

sangue para uma de citrato. O iao citrato

nao entra no eritrocito, 2

consequentemente a  concentragao

plasmatica de citrato é anormalmente

elevada quando sangue com um elevado pT aPTT

hematocrito (>55%) é colhido usando P

concentragdes  usuais  para  este B

anticoagulante. Este facto pode produzir Prothrombin

artificialmente o prolongamento dos Fibrinlogen B PN e

testes de C038U|a<;50, em PartiCUIar PTT. Fig.12. Cascata de coagulagio in vitro. PT- tempo de

(Anexo I)

protrombina; aPTT- tempo de tromboplastina parcial ativada; PK
— Precalicreina; HMWAK - Cininogénio de alto peso molecular.[341

C.3.1. Tempo de tromboplastina parcial ativada

O tempo de tromboplastina parcial ativada (PTT) € um teste simples das vias de
coagulagao intrinseca e comum (Fig. 12). Quando uma mistura de plasma e um substituto de
fosfolipidos plaquetares sao incubados com iao calcio, a fibrina forma-se a velocidade normal
apenas quando os fatores envolvidos na via intrinseca (pré-calicreina, Cininogénio de alto
peso molecular, e os fatores XIl, XI, IX e VIII) e na via comum (fatores X e V, protrombina,
e fibrinogénio) estao presentes em quantidades apropriadas. Existem substitutos plaquetares
variados que podem ser utilizados, tais como fragoes de cefalina e fosfatideos de soja
(inositideos). No ensaio PTT, estes substitutos sao fornecidos em excesso, nao sendo este
teste afetado pelas plaquetas plasmaticas remanescentes. Os substitutos plaquetares apenas
sao tromboplastinas parciais, sendo incapazes de ativar a via extrinseca, que requer
tromboplastina tecidular completa (fator tecidular). Desta forma, o PTT evita a via

extrinseca e nao é afetada pela deficiéncia em fator VII. O teste PTT é utilizado na detegao

52



de deficiéncia de fatores de coagulagao, na detecao de anticoagulante lupico, e para
monitorizagao a terapéutica por heparina.

O PTT é mais sensivel na detegao de deficiéncias dos fatores VIl e IX que dos
fatores Xl e Xll ou fatores envolvidos na via comum. No método original, a ativagao por
contacto era fornecida pelo tubo de vidro, mas com a adigao de ativadores, tais como acido
elagico, ou silicatos (celite ou caolino) é assegurada uma ativagao 6tima e padronizada. O
PTT é o ensaio de rotina na avaliagio da coagulagio intrinseca.*” Os fatores cuja deficiéncia
esta associada a eventos hemorragicos, e refletem um prolongamento do PTT sao, por
ordem de reagao, Xl, IX, VIII, X e V; protrombina; e fibrinogénio, quando o fibrinogénio é <
100 mg/dL. O PTT apresenta-se prolongado na presenga do fator IlGpico, uma
imunoglobulina com afinidade para fosfolipidos ligados a proteinas, anticorpo anti-factor VIII,
anticorpo para o fator IX e outros fatores de coagulagao, bem como com heparina

terapéutica.l*”

C.3.2. Tempo de protrombina

A produgao de fibrina pela via extrinseca e comum requer fator tecidular e fator VII,
na presenca dos fatores X e V, protrombina e fibrinogénio (Fig. 12). Estas vias sao medidas
pelo tempo de protrombina (PT), onde o plasma é incubado com iao célcio na presenga de
fator tecidular em excesso. Este teste niao requer ativagao por contacto e ultrapassa a via
intrinseca e os fatores a ela associados. Devido ao facto das tromboplastinas tecidulares
conterem fosfolipidos que atuam como substitutos das plaquetas, o teste nao é afetado pela
presenca destas. Dos cinco fatores de coagulagio medidos pelo PT (fatores V, VII, e X
protrombina e fibrinogénio), trés (protrombina e fatores VIl e X) sio dependentes de
vitamina K, sendo diminuidos por compostos cumarinicos (anticoagulantes que interferem
com o metabolismo da vitamina K). O PT encontra-se também prolongado por inibidores de
qualquer um dos fatores essenciais e pela heparina, mas é menos sensivel a sua agao
anticoagulante que o PTT.

Varias técnicas modificadas e tromboplastinas, incluindo tromboplastinas humanas
recombinantes, foram desenvolvidas no sentido de melhorar a eficacia do PT no controlo da
terapia com anticoagulantes cumarinicos (Coumadin). O PT efetuado com tromboplastina de
cérebro bovino é anormal em pacientes com determinadas variantes genéticas de deficiéncia
em fator X, mas apresenta-se normal na forma mais comum da patologia. O veneno da
vibora de Russell contém enzimas que iniciam a coagulagao através da ativagao direta do

fator X, nao requerendo por isso o fator VIl. O “tempo de protrombina” realizado com este
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veneno (tempo de Stypven) permite a distingao entre deficiéncias em fator VIl e deficiéncias
em fator X.[*°"*3

Tendo em conta as variagoes inerentes entre reagentes de tromboplastina, a maioria
dos laboratorios reportam a razao normalizada internacional ou INR (international normalized
ratio), usando a férmula infracitada para padronizar o controlo com anticoagulantes orais
(cumarinicos):

INR= (PT /PT

IS
paciente controlo; média geométrica)

Estabelece a razao entre o PT do paciente e o PT do controlo, elevado ao indice de
sensibilidade internacional (ISI; international sensitivity index), apresentando valores normais
entre 0,9 e |,lI. Na terapéutica com cumarinicos (varfarina) sao efetuados ajustes na
dosagem para se obter um INR desejavel de 2 a 3 ou eventualmente de 2,5 a 3,5 caso o
paciente possua uma valvula cardiaca prostética. Um INR com um valor superior a 4 esta
associado a um risco hemorragico aumentado, e deve ser comunicado imediatamente ao
clinico. Os ajustes na dosagem de cumarinicos sao efetuados progressivamente uma vez que

o INR requer 4 a 7 dias para estabilizar. ****!

C.3.3. Fibrinogénio

O método de Clauss da coagulagao é recomendado para estimar os niveis funcionais
de fibrinogénio. Ao adicionar reagente de trombina bovina ao plasma livre de plaquetas
diluido, catalisa-se a reagao de conversao de fibrinogénio em polimero de fibrina. O plasma
em estudo é diluido na razio 1:10 com o tampao de Owren. Existe uma relagao inversa
entre o intervalo de formagao do coagulo e a concentragao de fibrinogénio funcional. Pelo
facto do reagente de trombina ser concentrado e o plasma diluido, a relagao é linear para
concentragoes de fibrinogénio entre 100 e 400 mg/dL. A diluicdo do plasma também
minimiza o efeito antitrombdtico da heparina, e paraproteinas. O intervalo de formagao do
coagulo é comparado com os resultados para os calibradores do fibrinogénio. A curva de
calibragao deve ser preparada em cada laboratério e ser atualizada regularmente.

A hipofibrinogenemia, valores de fibrinogénio inferiores a 220 mg/dL, esta associada a
coagulagao intravascular disseminada, e doenga hepatica severa. A gravidez, e a doenga
inflamatoria cronica podem promover a elevagao da concentragao do fibrinogénio para
niveis superiores a 498 mg/dL. A afribinogenemia congénita leva ao prolongamento dos

tempos de coagulagio, estando associada com eventos hemorragicos.>***¢

54



D. Velocidade de sedimentacido

A velocidade de sedimentagao (VS) dos eritrocitos € um teste comum, mas inespecifico,
usado frequentemente como indicador de doenga ativa. Reflete a tendéncia dos eritrocitos
sedimentarem mais rapidamente em determinados estados patolégicos, usualmente devido
ao aumento de fibrinogénio, imunoglobulinas, e outras proteinas de fase aguda. Por outro
lado, as alteragoes da forma dos eritrécitos ou do seu numero também podem afetar a
velocidade de sedimentagao. As células falciformes e desordens policitémicas tendem a
diminuir a VS, e situagoes de anemia podem aumenta-la. A VS aumenta também com a idade
(embora tenda a diminuir em adultos com idade superior a 75 anos) mesmo em individuos
saudaveis sendo superior para o género feminino. Individuos com patologia hepatica podem
apresentar uma VS baixa devido a incapacidade do organismo produzir proteinas de fase
aguda.

Os processos infeciosos representam um fator comum para a elevagao da VS, mas
deve ser excluida a gamapatia monoclonal em pacientes com elevagao persistente
inexplicada. E também observada elevacio da VS na gravidez, cancro, doenca vascular do
colagénio, febre reumatica e outras doengas croénicas incluindo VIH. A velocidade de
sedimentagao é um teste de diagnostico pobre em individuos assintomaticos, detetando
elevagoes em 4 a 8% de adultos saudaveis, nao devendo por isso ser utilizado para o rastreio
de patologias em doentes assintomaticos. O teste é provavelmente melhor utilizado como
ferramenta para o acompanhamento do curso clinico de determinadas doengas como a
artrite temporal, artrite reumatoide, polimialgia reumética, ou linfomas."**”]

Atualmente o método Westergren modificado € o mais comumente utilizado no

LAC. Os valores normais para o homem sio 0-15 mm/h, e para as mulheres 0-20 mm/h.k]

E. Leucemias agudas

As leucemias agudas sao tumores hematologicos com aumento do numero de blastos
linfoides ou mieloides. Historicamente, o termo “agudo” refere-se a rapida progressao e ao
seu desfecho fatal, mas atualmente indica a natureza relativamente indiferenciada das células
leucémicas. A classificagao destas anomalias é complicada visto poderem ser categorizadas
tendo por base caracteristicas morfologicas, alteragoes genéticas, etiologia proposta, origem
celular, imunofenotipagem e caracteristicas clinicas. Existem dois grandes sistemas de
classificacao, um idealizado por um grupo de hematologistas Franceses, Americanos e

Britanicos (FAB), e outro sistema proposto pela Organizagao Mundial de Saude (OMS), onde
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sao agrupadas as caracteristicas distintivas de forma diferente, mas ambas dividem
fundamentalmente as leucemias agudas nos tipos mieloide e linfoide, dependendo da origem
das células blasticas (Tabelas 3; 4).

