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Resumo

A Citogenética estuda a morfologia, estrutura, fungcdo e comportamento biolégico dos
cromossomas e divide-se em duas areas: citogenética convencional e citogenética
molecular. A evolugdo das técnicas citogenéticas permitiu, nas neoplasias
hematoldgicas, a identificacdo e detecao de alteragdes cromossémicas com implicacbes
no diagndstico, orientacéo clinica, decisdo terapéutica e avaliacdo do prognostico. A
citogenética convencional tem como objetivo o0 estudo de cromossomas e da sua
morfologia pela andlise do cari6tipo, enquanto a citogenética molecular, pela técnica de
Hibridacéo in situ fluorescente (FISH), permite a detecdo de anomalias cromossOmicas,
a analise em nucleos interfasicos e em cortes de tecido. As neoplasias hematolégicas
influenciam a normal producdo, desenvolvimento e diferenciagdo de células
sanguineas. A abordagem diagndstica em hemato-oncologia deve ser feita de acordo
com a classificacdo dos tumores dos tecidos hematopoiético e linféide da Organizagéo
Mundial de Saude, baseada nos dados morfolégicos, imunofenotipicos, genéticos e
clinicos. Este relatério de estagio aborda seis neoplasias hematoldgicas: trés de
linhagem miel6ide — Leucemia Miel6ide Croénica (10 amostras), Sindrome
Mielodisplasico (10 amostras) e Leucemia Miel6ide Aguda (7 amostras); trés de
linhagem linféide — Leucemia Linfatica Crénica (10 amostras), Mieloma Madltiplo (10
amostras) e Linfoma Folicular (6 amostras). Estas neoplasias hematoldgicas perfazem
um total de 53 amostras anonimizadas e excedentarias, 33 de medula 6ssea e 20 de
sangue periférico, pertencentes a individuos do Centro Hospitalar de Tras os Montes e
Alto Douro. Na totalidade das amostras, foi realizada a técnica de FISH, sendo que, em
35 destas, foi efetuada, cumulativamente, a andlise por citogenética convencional, a
bandagem GTL. Este estdgio permitiu-me a obtengc&o de experiéncia em diagnostico
genético clinico laboratorial, nomeadamente diagndstico citogenético hemato-
oncolégico pela aplicagdo e realizacdo autbnoma de técnicas de citogenética
convencional e molecular, como a realizacdo de culturas celulares, manipulacao,
espalhamento, bandagem, identificacdo, organizacédo e analise de cari6tipos e a sua
respetiva classificacao citogenética pela realizacdo da técnica de FISH e analise. Do
mesmo modo, permitiu-me a integracdo na rotina do Laboratério de Genética do
CHTMAD e a realizacdo de técnicas em amostras para diagnostico pré-natal, pés-natal
e oncolbgico e 0 acompanhamento no projeto de implementacdo da metodologia de

Sequenciacdo de Nova Geracédo (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 Tras 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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BCL2 BCL2 apoptosis regulator
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EGR-1 Early growth response 1
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FISH Hibridac&o in situ fluorescente
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GMSI Gamopatia monoclonal de significado indeterminado
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Capitulo 1 | Introducéao






1| Citogenética no cancro

1.1 | Perspetiva historica

A citogenética humana teve origem em 1952 quando, por um erro no procedimento
experimental, Hsu adicionou solucéo hipoténica a uma suspensao de células mitéticas
humanas antes destas serem fixadas. A solucdo hipotdnica ao permitir a entrada de
agua nas células promovia a sua turgescéncia e a separa¢cdo dos cromossomas entre
si, facilitando a sua visualizacédo (1). Esta descoberta permitiu a Tijo e Levan, em 1956,
a determinag&o do namero 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 cromossomicas,

Internacional System for Human Cytogenetic Nomenclature (ISCN) (4).
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Figura 1 | Representagcdo de cromossomas metafasicos obtidos por Tijo e Levan, 1956. Metafase de
fibroblastos embrionarios humanos, obtida por tratamento com colquicina, que possibilitou a primeira
contagem correta do nimero cromossomico humano. Adaptado de (2).

A descoberta de um pequeno cromossoma anormal, cromossoma Philadelphia, em
1960 em amostras de medula 6ssea de doentes com Leucemia Mieldide Crénica (LMC)
por Peter Nowell e David Hungerford evidenciou pela primeira vez o cancro como

resultado de uma alteragdo genética especifica (5).

Com a evolucdo das técnicas citogenéticas, em 1973, Janet Rowley descobriu a
existéncia de uma translocag¢do entre os bragos longos dos cromossomas 9 e 22 na
LMC que resultou num gene de fusdo BCR-ABL expresso nas células destes doentes.
O cromossoma Philadelphia deu entdo origem a uma nova era de diagnostico
citogenético, nomeadamente no cancro permitindo a associacdo entre anomalias

cromossomicas e neoplasias hematoldogicas (3, 6).

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

comportamento biolégico dos cromossomas e divide-se em duas areas: citogenética



convencional e citogenética molecular. A evolugéo das técnicas citogenéticas permitiu,
nas neoplasias hematoldgicas, a identificacdo e detecéo de alteracbes cromossémicas
com implicacdes no diagndstico, orientacao clinica, decisdo terapéutica e avaliacdo do

progndstico (3, 7).

1.2 | Citogenética Convencional

A citogenética convencional tem como objetivo o estudo de cromossomas e da sua
morfologia pela analise do cariétipo. O cari6tipo ou cariograma consiste no alinhamento
sistematico e classificagdo dos cromossomas de uma célula. As células somaticas
humanas séo constituidas por 23 pares de cromossomas (22 pares de autossomas e
um par de cromossomas sexuais). Durante a construcéo do cariograma, 0s autossomas
sdo numerados de 1 a 22 por ordem decrescente de tamanho (com excecdo do
cromossoma 21 que é inferior ao 22). Os cromossomas sexuais sao denominados X e

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

Os cromossomas séo divididos num braco curto (p) e longo (q) pelo centromero (#)
(Slovak et al.,, 2013). Mediante a posicdo do centromero, 0S cromossomas Sao
classificados como metacéntricos, submetacéntricos e acrocéntricos. Nos
cromossomas metacéntricos, o centromero cria um brago curto e um brago longo com
tamanhos similares. Nos cromossomas submetacéntricos o centrémero cria um brago
curto e um braco longo e os cromossomas acrocéntricos contém o centrémero junto a

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

—— Bragocurto —

Centréomero

—— Bragolongo —

Metacéntrico Submetacéntrico Acrocéntrico

Figura 2 | Classificagdo dos cromossomas consoante a posi¢cdo do centrémero. Adaptado de (11).
llustragéo criada no site BioRender.



Os cromossomas sao divididos em grupos de A a G com base no tamanho, posi¢éo

do centrémero e padréo de bandas (Tabela 1) (4).

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

Grupo Cromossomas Composigao
A 1-3 Cromossomas metacéntricos grandes
B 4-5 Cromossomas submetacéntricos grandes

Cromossomas metacéntricos médios ou submetacéntricos.

Cc 6-12, X .
O cromossoma X representa o cromossoma maior
D 13-15 Cromossomas acrocéntricos médios
E CEom Cromossomas metacéntricos relativamente pequenos ou
susbmetacéntricos
F 19-20 Cromossomas metacéntricos pequenos
G 21-22,Y Cromossomas acrocéntricos pequenos e o cromossoma Y

Com o surgimento e evolugéo de técnicas de bandagem cromossomico foi possivel
a identificacdo de cada cromossoma e de diferentes regides dentro do mesmo
cromossoma através do seu padrao de bandas especifico. Uma banda é definida como
parte de um cromossoma que € 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 basicas que,
consoante a técnica, vao produzir padrdes de bandagem especificos ao longo de todo
o cromossoma (bandagem G, Q e R) e técnicas seletivas que vao apenas corar uma
regido ou banda especifica dos cromossomas (bandagem C, NOR e T) (Tabela 2) (12,
13).



Tabela 2 | Técnicas de bandagem cromossdmica. Adaptado de (12).

Técnica de :
Tipo de bandas
bandagem
Giemsa que cora zonas ricas em bases A-T (bandas

G (2]
escuras) e pobres em bases G-C (bandas claras) @
o
2
Q Padréo fluorescente que cora zonas ricas em bases A-T e ﬁ
pobres em bases G-C s
'c
(&)
@

R Cora inversamente aC e Q

Cora sequéncias de DNA altamente repetitivas como

C centrémeros, porcao distal do cromossoma Y e constricdes @
secundarias dos cromossomas 1, 9 e 16 2
o . . . Q
Identifica 0 RNA ribossomal, regides organizadoras do 3
NOR nucléolo e no ramo curto dos cromossomas acrocéntricos -
13,14, 15,21 e 22 3
'c
O
-~ ) \m
T Cora as regifes teloméricas =

A citogenética convencional permite uma visdo completa e geral através da analise
do cari6tipo sendo capaz de detetar mosaicos de baixa expressao, no entanto,
apresenta uma baixa resolucdo de 5 a 10 mega pares de bases e algumas
desvantagens como por exemplo a presenca de poucas células na amostra, baixo indice
mitético e metafases com ma qualidade. Algumas limitacbes da citogenética
convencional foram ultrapassadas pela introducao de técnicas moleculares que

complementam a analise cromossomica (7, 14).

1.3 | Citogenética Molecular

7

A citogenética molecular € uma area que combina a biologia molecular e a
citogenética com o objetivo de superar a limitacdo de baixa resolucédo da citogenética
convencional na detecdo de anomalias cromossOmicas de baixo indice mitdtico uma vez
gue inclui a possibilidade de andlise em nucleos interfasicos e em cortes de tecido. A
evolucdo natural do laboratério de citogenética para o dominio da técnica de Hibridacdo
in situ fluorescente (FISH) levou ao termo "citogenética molecular" como sinénimo de
FISH (14-16).



A técnica de FISH é uma abordagem bem estabelecida que consiste na hibridacéo
de uma ou mais sondas marcadas com um fluorocromo com as sequéncias
complementares do DNA alvo em preparacfes cromossémicas metafasicas ou nlcleos

interfasicos fixados em laminas (17-19) (Figura 3).

Sonda de DNA marcada
com fluorocromo

o T DNA alvo
DNA alvo marcado

Desnaturagao e hibridagao da sonda com o DNA alvo
com fluorocromo

Figura 3 | Representacdo esquemaética das etapas principais da técnica de FISH. A sonda marcada
com o fluorocromo e o DNA alvo sdo desnaturados. Apés a hibridagdo, por complementaridade entre o
DNA alvo e a sonda, a regido cromossOmica de interesse vai permanecer marcada com o fluorocromo,
tornando possivel a analise do sinal de fluorescéncia no microscopio de fluorescéncia. Adaptado de (20).
llustracéo criada no site BioRender.

1.3.1 | Tipos de sondas

A utilizacdo de mais de uma sonda no mesmo material permite a identificacdo de
alteracdes genéticas que podem estar associadas a diferentes neoplasias
hematoldgicas (18). Estas sao classificadas de acordo com a sua sequéncia alvo:

Sondas de sequéncia de cdpia Unica (sondas locus-specific) - usadas para detetar
regides cromossémicas especificas ou genes individuais. Podem ser marcadas com
diferentes fluorocromos e usadas para identificar rearranjos cromossémicos especificos
ou para diagnosticar, em amostras clinicas, a existéncia de um numero de
genes/sequéncias anormais:

e Sondas subteloméricas - hibridam em regides a montante dos telomeros

e Sondas para translocacdes especificas no qual os sinais de hibridacdo da

sonda surgem, geralmente, a verde e vermelho:

- sondas dual fusion: A fusdo dos genes indica um resultado positivo e é
assinalada por um sinal vermelho e um sinal verde individualizados e dois
sinais de fusdo vermelho/verde ou sinais amarelos no caso de sobreposi¢cédo
de sinais.
- sondas break-apart: Uma regido do gene afetada por uma translocacéo é
indicada por um sinal verde separado e um sinal vermelho separado. Uma
delecédo do gene, resultando numa fuséo, é indicada pela perda de um sinal

verde/vermelho.



Sondas de sequéncia repetitiva - permitem a detecdo de DNA satélite ou outros
elementos de DNA repetidos localizados em regiGes cromossdmicas especificas e sédo
utilizadas, preferencialmente, na identificacdo de delecbes ou duplicacBes e de zonas

de quebra, no caso de translocagoes;

Sondas painting - sondas complexas que contém sequéncias especificas para todo
0 cromossoma e sdo utilizadas no estudo de rearranjos complexos, translocacdes e

identificacdo de cromossomas marcadores (15, 18).

2 | Doencas hemato-oncolégicas

As neoplasias hematolégicas, no mundo, s@o responsaveis por 7% dos cancros,
representando aproximadamente 9% na Europa (21). Estas neoplasias séo
frequentemente classificadas em quatro subtipos: Leucemia, Linfoma de Hodgkin (LH),
Linfoma Nao Hodgkin (LNH) e Mieloma Mdiltiplo (MM). Segundo a Organizacao Mundial
de Saude (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 doencas hematolégicas sdo cada vez mais comuns em doentes com idade
avancada. O envelhecimento € um processo complexo influenciado, principalmente,
pela instabilidade gendmica e por fatores ambientais levando a diminuig&do ou perda de
fungcéo de varios Orgdos e ao aumento da suscetibilidade a infecdes e a alteracdes
genéticas carcinogénicas. Assim, com 0 aumento da idade, as células estaminais
hematopoiéticas estdo mais suscetiveis a danos no DNA pela diminuicao da eficacia da
sua reparacdo e mutacfes permanentes resultando em neoplasias hematoldgicas (23-
25).

