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      Thomas Hunt Morgan 
 
              (1866‐1945) 
                      USA 
 
 
 
 
 

"Assim  como  as  descobertas  de  Charles  Darwin  sobre  a  evolução  de 

espécies  animais  definiram a biologia  do  século  XIX  como uma  ciência 

descriEva, as descobertas de Morgan sobre os genes e a sua localização 

nos  cromossomas  ajudaram  a  transformar  a  biologia  em  uma  ciência 

experimental.” 

Prémio Nobel, Eric Richard Kandal (aluno de Morgan) 



Thomas Hunt Morgan 

  Prémio  Nobel  da  Medicina  em  1933  por  provar  que  os 
cromossomas são portadores de genes. 

  Estudou  a  hereditariedade  através  do  animal  modelo  Drosophila 
(mosca da fruta) 

  Aplicou as teorias de Mendel aos animais 

  Iden?ficou o primeiro gene: withe 

  Através da recombinação de cromossomas, conseguiu um mapa de 

localizações dos genes no cromossoma 



Thomas Hunt Morgan 

Hereditariedade ligada ao sexo 



Thomas Hunt Morgan 

Hereditariedade ligada ao sexo 

gene: withe 



Métodos de diagnós8co laboratorial em gené8ca 

Citogené8ca 



Citogené8ca 
 

Análise Cromossómica  

•  Colheita de células (qualquer tecido) 

 

•  Cultura  em meio  que  facilita  a  divisão  celular  (enriquecido  com 

fitohemaglu?nina) 

•  Quando  a  divisão  celular  chega  à  metafase  são  administrados 

tóxicos específicos (colcemida) que param a divisão celular 



Citogené8ca 
 
•  As  células  são  lisadas  (solução  hipotónica)  para  libertar  os 

cromossomas 

•  Os  cromossomas  são  fixados  (ácido  me?l‐acé?co  remove  as 

histonas, em parte) numa lâmina 

•  Podem  ser  aplicadas  várias  técnicas  de  coloração  dos 

cromossomas para a sua visualização ao microscópio (i.e. Giemsa) 

•  As  alterações  cromossómicas  são  reconhecidas  pois  cada 

cromossoma possui um padrão especifico de bandas (G‐banding) 



Citogené8ca 
 
Estudo dos cromossomas – Análise cromossómica 
 
 
 
 

 Giemsa dye 



Citogené8ca 
 
Estudo dos cromossomas – Análise cromossómica 
 
 
 
 

  As  alterações  cromossómicas  são 
visualizadas ao microscópio 

  Esta  técnica  é  subs?tuída  na 
maioria  dos  casos  pelo  diagnos?co 
laboratorial através de DNA array 

  Através  do  G‐banding  foi  possível 
estabelecer  a  nomenclatura 

citogené?ca 



Citogené8ca Molecular 
 Hibridação in situ fluorescente ‐ FISH 
 
 
  
Apenas permite a detecção de rearranjos cromossómicos de grande 
dimensões e portanto visíveis ao microscópio óp?co ou confocal de 
fluorescência 
 
É uma técnica que está em desuso devido ao aparecimento do DNA 
array e microarray 
 



Citogené8ca Molecular 
 Hibridação in situ fluorescente ‐ FISH 
 
Fundamentos de citogené8ca e gené8ca molecular 
 

•  U?liza sondas (probes) marcadas com proteínas fluorescentes e 

complementares a cada zona dos cromossomas 

 

 

•  As sondas são hibridadas com os cromossomas emi?ndo sinal 

fluorescente  quando  visualizadas  ao  microscópio  de 

fluorescência 
 
 

DNA      

 Sonda (probe)  Fluorescência (sinal)    



Citogené8ca Molecular 
 Hibridação in situ fluorescente ‐ FISH 
 
 
 

 
Tipos de Sondas U8lizadas em FISH: 
 
Sondas específicas para um locus 

Hibridam com uma região específica do cromossoma.  
São usadas na detecção de uma pequena porção de um gene, para 
saber  a  sua  localização  cromossómica  ou  quantas  copias  do  gene 

existem num determinado genoma. 