A etiologia na maioria dos casos é desconhecida, mas em alguns pacientes houve
exposi¢ao prévia a radiagao ionizante, agentes quimioterapéuticos citotdxicos, ou benzeno,
que sao causas a considerar. Em determinadas situagoes congénitas como a sindrome de
Down, a sindrome de Bloom, e a sindrome de Turner, existe uma incidéncia aumentada de
leucemia mieloide aguda (AML), bem como em situagoes de falha medular como anemia de
Fanconi e sindrome de Blackfan-Diamond. Individuos com patologias mieloproliferativas e
mielodisplasicas, apresentam também risco elevado de desenvolver AML. Os fumadores
crénicos surgem com incidéncia aumentada.

Quando o diagnostico surge, a maioria dos pacientes com leucemia aguda apresentam
sintomas inespecificos, como fadiga, letargia, e perda de peso. Algumas queixas, como a
dispneia, angina, e tonturas provém da anemia. A febre pode manifestar-se tendo como
causa a propria doenga ou agentes infeciosos, relacionado com a neutropenia. Pode também
ocorrer epistaxe ou equimoses cutineas, originadas pela trombocitopenia ou pela
coagulacao intravascular disseminada, principalmente em pacientes com leucemia
promielocitica aguda. Na leucemia mieloide aguda, principalmente nos tipos monociticos,

pode ocorrer intumescéncia das gengivas por infiltracao leucémica.

Tabela 3. Classificacio FAB das AML

MO — AML, minimamente diferenciada MI — AML, sem maturagiao

M2 — AML, com maturagao M3 — Leucemia promielocitica aguda, hipergranular

M3v - Leucemia promielocitica aguda, variante, microgranular M4 — leucemia mielomonocitica aguda

M4eo - leucemia mielomonocitica aguda com eosinofilia M5a — Leucemia monoblastica aguda, fracamente diferenciada
M5b — Leucemia monoblastica aguda, diferenciada M6 — Eritroleucemia aguda

M7 — leucemia megacarioblastica aguda

O esfregago sanguineo revela tipicamente diminuicao dos eritrécitos e plaquetas,
com a contagem leucocitaria a variar entre leucopenia e valores extremamente elevados. E
comum uma diminuicao do numero de neutréfilos maduros, sendo os blastos circulantes
tipicamente visualizaveis. A Leucemia aleucémica, onde os blastos nao sao evidentes, € mais
frequente em AML do que em ALL. Com a coagulagao disseminada intravascular, que ocorre
principalmente na leucemia promielocitica aguda, podem surgir caracteristicas
microangiopaticas, incluindo fragmentos de eritrdcitos, policromatofilia marcada, microcitos,
e trombocitopenia profunda (tabela 2). Em pacientes com sindromes mielodisplasicos

precedentes as caracteristicas desta desordem sao tipicamente evidentes, como neutrofilos
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hipolobulares e hipogranulares, plaquetas gigantes agranulares, e macrocitose e

poiquilocitose eritrocitaria.

Em todos os pacientes com suspeita de leucemia deve ser realizado medulograma e

biopsia da medula 6ssea, com andlise citogenética, histoquimica e imunofenotipagem.

Tabela 4. Classificacio das AML pela OMS

AML com anomalias genéticas recorrentes:
e AML com t(8;21)(q22;q22)
e AML com eosindfilos medulares anormais inv(16)(p13.1922) ou t(16;16)(pl3.1;922)
. Leucemia promielocitica aguda — AML com t(15;17)(q22;q12) e variantes

e  AML com anomalias | 1923

AML com displasia mutilinhagem
e Apds sindrome mielodisplasico ou desordem mieloproliferativa

. Sem antecedentes de sindrome mielodisplasico

AML e sindrome mielodisplasico relacionado com terapia
. Agentes alquilantes

. Inibidores de Topoisomerase tipo Il

AML nao categorizada
. AML minimamente diferenciada
. AML sem maturagio
. AML com maturagio
. Leucemia mielomonocitica aguda
. Leucemia monocitica ou monoblastica aguda
. Leucemia eritroide aguda
. Leucemia megacarioblastica aguda

Habitualmente, a presenga de leucemia é evidente no medulograma, que é tipicamente
hipercelular, com abundantes blastos em substituicao das células normais em maturagao das
linhagens eritroides, mieloide e megacariocitica. A presenca no citoplasma de bastonetes de
Auer, estruturas com forma de agulha que se pensa serem agregados dos granulos primarios,
indicam mieloblastos. Devem por outro lado ser utilizados corantes especificos para a
atividade da mieloperoxidase ou para os granulos mieloides, como o preto do Sudao, e
corantes que detetam células monociticas, como o acetato a-naftilico. Se a presenga de
blastos for inferior a 3%, pelo uso destas técnicas, deve ser utilizada citometria de fluxo para
uma apropriada distingao entre AML e ALL minimamente diferenciadas, detecao de leucemia
megacariobldstica, e para a discriminagdo entre formas de ALL de células B ou T.B7%%%¢0

Embora o LACCSMC nao disponha de citometro que permita a imunofenotipagem

das populagoes leucocitarias, sera feita referéncia aos marcadores comummente associados.

E.l. Leucemia mieloide aguda
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Estas desordens sao definidas pela expansao clonal de blastos mieloides,
maioritariamente no sangue e medula, mas ocasionalmente em massas tumorais (sarcomas
mieloides ou granulocitico) noutros tecidos, como a pele e nédulos linfaticos. A classificagao
pela OMS (tabela 4) separa a AML em 4 grupos gerais: (1) AML com anomalias genéticas
recorrentes; (2) AML com displasia multilinhagem; (3) AML associada a sindromes
mielodisplasicos e terapia; (4) AML nao categorizada. Uma classificacao precedente, a FAB,
divide a AML em oito grandes subtipos, desde M0 a M7, definidos pela natureza das células
blasticas e o seu grau de diferenciagio e maturagao. A classificagago FAB (Tabela 3)
reconhece 3 tipos de blastos mieloides: Tipo |, onde os granulos citoplasmaticos sao
ausentes, mas possuem nucléolos proeminentes, nucleo central e cromatina nao condensada;
Tipo Il, sao similares mas apresentam ja alguns granulos primarios azurofilos; Tipo Il tém >
10 granulos azurodfilos, nao apresentando contudo uma zona do Golgi (halo perinuclear), que
é caracteristico de promieldcitos.?’”®)Sio exemplificados alguns exemplos de AML mais

frequentemente observadas na sec¢ao de hematologia, embora com prevaléncia reduzida.

E.l.l. Leucemia mieloide aguda, minimamente diferenciada (FAB - M0)

Este tipo de leucemia caracteriza-se morfologicamente pela presenga de blastos
agranulares de grandes dimensoes, observados tanto
na M.O. como no S.P. Os testes citoquimicos, 0

mieloperoxidase, Sudan Black B, e esterase

@ )

inespecifica surgem como negativos.

Imunofenotipicamente  sao  caracteristicos os A

marcadores: CDI3*, CD33*, CDI17", HLA-DR?, Fig.13. (A) sangue periférico (1000x); (B)
CD34* CD38* 4358 medula éssea (500x)[43]

E.l.2. Leucemia mieloide aguda sem maturacao (FAB - MI)

Neste tipo de leucemia surgem frequentemente blastos no sangue periférico com
inclusoes citoplasmaticas designadas de bastonetes de Auer (provenientes da fusao dos
granulos primarios). Na M.O. os blastos sao abundantes, representando 290% das células
nao eritroides. Sao habitualmente positivos para a mieloperoxidase e Sudan Black B, e
esterase inespecifica negativos. Como marcadores imunofenotipicos surgem: CD13*, CD33",

CD34* HLA-DR*, CD1 17*.138
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b
A

Fig.14. (A) Bastonetes de Auer (setas) num mieloblasto, sangue periférico (1000x); (B)
E.l1.3. positividade na mieloperoxidase; (C) medula 6ssea (500x)[43]

Leucemia promielocitica aguda

Neste tipo de leucemia pode existir tanto uma redugao como uma pequena elevacao
do leucograma. No esfregaco de sangue periférico é comum a visualizagao de blastos
promielocitos hipergranulares, com nucleo tipico em dobra ou bilobado. No citoplasma é
frequente a presenca de bastonetes de Auer multiplos, com possivel agregacao (células
Faggot), sendo ainda de notar a presenga de esquisécitos. Na coloragao citoquimica
destacam-se reagoes fortemente positivas tanto para a mieloperoxidase como para o Sudan
Black B.

A existéncia de t(15;17) é suficiente para diagnostico como AML com anomalias
genéticas, independentemente da
contagem de blastos ou
promielocitos, apresentando
frequentemente um imunofendtipo

de CDI3% CD33", CD34, HLA-DR.