No geral, quando comparado com 0 sexo masculino, o sexo feminino apresenta um
menor risco e melhor prognéstico em diferentes tipos de cancro e neoplasias
hematoldgicas. O sexo masculino apresenta maior incidéncia e mortalidade de leucemia
com uma incidéncia de 17,6 por 100.000 habitantes e 10,8 por 100.000 habitantes no
sexo feminino, por ano. A taxa de mortalidade € 5% maior no sexo masculino em
comparagdo com o sexo feminino durante os primeiros 5 anos ap6s o diagnostico (26-
28).



Uma maior suscetibilidade do sexo masculino pode ser fundamentada pela
exposicdo ambiental, estilo de vida, epigenética e hormonas sexuais, nomeadamente
0s estrogénios uma vez que estdo descritos na literatura como tendo um papel crucial
na sobrevivéncia das células B e, consequentemente, o sexo feminino apresenta um
maior indice apoptético. A perda do cromossoma Y ou do cromossoma X € mais
frequentemente observada em doentes idosos do sexo masculino com neoplasias
hematoldgicas em comparacdo com o sexo feminino. A presenca destas anomalias
sugere uma maior instabilidade genética das células leucémicas no sexo masculino, o

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

2.1 | Hematopoiese

A hematopoiese é o processo pelo qual os constituintes celulares do sangue sao
continuamente reabastecidos ao longo da vida de um organismo. O sistema
hematopoiético consiste em varias popula¢cdes de células altamente especializadas que

possuem fungdes Unicas (30-32).

As células estaminais hematopoiéticas sdo células indiferenciadas, encontradas
principalmente na medula éssea (MO) e sao caracterizadas pela sua capacidade de
auto-renovacado e producao de varios progenitores que proliferam e diferenciam-se
numa célula progenitora miel6ide ou linféide e, posteriormente, em células sanguineas
maduras (Figura 4) (31, 33).
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Figura 4 | Hematopoiese - Diferenciagdo de células estaminais hematopoiéticas na medula dssea.
llustracéo criada no site BioRender.



2.2 | Classificacao das doencas Hemato-Oncologicas

A abordagem diagndstica em hemato-oncologia deve ser feita de acordo com a
classificacdo dos tumores dos tecidos hematopoiético e linféide da OMS (OMS 2017),
baseada nos dados morfolégicos, imunofenotipicos, genéticos e clinicos. Esta
classificacdo divide as neoplasias quanto ao seu grau de maturac¢do: aguda ou crénica

e consoante a linhagem envolvida: neoplasias mieldides e neoplasias linféides (21, 22)

As neoplasias mieldides estdo divididas de acordo com o grau de maturagdo das
células, proliferacdo celular: normal ou displasica, e quantidade de leucdcitos e de
células imaturas (células blasticas). Incluem as linhagens que dao origem aos
mondcitos, eritrécitos, megacariocitos e granuldcitos (neutréfilos, baséfilos e
eosindfilos). Estas neoplasias incluem, entre outras: Doencas Mieloproliferativas (DMP);
Doencas Mieloproliferativas/Mielodisplasicas (DMP/SMD); Sindromes Mielodisplasicos
e Leucemia Mielbéide Aguda (LMA). (Tabela 3).

As neoplasias linféides sao divididas de acordo com as suas caracteristicas
morfoldgicas e imunofenotipicas e sdo constituidas por trés grupos: Neoplasias de
células B (NCB); Neoplasias de células T e NK (NCT) e Linfoma de Hodgkin (LH) (22,
34).

Tabela 3 | Classificacdo das doencas hemato-oncoldgicas. (OMS, 2017).

Doencas Mieloproliferativas

Doencas Mieloproliferativas / Mielodisplasicas

Sindromes Mielodisplasicos

Neoplasias Mieldides

Leucemia Mieléide Aguda

Neoplasias de células B

Doencas Hemato-oncolbgicas

Neoplasias de células T e NK

Neoplasias Linféides

Linfoma de Hodgkin
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2.3 | Neoplasias Mielodides

Vao ser abordados durante este trabalho trés tipos de leucemia da linhagem miel6ide:

leucemia mieldide crdnica, sindrome mielodisplasico e leucemia mielbide aguda.

2.3.1 | Leucemia Miel6ide Crénica

A Leucemia Mielbide Cronica (LMC) € uma neoplasia mieloproliferativa que resulta
da expanséo clonal de percursores hematopoiéticos mieldides, granulécitos (basofilos,
eosinodfilos e neutréfilos), na medula 6ssea e que se manifesta frequentemente com
leucocitose (aumento do numero de leucdcitos), anemia (diminuicdo do numero de
eritrécitos) e trombocitose (aumento do numero de plaguetas). Segundo o National
Cancer Institute (NIH) a LMC apresenta uma incidéncia 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 doenca apresenta caracteristicas clinicas e evolutivas heterogéneas e é
constituida por trés fases: cronica, acelerada e blastica. E diagnosticada, habitualmente,
na fase cronica, em que apresenta uma elevada proliferagdo de células mieldides com
capacidade de manter a capacidade de diferenciacdo. N&o sendo tratada, esta doenca
pode progredir para a fase acelerada em que é perdida a capacidade de diferenciacdo
e o0 controlo da mesma é cada vez menos eficaz, culminando com a evolugéo para a

fase blastica 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 alteracdo citogenética, o cromossoma
Philadelphia (Ph), que resulta de uma translocacao reciproca, t(9;22)(q34;911), entre os
bragos longos dos cromossomas 9 e 22. Assim, oncogene ABL1 (Abelson Murine
Leukemia), localizado no cromossoma 9, com a funcdo de codificar uma proteina
tirosina cinase (TPK), é translocado para uma regido especifica do gene BCR
(Breakpoint Cluster Region) no cromossoma 22. Do mesmo modo, parte do gene BCR
permanece no cromossoma 22 enquanto que a outra regido € translocada para o
cromossoma 9. Desta translocagdo resulta o gene de fusdo BCR/ABL1, também
designado de Ph com producédo anormal de TPK que causa a desregulacdo de varias
vias de sinalizacdo e, consequente proliferacdo excessiva, resisténcia a apoptose e

outros fatores responsaveis pela oncogénese na LMC (Figura 5) (37-41).
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Cromossoma 9 Cromossoma 9 Cromossoma 9
alterado

Cromossoma 22 Cromossoma 22
Cromossoma 22
alterado
U BCR-ABL
Cromossoma
Philadelphia
Cromossomas normais Quebra dos cromossomas

Figura 5 | Esquema da alteracdo cromoss6mica em doentes com LMC. Da t(9;22) resulta o gene de
fusdo BCR/ABL1, o cromossoma Ph. Adaptado de (42). llustragdo criada no site BioRender.

O gene de fusdo BCR/ABL1 pode ser detetado através da citogenética convencional
pela andlise do cariétipo e por FISH utilizando sondas especificas para os cromossomas

9 e 22 em nucleos interfasicos e em cromossomas metafasicos (Figura 6) (40, 41).
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Figura 6 | a) Cari6tipo de um individuo do sexo feminino com a t(9;22) assinalada a vermelho, resulta
no gene de fusdo BCR-ABL1. b) FISH em cromossomas metafasicos para a t(9;22) com resultado
normal, o padréo de sinal consiste em dois sinais vermelhos (duas cépias normais para o cromossoma 9)
e dois sinais verdes (duas cOpias normais para o cromossoma 22). c¢) FISH em nuicleos interfasicos para
a t(9;22) com resultado indicativo da fusao dos genes BCR (cor verde) e ABL1 (cor vermelha). Adaptado
de (43, 44).

O cromossoma Ph é encontrado em células mieléides da medula 6ssea e em células
nucleadas sanguineas em mais de 90% dos doentes com sintomatologia e achados
clinicos caracteristicos da LMC. Outras alteracbes cromossomicas adicionais sdo

classificadas como alteragbes major ou minor (37).

As alteracOes citogenéticas major estdo associadas a um pior prognéstico e sao
caracterizadas pela trissomia do cromossoma 8, trissomia do cromossoma 19,
isocromossoma do braco longo do cromossoma 17. Em contrapartida as alteracfes
cromossOomicas minor apresentam uma baixa incidéncia e incluem a dele¢do do
cromossoma Y, trissomia do cromossoma 17, trissomia do cromossoma 21, delecdo do

cromossoma 7 e delec&o do cromossoma 17 (Tabela 4) (37, 38, 40, 43).
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Tabela 4 | AlteracGes citogenéticas adicionais na leucemia mieloide crénica e o seu valor
prognoéstico (43).

Prognéstico Alteragdes citogenéticas

Dele¢do do cromossoma Y

Trissomia do cromossoma 17

Trissomia do cromossoma 21

Delecdo do cromossoma 7

Dele¢do do cromossoma 17

Trissomia do cromossoma 8

Desfavoravel Trissomia do cromossoma 19

Isocromossoma do brago longo do cromossoma 17

2.3.2 | Sindrome Mielodisplasico

Os sindromes mielodisplasicos (SMD) sdo um grupo de neoplasias miel6ides que se
caracteriza por hematopoiese clonal ineficaz e displasia numa ou mais linhagens
mieldides, anomalias genéticas recorrentes e citopenias (diminuicdo de um ou mais tipo
de células). Deste modo, verifica-se uma apoptose excessiva dos percursores
hematopoiéticos na medula 6éssea e, consequentemente, uma diminuicao do nimero de
eritrgcitos, leucécitos e plaquetas no sangue periférico. Estes doentes apresentam ainda

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

Os SMD apresentam uma incidéncia de 3 a 4 novos casos por 100 000 habitantes,
por ano, na Europa. Sdo mais frequentes no sexo masculino, particularmente em
pessoas de idade avangada uma vez que cerca de 60% dos doentes ao diagnostico tém

uma idade superior a 70 anos (45).

A classificacdo dos SMD pela OMS é baseada no numero de citopenias e de
linhagens miel6ides com displasia, na presenca/auséncia de sideroblastos no sangue
ou medula, na percentagem de blastos no sangue periférico e em alteracdes
citogenéticas ou moleculares (Tabela 5). O diagnostico de leucemia aguda corresponde

a um numero de blastos na medula superior a 20% (48, 49).
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Tabela 5 | Classificagdo dos sindromes mielodisplasicos e suas caracteristicas. Adaptado de (22, 49,

50)

Tipo de SMD

Caracteristicas

SMD com displasia numa Unica
linhagem

SMD com sideroblastos
em anel

5-10% dos SMD. Ha diminuigdo de um Unico tipo de
células sanguineas sendo a mais comum a anemia
refrataria. O nimero de blastos na medula € inferior a
5%. A maioria dos doentes tém uma sobrevida longa e a
evolucéo para leucemia aguda é muito rara

Muito semelhante a anemia refrataria, mas na medula
sé@o encontrados sideroblastos

SMD com displasia multiplas
linhagens

SMD com excesso de blastos
1

40% dos SMD. Ha diminuicéo de células do sangue e
apresentam displasia; o nimero de blastos € inferior a
5%. Progndstico mais grave, com varias complicacdes e
cerca de 10% destes doentes vém a ter leucemia aguda.

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 ndmero 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 naéo classificavel

Muito raro em que as anomalias encontradas nédo se
enquadram em nenhuma das classifica¢des

SMD com del(5q) isolada

Citopenia refrataria da infancia

Caracteriza-se por anemia e trombocitose; a
percentagem de blastos na medula é inferior a 5%.
Ocorre a delecao no brago longo do cromossoma 5.
Tem um bom progndstico e responde ao tratamento com
imunomoduladores

Tipo de SMD provisoria caracterizada por citopenia
persistente, com <5% de blastos na medula éssea e <2%
de blastos no sangue periférico

Aproximadamente 50% dos doentes com SMD apresentam anomalias citogenéticas
como a monossomia do cromossoma 5 ou 7, trissomia do cromossoma 7 ou 11, delecdo
do braco longo dos cromossomas 5, 7, 12, 13, 17, 20 ou Y, e outros rearranjos
cromossomicos e cariétipos complexos com trés ou mais anomalias. As anomalias mais
recorrentes incluem a delecdo do brago 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 delecdo do braco longo do

cromossoma 5, del(5q), e apresenta um prognéstico favoravel e baixa progressao para
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LMA. O mapeamento citogenético de regides comummente deletadas (RCDs) inclui as
bandas cromossomicas 5931 e 5932-5q33 e identificou genes supressores tumorais na
RCD1 como o EGR-1 (early growth response 1) e CTNNAL (catenin alpha 1) ambos em
5031.2 e na RCD2 como os genes RPS14 (ribosomal protein S14) e SPARC (secreted
protein acidic and cysteine rich) ambos em 5¢933.1 (Figura 7) (50-52).

EGR-1, CTNNAT RCD1

RPS14, SPARC RCD2

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

Anomalias do cromossoma 7, homeadamente monossomia ou delecdo do brago
longo do cromossoma 7, estdo associadas a um prognéstico desfavoravel e sao
relatadas em aproximadamente 10% dos casos de SMD de novo e até 50% de SMD
relacionado a terapia. O cromossoma 7 apresenta trés RCD que incluem as bandas
7q921-922, 7934 e 7935-936 e contém genes envolvidos na leucemogénese. A trissomia
do cromossoma 8 isolada esté descrita em 5% dos doentes com SMD e esta associada

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

A delecao do braco longo do cromossoma 20 esta descrita em 5% dos casos de
SMD. Estes doentes geralmente apresentam um curso clinico indolente quando a
del(20q) é a Unica anomalia cromossomica e ocorre no inicio da doenca. Por outro lado,
estad associada a um prognostico desfavoravel quando detetada posteriormente,

promovendo a progressao para LMA (Tabela 6) (22, 53-56).
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Tabela 6 | Alteragdes citogenéticas no sindrome mielodisplasico e o seu valor prognostico.
Adaptado de (22).