Citogené8ca Molecular 
  Hibridação in situ fluorescente –sondas marcadas com diferentes 

compostos fluorescentes (FITC; Cy3; Cy3.5; Cy5 e Cy5.5) 
 
 



 
Diagnós8co Gené8co 
 
Hibridação in situ 
 fluorescente  
(FISH) 
 
 
 
Cromossoma  
Philadelphia  
Diagnós8co de LMC  
 
 

Sondas específicas para 
um locus: 



Citogené8ca Molecular 
 Hibridação in situ fluorescente ‐ FISH 
 
 
 

 
Tipos de Sondas U8lizadas em FISH: 
 
 
Sondas centroméricas repe??vas  
São  sinte?zadas  a  par?r  de  sequencias  de  DNA  repe??vo  de  cada 

cromossoma.  
Servem para determinar o número correto de cromossomas.  
Podem  ser  usadas  em  combinação  com  sondas  específicas  de  um 

locus  para  determinar  se  um  individuo  tem  em  falta  material 
gené?co de um cromossoma em par?cular. 
 



Citogené8ca Molecular 
 Hibridação in situ fluorescente ‐ FISH 
 
 
 

 
Tipos de Sondas U8lizadas em FISH: 
 
Sondas para todos os cromossomas  
São  coleções/bibliotecas  de  pequenas  sondas  em  que  cada  uma 
delas  é  complementar  de  uma  sequencia  especifica  de  DNA,  ao 

longo do comprimento  de um cromossoma em par?cular.  
Através  do  uso  de  múl?plas  sondas  marcadas  com  corantes 
fluorescentes diferentes é possível marcar cada cromossoma de uma 
só cor. 

Estas  sondas  são bastante úteis para a detecção de anormalidades 
cromossómicas estruturais (ex. Translocações). 
 
 



Citogené8ca Molecular 
   
 
 
Diagnós8co Gené8co 
 
Hibridação in situ 
 fluorescente  
(FISH)  
 
 
 

Sondas centroméricas 
repe??vas  

Sondas para 
todos os 
cromossomas  



Citogené8ca Molecular 
 

Análises de DNA Array 
 

•  Os  cromossomas  são  purificados  do  resto  do  material 

celular e são marcados por  regiões com sondas marcadas 

com uma proteína fluorescente. 

 

•  Estas  sondas  correspondem  a  diferentes  regiões 

cromossómicas, abrangendo todo o genoma humano. 

•  Seguidamente  são  hibridados  com uma membrana  (slide) 

que contem centenas de sondas oligonucleojdicas fixas. 



Citogené8ca Molecular 
 Análises de DNA Array 

 

• As  regiões  cromossómicas  hibridam 

especificamente  com  as  sondas  fixa  no 

slide.  

• O  mesmo  procedimento  é  feito  com 

uma amostra de referência (controlo) 

• A   a n á l i s e   c o m p u t a c i o n a l 

(bioinformá?ca) é usada para comprar o 

material  gené?co  do  paciente  com uma 

amostra controlo. 

• Uma diferença entre o DNA do paciente 

e  a  amostra  controlo  é  chamada  de 

variante.  



Citogené8ca Molecular 
 

Análises de DNA Array 
 
As variantes podem ser classificadas segundo o ?po de alteração no 
material gené?co: 
 
 



Citogené8ca Molecular 
 Análises de DNA Array 
 
Esta  técnica  permite  a  iden?ficação  de  deleções  e  duplicações/
mul8plicações chamadas copy number variants (CNVs) 

Podem ser: 
•  Microdeleções  e  microduplicações  de  segmentos  cromossómicos, 

que são demasiado pequenas para serem detetadas ao microscópio. 
 

•  Maioria  das  aberrações  numéricas  cromossómicas  (trissomia, 
monossomia, etc.). 

•  Maioria  dos  rearranjos  estruturais  cromossómicos  desequilibrados 
(translocações, inversões, etc.). 

•  Moisaicismo, apenas em casos a par?r de 20 a 25% de células  com 
carió?po anormal (diferente) 



Citogené8ca Molecular 
 Análises de DNA Array 
 



Citogené8ca Molecular 
 Análises de DNA Array 
 
Esta técnica não permite a detecção de: 
 
•  Pequenas alterações na sequência de um único gene (SNPs). 

