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OBJETIVOS

Descrever os procedimentos relativos a submissdo de amostras bioldgicas ao

Laboratdrio Ipatimup Diagndsticos.

INTRODUGAO

A qualidade de um exame laboratorial depende da boa execugdo de trés fases: pré-
analitica, analitica e pds-analitica. A fase pré-analitica tem inicio antes da chegada
do material ao laboratério, e a participacdo de todos os profissionais envolvidos é
muito importante para que o diagndstico final seja feito com o maior rigor possivel
e possa proporcionar um tratamento adequado ao doente. Identificagdo correta da
amostra, preenchimento correto da requisi¢do, colheita e processamento (ex.:
fixacdo) adequados do material sdo os itens fundamentais da fase pré-analitica. Por
esta razdo, o Ipatimup Diagndsticos, através deste manual, pretende informar quais
os exames oferecidos, e dar todas as informagdes necessdrias para a correta
obtencgdo e preservagdo das amostras de forma a manter a sua boa qualidade. Os
métodos em uso sdo revistos anualmente, de acordo com recomendacdes
internacionais do College of American Pathologists (CAP). Amostras inadequadas

dificultam ou impossibilitam um diagndstico correto, completo e preciso.






EXAMES DE ANATOMIA PATOLOGICA / PATOLOGIA CIRURGICA

1.1 INFORMAGOES SOLICITADAS PARA TODOS OS EXAMES

E importante identificar o frasco que contém a amostra com dois elementos
identificativos, normalmente nome do utente e um dado numérico Unico de cada
utente (n2 de utente, data de nascimento) e a requisicdo com o nome, a data de
nascimento e filiagdo do doente, morada e telefone para contato, o nome do médico
que solicitou o exame e a data e hora da colheita, tipo de fixador utilizado e o local
para onde se deve enviar o relatério final. Com as informagcdes necessarias
devidamente preenchidas poderemos fazer a diferenciacdo de doentes com nomes
iguais e gerar registos informdticos completos e corretos. Informagées clinicas
relativas a idade e género do doente, a topografia de lesdo, o diagndstico clinico pré
e pos-operatoério, problemas a esclarecer, exames e lesGes prévias (especialmente
lesGes malignas), resultados de tratamentos ou exames complementares sdo

extremamente Uteis para um diagndstico anatomo-patoldgico preciso.

Procedimentos de biosseguranca: as amostras de patologia cirurgica

devem ser consideradas infetantes até serem fixadas. Respeitar as

recomendagdes universais de manuseio de amostras obtidas de doentes.

1.2 BIOPSIAS HISTOLOGICAS

As bidpsias correspondem a fragmentos de pequenas dimensGes, Unicos ou
multiplos, em geral com forma irregular e sem aspeto macroscopico carateristico.
Estdo incluidas nesta categoria as bidpsias endoscdpicas do trato gastrointestinal,
bidpsias transbronquicas, bidpsias vesicais randomizadas, bidpsias por agulha grossa
("core biopsy") da mama, prostata, figado, rim e outros érgdaos em que este tipo de
exame possa ser realizado, "punch" de pele, bidpsias do colo uterino, produtos de
curetagem do endométrio (excepto nos casos de produto de abortamento), entre
outros. No caso de bidpsias muito pequenas sugere-se a sua colocacdo em papel de
filtro antes da sua introdugdo no frasco. Este procedimento garante uma melhor
orientacdo dos fragmentos, o que facilita a sua ulterior manipulagdo no laboratério.
E importante identificar o frasco com dois elementos identificativos, normalmente
nome do utente e um dado numérico Unico de cada utente (n? de utente, data de

nascimento).



-Fixacdo: a amostra devera ser fixada em formol tamponado a 10%, imediatamente
apos a colheita. Se a imersdo e, fixador ndo for imediata, deve ser informado o
tempo de “isquemia fria” e a hora exata de inicio de fixagdo. Quando o material
for fixado noutro local favor informar igualmente o tempo (exato) do inicio do
processamento. O volume ideal de formol tamponado para tecido é de 10
volumes de formol tamponado para um volume de tecido. Os recipientes
também devem ter um volume ideal para uma boa fixagdo (no minimo 10
vezes o volume do tecido) e devem ser hermeticamente fechados. Encaminhar a

bidpsia para o laboratério o mais rapidamente possivel.

Sempre que seja necessdrio enviar material a fresco para o laboratdrio, solicita-
se um contato telefénico prévio (2255 70 700) de forma a garantir que o
material a fresco permanegca ndao mais de 30 minutos sem fixa¢do ou
tratamento adequado pelo patologista. Quando nao for possivel enviar o
material para o laboratdrio neste periodo, ele deve ser mantido no

frigorifico (42C) até ser enviado, indicando a hora da colheita.

-Método: depois da descricio macroscopica, material representativo é

processado, incluido em parafina, cortado e corado por hematoxilina-eosina.

-Amostras _inadequadas: fixacdo inadequada (devido a uma quantidade

insuficiente de formol tamponado em relagdo ao volume da amostra, ou utilizagcdo
de fixador inadequado), falta de identificacdo do doente e/ou auséncia de dados

clinicos relevantes podem condicionar a aceitagdo da amostra para exame.

‘-Tempo de conclusdo do relatdrio: dois dias Uteis apds a rece¢do da amostra no
laboratdrio, para todos os exames que ndo necessitem de procedimentos (como a

descalcificagdo) ou estudos complementares (histoquimica e imunohistoquimica).

-Cuidados especificos para alguns tipos de bidpsia:

- Medula dssea: Enviar todos os dados relativos ao hemograma e mielograma. No
caso de estadiamento, se o diagndstico primario nao foi realizado no Ipatimup,
solicitam-se ldminas e relatério da bidpsia que estabeleceu o diagndstico prévio

para revisdo e correlagdo.

- Figado: Devem ser informados os dados clinicos e analiticos (por exemplo,

relativos a serologia para hepatites).

- Pele no contexto de doenga inflamatdria: deverd ser enviado,
preferencialmente, um fragmento em formol tamponado e um fragmento em
solugdo de Mitchel (para imunofluorescéncia). Estas bidpsias de pele devem ser

acompanhadas de dados clinicos e analiticos



- Testiculo: devera ser enviada, preferencialmente, em formol tamponado 10% e
encaminhada imediatamente ao laboratdrio (caso permanega mais de 4 horas na
solugdo referida, o material torna-se inapropriado para o corte e andlise, com
prejuizo para o diagndstico e para o doente). Informacgdes clinicas relativas as
condi¢Oes enddcrinas do doente, terapéutica hormonal e motivos da bidpsia sdo

fundamentais para a analise.

- Endométrio: recomenda-se ndo utilizar gaze na colheita da amostra e sua posterior
transferéncia para o frasco pois a gaze retém partes do endométrio. Isto é
importante, especialmente apds a menopausa, em que a quantidade de endométrio
disponivel é geralmente pequena. O mesmo se aplica a curetagem endocervical.
Devem-se incluir na requisicdo informacgGes sobre a idade, data da ultima

menstruacdo e uso de terapéutica hormonal.

1.3 PECAS CIRURGICAS

Sdo consideradas como pecgas cirdrgicas as amostras de excisdo de lesdo, as
ressecOes parciais ou totais de érgaos, neoplasias de grandes dimensdes e produtos

de amputagdo de membros.

Fixacdo: a amostra deverd ser fixada em formol tamponado a 10%, logo apds sua
obtengdo. Na requisicdo deve ser informado o tempo de “isquemia fria” e o
tempo (exato) de inicio de fixagdo. Quando o material for fixado noutro local
favor informar igualmente o tempo (exato) do inicio do processamento. O
volume ideal de formol tamponado para tecido é de 10 volumes de formol
tamponado para um volume de tecido. Os frascos também devem ter um

volume ideal para uma boa fixagdo (no minimo 10 vezes o volume da pega).

Quando a peca for demasiado grande para se atingir uma proporg¢do adequada
de formol tamponado para tecido, deve-se providenciar o transporte imediato
da mesma para o laboratério para minimizar os efeitos da autdlise. No caso de
ressecGes maiores, como mastectomias, segmentos de intestino e produtos de
amputacdo de membros se a pega ndao puder ser remetida de imediato ao
Laboratdrio, sugere-se que a mesma seja colocada no frigorifico (42C) até o
momento do envio indicando a hora da colheita. Sempre que for necessario
enviar material a fresco para o laboratdrio, solicita-se um contato telefénico
prévio (225 570 700) de forma a garantir que o material permaneca ndo

mais de 30 minutos sem fixagdo ou tratamento adequado pelo patologista.