Prognéstico AlteracgOes citogenéticas
Muito favoravel -Y, del(11q)
Favoravel del(5q), del(12p), del(20q)

Duplas, incluindo del(5q)

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

Intermédio Anomalias simples ou duplas ndo especificadas noutros
subgrupos
-7, inv(3), t(3q) ou del(3q)
Desfavoravel Duplas incluindo -7 ou del(7q)

Cariotipo complexo (3 anomalias)

Muito desfavoréavel Cariétipo complexo (>3 anomalias)

2.3.3 | Leucemia Miel6ide Aguda

As LMA tém origem nas células estaminais hematopoiéticas e séo o resultado da
acumulacéo de precursores mieldides (mieloblastos) na medula 6ssea, sangue e outros
tecidos. Apresenta uma incidéncia de 4,3 novos casos por 100 000 habitantes, por ano.
E ligeiramente mais frequente no sexo masculino, e a idade média ao diagnéstico é de
68 anos (57-60).

Diferentes subtipos de LMA estao associados a alteracdes genéticas e moleculares
distintas, sendo o estudo citogenético fundamental no diagndstico, progndstico e
acompanhamento de doentes com LMA uma vez que as alteracdes cromossémicas
estao presentes em 55% destes casos. O diagnostico é baseado numa contagem de
>20% de blastos ou na presenc¢a de anomalias citogenéticas recorrentes (Tabela 7) (22,
60-63).

Tabela 7 | Alteragdes citogenéticas na leucemia mieldide aguda e o seu valor progndstico.
Adaptado de (62, 63)

Prognéstico Alteragdes citogenéticas

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

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

+8, -Y, +6, del(12p)

Intermédio )
Cariétipo normal

-5/del(5q), -7/del(7q), inv(3q), del(9q), t(6;9), t(9;22)
Desfavoravel Cariétipo complexo
Anomalias no 1123, 20q, 21q, 17p
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As anomalias citogenéticas mais comuns associadas a LMA séo (8;21)(q22;922.1),
inv(16)(p13.1922) ou t(16;16)(p13.1;922), t(15;17)(g24.1;921.2) e as translocacbes que
envolvem o ponto de quebra 11g23. Estes rearranjos cromossOmicos estruturais
resultam na formacéao de genes de fusédo que codificam proteinas quiméricas que podem

contribuir para o inicio ou progresséo da leucemogénese (22, 47, 62, 64).

A translocacéo t(8;21)(q22;g22.1) envolve o gene RUNX1 (RUNX family transcription
factor 1) e o gene RUNX1T1 (RUNX1 partner transcriptional co-repressor 1). O gene de
fusdo RUNX1/RUNXLT1 é uma das altera¢cdes cromossémicas mais comuns na LMA.
Esta translocacao é encontrada em 1 a 5% dos casos de LMA, geralmente em doentes
mais jovens e em casos com caracteristicas de LMA com maturacdo granulocitica. A
inv(16)(p13.1 g22) ou t(16;16)(p13.1;922) envolve o gene CBFB (core-binding factor
subunit beta) e o gene MYH11 (myosin heavy chain 11) resultando no gene de fusdo
CBFB-MYH11 detetado em 5 a 8% dos doentes mais jovens e, com menos frequéncia,
em adultos. A t(15;17)(g22;911-12) envolve o gene PML (PML nuclear body scaffold) e
0 gene RARA (retinoic acid receptor alpha), resulta no gene de fusdo PML-RARA e
corresponde a 5 a 8% dos casos de LMA em doentes mais jovens, com menor

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

2.4 | Neoplasias Linfoides

Serdo abordados trés tipos de leucemia da linhagem linféide: leucemia linfatica

cronica, mieloma muiltiplo e linfoma folicular.

2.4.1 | Neoplasias de Células B

2.4.1.1 | Leucemia Linfatica Cronica

A leucemia linfatica cronica (LLC) é uma doenca linfoproliferativa caracterizada pela
acumulacdo progressiva de linfocitos B funcionalmente incompetentes no sangue
periférico, medula dssea e 6rgdos linféides. A LLC apresenta uma incidéncia de 4,1
novos casos por 100 000 habitantes, por ano e é o tipo de leucemia mais comum nos

paises ocidentais. E ligeiramente mais frequente no sexo masculino e a idade média ao
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diagnostico é de 65 anos, com 80% dos doentes assintomaticos no momento do
diagnéstico. Apresenta um curso clinico varidvel desde casos indolentes a doenca

agressiva e com progressao rapida (65-67).

Cerca de 80% dos doentes com LLC apresentam, ao diagndstico, multiplas
anomalias citogenéticas, com diferentes valores de progndstico, sendo as mais comuns
del(13q), trissomia 12, del(11q) e del(17p) (Tabela 8) (68-70).

Tabela 8 | AlteragGes citogenéticas na leucemia linfatica crénica e o seu valor progndéstico. Adaptado
de (69, 70).

Prognéstico Alteracdes citogenéticas
Favoravel Carittipo normal
del(13q)
Intermédio +12, del(6q)
Cariétipo normal
Desfavoravel del(17p), del(11q), +14q

Cari6tipo complexo

A delecao do braco longo do cromossoma 13, del(13g14) é a alteracdo citogenética
mais comum, encontrada em cerca de 55 a 60% dos casos e estd associada a uma
evolucéao clinica favoravel quando detetada isoladamente. A regido deletada causa a
perda de dois microRNAs reguladores, miR15a e miR16-1 (ambos localizados em
13q14.2), responsaveis por inibir a transi¢éo no ciclo celular da fase GO para G1 e inibir
a expressdao da proteina anti-apoptética BCL2 (BCL2 apoptosis regulator). Deste modo,
doentes com a delegdo 13q14 apresentam uma sobre-expressdo de BCL2 culminando
na desregulacdo de genes que regulam o ciclo celular e na evasdo a apoptose. A
delecdo 13q afeta ainda o gene RB1 (RB transcriptional corepressor 1), localizado,
igualmente, em 13g14.2 e envolvido no controlo do ciclo celular e na regulacdo da

transcrigao (71-73).

A trissomia do cromossoma 12 é considerada a segunda alteracdo cromossémica
mais frequente sendo observada em 10 a 20% dos doentes com LLC e geralmente
ocorre numa fase inicial da doenca. A sobre expressao do gene MDM2 (MDM2 proto-
oncogene) localizado em 12qgl15 promove a degradacdo do gene supressor tumoral
TP53 (tumor protein p53) levando a desregulacdo do ciclo celular. O gene NOTCH1
(notch receptor 1) esta associado a esta trissomia uma vez que se encontra sobre
expresso, promovendo a sobrevivéncia celular e induzindo a resisténcia a apoptose (71,
74, 75).
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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 estd associada a uma rapida progressao da doenca. A regido
deletada inclui o gene supressor tumoral ATM (ATM serine/threonine kinase), localizado
em 11922.3 e envolvido na reparacao de danos no DNA, regulacdo do ciclo celular e
apoptose e o0 gene BIRC3 (baculoviral IAP repeat containing 3) localizado em 11922.2

e implicado na apoptose (71, 76).

A del(17p) € observada em 3 a 10% dos doentes com LLC, no entanto fatores como
a progressao da doenca e o tratamento (quimioterapia refrataria), podem elevar esta
percentagem para 30%. Esta delecdo provoca a perda do gene TP53, e a sua inativacao
pode ser causada pela sobre expressdo de MDM2, estando associada a um progndstico
desfavoravel (75, 77, 78).

2.4.1.2 | Mieloma Multiplo

O Mieloma Multiplo (MM) é uma neoplasia de células plasmaticas ou plasmaécitos
(células B na fase final de diferenciacédo) e que se caracteriza pela proliferacdo de
plasmaocitos monoclonais que transportam imunoglobulinas ndo funcionais designadas
de proteina monoclonal ou proteina M. O MM apresenta uma incidéncia 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 hematolégicas. Sdo mais

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

O MM é derivado, em cerca de 30% a 50% dos casos de uma neoplasia benigna das
células plasmaticas, a gamopatia monoclonal de significado indeterminado (GMSI), a
qual pode ser sucedida pela etapa intermédia, de Mieloma Mdltiplo Indolente (MMI), e

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

Os eventos genéticos iniciais ou primarios podem ser detetados na GMSI e divididos
em hiperpléides e ndo hiperdipléides. Nos eventos hiperpldides o aparecimento do
tumor é caracterizado pela presenca de trissomias dos cromossomas 3, 5, 7, 9, 11, 15,
19 e 21 e monossomia dos cromossomas 13,14,16 e 22. Nos eventos nao hiperpléides
as translocacdes sao frequentes e representam cerca de 40-50% dos eventos primarios
no MM. Estas translocacdes 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 regides
como 11913 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 delecdo parcial 13q14 é descrita em cerca de 50% dos casos de
MM e inclui o gene RB1. Outras anomalias citogenéticas como a delecao do braco curto
dos cromossomas 1 e 17, translocacBes envolvendo o gene MYC (MYC proto-
oncogene, bHLH transcription factor) localizado em 8924, e ganhos no ramo longo do

cromossoma 1 estdo associadas a progressao da doenca (Tabela 9) (83, 86, 87).

Tabela 9 | Alteragdes citogenéticas no mieloma multiplo e o seu valor progndstico. Adaptado de (87).

Prognéstico Alteracdes citogenéticas

Cariotipo normal

Favoravel t(11;14), t(6;14)

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

Desfavoravel P
Cari6tipo complexo

2.4.2 | Linfomas Nao 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 LFinclui-se nos LNH e consiste no LNH de baixo grau mais frequente uma vez que
constitui cerca de 35% dos linfomas. Apresenta uma maior incidéncia no sexo masculino

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

Aproximadamente 85% dos doentes com LF apresentam a t(14;18). Esta
translocagéo envolve o gene IGH localizado em 14932 e o gene BCL2 localizado em
18g21 e vai levar a sobre expressao do BCL2 que, sendo uma proteina anti-apoptética
vai levar a inibicdo da apoptose. Neste tipo de linfomas podem ocorrer alteracdes
citogenéticas secundarias como as del(1p), del(17p), del(6qg), del(10g) e ganhos do
cromossoma 1, 7, 8 e X ou do ramo curto do cromossoma 12 e 18, associadas com a

progressao da doenca (89, 90).
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O presente relatorio foi efetuado no Laboratorio de Genética do Centro Hospitalar de
Tras-os-Montes e Alto Douro (CHTMAD), em Vila Real, no @mbito da unidade curricular
de “Estagio” para a obtencdo do grau de Mestre em Genética Clinica Laboratorial pela

Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra.

1 | Diagnéstico citogenético em hemato-oncologia

O principal objetivo deste estagio consistiu na obtencdo de experiéncia em
diagnéstico em genética clinica laboratorial, nomeadamente diagndstico citogenético
hemato-oncologico pela aplicagéo e realizagdo autonoma de técnicas de citogenética
convencional e molecular em amostras de sangue periférico e medula 6ssea:

v' Realizagdo de culturas celulares, manipulagéo, espalhamento, bandagem (G, C,
NOR);

v ldentificagdo, organizagao e andlise de cariétipos e a sua respetiva classificagéo
citogenética;

v' Realizagdo da técnica de Hibridacgéo in situ fluorescente (FISH);

v" Analise e interpretacdo de resultados.

2 | Integracao na rotina laboratorial

O segundo objetivo deste estagio prendeu-se com a integracdo na rotina do
Laboratério de Genética do CHTMAD tendo sido realizadas, sob supervisdo e em
paralelo com o objetivo principal, outras técnicas em amostras para diagnostico pré-

natal, pés-natal e oncoldgico.

Durante o primeiro més foi-me proporcionada a integragdo na rotina do laboratorio
nas varias vertentes do diagnostico pela aprendizagem dos protocolos. Posteriormente,
realizei numa semana em cada més, durante os 9 meses, todas as técnicas
laboratoriais, rececao e triagem de amostras, preparacdo de reagentes, execucado de

bandas, arquivos de amostras, extracéo e quantificacdo de DNA.

No decorrer deste estagio tive a oportunidade de orientar 10 alunos no Projeto
Ciéncia Viva realizado no Laboratério de Genética do CHTMAD, durante os meses de
Julho e Agosto e participei ainda no projeto de implementacdo da metodologia de

Sequenciacdo de Nova Geracédo (NGS) em Oncologia, em Agosto de 2021.
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Capitulo 3 | Materiais e Métodos
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O objetivo do Laboratério de Genética do CHTMAD ¢é realizar a analise por
citogenética convencional, citogenética molecular e genética molecular em diferentes
tipos de amostras. Todo o procedimento esta bem definido pelo Laboratério e consiste
em receber as amostras, triar e dar entrada das mesmas no sistema informatico do
hospital (Clindata), associando-as a um numero do Laboratério de Genética - GE e a
um ndmero interno consoante o tipo de amostra. As técnicas de diagndstico séo
executadas com base no solicitado pelo clinico e estdo descritas na folha de colheita de
cada amostra. O Laboratério valida os resultados consoante 0s seus critérios de

validagéo, elabora e disponibiliza o respetivo relatorio que é enviado ao médico.

Neste relatorio de estagio foram realizadas, em aproximadamente 200 amostras, as
técnicas mencionadas e posteriormente selecionadas 53 dessas amostras
anonimizadas de individuos com diferentes tipos de leucemia: LMC, SMD, LMA, LLC,
MM e LF, 33 de medula 6ssea (MO) e 20 de sangue periférico (SP) cuja analise

citogenética esta representada nas tabelas a seguir representadas.

Para a analise 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 nao foi realizada cultura celular
uma vez que era apenas solicitada a andlise por citogenética molecular sendo realizada
unicamente a técnica de FISH em linfocitos nédo cultivados (LNC) (Anexo [). Na
totalidade das amostras (n=53), foi realizada a técnica de FISH, sendo que, em 35
destas foi efetuada, cumulativamente, a analise por citogenética convencional, o
bandagem GTL (Tabela 10).