•  Pequenas duplicações e deleções em  segmentos de DNA dentro de 
um  único  gene  (ex.  Síndrome  do  X  frágil  ou  au?smo:  consiste  na 
mutação  por  repe?ção  de  3  nucleó?dos  do  gene  FMR1  do 
cromossoma X). 

•  Rearranjos  cromossómicos  equilibrados  (ex.  Translocações  e 
inversões) 



Citogené8ca Molecular 
 
Análises de DNA Array 

 

Aconselhamento gené?co: 
 
 
 



Métodos de diagnós8co laboratorial em gené8ca 
 

Gené8ca Molecular 
 



Gené8ca Molecular 
 
Detecção de mutações e níveis de expressão gené8ca 
 
  A  gené?ca molecular  refere‐se  a  todos  os métodos  de  diagnós?co 

que  detectam mudanças  na  informação  gené?ca  em DNA  ou  RNA 
extraído de células. 

  Esta área da gené?ca humana cresceu bastante nos úl?mos 25 anos 
devido à invenção da PCR em 1983 (Polimerase chain reacEon). 

 

  Os produtos de PCR podem ser analisados em termos de sequência, 
tamanho  e  quan8dade,  o  que  permite  a  detecção  de  pequenas 
mutações num gene em par?cular 



Polimerase Chain Reac=on 



Gené8ca Molecular 
 

Detecção de mutações ‐ Amostra Biológica 
 
   Para  a  detecção  de mutações  são  necessárias  células  específicas,  ou 

seja, que expressem o gene a analisar (ex. Biopsia de pgado) 

  Para a análise gené?ca ao nível da molécular de RNA, o processamento 
da  amostra  deve  ser  feito  rapidamente  (extração  de  RNA),  uma  vez 
que é uma molécula instável. 

  O RNA deve ser transcrito em laboratório ao seu DNA complementar – 
cDNA  (transcriptase  reversa),  de  forma  a  ser  analisado  da  mesma 

forma que o DNA genómico (ex. Sequenciação) 



Gené8ca Molecular 
 

 
 

Processamento de  
amostras de RNA  
(análise de expressão  
gené?ca e mutações) 

Amostra Usada 

Purificação de RNA 
de células alvo 

Transcrição reversa 
para cDNA 

Amostra Biológica 



Gené8ca Molecular 
 
Amostra Biológica 
 
 
  Os métodos de análise podem ser aplicados tanto para cDNA como 

para DNA 

  A  maioria  dos  métodos  de  gené?ca  molecular  u?lizam  o  DNA 
genómico como amostra biológica 

  Na  detecção  de  infeções  virais  e  bacterianas  é  frequente  o 
diagnós?co através da detecção de RNA exógeno 



  A seleção do método a u?lizar para a análise depende do 8po e 

da frequência da mutação. 

  Mutações pontuais  e pequenas deleções são  fácies de detetar 

através  de  protocolos  baseados  na  PCR,  como  sequenciação 

direta dos produtos de PCR. 

  Deleções  grandes,  duplicações  ou  repe8ções  de  três 
nucleó8dos  requerem  métodos  específicos  de  quan?ficação 

genómica ou analises por Southern blot. 

Gené8ca Molecular 
 

Detecção de mutações – Seleção de métodos adequados 



  Mutações  por  Imprin=g  (imprinEng  mutaEons)  em  que  o 

imprin?ng genómico é prejudicial,  são analisadas por  testes de 

me8lação específicos. 

 

  Ocasionalmente a qualidade e quan?dade de amostra biológica 

não  tem  importância,  pois  para  as  análises  é  u?lizada  uma 

quan?dade muito pequena (μl/nl ou μg/ng). 

  No  entanto  as  análises  por  Southern  Blot  requerem  grandes 

quan?dades de DNA intacto e bastante puro 

Gené8ca Molecular 
 

Detecção de mutações – Seleção de métodos adequados 



Gené8ca Molecular 
 

Detecção de mutações – Triagem (screening) 

  A  triagem  é  indicada  em  doenças  em  que  as  mutações  são 

conhecidas  (pelo  menos  algumas  das  mutações  responsáveis), 

como  no  caso  da  fibrose  quís?ca  (kits  comerciais  disponíveis  no 

mercado). 