A leucemia promielocitica
d

aguda pode encontrar-se associada
8 P Fig.15. (a) sangue periférico. A, promieldcito hipergranular;

com coagulopatia intravascular B, células Faggot (1000x). (b) medula éssea (500x)(431

disseminada.[***7%8

E.l.4. Leucemia mielomonocitica aguda (FAB M4)

No sangue periférico € distintiva a presenga de mieloblastos, promielocitos, e outros
precursores mieloides imaturos, bem como monoblastos, promonocitos e monocitos
(frequentemente num estado de maturagao mais avangado que o observado na medula
ossea). A presenca de bastonetes de Auer pode ou nao existir. Na medula &ssea os
monoblastos sao de grandes dimensoes com citoplasma moderadamente basofilo, com
nucleo em dobra e com | ou mais nucléolos proeminentes. Os promonocitos surgem com
nucleo irregular, citoplasma ligeiramente basofilo, podendo ainda existir a presenga ocasional

de vacuolos e bastonentes de Auer. Tanto os granulocitos e seus precursores, como os
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monocitos e seus precursores contribuem cada um com pelo menos 20% da componente
celular.

Na citoquimica é de notar a positividade para a mieloperoxidase, a naftol-AS-D

cloroacetato esterase (especifica) é positiva para granulécitos e ligeiramente positiva para

o

mondcitos, no caso da a-naftil acetato esterase (inespecifica) observa-se positividade para
mondcitos. Por imunofenotipagem sio de realgar os seguintes marcadores: CD 3", CD337,
CDI4", CD4", CDIIb", CDé4", CDI5", CD36". Deve ter-se em consideracio que as
alteragoes genéticas inv(16) ou t(16;16) bem como a presenca de eosindfilos anormais,

devem ser excluidas desta categoria.l**®

E.2. Leucemias linfoblasticas agudas
A classificagao da OMS subdivide este tipo de leucemias em 2 grupos, dependendo se
a célula precursora é pertencente aos linfocitos T ou B. A distingao entre leucemia e

linfomas depende, nestes casos, da presenga de células anormais no sangue e medula Sssea,

Fig.16. (A) sangue periférico(1000x). (B) positividade em monécitos para a a-naftil
acetato esterase. (C) medula 6ssea (500x)[43]

ou se estas aparecem principalmente nos nodulos linfaticos ou em locais extranodais fora da
medula ssea.

Cerca de 75% dos casos de leucemia linfoblastica aguda de células B ocorrem em
criangas com menos de 6 anos, sendo 85% dos casos das ALL deste tipo. A presenga de
nodulos linfaticos aumentados, hepatomegalia e esplenomegalia sao frequentes. A contagem
leucocitaria é variavel, e no esfregago de sangue periférico os linfoblastos sao pleomorficos e
variam de tamanho, com nucléolos que
podem ser proeminentes ou impercetiveis.
No citoplasma a presenga de granulos pode
surgir.

A leucemia linfoblastica aguda de
A

R Fig.17. (A) pequenos blastos no sangue periférico (1000x).
na infancia e 25% das ALL nos adultos. A (B) Grandes blastos no sangue periférico (1000x).[43]

células T representa cerca de 5% das ALL
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contagem leucocitaria € marcadamente elevada, com a presenga frequente de uma massa no
mediastino. Os linfoblastos sao semelhantes aos encontrados na ALL de células B, com

variagao morfolégica ampla.F’*®

F. Sindromes mielodisplasicas.

As sindromes mielodisplasicas sao desordens provocadas pela expansao clonal das
células estaminais hematopoiéticas, com maturacao anormal (displasica) e produgao
ineficiente, resultando na destruicao das células antes destas alcancarem a circulagao
sistémica. A anemia € tipica nestas situagoes, vulgarmente acompanhada de trombocitopenia
e/ou neutropenia. Alguns casos sao despoletados pela exposicao a radiagao ionizante ou
quimioterapia, habitualmente por agentes alquilantes, e nestas circunstancias a medula 6ssea
é tipicamente hipocelular e parcialmente fibrotica. Frequentemente, estas patologias surgem
como primarias em idosos, com uma média de idade na altura do diagnéstico de 70 anos.
Nestes individuos, a medula ossea é usualmente hipercelular.

Os blastos podem apresentar elevagao nas sindromes mielodisplasicas, mas nao
devem exceder 20% da contagem diferencial. A displasia pode envolver uma ou mais
linhagens na medula oOssea, podendo estar também presente no esfregaco de sague
periférico. No esfregaco de S.P. pode apresentar macrocitose, anisocitose, pontuado
basofilo, e corpos de Pappenheimer. A poiquilocitose é frequente e inclui células em alvo,
acantocitos, eliptocitos, estomatocitos e fragmentos eritrocitarios. Na M.O. a observagao
nos precursores eritroides remete para anomalias nucleares e citoplasmaticas. A presenca
de mais de um nucleo por célula (cariorréxis), pontes internucleares, cromatina anormal
(tanto condensada como descondensada) e alteragoes megaloblastica (atraso da maturagao
do nilcleo em relagao ao citoplasma) sao frequentes. As anomalias citoplasmaticas incluem a
vacuolizagdo e sideroblastos em anel, com 210 granulos de ferritina em redor de pelo
menos |/3 do nucleo.

A evidéncia de granulopoiese anormal no esfregago de sangue periférico inclui
neutropenia, neutrofilos hipersegmentados, corpos de Dohle, diminuigdo ou auséncia de
granulos, e a presenga de células imaturas, incluindo blastos. O nucleo pode apresentar
cromatina agregada densamente, e em muitos casos hipolobulados, com um Iébulo Unico ou
2 l6bulos interligados por um filamento fino de cromatina, similar ao encontrado na
sindrome de Pelger-Huet. A presenca deste tipo de células pseudo Pelger-Hiet é fortemente
sugestiva de sindromes mielodisplasicos (Fig 18).

As anomalias na trombopoiese no esfregagco de S.P. manifestam-se pela presenca de

trombocitopenia, plaquetas gigantes e com granulos diminuidos ou mesmo ausentes.
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As alteragoes citogenéticas sao comuns nestas sindromes, e todos apresentam um

risco aumentado de
desenvolver leucemia, ) Q
principalmente mieloide. A o
organizagao mundial de saude & g
estabeleceu 8 tipos de A B C

. . . . Fig.18. (A) neutrofilo com nucleo anormal hipersegmentado; (B)
mlelodlsp|a5|a: anemia Micromegacariocito circulante, neutroéfilo hiposegmentado pseudo-Pelger-Huét

, . . .. seta); (C) Plaqueta gigante.[3]
refrataria; anemia refrataria (seta); (C) Plaqueta gig

com sideroblastos em anel; citopenia refrataria com displasia multinhagem; anemia refrataria
com excesso de blastos; sindrome mielodisplasicos nio classificados; sindrome 5g-.1*
G. Neoplasmas mieoloproliferativos

As doengas mieloproliferativas cronicas sao desordens clonais das células estaminais
hematopoiéticas, e usualmente a M.O. apresenta hipercelularidade, podendo progredir para
leucemia, como acontece com as sindromes mielodisplasicas. Difere, contudo, dos ultimos,
pelo facto da displasia medular ser ausente, sendo a maturagao normal, e a produgao de
células efetiva, provocando elevacio nos niveis de uma ou mais linhagens celulares
(eritrocitose, leucocitose, trombocitose). Os pacientes tendem a apresentar
hepatoesplenomegalia, devido ao sequestro das células sanguineas, hematopoiese
extramedular ou por infiltragio de células neoplasicas. Diferem das leucemias agudas pelo
seu aparecimento lento e curso prolongado, que pode decorrer durante meses a anos.

As sindromes mieloproliferativas tém como elemento comum a mielofibrose,
provavelmente originada pela libertagio de citocinas e fatores de crescimento pelos
megacariocitos e outras células medulares, provocando a proliferagao dos fibroblastos e
produzindo colagénio e fibronectina. Em muitos dos casos a patologia evolui por
incrementos no processo fibrotico, levando a mielofibrose em estadio terminal. Noutras
situagoes pode ocorrer elevagao do numero de blastos progredindo através de uma “fase de
aceleragao” (10%-19% de blastos na medula &ssea), desembocando em leucemia aguda
(220% blastos).

Uma mutagao pontual no gene que regula a Janus kinase 2, uma proteina-tirosina
cinase citoplasmatica que é importante na sobrevivéncia e proliferagcao celular, ocorre na
maioria dos pacientes com policitémia vera, e em aproximadamente metade daqueles com
trombocitémia essencial ou mielofibrose idiopatica crénica. Esta mutagio (JAK2''")
raramente estd presente na leucemia mieloide crénica, ou na populagio normal.[*¢
A organizagao mundial de saude (Classification of Tumors of the Hematopoietic and

Lymphoid Tissues) dividiu estas desordens em 4 grandes categorias: (l) leucemia mieloide
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crénica (BCR-ABLI; CML); (2) policitémia vera (PV); (3) trombocitémia essencial (ET); (4)
mielofibrose primaria (PMF).
Estes neoplasmas tém em comum varias carateristicas clinicas, dados laboratoriais, e

semelhangas patogénicas (Tabela 5).1%¢"¢

Tabela 5. Caracteristicas laboratoriais dos neoplasmas mieloproliferativos

Parimetro CML PV ET PMF

WBC Elevado Normal ou elevado Normal ou Normal, elevado ou
ligeiramente elevado diminuido

RBC Normal ou diminuido | Elevado Normal ou Normal ou diminuido
ligeiramente
diminuido

Plaquetas Normal ou elevado Normal ou elevado Elevado Normal, elevado ou

diminuido
Anomalias BCR-ABLI JAK2 V617F ou outra | * JAK2 * JAK2
moleculares mutagdo em JAK2

G.l. Leucemia mieloide crénica

A leucemia mieloide crénica BCR-ABL+ (CML) é uma desordem clonal de uma célula
estaminal pluripotente. Esta doenga representa cerca de 15% de todas as leucemias e pode
ocorrer em qualquer faixa etaria. O diagnodstico é relativamente facil e caracteriza-se pela
presenga do cromossoma de Philadelphia (cromossoma 22; Ph). Este resulta de t(9;22)
(934;q! 1) uma translocagao entre o cromossoma 9 e 22, resultando na transferéncia parcial
do oncogene ABL| para o gene BCR no cromossoma 22, e parte do cromossoma 22
transita para o 9 (Anexo J) . O resultado quimérico BCR-ABLI codifica uma proteina de
fusao que apresenta atividade tirosina cinase excessiva em relagao ao produto normal de
ABLI. A translocagao Ph pode também ser observada numa minoria de caso de leucemia
linfoblastica aguda (ALL) com quebra de BCR no mesmo local do verificado na CML.