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

Protocolo efetuado

Lel-JncF:acr)nia Amostra ;—rlr?c?s(tjrz Ilupl?u?s o —

Coltnovge(;nceict)I r?:I FISH

1 SP - - v

2 SP - 5 v

3 SP = 5 v

4 MO Direta 4 v

LMC > SP - . Y
6 MO Direta v v

7 MO Direta v v

8 MO Direta v v

9 MO Direta v v

10 MO Direta v v

SMD 11 MO Direta v v
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12 MO Direta v v
13 MO Direta v v
14 MO Direta v v
15 MO Direta v v
16 MO Direta v v
17 MO Direta v v
18 MO Direta v v
19 MO Direta v v
20 SP Direta i v
21 MO Direta v v
22 SP Direta v v
23 MO Direta v v
LMA 24 MO Direta v v
25 MO Direta v v
26 MO Direta v v
27 SP Direta v v
28 MO Estimuladores v v
29 SP Estimuladores - v
30 SP Estimuladores - v
31 SP Estimuladores - v
32 SP Estimuladores - v
LLC 33 MO Estimuladores - v
34 SP Estimuladores v v
35 SP Estimuladores - v
36 SP Estimuladores - v
37 SP Estimuladores - v
38 MO Direta v v
39 MO Direta v v
40 MO Direta v v
41 MO Direta v v
42 SP Direta R v
MM 43 MO Direta v v
44 MO Direta v v
45 MO Direta v v
46 MO Direta v v
47 SP Direta - v
48 MO Estimuladores v v
49 SP Estimuladores - v
50 MO Estimuladores v v
-F 51 SP Estimuladores - v
52 MO Estimuladores v v
53 SP Estimuladores - v
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1 | Material Biologico

As amostras utilizadas no decorrer deste estagio nas quais foram aplicadas as
diferentes técnicas citogenéticas consistram em amostras anonimizadas e
excedentarias. O material biolégico de cada individuo era recolhido para tubos de
heparina e enviado para o Laboratério 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 identificacdo das amostras,
estabelecimento e manutencdo da cultura, manipulacéo celular, bandagem e analise

cromossomica (11).

2.1| Culturas Celulares

O estudo dos cromossomas usando técnicas de citogenética convencional requer
células em divisao ativa e manipulacdo para obtencdo de cromossomas metafasicos
tanto em culturas diretas como em células estimuladas para se dividirem aquando a
cultura (11, 13).

As culturas de células hemato-oncolégicas devem ser realizadas em condigfes
rigorosas de assepsia para evitar a contaminacdo da amostra e, consequentemente,
devem cumprir requisitos como o nivel de CO; de 5% para manutenc¢éo do pH entre 7,2
a 7,4, humidade de 97%, culturas de suspensdo e um sistema aberto para permitir

trocas gasosas com o0 meio envolvente (13).

Para amostras de leucemia, no Laboratério 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. S&o usados dois meios de cultura basicos (para assegurar
a qualidade e a obten¢&o de um resultado) aos quais sdo adicionados soro vitelo fetal e

L-glutamina, antibioticos, estimuladores mitéticos e fatores de crescimento.
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Consoante a informacdo clinica de cada amostra é realizada uma cultura celular

direta ou com estimuladores (Tabela 11).

Tabela 11 | Indicagao clinica e tipo de culturas realizadas

Indicagao clinica Tipo de cultura

Leucocitose

Pancitopenia

GMSI

Leucemia Miel6ide Crénica

Trombocitose

Bicitopenia CulturadiretaDe C
Cultura sincronizada S

Leucemia Mieléide Aguda

Sindrome Mielodisplasico

Eosinofilia

Policitemia Vera

Anemia

Mieloma

Leucemia Linfatica Crénica

Prolinfocitica .
Cultura com estimuladores

Linfocitose v ID-I1L2 + DSP30
v T-TPA

Linfomas

Leucemia Linfatica aguda

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

2.1.1 | Culturas Diretas

A cultura direta tem como objetivo a visualizagcéo de células em divisdo espontéanea.
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. Sao
efetuadas 3 culturas em suspensao: duas culturas diretas com 1h15 de incubacéo, tubo
C e tubo D que diferem no lote do meio K-max (Karyomax) e o tubo S, cultura

sincronizada, com 17h de incubagdo em meio RPMI1640. (Anexo Il) (Figura 8).
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— Tubo C

Incubar 1h15
J\¥ mm
_J Tubo D
Incubar 1h15
SEMENTEIRA
Tubo S

— Incubar 17h

Figura 8 | Culturas celulares diretas e sincronizadas - sementeira e tempo de incubagéo.

2.1.1.1| Sincronizagéao

A sincronizagao celular € um procedimento iniciado aquando da cultura direta, no
tubo S, de forma a que as células que se encontram em divisao fiquem estabilizadas
numa fase do ciclo celular e reiniciem o ciclo de forma sincronizada obtendo assim um
elevado numero de células em metéfase. Deste modo, € adicionado metotrexato (MTX)
gue vai induzir a paragem e, consequentemente, acumulacéo 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 linfécitos B que néo se
encontram em divisdo ativa. A IL2 (interleukin 2) é conjugada com DSP30 (CpG-
oligonucleotide) e sédo responsaveis pela proliferacdo dos linfécitos B pela reducdo da
apoptose celular enquanto que o TPA (12-O-Tetradecanoylphorbol-13-acetate) é

utilizado para a estimulagdo mitogénica (13).

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

Sao efetuadas 2 culturas em suspensado com meio k-max: tubo ID e tubo T com 72h de
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incubac&o. A cultura ID s&o adicionados estimuladores, nomeadamente 1L2 conjugada
com DSP30 e a cultura T é adicionado TPA (Anexo Ill) (Figura 9).

L2
DSP30

. Tubo ID
)\ 500 pL IL2 + 100 pL DPS30
I\ Incubar 72h

SEMENTEIRA

L 75 L
Incubar 72h

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

2.2 | Manipulagao Celular

A paragem do ciclo celular quer de células em divisdo espontanea quer em divisdo
sincronizada € crucial para a identificagdo e andlise dos cromossomas. Assim, a
manipulacdo celular consiste na paragem das células em metafase, tratamento

hipotdnico, fixacdo e espalhamento para posterior bandagem e analise (Figura 10) (11).

\

fixador

Inibidor Solugdo Fixador Espalhamento
mitético hipoténica

Figura 10 | Representagdo esquematica do processo de manipulacédo celular. Adaptado de (11).
llustragdo criada no site BioRender.

2.2.1| Colcemide

O colcemide € um inibidor mitético utilizado no decorrer da cultura com as células em
divisdo que vai impedir a formagdo do fuso acromatico e, consequentemente, a

separacdo dos cromatideos irmdos na anéfase, interrompendo o ciclo celular em
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metafase. Uma maior exposicdo a esta solugcdo possibilita, por um lado, um maior
namero de metafases mas, por outro lado, vai encurtar os cromossomas, ficando mais
condensados. Aquando a adicdo deste inibidor mitético é necessario ter em
consideracao 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 doenca (11, 13)
(Tabela 12).

Tabela 12 | Quantidade e tempo de exposi¢cdo ao colcemide consoante o tipo de cultura

Tipo de cultura Tubos de cultura Quantidade Tempo de exposicao
Cc 3 gotas 1h15min
DUTHELE D 3 gotas 30min

sincronizada

S 2 gotas 20min

Estimuladores IDeT 1 gota 17h

2.2.2 | Solugao hipoténica

7

O tratamento hipotonico é realizado ap0s exposicdo ao colcemide. A solugéo
hipotdnica por ter uma concentracao salina inferior ao citoplasma celular é pré-aquecida
a 37°C facilitando a entrada da agua, via osmose, nas células, turgindo-as. Esta é uma
etapa fundamental para o correto espalhamento dos cromossomas permitindo uma
menor sobreposicdo, melhor visualizacao e analise dos mesmos. O tempo de exposi¢ao
a solugd@o hipotonica, solucdo de cloreto de potéssio (KCI), € critico, dado que um
elevado tempo de exposi¢do vai provocar a lise das células e um reduzido tempo de
exposicao ndo vai turgir as células resultando num espalhamento de baixa qualidade
(11, 13).

O tempo de exposicdo e concentracdo da solucdo hipoténica 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 exposi¢do € de 15 minutos e a
concentracdo 0,0075M. Na cultura sincronizada a concentracdo da solucao hipotonica

€ de 0,06M e o tempo de exposi¢cdo 20 minutos.
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2.2.3 | Fixador

A solucao de fixador é composta por metanol absoluto e acido acético glacial e é
utilizada para parar a acao da solucdo hipoténica pela remocéo de agua das células,
precipitando e desnaturando proteinas e acidos nucleicos (as membranas e a cromatina
ficam mais endurecidas) melhorando assim a morfologia dos cromossomas. E utilizada
numa proporcao 3:1, 3 partes de metanol para 1 parte de acido acético, preparada de
fresco e armazenada no frio aguando da sua adicdo as células. Sdo efetuadas 3
lavagens com o fixador: a primeira adicdo deve ser feita sob agitacdo do vortex,
lentamente, para que ndo haja a formagé&o de coagulos e perda de células metafésicas,
e as duas restantes podem ser adicionadas mais rapidamente uma vez que as células

ja se encontram fixadas (11).

2.2.4 | Espalhamento

O espalhamento € a Ultima etapa da manipulacao celular e consiste em colocar duas
gotas de de suspensao celular (10uL cada) numa lamina para posterior coloragédo e
andlise. Esta etapa € muito importante uma vez que um bom espalhamento vai permitir
uma boa analise cromossémica com metafases suficientes, bem espalhadas pela
lamina e com pouca sobreposicdo cromossOmica e desprovidas de citoplasma. Para
iSs0 é necessario ter em conta alguns fatores como a humidade, temperatura e tempo

de duragédo da evaporagéo (11).

Quando o fixador comeca a espalhar-se e a evaporar as células entram em contacto
com a lamina, rebentam, e os cromossomas ficam espalhados. Posteriormente, as
laminas sao postas numa placa de aquecimento a 60°C e visualizadas num microscépio
de contraste de fases para a analise da qualidade do espalhamento. As laminas séo

entdo colocadas, durante a noite, numa estufa & mesma temperatura até a bandagem.

2.3 | Técnica de bandagem GTL

Na bandagem GTL é utlizada uma enzima proteolitica, a tripsina, que vai digerir 0s
cromossomas, desnaturando as proteinas cromossoOmicas e, assim, permitir a distincdo
das diferentes bandas cromossomicas através da coloracdo com corante de Leishman.
E obtido um padrdo alternado de bandas escuras e bandas claras ao longo do

comprimento dos cromossomas permitindo a sua identificacdo. As bandas escuras
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contém DNA rico em adenina-timina, que correspondem a regides de heterocromatina
enguanto as bandas claras séo ricas em guanina-citosina que correspondem a regiées
ricas em genes. O tempo de exposicdo a tripsina é um fator crucial uma vez que uma
elevada exposicdo vai proporcionar um padrao de bandas demasiado translicido e
pouco tempo de exposi¢do a bandas demasiado escuras e indistinguiveis (91).

Apbs a exposicdo a tripsina as laminas sdo cuidadosamente lavadas em solucéo
salina e tampdo GURR, coradas, e novamente lavadas em tampdo GURR e agua

destilada como descrito no protocolo do laboratério (Anexo 1V).

2.4 | Anélise microscoépia

Apbs a bandagem, as laminas sdo analisadas num microscépio de campo claro
(Leica DM4000B) e as metafases captadas pelo sistema de andlise de imagem
computorizado, Cytovision. ApGs a captagdo de, pelo menos 20 metafases, o0s

cromossomas sao organizados em cariogramas e analisados.

3 | Citogenética Molecular — FISH

A técnica de FISH permite, através da hibridagdo de uma sequéncia de DNA alvo
com uma sonda marcada com fluorescéncia, a detegcéo de regides especificas do DNA
e a analise interfasica ou metaféasica de alteragbes cromossOmicas numéricas ou

estruturais (19).

O procedimento do estudo por citogenética molecular, mais precisamente pela
técnica de FISH, inclui o envelhecimento das laminas, desnaturacéo do DNA, hibridacéo
da sonda com o DNA alvo, lavagens po6s hibridacéo, detecédo ou contraste e a analise

cromossomica (Figura 11) (Anexo V).
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1) Desnaturagdo do DNA "2) Hibridagao da sonda com o DNA alvo

Sonda fluorescente marcada
e
(=] iy gy, T
(3) Lavagens pés hibridagio 4) Detegdo 5 Analise cromossomica
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Figura 11 | Representacdo esquematica da técnica de FISH. Adaptado de (11). llustra¢é@o criada no site
BioRender.

3.1 | Espalhamento e Envelhecimento das amostras

O espalhamento deve ter as condi¢des ideias de humidade e temperatura uma vez
gue a concentracdo de nucleos interfasicos, na lamina, vai influenciar a acumulacgéo de

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

Apbs o espalhamento, as laminas sédo colocadas numa placa de aguecimento a 60°C
durante, pelo menos, 15 minutos, a envelhecer, com o objetivo de obter uma melhor

morfologia e marcagéo da sonda.

3.2 | Preparacédo das sondas

Sédo utilizadas sondas consoante o tipo de leucemia (Tabela 13). Estas estdo
conservadas a -20°C e sdo descongeladas aproximadamente 15min antes da sua

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

Tipo de Leucemia Painel de sondas
Leucemia mieldide crénica t(9;22)
Sindrome mielodisplasico del5q; del7q; +8; del20q
Leucemia mieléide aguda t(15;17); inv(16)
Leucemia linfatica cronica +12; dell13q; delllq; dell7p
Mieloma multiplo dell3q; dell7p; t(4;14); t1(11;14)
Linfoma folicular t(14;18)

3.3 | Desnaturacdo da sonda e do DNA alvo

A desnaturacdo da sonda juntamente com o DNA alvo é denominada
codesnaturagdo e consiste em colocar, aproximadamente, 3uL da sonda sob a
suspensao celular na lamina previamente espalhada e envelhecida. Seguidamente é
colocada uma lamela e cola para evitar a sua evaporacao. A lamina é, posteriormente,
colocada sob uma placa de aquecimento com tempo e temperatura variaveis consoante

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

3.4 | Hibridacéo

Uma vez desnaturadas, ocorre a hibridacao cujo objetivo é a ligacdo da sonda ao
DNA alvo da amostra, consoante a sua complementaridade. Assim, as laminas sao

colocadas numa camara himida e escura durante a noite a 37°C.

