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DIAGNÓSTICO	  CLINICO-‐LABORATORIAL	  

Condições	  das	  Colheitas	  	  



Condições	  das	  Colheitas	  
•  Jejum	  /	  pós-‐prandial	  

–  Valor	  diagnósIco:	  Ser	  <	  (JJ),	  Ala	  >	  (pp)	  
–  Tabelas	  de	  referência	  (JJ)	  

•  Sem	  /	  com	  garrote;	  amostra	  hemolisada	  
–  Falsos	  +	  amónia	  e	  lactato	  

•  Processamento	  imediato	  
–  ≤	  2h,	  devendo	  ser	  conservado	  no	  frio	  até	  ser	  processado	  
–  Falsos	  +	  amónia	  e	  lactato	  

•  Em	  gelo/congeladas/temp.	  ambiente	  
–  ParIcularidades	  de	  cada	  teste	  	  



•  Exames	  de	  urina	  à	  cabeceira	  do	  doente	  (simples,	  importantes	  na	  
suspeita	  de	  diagnósIco,	  rápida	  deterioração	  da	  amostra)	  

–  Combur®	  (CC,	  G,	  P,	  Du,	  GV)	  

–  DNPH	  (α-‐cetoácidos)	  ex:	  leucinose	  

–  Sulfiteste	  (sulfitos	  e	  s-‐sulfocisteína)	  ex:	  déf.	  cofator	  molibdénio	  

–  Açúcares	  redutores	  (glicose,	  galactose,	  frutose)	  

Condições	  das	  Colheitas	  



	  
– Teste	  da	  porfiria	  (alteração	  cor	  urina	  com	  luz	  solar)	  

– Teste	  do	  nitroprussiato	  (AA	  com	  grupo	  sulfidril)	  

	  

•  Amostra	  :	  1ª	  micção	  (	  +	  concentrada,	  -‐20ºC,	  de	  eleição);	  outra	  	  

•  Urina	  24h	  (GAGs,	  Oligossacáridos,	  oxalato,	  ác.	  vanilmandélico)	  

Condições	  das	  Colheitas	  



DNPH	  e	  Corpos	  Cetónicos	  

Blau,	  Duran,	  Gibson,	  Dionisi-‐Vici.	  Physician’s	  Guide	  to	  the	  Diagnosis,	  Treatment,	  and	  Follow-‐Up	  of	  Inherited	  Metabolic	  Diseases.	  1st	  ediRon.	  Springer	  



Teste	  de	  Nitroprussiato	  

Blau,	  Duran,	  Gibson,	  Dionisi-‐Vici.	  Physician’s	  Guide	  to	  the	  Diagnosis,	  Treatment,	  and	  Follow-‐Up	  of	  Inherited	  Metabolic	  Diseases.	  1st	  ediRon.	  Springer	  



Substâncias	  Redutoras	  

Blau,	  Duran,	  Gibson,	  Dionisi-‐Vici.	  Physician’s	  Guide	  to	  the	  Diagnosis,	  Treatment,	  and	  Follow-‐Up	  of	  Inherited	  Metabolic	  Diseases.	  1st	  ediRon.	  Springer	  



Abordagem	  Inicial	  –	  InvesRgação	  de	  
Emergência	  	  	  



Clarke.	  A	  Clinical	  Guide	  to	  Inherited	  Metabolic	  Diseases.	  2nd	  ediRon.	  Cambridge	  

PERÍODO	  	  
NEONATAL	  

Rastreio	  NN	  



Testes	  Funcionais	  	  	  



•  InvesIgação	  dinâmica	  baseada	  na	  quanIficação	  de	  
metabolitos	  intermediários	  –	  úIl	  nos	  défices	  energéIcos	  /
intoxicações	  

•  O	  melhor	  teste	  funcional	  é	  o	  dado	  pelas	  circunstâncias	  
naturais	  durante	  o	  stress	  metabólico	  –	  “crise”	  

•  Perante	  uma	  suspeita	  devem	  ser	  colhidos	  fluidos	  biológicos	  
“em	  bloco” (sangue,	  urina	  e	  LCR)	  	  
	   	  à	  invesIgação	  imediata	  ou	  reserva	  