 

  Estes  testes  têm  um  número  limitado  de  mutações  especificas 

(com fenó?po patológico iden?ficado) num gene.  

  A  etnia  do  paciente  deve  ser  conhecida,  uma  vez  que  as 

frequências alélicas podem variar em diferentes populações 



Gené8ca Molecular 
 

Detecção de mutações – Análise (scanning) 

•  Durante a análise são detetadas todas as mutações de um gene, 
tanto mutações conhecidas como mutações desconhecidas. 

•  As  analises  são  maioritariamente  feitas  por  PCR  seguida  de 
sequenciação. 

•  A  análise  de  patologias  provocadas  por  grandes  repe?ções  de 

tripletos  (três  nucleó?dos)  são  normalmente  analisadas  por 
Southern Blot. 



Gené8ca Molecular 
 

Detecção de mutações – Análise (scanning) 

•  Deleções  grandes  ou  duplicações  em  genes  ou  em  segmentos  de 
cromossomas  são  analisados  por  quan?ficação  genómica  através  de 
MLPA (Mul=plex liga=on‐dependet probe amplifica=on) que permite 
a análise de pelo menos 40 loci diferentes. 

•  Para  quan?ficações  genómicas  e  detecção  de  mutações  em  grande 

escala  é  usado  o  diagnos?co  por DNA microarray  é  usado  uma  vez 
que  consegue  testar  de  10  000  até  100  000  sequências  de DNA  em 
simultâneo 



Gené8ca Molecular 
 

Detecção de mutações – Análise (scanning) 

•  Para  a  detecção  de  SNP  e  polimorfismos  associados  (ou  não)  a 

doenças  é  também  u?lizada  a  análise  de  restric=on  fragment 
length polymorphism (RFLP). 

•  Este  método  foi  um  dos  primeiro  métodos  u?lizados  para  a 
analise de mutações, embora seja cada vez mais subs?tuído por 
métodos baseados na PCR. 



Gené8ca Molecular 
 

Detecção de mutações – Análise (scanning) 

1.  PCR 

2.  Sequenciação de DNA 

3.  Southern Blot 

4.  Testes de me8lação de DNA  

5.  MLPA   

6.   DNA microarray 

7.  RFLP 



Gené8ca Molecular 
 

Detecção de  
mutações –  
Sequenciação de  
DNA 
 
 
Método de Sanger 



– Sequenciação de DNA 
Método de Sanger 



– Sequenciação de DNA 
Método de Sanger 



Gené8ca Molecular – Southern Blot 



Gené8ca Molecular –  
Testes de me8lação de DNA  

•  Detecção de modificações 
epigené?cas nas ilhas CpG 
(modificação de citosinas) 

•  Método do Bissulfito 



Gené8ca Molecular –  MPLA 

•  Amplificação de várias sequências alvo em simultâneo 
•  Ao comparar com DNA controlo avalia‐se a integridade cromossómica 

(variantes)  



Gené8ca Molecular 
 

 
DNA microrrays 
 

Sondas  oligonucleojdicas  

e s p e c í fi c a s   p a r a 

po l imo rfi smos  ( SNP ) 

e n c o n t r a d o s 

f r e q u e n t em e n t e  n a 

popu l a ç ão  em  ge r a l 

encontram‐se  fixadas  no 

slide. 

 
 
 



Gené8ca Molecular 
 

Análise de RFLP 
 
Análise  do  padrão  de  corte  de 

enzimas de restrição numa região 

especifica do DNA genómico. 

 

Normalmente  associada  a  um 

fenó?po patológico. 
 
