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“The dictionary is the only place where success comes before work. Hard work is the 

price we must pay for success. I think you can accomplish anything if you're willing to 

pay the price.”  - Vince Lombard 
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Resumo 

 

A Citogenética estuda a morfologia, estrutura, função e comportamento biológico dos 

cromossomas e divide-se em duas áreas: citogenética convencional e citogenética 

molecular. A evolução das técnicas citogenéticas permitiu, nas neoplasias 

hematológicas, a identificação e deteção de alterações cromossómicas com implicações 

no diagnóstico, orientação clínica, decisão terapêutica e avaliação do prognóstico. A 

citogenética convencional tem como objetivo o estudo de cromossomas e da sua 

morfologia pela análise do cariótipo, enquanto a citogenética molecular, pela técnica de 

Hibridação in situ fluorescente (FISH), permite a deteção de anomalias cromossómicas, 

a análise em núcleos interfásicos e em cortes de tecido. As neoplasias hematológicas 

influenciam a normal produção, desenvolvimento e diferenciação de células 

sanguíneas. A abordagem diagnóstica em hemato-oncologia deve ser feita de acordo 

com a classificação dos tumores dos tecidos hematopoiético e linfóide da Organização 

Mundial de Saúde, baseada nos dados morfológicos, imunofenotípicos, genéticos e 

clínicos. Este relatório de estágio aborda seis neoplasias hematológicas: três de 

linhagem mielóide – Leucemia Mielóide Crónica (10 amostras), Síndrome 

Mielodisplásico (10 amostras) e Leucemia Mielóide Aguda (7 amostras); três de 

linhagem linfóide – Leucemia Linfática Crónica (10 amostras), Mieloma Múltiplo (10 

amostras) e Linfoma Folicular (6 amostras). Estas neoplasias hematológicas perfazem 

um total de 53 amostras anonimizadas e excedentárias, 33 de medula óssea e 20 de 

sangue periférico, pertencentes a indivíduos do Centro Hospitalar de Trás os Montes e 

Alto Douro. Na totalidade das amostras, foi realizada a técnica de FISH, sendo que, em 

35 destas, foi efetuada, cumulativamente, a análise por citogenética convencional, a 

bandagem GTL. Este estágio permitiu-me a obtenção de experiência em diagnóstico 

genético clínico laboratorial, nomeadamente diagnóstico citogenético hemato-

oncológico pela aplicação e realização autónoma de técnicas de citogenética 

convencional e molecular, como a realização de culturas celulares, manipulação, 

espalhamento, bandagem, identificação, organização e análise de cariótipos e a sua 

respetiva classificação citogenética pela realização da técnica de FISH e análise. Do 

mesmo modo, permitiu-me a integração na rotina do Laboratório de Genética do 

CHTMAD e a realização de técnicas em amostras para diagnóstico pré-natal, pós-natal 

e oncológico e o acompanhamento no projeto de implementação da metodologia de 

Sequenciação de Nova Geração (NGS) em Oncologia. 
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Abstract 

 

Cytogenetics is the study of the morphology, structure, function and biological behavior 

of chromosomes and is divided into two areas: conventional cytogenetics and molecular 

cytogenetics. The evolution of cytogenetic techniques has allowed, in hematological 

malignancies, the identification and detection of chromosomal alterations with 

implications for diagnosis, clinical guidance, therapeutic decision and the evaluation of 

prognosis. Conventional cytogenetics aims the study of chromosomes and their 

morphology by karyotype analysis, while molecular cytogenetics, using the Fluorescent 

In Situ Hybridization (FISH) technique, allows the detection of chromosomal 

abnormalities, analysis in interphase nuclei and in sections of tissues. Hematologic 

neoplasms influence the normal production, development and differentiation of blood 

cells. The diagnostic approach in hemato-oncology should be performed according to 

the classification of tumors of hematopoietic and lymphoid tissues of the World Health 

Organization, based on morphological, immunophenotypic, genetic and clinical data. 

This internship report addresses six hematological neoplasms: three of myeloid lineage 

– Chronic Myeloid Leukemia (10 samples), Myelodysplastic Syndrome (10 samples) and 

Acute Myeloid Leukemia (7 samples); three of lymphoid lineage – Chronic Lymphatic 

Leukemia (10 samples), Multiple Myeloma (10 samples) and Follicular Lymphoma (6 

samples). These hematological neoplasms make up a total of 53 samples, anonymized 

and excess samples, 33 of bone marrow and 20 of peripheral blood, belonging to 

individuals from the Centro Hospitalar of Trás os Montes and Alto Douro. The FISH 

technique was performed in all samples and in 35 of these, the analysis by conventional 

cytogenetics, the GTL banding, was cumulatively performed. This internship allowed me 

to obtain experience in laboratory clinical genetic diagnosis, namely hemato-oncological 

cytogenetic diagnosis through the application and autonomous realization of 

conventional and molecular cytogenetic techniques such as cell cultures, manipulation, 

spreading, banding, identification, organization and analysis of karyotypes and their 

respective cytogenetic classification and by performing the FISH technique and analysis. 

Likewise, it allowed me to integrate into the routine of the Genetics Laboratory of 

CHTMAD and to perform techniques on samples for prenatal, postnatal and oncological 

diagnosis and follow-up in the implementation project of the Next Generation Sequencing 

methodology (NGS) in Oncology. 

Keywords: Conventional cytogenetics, Molecular cytogenetics, FISH, Hematologic 

malignancies. 
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Lista de Abreviaturas 

 

- perda 

# cromossoma 

% percentagem 

+ ganho  

° graus celsius 

µg microgramas 

µL microlitros 

ABL1 Abelson Murine Leukemia 

ATM ATM serine/threonine kinase 

BCL2 BCL2 apoptosis regulator 

BCR  Breakpoint Cluster Region 

BIRC3 Baculoviral IAP repeat containing 3 

CBFB Core-binding factor subunit beta 

CC Citogenética convencional 

CCND1 Cyclin D1 

CHTMAD Centro Hospitalar de Trás os Montes e Alto Douro  

CO2 Dióxido de Carbono 

CTNNA1 Catenin alpha 1 

D Culturas diretas 

DAPI Diamidino-2-phenylindole 

del Deleção 

DMP Doenças mieloproliferativas  

DNA Ácido desoxirribonucleico  

DSP30 Cpg-oligonucleotide 

E Culturas com estimuladores 

EGR-1 Early growth response 1 

FGFR3  Fibroblast growth factor receptor 3 

FISH Hibridação in situ fluorescente  

G Bandagem G 

g Gramas 

GMSI Gamopatia monoclonal de significado indeterminado  

h Hora 

IgH Immunoglobulin heavy locus 

IL2 Interleukin 2 

inv Inversão 

k-max Karyomax medium 

L Litro 

LF Linfoma folicular 

LH Linfoma de Hodgkin 

LMA Leucemia mielóide aguda 

LMC Leucemia mieloide crónica 

LNC Linfócitos não cultivados 

LNH Linfoma não Hodgkin 

M Molar 
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MDM2 MDM2 proto-oncogene 

min Minutos 

miR Micro RNA 

mL Mililitro 

MM Mieloma múltiplo 

MO Medula óssea 

MO Medula óssea 

MTX Metotrexato 

MYC MYC proto-oncogene, bhlh transcription factor 

MYH11 Myosin heavy chain 11 

NaCl Cloreto de Sódio 

NCB Neoplasias de células B 

NCT Neoplasias de células T e NK 

NGS Sequenciação de nova geração 

NIH National cancer institute  

NOTCH1 Notch receptor 1 

OMS Organização Mundial de Saúde 

p Braço curto do cromossoma 

Ph Philadelphia 

PML PML nuclear body scaffold 

q Braço longo do cromossoma 

RARA Retinoic acid receptor alpha 

RB1 RB transcriptional corepressor 1 

RCD Região comummente deletada 

rpm Rotações por minuto 

RPS14 Ribosomal protein S14 

RUNX1 RUNX family transcription factor 1 

RUNX1T1 RUNX1 partner transcriptional co-repressor 1 

SMD Síndromes mielodisplásicos 

SP Sangue periférico 

SPARC Secreted protein acidic and cysteine rich 

SSC Citrato de sódio salino 

SSC Citrato de sódio salino  

SVF Soro de vitelo fetal 

t Translocação 

TP53 Tumor protein p53 

TPA 12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetate 

TPK Proteína tirosina quinase  
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1 | Citogenética no cancro 

 

1.1 | Perspetiva histórica 

A citogenética humana teve origem em 1952 quando, por um erro no procedimento 

experimental, Hsu adicionou solução hipotónica a uma suspensão de células mitóticas 

humanas antes destas serem fixadas. A solução hipotónica ao permitir a entrada de 

água nas células promovia a sua turgescência e a separação dos cromossomas entre 

si, facilitando a sua visualização (1). Esta descoberta permitiu a Tijo e Levan, em 1956, 

a determinação do número correto de cromossomas humanos, 46 cromossomas (Figura 

1) (2, 3). Em 1960 foi estabelecido um sistema internacional de nomenclatura que 

permitiu descrever os cromossomas humanos e as anomalias cromossómicas, 

Internacional System for Human Cytogenetic Nomenclature (ISCN) (4). 

 

Figura 1 | Representação de cromossomas metafásicos obtidos por Tijo e Levan, 1956. Metáfase de 
fibroblastos embrionários humanos, obtida por tratamento com colquicina, que possibilitou a primeira 
contagem correta do número cromossómico humano. Adaptado de (2). 

A descoberta de um pequeno cromossoma anormal, cromossoma Philadelphia, em 

1960 em amostras de medula óssea de doentes com Leucemia Mielóide Crónica (LMC) 

por Peter Nowell e David Hungerford evidenciou pela primeira vez o cancro como 

resultado de uma alteração genética específica (5).  

Com a evolução das técnicas citogenéticas, em 1973, Janet Rowley descobriu a 

existência de uma translocação entre os braços longos dos cromossomas 9 e 22 na 

LMC que resultou num gene de fusão BCR-ABL expresso nas células destes doentes. 

O cromossoma Philadelphia deu então origem a uma nova era de diagnóstico 

citogenético, nomeadamente no cancro permitindo a associação entre anomalias 

cromossómicas e neoplasias hematológicas (3, 6).  

A Citogenética dedica-se ao estudo da morfologia, estrutura, função e 

comportamento biológico dos cromossomas e divide-se em duas áreas: citogenética 
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convencional e citogenética molecular. A evolução das técnicas citogenéticas permitiu, 

nas neoplasias hematológicas, a identificação e deteção de alterações cromossómicas 

com implicações no diagnóstico, orientação clínica, decisão terapêutica e avaliação do 

prognóstico (3, 7). 

 

1.2 | Citogenética Convencional 

 

A citogenética convencional tem como objetivo o estudo de cromossomas e da sua 

morfologia pela análise do cariótipo. O cariótipo ou cariograma consiste no alinhamento 

sistemático e classificação dos cromossomas de uma célula. As células somáticas 

humanas são constituídas por 23 pares de cromossomas (22 pares de autossomas e 

um par de cromossomas sexuais). Durante a construção do cariograma, os autossomas 

são numerados de 1 a 22 por ordem decrescente de tamanho (com exceção do 

cromossoma 21 que é inferior ao 22). Os cromossomas sexuais são denominados X e 

Y, sendo o complemento sexual feminino XX e o masculino XY (4, 8-10). 

Os cromossomas são divididos num braço curto (p) e longo (q) pelo centrómero (#) 

(Slovak et al., 2013). Mediante a posição do centrómero, os cromossomas são 

classificados como metacêntricos, submetacêntricos e acrocêntricos. Nos 

cromossomas metacêntricos, o centrómero cria um braço curto e um braço longo com 

tamanhos similares. Nos cromossomas submetacêntricos o centrómero cria um braço 

curto e um braço longo e os cromossomas acrocêntricos contêm o centrómero junto a 

uma extremidade (4, 9-11) (Figura 2). 

 

Figura 2 | Classificação dos cromossomas consoante a posição do centrómero. Adaptado de (11). 
Ilustração criada no site BioRender. 
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Os cromossomas são divididos em grupos de A a G com base no tamanho, posição 

do centrómero e padrão de bandas (Tabela 1) (4).  

Tabela 1 | Nomenclatura básica para cromossomas sem bandagem. Adaptado de (12). 

 

Com o surgimento e evolução de técnicas de bandagem cromossómico foi possível 

a identificação de cada cromossoma e de diferentes regiões dentro do mesmo 

cromossoma através do seu padrão de bandas específico. Uma banda é definida como 

parte de um cromossoma que é claramente distinguida dos seus segmentos adjacentes, 

surgindo mais clara ou mais escura através de uma ou mais técnicas de bandagem (4, 

9, 10, 12).  

Assim, as técnicas de bandagem podem ser divididas em técnicas básicas que, 

consoante a técnica, vão produzir padrões de bandagem específicos ao longo de todo 

o cromossoma (bandagem G, Q e R) e técnicas seletivas que vão apenas corar uma 

região ou banda específica dos cromossomas (bandagem C, NOR e T) (Tabela 2) (12, 

13). 
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Tabela 2 | Técnicas de bandagem cromossómica. Adaptado de (12). 

 

A citogenética convencional permite uma visão completa e geral através da análise 

do cariótipo sendo capaz de detetar mosaicos de baixa expressão, no entanto, 

apresenta uma baixa resolução de 5 a 10 mega pares de bases e algumas 

desvantagens como por exemplo a presença de poucas células na amostra, baixo índice 

mitótico e metafases com má qualidade. Algumas limitações da citogenética 

convencional foram ultrapassadas pela introdução de técnicas moleculares que 

complementam a análise cromossómica (7, 14). 

 

 

1.3 | Citogenética Molecular 

 

A citogenética molecular é uma área que combina a biologia molecular e a 

citogenética com o objetivo de superar a limitação de baixa resolução da citogenética 

convencional na deteção de anomalias cromossómicas de baixo índice mitótico uma vez 

que inclui a possibilidade de análise em núcleos interfásicos e em cortes de tecido. A 

evolução natural do laboratório de citogenética para o domínio da técnica de Hibridação 

in situ fluorescente (FISH) levou ao termo "citogenética molecular" como sinónimo de 

FISH (14-16). 

 

Técnica de 
bandagem 

Tipo de bandas 

 

G 
Giemsa que cora zonas ricas em bases A-T (bandas 

escuras) e pobres em bases G-C (bandas claras) 

T
é
c
n

ic
a
s
 b

á
s
ic

a
s
 

Q 
Padrão fluorescente que cora zonas ricas em bases A-T e 

pobres em bases G-C 

R Cora inversamente à C e Q 

C 
Cora sequências de DNA altamente repetitivas como 

centrómeros, porção distal do cromossoma Y e constrições 
secundárias dos cromossomas 1, 9 e 16 

T
é
c
n

ic
a
s
 S

e
le

ti
v
a
s
 

NOR 
Identifica o RNA ribossomal, regiões organizadoras do 

nucléolo e no ramo curto dos cromossomas acrocêntricos 
13, 14, 15, 21 e 22 

T Cora as regiões teloméricas 
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A técnica de FISH é uma abordagem bem estabelecida que consiste na hibridação 

de uma ou mais sondas marcadas com um fluorocromo com as sequências 

complementares do DNA alvo em preparações cromossómicas metafasicas ou núcleos 

interfásicos fixados em lâminas (17-19) (Figura 3).  

 

Figura 3 | Representação esquemática das etapas principais da técnica de FISH. A sonda marcada 
com o fluorocromo e o DNA alvo são desnaturados. Após a hibridação, por complementaridade entre o 
DNA alvo e a sonda, a região cromossómica de interesse vai permanecer marcada com o fluorocromo, 
tornando possível a análise do sinal de fluorescência no microscópio de fluorescência. Adaptado de (20). 
Ilustração criada no site BioRender. 