Informacdes adicionais: no caso de disse¢cbes de ganglios linfaticos, pede-se




gue a sua origem anatdmica, assim como os diferentes niveis, seja indicada na
requisicdo. No caso de excisdo de lesGes malignas, solicita-se a identificagdo das
margens cirdrgicas para avaliagdao do seu comprometimento, por exemplo. com um
fio de sutura num determinado ponto anatdomico que seja identificado na requisigao.
Em caso de pecas de configuragdo irregular, pode-se colocar a mesma num cartdo
e fazer um desenho das estruturas préximas para melhor orientagdo ou descrever

detalhadamente as relagdes anatémicas das margens cirdrgicas na requisigao.

Método: depois da descricdo macroscépica, material representativo é

processado, incluido em parafina, cortado e corado pela hematoxilina-eosina.

-Amostras _inadequadas: fixacdo inadequada (devido a uma quantidade

insuficiente de formol tamponado em relagdao ao volume da amostra, ou utilizagdo
de fixador inadequado), falta de identificacdo do doente e/ou auséncia de dados

clinicos relevantes podem condicionar a aceitacdao da amostra para exame.

‘Tempo de conclusdo do relatério: dois dias Uteis apds a recegdo da amostra no

laboratdrio, desde que a amostra esteja suficientemente fixada e, para todos os
exames que ndo necessitem de procedimentos (como a descalcificagdo) ou estudos

complementares (histoquimica e imunohistoquimica).

-Cuidados especificos para alguns tipos de amostras:

- Ganglios linfaticos: devem ser excisados totalmente e enviados preferencialmente a
fresco, desde que o Laboratdrio seja previamente contatado (225 570 700). Em

caso de duvida colocar em formol tamponado.

- Osso: aamostra deve sempre ser acompanhada de exames imagioldgicos da

lesdo.

- Embrides e fetos (< 22 semanas de gestagdo): deverdo ser colocados em frascos
com formol tamponado. Fetos maiores devem ser refrigerados até ao transporte.
Ambos devem vir sempre acompanhados da placenta. Dados clinicos da mae (e
do pai quando for indicado para doencas genéticas) e sobre a gestagdo e o parto
sdo essenciais para um exame anatomo-patolégico adequado. Como se trata
de exame de maior complexidade, o tempo de resposta é superior ao das pegas

cirdrgicas (cerca de20 dias uteis).

1.4 EXAMES DE PATOLOGIA DE AUTOPSIA
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Apesar de ndo se realizarem autdpsias nas nossas instalagGes, a Unidade recebe
material colhido no decurso de exames necrdpsicos (fragmentos de tecido ou
colheitas citoldgicas) para processamento, ou ja processado, e realizagdo de
relatdrios anatomo-patoldgicos. Para tal é essencial o envio dos dados relativos as
circunstancias da morte, dados clinicos, achados macroscépicos relevantes e
hipdteses de diagndstico. Todos os procedimentos previamente citados devem ser

utilizados em material de autdpsia/necropsia.

1.5 EXAMES CITOLOGICOS

1.5.1 Citologia ginecoldgica

O exame citoldgico cérvico-vaginal é um exame que consiste em comparar aimagem
observada ao microscépio com a imagem normal da célula e para que uma amostra
possa ser adequadamente observada ao microscdpio, é necessario que seja de boa
qualidade e esta qualidade depende dos procedimentos de colheita, fixagdo e
transporte para o laboratdrio. Estes exames podem ser feitos de forma convencional

ou através dos métodos conhecidos como citologia em meio-liquido.

- Colheita: antes da colheita do material, tanto as laminas de vidro (para citologia
convencional) como os frascos (para citologia em meio-liquido) devem estar
devidamente identificados. A colheita deve ser feita com espatula de Ayre ou,
preferencialmente, com escovas (tipo Cytobrush®). Apds a colheita da secregdo
do fundo de saco vaginal (que deve ser esfregada rapidamente e de maneira
uniforme em metade da ldmina-método convencional), usar a ponta
irregular da espatula de Ayre (com a parte mais alta no orificio cervical
externo) ou a escova e rodar em toda a extensdo da mucosa cervical de
maneira delicada para evitar sangramento. De seguida, esfregar o material
obtido na metade restante da lamina, em sentido perpendicular ao esfregaco
obtido do fundo de saco. O material colhido deve ser esfregado sobre a lamina de
forma regular, para obter um esfregaco o mais fino possivel. Toda a superficie
da espatula ou da escova deve encostar na lamina para se fazer o esfregago. O
movimento para preparac¢do do esfregaco deve ser delicado, porém firme e num
sentido Unico. Evitar movimentos circulares, pois frequentemente causam artefactos
com esmagamento e distor¢do das células. Usar preferencialmente uma Unica
lamina por doente. Imediatamente apds a preparagdo dos esfregacos,
imergir a lamina no fixador citolégico procurando cobrir totalmente a area

que contém o esfregaco. E muito importante que o material seja fixado
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imediatamente para que se evitem artefactos de secagem, que prejudicam muito
a analise do material. No caso de citologia em meio-liquido, apds a colheita, a
espatula ou escova devem ser imersas e "lavadas" em frasco contendo o meio

preservante.

- Fixacdo: dlcool a 95% ou "sprays" com solugdes fixadoras no caso de citologia

convencional, e solugdo do tipo Preserv Cyt®, no caso de citologia em meio-liquido.

- Método: as laminas de citologia convencional sdo diretamente coradas pela
técnica de Papanicoloau e analisadas ao microscdpio. As laminas de citologia
em meio-liquido sdo previamente processadas em equipamento proéprio
(Thinprep®). O resultado é fornecido através de relatério interpretativo com a

nomenclatura recomendada pelo consenso de Bethesda.

- Amostras inadequadas: as amostras sdo consideradas ndo aceitaveis de acordo

com os seguintes critérios: laminas ou frascos ndo acompanhados pelo formulario
de requisicdo; requisicdo que ndo contém dados suficientes de
identificacdo da doente ou contém informagdes discrepantes; laminas
quebradas que ndo podem ser reconstituidas; lamina sem identificagcdo

apropriada da doente.

- Tempo de conclusdo do relatdrio: dois dias Uteis apds a rece¢do da amostra para

citologias de rotina e quinze dias para citologias de rastreio, de acordo com

protocolos.

- Cuidados especificos:

- Em relagdo a mulher:

- ndo ter feito lavagens ou aplicagdo de medicamentos intravaginais nas ultimas 48

horas;

- ndo ter tido relagGes sexuais nas ultimas 24 horas;

- ndo estar no periodo menstrual.

- Preenchimento dos dados pessoais: devera constar sempre o nome completo

da mulher, data de nascimento e morada ou telefone para contato.

- Informacgdes clinicas importantes: data da colheita; data da dltima
menstruacdo; estado hormonal (ex.: gravidez, pds-menopausa); método
contracetivo utilizado; histéria prévia de neoplasia intra-epitelial, cancro do
colo uterino ou extra-genital; histéria de quimioterapia sistémica; historia de

radioterapia pélvica; histéria de cirurgia ginecoldgica, criocirurgia ou
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electrocauterizagdo; histéria de exames citoldgicos ou histolégicos anormais;
anormalidades presentes ao exame ginecoldgico; fatores de risco para o cancro do
colo uterino (por ex.: doenga sexualmente transmissivel; atividade sexual precoce,

numero de gestagdes).

1.5.2 Citologia nao ginecoldgica

O exame de citologia ndo ginecoldgica inclui o exame de liquidos e secregdes.
Consideraremos em separado a citologia aspirativa, por constituir um exame
especifico em que a colheita é realizada no nosso laboratdrio. Como nos demais
exames, a boa qualidade da amostra depende dos procedimentos de colheita,
fixacdo e transporte para o laboratdrio. Estes exames podem ser feitos de forma

convencional ou através dos métodos conhecidos como citologia em meio-liquido.

- Colheita e fixacdo:

- Citologia de liquidos: o liquido (ascitico, pleural ou pericardico ou outro produto
de lavado) deverad ser colocado em frasco hermeticamente fechado, ou em
seringa, devidamente rotulados, com volume igual de alcool etilico a 50% ou,
preferencialmente, a fresco se puderem ser enviados imediatamente ao laboratoério.
Importante: mais de 4 horas fora do frigorifico ou mais de 24 horas no frigorifico
(42C) sem fixagdo inutiliza a amostra, sendo necessaria nova colheita. Enviar
sempre o volume total do liquido removido, informacdes clinicas e hipdteses
de diagndstico. No caso de citologia em meio-liquido colocar o liquido num

frasco contendo o meio preservante do tipo: Preserv Cyt®.