	  
•  Se	  risco	  eminente	  de	  morte	  à	  programação	  colheitas	  SOS	  

Testes	  Funcionais	  



•  Reservados	  para	  clarificar	  situações	  mal	  esclarecidas	  ou	  
provocar	  situações	  de	  stress	  para	  obter	  perfis	  metabólicos	  

•  Exigem	  protocolos	  bem	  definidos	  para	  melhor	  interpretação	  e	  
minimização	  de	  riscos	  

•  Em	  meio	  hospitalar	  dado	  o	  risco	  de	  descompensação	  
metabólica	  	  

•  Alguns	  em	  desuso	  à	  análises	  mais	  simples	  e	  diretas	  (ex:	  DNA)	  
reduzem	  seu	  valor	  diagnósIco	  

Testes	  Funcionais	  



•  Perfil	  metabólico	  das	  24h	  

•  Prova	  de	  jejum	  
	  
•  Prova	  da	  BH4	  (tetrahidrobiopterina)	  

Testes	  Funcionais	  



Indicações:	  	  
•  Episódio	  agudo	  ou	  recorrente	  prévio	  suspeito	  de	  défice	  

energéIco/	  intoxicação	  (hipoglicemia,	  hiperlactacidemia,	  hiper/
hipocetose,	  hiperamoniémia...)	  

Procedimento:	  	  
•  Colheitas	  seriadas	  de	  cateter	  periférico	  com	  SF	  iv,	  antes	  e	  1	  h	  

após	  refeições	  e	  de	  madrugada	  	  
•  Idealmente	  associada	  a	  monitorização	  conInua	  da	  glicose	  nas	  

hipoglicemias	  
•  Tipo	  de	  análises	  pode	  ser	  adaptado	  ex:	  ciclo	  de	  amoniémia	  	  

	  
Realizar	  antes	  de	  testes	  de	  provocação	  à	  	  

	   	   	   	   	  risco	  de	  descompensação	  metabólica	  

Perfil	  Metabólico	  das	  24h	  



Perfil	  Metabólico	  das	  24h	  

Saudubray,	  van	  den	  Berghe,	  Walter.	  Inborn	  Metabolic	  Diseases	  -‐	  Diagnosis	  and	  Treatment.	  5th	  ediRon.	  Springer	  



-  Hiperinsulinismo:	  	  

Insulina	  >3	  mU/L	  +	  glicose	  <	  2,8	  mmol/L	  +	  AGL	  <	  0,6	  mmol/L	  

–  Lactato	  (JJ):	  	  ê	  PDH,	  é	  GSD	  Rpo	  I,	  sempre	  é	  CRM	  

–  Corpos	  cetónicos:	  é	  paradoxal	  após	  refeição	  CRM	  

	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  é	  AGL/CC	  nos	  défices	  da	  b-‐OAG	  

	   	   	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  ê	  AGL/CC	  nos	  défices	  cetólise	  

–  Estado	  redox	  citoplasma	  (L/P)	  é	  CRM,	  N/êPDH	  

–  Estado	  redox	  mitocondrial	  (3-‐OHB/AcAc)	  é	  CRM,	  N	  PDH	  

Perfil	  Metabólico	  das	  24h	  



•  Indicações:	  	  
•  Esclarecimento	  de	  episódio(s)	  de	  hipoglicémia	  (doenças	  

da	  neoglicogénese,	  b-‐OAG,	  cetogénese,	  cetólise	  e	  
endocrinopaIas)	  

•  Preparação:	  	  
•  Alimentação	  adequada	  nos	  3	  dias	  prévios	  
•  Isenção	  de	  doença	  aguda	  na	  semana	  anterior	  	  
•  Conhecimento	  e	  normalidade	  de	  estudo	  redox,	  amónia,	  

gasimetria,	  ácidos	  orgânicos,	  aminoácidos	  e	  carniIna/	  
acilcarniInas	  

•  Cateter	  venoso	  com	  SF	  iv,	  colocado	  na	  hora	  0	  

Prova	  de	  Jejum	  



•  Procedimento:	  
–  O	  tempo	  de	  JJ	  depende	  da	  idade:	  	  

•  12	  h	  <	  6	  meses	  

•  20	  h	  dos	  6-‐12	  meses	  

•  24	  h	  >	  12	  meses	  

–  Ingestão	  livre	  de	  água	  simples	  

–  A	  urina	  é	  refrigerada	  e	  no	  final	  guardada	  a	  -‐70	  ºC	  
–  O	  teste	  pára	  após	  as	  colheitas	  se:	  