Na maioria dos pacientes o cromossoma Ph pode ser observado no cariotipo das
células tumorais, contudo em algumas situagoes esta observagao esta impossibilitada e existe
a necessidade de recorrer a técnicas moleculares mais sensiveis, como a FISH ou PCR por
transcriptase reversa (RT-PCR).

A CML passa habitualmente por 3 estadios: fase cronica, fase de aceleragao, e fase
blastica, sendo a transformagao em fase blastica a principal causa de morte desta patologia.
Na fase cronica, observa-se tipicamente anemia moderada e leucocitose que excede
habitualmente 25x10°/L, compreendendo principalmente neutréfilos em varios estadios de

maturagao. Verifica-se ainda eosinofilia e basofilia, com contagem de plaquetas normal ou
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elevada podendo exceder 1,000x10°/L. Devido a excessiva proliferacio celular tanto o acido
Urico como a LDH estao comummente elevados.

De acordo com os critérios da OMS a fase de aceleragao é definida pelo
preenchimento de pelo menos um dos critérios: (1) esplenomegalia e leucocitose; (2)
trombocitopenia persistente (<100 x 10°/L) ou trombocitose (>1000 x10°/L); (3) blastos
presentes na medula éssea ou sangue periférico com valores de 10% a 19%; (4) basofilia no
sangue periférico (220%) e (5) evidéncia de evolugao clonal.

A fase blastica é definida por uma ou mais das seguintes caracteristicas: (1) blastos
220% no sangue periférico ou M.O.; (2) proliferagao de blastos em locais extramedulares
como a pele, nédulos linfaticos ou bago; (3) grandes agregados blasticos na medula 6ssea. Os
blastos sao maioritariamente da linhagem mieloide, mas em cerca de 20% a 30% podem ser

linfoides. Ocasionalmente, podem coexistir simultaneamente.

A leucocitose é a
caracteristica laboratorial -“
prevalecente  podendo  atingir -
niveis superiores a 200 x 10°/L.

No esfreganco do  sangue

periférico sao observadas células da

Fig.19. Leucemia mieloide cronica BCR-ABL positiva; (A)
linhagem mieloide em todos os Micromegacariocito (seta), sangue periférico (1000x); (B) Tubo de
colheita com elevada leucocitose; (C) Medula dssea (500x).143]

estados de maturagao (Fig. 19).1"

G.2. Policitémia vera.

A policitémia vera (PV) é predominantemente uma doenc¢a de individuos de meia
idade ou idosos. Os problemas clinicos correlacionam-se com aumento do volume
sanguineo, da sua viscosidade, e com o hipermetabolismo associado a mieloproliferagao.
Clinicamente manifesta-se por pletora, letargia, dispneia, retencao de fluidos, e prurido
generalizado, com esplenomegalia frequente.[*%¢"¢%

A PV é uma neoplasia mieloproliferativa clonal que se manifesta habitualmente com
panmielose na medula 6ssea, e no sangue periférico ocorre elevagao nos eritrocitos,
granulécitos e plaquetas.®'

Na policitémia vera (PV) o aumento do volume eritroécitario € originado por anomalia
clonal de uma célula estaminal medular. A patologia resulta de uma mutagao somatica de

uma unica célula estaminal hematopoiética, com a resultante descendéncia a verificar

vantagem proliferativa. A mutagao JAK2V6|7f esta presente em 97% dos pacientes. Embora
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o aumento dos eritrécitos seja de valor diagnostico em muitos pacientes existe também uma
sobreproducao nos granuldcitos e plaquetas.

A PV apresenta elevages no hematocrito, hemoglobina (3 >18,5 g/dL; ¢ >16,5 g/dL)
e contagem eritrocitaria (eritrocitose absoluta). Na maioria dos pacientes é observada

leucocitose neutrofilica e em alguns verifica-se também basofilia, sendo a medula tipicamente

hipercelular. A
eitropoietina sérica é
baixa com elevagoes

S

plasmaticas de acido

e 43] ” LA S ) LAY ol

urico. y { C 7 ‘
A2 am®AatG ( BN :
Fig.20.(A) Policitémia vera sangue periférico (1000x); (B) PV medula 6ssea
(1000x) 631

G.3. Trombocitémia essencial

Nesta patologia verifica-se um aumento persistente na contagem de plaquetas devido
a proliferagdo megacariocitica e a subsequente sobreproducao de plaquetas. O hematocrito
€ normal e o cromossoma de Philadelphia ou rearranjos BCR-ABL| estao ausentes. Uma
contagem persistente de plaquetas superior a 450 x 10°/L é central para o diagnéstico, mas
outros casos para a elevagao de plaquetas
(deficiencia de ferro, doenga inflamatoria,
mielodisplasia) devem ser  primeiramente
excluidos.

A mutagao JAK2(V617F) ocorre em cerca
de 50% a 60% dos pacientes, esta mutagao afeta

a funcao plaquetar levando a um estado pro-

trombotico. Mutagoes no gene CALR sao

Fig. 21. Trombocitémia essencial, de notar a

. . r 1 “rr e 63
observadas em cerca de 75% dos individuos com trombocitose marcada, sangue periférico (1000x) [63]

trombocitémia essencial JAK2-negativos, e estes tendem a ser habitualmente mais jovens

com uma maior contagem plaquetar mas um menor risco de trombose.[***¢’]

G.4. Mielofibrose primaria.
A caracteristica predominante desta patologia é a fibrose reativa, progressiva e
generalizada da medula 6ssea, associada com o desenvolvimento da hematopoiese no bago e

figado (metaplasia mieloide). Clinicamente progride para anemia e esplenomegalia massiva, e
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em alguns pacientes verifica-se osteoeslerose. A fibrose medular é secundaria a hiperplasia
de megacariocitos anormais. Os fibroblastos sao estimulados por fator de crescimento
derivado de plaquetas, TNF-a, e interleucinas la e IP, secretados pelos megacariécitos e
plaquetas. As mutagoes JAK2, CALR e MPL ocorrem em cerca de 55%, 25% e 10% dos
pacientes, respetivamente. Aproximadamente |/3 dos pacientes sao diagnosticados durante a
fase pré-fibrotica, tendo como caracteristicas tipicas a anemia, trombocitose e leucocitose
moderada. O esfregaco do sangue periférico pode apresentar ocasionalmente eritrocitos

nucleados, dacriécitos, granulocitos imaturos e plaquetas gigantes.[*¢"

Conclusao

No término de mais esta etapa, cumpre-me referir que de facto o estagio curricular
do Mestrado em Analises Clinicas se reveste de particular importancia, pela proximidade e
pelo contacto que permite ao contexto profissional. Este contacto permitiu de forma
integrada implementar a realidade laboratorial os conceitos teéricos obtidos, a aquisicao de
fundamentos técnicos e dos principios de instrumentagao, permitiu ainda a avaliagao e
interpretacao dos resultados analiticos obtidos, com a garantia de qualidade sempre
presente. Embora que com o progresso tecnoldgico exista uma crescente automatizagao dos
processos e técnicas implementadas no LAC, é de premente necessidade o conhecimento
aprofundado dos fundamentos teoricos e praticos do processo analitico, no sentido de
minimizar e corrigir o erro associado as fases pré-analitica, analitica e pos-analitica, bem
como identificar as implicagoes fisiopatologicas associadas. Reconhecendo por isso a dotagao
formativa que o Mestrado em Anadlises Clinicas me proporcionou, e em particular o estagio
realizado de que este relatorio € alvo.