- Citologia de expetoragdo: considera-se ideal o envio de trés amostras diferentes,
de expectoragdo profunda, obtida pela manh3, as vezes estimulada por inalagdo de
agente mucolitico, em trés dias independentes. As amostras devem ter um volume
de 5 a 10 ml e devem ser colocadas em recipientes descartaveis, de boca
larga, com capacidade de 35 a 50 ml, previamente rotulados e
identificados. Se for possivel enviar o material diretamente ao
laboratério, deixar sem fixacdo. O material podera ficar no frigorifico (42C) por
um periodo maximo de 24 horas. Importante: mais de 4 horas fora do frigorifico
ou mais de 24 horas no frigorifico (42C) sem fixagao inutiliza a amostra, sendo
necessaria nova colheita. Se ndo for possivel o envio imediato, fixar a amostra
em 4alcool a 50%. Em caso de citologia em meio liquido, colocar o liquido num

frasco contendo o meio preservante do tipo Preserv Cyt®.

- Citologia de urina: o ideal é o envio de amostra que podera ser colhida em
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qualquer horario do dia, mas com a recomendagdo de permanecer 2 horas sem
urinar antes da colheita. As amostras, que devem ter um volume de 100 ml,
deverdo ser colocadas em recipiente descartidvel, de boca larga,
previamente rotulado e identificado. Se for possivel enviar o material
diretamente ao laboratdrio, deixar sem fixacdo. O material podera ficar no
frigorifico (42C) por um periodo maximo de 24 horas. Importante: mais de
4 horas fora do frigorifico ou mais de 24 horas no frigorifico sem fixagao
inutiliza a amostra, sendo necessaria nova colheita. Se ndo for possivel o envio
imediato, fixar a amostra em alcool a 95%. Em caso de citologia em meio liquido,

colocar o liquido em um frasco contendo o meio preservante do tipo Preserv Cyt®.

- Método: os liquidos e urina sdo citocentrifugados e as laminas obtidas coradas pela
técnica de hematoxilina-eosina e analisadas ao microscépio. As laminas de
citologia em meio-liquido sdo previamente processadas em equipamento préprio

(Thinprep®).

- Amostras inadequadas: as amostras sdo consideradas ndo aceitaveis de acordo

com os seguintes critérios: amostras ndo identificadas ou sem conservacao
adequada. Especificamente, na citologia de liquidos: alta proporgdo de
sangue, liquido coagulado ou autolisado; na citologia de expectoragdo: saliva
em vez de expectoracgdo, fixacdo inadequada, quantidade insuficiente de

material.

- Tempo de conclusdo do relatdrio: dois dias Uteis apds a rece¢do da amostra no

laboratdrio para todos os exames que ndo necessitem de estudos complementares.

1.5.3. Citologia aspirativa por agulha fina

A puncdo aspirativa € um exame rdpido e pouco invasivo no qual, através da
aspiracao, se obtém material para diagnodstico citoldgico. O nosso laboratério dispde
de servigo de colheita do material guiada por ecografia. Para realizagdo de puncdo
aspirativa, marcar o exame com antecedéncia no laboratério (225 570 700). Esta a
disposicdo de todos os doentes um folheto explicativo do método. O laboratdrio

também examina material de pungdes aspirativas realizadas por outros médicos.

- Colheita: apds rececdo e registo do utente, com atribuicdo de um nimero de
identificagdo, o paciente é atendido, por ordem de chegada, no consultério médico.
O médico examina a requisicao e os exames radiolégicos e laboratoriais previamente
realizados tomando conhecimento do local da lesdo ou éarea a ser puncionada. O

utente deve informar o médico da medicacdo que esteja tomar. O utente é
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orientado para se colocar na posicdo mais adequada para a realizagdo do exame.
Realiza-se uma ecografia do local a ser puncionado, garantindo a presencga da
agulha na lesdo a ser puncionada e procede-se a assepsia local com dlcool a 95% e
a técnica de puncdo aspirativa. Em seguida, realizam-se os esfregacos e/ou

colheita para meio liquido.

Fixacdo e coloracdo: as laminas podem ser secas ao ar ou fixadas

imediatamente em alcool a 95%. As laminas secas ao ar sdo coradas pela técnica
de Diff Quik e as laminas fixadas em alcool sdo coradas pela técnica de hematoxilina-

eosina.

- Amostras inadequadas: as amostras sdo consideradas ndo aceitaveis de acordo

com os seguintes critérios: excesso de sangue, insuficiéncia de material, fixagdo

inadequada e identificagcdo inadequada das amostras.

- Tempo de conclusdo do relatdrio: dois dias Uteis apds a recegdo ou colheita da

amostra no laboratério.

1.5.4. Cuidados especificos para alguns tipos de amostras

Colheita de tecido adiposo abdominal para pesquisa de substancia amiloide: o

doente deve fazer-se acompanhar do motivo clinico que suscitou o pedido do
exame. Este exame é realizado sem controlo ecografico e a amostra é colhida

para meio liquido, com realizagdo de citobloco e técnicas complementares.

1.6 EXAMES COM TECNICAS COMPLEMENTARES

1.6.1 Exame de imuno-histoquimica

E um exame realizado em material de patologia cirtrgica, de autépsia ou mesmo
em material citoldgico, para se demonstrar a presenca de determinados antigénios
nos tecidos/células. Este exame auxilia no diagndstico preciso das lesdes
(histogénese/diferenciacdo de neoplasias e demonstragdo de agentes etioldgicos) e
também permite detetar factores de progndstico e preditivos da terapéutica (por

exemplo: recetores hormonais em carcinomas da mama).

Fixacdo: as técnicas imuno-histoquimicas sdo realizadas em material
preferencialmente fixado em formol tamponado a 10%. O tempo de fixagdo minimo

é de 6 a 72 horas. Na requisicdo deve ser informado o tempo de “isquemia fria”
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e a hora exata do inicio da fixagdo. Quando o material for fixado noutro local
deve informar igualmente o tempo (exato) do inicio do processamento. Em
algumas situagdes pode ser necessario o uso de material congelado sem fixagao
prévia. Sempre que for necessario enviar material a fresco para o laboratério,
solicita-se um contato telefdnico prévio (225 570 700) e o envio do material o

mais rapidamente possivel.

Método: a técnica consiste no uso de anticorpos policlonais ou

monoclonais para detecdo de antigénios especificos nos tecidos ou células.

- Amostras inadequadas: fixagdo inadequada que ndo permite a demonstragdo

do(s) antigénio(s).

- Tempo de conclusdo do relatério: cinco dias Uteis apds a recegdo da amostra no

laboratorio.

1.6.2 Exame de imuno-fluorescéncia

E um exame realizado em material de bidpsias (por exemplo de pele) para
demonstrar a  presenga de determinados antigénios no tecido.
Este exame auxilia no diagndstico e classificagdo de lesdes como as doengas

inflamatdrias da pele.

- Fixacdo: deve ser feita em Solugdo de Mitchel. Sempre que for necessario
enviar material a fresco para o laboratodrio, solicita-se um contato telefénico
prévio (225 570 700) e o envio do material o mais rapidamente possivel,

indicando a hora de colheita.

- Método: a técnica consiste no uso de anticorpos para detecdo de antigénios

especificos nos tecidos ou células.

- Amostras inadequadas: fixacdo inadequada que ndo permite a demonstragao

do(s) antigénio(s).

- Tempo de conclusdo do relatdrio: seis dias Uteis apds a rece¢do da amostra no

laboratorio.

1.6.3 Exame de histoquimica enzimatica

E um exame realizado em cortes de congelacdo (de bidpsias e raramente de

fragmentos retirados de pegas cirurgicas) para o estudo, por exemplo, de alteragbes
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da inervagdo intestinal (disganglionoses). A identificacdo das diferentes anomalias
de inervagdo intestinal revela-se fundamental para o estabelecimento de um
diagndstico preciso das diferentes disganglionoses e subsequente definicdo da
estratégia terapéutica, s6 sendo possivel pela aplicagdo de métodos histoquimicos
em bidpsias rectais e/ou cédlicas para a pesquisa da actividade das enzimas

envolvidas no processo.

-Fixacdo: As bidpsias ou fragmentos retirados de pegas cirurgicas, deverdo ser
enviadas(os) em tubos de eppendorf diretamente colocados em gelo seco.
Sempre que for necessario enviar material a fresco para o laboratdrio solicita-se
um contato telefénico prévio (225 570 700) e o envio do material o mais

rapidamente possivel, indicando a hora da colheita.

-Método: O(s) fragmento(s) cortado(s) no criostato permite(m) a posterior incubacdo, a
379C, nos meios correspondentes ao estudo histoquimico, por exemplo, das enzimas

acetilcolinesterase e desidrogenase lactica.

-Amostras inadeguadas: ma qualidade de congelagdo da amostra ou fixagao prévia.