•  surgir	  hipoglicémia	  (G<2,6	  mmol/L)	  

•  acidose	  (HCO3-‐	  <	  15	  mmol/L)	  

•  sintomas	  neurológicos	  

Prova	  de	  Jejum	  



Prova	  de	  Jejum	  

Saudubray,	  van	  den	  Berghe,	  Walter.	  Inborn	  Metabolic	  Diseases	  -‐	  Diagnosis	  and	  Treatment.	  5th	  ediRon.	  Springer	  



•  Sangue	  
–  Hiperinsulinismo:	  G	  <2,8	  mmol/L,	  Insulina	  >3	  mU/L,	  AGL	  
<0,6	  mmol/L,	  CC	  ê	  

–  Défice	  da	  β-‐OAG:	  G<2,8	  mmol/L,	  AGL	  é,	  CC	  ê,	  	  

AGL/CC>2	  (N<1)	  

–  Défice	  da	  neoglicogénese:	  Lactato>3	  mmol/L,	  G	  ê	  

–  Defeitos	  da	  cetólise:	  CC	  é	  que	  éé	  

–  Défice	  de	  PDH:	  ê	  Lactato	  e	  Piruvato	  durante	  o	  teste	  

–  Défices	  da	  CRM	  e	  Ciclo	  de	  Krebbs:	  variável	  

Prova	  de	  Jejum	  



•  Sangue	  
–  Insuficiência	  adrenal:	  CorIsol	  <250	  nmol/L,	  G	  <2,8mmol/L	  

–  Défice	  hormona	  de	  crescimento:	  HC	  <	  10	  ng/ml	  

–  Défice	  de	  ACTH:	  ACTH	  <	  80	  pg/L	  

•  Urina	  
–  Acidúria	  dicarboxílica	  dos	  def.	  β-‐OAG	  (adípico,	  subérico)	  
–  Acidúria	  da	  CRM	  e	  Ciclo	  de	  Krebbs	  (lactato,	  málico,	  fumárico)	  

Prova	  de	  Jejum	  



Indicações:	  
•  RN	  [Phe]	  >N	  	  

	  rastreio	  défice	  BH4,	  cofactor	  de	  Phe	  hidroxilase	  (1-‐2%	  dos	  casos)	  

Procedimento:	  
•  [Phe]	  >120	  <400	  mmol/L	  
•  BH4	  (20	  mg/Kg)	  seguido	  de	  refeição	  de	  leite	  
•  T0,	  T4,	  T8	  (Phe	  plasma,	  DHPR	  papel,	  pterinas	  urina)	  
•  Iniciar	  dieta	  de	  restrição	  em	  Phe	  	  

Interpretação:	  
•  Défice	  de	  BH4	  (metab.	  pterinas):	  ê	  Phe	  
•  PKU	  clássica:	  não	  ê	  Phe	  

Prova	  da	  BH4	  (tetrahidrobiopterina)	  



Outros	  Tipos	  de	  Exames	  
Complementares	  	  	  



•  	  “Química	  geral”	  

•  	  Substrato(s)	  acumulado(s)	  	  

•  	  Produto	  deficitário	  	  
•  	  Produto(s)	  aN/	  tóxicos	  
•  	  Doseamento	  enzimáIco	  

•  	  Défice	  funcional	  1º	  de	  um	  orgão	  ou	  tecido	  

•  	  Alt.	  2ª	  da	  função/	  estrutura	  orgãos/	  tecidos	  

•  	  Alt.	  genéIca	  subjacente	  	  

Tipos	  de	  Exames	  Complementares	  



Sangue	  

Glicémia,	  AST,	  ALT,	  CK ...	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
Gasimetria	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
Na	  K	  Cl	  	  (hiato	  aniónico)	  	  

Ácido	  úrico	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  

F.	  renal	  (glomerular/	  tubular)	  
Amónia	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
F.	  hepáIca	  (TGO/P,	  T	  Prot.	  …)	  	  

Hemograma	  	  	  	  

Lactato	  e	  piruvato	  	  	  	  	  	  

Cetonémia	  (3-‐hidroxibuIrato)	  