 

1.3.1 | Tipos de sondas 

 

A utilização de mais de uma sonda no mesmo material permite a identificação de 

alterações genéticas que podem estar associadas a diferentes neoplasias 

hematológicas (18).  Estas são classificadas de acordo com a sua sequência alvo:  

Sondas de sequência de cópia única (sondas locus-specific) - usadas para detetar 

regiões cromossómicas específicas ou genes individuais. Podem ser marcadas com 

diferentes fluorocromos e usadas para identificar rearranjos cromossómicos específicos 

ou para diagnosticar, em amostras clínicas, a existência de um número de 

genes/sequências anormais: 

• Sondas subteloméricas - hibridam em regiões a montante dos telómeros 

• Sondas para translocações específicas no qual os sinais de hibridação da 

sonda surgem, geralmente, a verde e vermelho:  

- sondas dual fusion: A fusão dos genes indica um resultado positivo e é 

assinalada por um sinal vermelho e um sinal verde individualizados e dois 

sinais de fusão vermelho/verde ou sinais amarelos no caso de sobreposição 

de sinais. 

- sondas break-apart: Uma região do gene afetada por uma translocação é 

indicada por um sinal verde separado e um sinal vermelho separado. Uma 

deleção do gene, resultando numa fusão, é indicada pela perda de um sinal 

verde/vermelho. 
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Sondas de sequência repetitiva - permitem a deteção de DNA satélite ou outros 

elementos de DNA repetidos localizados em regiões cromossómicas específicas e são 

utilizadas, preferencialmente, na identificação de deleções ou duplicações e de zonas 

de quebra, no caso de translocações; 

Sondas painting - sondas complexas que contêm sequências específicas para todo 

o cromossoma e são utilizadas no estudo de rearranjos complexos, translocações e 

identificação de cromossomas marcadores (15, 18). 

 

 

2 | Doenças hemato-oncológicas 

 

As neoplasias hematológicas, no mundo, são responsáveis por 7% dos cancros, 

representando aproximadamente 9% na Europa (21). Estas neoplasias são 

frequentemente classificadas em quatro subtipos: Leucemia, Linfoma de Hodgkin (LH), 

Linfoma Não Hodgkin (LNH) e Mieloma Múltiplo (MM). Segundo a Organização Mundial 

de Saúde (OMS) em 2020, no mundo, foram registados 474 519 novos casos de 

Leucemias, 83 087 de LH, 544 352 de LNH e 176 404 novos casos de MM (22). 

As doenças hematológicas são cada vez mais comuns em doentes com idade 

avançada. O envelhecimento é um processo complexo influenciado, principalmente, 

pela instabilidade genómica e por fatores ambientais levando à diminuição ou perda de 

função de vários órgãos e ao aumento da suscetibilidade a infeções e a alterações 

genéticas carcinogénicas. Assim, com o aumento da idade, as células estaminais 

hematopoiéticas estão mais suscetíveis a danos no DNA pela diminuição da eficácia da 

sua reparação e mutações permanentes resultando em neoplasias hematológicas (23-

25).  

No geral, quando comparado com o sexo masculino, o sexo feminino apresenta um 

menor risco e melhor prognóstico em diferentes tipos de cancro e neoplasias 

hematológicas. O sexo masculino apresenta maior incidência e mortalidade de leucemia 

com uma incidência de 17,6 por 100.000 habitantes e 10,8 por 100.000 habitantes no 

sexo feminino, por ano. A taxa de mortalidade é 5% maior no sexo masculino em 

comparação com o sexo feminino durante os primeiros 5 anos após o diagnóstico (26-

28).  
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Uma maior suscetibilidade do sexo masculino pode ser fundamentada pela 

exposição ambiental, estilo de vida, epigenética e hormonas sexuais, nomeadamente 

os estrogénios uma vez que estão descritos na literatura como tendo um papel crucial 

na sobrevivência das células B e, consequentemente, o sexo feminino apresenta um 

maior índice apoptótico. A perda do cromossoma Y ou do cromossoma X é mais 

frequentemente observada em doentes idosos do sexo masculino com neoplasias 

hematológicas em comparação com o sexo feminino. A presença destas anomalias 

sugere uma maior instabilidade genética das células leucémicas no sexo masculino, o 

que pode contribuir para a progressão da leucemia (28, 29). 

 

2.1 | Hematopoiese 
 

A hematopoiese é o processo pelo qual os constituintes celulares do sangue são 

continuamente reabastecidos ao longo da vida de um organismo. O sistema 

hematopoiético consiste em várias populações de células altamente especializadas que 

possuem funções únicas (30-32). 

As células estaminais hematopoiéticas são células indiferenciadas, encontradas 

principalmente na medula óssea (MO) e são caracterizadas pela sua capacidade de 

auto-renovação e produção de vários progenitores que proliferam e diferenciam-se 

numa célula progenitora mielóide ou linfóide e, posteriormente, em células sanguíneas 

maduras (Figura 4) (31, 33).  

 

Figura 4 | Hematopoiese - Diferenciação de células estaminais hematopoiéticas na medula óssea. 
Ilustração criada no site BioRender. 



10 

2.2 | Classificação das doenças Hemato-Oncológicas 
 

A abordagem diagnóstica em hemato-oncologia deve ser feita de acordo com a 

classificação dos tumores dos tecidos hematopoiético e linfóide da OMS (OMS 2017), 

baseada nos dados morfológicos, imunofenotípicos, genéticos e clínicos. Esta 

classificação divide as neoplasias quanto ao seu grau de maturação: aguda ou crónica 

e consoante a linhagem envolvida: neoplasias mielóides e neoplasias linfóides (21, 22)  

As neoplasias mielóides estão divididas de acordo com o grau de maturação das 

células, proliferação celular: normal ou displásica, e quantidade de leucócitos e de 

células imaturas (células blásticas). Incluem as linhagens que dão origem aos 

monócitos, eritrócitos, megacariócitos e granulócitos (neutrófilos, basófilos e 

eosinófilos). Estas neoplasias incluem, entre outras: Doenças Mieloproliferativas (DMP); 

Doenças Mieloproliferativas/Mielodisplásicas (DMP/SMD); Síndromes Mielodisplásicos 

e Leucemia Mielóide Aguda (LMA). (Tabela 3). 

As neoplasias linfóides são divididas de acordo com as suas características 

morfológicas e imunofenotípicas e são constituídas por três grupos: Neoplasias de 

células B (NCB); Neoplasias de células T e NK (NCT) e Linfoma de Hodgkin (LH) (22, 

34). 

Tabela 3 | Classificação das doenças hemato-oncológicas. (OMS, 2017). 
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Doenças Mieloproliferativas 

Doenças Mieloproliferativas / Mielodisplásicas 

Síndromes Mielodisplásicos 

Leucemia Mielóide Aguda 

N
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o
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s
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in
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e

s
 

Neoplasias de células B 

Neoplasias de células T e NK 

Linfoma de Hodgkin 
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2.3 | Neoplasias Mielóides 

 

Vão ser abordados durante este trabalho três tipos de leucemia da linhagem mielóide: 

leucemia mielóide crónica, síndrome mielodisplásico e leucemia mielóide aguda. 

 

2.3.1 | Leucemia Mielóide Crónica 
 

A Leucemia Mielóide Crónica (LMC) é uma neoplasia mieloproliferativa que resulta 

da expansão clonal de percursores hematopoiéticos mielóides, granulócitos (basófilos, 

eosinófilos e neutrófilos), na medula óssea e que se manifesta frequentemente com 

leucocitose (aumento do número de leucócitos), anemia (diminuição do número de 

eritrócitos) e trombocitose (aumento do número de plaquetas). Segundo o National 

Cancer Institute (NIH) a LMC apresenta uma incidência de 1 a 1,5 novos casos por 100 

000 habitantes, por ano e é ligeiramente mais frequente no sexo masculino, sendo 

geralmente diagnosticada entre os 55 e os 65 anos (22, 35-37). 

Esta doença apresenta características clínicas e evolutivas heterogéneas e é 

constituída por três fases: crónica, acelerada e blástica. É diagnosticada, habitualmente, 

na fase crónica, em que apresenta uma elevada proliferação de células mielóides com 

capacidade de manter a capacidade de diferenciação. Não sendo tratada, esta doença 

pode progredir para a fase acelerada em que é perdida a capacidade de diferenciação 

e o controlo da mesma é cada vez menos eficaz, culminando com a evolução para a 

fase blástica ou leucemia aguda (37, 38). 

A LMC é, de um modo geral, facilmente diagnosticado uma vez que mais de 95% das 

células destes doentes apresentam uma alteração citogenética, o cromossoma 

Philadelphia (Ph), que resulta de uma translocação recíproca, t(9;22)(q34;q11), entre os 

braços longos dos cromossomas 9 e 22. Assim, oncogene ABL1 (Abelson Murine 

Leukemia), localizado no cromossoma 9, com a função de codificar uma proteína 

tirosina cinase (TPK), é translocado para uma região específica do gene BCR 

(Breakpoint Cluster Region) no cromossoma 22. Do mesmo modo, parte do gene BCR 

permanece no cromossoma 22 enquanto que a outra região é translocada para o 

cromossoma 9. Desta translocação resulta o gene de fusão BCR/ABL1, também 

designado de Ph com produção anormal de TPK que causa a desregulação de várias 

vias de sinalização e, consequente proliferação excessiva, resistência à apoptose e 

outros fatores responsáveis pela oncogénese na LMC (Figura 5) (37-41).  
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Figura 5 | Esquema da alteração cromossómica em doentes com LMC. Da t(9;22) resulta o gene de 
fusão BCR/ABL1, o cromossoma Ph. Adaptado de (42). Ilustração criada no site BioRender. 

 

O gene de fusão BCR/ABL1 pode ser detetado através da citogenética convencional 

pela análise do cariótipo e por FISH utilizando sondas específicas para os cromossomas 

9 e 22 em núcleos interfásicos e em cromossomas metafásicos (Figura 6) (40, 41). 

 

Figura 6 | a) Cariótipo de um indivíduo do sexo feminino com a t(9;22) assinalada a vermelho, resulta 
no gene de fusão BCR-ABL1. b) FISH em cromossomas metafásicos para a t(9;22) com resultado 
normal, o padrão de sinal consiste em dois sinais vermelhos (duas cópias normais para o cromossoma 9) 
e dois sinais verdes (duas cópias normais para o cromossoma 22).  c) FISH em núcleos interfásicos para 
a t(9;22) com resultado indicativo da fusão dos genes BCR (cor verde) e ABL1 (cor vermelha). Adaptado 
de (43, 44). 

O cromossoma Ph é encontrado em células mielóides da medula óssea e em células 

nucleadas sanguíneas em mais de 90% dos doentes com sintomatologia e achados 

clínicos característicos da LMC. Outras alterações cromossómicas adicionais são 

classificadas como alterações major ou minor (37).  

As alterações citogenéticas major estão associadas a um pior prognóstico e são 

caracterizadas pela trissomia do cromossoma 8, trissomia do cromossoma 19, 

isocromossoma do braço longo do cromossoma 17. Em contrapartida as alterações 

cromossómicas minor apresentam uma baixa incidência e incluem a deleção do 

cromossoma Y, trissomia do cromossoma 17, trissomia do cromossoma 21, deleção do 

cromossoma 7 e deleção do cromossoma 17 (Tabela 4) (37, 38, 40, 43). 
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Tabela 4 | Alterações citogenéticas adicionais na leucemia mieloide crónica e o seu valor 

prognóstico (43). 

 

 

 2.3.2 | Síndrome Mielodisplásico 
 

Os síndromes mielodisplásicos (SMD) são um grupo de neoplasias mielóides que se 

caracteriza por hematopoiese clonal ineficaz e displasia numa ou mais linhagens 

mielóides, anomalias genéticas recorrentes e citopenias (diminuição de um ou mais tipo 

de células). Deste modo, verifica-se uma apoptose excessiva dos percursores 

hematopoiéticos na medula óssea e, consequentemente, uma diminuição do número de 

eritrócitos, leucócitos e plaquetas no sangue periférico. Estes doentes apresentam ainda 

um risco aumentado para desenvolver leucemia mielóide aguda (LMA) (22, 45-47). 

Os SMD apresentam uma incidência de 3 a 4 novos casos por 100 000 habitantes, 

por ano, na Europa. São mais frequentes no sexo masculino, particularmente em 

pessoas de idade avançada uma vez que cerca de 60% dos doentes ao diagnóstico têm 

uma idade superior a 70 anos (45). 

A classificação dos SMD pela OMS é baseada no número de citopenias e de 

linhagens mielóides com displasia, na presença/ausência de sideroblastos no sangue 

ou medula, na percentagem de blastos no sangue periférico e em alterações 

citogenéticas ou moleculares (Tabela 5). O diagnóstico de leucemia aguda corresponde 

a um número de blastos na medula superior a 20% (48, 49).  

 
Prognóstico Alterações citogenéticas 

 

Deleção do cromossoma Y 

Trissomia do cromossoma 17 

Trissomia do cromossoma 21 

Deleção do cromossoma 7 

Deleção do cromossoma 17 

Desfavorável 

Trissomia do cromossoma 8 

Trissomia do cromossoma 19 

Isocromossoma do braço longo do cromossoma 17 
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Tabela 5 | Classificação dos síndromes mielodisplásicos e suas características. Adaptado de (22, 49, 

50) 

 

Aproximadamente 50% dos doentes com SMD apresentam anomalias citogenéticas 

como a monossomia do cromossoma 5 ou 7, trissomia do cromossoma 7 ou 11, deleção 

do braço longo dos cromossomas 5, 7, 12, 13, 17, 20 ou Y, e outros rearranjos 

cromossómicos e cariótipos complexos com três ou mais anomalias. As anomalias mais 

recorrentes incluem a deleção do braço longo do cromossoma 5, 7 e 20 e a trissomia 

do cromossoma 8 (22, 49, 51). 

A anomalia mais frequentemente detetada no SMD é a deleção do braço longo do 

cromossoma 5, del(5q), e apresenta um prognóstico favorável e baixa progressão para 

 

Tipo de SMD Características 

SMD com displasia numa única 
linhagem 

5-10% dos SMD. Há diminuição de um único tipo de 
células sanguíneas sendo a mais comum a anemia 

refratária. O número de blastos na medula é inferior a 
5%. A maioria dos doentes têm uma sobrevida longa e a 

evolução para leucemia aguda é muito rara 

SMD com sideroblastos  
em anel 

Muito semelhante à anemia refratária, mas na medula 
são encontrados sideroblastos 

SMD com displasia múltiplas 
linhagens 

40% dos SMD. Há diminuição de células do sangue e 
apresentam displasia; o número de blastos é inferior a 

5%. Prognóstico mais grave, com várias complicações e 
cerca de 10% destes doentes vêm a ter leucemia aguda. 

SMD com excesso de blastos 
1 

A percentagem de blastos na medula é de 5 a 10%, 
podendo igualmente encontrar-se no sangue periférico.  

A probabilidade de evoluir para leucemia aguda é de 
cerca de 25% 

SMD com excesso de blastos 
2 

O número de blastos na medula e sangue periférico é 
superior, entre 10 a 20% e, geralmente, existem diversas 
anomalias no estudo citogenético. Em cerca de 50% dos 

casos culmina em leucemia aguda 

SMD não classificável 
Muito raro em que as anomalias encontradas não se 

enquadram em nenhuma das classificações 

SMD com del(5q) isolada 

Caracteriza-se por anemia e trombocitose; a 
percentagem de blastos na medula é inferior a 5%. 
Ocorre a deleção no braço longo do cromossoma 5.  

Tem um bom prognóstico e responde ao tratamento com 
imunomoduladores 

Citopenia refratária da infância 
Tipo de SMD provisória caracterizada por citopenia 

persistente, com <5% de blastos na medula óssea e <2% 
de blastos no sangue periférico 
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LMA. O mapeamento citogenético de regiões comummente deletadas (RCDs) inclui as 

bandas cromossómicas 5q31 e 5q32-5q33 e identificou genes supressores tumorais na 

RCD1 como o EGR-1 (early growth response 1) e CTNNA1 (catenin alpha 1) ambos em 

5q31.2 e na RCD2 como os genes RPS14 (ribosomal protein S14) e SPARC (secreted 

protein acidic and cysteine rich) ambos em 5q33.1 (Figura 7) (50-52). 