No final deste ciclo de estudos, certamente surjo pessoal e profissionalmente

agraciado e motivado para a prossecugao da minha atividade na area das analises clinicas.
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Anexo B
Sequéncia maturativa eritropoiética (eritropoiese). Figuras A e B por microscopia otica e

eletrénica respetivamente.*]

Proeritroblasto (pronormoblasto, rubriblasto)

Tamanho: 12 a 20 um
Nucleo: redondo a oval
Nucléolos: | ou 2
Cromatina: fina
Citoplasma: azul escuro, pode apresentar Golgi proeminente
Ratio N:C: 8:1
Intervalo de referéncia:

Medula éssea: 1%

Sangue periférico: 0%

Eritroblasto basofilico (normoblasto basofilico, prorubricito)

Tamanho: 10a 15 pm
Nucleo: redondo a oval
Nucléolos: 0 a |
Cromatina: ligeiramente condensada
Citoplasma: azul escuro
Ratio N:C: 6:1
Intervalo de referéncia:
Medula 6ssea: 1% a 4%

Sangue periférico: 0%

Eritroblasto policromatico (normoblasto policromatico, rubricito)

Tamanho: 10a 12 um F A N f’ -
Nucleo: redondo A
Nucléolos: ausentes
Cromatina: condensada = &
Citoplasma: azul acinzentado (resultado da hemoglobinizacdo) | N o~
Ratio N:C: 4:1 ¥

Intervalo de referéncia: s
pr— R

™, . §

Medula 6ssea: 10% a 20% \ ; .,.”

t
A

Sangue periférico: 0% V f

Eritroblasto ortocromatico (normoblasto ortocromatico, metarubricito)

Tamanho: 8 a 10 pum
Nucleo: redondo

Nucléolos: ausentes

Cromatina: completamente condensada
Citoplasma: rosa ou salmdo, azul ténue
Ratio N:C: 0,5:1
Intervalo de referéncia:

Medula 6ssea: 5% a 10%

Sangue periférico: 0%
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Eritrécito policromatico (reticulocito)

Tamanho: 8 a 8,5 um
Nucleo: ausente
Nucléolos: NA
Cromatina: NA
Citoplasma: mais azul/purpura que o eritrécito maduro
Ratio N:C: NA
Intervalo de referéncia:
Medula é6ssea: 1%

Sangue periférico: 0,5% a 2%

Eritrécito
Tamanho: 7 a 8 um
Nucleo: ausente

Nucléolos: NA

Cromatina: NA

Citoplasma: salmdo com centro palido, com 1/3 do didametro da célula.

Ratio N:C: NA
Intervalo de referéncia:
Medula 6ssea: NA

Sangue periférico: Tipo celular predominante.

Anexo C

>

Leucopoiese neutrofilica. Figuras A e B por microscopia ética e eletronica respetivamente. ]

Mieloblasto

Tamanho: 15 a 20 pum
Niicleo: redondo a oval
Nucléolos: 2a 5
Cromatina: fina
Citoplasma: Basoéfilia moderada
Granulos: ausentes ou até 20
Ratio N:C: 4:1
Intervalo de referéncia:
Medula éssea: 0% a 2%

Sangue periférico: 0%

Promielécito

Tamanho: 14 a 24 um (ligeiramente maior que o mieloblasto)
Nucleo: redondo a oval

Nucléolos: | a 3 ou mais

Cromatina: fina, mas mais grosseira que no mieloblasto
Citoplasma: Basoéfilo

Granulos: superiores a 20, vermelhos ou parpura
Ratio N:C: 3:1
Intervalo de referéncia:

Medula éssea: 2% a 5%

Sangue periférico: 0%
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Mielécito neutrofilico

Tamanho: 122 18 pm
Nucleo: redondo a oval; ligeiramente excéntrico; face achatada
Nucléolos: normalmente invisiveis.
Cromatina: grosseira e mais condensada que no promieldcito
Citoplasma: ligeiramente basoéfilo
Granulos:
Primarios: alguns a moderados.
Secundarios: nimero variavel, predominantes com a maturagio
Ratio N:C: 2:1
Intervalo de referéncia:
Medula é6ssea: 5% a 19%

Sangue periférico: 0%

Metamiel6cito neutrofilico

Tamanho: 10a I5 pm
Nucleo: indentado; forma de rim
Nucléolos: invisiveis.
Cromatina: moderadamente agregada
Citoplasma: rosa-palido a incolor
Granulos:
Primarios: poucos
Secundarios: muitos
Ratio N:C: 1,5:1
Intervalo de referéncia:
Medula 6ssea: 13% a 22%

Sangue periférico: 0%

Neutrofilo em banda

Tamanho: 10a 15 pm
Nucleo: indentado com grande constrigcdo
Nucléolos: invisiveis.
Cromatina: grosseira, agregada
Citoplasma: rosa-palido a incolor
Granulos:
Primarios: poucos
Secundarios: abundantes
Ratio N:C: citoplasma predominante
Intervalo de referéncia:
Medula 6ssea: 17% a 33%
Sangue periférico: 0% a 5%

Neutrofilo segmentado (polimorfonuclear)

Tamanho: 10 a 15 pm
Nicleo: 2 a 5 Iébulos interligados por filamento fino, cromatina invisivel
Nucléolos: invisiveis.
Cromatina: grosseira, agregada
Citoplasma: rosa-palido a incolor
Granulos:
Primarios: raros
Secundarios: abundantes

Ratio N:C: citoplasma predominante

Intervalo de referéncia:
Medula 6ssea: 3% a 11%

Sangue periférico: 50% a 70%
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Anexo D

Leucocitos da linhagem mieloide (neutrdfilos nao representados) em estado
maturativo terminal e respetivas fungoes. Figuras A e B por microscopia otica e eletronica
e‘[43,45]

respetivament

Eosindfilo

Tamanho: 12a 17 um £ Q k 4

Nticleo: 2 a 3 Iébulos interligados por filamento fino, cromatina invisivel 3o

Nucléolos: invisiveis. - ?
Cromatina: grosseira, agregada ' J ‘

Citoplasma: pode apresentar contornos irregulares W 2
Granulos: A

Primarios: raros
Secundarios: abundantes e retracteis
Ratio N:C: citoplasma predominante
Intervalo de referéncia:
Medula éssea: 0% a 3%
Sangue periférico: 0% a 5%

Os eosindfilos tém multiplas fungoes. Os granulos dos eosinofilos contém um grande
numero de proteinas previamente sintetizadas, incluindo citocinas, quimiocinas, fatores de
crescimento, e proteinas cationicas. Desempenham um importante papel na regulagao
imunitaria, podem transmigrar para o timo dos recém-nascidos e pensa-se estar envolvidos
na remogao dos timocitos duplos positivos (CD4+, CD8+). Os eosindfilos sao capazes de
atuar como células apresentadoras de antigénios, promovendo a proliferagao de linfécitos T
efectores. Estao também implicados na iniciagao das repostas imunitarias tipo | ou tipo 2 pela
sua capacidade de rapidamente secretar citocinas preformadas de forma estimulo-especifica.
Os eosindfilos regulam a fungao dos mastocitos pela libertagao da proteina basica principal
(MBP, major basic protein), que provoca a desgranulagio dos mastécitos e a produgao de
citocinas, produzem também fator de crescimento nervoso que promove a sobrevivéncia e
ativacao dos mastocitos.

A produgao eosinofilica encontra-se aumentada em infegdes parasitirias por
helmintas, existindo estudos in vitro que demonstram que os eosindfilos sao capazes de
destruir helmintas parasitas dos tecidos através da secre¢ao de MBP e proteinas catidnicas
bem como pela produgao de ROS. Pensa-se que os eosindfilos possam desempenhar um
papel na prevengao da reinfegao.

A eosinofilia é a caracteristica mais relevante nas desordens alérgicas, de onde se
destaca a asma. O numero de eosindfilos em circulagao e na expetoragao correlacionam-se
com a severidade da doencga. Os eosindfilos sao uma das causas conducentes a inflamagao

das vias aéreas e da destruicao das células das mucosas através da secregao ou produgao de

uma combinagao de proteinas basicas, mediadores lipidicos, ROS e citocinas tais como a IL-
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5. O tratamento com anticorpo monoclonal anti-IL-5 diminui a exacerbagio em
determinados pacientes asmaticos. A acumulagao dos eosindfilos no trato gastrointestinal
ocorre em patologias alérgicas, tais como alergia alimentar, colite alérgica, e em situagoes

inflamatorias como no caso da doenga de Crohn e a colite ulcerosa.

Basdfilo

Tamanho: 10 a 14 um
Nucleo: 2 I6bulos interligados por filamento fino, cromatina invisivel

Nucléolos: invisiveis.

Cromatina: grosseira, agregada

Citoplasma: lavanda a incolor

Granulos: A
Primarios: raros
Secundarios: grandes, nimero variavel (purpura escuro)
Ratio N:C: citoplasma predominante
Intervalo de referéncia:
Medula é6ssea: <1%

Sangue periférico: 0% a 1%

O conhecimento atual sobre as fungoes desempenhadas pelos basdfilos € limitado,
pelo facto de circularem em numero reduzido e pela auséncia de modelos animais
deficientes em basdfilos. No passado, os basofilos eram reconhecidos como “parentes
afastados” dos mastocitos e intervenientes menores na inflamagao alérgica, devido ao facto
de apresentarem a superficie da membrana citoplasmatica receptores Ig E, que quando
ligados cruzadamente por antigénios resulta na libertacao dos seus granulos. Atualmente
sabe-se que os basodfilos sao capazes de libertar citocinas em grande quantidade como a IL-4
e a IL-13, que regulam as respostas imunitarias pelos linfocitos T,,2. Os basofilos também
induzem os linfocitos B a sintetizar IgE. Se os mastocitos sao as células efectoras na
inflamagao alérgica cronica mediada por IgE, os basofilos funcionam como iniciadores da
inflamagao alérgica pela libertagao de citocinas preformadas. A ativagao dos basofilos nao se
encontra restringida a ligagdo cruzada de antigénios especificos a IgE de superficie, e pode
ser despoletada por antigénios parasitarios, lectinas, e superantigénios virais ligados a
anticorpos IgE inespecificos.