Ácidos	  gordos	  livres	  …	  	  	  	  	  

Urina	  
Cor/	  cheiro	  
Sumária	  (pH…)	  
Cetonúria	  
Subst.	  redutoras	  
Cetoácidos	  (DNPH)	  
Sulfitest	  
F.	  renal	  (glomerular/	  tubular)	  
	  
	  Outros	  LCR	  (citoquimica,	  redox)	  
…	  
	  

Laboratório	  Hospitalar	  Base	  



Imagiológicos	  (Rx	  convencional,	  TAC,	  RMN	  …)	  

Electrofisiológicos	  (ECG,	  EEG;	  PEA,	  PEV…)	  
Anatomo-‐patológicos	  (MO,	  histoenzimologia,	  ME…)	  	  

Outros	  Exames	  



Laboratório Nacional de Rastreio NN -INSA – Porto 

Centro de Genética Médica J. Magalhães -CHP 

Centro de Patogénese Molecular- Fac Farmácia – Lisboa 

Centro de Neurociências – Universidade de Coimbra  

                            è Centros estrangeiros de referência 

AA,	  AO,	  carniInas	  e	  acilcarniInas	  

CDT	  –transferrina	  def.em	  carbohidratos	  (%;	  focagem	  isoelétrica)	  

GAGs	  (mucopolissacáridos), oligossacáridos,	  ác.siálico	  

Peroxissomas	  (AGCML,	  ác.	  fitânico/	  pristânico,	  ácidos	  biliares)	  

Esteróis,	  Neurotransmissores,	  Purinas	  e	  pirimidinas	  …	  

Enzimas:	  lisossómicos,	  da	  cadeia	  respiratória	  mit,	  …	  

Estudos	  genéIcos	  

Laboratório	  “Metabólico”	  



Técnicas	  mais	  anIgas	  	  

	  Espectrofotometria	  	  

	  Focagem	  isoeléctrica	  

	  HPLC	  e	  outras	  cromatografias	  

	  GC/MS	  

	  	  	  …	  

Focagem	  isoeléctrica	  	  
da	  transferrina	  -‐	  CDT	  

Métodos	  Laboratoriais	  

HPLC	  



…	  e	  mais	  recentes	  

RMN	  Espectroscópica	  	  	  P	  /	  H	  

	  	  	  	  	  Imagem:	  muscular	  (P)	  

	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  encefálica	  (H)	  

	  	  	  	  	  Protónica	  dos	  fluidos	  orgânicos	  	  

Tandem	  Mass	  Spectrometry	  	  

SRM 1H 
Lactato LCR- 7,2mM 

SRM	  31P	  	  (ATP	  PCr	  Pi	  	  pHic)	  
Músculo	  (repouso/	  exercício)	  
SRM	  1H	  	  
Cerebral	  (lesões;	  gânglios	  da	  base)	  
	  

 

 

 

Normal 

Métodos	  Laboratoriais	  



 
 
 
 
 

•  Método	  /Laboratório	  
•  Variação	  com	  a	  faixa	  etária	  (ácido	  úrico,	  creaInina	  …)	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  
•  Estudo	  enzimáIcos	  em	  tecidos	  (CRM	  …)	  

•  Fatores	  que	  afetam	  a	  concentração	  dos	  AA	  
•  Idade	  
•  Variações	  fisiológicas	  (ritmo	  circadiano,	  prematuridade,	  

gravidez,	  exercício	  prolongado..)	  
•  Estado	  nutricional	  
•  Patologia	  associada	  (infeção,	  hiperinsulinismo)	  
•  Medicação	  (VPA,	  anIbióIcos)	  

Valores	  de	  Referência	  



Plasma	  

Blau,	  Duran,	  Gibson,	  Dionisi-‐Vici.	  Physician’s	  Guide	  to	  the	  Diagnosis,	  Treatment,	  and	  Follow-‐Up	  of	  Inherited	  Metabolic	  Diseases.	  1st	  ediRon.	  Springer	  



Urina	  

Blau,	  Duran,	  Gibson,	  Dionisi-‐Vici.	  Physician’s	  Guide	  to	  the	  Diagnosis,	  Treatment,	  and	  Follow-‐Up	  of	  Inherited	  Metabolic	  Diseases.	  1st	  ediRon.	  Springer	  