3.5 | Lavagens pos-hibridagao

Apo6s a hibridacdo, e de forma a evitar sinais inespecificos e remover o excesso de
sonda que néo se ligou ao DNA alvo da amostra, séo feitas lavagens em soluc¢des de

diferentes concentracdes, temperaturas e tempo, consoante a casa comercial da sonda.
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3.6 | Contraste

Apbs as lavagens e a secagem da lamina durante 2 minutos, é feita a detecdo com
o objetivo de criar um contraste entre o sinal da sonda e o complemento cromossémico.
Assim, vai possibilitar a andlise da hibridacdo entre sonda e o DNA da amostra, sendo
a cor do contraste, DAPI (diamidino-2-phenylindole) diferente da de fluorescéncia,
permitindo a detecéo do sinal. Sdo adicionados, aproximadamente, 4uL de DAPI sobre
a lamina, esta é coberta por uma lamela e colocada numa caixa de aluminio a 4°C

durante, pelo menos, 15 minutos, até a sua analise.

3.7 | Analise microscopica

A analise microscoépica e contagem de sinais da hibridacdo da sonda com o DNA
alvo é realizada num microscopio de epifluorescéncia, num lugar resguardado da luz.
Para cada sonda sao analisados 200 nucleos pelo geneticista clinico laboratorial. Os
ndcleos analisados para cada sonda sdo captados no microscoépio através do sistema

Cytovision.
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Capitulo 4 | Resultados e Discusséao
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1 | Caracterizag&o das amostras

No presente relatério de estagio foram selecionadas 53 amostras anonimizadas e
excedentarias com suspeita de neoplasia hematol6gica. Destas, 29 amostras (55%)
revelaram a presenca de alteragBes citogenéticas caracteristicas de neoplasias
hematolégicas e em 24 amostras (45%) ndo foi detetada nenhuma alteracdo

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

45%
Presenca de alteracdes
citogenéticas

Auséncia de alteracdes
citogenéticas
55%

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

1.1 | Idade

No presente relatorio de estagio foram selecionadas 53 amostras de individuos,
sendo a idade minima de 22 anos e a idade méaxima de 88 anos. A faixa etaria dos 71
aos 80 anos apresenta uma maior frequéncia, representando 30% das amostras (16
amostras) enquanto que apenas 4 individuos tém idades compreendidas entre os 20 e

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

4% 2%

= 20-30
= 31-40
= 41-50

51-60
= 61-70
= 71-80
= 81-90

Figura 13 | Representacédo da idade categorizada dos 53 individuos analisados.
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Quando efetuada a analise estatistica para os individuos com alteractes
citogenéticas caracteristicas de neoplasias hematol6gicas e resultado FISH positivo,
num total de 29 casos, a média de idades é de 67 anos, e a categoria que apresenta

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

O Laboratério de Genética do CHTMAD recebe, diariamente, amostras
hematoldgicas de Lamego, Chaves e Vila Real, regides caracterizadas por populacdes
mais envelhecidas. No entanto, e apesar da baixa amostragem, a média de idades de
67 anos esta de acordo com o descrito na literatura de uma idade média ao diagndstico
de 65 anos (24, 25).

1.2 | Sexo

No presente relatorio de estigio das 29 amostras de individuos com resultado
citogenético caracteristico de neoplasia hematoldgica, 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

incidéncia de casos no sexo masculino (Figura 14).

38%

62% M

Figura 14 | Representacgéo do sexo dos individuos nas 29 amostras com anomalias cromossdémicas
caracteristicas de neoplasia hematolégica.

1.3 | Andlise 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 metafésicos,
realizar bandagem, captacdo de imagens para posterior organizacdo e montagem de

cariogramas no sistema de andlise 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,
razao pela qual o numero e qualidade de metafases nesta cultura ser mais reduzida.
Estas culturas apresentam a vantagem de ser possivel em, aproximadamente, 24h fazer
a analise e reportar o resultado para auxiliar o clinico na decisao terapéutica, no entanto
e uma vez que as células se encontram em divisdo espontanea em diferentes fases do

ciclo celular, pode néo ser possivel a obtencdo de metafases com resolugéo.

A cultura sincronizada é crucial nestes casos para a obtencdo de metafases com
melhor resolucdo. Nas culturas celulares sincronizadas, por adigdo do bloqueador do
ciclo celular, MTX, da-se a acumulagdo das células na fase G1/S, permitindo a sua
sincronizacdo e a obtencdo de um maior nimero de metafases nesta cultura, com
cromossomas mais distendidos e resolugéo de bandas superior (Figura 15).

A B

Figura 15 | Cariotipos com bandas GTL de um individuo do sexo feminino sem alteragdes
cromossomicas (46,XX). a) cultura direta; b) cultura sincronizada mostrando uma resolugdo de bandas
superior.

Do mesmo modo, na cultura com estimuladores as células vao progredir no ciclo
celular e véo ser estimuladas, aumentando o seu indice mitético e permitindo uma maior
resolugcdo de bandas e alongamento dos cromossomas. No entanto, com esta
metodologia, a analise cromossomica sO é possivel 96h apds a entrada da amostra,
sendo a emissao de resultados mais tardia relativamente as outras leucemias (Figura
16).
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Figura 16 | Cari6tipo com bandas GTL resultante de uma cultura com estimuladores pertencente a
um individuo do sexo masculino com suspeita de LLC, sem alteragdes cromossomicas (46,XY).

Na técnica de bandagem o tempo de tripsina € crucial para uma boa coloracao e para
um padrao alternado de bandas escuras e bandas claras ao longo dos cromossomas

permitindo a sua identificacéo (Figura 17).

Figura 17 | Metafase com bandagem GTL apresentando um bom espalhamento e boa qualidade de tempo
de exposigao a tripsina num individuo com suspeita de mieloma madltiplo.

Para que seja considerada a existéncia de um clone é necesséria a identificacao de
no minimo, 2 metafases com a mesma alteragdo de estrutura e 3 metafases com a
mesma alteragcdo numeérica. S&o observadas e analisadas, sempre que possivel e dos

diferentes tubos de cultura, 20 metafases por amostra.

A técnica de FISH tem vantagens pela sua rapida execucao, capacidade da detecéo

de rearranjos (como pequenas delecbes e translocacdes) que a citogenética
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convencional ndo consegue detetar e o facto de ndo necessitar de células em divisédo
uma vez que é realizada em nucleos interfasicos. Guidelines indicam que um resultado
citogenético pode ser considerado positivo quando a percentagem de ndcleos

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

No presente trabalho a andlise 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 clinico laboratorial ao microscépio de

fluorescéncia 200 nucleos interfasicos para cada sonda utilizada em cada amostra.

2 | Neoplasias mieldides

Neste trabalho foram selecionadas 27 amostras com suspeita de neoplasia mieléide,
entre elas, 10 amostras de leucemia mieldide crénica, 10 amostras de sindrome

mielodisplasico e 7 amostras com suspeita de leucemia aguda.

2.1 | Leucemia mieldide cronica

Foram selecionadas 10 amostras de individuos com indicacéo clinica de LMC
(leucocitose, trombocitose, anemia, etc). Nestas, foram feitas 6 culturas diretas em MO
e néo foi realizada cultura celular nas restantes 4 amostras de SP. Uma vez que estes
individuos apresentam anemia é usual que o clinico ndo solicite a andlise por
citogenética convencional sendo mais frequentemente realizada a técnica de FISH em
nucleos interfasicos de linfécitos nao cultivados, permitindo que a emissao de resultados

seja mais rapida uma vez que nao € efetuada cultura celular.

Em 6 amostras foi detetada a translocacdo entre o cromossoma 9 e o cromossoma
22 (amostras n° 2, 3, 5, 6, 9 e 10) por FISH e em 3 destas foi solicitada e realizada a
andlise por citogenética convencional que confirmou a t(9;22). Nos restantes casos ndo

foram encontradas anomalias citogenéticas (Tabela 14).
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Tabela 14 | Resultados da analise citogenética nos casos com indicagao clinica de leucemia

mieléide crénica

Caso Idade ;rinp(;)sgr(; Resultado CC Resultado FISH
1 77 SP . Neg t(9;22)
2 68 SP . Pos 1(9;22) (67%)
3 78 SP - Pos t(9;22) (20.5%)
4 58 MO 46,XX[20] Neg (9;22)
5 31 SP . Pos 1(9;22) (83,5%)
6 68 MO 46,XY,1(9;22)(q34;911)[20] Pos t(9;22) (76.5%)
7 87 MO 46,XY[20] Neg (9;22)
8 75 MO 46,XY[20] Neg t(9;22)
9 68 MO 46,XY,1(9;22;16)(q34;911;p13)[3]/46,XY[17] Pos t(9;22)
10 45 MO 46,XY,1(9;22)(q34;911)[19]/46,XY[1] Pos 1(9;22) (80%)

Nas amostras 6, 9 e 10, foram realizadas culturas diretas e sincronizadas a partir das
amostras de medula 6ssea que revelaram a translocagéo entre o cromossoma 9 e 22.
Particularmente, na amostra n°6 de um individuo do sexo masculino com 68 anos, esta

translocacéo foi detetada nas 20 metafases analisadas (Figura 18).
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Figura 18 | Amostra 6 - Cariotipo 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)(g34;q11)[20].
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A analise por FISH com a sonda t(9;22)(ABL1;BCR) confirmou esta translocagdo em

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

Figura 19 | Amostra 6 - Técnica de FISH em nucleos interfasicos com a sonda de sequéncia Unica
para a marcacdo dos cromossomas 9 (vermelho) e 22 (verde). A translocacéo é evidenciada pela fuséo
dos dois sinais (amarelo) nuc ish(ABL1,BCR)x3(ABL1 con BCRx2)[153/200].

Na amostra n® 9 de um individuo do sexo masculino com 68 anos que apresentava
suspeita de LMC, a analise por citogenética convencional revelou uma translocagéo
envolvendo os cromossomas 9, 22 e 16. O primeiro evento foi a t(9;22) com a formagéo
do cromossoma Filadelfia e o que estaria no cromossoma 9 foi translocado para a parte

terminal do brago curto do cromossoma 16 (16p13). (Figura 20)
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Figura 20 | Amostra 9 - Cariétipo com bandas GTL de uma amostra do sexo masculino com a
t(9;22;16) representada com setas e esquema representativo do rearranjo com 0s cromossomas envolvidos
e respetivos ideogramas. 46,XY,t(9;22;16)(q34;911;p13).

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

observados 2 sinais de fusdo (Figura 21A) e um padrdo normal no cromossoma 16

(pontos de quebra pl13 a q22) (Figura 21B).
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Figura 21 | Amostra 9 a) Técnica de FISH em metafase com a sonda de sequéncia Unica para a
marcacgdo dos cromossomas 9 (vermelho) e 22 (verde). A translocacao é evidenciada pela fusdo dos
dois sinais (amarelo) no cromossoma 22. Os cromossomas envolvidos na translocacdo estao
representados. b) Técnica de FISH em metafase com a sonda para o cromossoma 16 evidenciando a
auséncia de anomalias citogenéticas.

Cerca de 95% dos individuos com LMC apresentam a t(9;22)(q34;q11). Destes, entre
5% a 10% apresentam translocacdes 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 esta envolvido na t(9;22)(q34;922), apenas foi
encontrado um caso que envolvia 0s 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 geracdo. Estes rearranjos no cromossoma 16 afetam o gene
MYHL11 localizado em 16p13, uma miosina implicada na migracéo celular, adesédo e com

outras fun¢Bes implicadas na carcinogénese (95-97).

48



2.2 | Sindrome Mielodisplasico

Foram selecionadas 10 amostras com indicacdo clinica de SMD (anemia,
trombocitopenia, pancitopenia, etc). Foram realizadas culturas diretas na totalidade das
amostras, em 9 destas foi feita a andalise 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 delecdo do cromossoma 5 e 20, trissomia do
cromossoma 8 e monossomia do cromossoma 7, perda do cromossoma Y e outras
anomalias menos comuns (amostras n° 11, 14, 15, 18, 19 e 20) e nas restantes quatro

amostras nao foram detetadas anomalias citogenéticas (Tabela 15).

Tabela 15 | Resultados da anélise citogenética nos casos com indicagéo clinica de sindrome
mielodisplésico.

Tipo de
Caso Idade amostra Resultado CC Resultado FISH
Pos #20 (12,5%)
11 78 MO 45,X,-Y[8]/46,XY,del(20)(q11.2)[2]/46,XY[10] 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
Pos #5 (50%)
14 83 MO 46,XX,del(5)(q12033)[10]/46,XX[10] neg #7,8.20
Pos #20 (77%)
15 56 MO 46,XY,del(20)(q11.2)[12]/46,XY[8] 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
Pos #8 (13%);
18 85 MO 46,X,-Y,+8,del(11)(g23.3)[10]/46,XY[10] neg #5,7,20
N . . Pos #7 (81%);
19 83 MO 45,XY,-7,t(11;21)(q13;0922)[15]/46,XY[5] neg #5,8.20
20 56 Sp Pos #20 (68,5%)

—_— neg #5,7,8

Na amostra n® 11 de um individuo do sexo masculino com 78 anos foi realizada uma
cultura celular a partir da amostra de medula 6ssea que revelou, em 8 metafases, a
perda do cromossoma Y e em 2 metafases a delecdo de parte do braco longo do

cromossoma 20. No total foram analisadas 20 metafases (Figura 22).
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Figura 22 | Amostra 11 - Cariétipo 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 sequéncia Unica para
os cromossomas 5931 (EGR1), 7g31 (MET), 20q12 (D20S108) e centromérica para o
cromossoma 8 (D8Z2). A andlise por FISH revelou um padrdo normal para os
cromossomas 5, 7 e 8. No cromossoma 20 detetou um sinal em 12,5% dos nucleos

analisados (Figura 23).