O conteudo dos granulos dos basofilos é relativamente desconhecido, e inclui
histamina, fator de ativagao de plaquetas, leucotrienos C, entre outros. Os baséfilos podem
ser induzidos a produzir mediadores de inflamagao alérgica conhecidos como granzima B. Os
mastocitos podem induzir os basofilos a produzir e libertar acido retinoico, um regulador
das células imunitarias e residentes nas doencas alérgicas. Os basofilos desempenham ainda
um papel na angiogénese pela expressao do fator de crescimento endotelial vascular (VEGF,

vascular endotelial growth factor) e dos seus recetores.
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Juntamente com os eosindfilos, os basofilos estao envolvidos no controlo de infe¢oes
por helmintas. Promovem a eosinofilia, estao associados ao processo de diferenciagao dos
macroéfagos ativados alternativamente no pulmao. Existem estudos que apontam para o seu

envolvimento na mediagao de imunidade adquirida contra carragas.

Mondcito

Tamanho: 12 a 20 pm

Nucleo: variavel; redondo, forma de ferradura ou rim
Nucléolos: invisiveis.
Cromatina: laxa

Citoplasma: azul-cinza; pode apresentar pseudépodes

Granulos: abundantes granulos finos A B
Vacuolos: ausentes ou abundantes
Ratio N:C: variavel
Intervalo de referéncia:
Medula é6ssea: 2%
Sangue periférico: 3% a 11%

Os monocitos permanecem na circulagao durante aproximadamente 3 dias, e
apresentam diferentes padroes de recetores de quimiocinas tendo por isso diferentes
fungoes e tecidos alvos. Uma vez nos tecidos, os mondcitos diferenciam-se em macroéfagos,
osteoclastos, ou células dendriticas, dependendo do microambiente no tecido local. Os
macroéfagos dos tecidos apresentam periodos de vida diferentes dependendo se estio a
responder a inflamagao ou infegao, ou se por outro lado sao macroéfagos “residentes” como
as células de Kupffer (figado) ou os macroéfagos alveolares.

Os monocitos/macrofagos desempenham enumeras fungoes. Estas podem ser
subdivididas em fungoes relacionadas com a imunidade inata, imunidade adaptativa, e fungoes
housekeeping.

e Imunidade Inata: Os mondcitos/macrofagos reconhecem uma vasta gama de
patogenos bacterianos através de receptores de reconhecimento de padrao
(receptores toll-like) que estimulam a produgao de citocinas inflamatérias e a
fagocitose. Os macrofagos podem sintetizar 6xido nitrico, que é citotdxico contra
virus, bactérias, fungos, protozoarios, helmintas e células tumorais. Tanto os
monocitos como os macrofagos tém recetores Fc e recetores do complemento.
Desta forma, sao capazes de fagocitar organismos ou materiais estranhos que foram
revestidos por anticorpos ou componentes do complemento.

¢ Imunidade adaptativa: Tanto os macrofagos como as células dendriticas degradam
antigénios e podem apresentar fragmentos antigénicos na sua superficie (células

apresentadoras de antigénios), embora as células dendriticas sejam mais eficientes e
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potentes nesta fungao. Interagem e ativam tanto os linfocitos T como linfécitos B de
forma a iniciar a resposta imunitaria adaptativa.

Funcoes Housekeeping: Nesta categoria inclui-se a remocao de detritos e células
mortas nos locais de infecio ou dano nos tecidos, destruicio de eritrocitos
senescentes e manuten¢ao da pool de ferro para a eritropoiese, e sintese de uma
vasta gama de proteinas, incluindo fatores de coagulagdo, componentes do

complemento, interleucinas, fatores de crescimento, e enzimas.

Anexo E

Prolinfocito

Tamanho: 9a 18 um &

Nucleo: redondo ou indentado

Nucléolos: 0 a I, usualmente Unico e proeminente

Cromatina: ligeiramente agregada

Citoplasma: azul-claro

Granulos: ausentes

Ratio N:C: 3 a 4:1

Intervalo de referéncia:

Medula 6ssea: ndo definido

Sangue periférico: ausentes

Linfocitos

Tamanho: 7a 18 um

Nucleo: redondo a oval

Nucléolos: ocasionais
Cromatina: condensada; ligeiramente agregada
Citoplasma: azul claro; pode apresentar vacuolos.

Granulos: ausentes em linfocitos pequenos;

Ratio N:C: 5:1 a 2:1
Intervalo de referéncia:
Medula 6ssea: 5% a 15%

Sangue periférico: 20% a 40%

pode apresentar granulos azuréfilos nos linfocitos grandes

Plasmdcitos

Tamanho: 8 a 20 pm

Nucleo: redondo a oval; excéntrico

Nucléolos: ausentes
Cromatina: condensada
Citoplasma: baséfilo; halo perinuclear frequente
Granulos: ausentes
Vacuolos: ausentes/varios
Ratio N:C: 2:1 a I:1
Intervalo de referéncia:

Medula 6ssea: 0% a 1%

Sangue periférico: 0%

80



A sequéncia ilustrada em cima refere-se a linfopoiese de células B com plasmocitos
como célula terminal mais diferenciada. O plasmocito € um tipo celular especializado na
produgao de imunoglobinas, quando em exposicao prévia a determinado antigénio estranho
ao organismo. A sequéncia maturativa da linhagem T é em tudo idéntica a maturagao da

linhagem B, sendo o plasmécito exclusivo dos linfocitos B.[**]

Anexo F

Fatores de coagulagio.P"!
Factor Nome Funciao Peso molecular Concentraciao
(Daltons) plasmatica média
| Fibrinogénio Substrato da trombina, 340,000 200-400 mg/dL
polimerizar para formar
fibrina
Il Protrombina Protease serina 71,600 10 mg/dL
1 Factor tecidular Cofactor 44,000 Ausente
v Calcio idnico Mineral 40 8-10 mg/dL
\% Factor labil Cofactor 330,000 I mg/dL
Vil Factor estavel Protease serina 50,000 0,05 mg/dL
Vil Factor antihemofilico Cofactor 260,000 0,01 mg/dL
VWEF Factor de von Willebrand Transportador do factor 600,000-20,000,000 I mg/dL
VIII; promove adesdo
plaquetar
IX Factor Christmas Protease serina 57,000 0,3 mg/dL
X Factor Stuart-Power Protease serina 58,800 I mg/dL
Xl Antecedente da Protease serina 143,000 0,5 mg/dL
tromboplastina plasmatica
Xl Factor Hageman Protease serina 84,000 3 mg/dL
Precalicreina Factor Fletcher, pre-K Protease serina 85,000 35-50 pg/mL
Cininogénio de alto peso  Factor Fitzgerald, HMWK Cofactor 120,000 5 mg/dL
molecular
Xl Factor estabilizador de fibrina ~ Transglutaminase, 320,000 2 mg/dL

transamidase

Factor de plaquetas 3

Fosfolipidos, fosfatidilserina

Molécula de montagem
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Anexo G
Para a realizacao de esfregagco de sangue periférico o LACCSMC utiliza a coloragao
May-Grunwald-Giemsa.*” Estio estabelecidos determinados critérios para a sua

prossecucao, devendo o hemograma obedecer a um dos critérios infracitados:

- Inversao de férmula =2 a 10%;

- Monécitos > 15%;

- Basofilos > 3%;

- RDW > |5;

- RDW >14 se determinadas constantes eritrocitarias estao alteradas;
- Trombocitopenias (Plaquetas < 150x103/uL).

- Trombocitoses

- Leucécitos > 8 x 10° /L

- Ou outras situagoes identificadas no leucograma, como leucocitoses elevadas (neutrofilias

> 85%)
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Anexo H

Principios instrumentais de analise.

CELL-DYN Ruby®

O laboratério de Analises Clinicas do Centro de Saude Militar de Coimbra dispoe na
sec¢io de hematologia de um citometro fornecido pela Abbot Laboratories®. O CELL-DYN
Ruby® é um sistema automatizado para a prossecugio do hemograma. Apresenta 3 canais de
medicao independentes para a determinagao e diferenciagao do hemograma: um canal ético
para a contagem e diferencial leucocitario (WBC), um canal de impedancia para eritrocitos
(RBC) e plaquetas, e um canal de hemoglobina, para a determinagao da hemoglobina. Os
parametros WBC, RBC, hemoglobina e plaquetas consideram-se de determinagao direta.
Existe uma abertura de 60-70 pm no transdutor RBC/plaquetas para a contagem e
caracterizacdo volumétrica dos eritrocitos e plaquetas, pelo método de impedancia
eletronica. Existe uma placa de von Behrens na cimara de contagem de RBC/plaquetas de
forma a minimizar o efeito da recirculagio das células. Os pulsos siao registados e
diferenciados por 256 canais dependendo da sua amplitude: particulas com um volume entre
| a 35 fL sao agrupadas como plaquetas, e particulas com um volume superior a 35 fL sao
contadas como eritrocitos. O MCV é o volume médio de RBC derivado dos dados da sua
distribuicao volumétrica. A hemoglobina é medida diretamente recorrendo ao método
hemoglobinacianida modificado que mede a sua absorvancia a 540 nm. O hematécrito, MCH,
e MCHC sao calculados de parametros medidos diretamente ou derivados. O RDW é um
valor relativo, derivado do histograma de RBC pela utilizagado dos percentis 20 e 80. A
analise de plaquetas tem por base a contagem otica de duas dimensoes recorrendo a
tecnologia de fluorescéncia, a mesma tecnologia aplicada na contagem de eritrécitos
nucleados, através da adicao de um fluoréforo vermelho. Na contagem de reticuldcitos o
sistema implementa o método azul de metileno novo, um corante supravital.!*!