-Tempo de conclusdo do relatério: seis dias Uteis apds a rece¢do da amostra no

laboratério.

1.6.4 Exame de Cobas

O teste de Cobas é uma técnica de biologia molecular utilizada para detegdo de
microorganismos, por exemplo o virus do Papiloma Humano (HPV). Permite ndo s6

detetar este virus como também classifica-lo nos grupos de baixo e alto risco.

- Colheita: O material é colhido em frascos de citologia em meio-liquido do tipo

Preserv Cyt®.

- Amostras inadequadas: amostras com celularidade insuficiente.

-Tempo de conclusdo do relatdrio: até 15 dias Uteis apds a rece¢do da amostra

no laboratério.
1.6.5. Exame de hibridizagao in situ

A técnica de hibridizacdo in situ é uma técnica de biologia molecular utilizada
especialmente para detetar anomalias génicas ou cromossémicas, numéricas ou
estruturais. No nosso laboratério é utilizada para detegdo, por exemplo, de
amplificacdo do oncogene HER2/neu em casos de cancro da mama. Nestes casos

usamos a hibridizacdo in situ pela prata (SISH). Também a utilizamos para detegdo
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da translocacdo do ALK, ROS1 e 1p/19q e neste caso usamos a fluorescéncia (FISH).

- Fixacdo: atualmente as técnicas de FISH podem ser realizadas em material
histoldgico ou citoldgico, previamente fixado em formol tamponado a
10% ou alcool a 95%, respetivamente. O tempo de fixagdo deve ser no maximo
de 48 horas. Na requisicdo deve ser informado o tempo de “isquemia fria” e a
hora exata de inicio de fixagdo. Quando o material for fixado noutro local deve-

se informar igualmente o tempo (exato) do inicio do processamento.

- Método: a técnica consiste no uso de sondas marcadas com fluorescéncia ou com

cromogénio/prata.

- Amostras inadequadas: fixagdo inadequada ou excesso de digestao enzimatica que

ndo permite a demonstragdo de cdpias do gene.

- Tempo de conclusdo do relatério: cinco dias Uteis apds a rece¢dao da amostra no

laboratorio.

1.6.5 Exames de consultadoria e segunda observagao

A nossa Unidade presta servicos de consultadoria e segunda observagdo em
patologia cirlrgica, de autdpsia e citopatologia. Estes exames podem ser solicitados
pelo médico assistente ou por um patologista com o envio de material adequado
(laminas e/ou blocos de parafina). As técnicas previamente citadas que podem ser
feitas neste material (como exames histoquimicos e imuno-histoquimicos) poderdo
eventualmente ser aplicadas para o diagndstico definitivo. Além do material, € muito
importante que seja enviada a histéria clinica detalhada e sempre que possivel de

uma cépia do relatdrio inicial.
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1.7 LISTAGEM DE EXAMES

Anatomia Patoldgica

Citologia ginecoldgica/genital, método convencional

Citologia ndo ginecoldgica, método convencional

Citologia ginecoldgica/genital, método de monocamada

Citologia ndo ginecoldgica, método de monocamada

Citologia aspirativa por agulha fina - colheita com controlo ecografico
Citologia aspirativa por agulha fina - exame microscépico

Colheita de tecido adiposo para pesquisa da substancia amiloide

Exame extemporaneo

Histoldgico - bidpsia simples, por amostra referenciada

Histoldgico - bidpsia complexa, por amostra referenciada

Histoldgico - bidpsia incisional/excisional, raspagem, curetagem ou de eliminagdo
espontanea

Histoldgico - pega simples

Histoldgico - pega complexa

Histoldgico e histoquimico enzimatico (Doenga de Hirshprung), por recipiente
Histoldgico e imunofluorescéncia, por anticorpo

Imuno-histoquimico, por anticorpo

Consulta ou 22 opinido, sem processamento

Diagnéstico por técnicas de hibridizagdo in situ (amplificagdo do gene HER2)
Pesquisa da translocacdo do gene ALK

Pesquisa da translocagdo do gene ROS1

Pesquisa de co-delegdo 1p19q

Estudo da expressdo de PD-L1

HPV Cobas

Determinagdo da expressdo de p16INK4a/Ki-67
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2. EXAMES DE DIAGNOSTICO GENETICO

2.1 EXAMES DE IDENTIFICACAO DE VARIANTES GENETICAS CONSTITUCIONAIS

7

Este tipo de exames é realizado apds consentimento informado e mediante
prescricdo médica, através de requisicdo apropriada, a qual devera conter o nome
(ou outro tipo de identificagdo) do dador da amostra. A obtengdo do consentimento
informado, assim como a disponibilizacdo de aconselhamento genético antes,
durante e depois da realizagdo do exame genético é da responsabilidade da entidade

requisitante.

Podem realizar-se colheitas de sangue ou esfregaco bucal, ndo sendo necessario que
sejam feitas em jejum. Este tipo de exame também podera ser feito em material
bioldgico de arquivo. As amostras bioldgicas terdo que ser enviadas pela entidade
requisitante, que também se responsabilizard pela identificacdo e custddia das

amostras até a sua entrega.

E muito importante identificar corretamente o suporte contendo a amostra com,
pelo menos, dois elementos identificativos incluindo o respetivo nome/nimero de
registo do dador da amostra e outro dado como, por exemplo, a data de nascimento
ou o numero de documento de identificagdo tendo esses dados que constar da

prescricdo médica que solicita o exame.

Sempre que se trate de um exame familiar a(s) variante(s) identificada(s) no caso

index deve(m) ser referida(s) na requisigdo do exame.

2.1.1 Colheita de sangue

A obtencdo de sangue (5-10 ml) devera ser efetuada por punc¢do venosa para tubo
com EDTA. A amostra deve chegar ao laboratdrio de diagndstico genético num prazo

maximo de 48 horas.

Se nao for possivel remeter no prazo previsto as amostras ao nosso laboratério, os

tubos deverdo ser armazenados com refrigeracdo (42C).

2.1.2 Colheita de células da mucosa bucal
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A colheita de células por esfregago bucal é efetuada com escovilhdo apropriado e
guardado em tubo de recolha apropriado. Estas amostras deverdo ser enviadas o

mais rapido possivel para o nosso laboratdrio, idealmente refrigeradas a 4°C.

A colheita de células da mucosa bucal é feita com o escovilhdo fornecido, raspando
levemente a area interior das bochechas durante cerca de 30 segundos. Deve-se,

sempre que possivel, obter entre duas a trés colheitas.

E necessario ter em atengdo o correto manuseamento dos tubos e escovas de forma

a evitar a contaminagdo das amostras por outro DNA humano.

Se ndo for possivel remeter no prazo previsto as amostras ao nosso laboratério, os

tubos deverdo ser armazenados com refrigeracdo a 4°C.

2.1.3 Utilizagao de material biolégico de arquivo

Excecionalmente, e quando a colheita de amostras nas condigdes descritas nos
pontos 2.1.1 e 2.1.2 ndo for vidvel, é possivel realizar este tipo de exame a partir de
fragmento cirurgico/bidpsia fixado em formol tamponado e incluido em parafina.
Neste caso deve ser enviado um ou mais blocos de parafina que, idealmente,

contenha material livre de neoplasia que sera utilizado para extracdo de DNA.

O laboratdrio de diagndstico genético compromete-se a devolver os blocos de
parafina a entidade requisitante sempre que a amostra n3do seja utilizada na

totalidade.

2.1.4 Amostras inadequadas
Sao consideradas amostras inadequadas as seguintes:

- Amostras colhidas em suporte improéprio, ndo contemplado nos pontos 2.1.1, 2.1.2

e2.1.3.

- Amostras ndo identificadas, com identificagdo deficiente ou identificadas de forma

ndo concordante com a informacgdo constante na requisicdo do exame.

- Amostras em quantidade insuficiente para andlise e/ou que apresentem sinais de

ma preservagao.

2.1.5 Tempo de conclusdo do relatério

21



Dado que os procedimentos inerentes a realizagdo dos diversos tipos de exames e a
andlise de diferentes tipos de material bioldgico variam, um relatério de
identificagdo de variantes genéticas constitucionais serd entregue num prazo

maéximo que varia de 10 a 65 dias Uteis ap0ds a rece¢do/colheita do material bioldgico.

Como regra geral, para exames que impliguem a andlise de variantes genéticas
previamente identificadas ou exames simples (analise até dois genes) e exames
familiares, o relatdrio serd entregue num prazo maximo de 10 dias Uteis; para
exames que impliguem a pesquisa de variantes genéticas ndo previamente
identificadas ou exames complexos, o relatério serd entregue num prazo maximo
variavel em funcdo da complexidade da analise, mas que nunca ultrapassara os 65

dias uteis.