 
 

Enzimas de restrição ‐ mecanismo 



Gené8ca Molecular 
 

Análise de RFLP 
 
 
 
 



Gené8ca Molecular 
 Exemplo: Diagnós?co de anemia faciforme  
 
 
 
 

Análise de RFLP 
 
 
 
 



Métodos de diagnós8co laboratorial em gené8ca 

 

Diagnós8co Indireto 



Diagnós8co Indireto 

  Polimorfismos  frequentes,  como  os  SNPs  ou  microssatélites, 

podem  ser  bastante  úteis  na  definição  de  vários  alelos  num 

determinado gene ou locus cromossómico. 

  O  Diagnos?co  indireto  baseia‐se  no  facto  de  que  as  mutações 

responsáveis  por  doenças  são  herdadas  conjuntamente  com  os 

marcadores  gené?cos  (Linkage)  localizados  na  sua  vizinhança 

genómica, no mesmo cromossoma e na mesma cadeia de DNA. 

 



Diagnós8co Indireto 

Desta forma é possível através do diagnós?co indireto: 

 

1.  Iden8ficar genes causadores de doença. 

2.  Realizar o diagnós8co indireto numa família. 

  



Diagnós8co Indireto – Linkage Analysis 

Iden8ficação de genes responsáveis por doenças 

•  Em  muitas  doenças  gené?cas  os  genes  responsáveis  são 

iden?ficados através Linkage analysis 

•  Estas análises só são possíveis quando uma doença ocorre em 

várias pessoas dentro de uma família. 

•  É  necessário  fazer  uma  análise  genómica  dos marcadores  de 

DNA polimórfico em todos os membros de uma família. 



Diagnós8co Indireto – Linkage Analysis 

Iden?ficação de genes responsáveis por doenças 

•  Por  exemplo,  no  caso  de  uma  doença  autossómica  dominante, 

como uma penetrância de 100%, são analisados:  

‐  Quais os alelos presentes em todos os membros da família 

com sintomas clínicos da doença. 

‐  Quais os alelos que nunca estão presentes em membros da 

família saudáveis. 

•  São  portanto  inves?gados  os  alelos  que,  numa  família,  são 

sempre transmi?dos junto com o fenó?po patológico. 



Diagnós8co Indireto – Linkage Analysis 

Iden?ficação de genes responsáveis por doenças 

•  Assim,  é  possível  iden?ficar  o  locus  genómico  (cromossómico) 

ao qual a doença se encontra associada/ligada (linked). 

•  Como  a  associação/ligação  de  um  gene  a  um  marcador 

genómico pode ser perdida durante a recombinação e durante 

as gerações (em famílias pequenas), esta análise expressa o seu 

resultado em probabilidade. 



Diagnós8co Indireto – Linkage Analysis 

Iden?ficação de genes responsáveis por doenças 

•  Esta probabilidade é representada através de um logaritmo, o 

logarithm of the odds score (LOD score). 

•  Quanto maior for o LOD score, maior é a probabilidade de que 

um  gene  causador  de  doença  esteja  presente  nessa  região 

genómica. 



Diagnós8co Indireto –  

Linkage Analysis 

 

Iden?ficação de genes  

responsáveis por doenças 

 

 

Exemplo: esquizofrenia 

 
H‐LOD : Heterogeneity LOD score 



Diagnós8co Indireto –  
 

Diagnós?co indireto de uma família 

•  Análises de segregação cromossómica de uma família. 

•  Pode  prever  se  uma  pessoa  é  portadora  de  um  alelo 

para uma determinada doença. 

•  Deve  ser  analisado  o  DNA  de  um  grande  número  de 

membros de uma família (afetados e saudáveis). 



Diagnós8co Indireto –  
 

Diagnos?co indireto de uma família 

 

•  Os marcadores genómicos devem estar muito perto do 

gene para evitar efeitos de recombinação. 

•  Devido ao avanço das  técnicas e métodos de detecção 

de mutações este ?po de diagnos?co é pouco u?lizado 

atualmente. 



 
 Evolução clínica da gené8ca molecular 



 
 Evolução clínica da gené8ca molecular 

Acesso à informação:  
 
O diagnós?co gené?co tem um potencial predi8vo natural. 

‐  Por  exemplo:  não  existe  diferença  (excluindo  o  preço)  entre 

diagnos?car  a  anemia  falciforme  através  de  um  esfregaço 
sanguíneo ou através da detecção da mutação por PCR ou RFLP, no 
entanto,  apenas a análise da mutação permite um diagnos?co no 

útero. 