Figura 23 | Amostra 11 - Técnica de FISH em nucleos interfasicos com a sonda de sequéncia Unica
para o cromossoma 20. Foi detetado um sinal para 20q12 (vermelho) e dois sinais para a regido controlo
(verde). nuc ish(D20S108x1)[25/200],(EGR1,MET,D8Z2)x2[200].
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A perda do cromossoma Y esta associada com o aumento da idade, no entanto é
uma anomalia comum em doentes com SMD e, quando isolada, esta associada a um
progndstico muito favoravel. A del(20q) esta descrita em 5% dos casos de SMD e est4
associada com um progndstico menos favoravel quando detetada posteriormente,
apresentando uma maior progressao para LMA (51).

A amostra n® 19 pertence a um individuo do sexo masculino com 83 anos que foi
internado com anemia grave, astenia e anorexia e o0 medulograma revelou 44% de
blastos na medula 6ssea. Apresentava pancitopenia associada ao SMD e foi
diagnosticado com LMA juntamente com alteragcbes genéticas de alto risco. Foi
realizada a andlise por citogenética convencional huma cultura direta e sincronizada a
partir da amostra de medula 6ssea. A analise do cariotipo revelou, em 15 metafases,
monossomia do cromossoma 7 e uma translocacao reciproca entre o0s bragos longos do

cromossoma 11 (q13) e o cromossoma 21 (q22) (Figura 24).
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Figura 24 | Amostra 19 - Cariétipo com bandas GTL, resultante de uma amostra do sexo masculino
com monossomiado #7 e com at(11;21) representada com setas. 45,XY,-7,t(11;21)(q13;922)[15]/46,XY[5].

Foi aplicada a técnica de FISH com sondas especificas para SMD. A analise por
FISH confirmou, em 81% das células analisadas, a monossomia do cromossoma 7
(figura 25 B) e revelou um padrédo normal para os cromossomas 5, 8 e 20 (Figura 25 A,
CeD).

Figura 25| Amostra 19 - Técnica de FISH em nucleos interfasicos com sondas especificas para SMD.
a) dois sinais para 5q31.2 (verde) e para a regido controlo (vermelho); b) um sinal para 7q31 (vermelho) e
a regido controlo (verde); c¢) dois sinais para o centrémero 8 (vermelho); d) dois sinais para 20g12
(vermelho) e regido controlo (verde). nuc ish(METx1)[162/200],(EGR1,D822,D20S108)x2[200].
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A monossomia do cromossoma 7 € a segunda alteracdo citogenética mais
frequentemente detetada no SMD. A t(11;21)(q13;q22) estd descrita na literatura em
apenas trés casos e, num caso, a translocacao foi detetada num doente com leucemia
aguda com evolucao de SMD, a semelhanca deste caso. O gene de fusdo (RUNX1-
LRP16), resultante desta translocacdo, foi identificado em estudos recentes,
confirmando a relevancia da sua investigacdo no mecanismo de leucemogénese, uma
vez que o gene de fusdo RUNX1 esta descrito como um dos genes mais frequentemente

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

2.3 | Leucemia Miel6ide Aguda

Foram selecionadas 7 amostras com indicacéo clinica de LMA (bicitopenia, anemia,
hepatoesplenomegalia, etc). Em todas estas foram realizadas culturas diretas, andlise
por citogenética convencional e FISH. Em 3 amostras foram detetadas anomalias
associadas a LMA como a t(15;17), inv(16) e outras anomalias (amostras n° 21, 23, 27),

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

Tabela 16 | Resultados da andlise citogenética nos casos com indicagao clinica de leucemia
mieléide aguda.

Caso Idade ;-rir?(;)s(tjrz Resultado CC Resultado FISH
21 78 MO 46,XY ,1(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 ,1(15;17)(q24;921)[11)/46,XY[3] e t(nl(félimg%%%)
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)(p13922)[7]/46,XX[1] o [vls (200 5153)

neg t(15;17)

No caso n° 21 de um individuo do sexo masculino com 78 anos, com a informacao
clinica de bicitopenia e hepatoesplenomegalia, a cultura celular a partir da amostra de
medula 6ssea revelou, em 19 metafases, a translocacéo entre parte do braco longo do
cromossoma 19 e parte do braco longo do cromossoma 21. No total foram analisadas

20 metafases (Figura 26).
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Figura 26 | Amostra 21 - Caridtipo 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,1(19;21)(q13.2;922)[19]/46,XY[1].

Foi aplicada a técnica de FISH com a sonda para a inversaol/translocacéo 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 nlcleo interfasico com a sonda para o
cromossoma 21. Foram detetados dois sinais para 2122 (vermelho) e dois sinais para o cromossoma 13
(verde). nuc ish(D13S1574;D21S1444)x2[200].
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A analise por citogenética convencional da amostra n°® 23 de um individuo do sexo
masculino com 23 anos revelou, em 11 metafases, a translocacdo entre o0s

cromossomas 15 e 17 (figura 28).
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Figura 28 | Amostra 23 - Cari6tipo com bandas GTL de uma amostra do sexo masculino com a
t(15;17) representada com setas. 46,XY,t(15;17)(q24,;921)[11]/46,XY[3].

A técnica de FISH foi efetuada para o painel de sondas de LMA: sonda para a
inversdol/translocacdo 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 nucleos com dois sinais de fuséo, representativos da t(15;17) (Figura 29)

Figura 29 | Amostra 23 - Técnica de FISH em nlcleos interfasicos com a sonda para a
t(15;17)(PML/RARA). Foram detetados dois sinais de fusdo representativos da t(15;17).
nuc ish(PML;RARA)x3(PMLconRARAX2)[165/200].
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At(15;17)(g24;921) € uma alteragéo citogenética comum na LMA que resulta no gene
de fusdo PML-RARA e estéd associada com um bom prognéstico, quando isolada (60,
64).

A 1(19;21)(q13.2;922) esta descrita na literatura em apenas 2 casos, um caso de um
individuo do sexo masculino com 74 anos diagnosticado com pancitopenia e LMA que
esteve exposto a radiagéo de alto nivel proveniente de explosdes nucleares durante ou
apés a Segunda Guerra Mundial e outro caso de LMA com t(19;21)(ql3;922) e
eosinofilia de um individuo com 58 anos admitido com anemia e temporariamente

classificado com sindrome mielodisplasico de significado incerto (101, 102).

Anomalias citogenéticas detetadas em 21g22 podem envolver o gene RUNX1 e
estdo associadas com a hematopoiese. As transloca¢des cromossémicas envolvendo
este gene estdo bem documentadas e tém sido associadas a varios tipos de leucemia,

nomeadamente leucemia mieldide aguda (60).

A translocacdo detetada, na amostra 21, envolve os mesmos pontos de quebra que
estdo descritos na literatura, com diagndstico de LMA. Este caso em particular evidencia
a importancia da andlise por citogenética convencional em combinacdo com a técnica
de FISH na detecdo de anomalias cromossémicas pouco descritas uma vez que a
técnica de FISH teve um resultado negativo para o painel de sondas comumente
utilizado na LMA.

3 | Neoplasias linfoides

Neste trabalho foram selecionadas 26 amostras com suspeita de neoplasia linfoide,
entre elas, 10 amostras de leucemia linfatica crénica, 10 amostras de mieloma multiplo

e 6 amostras com suspeita de linfoma folicular.

3.1 | Leucemia Linfatica Cronica

Foram selecionadas 10 amostras com indicacao clinica de LLC. Na totalidade destas
amostras foram feitas culturas com estimuladores, em 2 amostras foi feita a anélise por
citogenética convencional e a técnica de FISH foi efetuada em todas as amostras. Em
6 amostras foram detetadas anomalias associadas a LLC como a trissomia do
cromossoma 12 (em mosaico no caso 28), delecdo nos cromossomas 11, 13 e 17 (todos
por FISH, casos n° 28, 30, 31, 33, 35 e 36), nos restantes 4 casos nao foram detetadas

anomalias no cariotipo e no FISH (Tabela 17).
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Tabela 17 | Resultados da analise citogenética nos casos com indicagao clinica de leucemia linfatica
cronica.

Tipo de

Caso Idade amostra Resultado CC Resultado FISH
Pos #12 (53,5%)

28 57 MO 47,XX,+12[15)/46,XX[5] neg #11.13.17
29 80 SP Neg #11,12,13,17

Pos #17 (93%), #13 (63%);
W SIE — neg #11,12

Pos #13 (91.5%)

= i = —_— neg #11,12,17
32 88 SP Neg #11,12,13,17

Pos #12 (39%);

<) e 9 e neg #11,13,17
34 55 SP 46,XX[20] Neg #11,12,13,17

Pos #13 (14%);

35 63 SP _ neg #11,12,17

Pos #17 (70%)

36 65 SP I neg #11,12,13
37 88 SP Neg #11,12,13,17

A amostra n°28 de um individuo do sexo feminino com 57 anos, apresentava a
informacéo clinica de suspeita de LLC para inicio de tratamento de quimioterapia. A
andlise por citogenética convencional revelou, em 15 metafases, a trissomia do
cromossoma 12 estando associada a um progndstico intermédio. No total foram

analisadas 20 metafases (Figura 30).
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Figura 30 | Amostra 28 - Cariotipo com bandas GTL, de uma amostra do sexo feminino com trissomia
do cromossoma 12, representada com setas. 47,XX,+12[15]/46,XX[5].
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Foi aplicada a técnica de FISH com as sondas de sequéncia Unica para a regido ATM
(11g22.3), RB1 (13g14) e TP53 (17p13.1) e para a regiao centromeérica do cromossoma
12 (D12Z3). Observaram-se 53,5% dos nucleos com trés sinais para a sonda do
cromossoma 12 (Figura 31). Para as restantes sondas ndo foram detetadas anomalias
citogenéticas tendo sido obtido um resultado normal. Foram observados 200 nlcleos

por sonda.

Figura 31 | Amostra 28 - Técnica de FISH em metafase e nucleo interfasico com a sonda para o
cromossoma 12. Foram detetados trés sinais para a sonda centromérica do cromossoma 12 (vermelho).
nuc ish(D1223X3)[107/200],(ATM,RB1,TP53)X2[200].

Na amostra n°30 pertencente a um individuo do sexo masculino com 73 anos, com
a informacdo clinica de suspeita de LLC, foi realizada uma cultura com estimuladores.
Observou-se, em 93% dos nucleos interfasicos analisados, apenas um sinal para o
cromossoma 17 e em 63% dos nucleos, igualmente, 1 sinal para o cromossoma 13. As
sondas para os cromossomas 11 e 12 revelaram um resultado normal. Foram

observados 200 nucleos por sonda (Figura 32).

Figura 32 | Amostra 30 - Técnica de FISH em nacleos interfasicos e metafase com sondas especificas
para LLC. a) um sinal para 13q14 (vermelho) e dois sinais para a regido controlo (verde); b) um sinal para
17p13.1 (verde) e dois sinais para 11922.3, (vermelho).

nuc ish(RB1x1)[126/200],(TP53x1)[186/200],(ATM,D12Z3)X2[200].
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A delecao do braco longo do cromossoma 13, del(13g14) é a alteracdo citogenética
mais comum detetada em LLC e, isoladamente, esta associada a um bom prognéstico.
Apesar da baixa amostragem, das 6 amostras com resultado positivo para LLC, 3
amostras apresentam um resultado positivo para esta dele¢éo, corroborando com os

resultados encontrados na literatura (67, 73).

A delecédo do cromossoma 17, del(17p13.1), compromete o gene supressor tumor
TP53 e esta anomalia esta associada a um prognéstico desfavoravel e € 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 multiplo

Foram selecionadas 10 amostras com indicacao clinica de MM. Na totalidade destas
amostras foram efetuadas culturas diretas, em 8 amostras foi feita a analise por
citogenética convencional e a técnica de FISH foi efetuada nas 10 amostras. Em 5
amostras foram detetadas anomalias associadas & LLC como a delecdo dos
cromossomas 13 e 17, translocacao (4;14) e translocacgéo (11;14) (casos n° 39, 42, 43

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

Tabela 18 | Resultados da anélise citogenética nos casos com indicacgdo clinica de mieloma multiplo.

Caso Idade Tipo de Resultado CC Resultado FISH
amostra
38 81 MO 46,XX[20] Neg #13,17,t(4;14),t(11;14)
Pos #13 (28.5%), #11 (40.5%)
39 69 MO 46,XX[20] neg #17.1(4;14)
40 79 MO 46,XY[20] Neg #13,17,1(4;14),1(11;14)
41 64 MO 46,XX[20] Neg #13,17,1(4;14),1(11;14)
Pos t(11;14)(17,5%)
S = — 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),1(11;14)
Pos #13 (26%), #11 (23%);
45 75 MO 46,XY[20] neg #17.1(4;14)
46 67 MO 46,XX[20] Neg #13,17,t(4;14),t(11;14)

Pos t(11;14) (28,5%),
47 71 SP 3 sinais #14 (24,5%),
pos #13 (60%), pos #17 ( 37,5%)
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A cultura celular na amostra n°39 de um individuo do sexo feminino com suspeita de
MM revelou, nas 20 metafases, um cariotipo normal. No entanto, foram observadas 3

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

Foi aplicada a técnica de FISH com as sondas de sequéncia Unica para 0s
cromossomas 13 (RB1), 17 (TP53), para a t(4;14)(FGFR3;IGH) e t(11;14)(CCND1;IGH).
Observaram-se 28,5% dos nucleos com delecéo da regido 13q14 (RB1) (figura 33A) e
42,5% dos nucleos apresentavam trés sinais para o cromossoma 11 com a sonda da
t(11;14) (figura 33B) (Figura 33).