2.2 EXAMES DE IDENTIFICAGCAO DE VARIANTES GENETICAS SOMATICAS DO
CANCRO

Este tipo de exames é realizado mediante prescricdo médica, através de requisi¢ao
apropriada, a qual devera conter o nome (ou outro tipo de identificagdo) do dador

da amostra.

Este tipo de exame é mais frequentemente realizado em material bioldgico da
neoplasia (primaria ou metdstase), tanto para neoplasias sélidas como liquidas.
Podem também realizar-se colheitas de sangue para andlise de bidpsia liquida
(material tumoral circulante), ndo sendo necessario que sejam feitas em jejum. As
amostras bioldgicas terdo que ser enviadas pela entidade requisitante, que também

se responsabilizara pela identificacdo e custddia das amostras até a sua entrega.

Com excecdo das bidpsias liquidas, e independentemente do tipo de material
biolégico utilizado, é fundamental que a amostra contenha no minimo 20% de
células tumorais. As bidpsias liquidas ndo tém critério minimo de % de células

tumorais.

E muito importante identificar corretamente o suporte contendo a amostra com,
pelo menos, dois elementos identificativos, incluindo o respetivo nome/nimero de
registo do dador da amostra e outro dado como, por exemplo, a data de nascimento

ou o numero de documento de identificagdo.

2.2.1 Utilizacdo de material bioldgico de arquivo
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O fator chave na identificacdo de variantes genéticas somaticas do cancro a partir de
material bioldgico de arquivo é a qualidade e quantidade de material bioldgico
disponibilizado para estudo. A andlise é idealmente realizada a partir de fragmento
cirdrgico/bidpsia congelado/a ou fixado/a em formol tamponado e incluido/a em
parafina. Neste ultimo caso deve ser enviado um bloco de parafina representativo

da neoplasia (>20% de células tumorais) que vai ser utilizado para extracdo de DNA.

No entanto, caso ndo esteja disponivel o fragmento cirtrgico/bidpsia, esta andlise
também poderd ser realizada noutros tipos de material de arquivo, como por
exemplo material de citologia ou lavado bronquico devidamente preservado. Neste
caso, e apods confirmacdo da presenca de células tumorais pela entidade
requisitante, o material restante deve ser congelado ou colocado em alcool 952. A
amostra deve chegar ao laboratério de diagndstico genético num prazo maximo de

48 horas.

O laboratério de diagndstico genético compromete-se a devolver os blocos de
parafina a entidade requisitante sempre que a amostra n3do seja utilizada na

totalidade.

2.2.2 Utilizagao de laminas histoldégicas ou citolégicas

Em casos excecionais, e quando a obtenc¢do de amostras nas condi¢des descritas no
ponto anterior ndo for vidvel, é possivel realizar este tipo de exame a partir de
laminas histoldgicas ou citoldgicas com células tumorais. Nestes casos as laminas

enviadas ndo serdo devolvidas a entidade requisitante.

2.2.3 Colheita de sangue para bidpsia liquida

A obtengdo de sangue (5-10 ml) podera ser efetuada por pungdo venosa para tubo
com EDTA. A amostra deve chegar ao laboratdrio de diagndstico genético num prazo

maximo de 48 horas.

Se ndo for possivel remeter no prazo previsto as amostras ao nosso laboratério, os

tubos deverdo ser armazenados com refrigeragao.

No caso especifico das bidpsias liquidas (“Cell Free DNA” — analise de DNA
circulante) o sangue periférico (10 ml) deve ser colhido para tubos de PPT (Plasma
Preparation Tube). Apds colheita, o sangue deve ser imediatamente invertido no
tudo de colheita pelo menos 10 vezes e mantido a temperatura ambiente no

maximo 5h até ser processado da seguinte forma:

23



- Centrifugar a 1100 rcf por 10 minutos em centrifuga a temperatura ambiente;

- Preservar o tubo na vertical e congelar a -202C até a sua extragdo;

Nota: O sangue nunca deve ser preservado a -202C antes de centrifugacdo para

separacgao das fases, pois o gel de separacgdo perde essa capacidade.

2.2.4 Amostras inadequadas
Sdo consideradas amostras inadequadas as seguintes:

- Amostras colhidas em suporte imprdprio, ndo contemplado nos pontos 2.2.1, 2.2.2

e2.23.

- Amostras ndo identificadas ou com identificacdo deficiente ou identificadas de

forma ndo concordante com a informacgdo constante na requisicdo do exame.

- Amostras em quantidade insuficiente para analise e/ou que apresentem sinais de

ma preservacao.

2.2.5 Tempo de conclusao do relatério

Para exames realizados em amostras obtidas nas condi¢des descritas no ponto 2.2,
o relatdrio serd entregue num prazo maximo de 10 dias Uteis apds a recec¢do/colheita

do material bioldgico.

2.3 EXAMES DE IDENTIFICACAO DE AGENTES INFECIOSOS EM TECIDOS
HUMANOS

Este tipo de exames é realizado mediante prescricdo médica, através de requisicdo
apropriada, a qual devera conter o nome (ou outro tipo de identificagdo) do dador

da amostra.

Este tipo de exame é mais frequentemente realizado em material biolégico de
arquivo. As amostras bioldgicas terdo que ser enviadas pela entidade requisitante,
gue também se responsabilizara pela identificacdo e custodia das amostras até a sua

entrega.

E muito importante identificar corretamente o suporte contendo a amostra com,
pelo menos, dois elementos identificativos incluindo o respetivo nome/nimero de
registo do dador da amostra e outro dado como, por exemplo, a data de nascimento

ou o numero de documento de identificagdo.

24



2.3.1 Utilizagdo de material bioldgico de arquivo

A anadlise é idealmente realizada a partir de fragmento cirdrgico/bidpsia congelado
ou fixado em formol tamponado e incluido em parafina. Neste ultimo caso deve ser

enviado um ou mais blocos de parafina que vao ser utilizados para extracao de DNA.

No entanto, caso ndo esteja disponivel fragmento cirurgico/bidpsia, esta andlise
também podera ser realizada noutros tipos de material, como por exemplo material
de citologia devidamente preservado. Neste caso, e apds confirmagdo da presenga
de material adequado, o material restante deve ser congelado ou colocado em alcool
952, A amostra deve chegar ao laboratdrio de diagndstico genético num prazo

maximo de 48 horas.

O laboratdrio de diagndstico genético compromete-se a devolver os blocos de
parafina a entidade requisitante sempre que a amostra ndo seja utilizada na

totalidade.

2.3.2 Amostras inadequadas
Sao consideradas amostras inadequadas as seguintes:
- Amostras colhidas em suporte imprdéprio, ndo contemplado no ponto 3.1.

- Amostras ndo identificadas ou com identificacdo deficiente ou identificadas de

forma ndo concordante com a informacgdo constante na requisicdo do exame.

- Amostras em quantidade insuficiente para analise e/ou que apresentem sinais de

ma preservagao.

2.3.3 Tempo de conclusdo do relatério

O relatério serda entregue num prazo maximo de 10 dias Uteis apds a

rececdo/colheita do material bioldgico.

2.4 ENVIO DAS AMOSTRAS

A remessa de amostras deve ser efetuada por correio registado ou outro meio
equivalente. As amostras poderdo ainda ser entregues por mao proépria pela

entidade requisitante (médico ou representante de clinica/laboratoério).
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2.5 LISTA DE EXAMES

Cancro do estdmago - genotipagem de polimorfismos pré-inflamatdrios

Doenga de Crohn - polimorfismos R702W, G908R e 1007fs do gene CARD15/NOD2
Doenga Celiaca - genotipagem HLA

Doenca de Wilson - gene ATP7B

Doenca de Wilson - caso familiar

Hemocromatose - gene HFE - caso index

Hemocromatose - gene HFE - caso familiar

Hemacromatose - gene HFE (H63D, C582Y, S65D)

Pesquisa de polimorfismo da IL-28B - resposta a terapéutica da Hepatite C
Fumarato Hidratase - gene FH - caso index
Fumarato Hidratase - gene FH - caso familiar

Fumarato Hidratase - gene FH - MLPA

Detec¢do de HPV
Detecdo de HPV por PCR + Exame citoldgico

Tumores - pesquisa de instabilidade de microssatélites

Cancro difuso do estobmago hereditario - pesquisa de mutagdes do gene da caderina-E - caso inde
Cancro difuso do estdmago hereditério - pesquisa de grandes dele¢des/duplicaces dos genes pa
Cancro difuso do estobmago hereditario - pesquisa de mutagdes do gene da caderina-E - caso fam
Doenca gastrica - genotipagem dos genes CagA, VacAs e VacAm do Helicobacter pylori