A contagem de leucécitos (WBC) e o seu diferencial, deriva do canal otico utilizando
a tecnologia patenteada MAPSS (multiangle polarized scatter separation) com tecnologia de
fluorescéncia de 3 cores, integrada na gama CELL-DYN. Um feixe de luz, laser de argon, é
incidido sobre a amostra que flui numa corrente hidrodinamica. A luz dispersa é medida em
multiplos angulos: a medigao de forward light scatter (O graus) é utilizada na determinagao do
volume celular, a medigao da luz dispersa com um angulo de 90° (orthogonal light scatter) é
utilizada na determinagao da lobularidade celular, a luz dispersa com um angulo de 7° é
utilizada na avaliagao da complexidade celular, e a medigao de luz despolarizada com um

angulo de 90° é utilizada na avaliagao de granularidade celular. A dispersao da luz ortogonal é
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dividida em duas componentes, sendo uma porcao direcionada para um tubo
fotomultiplicador de 90° e a outra porcao direcionada através de um polarizador para um
tubo fotomultiplicador despolarizado. Varias combinagoes destas 4 medi¢goes sao aplicadas
de forma a quantificar e diferenciar as 5 principais subpopulagoes de leucocitos: neutrdfilos,
linfocitos, mondcitos, eosinodfilos e basofilos. A figura 23 ilustra a tecnologia MAPPS da gama
CELL-DYN. Os sinais da luz dispersa sao convertidos em sinais elétricos, agrupados nos 256
canais tendo por base a amplitude de cada angulo de luz medido, sendo apresentados em

histogramas.**!

Various angles
Focused _ of scattered light
laser beam 4 .

2\

90° Scatter

0° Scatter

Polymorphonuclear cells Eosinophils

Immature
Gro

Basophils

i

Fig. 23. A, Tecnologia MAPPS (multiangle olarized scatter separation). As células sio medidas e caracterizadas em
histogramas de dispersdao provenientes da dispersio da luz em 4 angulos. B, Dispersio de células mononucleares e
polimorfonucleares, a dispersio de 10° (complexidade) é distribuida no eixo dos xx e a dispersio da luz em 90°
(lobularidade) é distribuida no eixo dos yy. O sistema utiliza algoritmos para posterior separagio das 2 populages
apresentando os mononucleares no canto inferior esquerdo, e os polimorfonucleares no canto superior direito. C,
Separagido e apresentagio em histogramas de polimorfonucleares em neutrdfilos e eosindfilos. A dispersio de 90°
(lobularidade) é apresentada no eixo dos xx e a dispersao da luz polarizada em 90° (90D) nos eixos dos yy. D, Dispersio

de todas as populagées de WBC pela tecnologia MAPPS, a dispersdo de 10° (complexidade) é apresentada no eixo dos xx,

e a dispersao de 0° (tamanho e volume) no eixo dos yy. Atualmente ¢é utilizado um angulo de 7° para a complexidade.[¢5]
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Abbott CELL-DYN
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Fig. 24. CELL-DYN Ruby® com respetivo histograma.(és]

Adams AIC-HA-8160°

Na determinagao das varias hemoglobinas, particularmente HbA _ recorre-se
habitualmente a tecnologia cromatografica. O LACCSMC esta equipado com um
equipamento automatico para a determinacao de hemoglobina glicada, o Adams AlC-HA-
8160, fornecido pela Arkray®. Este equipamento tem a capacidade de separar a HbA, . bem
como outras hemoglobinas, particularmente a HbF, recorrendo a cromatografia liquida de
alta precisao (HPLC).

A cromatografia € um método de separagao baseado nas diferentes interagdes dos
compostos em analise com a fase movel e com a fase estaciondria, no decorrer do seu
percurso através do meio de suporte. Os compostos que interajam com maior afinidade
com a fase estacionaria sao retidos durante mais tempo do que aqueles que favorecem a fase
mével. As técnicas cromatograficas podem ser classificadas tendo por base a sua fase mével:
Cromatografia gasosa ou cromatografia liquida.**¢!

O sistema de HPLC tipico consiste de uma fase moével, um injetor de amostra
(manual ou automatico), uma bomba mecanica, uma coluna, detetor, e um registador de

dados. A fase liquida mével é bombeada a partir de um reservatorio de solvente (eluente)

através da coluna. A bomba mecanica deve fornecer um fluxo preciso, funcionando a
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pressoes elevadas (tipicamente a 6000 PSI; 41,364 MPa). Existem 2 tipos basicos de
detetores, um baseado na medic¢ao diferencial de uma propriedade fisica comum a amostra e
a fase movel (indice de refracio, condutividade); o outro baseia-se na medicio de uma
propriedade fisica que ¢é tipica da amostra, com ou sem a fase movel (absorvancia, detetores

de fluorescéncia).

e ME
r..“:'*© Injector 7 | ° 1| Solvent
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Waste Column @ ¢ | 4

T

i 7 - - X ¥
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LJ ‘ ‘ ’ v

\ Ln B N O‘ Waste

X-Y recorder il i

. | | ‘ Drain
l | v valve
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Filter

Flow through cuvette

Diode detector

Fig. 25. Componentes integrantes de um sistema de HPLC.[®!

Como referido a HbA, e outras fragoes de hemoglobina podem ser separadas por
HPLC, baseada em tecnologia de cromatografia por troca ionica. O ensaio requer apenas |4
pL de amostra de sangue total. O sangue colhido em tubos com anticoagulante (EDTA K3) é
diluido com reagente de hemolise na presenca de borato. Alguns equipamentos requerem
que as amostras sejam incubadas durante 30 minutos a 37 °C no sentido de remover a base
de Schiff, contudo outros equipamentos separam cromatograficamente a A,_ labil, eliminando
desta forma o passo de remogao da base de Schiff. A detecao é realizada a 420 e 500 nm, e
os resultados sao quantificados pela integracao da area sob os picos, com um tempo de

andlise rapido, na ordem dos 2 min."!

1 43 mmol/mo ‘

Fig. 26. (A) Adams AIC-HA-8160, e
resultado (B) vulgarmente obtido na
determinagido de HbA|, com valores
expressos tanto em percentagem como em

mmol/mol (Hb F com resultado expresso).

dJ- A L1 \Uﬁl\
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Architect ci8200°

Na seccao de bioquimica o Laboratério de Andlises Clinicas do Centro de Saude
Militar de Coimbra dispée de um autoanalisador fornecido pela Abbott Diagnostics®, o
Architect ¢i8200°. Este equipamento é composto por dois médulos, o da bioquimica 8000 e
o da imunologia i200SR. No primeiro sao processadas amostras com varias origens: soro,
plasma, urina e liquido cefaloraquideo, e tem por base métodos analiticos potenciométricos,
turbidimétricos e fotométricos. O moédulo i200SR tem a capacidade de processar amostras
com varias proveniéncias: soro, plasma, sangue total e urina, recorrendo aos métodos

imunoquimicos para a avaliagao e determinagao dos parametros a processar.

Fig. 27. Architect ¢i8200°
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Anexo |

Tipo de tubo

Aditivo

Produto

Prova

Tubos de separagao sérico.

Polimero de separagao

em gel /particulas de Silica

Soro (centrifugagao

necessaria)

Bioquimica

Endocrinologia

como ativador. Toxicologia
Imunologia
Tubos de sangue total/plasma EDTA K3 (aditivo Sangue Total Hematologia
liquido); HbA |

|Aposs sexr |
iﬁE [ruer ﬁ il

1,5 +/- 0,25 mg/mL

sangue

Tubos de sangue total/plasma

cone o8
e~ i =y
i e e

Citrato de Sédio;
3,2%; 9 vol sangue/l vol

anticoagulante.

Sangue Total

(centrifugagao necessaria)

Provas de coagulagao

Tubos de sangue total/plasma

] —— l
=

Citrato de Sodio;
3,2%; 4 vol sangue/| vol

anticoagulante.

Sangue Total

Velocidade de

Sedimentagao
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Anexo )
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Fig. 28. (A) Cariotipo de um paciente com CML onde é evidente a translocagao
t(9;22)(q34:ql |), também designado de cromossoma de Philadelphia (Ph) indicado pela seta.
(B) A translocagao t(9;22)(q34:ql1) leva a uma justaposicio de material genético dos
cromossomas 9 e 22, com a formagao de dois genes de fusaio BCR-ABLI e ABLI-BCR,
sendo o primeiro crucial para a patogénese da CML e da ALL Ph+. (C) Hibridizagao in-situ de
fluorescéncia (FISH; fluorescence in-situ hybridization). A hibridizagao de uma sequéncia de
um oligonucleétido complementar ao gene BCR marcado com um fluoréforo (verde neste
caso) leva a sua localizagdo nos cromossomas em metafase. O mesmo pode ser efetuado
para o gene ABLI (vermelho). Uma célula normal tem dois sinais vermelhos e verdes. A
translocagao t(9;22) ira justapor os fluoroforos verde e vermelho, um de BCR-ABLI e outro
de ABLI-BCR (os dois sinais mais a esquerda na figura C). Os sinais verde e vermelho
remanescentes tém origem em cromossomas hormais, uma vez que nao sofrem rearranjo.*’!
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Anexo K

Intervalos de referéncia do hemograma (adultos)