 

Figura 7 | Diagrama esquemático do cromossoma 5q com as regiões comummente deletadas 
representadas. Adaptado de Fuchs, 2022 (52). 

Anomalias do cromossoma 7, nomeadamente monossomia ou deleção do braço 

longo do cromossoma 7, estão associadas a um prognóstico desfavorável e são 

relatadas em aproximadamente 10% dos casos de SMD de novo e até 50% de SMD 

relacionado à terapia. O cromossoma 7 apresenta três RCD que incluem as bandas 

7q21-q22, 7q34 e 7q35-q36 e contêm genes envolvidos na leucemogénese. A trissomia 

do cromossoma 8 isolada está descrita em 5% dos doentes com SMD e está associada 

a um prognóstico intermédio (22, 51, 53).  

A deleção do braço longo do cromossoma 20 está descrita em 5% dos casos de 

SMD. Estes doentes geralmente apresentam um curso clínico indolente quando a 

del(20q) é a única anomalia cromossómica e ocorre no início da doença. Por outro lado, 

está associada a um prognóstico desfavorável quando detetada posteriormente, 

promovendo a progressão para LMA (Tabela 6) (22, 53-56). 
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Tabela 6 | Alterações citogenéticas no síndrome mielodisplásico e o seu valor prognóstico. 

Adaptado de (22). 

 

 

 2.3.3 | Leucemia Mielóide Aguda 
 

As LMA têm origem nas células estaminais hematopoiéticas e são o resultado da 

acumulação de precursores mielóides (mieloblastos) na medula óssea, sangue e outros 

tecidos. Apresenta uma incidência de 4,3 novos casos por 100 000 habitantes, por ano. 

É ligeiramente mais frequente no sexo masculino, e a idade média ao diagnóstico é de 

68 anos (57-60). 

Diferentes subtipos de LMA estão associados a alterações genéticas e moleculares 

distintas, sendo o estudo citogenético fundamental no diagnóstico, prognóstico e 

acompanhamento de doentes com LMA uma vez que as alterações cromossómicas 

estão presentes em 55% destes casos. O diagnóstico é baseado numa contagem de 

>20% de blastos ou na presença de anomalias citogenéticas recorrentes (Tabela 7) (22, 

60-63). 

Tabela 7 | Alterações citogenéticas na leucemia mielóide aguda e o seu valor prognóstico. 

Adaptado de (62, 63) 

 

 

Prognóstico Alterações citogenéticas 

Muito favorável -Y, del(11q) 

Favorável 
del(5q), del(12p), del(20q) 
Duplas, incluindo del(5q) 

Intermédio 
del(7q), +8, +19, isocromossoma 17q 

Anomalias simples ou duplas não especificadas noutros 
subgrupos 

Desfavorável 
-7, inv(3), t(3q) ou del(3q) 

Duplas incluindo -7 ou del(7q) 
Cariótipo complexo (3 anomalias) 

Muito desfavorável Cariótipo complexo (>3 anomalias) 

 

Prognóstico Alterações citogenéticas 

Favorável 
t(15;17) isolada; t(8;21) isolada 

inv(16)/ t(16;16)/ del(16q) 

Intermédio 
+8, -Y, +6, del(12p) 

Cariótipo normal 

Desfavorável 
-5/del(5q), -7/del(7q), inv(3q), del(9q), t(6;9), t(9;22) 

Cariótipo complexo 
Anomalias no 11q23, 20q, 21q, 17p 
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As anomalias citogenéticas mais comuns associadas à LMA são t(8;21)(q22;q22.1), 

inv(16)(p13.1q22) ou t(16;16)(p13.1;q22), t(15;17)(q24.1;q21.2) e as translocações que 

envolvem o ponto de quebra 11q23. Estes rearranjos cromossómicos estruturais 

resultam na formação de genes de fusão que codificam proteínas quiméricas que podem 

contribuir para o início ou progressão da leucemogénese (22, 47, 62, 64). 

A translocação t(8;21)(q22;q22.1) envolve o gene RUNX1 (RUNX family transcription 

factor 1) e o gene RUNX1T1 (RUNX1 partner transcriptional co-repressor 1). O gene de 

fusão RUNX1/RUNX1T1 é uma das alterações cromossómicas mais comuns na LMA.  

Esta translocação é encontrada em 1 a 5% dos casos de LMA, geralmente em doentes 

mais jovens e em casos com características de LMA com maturação granulocítica. A 

inv(16)(p13.1 q22) ou t(16;16)(p13.1;q22) envolve o gene CBFB (core-binding factor 

subunit beta) e o gene MYH11 (myosin heavy chain 11) resultando no gene de fusão 

CBFB-MYH11 detetado em 5 a 8% dos doentes mais jovens e, com menos frequência, 

em adultos. A t(15;17)(q22;q11-12) envolve o gene PML (PML nuclear body scaffold) e 

o gene RARA (retinoic acid receptor alpha), resulta no gene de fusão PML-RARA e 

corresponde a 5 a 8% dos casos de LMA em doentes mais jovens, com menor 

frequência em doentes mais velhos (22, 60, 64). 

 

 

2.4 | Neoplasias Linfóides 

 

Serão abordados três tipos de leucemia da linhagem linfóide: leucemia linfática 

crónica, mieloma múltiplo e linfoma folicular. 

 

 

 

2.4.1 | Neoplasias de Células B 

 

  2.4.1.1 | Leucemia Linfática Crónica 
 

A leucemia linfática crónica (LLC) é uma doença linfoproliferativa caracterizada pela 

acumulação progressiva de linfócitos B funcionalmente incompetentes no sangue 

periférico, medula óssea e órgãos linfóides. A LLC apresenta uma incidência de 4,1 

novos casos por 100 000 habitantes, por ano e é o tipo de leucemia mais comum nos 

países ocidentais. É ligeiramente mais frequente no sexo masculino e a idade média ao 
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diagnóstico é de 65 anos, com 80% dos doentes assintomáticos no momento do 

diagnóstico. Apresenta um curso clínico variável desde casos indolentes a doença 

agressiva e com progressão rápida (65-67). 

Cerca de 80% dos doentes com LLC apresentam, ao diagnóstico, múltiplas 

anomalias citogenéticas, com diferentes valores de prognóstico, sendo as mais comuns 

del(13q), trissomia 12, del(11q) e del(17p) (Tabela 8) (68-70).  

Tabela 8 | Alterações citogenéticas na leucemia linfática crónica e o seu valor prognóstico. Adaptado 

de (69, 70). 

 

A deleção do braço longo do cromossoma 13, del(13q14) é a alteração citogenética 

mais comum, encontrada em cerca de 55 a 60% dos casos e está associada a uma 

evolução clínica favorável quando detetada isoladamente. A região deletada causa a 

perda de dois microRNAs reguladores, miR15a e miR16-1 (ambos localizados em 

13q14.2), responsáveis por inibir a transição no ciclo celular da fase G0 para G1 e inibir 

a expressão da proteína anti-apoptótica BCL2 (BCL2 apoptosis regulator). Deste modo, 

doentes com a deleção 13q14 apresentam uma sobre-expressão de BCL2 culminando 

na desregulação de genes que regulam o ciclo celular e na evasão à apoptose. A 

deleção 13q afeta ainda o gene RB1 (RB transcriptional corepressor 1), localizado, 

igualmente, em 13q14.2 e envolvido no controlo do ciclo celular e na regulação da 

transcrição (71-73). 

A trissomia do cromossoma 12 é considerada a segunda alteração cromossómica 

mais frequente sendo observada em 10 a 20% dos doentes com LLC e geralmente 

ocorre numa fase inicial da doença. A sobre expressão do gene MDM2 (MDM2 proto-

oncogene) localizado em 12q15 promove a degradação do gene supressor tumoral 

TP53 (tumor protein p53) levando à desregulação do ciclo celular. O gene NOTCH1 

(notch receptor 1) está associado a esta trissomia uma vez que se encontra sobre 

expresso, promovendo a sobrevivência celular e induzindo a resistência à apoptose (71, 

74, 75). 

 

Prognóstico Alterações citogenéticas 

Favorável 
Cariótipo normal 

del(13q) 

Intermédio 
+12, del(6q) 

Cariótipo normal 

Desfavorável 
del(17p), del(11q), +14q 

Cariótipo complexo 
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A del(11q) é detetada em cerca de 5 a 20% dos doentes com LLC, nomeadamente 

em doentes mais jovens e está associada a uma rápida progressão da doença. A região 

deletada inclui o gene supressor tumoral ATM (ATM serine/threonine kinase), localizado 

em 11q22.3 e envolvido na reparação de danos no DNA, regulação do ciclo celular e 

apoptose e o gene BIRC3 (baculoviral IAP repeat containing 3) localizado em 11q22.2 

e implicado na apoptose (71, 76). 

A del(17p) é observada em 3 a 10% dos doentes com LLC, no entanto fatores como 

a progressão da doença e o tratamento (quimioterapia refratária), podem elevar esta 

percentagem para 30%. Esta deleção provoca a perda do gene TP53, e a sua inativação 

pode ser causada pela sobre expressão de MDM2, estando associada a um prognóstico 

desfavorável (75, 77, 78). 

 

  2.4.1.2 | Mieloma Múltiplo 
 

O Mieloma Múltiplo (MM) é uma neoplasia de células plasmáticas ou plasmócitos 

(células B na fase final de diferenciação) e que se caracteriza pela proliferação de 

plasmócitos monoclonais que transportam imunoglobulinas não funcionais designadas 

de proteína monoclonal ou proteína M. O MM apresenta uma incidência de 7 novos 

casos por 100 000 habitantes, por ano, correspondendo a 1% de todos os cancros 

diagnosticados e representam 10 a 15% das neoplasias hematológicas. São mais 

frequentes no sexo masculino e idade média ao diagnóstico é de 70 anos (79-81). 

O MM é derivado, em cerca de 30% a 50% dos casos de uma neoplasia benigna das 

células plasmáticas, a gamopatia monoclonal de significado indeterminado (GMSI), a 

qual pode ser sucedida pela etapa intermédia, de Mieloma Múltiplo Indolente (MMI), e 

posteriormente pelo MM sintomático (22, 82, 83). 

Os eventos genéticos iniciais ou primários podem ser detetados na GMSI e divididos 

em hiperplóides e não hiperdiplóides. Nos eventos hiperplóides o aparecimento do 

tumor é caracterizado pela presença de trissomias dos cromossomas 3, 5, 7, 9, 11, 15, 

19 e 21 e monossomia dos cromossomas 13,14,16 e 22. Nos eventos não hiperplóides 

as translocações são frequentes e representam cerca de 40-50% dos eventos primários 

no MM. Estas translocações envolvem o gene IgH (immunoglobulin heavy locus) 

localizado em 14q32.33 sendo a t(11;14) e t(4;14) as mais frequentes e outras regiões 

como 11q13 que inclui o gene CCND1 (cyclin D1) e 4p16.3 envolvendo o gene FGFR3 

(fibroblast growth factor receptor 3). (83-85). 
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A monossomia ou deleção parcial 13q14 é descrita em cerca de 50% dos casos de 

MM e inclui o gene RB1. Outras anomalias citogenéticas como a deleção do braço curto 

dos cromossomas 1 e 17, translocações envolvendo o gene MYC (MYC proto-

oncogene, bHLH transcription factor) localizado em 8q24, e ganhos no ramo longo do 

cromossoma 1 estão associadas à progressão da doença (Tabela 9) (83, 86, 87). 

Tabela 9 | Alterações citogenéticas no mieloma múltiplo e o seu valor prognóstico. Adaptado de (87). 

 

 

 2.4.2 | Linfomas Não Hodgkin 

 

Os LNH de células B correspondem a, aproximadamente, 80% dos LNH no qual se 

inclui o Linfoma Folicular (LF). 

 

  2.4.2.1 | Linfoma Folicular 

 

O LF inclui-se nos LNH e consiste no LNH de baixo grau mais frequente uma vez que 

constitui cerca de 35% dos linfomas. Apresenta uma maior incidência no sexo masculino 

e a idade média ao diagnóstico é de 65 anos (22, 88).  

Aproximadamente 85% dos doentes com LF apresentam a t(14;18). Esta 

translocação envolve o gene IGH localizado em 14q32 e o gene BCL2 localizado em 

18q21 e vai levar à sobre expressão do BCL2 que, sendo uma proteína anti-apoptótica 

vai levar à inibição da apoptose. Neste tipo de linfomas podem ocorrer alterações 

citogenéticas secundárias como as del(1p), del(17p), del(6q), del(10q) e ganhos do 

cromossoma 1, 7, 8 e X ou do ramo curto do cromossoma 12 e 18, associadas com a 

progressão da doença (89, 90). 

 

 

 

 

Prognóstico Alterações citogenéticas 

Favorável 
Cariótipo normal 
t(11;14), t(6;14) 

Desfavorável 
t(4;14), t(14;16), t(14;20), del(13q), del(17p)  

Cariótipo complexo 
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Capítulo 2 | Objetivos 
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O presente relatório foi efetuado no Laboratório de Genética do Centro Hospitalar de 

Trás-os-Montes e Alto Douro (CHTMAD), em Vila Real, no âmbito da unidade curricular 

de “Estágio” para a obtenção do grau de Mestre em Genética Clínica Laboratorial pela 

Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra. 

1 | Diagnóstico citogenético em hemato-oncologia 
O principal objetivo deste estágio consistiu na obtenção de experiência em 

diagnóstico em genética clínica laboratorial, nomeadamente diagnóstico citogenético 

hemato-oncológico pela aplicação e realização autónoma de técnicas de citogenética 

convencional e molecular em amostras de sangue periférico e medula óssea: 

✓ Realização de culturas celulares, manipulação, espalhamento, bandagem (G, C, 

NOR); 

✓ Identificação, organização e análise de cariótipos e a sua respetiva classificação 

citogenética; 

✓ Realização da técnica de Hibridação in situ fluorescente (FISH); 

✓ Analise e interpretação de resultados. 

 

 

2 | Integração na rotina laboratorial 
O segundo objetivo deste estágio prendeu-se com a integração na rotina do 

Laboratório de Genética do CHTMAD tendo sido realizadas, sob supervisão e em 

paralelo com o objetivo principal, outras técnicas em amostras para diagnóstico pré-

natal, pós-natal e oncológico.  

Durante o primeiro mês foi-me proporcionada a integração na rotina do laboratório 

nas várias vertentes do diagnóstico pela aprendizagem dos protocolos. Posteriormente, 

realizei numa semana em cada mês, durante os 9 meses, todas as técnicas 

laboratoriais, receção e triagem de amostras, preparação de reagentes, execução de 

bandas, arquivos de amostras, extração e quantificação de DNA.  

No decorrer deste estágio tive a oportunidade de orientar 10 alunos no Projeto 

Ciência Viva realizado no Laboratório de Genética do CHTMAD, durante os meses de 

Julho e Agosto e participei ainda no projeto de implementação da metodologia de 

Sequenciação de Nova Geração (NGS) em Oncologia, em Agosto de 2021. 
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Capítulo 3 | Materiais e Métodos 
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O objetivo do Laboratório de Genética do CHTMAD é realizar a análise por 

citogenética convencional, citogenética molecular e genética molecular em diferentes 

tipos de amostras. Todo o procedimento está bem definido pelo Laboratório e consiste 

em receber as amostras, triar e dar entrada das mesmas no sistema informático do 

hospital (Clindata), associando-as a um número do Laboratório de Genética - GE e a 

um número interno consoante o tipo de amostra. As técnicas de diagnóstico são 

executadas com base no solicitado pelo clínico e estão descritas na folha de colheita de 

cada amostra. O Laboratório valida os resultados consoante os seus critérios de 

validação, elabora e disponibiliza o respetivo relatório que é enviado ao médico. 