Pesquisa de mutagdes do gene KRAS (coddes 12, 13, 59, 61, 117 e 146) e NRAS (codbes 12, 13, 5¢
Pesquisa de grandes dele¢cdes/duplicacdes dos genes BRCA1 e BRCA2 - MLPA

Pesquisa de mutagdes dos genes BRCA 1 e 2 com MLPA - caso index

Pesquisa de mutag¢des dos genes BRCA 1 com MLPA - caso index

Pesquisa de mutagdes dos genes BRCA 1 - caso familiar

Pesquisa de mutac¢do fundadora BRCA1

Pesquisa de mutagdes dos genes BRCA 2 com MLPA - caso index

Pesquisa de mutagdes dos genes BRCA 2 - caso familiar

Pesquisa de mutagdes do gene BRCA 2 -inser¢do ALU

Pesquisa de mutagdes do gene KIT

Pesquisa de mutagdes do gene PDGFRA

Pesquisa integral de mutacdes do gene KIT
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Pesquisa de mutagdes do gene RET para despiste de forma familiar de carcinoma medular da tiredide ou sindrome (MEN2) - cas
Pesquisa de mutagdes do gene RET para despiste de forma familiar de carcinoma medular da tiredide ou sindrome (MEN2) - cast
Sindrome de MEN1 com pesquisa do gene MEN1 e estudo por MLPA para pesquisa de grandes dele¢es/duplicagdes - caso inde;

Sindrome de MEN1 com pesquisa do gene MEN1 e estudo por MLPA para pesquisa de grandes dele¢des/duplicagdes - caso fami

Feocromociotoma/Paraganglioma hereditario (genes MAX, SDHAF2, SDHB, SDHC, SDHD, TMEM127 e VHL) - caso index
Feocromociotoma/Paraganglioma hereditario (genes MAX, SDHAF2, SDHB, SDHC, SDHD, TMEM127 e VHL) - caso familiar
Sarcomas, PNET e Ewing - translocagdes cromossdmicas

Neuroblastoma - amplificagdo do gene NMYC

Polipose juvenil - pesquisa de mutagdes SMAD4 e BMPR1A - caso index

Polipose juvenil - pesquisa de mutagées SMAD4 e BMPR1A - caso familiar

Sindrome Peutz-Jeghers - pesquisa de mutagbes STK11 (LKB1) - caso index

Sindrome Peutz-Jeghers - pesquisa de mutagdes STK11 (LKB1) - caso familiar

Polipose adenomatosa familiar - pesquisa de mutagdes APC - caso index

Polipose adenomatosa familiar - pesquisa de mutagGes APC - caso familiar

Polipose adenomatosa familiar - pesquisa de mutagdes APC - MLPA

Polipose adenomatosa do célon - pesquisa de mutagdes MYH - caso index

Polipose adenomatosa do célon - pesquisa de mutagdes MYH - caso familiar

Cancro hereditario do célon sem polipose - pesquisa de mutagdes MLH1 e MSH2 com MLPA - caso index
Cancro hereditdrio do célon sem polipose - pesquisa de grandes dele¢des nos genes MLH1 e MSH2 - MLPA
Cancro hereditario do célon sem polipose - pesquisa de mutagdes MLH1 - caso index

Cancro hereditdrio do célon sem polipose - pesquisa de mutagdes MLH1 - caso familiar

Cancro hereditario do célon sem polipose - pesquisa de mutagdes MSH2 - caso index

Cancro hereditdrio do célon sem polipose - pesquisa de mutagdes MSH2 - caso familiar

Cancro hereditario do célon sem polipose - pesquisa de mutagdes PMS2 e MSH6 - caso index

Cancro hereditdrio do célon sem polipose - pesquisa de grandes dele¢des nos genes PMS2 e MSH6 - MLPA
Cancro hereditario do célon sem polipose - pesquisa de mutagdes MSH6 - caso index

Cancro hereditdrio do célon sem polipose - pesquisa de mutagdes MSH6 - caso familiar

Cancro hereditario do célon sem polipose - pesquisa de mutagdes PMS2 - caso index

Cancro hereditdrio do célon sem polipose - pesquisa de mutagdes PMS2 - caso familiar

Sindrome Li-Fraumeni - pesquisa de muta¢des em p53 - caso index

Sindrome Li-Fraumeni - pesquisa de mutagdes em p53 - caso familiar

Sindrome Li-Fraumeni - MLPA

Pesquisa de mutagdes do gene VHL

Pesquisa de mutagdes do gene JAK2

Esclerose tuberosa - genes TSC1 e TSC2

Esclerose tuberosa - genes TSC1 e TSC2 - MLPA

Esclerose tuberosa - caso familiar

Beta-catenina - pesquisa de mutagdes

Sindrome de Gorlin ou Sindrome baso-celular nevoide - sequencia¢do do gene PTCH1

Hipercolesterolemia familiar — LDLR, PCSK9, LDLRAP1, APOB (exdo 26) - caso index

Hipercolesterolemia familiar — caso familiar
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Miocardiopatia hipertrdfica - pesquisa de mutac¢des nos genes MYH7, MYBPC3, TNNT2, TNNI3, Al
Miocardiopatia hipertroéfica - caso familiar

Miocardiopatia dilatada, genes sarcoméricos - LMNA/C, MYBPC3, MYH7, TNNT2, ACTC1, TPM1, C
Miocardiopatia dilatada, genes sarcoméricos - caso familiar

Miocardiopatia ndo-compactada do ventriculo esquerdo - pesquisa dos genes: LDB3, TAZ, LMNA,
Miocardiopatia ndo-compactada do ventriculo esquerdo - caso familiar

Doenga de Danon — LAMP2, ligada ao cromossoma X - caso index

Doenca de Danon — caso familiar

Aneurisma/dissecc¢do da aorta - pesquisa de mutagdes nos genes ACTA2, MYH11 e SMAD3
Doenga de Fabry - gene GLA - caso index

Doenca de Fabry - gene GLA - caso familiar

Sindrome de Wolff-Parkinson-White — PRKAG2 - caso index

Sindrome de Wolff-Parkinson-White — PRKAG2 - caso familiar

Doenca de Pompe — GAA, autossomica recessiva

Sindrome de Marfan - pesquisa de mutagdes nos genes FBN1, TGFBR1 e TGFBR2 - caso index
Sindrome de Marfan - pesquisa de mutagGes nos genes FBN1, TGFBR1 e TGFBR2, SMAD3, TGFB2,
Sindrome de Marfan - pesquisa de grandes dele¢bes e/ou amplificagdes - MLPA

Sindrome de Marfan - caso familiar

Sindrome de Brugada - pesquisa de mutagdes no gene SCN5A - caso index

Sindrome de Brugada - pesquisa de mutagdes no gene CACNA1C, CACNB2, GPD1L, HCN4, KCNE3,
Sindrome de Brugada - caso familiar

Sindrome QT-curto - pesquisa de mutagGes nos genes SCN5A, KCNQ1 e KCNH2 - caso index
Sindrome QT-curto - pesquisa de mutagdes nos genes SCN5A, KCNQ1 e KCNH2 - caso familiar
Sindrome QT-longo - pesquisa de mutagdes nos genes KCNQ1, KCNH2, SCN5A, ANK2, KCNE1, KCN
Sindrome QT-longo - caso familiar

Displasia arritmogénica ventricular direita, autossomica dominante - pesquisa de mutac¢des nos g
Displasia arritmogénica ventricular direita, autossémica dominante - caso familiar

Displasia arritmogénica ventricular direita, autossdmica recessiva - pesquisa de mutagdes nos gel
Displasia arritmogénica ventricular direita, autossdmica recessiva - caso familiar

Displasia arritmogénica ventricular esquerda - pesquisa de mutagdes nos genes PKP2, DSG2, DSP
Taquicardia ventricular catecolaminérgica polimdrfica, autossémica dominante - pesquisa de mu
Taquicardia ventricular catecolaminérgica polimadrfica, autossémica dominante - caso familiar
Trombose: factor genético predisponente - inibidor do activador do plasminogénio 1 (PAI 1) - pes
Trombose: factor genético predisponente - metilenotatrahidrofolato reductase - pesquisa das va
Trombose: factor genético predisponente — pesquisa de Factor V de Leiden

Trombose: factor genético predisponente - protrombina - pesquisa de variante PT20210A
Trombose: factores genéticos predisponentes (FV Leiden; variantes: MTHFR 677T e 1298C, PAI1
Hipertensdo arterial pulmonar primaria - BMPR2 e ACVRL1 (ALK1) - caso index