A

Figura 33 | Amostra 39 - Técnica de FISH em nucleos interfasicos com sondas especificas para MM.
a) um sinal para 13q14 (vermelho) e dois sinais para a regido controlo (verde); b) trés sinais para o
cromossoma 11 (verde) e dois sinais para o cromossoma 14 (vermelho).

nuc ish(CCND1x3;IGHx2)[81/200],(RB1x1)[57/200],(FGFR3,IGH,TP53x2)[200]

Nesta amostra, & semelhanca do que ocorreu na amostra n°45, a técnica de FISH
detetou alteragBes citogenéticas ndo encontradas pela citogenética convencional,
nomeadamente a trissomia do cromossoma 11 e a dele¢do do cromossoma 13. Esta
delecdo pode nédo ter sido visualizada no caridtipo devido a fraca qualidade das
metafases e a delecdo ser pequena. Observaram-se também neste caso 3 poliploidias,
gue podem explicar a trissomia do cromossoma 11. Este caso comprova a
complementacdo entre CC e técnica de FISH no estudo genético para predizer
respostas ao tratamento e prognostico em individuos com suspeita de diagnéstico de
MM.

Na amostra n°47 foi realizada a técnica de FISH onde se observou em 60% dos
nucleos a delecéo da regido 13g14 (RB1) (Figura 34A) e a dele¢do do cromossoma 17
(TP53) em 37,5% dos nucleos (Figura 34B). Adicionalmente foram observados 28,5%
dos ndcleos com um sinal de fusé@o para a t(11;14), com a presenca de trés sinais para
o cromossoma 14 (Figura 34C). A presenca de nucleos com trés sinais para a sonda
IGH foi confirmada com a sonda da t(4;14) em 24,5% dos nucleos observados (Figura
34D).
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Figura 34 | Amostra 47 - Técnica de FISH em nucleos interfasicos e metafases com sondas
especificas para MM. a) um sinal para 13g14 (vermelho) e dois sinais para a regido controlo (verde); b)
um sinal para o cromossoma 17 (vermelho) e dois sinais para a regido controlo (verde); c) metafase com
um sinal de fusdo para a t(11;14), com trés sinais para o cromossoma 14 (vermelho) e dois sinais para o
cromossoma 11 (verde); d) metafase com trés sinais para o cromossoma 14 (vermelho) e dois sinais para
0 cromossoma 4 (verde).

nuc ish(FGFR3x2;IGHx3)[49/200],(CCND1 con IGHx1)[121/200],(TP53x1)[75/200].

A delecao parcial do cromossoma 13 esta descrita em 50% dos casos com MM e a
trissomia do cromossoma 11 esta associada ao aparecimento do tumor e envolve o
gene CCND1 cuja sobre expressado esta associada a um prognéstico desfavoravel e é
detetada em 25 a 50% dos casos de MM. A delec&o do bracgo curto do cromossoma 17
esta relacionada com a perda do gene supressor tumoral TP53 estando associada a um
prognostico desfavoravel e a t(11;14), quando isolada, est4 associada a um progndstico
favoravel (79, 80, 83, 85, 87, 103).

A amostra 47 apresenta um caritipo complexo uma vez que apresenta mais de 3
anomalias citogenéticas, estando correlacionada com instabilidade cromossémica e a

um prognéstico desfavoravel (104).
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3.3 | Linfoma Folicular

Foram selecionadas 6 amostras com indicacao clinica de Linfoma ndo Hodgkin de
novo e suspeita de Linfoma Folicular. Em 3 amostras foi feita a andlise por citogenética
convencional e a técnica de FISH foi efetuada nas 6 amostras. Em 3 amostras foram
detetadas anomalias associadas ao LF como a translocacdo (14;18) e a delecdo do
cromossoma 6 (casos n° 49, 52 e 53), nos restantes casos ndo foram detetadas

alterac@es citogenéticas (Tabela 19).

Tabela 19 | Resultados da andlise citogenética nos casos com indicagédo clinica de linfoma folicular

Tipo de

Caso Idade amosira 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)(q21025)[5]/46,XY[15] Pos #6 (32%)
53 85 SP - Pos t(14;18) (20,5%)

Na amostra n°49 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 nucleos, dois sinais de
fuséo, significando a presenca da translocagéo entre os cromossomas 14 e 18 (Figura
35).

Figura 35 | Amostra 49 - Técnica de FISH em metafase com a sonda para a translocagédo (14;18). A
translocacéo é evidenciada pela fusdo dos dois sinais.
nuc ish(IGH;BCL2)x3(IGHconBCL2x2)[38/200].
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A analise por citogenética convencional na amostra n°52, de um senhor com 85 anos
e com a informacédo clinica de macroglobulinemia de Waldestron e linfoma folicular
revelou, em 5 metafases, a delecao de parte do brago longo do cromossoma 6 (banda
211 a g25) (Figura 36).
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Figura 36 | Amostra 52 - Caridtipo com bandas GTL de uma amostra do sexo masculino com a
del(6)(q21g25) representada com setas e esquema representativo do rearranjo com 0 cromossoma
envolvido e respetivo ideograma. 46,XY,del(6)(q21q25)[5]/46,XY[15]

Foi aplicada a técnica de FISH com a sonda para 623 que confirmou a delegdo em

32% dos nucleos analisados (Figura 37).

Figura 37 | Amostra 52 - Técnica de FISH em nucleos interfasicos com a sonda para a delegdo do
cromossoma 6. A delecdo é evidenciada pela presenca de apenas um sinal, representado com a seta.
nuc ish(MYBx1)[16/50].

A t(14;18) esté presente em 85% dos casos dos individuos com LF de acordo com a
literatura (89). A macroglobulinemia de Waldestron é uma doenca linfoproliferativa de
células B caracterizada pela acumulacédo de células monoclonais na medula 6ssea e
nos tecidos linfaticos periféricos e representa aproximadamente 2% de todas as
neoplasias hematoldgicas, estando associada com uma idade mais avancada. Nenhum
gene suscetivel foi ainda identificado, mas alguns loci suscetiveis foram mapeados no
cromossoma 6p21.3 e aproximadamente metade dos doentes apresentam a dele¢éo 6q

nas células tumorais (89, 105).
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O Laboratério de Genética do CHTMAD ¢é um laboratério certificado pela 1SO
9001:2015 que da resposta a amostras para diagndstico pré-natal, pés-natal, hemato-
oncologia e tumores soélidos na area da citogenética convencional, citogenética

molecular e genética molecular.

Sendo um Laboratério que recebe muitos e diferentes tipos de amostras
provenientes de varios hospitais do Distrito, as diferentes técnicas realizadas no
Laboratério encontram-se bem definidas e estabelecidas. A analise em citogenética
convencional e molecular em amostras de hemato-oncologia € crucial no diagndstico,

orientagdo clinica, deciséo terapéutica e avaliagdo do prognostico.

A andlise por citogenética convencional é considerada fulcral em todas as
leucemias recém-diagnosticadas, devido a sua utilidade no diagnostico, classificacéo e
prognostico. A andlise do caridtipo permite a detecdo de anomalias que ndo sao
detetadas pela técnica de FISH uma vez que séo usados painéis de sondas especificos
para cada tipo de leucemia dirigidas as alteragfes 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 identificagdo dos cromossomas e
rearranjos quando foi realizada a hibridagdo 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 andlise FISH para o painel de sondas
dirigido as alteragbes mais comuns na LMA foi negativa. Deste modo, a andlise
citogenética pela organizacdo e classificacdo das metafases em cariogramas é de

extrema relevancia no diagnéstico de doentes com neoplasias hematolégicas.

Da mesma forma, a técnica de FISH superou algumas das desvantagens da
citogenética convencional, como o baixo indice mitético e a resolugdo de bandas de
baixa qualidade apresentando uma maior rapidez na emissdo de resultados. Em
neoplasias hematoldgicas, o FISH é usado como uma ferramenta indispensavel para a
detecdo de rearranjos estruturais, como translocacdes, inversdes, insercdes e
microdelecdes, tendo aumentado a eficiéncia e a precisédo da analise do cari6tipo. Nas
amostras 39 e 45, de individuos com mieloma mdltiplo a andlise por FISH revelou

alteracdes citogenéticas que ndo foram detetadas por citogenética convencional.

A bandagem G tem sido a técnica mais usada na rotina do Laboratério para a detecao
e caracterizacdo de alteragcdes gendmicas estruturais e numéricas no diagnéstico clinico
em cancro. Em amostras de oncologia a andlise por genética molecular e FISH é crucial

na orientacao terapéutica.
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Assim, a analise por citogenética convencional juntamente com a técnica de FISH
revelaram um salto quantitativo no diagndéstico, sendo fundamentais no estudo genético
de doentes com anomalias citogenéticas pouco descritas, na predicao de respostas ao
tratamento e no prognostico e na detecdo de alteracbes cromossémicas relevantes e

pouco descritas no diagndstico de doengas hemato-oncolégicas.

O desenvolvimento de técnicas de sequenciacao de nova geracdo (NGS) tem vindo
a tornar-se numa ferramenta importante nas avaliacbes laboratoriais de neoplasias
hematolégicas. O NGS consiste na primeira metodologia na qual se tornou possivel a
detecdo de substituicbes de bases, pequenas insercbes e delecdes, bem como
alteracdes no numero de cépias ao nivel de um exao ou gene inteiro sendo esta
metodologia aplicada para analisar a composi¢cdo genética de tumores e de doencas

hemato-oncoldgicas.

Esta técnica é crucial para a sequenciacdo de alto rendimento de grandes e
pequenas regides gendmicas na detecdo de mutagdes associadas a terapia recorrendo
a painéis de genes especificos. Dependendo da doenga, os dados mutacionais podem
ser usados para facilitar o diagnéstico, informar o prognéstico, orientar a selecado da
terapia ou monitorizar a doenga. A integracao destes dados em perfis morfologicos,
imunofenotipicos e citogenéticos atuais de neoplasias hematolédgicas vai permitir uma
melhor compreenséo da leucomogénese, avaliar a estratificagdo de risco ou identificar

potenciais alvos terapéuticos e fornecera maior precisdo no diagnostico dos doentes.

Todos os objetivos propostos foram alcancados tendo sido realizada a analise por
citogenética convencional e molecular em, aproximadamente, 200 amostras de hemato-
oncologia com o objetivo da obtengéo de experiéncia em genética clinica laboratorial,
nomeadamente diagnadstico citogenético hemato-oncoldgico pela aplicagcédo de técnicas
de citogenética convencional e molecular em amostras de sangue periférico e medula
0ssea nomeadamente: culturas celulares, manipulacdo, espalhamento, e andlise por

citogenética convencional e FISH.

No decorrer deste estagio adquiri conhecimentos tedricos e praticos e
competéncias na area da Genética Clinica Laboratorial tendo integrado a rotina do
Laboratorio 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 atribuida uma
menc¢ao honrosa. Assim, com este estagio adquiri competéncias pessoais, humanistas
e profissionais que me tornaram numa pessoa mais capaz, huma profissional mais
responsavel e rigorosa agradecendo, mais uma vez, a toda a equipa pela

disponibilidade, apoio e inspiracao.
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Anexo | — Protocolo de Linfécitos ndo cultivados

Solucdes:

v" Solucgéo de cloreto de potassio (0,075M): dissolver num baldo volumétrico de 1
litro 5,69 de cloreto de potassio em 1L de 4gua destilada e reservar no frigorifico
a 4°C;

v" Colcemide na concentracéo final de 10 pug/mL;

v Fixador na proporcao 3:1 — metanol:acido acético, preparado de fresco.

Tubos LNC:

1) Na camara 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 agitacdo do vortex, adicionar lentamente a solugcdo hipoténica
previamente aquecida:

3) Incubar no banho-maria a 37°C durante 15 min;

4) Centrifugar a 2000 rpm (rotacdes por minuto) durante 4 minutos;

5) Rejeitar o sobrenadante;

6) Na hotte e sob agitacdo do vortex, adicionar lentamente o fixador;

7) Centrifugar a 2000 rpm durante 4 minutos;

8) Rejeitar o sobrenadante;

9) Repetir a adi¢do do fixador mais trés vezes

10) Decantar totalmente o sobrenadante

11) Proceder ao espalhamento.