Neste relatório de estágio foram realizadas, em aproximadamente 200 amostras, as 

técnicas mencionadas e posteriormente selecionadas 53 dessas amostras 

anonimizadas de indivíduos com diferentes tipos de leucemia: LMC, SMD, LMA, LLC, 

MM e LF, 33 de medula óssea (MO) e 20 de sangue periférico (SP) cuja análise 

citogenética está representada nas tabelas a seguir representadas.  

Para a análise citogenética foram aplicados diferentes tipos de cultura celular 

consoante o tipo de Leucemia, 33 culturas celulares diretas e sincronizadas e 16 

culturas com estimuladores. Nas 4 amostras restantes não foi realizada cultura celular 

uma vez que era apenas solicitada a análise por citogenética molecular sendo realizada 

unicamente a técnica de FISH em linfócitos não cultivados (LNC) (Anexo I). Na 

totalidade das amostras (n=53), foi realizada a técnica de FISH, sendo que, em 35 

destas foi efetuada, cumulativamente, a análise por citogenética convencional, o 

bandagem GTL (Tabela 10). 

Tabela 10 | Tipo de Leucemia, amostra, cultura e análise citogenética no total de amostras  

Tipo 

Leucemia 
Amostra 

Tipo de 
amostra 

Tipo de 
cultura 

Protocolo efetuado 

Citogenética 
Convencional 

FISH 

 LMC 

1 SP -   - ✓  

2 SP -   - ✓  

3 SP -   - ✓  

4 MO Direta ✓  ✓  

5 SP -   - ✓  

6 MO Direta ✓  ✓  

7 MO Direta ✓  ✓  

8 MO Direta ✓  ✓  

9 MO Direta ✓  ✓  

10 MO Direta ✓  ✓  

SMD 11 MO Direta ✓  ✓  
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12 MO Direta ✓  ✓  

13 MO Direta ✓  ✓  

14 MO Direta ✓  ✓  

15 MO Direta ✓  ✓  

16 MO Direta ✓  ✓  

17 MO Direta ✓  ✓  

18 MO Direta ✓  ✓  

19 MO Direta ✓  ✓  

20 SP Direta   - ✓  

LMA 

21 MO Direta ✓  ✓  

22 SP Direta ✓  ✓  

23 MO Direta ✓  ✓  

24 MO Direta ✓  ✓  

25 MO Direta ✓  ✓  

26 MO Direta ✓  ✓  

27 SP Direta ✓  ✓  

LLC 

28 MO Estimuladores ✓  ✓  

29 SP Estimuladores   - ✓  

30 SP Estimuladores   - ✓  

31 SP Estimuladores   - ✓  

32 SP Estimuladores   - ✓  

33 MO Estimuladores   - ✓  

34 SP Estimuladores ✓  ✓  

35 SP Estimuladores   - ✓  

36 SP Estimuladores   - ✓  

37 SP Estimuladores   - ✓  

MM 

38 MO Direta ✓  ✓  

39 MO Direta ✓  ✓  

40 MO Direta ✓  ✓  

41 MO Direta ✓  ✓  

42 SP Direta   - ✓  

43 MO Direta ✓  ✓  

44 MO Direta ✓  ✓  

45 MO Direta ✓  ✓  

46 MO Direta ✓  ✓  

47 SP Direta   - ✓  

LF 

48 MO Estimuladores ✓  ✓  

49 SP Estimuladores   - ✓  

50 MO Estimuladores ✓  ✓  

51 SP Estimuladores   - ✓  

52 MO Estimuladores ✓  ✓  

53 SP Estimuladores   - ✓  
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1 | Material Biológico 

 

As amostras utilizadas no decorrer deste estágio nas quais foram aplicadas as 

diferentes técnicas citogenéticas consistiram em amostras anonimizadas e 

excedentárias. O material biológico de cada indivíduo era recolhido para tubos de 

heparina e enviado para o Laboratório de Genética do CHTMAD onde eram 

posteriormente identificados e semeados ou armazenados consoante o tipo de 

leucemia. 

 

 

2 | Citogenética Convencional 

O procedimento do estudo citogenético convencional, apesar de variar consoante o 

tipo de amostra, na generalidade inclui: colheita e identificação das amostras, 

estabelecimento e manutenção da cultura, manipulação celular, bandagem e análise 

cromossómica (11). 

 

2.1 | Culturas Celulares 

 

O estudo dos cromossomas usando técnicas de citogenética convencional requer 

células em divisão ativa e manipulação para obtenção de cromossomas metafásicos 

tanto em culturas diretas como em células estimuladas para se dividirem aquando a 

cultura (11, 13). 

As culturas de células hemato-oncológicas devem ser realizadas em condições 

rigorosas de assepsia para evitar a contaminação da amostra e, consequentemente, 

devem cumprir requisitos como o nível de CO2 de 5% para manutenção do pH entre 7,2 

a 7,4, humidade de 97%, culturas de suspensão e um sistema aberto para permitir 

trocas gasosas com o meio envolvente (13). 

Para amostras de leucemia, no Laboratório de Genética do CHTMAD, as culturas 

consistem na sementeira de uma pequena quantidade de amostra, entre 3 a 6 gotas de 

SP ou MO no meio de cultura. São usados dois meios de cultura básicos (para assegurar 

a qualidade e a obtenção de um resultado) aos quais são adicionados soro vitelo fetal e 

L-glutamina, antibióticos, estimuladores mitóticos e fatores de crescimento. 
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Consoante a informação clínica de cada amostra é realizada uma cultura celular 

direta ou com estimuladores (Tabela 11). 

Tabela 11 | Indicação clínica e tipo de culturas realizadas 

 

IL2 - interleukin 2; DSP30 - CpG-oligonucleotide; TPA - 12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetate 

 

 

2.1.1 | Culturas Diretas 
 

A cultura direta tem como objetivo a visualização de células em divisão espontânea. 

Consiste na sementeira da amostra sendo usadas 6 gotas de sangue no caso da 

amostra ser SP e 3 a 6 gotas de MO, dependendo da viscosidade da mesma. São 

efetuadas 3 culturas em suspensão: duas culturas diretas com 1h15 de incubação, tubo 

C e tubo D que diferem no lote do meio K-max (Karyomax) e o tubo S, cultura 

sincronizada, com 17h de incubação em meio RPMI1640. (Anexo II) (Figura 8).  

Indicação clínica Tipo de cultura 

Leucocitose 

Cultura direta D e C 
Cultura sincronizada S 

Pancitopenia 

GMSI 

Leucemia Mielóide Crónica 

Trombocitose 

Bicitopenia 

Leucemia Mielóide Aguda 

Síndrome Mielodisplásico 

Eosinofilia 

Policitemia Vera 

Anemia 

Mieloma 

Leucemia Linfática Crónica 

Cultura com estimuladores 
✓ ID – IL2 + DSP30 
✓ T – TPA 

Prolinfocítica 

Linfocitose 

Linfomas 

Leucemia Linfática aguda 
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Figura 8 | Culturas celulares diretas e sincronizadas - sementeira e tempo de incubação. 

  

 

2.1.1.1 | Sincronização 
 

A sincronização celular é um procedimento iniciado aquando da cultura direta, no 

tubo S, de forma a que as células que se encontram em divisão fiquem estabilizadas 

numa fase do ciclo celular e reiniciem o ciclo de forma sincronizada obtendo assim um 

elevado número de células em metáfase. Deste modo, é adicionado metotrexato (MTX) 

que vai induzir a paragem e, consequentemente, acumulação das células na fase G1/S. 

A timidina é adicionada passadas 17h para que as células interrompidas em G1/S 

iniciem, novamente, o seu ciclo celular (13). 

 

2.1.2 | Culturas com estimuladores 
 

A cultura com estimuladores tem como objetivo estimular os linfócitos B que não se 

encontram em divisão ativa. A IL2 (interleukin 2) é conjugada com DSP30 (CpG-

oligonucleotide) e são responsáveis pela proliferação dos linfócitos B pela redução da 

apoptose celular enquanto que o TPA (12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetate) é 

utilizado para a estimulação mitogénica (13). 

Na sementeira da amostra são usadas 3 a 6 gotas de MO, consoante a viscosidade. 

São efetuadas 2 culturas em suspensão com meio k-max: tubo ID e tubo T com 72h de 
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incubação. À cultura ID são adicionados estimuladores, nomeadamente IL2 conjugada 

com DSP30 e à cultura T é adicionado TPA (Anexo III) (Figura 9). 

 

Figura 9 | Culturas celulares com estimuladores - sementeira e tempo de incubação. 

 

 

2.2 | Manipulação Celular 

A paragem do ciclo celular quer de células em divisão espontânea quer em divisão 

sincronizada é crucial para a identificação e análise dos cromossomas. Assim, a 

manipulação celular consiste na paragem das células em metáfase, tratamento 

hipotónico, fixação e espalhamento para posterior bandagem e análise (Figura 10) (11). 

 
Figura 10 | Representação esquemática do processo de manipulação celular. Adaptado de (11). 
Ilustração criada no site BioRender. 

 

2.2.1 | Colcemide 
 

O colcemide é um inibidor mitótico utilizado no decorrer da cultura com as células em 

divisão que vai impedir a formação do fuso acromático e, consequentemente, a 

separação dos cromatídeos irmãos na anáfase, interrompendo o ciclo celular em 



33 

metáfase. Uma maior exposição a esta solução possibilita, por um lado, um maior 

número de metafases mas, por outro lado, vai encurtar os cromossomas, ficando mais 

condensados. Aquando a adição deste inibidor mitótico é necessário ter em 

consideração o tipo de amostra de células em cultura (SP ou MO), tipo de cultura (direta 

e sincronizada ou com estimuladores), tipo de leucemia e estado da doença (11, 13) 

(Tabela 12). 

Tabela 12 | Quantidade e tempo de exposição ao colcemide consoante o tipo de cultura 

 

 

2.2.2 | Solução hipotónica 
 

O tratamento hipotónico é realizado após exposição ao colcemide. A solução 

hipotónica por ter uma concentração salina inferior ao citoplasma celular é pré-aquecida 

a 37ºC facilitando a entrada da água, via osmose, nas células, turgindo-as. Esta é uma 

etapa fundamental para o correto espalhamento dos cromossomas permitindo uma 

menor sobreposição, melhor visualização e análise dos mesmos. O tempo de exposição 

à solução hipotónica, solução de cloreto de potássio (KCl), é crítico, dado que um 

elevado tempo de exposição vai provocar a lise das células e um reduzido tempo de 

exposição não vai turgir as células resultando num espalhamento de baixa qualidade 

(11, 13).  

O tempo de exposição e concentração da solução hipotónica utilizados neste 

trabalho variou consoante o tipo de cultura. Nas culturas diretas (tubo C e D) bem como 

na cultura com estimuladores (tubo ID e T) o tempo de exposição é de 15 minutos e a 

concentração 0,0075M. Na cultura sincronizada a concentração da solução hipotónica 

é de 0,06M e o tempo de exposição 20 minutos. 

 

 

 

Tipo de cultura Tubos de cultura Quantidade Tempo de exposição 

Direta e 
sincronizada 

C 3 gotas 1h15min 

D 3 gotas 30min 

S 2 gotas 20min 

Estimuladores ID e T 1 gota 17h 
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2.2.3 | Fixador 
 

A solução de fixador é composta por metanol absoluto e ácido acético glacial e é 

utilizada para parar a ação da solução hipotónica pela remoção de água das células, 

precipitando e desnaturando proteínas e ácidos nucleicos (as membranas e a cromatina 

ficam mais endurecidas) melhorando assim a morfologia dos cromossomas. É utilizada 

numa proporção 3:1, 3 partes de metanol para 1 parte de ácido acético, preparada de 

fresco e armazenada no frio aquando da sua adição às células. São efetuadas 3 

lavagens com o fixador: a primeira adição deve ser feita sob agitação do vortex, 

lentamente, para que não haja a formação de coágulos e perda de células metafásicas, 

e as duas restantes podem ser adicionadas mais rapidamente uma vez que as células 

já se encontram fixadas (11). 

 

2.2.4 | Espalhamento 
 

O espalhamento é a última etapa da manipulação celular e consiste em colocar duas 

gotas de de suspensão celular (10µL cada) numa lâmina para posterior coloração e 

análise. Esta etapa é muito importante uma vez que um bom espalhamento vai permitir 

uma boa análise cromossómica com metafases suficientes, bem espalhadas pela 

lâmina e com pouca sobreposição cromossómica e desprovidas de citoplasma. Para 

isso é necessário ter em conta alguns fatores como a humidade, temperatura e tempo 

de duração da evaporação (11). 

Quando o fixador começa a espalhar-se e a evaporar as células entram em contacto 

com a lâmina, rebentam, e os cromossomas ficam espalhados. Posteriormente, as 

lâminas são postas numa placa de aquecimento a 60ºC e visualizadas num microscópio 

de contraste de fases para a análise da qualidade do espalhamento. As lâminas são 

então colocadas, durante a noite, numa estufa à mesma temperatura até à bandagem. 

 

 

2.3 | Técnica de bandagem GTL 

 

Na bandagem GTL é utlizada uma enzima proteolítica, a tripsina, que vai digerir os 

cromossomas, desnaturando as proteínas cromossómicas e, assim, permitir a distinção 

das diferentes bandas cromossómicas através da coloração com corante de Leishman. 

É obtido um padrão alternado de bandas escuras e bandas claras ao longo do 

comprimento dos cromossomas permitindo a sua identificação. As bandas escuras 
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contêm DNA rico em adenina-timina, que correspondem a regiões de heterocromatina 

enquanto as bandas claras são ricas em guanina-citosina que correspondem a regiões 

ricas em genes. O tempo de exposição à tripsina é um fator crucial uma vez que uma 

elevada exposição vai proporcionar um padrão de bandas demasiado translúcido e 

pouco tempo de exposição a bandas demasiado escuras e indistinguíveis (91).  

 Após a exposição à tripsina as lâminas são cuidadosamente lavadas em solução 

salina e tampão GURR, coradas, e novamente lavadas em tampão GURR e água 

destilada como descrito no protocolo do laboratório (Anexo IV). 

 

2.4 | Análise microscópia 

 

Após a bandagem, as lâminas são analisadas num microscópio de campo claro 

(Leica DM4000B) e as metafases captadas pelo sistema de análise de imagem 

computorizado, Cytovision. Após a captação de, pelo menos 20 metafases, os 

cromossomas são organizados em cariogramas e analisados. 

 

 

3 | Citogenética Molecular – FISH 

 

A técnica de FISH permite, através da hibridação de uma sequência de DNA alvo 

com uma sonda marcada com fluorescência, a deteção de regiões específicas do DNA 

e a análise interfásica ou metafásica de alterações cromossómicas numéricas ou 

estruturais (19).  

O procedimento do estudo por citogenética molecular, mais precisamente pela 

técnica de FISH, inclui o envelhecimento das lâminas, desnaturação do DNA, hibridação 

da sonda com o DNA alvo, lavagens pós hibridação, deteção ou contraste e a análise 

cromossómica (Figura 11) (Anexo V). 
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Figura 11 | Representação esquemática da técnica de FISH. Adaptado de (11). Ilustração criada no site 
BioRender. 

 

 

3.1 | Espalhamento e Envelhecimento das amostras 
 

O espalhamento deve ter as condições ideias de humidade e temperatura uma vez 

que a concentração de núcleos interfásicos, na lâmina, vai influenciar a acumulação de 

sinais e a hibridação da sonda com o DNA alvo (13). 

Após o espalhamento, as lâminas são colocadas numa placa de aquecimento a 60ºC 

durante, pelo menos, 15 minutos, a envelhecer, com o objetivo de obter uma melhor 

morfologia e marcação da sonda. 