Ensaio Unidades Intervalo de referéncia
RBC, & X 108/uL (x 102 /L) 4,20-6,00

RBC, Q@ X 10¢/pL (x 10'2/L) 3,80-5,20

HGB, 3 g/dL (g/L) 13,5-18,0 (135-180)
HGB, @ g/dL (g/L) 12,0-15,0 (120-150)
HCT, 3 % (L/L) 40-54 (0,40-0,54)
HCT, @ % (L/L) 35-49 (0,35-0,49)
MCV fL 80-100

MCH pg 26-34

MCHC g/dL 32-36

RDW % 11,5-14,5

RETIC X 103/uL (x 10%/L) 20-115

RETIC % 0,5-2,5

WBC X 103/uL (x 10%/L) 3,6-10,6

NEUT % 50-70

NEUT (Absolutos) X 103/uL (x 109/L) 1,7-7,5

LYMPH % 18-42

LYMPH X 103/uL (x 10%/L) 1,0-3,2

MONO % 2-11

MONO X 103/uL (x 109/L) 0,1-1,3

EO % 1-3

EO X 103/uL (x 109/L) 0-0,3

BASO % 0-2

BASO X 103/uL (x 10%/L) 0-0,2

PLT X 103/pL (x 109/L) 150-450

MPV fL 7,0-12,0

Intervalos de referéncia para outros testes vulgarmente requisitados (adultos)

Ensaio Unidades Intervalo de referéncia

VS, & mm | hora 0-15 (0-50 anos); 0-20 (>50 anos)
VS, Q@ mm | hora 0-20 (0-50 anos); 0-30 (>50 anos)
Ferro sérico ud/dL 50-160

TIBC pd/dL 250-400

Saturacao da transferrina % 20-55

Ferritina sérica, 3 ng/mL 40-400

Ferritina sérica, @ ng/mL 12-160

Vitamina B2 sérica pg/mL 200-900

Folato sérico ng/mL > 40

Haptoglobina mg/dL 30-200
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Intervalos de referéncia para as fragées da hemoglobina

Fragao I.R. no adulto (%) I.R. em recém-nascidos (%)
Hb A >95 10-40

Hb F 0-2,0 60-90

Hb Az 0-3,5

Valores e intervalos de referéncia em bioquimica

EDTA Acido etilenodiaminotetraacético
Hep Heparina
H Homem
IFCC International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine
M Mulher
P Plasma
S Soro
ST Sangue Total
(9] Urina
U 24h Urina de 24 horas
Intervalo de referéncia
Analito Espécimen Faixa etaria Unidades Unidades do SI
convencionais
Alanina S U/L ukat/L
aminotranferase Adulto H <45 <0,77
(ALT, SGPT) Adulto M <34 <0,58
IFCC, 37 °C
Albumina g/dL g/L
S 4 dias-14 anos 3,8-5,4 38-54
14-18 anos 3,2-4,5 32-45
Adulto (20-60 anos) 3,5-5,2 35-52
60-90 anos 3,2-4,6 32-46
>90 anos 2,9-4,5 29-45
mg/d mg/d
U,24h 3,9-244 3,9-244
Amilase S U/L ukat/L
IFCC, 37 °C Adulto 28-100 0,48-1,70
Aspartato S U/L pkat/L
aminotransferase Adulto H <35 <0,60
(AST, SGOT) Adulto M <3l <0,53
IFCC, 37 °C
Azoto ureico S mg/dL mmol/L
Criangas 5-18 1,8-6,4
Adulto 6-20 2,1-7,1
Adulto >60 anos 8-23 2,9-8,2
U, 24h g/d mol/d
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10-20 0,43-0,71
Bilirrubina total mg/dL pmol/l
S Adulto 0-2,0 0-34
Negativo Negativo
Bilirrubina conjugada mg/dL pmol/l
(directa) S 0,0-0,2 0,0-3,4
Calcio, ionizado S, P (Hep) mg/dL mmol/I
(livre) Adultos 4,6-5,3 1,15-1,33
Cilcio, total S, P (Hep) mg/dL mmol/I
Adultos 8,6-10,2 2,15-2,55
Cloreto (Cl) S,P mEq/L mmol/L
Adulto 98-107 98-107
>90 anos 98-111 98-111
Cloreto (Cl); conti U, 24h
Adulto 110-250 110-250
>60 anos 95-195 95-195
Creatina cinase (CK) S uU/L pkat/L
IFCC, 37 °C Adulto H 46-171 0,78-290
Adulto M 34-145 0,58-2,47
CK2 (MB) S <5,0 pg/L <5,0 pg/L
Fosfato S, P (Hep) mg/dL mmol/L
Criangas 4,0-7,0 1,29-2,26
Adultos 2,5-4,5 0,81-1,45
U, 24h g/d mmol/d
Adultos 0,4-1,3 12,9-42,0
Fosfatase alcalina S U/L pkat/L
4-15 anos H 54-369 0,91-6,23
M 54-369 0,91-6,23
20-50 anos H 53-128 0,90-2,18
M 42-98 0,71-167
>60 anos H 56-119 0,95-2,02
M 53-141 0,90-2,40
Glucose S, jejum mg/dL mmol/L
Crianga 60-100 3,3-5,6
Adulto 74-100 4,1-5,6
>60 anos 82-115 4,6-6,4
>90 anos 75-121 4,2-6,7
ST (Hep) Adulto 65-95 3,5-5,3
U I-15 0,1-0,8
U, 24h <0,5 g/d <2,8 mmol/d
y-gama-glutamil- S U/L pkat/L
transferase (GGT) Adulto H <55 <0,94
IFCC, 37 °C Adulto M <38 <0,65
Hemoglobina glicada ST (EDTA, Hep) % Hb total Fraccdo Hb
(HbA\() “cut off” <6,5 <6,5
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4-5,6 4-5,6
HDL-C S mg/dL mmol/L
percentil 5-95 percentil 5-95
5-9 anos H 38-75 0,99-1,94
M 36-73 0,93-1,89
10-19 anos H 30-74 0.78-1,92
M 35-74 0,91-192
20-59 anos H 30-71 0,78-1,84
M 3391 0,86-2,36
60-69 anos H 30-75 0,78-1,95
M 38-96 0,99-2,49
>69 anos H 31-75 0,80-195
M 33-92 0,86-2,39
Lactato desidrogenase U/L pkat/L
IFCC, 37 °C S 24 meses-12 anos 180-360 3,1-6,1
12-60 anos 125-220 2,1-3,7
Lipase, 37 °C S U/L pkat/L
Adulto <38 <0,65
LDL-C S mg/dL mmol/L
percentil 5-95 percentil 5-95
LDL-C 5-9 anos H 63-129 1,63-3,34
M 68-140 1,76-3,63
10-19anos H 64-130 1,66-3,37
M 68-137 1,76-3,55
20-59anos H 66-203 1,53-5,26
57-210 1,48-5,44
60-69 anos H 83-210 2,15-5,44
M 100-221 2,59-5,73
>69 anos H 88-186 2,28-4,82
96-206 2,49-5,34
Risco de doenga mg/dL mmol/L
coronaria.
Otimo <100 <2,59
Ligeira elevagao 100-129 2,59-3,34
Elevado “borderline” 130-159 3,37-4,12
Elevado 160-189 4,15-4,90
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Muito elevado >89 >490

Magnésio, livre S mmol/L mmol/L
0,45-0,60 0,45-0,60
5’-Nucleotidase, S, P (Hep) U/L pkat/L
37°C Adultos 3-9 0,051-0,153
Potassio (K) S mEgq/L mmol/L
Criangas 3,4-4,7 3,4-4,7
Adultos 3,5-5,1 3,5-5,1
P (Hep)
H 3,5-4,5 3,5-4,5
M 3,4-4,4 3,4-4,4
U, 24h mEgq/d mmol/d
6-10anos H 17-54 17-54
M 8-37 8-37
10-14 anos H 22-57 22-57
M 18-58 18-58
Adulto 25-125 25-125
Proteinas totais S g/dL g/L
>2 anos 6,0-8,0 60-80
Adulto 6,4-8,3 64-83
U, 24h mg/dL mg/L
Adulto 1-14 10-140
Excregao mg/d g/d
Adulto <100 0,1
Gravidez <150 0,15
Proteina  C-reactiva S mg/dL mg/L
(CRP) Adultos (20-60 anos)  <0,5 <5
Proteina  C-reactiva S mg/L mg/L
de alta sensibilidade Europeus H 0,3-8,6 0,3-8,6
(hsCRP) M 0,3-8,8 0,3-8,8
Sodio (Na) P mEg/L mmol/L
Criangas 138-145 138-145
Adultos 136-145 136-145
>90 anos 132-146 132-146
U, 24h mEgq/d mmol/L
6-10 anos
H 41-115 41-115
M 20-69 20-69
10-14 anos
H 63-177 63-177
M 48-168 48-168
Adulto
H 40-220 40-220
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27-287

27-287

Triacilglicerois

Pontos de ‘“cutoff’

recomendados.

5-9 anos H
M
10-19 anos H
20-59 anos H
M
60-69 anos H
M
>69 anos H
Normal
Elevado

Hipertrigliceridémico

Muito elevado

mg/dL
percentil 5-95

28-85
32-126

33-143
39-126

44-261
37-279

56-256
57-260

63-239
60-289

mg/dL

<150
150-199
200-499
>499

mmol/L

percentil 5-95

0,32-0,96
0,36-1,43

0,38-1,62
0,44-1,43

0,50-2,95
0,42-3,16

0,64-2,90
0,65-2,94

0,71-2,25
0,68-3,27

mmol/L

<1,70
1,70-2,25
2,26-5,64
>5,64
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