Hipertensao arterial pulmonar primaria - caso familiar

Osteogénese imperfeita: pesquisa de mutagdes nos genes COL1A1

Sindrome de Jervel e Lange-Nielsen: pesquisa de mutagdes nos genes KCNQ1 e KCNE1

Mutacdes EGFR - Pesquisa de mutacgdes nos exdes 18,19,20 e 21 em fragmento cirtrgico/bidpsia
Pesquisa da translocagdo do gene ALK
Pesquisa da translocacdo do gene ROS1

Diagndstico de deficiéncia proteica (al-antitripsina ou outras)
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Pesquisa de mutag¢des do gene OTC - caso index

Pesquisa de mutag¢des do gene OTC - caso familiar

Diagnostico de caracterizagdo molecular/quantificagdo da actividade enzimatica de TPMT
Intolerancia ndo congénita a lactose - mutagdo LCT-13910

Deficiéncia em 21-Hidroxilase - pesquisa de mutagdes - caso index

Deficiéncia em 21-Hidroxilase - pesquisa de mutagdes - casos familiares

Paralise hipercalémica periddica - SCN4A - caso index

Paralise hipercalémica periddica - SCN4A - caso familiar

Diagndstico molecular de X-Fragil (S. de Martin Bell)

Diagndstico molecular de sindrome de Prader-Willi

Diagndstico molecular de sindrome de Angelman

Pesquisa de UBE3A no sindrome de Angelman - caso index

Pesquisa de UBE3A no sindrome de Angelman - caso familiar

Pesquisa de mutagdes sindrome CFC - caso index

Pesquisa de mutagdes sindrome Costello - pesquisa de mutagdes nos genes HRAS, KRAS, MEK1, BRAF - caso index
Pesquisa de mutagdes sindrome LEOPARD - caso index

Pesquisa de mutagdes sindrome Noonan - Pesquisa de mutagdes nos genes PTPN11, SOS1, RAF1, KRAS, MEK1, BRAF, MEK2, HRA
Pesquisa de mutagdes sindrome Noonan - caso familiar

Pesquisa de mutag¢des de BRAF

Surdez congénita ndo sindrémica - screening inicial - GJB2, GJB6

Surdez congénita ndo sindromica - screening inicial - GJB2, GJB6 com MLPA

Sindrome de Usher tipo | - caso index

Sindrome de Usher tipo Il - caso index

Sindrome de Usher tipo Il - caso index

Sindrome de Usher - caso familiar

Albinismo oculocutaneo - pesquisa de mutagdes OCA1, OCA2, OCA3 e OCA4 - caso index
Albinismo oculocutaneo - sequencia¢do e MLPA do gene OCA2

Albinismo oculocutaneo - caso familiar

Glaucoma congénito - sequenciagdo do gene CYP1B1

Diabetes Mody 1 - pesquisa de mutagdes no gene HNF4A

Diabetes Mody 2 - pesquisa de mutag¢des no gene GCK

Diabetes Mody 3 - pesquisa de muta¢des no gene HNF1A

Diabetes Mody 4 - pesquisa de mutag¢des no gene PDX1

Diabetes Mody 5 - pesquisa de mutag¢des no gene HNF1

Diabetes Mody 6 - pesquisa de mutac¢des no gene NEUROD1

Diabetes neo-natal - pesquisa de mutagGes nos genes KCNJ11 E ABCC8
Diabetes Mody - pesquisa de mutagdes nos genes HNF4A, GCK, HNF1A, HNF1B, PDX1 e NEUROD1
Sindrome de resisténcia a hormona tiroideia - SRHT - caso index
Sindrome de resisténcia a hormona tiroideia - SRHT - caso familiar
Sindrome de Birt-Hogg-Dubé - gene FLCN

Hipotireoidismo familiar isolado - gene GCM2
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Pesquisa de mutag¢des no gene da insulina

Sindrome nefrético - NPHS1 - pesquisa de mutagGes - caso index

Sindrome nefrético - NPHS2 - pesquisa de mutagdes - caso index

Sindrome de Kallmann

Neurofibromatose - estudo molecular NF1 com MLPA - caso index
Neurofibromatose - estudo molecular NF1 - caso familiar

Neurofibromatose - estudo molecular NF1 - MLPA

Neurofibromatose - estudo molecular NF2 - caso index

Sindrome de Gilbert

Mesotelioma e melanoma uveal hereditario - pesquisa de mutagées no gene BAP1
Sindrome de Rett - pesquisa de mutagdo no gene CDKL5

Linfangioleiomiomatose - TSC2

Miopatia miofibrilar - genes ZASP, DES, MYOT e CRYAB - caso index

Sindrome de Beals (aracnodactilia contractural congénita) - gene FBN2 - caso index
Sequenciagdo do gene PTEN

Citopatia mitocondrial - estudo DNA mitocondrial completo

Deficiéncia da enzima dihidropirimidina desidrogenase - gene DYPD

Xantomatose cerebrotendinosa

Doenga renal poliquistica autossomica dominante — pesquisa de mutagdes dos genes PKD1 e PKL
Pesquisa de mutagdes no gene EYA4

Odontomas - pesquisa de mutagdes no gne CNCL7

Pesquisa de mutagdes do gene RYR1

Cistinuria familias - Pesquisa de mutagdes dos genes SLC3A1 e SLC7A9

Colestase Hepadtica - pesquisa de mutagGes do gene ABCB4

Doenga granulomatosa cronica - pesquisa de mutagdes do gene CYBB

Doenca granulomatosa cronica - pesquisa de mutagdes do gene CYBA

Doenga granulomatosa cronica - pesquisa de mutagdes do gene NCF1

Doenca granulomatosa cronica - pesquisa de mutagdes do gene NCF2

Doenga granulomatosa cronica - pesquisa de mutagdes do gene NCF4
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3. EXAMES DE PARENTESCOS E IDENTIFICACAO GENETICA

3.1 EXAMES DE INVESTIGACAO DE PARENTESCO GENETICO/IDENTIFICACAO
GENETICA/PERFIL GENETICO

Podem realizar-se colheitas de sangue (em tubo ou papel apropriados) ou esfregago
bucal, ndo sendo necessario que sejam feitas em jejum. As colheitas poderdo ser
realizadas ao nosso cuidado ou serem enviadas pela entidade requisitante. Para as
colheitas realizadas sob nossa responsabilidade serd necessario que os interessados

apresentem documento de identificagdo valido com fotografia.

Na situagdo da colheita ndo ser efetuada no nosso laboratdrio, sera a entidade
requisitante que se responsabilizara pela identificacdo e custddia das amostras até a
sua entrega. Todo o material e fichas de identificagdo serdo fornecidos pelo nosso
laboratdrio mediante solicitagdo. Existem dois tipos de ficha de identificagdo: uma
corresponde aos dados de um adulto isoladamente (por exemplo, o pretenso pai), e
a outra corresponde a identificagdo de um menor e da pessoa que o identifica (a
mae, o proprio pretenso pai ou o seu detentor legal). De salientar que a completa
identificagdo dos intervenientes, nomeadamente o registo completo dos dados a
partir de documento de identificacdo valido com fotografia, bem como a obtengdo
de fotografia e impressdao digital no ato de colheita, é fundamental para o
reconhecimento do exame a nivel judicial. De igual modo é também essencial a
correta remessa/entrega das amostras ao nosso laboratdrio, de forma a garantir a

sua rastreabilidade.

Os exames podem ser solicitados por via judicial ou por qualquer médico ou
advogado, através de requisicdo apropriada, a qual devera conter o nome (ou outro

tipo de identificagdo) dos intervenientes no exame.

Quanto a realizagdo de perfis genéticos (individuais ou de marcadores de linhagens),
a colheita pode ser efetuada no nosso laboratdrio ou pelo interessado. Todo o
material, instrugdes e formularios sdo fornecidos pelo nosso laboratdrio mediante
solicitacdo. A realizacdo de perfis genéticos a menores carece de autorizagdo por
parte dos detentores do poder paternal. Este exame so terd valor judicial se a
colheita for efetuada nas nossas instalagGes e o interessado apresentar documento

de identifica¢do valido com fotografia.

Para qualquer tipo de exame é necessdria a assinatura pelos interessados de um

documento de declara¢do de consentimento informado.
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3.1.1 Colheita de sangue

A obtencdo de sangue podera ser efetuada por pungdo venosa para tubo com EDTA
ou por picada de dedo com lanceta e colocagdo do sangue em papel apropriado (tipo
FTA) para preservagdo de manchas de sangue. Este Ultimo método é o mais utilizado
devido a sua rapidez, facilidade técnica e envio, e melhor aceitagao por parte do

interveniente.

A obtengdo de manchas de sangue em papel apropriado deve ocupar os circulos
assinalados no papel, ndo sendo necessario preencher a totalidade do espacgo
designado para as manchas. E muito importante identificar corretamente o suporte
contendo a amostra com, pelo menos, dois elementos identificativos incluindo o
respetivo nome/numero de registo do dador da amostra e outro dado como, por

exemplo, a data de nascimento ou o numero de documento de identificagdo.