 

3.2 | Preparação das sondas 

 

São utilizadas sondas consoante o tipo de leucemia (Tabela 13). Estas estão 

conservadas a -20ºC e são descongeladas aproximadamente 15min antes da sua 

utilização. 
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Tabela 13 | Painel de sondas para as anomalias citogenéticas consoante o tipo de leucemia  

 

 

3.3 | Desnaturação da sonda e do DNA alvo 
 

A desnaturação da sonda juntamente com o DNA alvo é denominada 

codesnaturação e consiste em colocar, aproximadamente, 3µL da sonda sob a 

suspensão celular na lâmina previamente espalhada e envelhecida. Seguidamente é 

colocada uma lamela e cola para evitar a sua evaporação. A lâmina é, posteriormente, 

colocada sob uma placa de aquecimento com tempo e temperatura variáveis consoante 

a casa comercial de cada sonda, Leica (5 min, 80ºC) ou Zytovision (10 min, 75ºC). 

 

3.4 | Hibridação 
 

Uma vez desnaturadas, ocorre a hibridação cujo objetivo é a ligação da sonda ao 

DNA alvo da amostra, consoante a sua complementaridade. Assim, as lâminas são 

colocadas numa câmara húmida e escura durante a noite a 37ºC. 

 

3.5 | Lavagens pós-hibridação 
 

Após a hibridação, e de forma a evitar sinais inespecíficos e remover o excesso de 

sonda que não se ligou ao DNA alvo da amostra, são feitas lavagens em soluções de 

diferentes concentrações, temperaturas e tempo, consoante a casa comercial da sonda. 

 

 
Tipo de Leucemia Painel de sondas 

Leucemia mielóide crónica t(9;22) 

Síndrome mielodisplásico del5q; del7q; +8; del20q 

Leucemia mielóide aguda t(15;17); inv(16) 

Leucemia linfática crónica +12; del13q; del11q; del17p 

Mieloma múltiplo del13q; del17p; t(4;14); t(11;14) 

Linfoma folicular t(14;18) 
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3.6 | Contraste 
 

Após as lavagens e a secagem da lâmina durante 2 minutos, é feita a deteção com 

o objetivo de criar um contraste entre o sinal da sonda e o complemento cromossómico. 

Assim, vai possibilitar a análise da hibridação entre sonda e o DNA da amostra, sendo 

a cor do contraste, DAPI (diamidino-2-phenylindole) diferente da de fluorescência, 

permitindo a deteção do sinal. São adicionados, aproximadamente, 4µL de DAPI sobre 

a lâmina, esta é coberta por uma lamela e colocada numa caixa de alumínio a 4ºC 

durante, pelo menos, 15 minutos, até à sua análise. 

 

3.7 | Análise microscópica 
 

A análise microscópica e contagem de sinais da hibridação da sonda com o DNA 

alvo é realizada num microscópio de epifluorescência, num lugar resguardado da luz. 

Para cada sonda são analisados 200 núcleos pelo geneticista clínico laboratorial. Os 

núcleos analisados para cada sonda são captados no microscópio através do sistema 

Cytovision. 
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1 | Caracterização das amostras 
 

No presente relatório de estágio foram selecionadas 53 amostras anonimizadas e 

excedentárias com suspeita de neoplasia hematológica. Destas, 29 amostras (55%) 

revelaram a presença de alterações citogenéticas características de neoplasias 

hematológicas e em 24 amostras (45%) não foi detetada nenhuma alteração 

cromossómica, tendo sido obtido um resultado normal (Figura 12).  

 

Figura 12 | Representação do resultado citogenético das amostras com anomalias citogenéticas 

 

 

1.1 | Idade 

 

No presente relatório de estágio foram selecionadas 53 amostras de indivíduos, 

sendo a idade mínima de 22 anos e a idade máxima de 88 anos. A faixa etária dos 71 

aos 80 anos apresenta uma maior frequência, representando 30% das amostras (16 

amostras) enquanto que apenas 4 indivíduos têm idades compreendidas entre os 20 e 

os 50 anos, correspondendo a 8% (Figura 13). 

 

Figura 13 | Representação da idade categorizada dos 53 indivíduos analisados. 
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Quando efetuada a análise estatística para os indivíduos com alterações 

citogenéticas características de neoplasias hematológicas e resultado FISH positivo, 

num total de 29 casos, a média de idades é de 67 anos, e a categoria que apresenta 

um maior número de casos, 9 amostras, é dos 61 aos 70 anos. 

O Laboratório de Genética do CHTMAD recebe, diariamente, amostras 

hematológicas de Lamego, Chaves e Vila Real, regiões caracterizadas por populações 

mais envelhecidas. No entanto, e apesar da baixa amostragem, a média de idades de 

67 anos está de acordo com o descrito na literatura de uma idade média ao diagnóstico 

de 65 anos (24, 25). 

 

1.2 | Sexo 
 

No presente relatório de estágio das 29 amostras de indivíduos com resultado 

citogenético característico de neoplasia hematológica, 62% correspondem ao sexo 

masculino (18 amostras) e 38% ao sexo feminino (11 amostras). Estes resultados, 

apesar da baixa amostragem, corroboram com a literatura que indica uma maior 

incidência de casos no sexo masculino (Figura 14). 

 

Figura 14 | Representação do sexo dos indivíduos nas 29 amostras com anomalias cromossómicas 
características de neoplasia hematológica. 

 

 

1.3 | Análise citogenética 
 

Nas diferentes amostras foram realizadas técnicas de citogenética convencional, 

culturas celulares e bandagem GTL. Foram efetuados diferentes tipos de cultura celular 

consoante o tipo de leucemia com o objetivo de obter cromossomas metafásicos, 

realizar bandagem, captação de imagens para posterior organização e montagem de 

cariogramas no sistema de análise computorizado. Foram realizadas 33 culturas 
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celulares diretas e sincronizadas e 16 culturas com estimuladores (5 culturas com TPA 

e 16 culturas com IL2+DSP30). 

Nas culturas diretas as células encontram-se em diferentes fases do ciclo celular, 

razão pela qual o número e qualidade de metafases nesta cultura ser mais reduzida. 

Estas culturas apresentam a vantagem de ser possível em, aproximadamente, 24h fazer 

a análise e reportar o resultado para auxiliar o clínico na decisão terapêutica, no entanto 

e uma vez que as células se encontram em divisão espontânea em diferentes fases do 

ciclo celular, pode não ser possível a obtenção de metafases com resolução.  

A cultura sincronizada é crucial nestes casos para a obtenção de metafases com 

melhor resolução. Nas culturas celulares sincronizadas, por adição do bloqueador do 

ciclo celular, MTX, dá-se a acumulação das células na fase G1/S, permitindo a sua 

sincronização e a obtenção de um maior número de metafases nesta cultura, com 

cromossomas mais distendidos e resolução de bandas superior (Figura 15).  

 

Figura 15 | Cariótipos com bandas GTL de um indivíduo do sexo feminino sem alterações 
cromossómicas (46,XX). a) cultura direta; b) cultura sincronizada mostrando uma resolução de bandas 
superior. 

 

Do mesmo modo, na cultura com estimuladores as células vão progredir no ciclo 

celular e vão ser estimuladas, aumentando o seu índice mitótico e permitindo uma maior 

resolução de bandas e alongamento dos cromossomas. No entanto, com esta 

metodologia, a análise cromossómica só é possível 96h após a entrada da amostra, 

sendo a emissão de resultados mais tardia relativamente às outras leucemias (Figura 

16). 
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Figura 16 | Cariótipo com bandas GTL resultante de uma cultura com estimuladores pertencente a 
um indivíduo do sexo masculino com suspeita de LLC, sem alterações cromossómicas (46,XY). 

 

Na técnica de bandagem o tempo de tripsina é crucial para uma boa coloração e para 

um padrão alternado de bandas escuras e bandas claras ao longo dos cromossomas 

permitindo a sua identificação (Figura 17). 

 

Figura 17 | Metafase com bandagem GTL apresentando um bom espalhamento e boa qualidade de tempo 
de exposição à tripsina num individuo com suspeita de mieloma múltiplo. 

 

Para que seja considerada a existência de um clone é necessária a identificação de 

no mínimo, 2 metafases com a mesma alteração de estrutura e 3 metafases com a 

mesma alteração numérica. São observadas e analisadas, sempre que possível e dos 

diferentes tubos de cultura, 20 metafases por amostra. 

A técnica de FISH tem vantagens pela sua rápida execução, capacidade da deteção 

de rearranjos (como pequenas deleções e translocações) que a citogenética 
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convencional não consegue detetar e o facto de não necessitar de células em divisão 

uma vez que é realizada em núcleos interfásicos. Guidelines indicam que um resultado 

citogenético pode ser considerado positivo quando a percentagem de núcleos 

interfásicos com a anomalia é igual ou superior a 10% (92).  

No presente trabalho a análise por citogenética molecular foi efetuada no total de 53 

amostras, 35 das quais foram efetuadas culturas celulares (33 diretas e 16 com 

estimuladores). Foram analisados pelo geneticista clínico laboratorial ao microscópio de 

fluorescência 200 núcleos interfásicos para cada sonda utilizada em cada amostra. 

 

 

2 | Neoplasias mielóides 

 

Neste trabalho foram selecionadas 27 amostras com suspeita de neoplasia  mielóide, 

entre elas, 10 amostras de leucemia mielóide crónica, 10 amostras de síndrome 

mielodisplásico e 7 amostras com suspeita de leucemia aguda. 

 

2.1 | Leucemia mielóide crónica 

 

Foram selecionadas 10 amostras de indivíduos com indicação clínica de LMC 

(leucocitose, trombocitose, anemia, etc). Nestas, foram feitas 6 culturas diretas em MO 

e não foi realizada cultura celular nas restantes 4 amostras de SP. Uma vez que estes 

indivíduos apresentam anemia é usual que o clínico não solicite a análise por 

citogenética convencional sendo mais frequentemente realizada a técnica de FISH em 

núcleos interfásicos de linfócitos não cultivados, permitindo que a emissão de resultados 

seja mais rápida uma vez que não é efetuada cultura celular.  

Em 6 amostras foi detetada a translocação entre o cromossoma 9 e o cromossoma 

22 (amostras nº 2, 3, 5, 6, 9 e 10) por FISH e em 3 destas foi solicitada e realizada a 

análise por citogenética convencional que confirmou a t(9;22). Nos restantes casos não 

foram encontradas anomalias citogenéticas (Tabela 14). 
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Tabela 14 | Resultados da análise citogenética nos casos com indicação clínica de leucemia 

mielóide crónica 

 

Nas amostras 6, 9 e 10, foram realizadas culturas diretas e sincronizadas a partir das 

amostras de medula óssea que revelaram a translocação entre o cromossoma 9 e 22. 

Particularmente, na amostra nº6 de um indivíduo do sexo masculino com 68 anos, esta 

translocação foi detetada nas 20 metafases analisadas (Figura 18).  

 

Figura 18 | Amostra 6 - Cariótipo com bandas GTL de uma amostra do sexo masculino com a t(9;22) 
representada com setas e esquema representativo do rearranjo com os cromossomas envolvidos e 
respetivos ideogramas. 46,XY,t(9;22)(q34;q11)[20]. 

 

Caso Idade 
Tipo de 
amostra 

Resultado CC Resultado FISH 

1 77 SP ______ Neg t(9;22) 

2 68 SP ______ Pos t(9;22) (67%) 

3 78 SP ______ Pos t(9;22) (20.5%) 

4 58 MO 46,XX[20] Neg t(9;22) 

5 31 SP ______ Pos t(9;22) (83,5%) 

6 68 MO 46,XY,t(9;22)(q34;q11)[20] Pos t(9;22) (76.5%) 

7 87 MO 46,XY[20] Neg t(9;22) 

8 75 MO 46,XY[20] Neg t(9;22) 

9 68 MO 46,XY,t(9;22;16)(q34;q11;p13)[3]/46,XY[17] Pos t(9;22) 

10 45 MO 46,XY,t(9;22)(q34;q11)[19]/46,XY[1] Pos t(9;22) (80%) 
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A análise por FISH com a sonda t(9;22)(ABL1;BCR) confirmou esta translocação em 

76,5% dos núcleos interfásicos analisados [153/200] (Figura 19).  

 

Figura 19 | Amostra 6 - Técnica de FISH em núcleos interfásicos com a sonda de sequência única 
para a marcação dos cromossomas 9 (vermelho) e 22 (verde). A translocação é evidenciada pela fusão 
dos dois sinais (amarelo) nuc ish(ABL1,BCR)×3(ABL1 con BCR×2)[153/200]. 

 

Na amostra nº 9 de um indivíduo do sexo masculino com 68 anos que apresentava 

suspeita de LMC, a análise por citogenética convencional revelou uma translocação 

envolvendo os cromossomas 9, 22 e 16. O primeiro evento foi a t(9;22) com a formação 

do cromossoma Filadelfia e o que estaria no cromossoma 9 foi translocado para a parte 

terminal do braço curto do cromossoma 16 (16p13). (Figura 20)  

 

Figura 20 | Amostra 9 - Cariótipo com bandas GTL de uma amostra do sexo masculino com a 
t(9;22;16) representada com setas e esquema representativo do rearranjo com os cromossomas envolvidos 
e respetivos ideogramas. 46,XY,t(9;22;16)(q34;q11;p13). 

 

A técnica de FISH foi realizada com a sonda t(9;22)(ABL1;BCR) tendo sido 

observados 2 sinais de fusão (Figura 21A) e um padrão normal no cromossoma 16 

(pontos de quebra p13 a q22) (Figura 21B). 
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Figura 21 | Amostra 9 a) Técnica de FISH em metafase com a sonda de sequência única para a 
marcação dos cromossomas 9 (vermelho) e 22 (verde). A translocação é evidenciada pela fusão dos 
dois sinais (amarelo) no cromossoma 22. Os cromossomas envolvidos na translocação estão 
representados. b) Técnica de FISH em metafase com a sonda para o cromossoma 16 evidenciando a 
ausência de anomalias citogenéticas.  

Cerca de 95% dos indivíduos com LMC apresentam a t(9;22)(q34;q11). Destes, entre 

5% a 10% apresentam translocações complexas envolvendo um terceiro cromossoma 

além dos cromossomas 9 e 22 (93, 94). Apesar de estarem descritos na literatura alguns 

casos em que o cromossoma 16 está envolvido na t(9;22)(q34;q22), apenas foi 

encontrado um caso que envolvia os mesmos pontos de quebra da nossa amostra. Shu 

e colaboradores, em 2018, relataram um caso recorrente, complicado e diferenciado de 

LMC com a t(9,22,16)(q34;q11;p13) que foi tratado com nilotinib, um inibidor de tirosina 

quinase de segunda geração. Estes rearranjos no cromossoma 16 afetam o gene 

MYH11 localizado em 16p13, uma miosina implicada na migração celular, adesão e com 

outras funções implicadas na carcinogénese (95-97). 



49 

2.2 | Síndrome Mielodisplásico 
 

Foram selecionadas 10 amostras com indicação clínica de SMD (anemia, 

trombocitopenia, pancitopenia, etc). Foram realizadas culturas diretas na totalidade das 

amostras, em 9 destas foi feita a análise por citogenética convencional e na amostra 

restante foi realizada apenas a técnica de FISH. Em 6 amostras foram detetadas 

anomalias associadas ao SMD como a deleção do cromossoma 5 e 20, trissomia do 

cromossoma 8 e monossomia do cromossoma 7, perda do cromossoma Y e outras 

anomalias menos comuns (amostras nº 11, 14, 15, 18, 19 e 20) e nas restantes quatro 

amostras não foram detetadas anomalias citogenéticas (Tabela 15).  

Tabela 15 | Resultados da análise citogenética nos casos com indicação clínica de síndrome 
mielodisplásico. 

 

 

Na amostra nº 11 de um indivíduo do sexo masculino com 78 anos foi realizada uma 

cultura celular a partir da amostra de medula óssea que revelou, em 8 metafases, a 

perda do cromossoma Y e em 2 metafases a deleção de parte do braço longo do 

cromossoma 20. No total foram analisadas 20 metafases (Figura 22).  

