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Lista de abreviaturas utilizadas

ABL1: Abelson Leukemia Virus

array-CGH: Microarray-based comparative genomic hybridization

ASRs: Analyte Specific Reagents (Reagente especifico de andlise)

BACSs: Bacterial Artificial Chromosomes (Cromossomos artificiais bacterianos)
BCR: Breakpoint Cluster Region

BLAST: Basic Local Alignment Search Tool (Ferramenta basica de busca de
locais de alinhamento)

CAP: College of American Pathologists (Colégio de Patologistas Americanos)
DNA: Deoxyribonucleic acid (acido desoxirribonucleico)

dNTPs: Deoxyribonucleotide triphosphate (Desoxirribonucleotideos fosfatados)
FDA: Food and Drug Administration

FISH: Fluorescence in situ hibridization (Hibridizacé&o in situ fluorescente)
INCA: Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva

LLA: Leucemia Linfocitica Aguda

LMA: Leucemia Mielbide Aguda

LMC: Leucemia Miel6ide Crénica

MLL: Mixed Lineage Leukemia

OMIM: Online Mendelian Inheritance in Man

OMS: Organizacdo Mundial da Saude

PCR: Polymerase Chain Reaction (Reacdo em cadeia da Polimerase)

Ph: Cromossomo Philadelphia

SNP-array: single nucleotide polymorphism microarray

WHO: World health organization (Organizacdo mundial da saude)
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Resumo da Tese

Introducédo: A tecnologia de citogenética molecular de hibridizacdo in situ
fluorescente (FISH) permite a identificacdo de alteracdes cromossémicas
submicroscopicas tanto em neoplasias como em doencas congénitas. Nas
neoplasias, a identificacdo destas anomalias auxilia no diagnéstico,
determinacdo da alternativa terapéutica mais adequada e indicacdo de
prognoéstico. Em individuos portadores de malformagfes multiplas e déficit
cognitivo, permite a investigacdo de alteragbes cromossdémicas
submicroscoépicas que nao séo identificados pela técnica classica de cariotipo.
O diagndstico citogenético molecular ainda € muito distante da realidade do
nosso Sistema Unico de Saude, geralmente disponibilizado por meio de
iniciativas pontuais e ligadas a projetos de pesquisa, devido ao alto custo das
sondas comerciais disponiveis para FISH. Assim, ha uma grande demanda
reprimida, o que retarda ou mesmo impossibilita o diagnostico, trazendo grande
sofrimento fisico e psiquico aos pacientes e seus familiares.

Objetivos: Implementar a manufatura de sondas de DNA para hibridizagdo in
situ fluorescente no Laboratério de Citogenética da UFCSPA.

Material e Métodos: Neste trabalho desenvolvemos as sondas para deteccao
da delecéo 22g11.2, alteragbes no gene MLL e fusédo dos genes BCR-ABL1. O
desenvolvimento in house das sondas de FISH consiste em varios processos
seqguenciais, com etapas de checagem. Inicialmente foram identificados e
selecionados os cromossomos artificiais de bactérias (BACs), estes foram
cultivados, com posterior extragcdo e amplificagdo de DNA. Depois os DNAs

amplificados foram marcados com fluorocromos pela técnica de Nick-
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translation. Apés o desenvolvimento das sondas, realizou-se a validagdo em
amostras normais e alteradas.

Resultados: O conjunto de sondas desenvolvidas para a deteccédo da delecdo
22011.2 permitiu a deteccdo da alteracdo em amostra alterada, tanto em
metafases quanto em interfases, apresentando 93,55% de sensibilidade, 99,2%
de especificidade e 99,8% de eficiéncia em amostras normais. As sondas
desenvolvidas para investigacédo de alteragcdes no gene MLL apresentaram em
amostras normais sensibilidade de 94,65%, especificidade de 100% e
eficiéncia de 99,3%. Ja as sondas desenvolvidas para a deteccao da fusdo dos
genes BCR-ABL1, ndo puderam ser validadas em amostras normais devido a
presenca de sinais inespecificos em uma das sondas manufaturadas. Todavia,
em amostras alteradas foi possivel detectar a fusdo destes genes. Com a
manufatura in house das sondas chegamos a um custo por amostra 8,5 vezes
menor do que quando comparado aos valores das sondas comerciais.
Conclusado: A implementacdo do desenvolvimento das sondas foi eficaz,
sendo que as sondas del22g11.2 e MLL apresentaram valores adequados no
processo de validacdo. Para validar as sondas de deteccdo da fusdo dos genes
BCR-ABL1 sera necessaria a compra de um novo clone para marcar o gene
BCR. O grupo de pesquisa do Laboratério de Citogenética da UFCSPA
pretende continuar com o desenvolvimento de sondas home-brew para
investigacdo de outras alteragcbes cromossémicas associadas a sindromes