Apos a colheita, as amostras colhidas em FTA deverdo secar a temperatura ambiente
durante cerca de 24 horas, antes de serem remetidas ao nosso laboratério. Se ndo
for possivel remeter de imediato as amostras ao nosso laboratdrio, estas deverao
ser mantidas em local fresco e seco. Nestas condi¢Bes, o prazo de conservagdo

estende-se por varios anos.

Se o sangue for colhido por via venosa para tubo com EDTA, este devera ser mantido
refrigerado, sem congelar, no caso de ndo ser possivel remeter de imediato a
amostra ao nosso laboratério. Nestas condigGes, o prazo de conservagado é de uma

semana.

3.1.2 Colheita de células da mucosa bucal

A colheita de células por esfregaco bucal é efetuada com escovas apropriadas para

tubos de 1,5 ml contendo alcool a 96°.

Antes de efetuar a colheita é necessario colocar cerca de 1ml de alcool a 96° nos

tubos de 1,5 ml.

E muito importante identificar corretamente o suporte contendo a amostra com,
pelo menos, dois elementos identificativos incluindo o respetivo nome/niimero de
registo do dador da amostra e outro dado como, por exemplo, a data de nascimento

ou o niumero de documento de identificagdo.

33



A colheita de células da mucos bucal é feita com as escovas fornecidas, raspando
levemente a drea interior das bochechas durante cerca de 30 segundos. De seguida,
coloca-se a escova em contato com o alcool no tubo, roda-se a escova dentro do
tubo observando-se a queda e deposicdo de material celular no fundo. Retira-se a
escova (lixo) e fecha-se muito bem o tubo embrulhando-o em parafilme para garantir

qgue ndo haverd perdas durante o transporte para o laboratério.
S3o necessarias 3 colheitas por pessoa, ou seja, 3 esfregacos bucais distintos.

E necessdrio ter em atenco o correto manuseamento dos tubos e escovas de forma

a evitar a contaminagdo das amostras por outro DNA humano.

Se ndo for possivel remeter de imediato as amostras ao nosso laboratério, os tubos

deverdo ser congelados, ndo excedendo o prazo de 30 dias.

3.1.3 Amostras inadequadas

- Amostras colhidas em suporte impréprio, ndo contemplado nos pontos 3.1.1 e

3.1.2.

- Amostras nao identificadas ou com identificagdo deficiente, ou identificadas de

forma incompardavel com a prescrigdao do exame.

- Amostras em quantidade insuficiente para anélise e/ou que apresentem sinais de

ma preservagao.

3.1.4 Tempo de conclusao do relatério

Um relatorio de investigacdo de paternidade (trio — pretenso pai, mae e filho ou duo
— pretenso pai e filho) sera remetido antes do termo de 10 dias Uteis apds a

rececdo/colheita de amostras em boas condices.

Um relatério de outro tipo de investigacdo de parentesco ou de um perfil genético
poderd ser mais moroso dependendo do tipo e numero de marcadores genéticos a
analisar. A remessa ndo devera exceder os 20 dias Uteis apds a rece¢do/colheita do

material bioldgico.
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3.2 EXAMES DE INVESTIGAGAO DE PARENTESCO GENETICO/IDENTIFICAGAO
GENETICA /PERFIL GENETICO A PARTIR DE MATERIAL BIOLOGICO QUE NAO
SANGUE NEM ESFREGAGO BUCAL

Por varias razdes, pode ser necessario comparar o perfil genético de uma amostra
com o de um possivel dador. Por exemplo, na suspeita de troca de amostras de
bidpsias, é fundamental que o diagndstico seja emitido a pessoa correta. Por vezes,
também na area das investigacdes de paternidade poderdo surgir situagdes em que
o Unico material bioldgico existente do suposto pai, ja falecido ou desaparecido, tem

como origem uma bidpsia, uma peca de roupa manchada ou até cabelos.

Teoricamente é possivel a obtengdo de perfis genéticos a partir de qualquer tipo de
material bioldgico, nomeadamente cabelos, tecidos e fluidos bioldgicos. No entanto,
0 sucesso para a obtenc¢do de um perfil genético depende, fundamentalmente, do
tipo e estado de conservacdo da amostra bioldgica inicial, bem como da forma como
foi colhida e preservada. Como tal, qualquer pedido de anadlise a um vestigio
bioldgico (isolado ou em suporte fisico) requer observagdo e avaliagdo prévia pelos
peritos do laboratdrio, no sentido de aferir qual a estratégia técnica mais apropriada

para cada caso.

Ap0ds a observagdo do material a analisar, tanto as expetativas de sucesso da analise
bem como os pormenores sobre os procedimentos a seguir, sdo comunicados a

entidade requisitante que notificara a decisdo de prosseguir ou ndo com a analise.

3.2.1 Amostras inadequadas

Amostras que, apds observacdo qualitativa e quantitativa, apresentem uma baixa
probabilidade de sucesso. A apreciacgdo final é efetuada através de uma tentativa de

extracdo de DNA e posterior avaliagcdo dos resultados obtidos apés PCR.

3.2.2 Tempo de conclusao do relatério

Dado que os procedimentos inerentes a analise de diferentes tipos de material
bioldgico sdo distintos conforme o caso, um relatério de investigagdo de parentesco,
de identidade ou de um perfil genético de material biolégico que ndo sangue nem
esfregaco bucal, serd remetido até 30 dias Uteis apds a rece¢do/colheita do material

bioldgico.
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3.3 ENVIO E GUARDA DAS AMOSTRAS

A remessa de amostras colhidas fora do Instituto deve ser efetuada por correio
registado ou outro meio equivalente. As amostras poderao ainda ser entregues por
mdo prépria pela entidade requisitante (médico ou representante de
clinica/laboratério). No caso de a entrega ser efetuada pelo interveniente no exame,
este terd de assinar um auto de entrega, salientando-se que neste caso o valor
judicial do exame ficara comprometido. No caso de amostras para investigacdes de
parentesco, o envio/entrega deverd ser efetuado pela entidade requisitante, ndo
sendo aceites amostras entregues pelas pessoas diretamente envolvidas nos

exames.

As amostras primarias (no caso de sobrar material bioldgico) e DNAs sdo arquivados
durante 10 anos apds expedi¢do do relatdrio final, estando disponiveis para re-

analise se assim for solicitado.

3.4 LISTA DE EXAMES

Colheita de material bioldgico, por pessoa

Testes de paternidade/maternidade

Testes de paternidade/maternidade (valor a acrescentar por pessoa extra)

Desconto com P1 (ARS Norte) por pessoa

Outras investigacdes de parentesco



Identificagdo (Limite/Complexa vs Referéncia)

Identificacdo (Referéncia vs Referéncia)

Perfil genético individual

Caracterizagdo de marcadores de linhagem feminina (mtDNA)
Caracterizacdo de marcadores de linhagem masculina (Y-STRs)

Extraccdo de DNA e PCR, sem colheita, sem relatério

Perfil genético de material bioldgico (que ndo sangue nem esfregaco bucal)
Parecer pericial sem revisao de resultados

Parecer pericial com revisdo de resultados

Parecer pericial envolvendo parentescos complexos

Cdpia autenticada de relatério/parecer

Perfis genéticos em humanos - N3o-Forense

I-Caracterizagdo genética individual (marcadores autossémicos)

Il-Caracterizagdo de marcadores de linhagem materna (regido controle completa do DNA mitocor
lll-Caracterizag¢do de marcadores de linhagem paterna (20 Y-STRs)

IV-Caracterizagdo genética individual do cromossoma X (15 X-STRs)
V-Caracterizagdo genética individual de SNPs autossomicos (35 Indels autossomicos)
VI-Caracterizagdo de marcadores de linhagem paterna (Y-SNPs)

Pacote I+

Pacote I+I1I §

Pacote I+V

Pacote II+IIl §

Pacote II+l1+VI §

Pacote IlI+VI §

Pacote I+lI1+V

Pacote [+lI+IV+V

Pacote I+lI+I+IV+V+VI §

Outros pacotes

Testes paternidade/maternidade e perfis genéticos em cdes
C3es - Teste de parentesco simples (pai/mae/filho ou pai/filho ou mae/filho)

Cies - Teste de parentesco simples (filho ou pai/mée extra, até 10 individuos)*

Caes - Perfil genético individual (9 STRs autossémicos) - menos que 10 individuos

Caes - Perfil genético individual (9 STRs autossémicos) - igual ou mais que 10 individuos
C3es - Parecer/Relatério

C3es - Envio de Material de colheita/individuo

Identificacdo de espécies
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