 

Caso Idade 
Tipo de 
amostra 

Resultado CC Resultado FISH 

11 78 MO 45,X,-Y[8]/46,XY,del(20)(q11.2)[2]/46,XY[10] 
Pos #20 (12,5%) 

neg #5,7,8 

12 22 MO 46,XX[20] Neg #5,7,8,20 

13 82 MO 46,XY[20] Neg #5,7,8,20 

14 83 MO 46,XX,del(5)(q12q33)[10]/46,XX[10] 
Pos #5 (50%) 
neg #7,8,20 

15 56 MO 46,XY,del(20)(q11.2)[12]/46,XY[8] 
Pos #20 (77%) 

neg #5,7,8 

16 75 MO 46,XX[20] Neg #5,7,8,20 

17 70 MO 46,XX[20] Neg #5,7,8,20 

18 85 MO 46,X,-Y,+8,del(11)(q23.3)[10]/46,XY[10] 
Pos #8 (13%); 
neg #5,7,20 

19 83 MO 45,XY,-7,t(11;21)(q13;q22)[15]/46,XY[5] 
Pos #7 (81%); 
neg #5,8,20 

20 56 SP ______ 
Pos #20 (68,5%) 

neg #5,7,8 
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Figura 22 | Amostra 11 - Cariótipo com bandas GTL de uma amostra do sexo masculino. a) perda do 
cromossoma Y; b) del(20)(q11.2) representada com seta e esquema representativo do rearranjo com o 
cromossoma envolvido e respetivo ideograma. 45,X,-Y[8]/46,XY,del(20)(q11.2)[2]/46,XY[10]. 

 

Nesta amostra foi aplicada a técnica de FISH com sondas de sequência única para 

os cromossomas 5q31 (EGR1), 7q31 (MET), 20q12 (D20S108) e centromérica para o 

cromossoma 8 (D8Z2). A análise por FISH revelou um padrão normal para os 

cromossomas 5, 7 e 8. No cromossoma 20 detetou um sinal em 12,5% dos núcleos 

analisados (Figura 23).  

 

Figura 23 | Amostra 11 - Técnica de FISH em núcleos interfásicos com a sonda de sequência única 
para o cromossoma 20. Foi detetado um sinal para 20q12 (vermelho) e dois sinais para a região controlo 
(verde). nuc ish(D20S108×1)[25/200],(EGR1,MET,D8Z2)×2[200]. 
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A perda do cromossoma Y está associada com o aumento da idade, no entanto é 

uma anomalia comum em doentes com SMD e, quando isolada, está associada a um 

prognóstico muito favorável. A del(20q) está descrita em 5% dos casos de SMD e está 

associada com um prognóstico menos favorável quando detetada posteriormente, 

apresentando uma maior progressão para LMA (51). 

A amostra nº 19 pertence a um indivíduo do sexo masculino com 83 anos que foi 

internado com anemia grave, astenia e anorexia e o medulograma revelou 44% de 

blastos na medula óssea. Apresentava pancitopenia associada ao SMD e foi 

diagnosticado com LMA juntamente com alterações genéticas de alto risco. Foi 

realizada a análise por citogenética convencional numa cultura direta e sincronizada a 

partir da amostra de medula óssea. A análise do cariótipo revelou, em 15 metafases, 

monossomia do cromossoma 7 e uma translocação recíproca entre os braços longos do 

cromossoma 11 (q13) e o cromossoma 21 (q22) (Figura 24).   

 

Figura 24 | Amostra 19 - Cariótipo com bandas GTL, resultante de uma amostra do sexo masculino 
com monossomia do #7 e com a t(11;21) representada com setas. 45,XY,-7,t(11;21)(q13;q22)[15]/46,XY[5]. 
 

Foi aplicada a técnica de FISH com sondas específicas para SMD. A análise por 

FISH confirmou, em 81% das células analisadas, a monossomia do cromossoma 7 

(figura 25 B) e revelou um padrão normal para os cromossomas 5, 8 e 20 (Figura 25 A, 

C e D). 

 

Figura 25 | Amostra 19 - Técnica de FISH em núcleos interfásicos com sondas específicas para SMD.  
a) dois sinais para 5q31.2 (verde) e para a região controlo (vermelho); b) um sinal para 7q31 (vermelho) e 
a região controlo (verde); c) dois sinais para o centrómero 8 (vermelho); d) dois sinais para 20q12 
(vermelho) e região controlo (verde). nuc ish(MET×1)[162/200],(EGR1,D8Z2,D20S108)×2[200]. 
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A monossomia do cromossoma 7 é a segunda alteração citogenética mais 

frequentemente detetada no SMD. A t(11;21)(q13;q22) está descrita na literatura em 

apenas três casos e, num caso, a translocação foi detetada num doente com leucemia 

aguda com evolução de SMD, à semelhança deste caso. O gene de fusão (RUNX1-

LRP16), resultante desta translocação, foi identificado em estudos recentes, 

confirmando a relevância da sua investigação no mecanismo de leucemogénese, uma 

vez que o gene de fusão RUNX1 está descrito como um dos genes mais frequentemente 

mutados associados à leucemia aguda (51, 53, 98-100). 

 

2.3 | Leucemia Mielóide Aguda 
 

Foram selecionadas 7 amostras com indicação clínica de LMA (bicitopenia, anemia, 

hepatoesplenomegalia, etc). Em todas estas foram realizadas culturas diretas, análise 

por citogenética convencional e FISH. Em 3 amostras foram detetadas anomalias 

associadas à LMA como a t(15;17), inv(16) e outras anomalias (amostras nº 21, 23, 27), 

nas restantes quatro não foram detetadas anomalias citogenéticas (Tabela 16).  

Tabela 16 | Resultados da análise citogenética nos casos com indicação clínica de leucemia 
mielóide aguda. 

 

No caso nº 21 de um indivíduo do sexo masculino com 78 anos, com a informação 

clínica de bicitopenia e hepatoesplenomegalia, a cultura celular a partir da amostra de 

medula óssea revelou, em 19 metafases, a translocação entre parte do braço longo do 

cromossoma 19 e parte do braço longo do cromossoma 21. No total foram analisadas 

20 metafases (Figura 26).  

 

Caso Idade 
Tipo de 
amostra 

Resultado CC Resultado FISH 

21 78 MO 46,XY,t(19;21)(q13.2;q22)[19]/46,XY[1] Neg t(15;17),inv16 

22 87 SP 46,XY[16] Neg t(15;17),inv16 

23 23 MO 46,XY,t(15;17)(q24;q21)[11]/46,XY[3] 
Pos t(15;17) (82,5%) 

neg inv16 

24 75 MO 46,XY[20] Neg t(15;17),inv16 

25 76 MO 46,XY[20] Neg t(15;17),inv16 

26 73 MO 46,XX[20] Neg t(15;17),inv16 

27 64 SP 46,XX,inv(16)(p13q22)[7]/46,XX[1] 
Pos inv16 (20,5%) 

neg  t(15;17) 
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Figura 26 | Amostra 21 - Cariótipo com bandas GTL de uma amostra do sexo masculino com a 
t(19;21) representada com setas e esquema representativo do rearranjo com os cromossomas envolvidos 
e respetivos ideogramas. 46,XY,t(19;21)(q13.2;q22)[19]/46,XY[1]. 

 

 Foi aplicada a técnica de FISH com a sonda para a inversão/translocação do 

cromossoma no cromossoma 16 (CBFB) e com a sonda para a t(15;17)(PML;RARA). O 

FISH foi negativo para as anomalias pesquisadas. Foi ainda realizado a técnica de FISH 

com a sonda do cromossoma 21 envolvendo os pontos de quebra do cromossoma 21 

da t(19;21) detetada por citogenética convencional (Figura 27). 

 

Figura 27 | Amostra 21 - Técnica de FISH em metafase e núcleo interfásico com a sonda para o 
cromossoma 21. Foram detetados dois sinais para 21q22 (vermelho) e dois sinais para o cromossoma 13 
(verde). nuc ish(D13S1574;D21S1444)×2[200]. 
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A análise por citogenética convencional da amostra nº 23 de um indivíduo do sexo 

masculino com 23 anos revelou, em 11 metafases, a translocação entre os 

cromossomas 15 e 17 (figura 28). 

 

Figura 28 | Amostra 23 - Cariótipo com bandas GTL de uma amostra do sexo masculino com a 
t(15;17) representada com setas. 46,XY,t(15;17)(q24;q21)[11]/46,XY[3]. 

 

A técnica de FISH foi efetuada para o painel de sondas de LMA: sonda para a 

inversão/translocação do cromossoma no cromossoma 16 (CBFB) e sonda para a 

t(15;17)(PML;RARA). O FISH foi positivo para a t(15;17) tendo sido observados 82,5% 

dos núcleos com dois sinais de fusão, representativos da t(15;17) (Figura 29) 

 

Figura 29 | Amostra 23 - Técnica de FISH em núcleos interfásicos com a sonda para a 
t(15;17)(PML/RARA). Foram detetados dois sinais de fusão representativos da t(15;17).  
nuc ish(PML;RARA)×3(PMLconRARA×2)[165/200]. 
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A t(15;17)(q24;q21) é uma alteração citogenética comum na LMA que resulta no gene 

de fusão PML-RARA e está associada com um bom prognóstico, quando isolada (60, 

64).  

A t(19;21)(q13.2;q22) está descrita na literatura em apenas 2 casos, um caso de um 

indivíduo do sexo masculino com 74 anos diagnosticado com pancitopenia e LMA que 

esteve exposto a radiação de alto nível proveniente de explosões nucleares durante ou 

após a Segunda Guerra Mundial e outro caso de LMA com t(19;21)(q13;q22) e 

eosinofilia de um indivíduo com 58 anos admitido com anemia e temporariamente 

classificado com síndrome mielodisplásico de significado incerto (101, 102).  

Anomalias citogenéticas detetadas em 21q22 podem envolver o gene RUNX1 e 

estão associadas com a hematopoiese. As translocações cromossómicas envolvendo 

este gene estão bem documentadas e têm sido associadas a vários tipos de leucemia, 

nomeadamente leucemia mielóide aguda (60). 

A translocação detetada, na amostra 21, envolve os mesmos pontos de quebra que 

estão descritos na literatura, com diagnóstico de LMA. Este caso em particular evidencia 

a importância da análise por citogenética convencional em combinação com a técnica 

de FISH na deteção de anomalias cromossómicas pouco descritas uma vez que a 

técnica de FISH teve um resultado negativo para o painel de sondas comumente 

utilizado na LMA. 

 

3 | Neoplasias linfóides 

Neste trabalho foram selecionadas 26 amostras com suspeita de neoplasia  linfóide, 

entre elas, 10 amostras de leucemia linfática crónica, 10 amostras de mieloma múltiplo 

e 6 amostras com suspeita de linfoma folicular. 

 

3.1 | Leucemia Linfática Crónica 
 

Foram selecionadas 10 amostras com indicação clínica de LLC. Na totalidade destas 

amostras foram feitas culturas com estimuladores, em 2 amostras foi feita a análise por 

citogenética convencional e a técnica de FISH foi efetuada em todas as amostras. Em 

6 amostras foram detetadas anomalias associadas à LLC como a trissomia do 

cromossoma 12 (em mosaico no caso 28), deleção nos cromossomas 11, 13 e 17 (todos 

por FISH, casos nº 28, 30, 31, 33, 35 e 36), nos restantes 4 casos não foram detetadas 

anomalias no cariotipo e no FISH (Tabela 17).  
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Tabela 17 | Resultados da análise citogenética nos casos com indicação clínica de leucemia linfática 
crónica. 

 

A amostra nº28 de um indivíduo do sexo feminino com 57 anos, apresentava a 

informação clínica de suspeita de LLC para início de tratamento de quimioterapia. A 

análise por citogenética convencional revelou, em 15 metafases, a trissomia do 

cromossoma 12 estando associada a um prognóstico intermédio. No total foram 

analisadas 20 metafases (Figura 30).  

 

Figura 30 | Amostra 28 - Cariótipo com bandas GTL, de uma amostra do sexo feminino com trissomia 
do cromossoma 12, representada com setas. 47,XX,+12[15]/46,XX[5]. 

 

Caso Idade 
Tipo de 
amostra 

Resultado CC Resultado FISH 

28 57 MO 47,XX,+12[15]/46,XX[5] 
Pos #12 (53,5%) 
neg #11,13,17 

29 80 SP ______ Neg #11,12,13,17 

30 73 SP ______ 
Pos #17 (93%), #13 (63%); 

neg #11,12 

31 68 SP ______ 
Pos #13 (91.5%) 
neg #11,12,17 

32 88 SP ______ Neg #11,12,13,17 

33 76 MO ______ 
Pos #12 (39%); 
neg #11,13,17 

34 55 SP 46,XX[20] Neg #11,12,13,17 

35 63 SP ______ 
Pos #13 (14%); 
neg #11,12,17 

36 65 SP ______ 
Pos #17 (70%) 
neg #11,12,13 

37 88 SP ______ Neg #11,12,13,17 
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Foi aplicada a técnica de FISH com as sondas de sequência única para a região ATM 

(11q22.3), RB1 (13q14) e TP53 (17p13.1) e para a região centromérica do cromossoma 

12 (D12Z3). Observaram-se 53,5% dos núcleos com três sinais para a sonda do 

cromossoma 12 (Figura 31). Para as restantes sondas não foram detetadas anomalias 

citogenéticas tendo sido obtido um resultado normal. Foram observados 200 núcleos 

por sonda.  

 

Figura 31 | Amostra 28 - Técnica de FISH em metafase e núcleo interfásico com a sonda para o 
cromossoma 12. Foram detetados três sinais para a sonda centromérica do cromossoma 12 (vermelho). 
nuc ish(D12Z3X3)[107/200],(ATM,RB1,TP53)X2[200]. 

 

Na amostra nº30 pertencente a um indivíduo do sexo masculino com 73 anos, com 

a informação clínica de suspeita de LLC, foi realizada uma cultura com estimuladores. 

Observou-se, em 93% dos núcleos interfásicos analisados, apenas um sinal para o 

cromossoma 17 e em 63% dos núcleos, igualmente, 1 sinal para o cromossoma 13. As 

sondas para os cromossomas 11 e 12 revelaram um resultado normal. Foram 

observados 200 núcleos por sonda (Figura 32). 

 

Figura 32 | Amostra 30 - Técnica de FISH em núcleos interfásicos e metafase com sondas específicas 
para LLC. a) um sinal para 13q14 (vermelho) e dois sinais para a região controlo (verde); b) um sinal para 
17p13.1 (verde) e dois sinais para 11q22.3, (vermelho).  
nuc ish(RB1×1)[126/200],(TP53×1)[186/200],(ATM,D12Z3)X2[200]. 
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A deleção do braço longo do cromossoma 13, del(13q14) é a alteração citogenética 

mais comum detetada em LLC e, isoladamente, está associada a um bom prognóstico. 

Apesar da baixa amostragem, das 6 amostras com resultado positivo para LLC, 3 

amostras apresentam um resultado positivo para esta deleção, corroborando com os 

resultados encontrados na literatura (67, 73).  

A deleção do cromossoma 17, del(17p13.1), compromete o gene supressor tumor 

TP53 e esta anomalia está associada a um prognóstico desfavorável e é detetada até 

30% dos casos com LLC (77). Do mesmo modo esta anomalia citogenética foi detetada 

em 2 das 6 amostras positivas para LLC.  

 

 

3.2 | Mieloma múltiplo 
 

Foram selecionadas 10 amostras com indicação clínica de MM. Na totalidade destas 

amostras foram efetuadas culturas diretas, em 8 amostras foi feita a análise por 

citogenética convencional e a técnica de FISH foi efetuada nas 10 amostras. Em 5 

amostras foram detetadas anomalias associadas à LLC como a deleção dos 

cromossomas 13 e 17, translocação (4;14) e translocação (11;14) (casos nº 39, 42, 43 

45 e 47), nos restantes casos não foram detetadas anomalias citogenéticas (Tabela 18).  