genéticas e neoplasias.



1 INTRODUCAO

O campo da Citogenética apresentou um grandioso avanco em 1956
quando foi determinado o numero correto de cromossomos humanos (Tjio e
Levan, 1956). A partir dai foram descobertas as primeiras sindromes
associadas as alteragcbes cromossémicas numeéricas, como as sindromes de
Down, Turner, Klinefelter e as trissomias dos cromossomos 18 e 13 (Crotwell e
Hoyme, 2012; Riegel, 2014). Anos depois, em 1968, a citogenética iniciou a era
do bandamento cromossémico, com a banda Q, a qual utilizava quinacrina, um
corante fluorescente capaz de marcar 0s cromossomos em toda sua extensao
(Riegel, 2014). Esta metodologia possibilitou a identificacdo de cada um dos 23
pares de cromossomos humanos. Com o desenvolvimento das técnicas de
bandamento foram descobertas novas sindromes cromossémicas, mas agora
envolvendo alteraces na estrutura dos cromossomos.

Dentre as técnicas de bandamento citogenético, o Bandamento GTG -
que utiliza tratamento enzimético com tripsina e posterior coloragdo com o
corante Giemsa - € utilizado ainda na rotina de laboratérios do mundo todo.
Também chamado de cariétipo convencional, o cariétipo com bandamento
GTG é considerado padrao-ouro para diagnosticos citogenéticos em pediatria,
ginecologia/obstetricia e oncologia (Crotwell e Hoyme, 2012; Das e Tan, 2013;
Lawce, 2017). Apesar de ser amplamente utilizado, o cariétipo convencional
possui limitacdes, pois, alteracdes menores que 5-10 Mb dificiimente s&o

detectadas (Rosenfeld e Patel, 2016).



1.1 Hibridizacao in situ fluorescente (FISH)

Para suprir a necessidade de detectar alteracbes menores, foi
desenvolvida em 1986 por Pinkel e cols. a metodologia de hibridizag&o in situ
fluorescente (FISH), a qual possibilitou analisar a estrutura dos cromossomos

com maior detalhamento.

1.1.1 Principios da técnica de FISH

A FISH permite a identificacdo da presenca e localizacdo de
determinadas regides do genoma. Utiliza sondas de DNA gendémico marcadas
de forma direta, com fluorocromos, ou indireta, usando haptenos (Liehr, 2017).
Convém ressaltar que neste estudo trataremos apenas da técnica de FISH com
marcacgao direta pela metodologia de Nick-translation, a qual serad descrita
detalhadamente a posteriori.

A técnica de FISH depende da capacidade da fita simples de DNA
(sequéncia-alvo) de se hibridizar em uma sequéncia complementar (sonda). A
hibridizacéo in situ inicialmente utilizava corantes radioativos para a marcacao
gendmica, sendo substituida por corantes fluorescentes apds alguns anos. A
utilizacao dos fluorocromos tornou o emprego da técnica mais pratico, e desta
forma, rapida e amplamente aplicada na deteccdo de alteracdes
cromossOmicas (Lichtenbelt e cols., 2011).

Além de permitir a andlise cromossémica, onde sdo necessarias células
em divisdo, a FISH tornou possivel também a avaliacdo de ndcleos
interfasicos. As sondas de FISH podem ser aplicadas em laminas contendo os
mais diversos tipos celulares, previamente cultivados ou ndo, e seccbes de

tecidos. Desta forma, essa técnica permite investigar alteracdes genéticas em
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amostras sem a necessidade de cultivo celular, fato importante para superar as
deficiéncias da andlise cromossOmica tradicional, como em amostras com
indice mitético limitado e baixa qualidade de metafases ou mesmo amostras de
tecido solido sem cultivo celular prévio.