LCR	  

Blau,	  Duran,	  Blaskovics,	  Gibson.	  Physician's	  Guide	  to	  the	  Laboratory	  Diagnosis	  of	  Metabolic	  Diseases.	  2nd	  ediRon.	  Springer	  



Colheitas	  SOS	  



Colheitas	  SOS	  
•  Protocolo	  por	  suspeita	  de	  doença	  genéIca	  
•  Sempre	  que	  falecimento	  (criança	  +++)	  sem	  diagnósIco	  

eIológico	  
•  Reserva	  de	  material	  biológico	  em	  condições	  apropriadas	  para	  

futuras	  invesIgações:	  
•  Células	  e	  tecidos	  para	  estudos	  enzimáIcos	  
•  Células	  e	  tecidos	  para	  estudos	  DNA	  
•  Fluidos	  biológicos	  para	  invesIgações	  bioquímicas	  

•  Imagiologia	  
•  Autópsia	  anatomo-‐patológica	  



Fluidos	  biológicos	  para	  invesIgação	  bioquímica:	  
•  Plasma	  de	  20	  ml	  de	  sangue	  centrifugado	  
•  10	  ml	  de	  urina	  
•  4	  ml	  de	  LCR	  
•  1,5	  ml	  de	  Humor	  vítreo	  
•  Bílis	  (acilcarniInas)	  

à	  Congelar	  imediatamente	  a	  –	  20ºC	  
	  
CarniIna,	  amónia,	  lactato	  e	  AAs	  à	  di�cil	  interpretação	  	  	  	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  por	  rápida	  lise	  Issular	  e	  alt.	  secundárias	  

Colheitas	  SOS	  



Células	  e	  tecidos	  para	  estudos	  enzimáIcos	  
•  Células:	  (sangue	  -‐	  10	  ml	  por	  punção	  intracardíaca)	  

Isolamento	  de	  leucócitos	  
Sangue	  total	  à	  temperatura	  ambiente	  (avaliação	  24h)	  
	  

•  Tecidos:	  (congelar	  imediatamente	  a	  -‐70ºC)	  
Fígado	  (biópsia	  por	  punção	  ou	  incisão)	  
Músculo	  (esqueléIco,	  cardíaco)	  
Pele	  (meio	  de	  cultura/gase	  húmida	  com	  SF)	  
Outros	  (cérebro)	  
	   	   	  Possibilidade	  de	  estudos	  a	  fresco,	  rotulagem	  

Colheitas	  SOS	  



Células	  e	  tecidos	  para	  estudos	  DNA	  
•  Células:	  (10	  ml	  EDTA	  por	  punção	  intracardíaca)	  

2	  ml	  para	  carióIpo	  
8	  ml	  para	  extracção	  DNA	  
Reserva	  em	  papel	  de	  filtro	  

•  Tecidos	  
Fibroblastos	  em	  cultura	  (2	  amostras)	  
Pele	  ou	  pericárdio	  
Tecidos	  em	  parafina	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  Meio	  de	  cultura	  ou	  gaze	  húmida	  com	  SF	  (24h)	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  Fonte	  ilimitada	  de	  DNA	  e	  enzimas	  

Colheitas	  SOS	  



•  Imagiologia	  
–  Fotografias	  do	  corpo	  inteiro	  e	  pormenores	  

–  Radiografia	  do	  esqueleto	  (AP	  e	  perfis)	  
–  RMN	  se	  autópsia	  negada	  

•  Autópsia	  anatomo-‐patológica	  
–  Após	  autorização	  
–  Guardar	  material	  congelado	  dos	  diversos	  orgãos	  

–  Histologia	  e	  microscopia	  electrónica	  

Colheitas	  SOS	  



•  Laboratório	  “básico”	  em	  cada	  hospital	  é	  essencial	  à	  
práIca	  clínica	  diária	  (...	  amónia,	  lactato...)	  

•  Laboratório	  “específico”	  –	  ter	  em	  conta	  métodos	  de	  
conservação	  e	  transporte,	  período	  e	  Ipo	  de	  colheitas	  

•  Colheitas	  atempadas	  e	  adequadas	  	  
	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  àsituações	  de	  emergência	  e	  em	  SOS	  

Em	  resumo	  