Tabela 18 | Resultados da análise citogenética nos casos com indicação clínica de mieloma múltiplo. 

 

 

Caso Idade 
Tipo de 
amostra 

Resultado CC Resultado FISH 

38 81 MO 46,XX[20] Neg #13,17,t(4;14),t(11;14) 

39 69 MO 46,XX[20] 
Pos #13 (28.5%), #11 (40.5%) 

neg  #17,t(4;14) 

40 79 MO 46,XY[20] Neg #13,17,t(4;14),t(11;14) 

41 64 MO 46,XX[20] Neg #13,17,t(4;14),t(11;14) 

42 80 SP ______ 
Pos t(11;14)(17,5%) 
neg #13,17,t(4;14) 

43 54 MO 46,XY,del(13)(q14)[2]/46,XY[18] Pos #13 (46,5%) 

44 84 MO 46,XX[20] Neg #13,17,t(4;14),t(11;14) 

45 75 MO 46,XY[20] 
Pos #13 (26%), #11 (23%); 

neg #17,t(4;14) 

46 67 MO 46,XX[20] Neg #13,17,t(4;14),t(11;14) 

47 71 SP ______ 
Pos t(11;14) (28,5%),  
3 sinais #14 (24,5%),  

pos #13 (60%), pos #17 ( 37,5%) 
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A cultura celular na amostra nº39 de um indivíduo do sexo feminino com suspeita de 

MM revelou, nas 20 metafases, um cariótipo normal. No entanto, foram observadas 3 

poliploidias de fraca qualidade em que foi possível observar 3 cromossomas 11.  

Foi aplicada a técnica de FISH com as sondas de sequência única para os 

cromossomas 13 (RB1), 17 (TP53), para a t(4;14)(FGFR3;IGH) e t(11;14)(CCND1;IGH). 

Observaram-se 28,5% dos núcleos com deleção da região 13q14 (RB1) (figura 33A) e 

42,5% dos núcleos apresentavam três sinais para o cromossoma 11 com a sonda da 

t(11;14) (figura 33B) (Figura 33). 

 

Figura 33 | Amostra 39 - Técnica de FISH em núcleos interfásicos com sondas específicas para MM.  
a) um sinal para 13q14 (vermelho) e dois sinais para a região controlo (verde); b) três sinais para o 
cromossoma 11 (verde) e dois sinais para o cromossoma 14 (vermelho).  
nuc ish(CCND1×3;IGH×2)[81/200],(RB1×1)[57/200],(FGFR3,IGH,TP53×2)[200] 

Nesta amostra, à semelhança do que ocorreu na amostra nº45, a técnica de FISH 

detetou alterações citogenéticas não encontradas pela citogenética convencional, 

nomeadamente a trissomia do cromossoma 11 e a deleção do cromossoma 13. Esta 

deleção pode não ter sido visualizada no cariótipo devido à fraca qualidade das 

metafases e a deleção ser pequena. Observaram-se também neste caso 3 poliploidias, 

que podem explicar a trissomia do cromossoma 11. Este caso comprova a 

complementação entre CC e técnica de FISH no estudo genético para predizer 

respostas ao tratamento e prognóstico em indivíduos com suspeita de diagnóstico de 

MM. 

Na amostra nº47 foi realizada a técnica de FISH onde se observou em 60% dos 

núcleos a deleção da região 13q14 (RB1) (Figura 34A) e a deleção do cromossoma 17 

(TP53) em 37,5% dos núcleos (Figura 34B). Adicionalmente foram observados 28,5% 

dos núcleos com um sinal de fusão para a t(11;14), com a presença de três sinais para 

o cromossoma 14 (Figura 34C). A presença de núcleos com três sinais para a sonda 

IGH foi confirmada com a sonda da t(4;14) em 24,5% dos núcleos observados (Figura 

34D).  
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Figura 34 | Amostra 47 - Técnica de FISH em núcleos interfásicos e metafases com sondas 
específicas para MM. a) um sinal para 13q14 (vermelho) e dois sinais para a região controlo (verde); b) 
um sinal para o cromossoma 17 (vermelho) e dois sinais para a região controlo (verde); c) metafase com 
um sinal de fusão para a t(11;14), com três sinais para o cromossoma 14 (vermelho) e dois sinais para o 
cromossoma 11 (verde); d) metafase com três sinais para o cromossoma 14 (vermelho) e dois sinais para 
o cromossoma 4 (verde).  
nuc ish(FGFR3×2;IGH×3)[49/200],(CCND1 con IGH×1)[121/200],(TP53×1)[75/200]. 

 

A deleção parcial do cromossoma 13 está descrita em 50% dos casos com MM e a 

trissomia do cromossoma 11 está associada ao aparecimento do tumor e envolve o 

gene CCND1 cuja sobre expressão está associada a um prognóstico desfavorável e é 

detetada em 25 a 50% dos casos de MM. A deleção do braço curto do cromossoma 17 

está relacionada com a perda do gene supressor tumoral TP53 estando associada a um 

prognóstico desfavorável e a t(11;14), quando isolada, está associada a um prognóstico 

favorável (79, 80, 83, 85, 87, 103).  

A amostra 47 apresenta um cariótipo complexo uma vez que apresenta mais de 3 

anomalias citogenéticas, estando correlacionada com instabilidade cromossómica e a 

um prognóstico desfavorável (104). 
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3.3 | Linfoma Folicular 
 

Foram selecionadas 6 amostras com indicação clínica de Linfoma não Hodgkin de 

novo e suspeita de Linfoma Folicular. Em 3 amostras foi feita a análise por citogenética 

convencional e a técnica de FISH foi efetuada nas 6 amostras. Em 3 amostras foram 

detetadas anomalias associadas ao LF como a translocação (14;18) e a deleção do 

cromossoma 6 (casos nº 49, 52 e 53), nos restantes casos não foram detetadas 

alterações citogenéticas (Tabela 19).  

Tabela 19 | Resultados da análise citogenética nos casos com indicação clínica de linfoma folicular 

 

Na amostra nº49 de uma senhora com 70 anos foi aplicada a técnica de FISH com a 

sonda para a t(14;18)(IGH;BCL2). Observou-se, em 19% dos núcleos, dois sinais de 

fusão, significando a presença da translocação entre os cromossomas 14 e 18 (Figura 

35). 

 

Figura 35 | Amostra 49 - Técnica de FISH em metafase com a sonda para a translocação (14;18). A 
translocação é evidenciada pela fusão dos dois sinais. 
nuc ish(IGH;BCL2)×3(IGHconBCL2×2)[38/200]. 

 

Caso Idade 
Tipo de 
amostra 

Resultado CC Resultado FISH 

48 60 MO 46,XX[20] Neg t(14;18) 

49 70 SP ______ Pos t(14;18) (19%) 

50 82 MO 46,XY[20] Neg t(14;18) 

51 60 SP ______ Neg t(14;18) 

52 85 MO 46,XY,del(6)(q21q25)[5]/46,XY[15] Pos #6 (32%) 

53 85 SP ______ Pos t(14;18) (20,5%) 
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A análise por citogenética convencional na amostra nº52, de um senhor com 85 anos 

e com a informação clínica de macroglobulinemia de Waldestron e linfoma folicular 

revelou, em 5 metafases, a deleção de parte do braço longo do cromossoma 6 (banda 

q211 a q25) (Figura 36). 

 

Figura 36 | Amostra 52 - Cariótipo com bandas GTL de uma amostra do sexo masculino com a 
del(6)(q21q25) representada com setas e esquema representativo do rearranjo com o cromossoma 
envolvido e respetivo ideograma. 46,XY,del(6)(q21q25)[5]/46,XY[15] 

 

Foi aplicada a técnica de FISH com a sonda para 6q23 que confirmou a deleção em 

32% dos núcleos analisados (Figura 37). 

 

Figura 37 | Amostra 52 - Técnica de FISH em núcleos interfásicos com a sonda para a deleção do 
cromossoma 6. A deleção é evidenciada pela presença de apenas um sinal, representado com a seta.  
nuc ish(MYB×1)[16/50]. 

 

A t(14;18) está presente em 85% dos casos dos indivíduos com LF de acordo com a 

literatura (89). A macroglobulinemia de Waldestron é uma doença linfoproliferativa de 

células B caracterizada pela acumulação de células monoclonais na medula óssea e 

nos tecidos linfáticos periféricos e representa aproximadamente 2% de todas as 

neoplasias hematológicas, estando associada com uma idade mais avançada.  Nenhum 

gene suscetível foi ainda identificado, mas alguns loci suscetíveis foram mapeados no 

cromossoma 6p21.3 e aproximadamente metade dos doentes apresentam a deleção 6q 

nas células tumorais (89, 105). 
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Capítulo 5 | Conclusão 
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O Laboratório de Genética do CHTMAD é um laboratório certificado pela ISO 

9001:2015 que dá resposta a amostras para diagnóstico pré-natal, pós-natal, hemato-

oncologia e tumores sólidos na área da citogenética convencional, citogenética 

molecular e genética molecular. 

Sendo um Laboratório que recebe muitos e diferentes tipos de amostras 

provenientes de vários hospitais do Distrito, as diferentes técnicas realizadas no 

Laboratório encontram-se bem definidas e estabelecidas. A análise em citogenética 

convencional e molecular em amostras de hemato-oncologia é crucial no diagnóstico, 

orientação clínica, decisão terapêutica e avaliação do prognóstico.  

A análise por citogenética convencional é considerada fulcral em todas as 

leucemias recém-diagnosticadas, devido à sua utilidade no diagnóstico, classificação e 

prognóstico. A análise do cariótipo permite a deteção de anomalias que não são 

detetadas pela técnica de FISH uma vez que são usados painéis de sondas específicos 

para cada tipo de leucemia dirigidas às alterações citogenéticas mais recorrentes dessa 

leucemia. Especificamente, na amostra 9, com suspeita de LMC, foi detetada pela 

citogenética convencional a t(9;22;16), apenas descrita em mais um caso na literatura, 

na qual o FISH foi positivo para a t(9;22) e auxiliou na identificação dos cromossomas e 

rearranjos quando foi realizada a hibridação numa metafase previamente captada. 

Também na amostra 21 foi detetada a t(19;21), associada na literatura a LMA, apenas 

por citogenética convencional uma vez que a análise FISH para o painel de sondas 

dirigido às alterações mais comuns na LMA foi negativa. Deste modo, a análise 

citogenética pela organização e classificação das metafases em cariogramas é de 

extrema relevância no diagnóstico de doentes com neoplasias hematológicas. 

Da mesma forma, a técnica de FISH superou algumas das desvantagens da 

citogenética convencional, como o baixo índice mitótico e a resolução de bandas de 

baixa qualidade apresentando uma maior rapidez na emissão de resultados. Em 

neoplasias hematológicas, o FISH é usado como uma ferramenta indispensável para a 

deteção de rearranjos estruturais, como translocações, inversões, inserções e 

microdeleções, tendo aumentado a eficiência e a precisão da análise do cariótipo. Nas 

amostras 39 e 45, de indivíduos com mieloma múltiplo a análise por FISH revelou 

alterações citogenéticas que não foram detetadas por citogenética convencional. 

A bandagem G tem sido a técnica mais usada na rotina do Laboratório para a deteção 

e caracterização de alterações genómicas estruturais e numéricas no diagnóstico clínico 

em cancro. Em amostras de oncologia a análise por genética molecular e FISH é crucial 

na orientação terapêutica.  
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Assim, a análise por citogenética convencional juntamente com a técnica de FISH 

revelaram um salto quantitativo no diagnóstico, sendo fundamentais no estudo genético 

de doentes com anomalias citogenéticas pouco descritas, na predição de respostas ao 

tratamento e no prognóstico e na deteção de alterações cromossómicas relevantes e 

pouco descritas no diagnóstico de doenças hemato-oncológicas. 

O desenvolvimento de técnicas de sequenciação de nova geração (NGS) tem vindo 

a tornar-se numa ferramenta importante nas avaliações laboratoriais de neoplasias 

hematológicas. O NGS consiste na primeira metodologia na qual se tornou possível a 

deteção de substituições de bases, pequenas inserções e deleções, bem como 

alterações no número de cópias ao nível de um exão ou gene inteiro sendo esta 

metodologia aplicada para analisar a composição genética de tumores e de doenças 

hemato-oncológicas. 

Esta técnica é crucial para a sequenciação de alto rendimento de grandes e 

pequenas regiões genómicas na deteção de mutações associadas à terapia recorrendo 

a painéis de genes específicos. Dependendo da doença, os dados mutacionais podem 

ser usados para facilitar o diagnóstico, informar o prognóstico, orientar a seleção da 

terapia ou monitorizar a doença. A integração destes dados em perfis morfológicos, 

imunofenotípicos e citogenéticos atuais de neoplasias hematológicas vai permitir uma 

melhor compreensão da leucomogénese, avaliar a estratificação de risco ou identificar 

potenciais alvos terapêuticos e fornecerá maior precisão no diagnóstico dos doentes. 

Todos os objetivos propostos foram alcançados tendo sido realizada a análise por 

citogenética convencional e molecular em, aproximadamente, 200 amostras de hemato-

oncologia com o objetivo da obtenção de experiência em genética clínica laboratorial, 

nomeadamente diagnóstico citogenético hemato-oncológico pela aplicação de técnicas 

de citogenética convencional e molecular em amostras de sangue periférico e medula 

óssea nomeadamente: culturas celulares, manipulação, espalhamento, e análise por 

citogenética convencional e FISH. 

No decorrer deste estágio adquiri conhecimentos teóricos e práticos e 

competências na área da Genética Clínica Laboratorial tendo integrado a rotina do 

Laboratório de Citogenética do CHTMAD. Foi-me dada a oportunidade de levar 3 

trabalhos a congressos sob a forma de poster, num dos quais nos foi atribuída uma 

menção honrosa. Assim, com este estágio adquiri competências pessoais, humanistas 

e profissionais que me tornaram numa pessoa mais capaz, numa profissional mais 

responsável e rigorosa agradecendo, mais uma vez, a toda a equipa pela 

disponibilidade, apoio e inspiração. 
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Anexo I – Protocolo de Linfócitos não cultivados 

 

Soluções: 

✓ Solução de cloreto de potássio (0,075M): dissolver num balão volumétrico de 1 

litro 5,6g de cloreto de potássio em 1L de água destilada e reservar no frigorífico 

a 4ºC; 

✓ Colcemide na concentração final de 10 µg/mL; 

✓ Fixador na proporção 3:1 – metanol:ácido acético, preparado de fresco. 

 

Tubos LNC: 

1) Na câmara de fluxo laminar previamente desinfetada, homogeneizar a amostra e 

com uma seringa de 1mL adicionar entre 0,5 a 1mL a um tubo esterilizado, 

previamente identificado; 

2) Na hotte e sob agitação do vortex, adicionar lentamente a solução hipotónica 

previamente aquecida: 

3) Incubar no banho-maria a 37ºC durante 15 min; 

4) Centrifugar a 2000 rpm (rotações por minuto) durante 4 minutos; 

5) Rejeitar o sobrenadante; 

6) Na hotte e sob agitação do vortex, adicionar lentamente o fixador; 

7) Centrifugar a 2000 rpm durante 4 minutos; 

8) Rejeitar o sobrenadante; 

9) Repetir a adição do fixador mais três vezes 

10) Decantar totalmente o sobrenadante 

11) Proceder ao espalhamento. 