‐  Contudo,  existe  uma  diferença  substancial  entre  diagnos?car  a 
doença de Hun?ngton  clinicamente num  individuo de 50  anos ou 
prever  gene?camente  a  pré‐disposição  para  a  doença  num 

individuo de 20 anos. 



 
 Evolução clínica da gené8ca molecular 

Custo vs Beneficio:  
 

A seleção de uma técnica em gené?ca molecular depende do ?po 
de mutação e da consideração do custo/benepcio 
 

Exemplos: 
 

‐  Diagnós?co molecular de doenças com diagnós?co confuso/
ambíguo. 

‐ Mutações específicas associadas com manifestações clínicas 
especiais. 

‐  Inves?gação  clínica  para  a  compreensão  das  relações 
genó?po‐fenó?po. 



 
 Evolução clínica da gené8ca molecular 

Interpretação dos resultados: 

•  Para uma melhor interpretação dos resultados o gene?cista deve estar 
familiarizado com o espectro da mutação do gene analisado. 

•  Deve conhecer o background clínico e as relações genó?po‐fenó?po da 
doença. 

•  Avaliar  novas  variantes  gené?cas  pode  ser  especialmente  dipcil,  uma 
vez  que  frequentemente  não  se  pode  dizer  com  certeza  se  é 
patologicamente  relevante  ou  não  (variantes  gené?cas  não 
classificadas). 

•  As novas variantes gené?cas devem ser primeiro discu?das através da 
publicação/discussão  com  a  comunidade  cienjfica  e  posterior 
inves?gação. 



 
 Evolução clínica da gené8ca molecular 

Sensibilidade e Especificidade: 

 

Factores determinantes da sensibilidade das técnicas de gené?ca 

molecular: 

 
 Técnica  de  grande  ou  baixa  resolução  (ex.  PCR  vs 
Southern blot). 

 Gene a ser analisado 

 Etnicidade do paciente 
 
 



Métodos de Inves8gação laboratorial em 
gené8ca 

 



 
Análise da Expressão Gené8ca  
 
Hibridação in situ de RNA 

•  Detecta  e  localiza  a  expressão  de  um  gene  num 
organismo, tecido ou célula. 

•  São desenhadas sondas complementares ao RNA a detetar 
numa célula ou organismo. 

•  As  sondas  são  marcadas  com  um  sinal  colorimétrico  ou 
enzimá?co (fluorescente ou não) e hibridadas com o RNA; 
o sinal é desencadeado. 

•  As células/ organismos são visualizados ao microscópio. 



 
Análise da Expressão Gené8ca  
 
Hibridação in situ de RNA 



 
Análise da Expressão Gené8ca  
 
Hibridação in situ de RNA 

Exemplo: detecção de miRNA associado a cancro em células (fibrobastos) 



 
Análise da Expressão Gené8ca  
 
Hibridação in situ de RNA 

Exemplo:  detecção  da  expressão  de  um  gene  morfogené?co, 
expresso no sistema nervoso e arcos branquiais (embrião de peixe 
zebra) 
 



 
Análise da Expressão Gené8ca 
 
 PCR quan8ta8va (RT‐qPCR) 

Quan?ficação  da  expressão  de  um  gene  no  determinado  local 

anatómico  e/ou  num  determinado  estádio  de  desenvolvimento 

de  um  organismo/tumor/órgão,  através  da  quan?ficação 

molecular de mRNA na amostra. 

 

A quan?ficação é feita através de um um composto fluorescente. 

O  sinal  emi?do  é  diretamente  proporcional  à  quan?dade 

molecular de cDNA na amostra 



 
Análise da Expressão Gené8ca 
 PCR quan8ta8va (RT‐qPCR) 



 
Análise da Expressão Gené8ca 
  
PCR quan8ta8va (RT‐qPCR) 
 
Exemplo:  análise  da  variação  da  expressão  de  um  gene 
(hipostá?co)  quando  se  aumenta  a  expressão  de  outro  gene 
(epistá?co) 