Espalhamento:

1) Ressuspender o sedimento;

2) Colocar 1 gota de 2 pL de suspensdo celular num local identificado na lamina

3) Secar a lamina numa placa de aguecimento a uma temperatura de 60°C e
identificar devidamente a mesma,;

4) Deixar a lamina envelhecer 15 minutos na placa até efetuar a técnica de FISH.
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Anexo Il — Protocolo de culturas diretas e sincronizadas

Solucdes:

v" Meio k-max previamente dividido em aliquotas de 5mL;

v" Meio de cultura especifico para sangues RPMI1640: frasco de 100 mL congelado
e dividido em aliquotas de 5 mL;

v" Meio de cultura RPMI1640: dividir em aliquotas de 45 mL um frasco de 500 mL
em forma liquida, adicionar 5 mL L-glutamina, 05 mL de
penicilina/estreptomicina, 0.5 mL de kanamicina;

e L-glutamina, 200 mM: em forma sélida, reconstituida com 10 mL de 4gua
destilada e dividida em aliquotas de 5 mL;

¢ Penicilina/estreptomicina, 10000 U/10000 pg/ml: dividir em aliquotas de
0.5 mL um frasco de 20 mL congelado;

e Kanamicina, 10 mg/mL: dividir em aliquotas de 0.5 mL um frasco de 20
mL congelado;

v" Meio de cultura RPMI1640 completo: adicionar 7 mL de soro de vitelo fetal (SVF)
inativado a 45 mL de meio RPMI e dividir em aliquotas de 5 mL;

v' Metotrexato: num tubo esterilizado dissolver 5 mg de metotrexato em 2 mL de
agua estéril (solucdo A). Seguidamente, efetuar as seguintes diluicdes: Solucdo
B — 0.1 mL da solucdo A a 9.9 mL de agua destilada e Solu¢gdo C — 1 mL da
solucdo B a 9 mL de 4gua destilada;

v' Timidina, 0.3 pug/mL: num tubo esterilizado dissolver 2.4 mg de timidina em 5 mL
de meio de cultura completo (preparar no préprio dia);

v" Solucgéo de cloreto de potassio (0,075M): dissolver num baldo volumétrico de 1
litro 5,69 de cloreto de potassio em 1L de dgua destilada e reservar no frigorifico
a 4°C;

v" Solugéo de cloreto de potassio (0.06M): dissolver num baldo volumétrico de 1
litro, 4.48 g em 1L de agua destilada e reservar no frigorifico a 4°C;

v" Colcemide na concentracdo final de 10 pg/mL;

v" Fixador na proporcéo 3:1 — metanol:acido acético, preparado de fresco.
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Tubos C e D:

1)

2)
3)
4)

5)

6)
7
8)
9)

Na camara 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;

Com uma seringa de 1 mL, adicionar 3 gotas de colcemide apenas ao tubo C;
Fechar os tubos e homogeneizar cuidadosamente;

Abrir ligeiramente os tubos e incubar na estufa a 37°C e 5% CO;, com uma
inclinacdo de 30°;

Apbs 45 min e com uma seringa de 1 mL adicionar 3 gotas de colcemide apenas
ao tubo D;

Incubar 30 min a 37°C e 5% CO,, mantendo a inclinagéo de 30°;

Colocar a centrifugar a 2000 rpm durante 4 min;

Rejeitar o sobrenadante;

Na hotte e sob agitagdo do vortex, adicionar lentamente a solugéo hipotonica

previamente aquecida.

10) Incubar no banho-maria a 37°C durante 15 min;

11) Centrifugar a 2000 rpm durante 4 min;

12) Rejeitar o sobrenadante;

13) Na hotte e sob agitacao do vortex adicionar lentamente o fixador;

14) Centrifugar a 2000 rpm durante 4 min;

15) Rejeitar o sobrenadante;

16) Repetir a adigéo do fixador por mais duas vezes;

17) Decantar totalmente o sobrenadante;

18) Proceder ao espalhamento.

Tubo S (cultura sincronizada):

1)

2)
3)

4)

Na camara 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;

Fechar o tubo e homogeneizar levemente;

Abrir ligeiramente o tubo e incubar na estufa a 37°C e 5% CO,, com uma
inclinacdo de 30°;

Adicionar as 16h 2 gotas de MTX (solucado C) com uma seringa de 1 mL;
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5)
6)

Incubar 17 horas na estufa a 37°C e 5% CO,, com uma inclinagéo de 30°.

Centrifugar os tubos a 2000 rpm durante 4 min;

7) Preparar a timidina;

8) Na hotte decantar o sobrenadante;

9) Na cémara de fluxo laminar adicionar 5 mL de meio de cultura RPMI1640

completo ao tubo S;

10)
11)
12)
13)
14)
15)
16)
17)
18)
19)
20)
21)
22)
23)
24)
25)

Adicionar ao tubo S 1 gota de timidina com a seringa de 1 mL;

Incubar na estufa a 37°C e 5% CO_, com uma inclinacéo de 30°;

Apos 5 horas, adicionar, ao tubo, 2 gotas de colcemide com a seringa de 1 mL;
Incubar na estufa a 37°C e 5% CO,, mantendo a inclinacéo de 30°;
Centrifugar a 2000 rpm durante 4 min;

Rejeitar o sobrenadante;

Na hotte e sob agitacdo do vortex, adicionar lentamente a solugéo hipotonica;
Incubar no banho-maria a 37°C durante 20 min;

Centrifugar a 2000 rpm durante 4 min;

Rejeitar o sobrenadante;

Na hotte e sob agitacdo do vortex adicionar lentamente o fixador;

Centrifugar a 2000 rpm durante 4 min;

Rejeitar o sobrenadante;

Repetir a adi¢cdo do fixador mais duas vezes;

Decantar totalmente o sobrenadante;

Proceder ao espalhamento.

Espalhamento:

1)
2)
3)

4)

Ressuspender o sedimento;

Colocar 2 gotas de 10 uL de suspenséo celular em 2 locais diferentes da lamina
Secar as laminas sobre uma placa de aquecimento a uma temperatura de 60°C,
até a lamina estar seca e, assim que possivel, identificar devidamente as
mesmas;

Colocar as laminas na estufa a 60°C, até a realizacdo da bandagem

(normalmente, no dia seguinte).

XXX



Anexo Il — Protocolo de culturas com estimuladores

Solucdes:

Meio k-max previamente dividido em aliquotas de 5mL;

v' Solucéo de trabalho: TPA, 5 ug/mL: adicionar uma aliquota de TPA (50 ug/mL)
a 0.9 mL de meio de cultura completo;
e TPA, 50 pg/mL: num falcon de 50 mL esterilizado dissolver 1 mg de TPA
em 20 mL de etanol absoluto e dividir em aliquotas de 10 mL;
v' DSP30, 2 uM: num tubo esterilizado dissolver o contetido do vial em 5 mL de
agua destilada e dividir em aliquotas de 120 pL;
v' Solugéo de trabalho: IL2, 0.2 ug/mL: num tubo esterilizado diluir uma aliquota de
IL2 (5 ug/mL) em 6 mL de meio completo e dividir em aliquotas de 0.5 mL
e L2, 5 pg/mL: dividir em aliquotas de 250 uL vial com 1 mL.
v' Solucgédo de cloreto de potassio (0,075M): dissolver num baldo volumétrico de 1
litro 5,69 de cloreto de potassio em 1L de 4gua destilada e reservar no frigorifico
a 4°C;
v" Colcemide na concentragao final de 10 pg/mL;
v" Fixador na proporcéo 3:1 — metanol:acido acético, preparado de fresco.
TuboIDeT:

1) Nacémara de fluxo laminar, com a micropipeta adicionar 500 uL de IL2 e 100 pL
de DSP30 ao tubo ID; ao tubo T adicionar 75 pL 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 37°C e 5% CO,, com
uma inclinacéo de 30°;

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 37°C e 5% CO,, com
uma inclinacao de 30°;

8) Centrifugar a 2000 rpm durante 4 minutos;

9) Rejeitar o sobrenadante;
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10)
11)
12)
13)
14)
15)
16)
17)
18)
19)

Na hotte e sob agitac@o do vortex adicionar lentamente a solug¢éo hipoténica;
Incubar no banho-maria a 37°C 15 minutos;

Centrifugar a 2000 rpm 4 minutos;

Rejeitar o sobrenadante;

Na hotte e sob agitacdo do vortex, adicionar lentamente o fixador;
Centrifugar a 2000 rpm 4 minutos;

Rejeitar o sobrenadante;

Repetir a adicdo do fixador mais duas vezes;

Decantar totalmente o sobrenadante;

Proceder ao espalhamento.

Espalhamento

1)
2)
3)

4)

Ressuspender o sedimento;

Colocar 2 gotas de 10 pL de suspenséo celular em 2 locais diferentes da lamina
Secar as laminas sobre uma placa de aquecimento a uma temperatura de 60°C,
até a lamina estar seca e, assim que possivel, identificar devidamente as
mesmas;

Colocar as laminas na estufa a 60°C, até a realizacdo da bandagem

(normalmente, no dia seguinte).
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Anexo IV — Protocolo da bandagem GTL

Solucbes

v

Solucgédo salina — Cloreto de Sédio (NaCl) a 0,9%: dissolver 9 g de NaCl em 1
litro de agua destilada;
Solucao de trabalho de tripsina: num coplin adicionar 60 mL de solugéo salina e
0.5 mL de tripsina;
e Solugéo de Tripsina: num baldo volumétrico de 100 mL, dissolver 1.25 g
de tripsina em agua destilada e distribuir em aliquotas de 2 mL;
Solugéo Gurr: dissolver uma pastilha de tampao Gurr em 1 litro de &gua destilada
e ajustar o pH a 6,8;
Corante Leishman de trabalho: filtrar o corante, envolver o coplin com papel de
aluminio e adicionar ao coplin 40 mL de solugdo Gurr e 8 mL de corante de
Leishman filtrado (solugcdo mae);
e Corante Leishman (solugdo mée): num baldo volumétrico de 500 mL,
envolvido com papel de aluminio, dissolver 0.6 g de corante Leishman
em 400 mL de metanol. Na hotte colocar o baldo na placa de agitacédo

durante 48 horas e deixar repousar durante, pelo menos, 15 dias;

Preparacdo dos reagentes:

AN NEENEEN

Coplin 1: Solugéo de tripsina de trabalho;
Coplin 2: Solugéo salina;

Coplin 3: Solucéo Gurr;

Coplin 4: Corante Leishman de trabalho;
Coplin 5: Solucéo Gurr;

Coplin 6: Agua destilada;

Nota: os coplins 1, 2, 3, 5 e 6 devem ser colocados no banho-maria a 37°C.

Procedimento:

1)
2)
3)
4)
5)

Colocar a lamina no coplin 1 de acordo com o tempo de exposicao a tripsina;
Lavar a lamina no coplin 2;

Lavar a lamina no coplin 3;

Colocar a lamina no coplin 4 durante 6 min;

Lavar a lamina no coplin 5;
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6) Lavar alamina no coplin 6;

7) Secar a lamina num guardanapo cuidadosamente para ndo danificar a
preparacao;

8) Observar ao microscopio 6tico, captar as imagens de metafases e proceder a

sua analise.
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Anexo V — Protocolo da Técnica de FISH

Sondas Zytovision

Solucdes:

v' Zytovision | (0,4x Citrato de sddio salino (SSC) / 0,3% Igepal) — Coplin 1
v' Zytovision Il — Coplin 2

Espalhamento e envelhecimento da lamina:

1) Espalhar 2 pL de suspenséo celular na lamina

2) Colocar a lamina na placa a 60°C por, pelo menos, 15 min.

Preparacdo da sonda:

1) Retirar a sonda do frigorifico 15 min antes da sua utilizacdo e colocar a
temperatura ambiente

2) Vortexar a sonda e fazer um spin down.

Codesnaturacdao da amostra/sonda:

1) Aplicar 3 pL de sonda na area marcada da suspenséo celular, cobrir com uma

lamela e selar com a cola;

2) Desnaturar a sonda e a amostra por colocacéo na placa de aquecimento a 75°C
durante 10 minutos.

Hibridacao:

Incubar a lamina numa caixa himida na estufa a 37°C durante a noite.
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Lavagem:

1)
2)
3)

Retirar, cuidadosamente a cola e a lamela;
Colocar a lamina no coplin 1 durante 2 minutos (banho-maria a 72°C);

Transferir a lamina para o coplin 2 durante 1 min.

Contraste:

1)
2)
3)

4)

5)

Deixar a lamina secar durante 2 min no escuro;

Aplicar 4 pL de DAPI;

Cobrir com uma lamela, retirar cuidadosamente, o excesso de DAPI e as bolhas
que se possam ter formado;

Guardar a lamina numa caixa de aluminio no frigorifico a 4°C durante, pelo
menos, 15 minutos;

Observar os resultados e efetuar contagem de sinais num microscépio de

epifluorescéncia.

Sondas Leica

Solucdes:
v' Leical (2x Citrato de sodio salino (SSC) / 0,1% Igepal) — Coplin 1
v' Leicall —(0,4x SSC/0,3% Igepal) — Coplin 2
v' Leicalll = (2x SSC/ 0,1% Igepal) — Coplin 3
v Alcool a 70% — Coplin 4
v Alcool a 85% (misturar 44 mL de alcool a 96% com 4 mL de 4gua destilada) —

(\

Coplin 5
Alcool a 100% — Coplin 6

Espalhamento e envelhecimento da lamina:

1) Espalhar 2 pL de suspenséo celular na lamina

2) Colocar a lamina na placa a 60°C por, pelo menos, 15 min.

XXXVI



Preparacdo da sonda:

1) Retirar a sonda do frigorifico 15 min antes da sua utilizacdo e colocar a
temperatura ambiente

2) Vortexar a sonda e fazer um spin down.

Codesnaturacdo da amostra/sonda:

1) Aplicar 3 pL de sonda na area marcada da suspenséo celular, cobrir com uma
lamela e selar com a cola;
2) Desnaturar a sonda e a amostra por colocacéo na placa de aquecimento a 80°C

durante 5 minutos.

Hibridacao:

Incubar a lamina numa caixa humida na estufa a 37°C overnight.

Lavagem:

1) Retirar, cuidadosamente a cola e a lamela;

2) Colocar a lamina no coplin 1 durante 2 minutos;

3) Transferir a lamina para o coplin 2 durante 2 min (banho-maria a 72°C);
4) Colocar a lamina no coplin 3 durante 1 minuto;

5) Colocar nos coplins 4, 5 e, posteriormente, 6 durante 30 segundos.

Contraste:

1) Deixar a lamina secar durante 2 min no escuro;

2) Aplicar 4 yL de DAPI;

3) Cobrir com uma lamela, retirar cuidadosamente, o excesso de DAPI e as bolhas
que se possam ter formado;

4) Guardar a lamina numa caixa de aluminio no frigorifico a 4°C durante, pelo

menos, 15 minutos;
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