 

Espalhamento: 

1) Ressuspender o sedimento; 

2) Colocar 1 gota de 2 µL de suspensão celular num local identificado na lâmina  

3) Secar a lâmina numa placa de aquecimento a uma temperatura de 60ºC e 

identificar devidamente a mesma; 

4) Deixar a lâmina envelhecer 15 minutos na placa até efetuar a técnica de FISH. 
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Anexo II – Protocolo de culturas diretas e sincronizadas 

 

Soluções: 

✓ Meio k-max previamente dividido em alíquotas de 5mL; 

✓ Meio de cultura específico para sangues RPMI1640: frasco de 100 mL congelado 

e dividido em alíquotas de 5 mL; 

✓ Meio de cultura RPMI1640: dividir em alíquotas de 45 mL um frasco de 500 mL 

em forma líquida, adicionar 5 mL L-glutamina, 0.5 mL de 

penicilina/estreptomicina, 0.5 mL de kanamicina; 

• L-glutamina, 200 mM: em forma sólida, reconstituída com 10 mL de água 

destilada e dividida em alíquotas de 5 mL; 

• Penicilina/estreptomicina, 10000 U/10000 g/mI: dividir em alíquotas de 

0.5 mL um frasco de 20 mL congelado; 

• Kanamicina, 10 mg/mL: dividir em alíquotas de 0.5 mL um frasco de 20 

mL congelado; 

✓ Meio de cultura RPMI1640 completo: adicionar 7 mL de soro de vitelo fetal (SVF) 

inativado a 45 mL de meio RPMI e dividir em alíquotas de 5 mL; 

✓ Metotrexato: num tubo esterilizado dissolver 5 mg de metotrexato em 2 mL de 

água estéril (solução A). Seguidamente, efetuar as seguintes diluições: Solução 

B – 0.1 mL da solução A a 9.9 mL de água destilada e Solução C – 1 mL da 

solução B a 9 mL de água destilada;    

✓ Timidina, 0.3 µg/mL: num tubo esterilizado dissolver 2.4 mg de timidina em 5 mL 

de meio de cultura completo (preparar no próprio dia); 

✓ Solução de cloreto de potássio (0,075M): dissolver num balão volumétrico de 1 

litro 5,6g de cloreto de potássio em 1L de água destilada e reservar no frigorífico 

a 4ºC; 

✓ Solução de cloreto de potássio (0.06M): dissolver num balão volumétrico de 1 

litro, 4.48 g em 1L de água destilada e reservar no frigorífico a 4ºC; 

✓ Colcemide na concentração final de 10 µg/mL; 

✓ Fixador na proporção 3:1 – metanol:ácido acético, preparado de fresco. 
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Tubos C e D: 

1) Na câmara de fluxo laminar previamente desinfetada, homogeneizar a amostra 

e com uma seringa de 1mL adicionar 6 gotas de SP ou 3 a 6 gotas de MO, 

dependendo da viscosidade da mesma, aos tubos com meio k-max, previamente 

identificados; 

2) Com uma seringa de 1 mL, adicionar 3 gotas de colcemide apenas ao tubo C; 

3) Fechar os tubos e homogeneizar cuidadosamente;  

4) Abrir ligeiramente os tubos e incubar na estufa a 37ºC e 5% CO2, com uma 

inclinação de 30º; 

5) Após 45 min e com uma seringa de 1 mL adicionar 3 gotas de colcemide apenas 

ao tubo D; 

6) Incubar 30 min a 37ºC e 5% CO2, mantendo a inclinação de 30º; 

7) Colocar a centrifugar a 2000 rpm durante 4 min;  

8) Rejeitar o sobrenadante;  

9) Na hotte e sob agitação do vórtex, adicionar lentamente a solução hipotónica 

previamente aquecida. 

10) Incubar no banho-maria a 37ºC durante 15 min; 

11) Centrifugar a 2000 rpm durante 4 min; 

12) Rejeitar o sobrenadante; 

13) Na hotte e sob agitação do vórtex adicionar lentamente o fixador; 

14) Centrifugar a 2000 rpm durante 4 min; 

15) Rejeitar o sobrenadante; 

16) Repetir a adição do fixador por mais duas vezes; 

17) Decantar totalmente o sobrenadante; 

18) Proceder ao espalhamento. 

 

Tubo S (cultura sincronizada): 

1) Na câmara de fluxo laminar previamente desinfetada, homogeneizar a amostra 

e com uma seringa de 1mL adicionar 6 gotas de SP ou 3 a 6 gotas de MO, 

dependendo da viscosidade da mesma, ao tubo com meio RPMI1640 

previamente identificado; 

2) Fechar o tubo e homogeneizar levemente;  

3) Abrir ligeiramente o tubo e incubar na estufa a 37ºC e 5% CO2, com uma 

inclinação de 30º; 

4) Adicionar às 16h 2 gotas de MTX (solução C) com uma seringa de 1 mL;  
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5) Incubar 17 horas na estufa a 37ºC e 5% CO2, com uma inclinação de 30º. 

6) Centrifugar os tubos a 2000 rpm durante 4 min; 

7)  Preparar a timidina; 

8)  Na hotte decantar o sobrenadante; 

9)  Na câmara de fluxo laminar adicionar 5 mL de meio de cultura RPMI1640 

completo ao tubo S; 

10)  Adicionar ao tubo S 1 gota de timidina com a seringa de 1 mL; 

11)  Incubar na estufa a 37ºC e 5% CO2, com uma inclinação de 30º; 

12)  Após 5 horas, adicionar, ao tubo, 2 gotas de colcemide com a seringa de 1 mL; 

13)  Incubar na estufa a 37ºC e 5% CO2, mantendo a inclinação de 30º; 

14)  Centrifugar a 2000 rpm durante 4 min;  

15)  Rejeitar o sobrenadante;  

16)  Na hotte e sob agitação do vórtex, adicionar lentamente a solução hipotónica; 

17)  Incubar no banho-maria a 37ºC durante 20 min; 

18)  Centrifugar a 2000 rpm durante 4 min; 

19)  Rejeitar o sobrenadante; 

20)  Na hotte e sob agitação do vórtex adicionar lentamente o fixador; 

21)  Centrifugar a 2000 rpm durante 4 min; 

22)  Rejeitar o sobrenadante; 

23)  Repetir a adição do fixador mais duas vezes; 

24)  Decantar totalmente o sobrenadante; 

25)  Proceder ao espalhamento. 

 

Espalhamento: 

1) Ressuspender o sedimento; 

2) Colocar 2 gotas de 10 µL de suspensão celular em 2 locais diferentes da lâmina  

3) Secar as lâminas sobre uma placa de aquecimento a uma temperatura de 60ºC, 

até a lâmina estar seca e, assim que possível, identificar devidamente as 

mesmas; 

4) Colocar as lâminas na estufa a 60ºC, até à realização da bandagem 

(normalmente, no dia seguinte). 
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Anexo III – Protocolo de culturas com estimuladores 

 

Soluções: 

✓ Meio k-max previamente dividido em alíquotas de 5mL; 

✓ Solução de trabalho: TPA, 5 g/mL: adicionar uma alíquota de TPA (50 g/mL) 

a 0.9 mL de meio de cultura completo;  

• TPA, 50 g/mL: num falcon de 50 mL esterilizado dissolver 1 mg de TPA 

em 20 mL de etanol absoluto e dividir em alíquotas de 10 mL; 

✓ DSP30, 2 M: num tubo esterilizado dissolver o conteúdo do vial em 5 mL de 

água destilada e dividir em alíquotas de 120 L; 

✓ Solução de trabalho: IL2, 0.2 g/mL: num tubo esterilizado diluir uma alíquota de 

IL2 (5 g/mL) em 6 mL de meio completo e dividir em alíquotas de 0.5 mL  

• IL2, 5 g/mL: dividir em alíquotas de 250 L vial com 1 mL. 

✓ Solução de cloreto de potássio (0,075M): dissolver num balão volumétrico de 1 

litro 5,6g de cloreto de potássio em 1L de água destilada e reservar no frigorífico 

a 4ºC; 

✓ Colcemide na concentração final de 10 µg/mL; 

✓ Fixador na proporção 3:1 – metanol:ácido acético, preparado de fresco. 

 

Tubo ID e T: 

1) Na câmara de fluxo laminar, com a micropipeta adicionar 500 µL de IL2 e 100 µL 

de DSP30 ao tubo ID; ao tubo T adicionar 75 µL de TPA; 

2) Homogeneizar a amostra e com uma seringa de 1 mL adicionar adicionar 6 gotas 

de SP ou 3 a 6 gotas de MO, dependendo da viscosidade da mesma, aos tubos 

com meio k-max, previamente identificados; 

3) Fechar o tubo e homogeneizar cuidadosamente;  

4) Abrir ligeiramente os tubos e incubar 72 horas na estufa a 37ºC e 5% CO2, com 

uma inclinação de 30º; 

5) Adicionar a cada tubo 2 gotas de colcemide com a seringa de 1 mL; 

6) Fechar os tubos e homogeneizar cuidadosamente;  

7) Abrir ligeiramente os tubos e incubar 17 horas na estufa a 37ºC e 5% CO2, com 

uma inclinação de 30º; 

8) Centrifugar a 2000 rpm durante 4 minutos;  

9) Rejeitar o sobrenadante;  
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10) Na hotte e sob agitação do vórtex adicionar lentamente a solução hipotónica; 

11)  Incubar no banho-maria a 37ºC 15 minutos; 

12)  Centrifugar a 2000 rpm 4 minutos; 

13)  Rejeitar o sobrenadante; 

14)  Na hotte e sob agitação do vórtex, adicionar lentamente o fixador; 

15)  Centrifugar a 2000 rpm 4 minutos; 

16)  Rejeitar o sobrenadante; 

17)  Repetir a adição do fixador mais duas vezes; 

18)  Decantar totalmente o sobrenadante; 

19)  Proceder ao espalhamento. 

  

Espalhamento 

1) Ressuspender o sedimento; 

2) Colocar 2 gotas de 10 µL de suspensão celular em 2 locais diferentes da lâmina  

3) Secar as lâminas sobre uma placa de aquecimento a uma temperatura de 60ºC, 

até a lâmina estar seca e, assim que possível, identificar devidamente as 

mesmas; 

4) Colocar as lâminas na estufa a 60ºC, até à realização da bandagem 

(normalmente, no dia seguinte). 
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Anexo IV – Protocolo da bandagem GTL 

 

Soluções 

✓ Solução salina – Cloreto de Sódio (NaCl) a 0,9%: dissolver 9 g de NaCl em 1 

litro de água destilada; 

✓ Solução de trabalho de tripsina: num coplin adicionar 60 mL de solução salina e 

0.5 mL de tripsina; 

• Solução de Tripsina: num balão volumétrico de 100 mL, dissolver 1.25 g 

de tripsina em água destilada e distribuir em alíquotas de 2 mL; 

✓ Solução Gurr: dissolver uma pastilha de tampão Gurr em 1 litro de água destilada 

e ajustar o pH a 6,8; 

✓ Corante Leishman de trabalho: filtrar o corante, envolver o coplin com papel de 

alumínio e adicionar ao coplin 40 mL de solução Gurr e 8 mL de corante de 

Leishman filtrado (solução mãe); 

• Corante Leishman (solução mãe): num balão volumétrico de 500 mL, 

envolvido com papel de alumínio, dissolver 0.6 g de corante Leishman 

em 400 mL de metanol. Na hotte colocar o balão na placa de agitação 

durante 48 horas e deixar repousar durante, pelo menos, 15 dias;  

 

Preparação dos reagentes: 

✓ Coplin 1: Solução de tripsina de trabalho; 

✓ Coplin 2: Solução salina; 

✓ Coplin 3: Solução Gurr; 

✓ Coplin 4: Corante Leishman de trabalho; 

✓ Coplin 5: Solução Gurr; 

✓ Coplin 6: Água destilada; 

Nota: os coplins 1, 2, 3, 5 e 6 devem ser colocados no banho-maria a 37ºC.  

 

Procedimento: 

1) Colocar a lâmina no coplin 1 de acordo com o tempo de exposição à tripsina; 

2)  Lavar a lâmina no coplin 2; 

3)  Lavar a lâmina no coplin 3; 

4)  Colocar a lâmina no coplin 4 durante 6 min; 

5)  Lavar a lâmina no coplin 5; 
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6)  Lavar a lâmina no coplin 6; 

7)  Secar a lâmina num guardanapo cuidadosamente para não danificar a 

preparação; 

8) Observar ao microscópio ótico, captar as imagens de metafases e proceder à 

sua análise. 
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Anexo V – Protocolo da Técnica de FISH  

 

Sondas Zytovision 

 

Soluções: 

✓ Zytovision I (0,4× Citrato de sódio salino (SSC) / 0,3% Igepal) – Coplin 1 

✓ Zytovision II – Coplin 2 

 

Espalhamento e envelhecimento da lâmina: 

1) Espalhar 2 µL de suspensão celular na lâmina 

2) Colocar a lâmina na placa a 60ºC por, pelo menos, 15 min. 

 

Preparação da sonda: 

1) Retirar a sonda do frigorífico 15 min antes da sua utilização e colocar à 

temperatura ambiente 

2) Vortexar a sonda e fazer um spin down. 

 

Codesnaturação da amostra/sonda: 

1) Aplicar 3 µL de sonda na área marcada da suspensão celular, cobrir com uma 

lamela e selar com a cola; 

2) Desnaturar a sonda e a amostra por colocação na placa de aquecimento a 75ºC 

durante 10 minutos. 

 

Hibridação: 

Incubar a lâmina numa caixa húmida na estufa a 37ºC durante a noite. 
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Lavagem: 

1) Retirar, cuidadosamente a cola e a lamela; 

2) Colocar a lâmina no coplin 1 durante 2 minutos (banho-maria a 72ºC); 

3) Transferir a lâmina para o coplin 2 durante 1 min. 

 

Contraste: 

1) Deixar a lâmina secar durante 2 min no escuro; 

2) Aplicar 4 µL de DAPI; 

3) Cobrir com uma lamela, retirar cuidadosamente, o excesso de DAPI e as bolhas 

que se possam ter formado; 

4) Guardar a lâmina numa caixa de alumínio no frigorífico a 4ºC durante, pelo 

menos, 15 minutos; 

5) Observar os resultados e efetuar contagem de sinais num microscópio de 

epifluorescência. 

 

 

Sondas Leica 

 

Soluções: 

✓ Leica I (2× Citrato de sódio salino (SSC) / 0,1% Igepal) – Coplin 1 

✓ Leica II – (0,4× SSC / 0,3% Igepal) – Coplin 2 

✓ Leica III – (2× SSC / 0,1% Igepal) – Coplin 3 

✓ Álcool a 70% – Coplin 4 

✓ Álcool a 85% (misturar 44 mL de álcool a 96% com 4 mL de água destilada) – 

Coplin 5 

✓ Álcool a 100% – Coplin 6 

 

Espalhamento e envelhecimento da lâmina: 

1) Espalhar 2 µL de suspensão celular na lâmina 

2) Colocar a lâmina na placa a 60ºC por, pelo menos, 15 min. 
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Preparação da sonda: 

1) Retirar a sonda do frigorífico 15 min antes da sua utilização e colocar à 

temperatura ambiente 

2) Vortexar a sonda e fazer um spin down. 

 

Codesnaturação da amostra/sonda: 

1) Aplicar 3 µL de sonda na área marcada da suspensão celular, cobrir com uma 

lamela e selar com a cola; 

2) Desnaturar a sonda e a amostra por colocação na placa de aquecimento a 80ºC 

durante 5 minutos. 

 

Hibridação: 

Incubar a lâmina numa caixa húmida na estufa a 37ºC overnight. 

 

Lavagem: 

1) Retirar, cuidadosamente a cola e a lamela; 

2) Colocar a lâmina no coplin 1 durante 2 minutos; 

3) Transferir a lâmina para o coplin 2 durante 2 min (banho-maria a 72ºC); 

4) Colocar a lâmina no coplin 3 durante 1 minuto; 

5) Colocar nos coplins 4, 5 e, posteriormente, 6 durante 30 segundos. 

 

Contraste: 

1) Deixar a lâmina secar durante 2 min no escuro; 

2) Aplicar 4 µL de DAPI; 

3) Cobrir com uma lamela, retirar cuidadosamente, o excesso de DAPI e as bolhas 

que se possam ter formado; 

4) Guardar a lâmina numa caixa de alumínio no frigorífico a 4ºC durante, pelo 

menos, 15 minutos; 
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