Mesmo sendo possivel trabalhar com diversos tipos de células e tecidos,
os principios da FISH consistem basicamente de etapas essenciais, as quais
sao descritas a seguir (Liehr, 2017): (a) fixacdo do DNA-alvo na superficie de
uma lamina de microscopia; (b) pré-tratamento da lamina para receber a
sonda; (c) sonda de DNA marcada com fluorocromo complementar a sequéncia
de interesse; (d) desnaturacdo do DNA-alvo e da sonda; (e) hibridizacdo das
sequéncias-alvo e sonda; (f) lavagem da lamina pés-hibridizacao; (g) adicao do
contracorante DAPI (4’, 6-diamidino-2phenylindole) com antifade (solucéo
antidesbotamento) e colocacdo da laminula; (h) refrigeracdo do material; (i)
analise em microscopio epifluorescente. As etapas de desnhaturacdo e
hibridizacdo da sequéncia-alvo e da sonda de DNA podem ser acompanhadas
na figura 1.

Cada laboratorio adota variacfes da técnica em seus protocolos. De
acordo com o tipo de material a ser investigado podem variar as solucdes e
tempos utilizados na técnica, mas geralmente, serdo seguidas as etapas
basicas citadas previamente. Com o advento da FISH, o campo da citogenética
prosperou vastamente, logo surgiram novas técnicas de citogenética molecular
baseadas nos mesmos principios da FISH, e subsequentemente apareceram

as técnicas de citogendmica.
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‘ Sonda de DNA marcada

‘ Sequencia-alvo com fluorocromo

e
oy

| Desnaturagao

| Hibridizagio

e

Figura 1- Representacdo esquematica da hibridizacdo entre a sequéncia-alvo

e a sonda de DNA. Legenda: As etapas basicas necessarias para que ocorra hibridizacdo
entre uma sequéncia-alvo e sonda de DNA especifica constituem da desnaturacdo de ambas
as fitas de DNA, e posterior uni&o por meio das sequéncias complementares (hibridizagao).
Fonte: Elaborado pela autora.

1.1.2 Aplicacdes clinicas da técnica
Devido a diversas vantagens em relacao ao cari6tipo, a técnica de FISH
foi gradualmente inserida como uma complementacéo a tradicional analise dos
cromossomos com bandamento GTG. Na citogenética clinica, a FISH é
aplicada em diagnosticos pré e poés-natais e na deteccdo de alteracoes
cromossOmicas constitucionais e adquiridas. A técnica permite a deteccao de
alteracbes cromossdmicas numéricas e estruturais, mapeamento de loci

génicos de cromossomos especificos, e ainda, pode revelar alteracoes

cripticas (Wan, 2017).
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Com a ampla difusdo das técnicas de citogendmica dos ultimos anos, a
FISH vem sendo utilizada também para confirmacdo e esclarecimento de
resultados de array-CGH (Hibridizacdo Gendmica Comparativa baseada em
microarranjos) e Polimorfismos de nucleotideos Unicos (SNP) array. Desta
forma, pode-se identificar os mecanismos de formacdo de alteracbes e
localizacOes fisicas de sequéncias gendémicas (Akalin e cols., 2013; Torti e

cols., 2013; Rosenfeld e Patel, 2016; Pace e cols., 2017).

1.1.3 Tipos de sondas

Atualmente, existe no mercado mundial uma infinidade de sondas
disponiveis para aquisicdo, desenvolvidas por diversas empresas, para as mais
diversas aplicacdes (Liehr, 2017). Todavia, consistem basicamente de trés
principais tipos (Figura 2): 1- sondas de pintura cromossémica, as quais podem
marcar toda a extensdo do cromossomo (@), ou apenas parcialmente (b), séo
aplicadas no estudo de rearranjos cromossémicos; 2- sondas com sequéncias
repetitivas, como as centroméricas (c), teloméricas (d) e ribossomais; e 3-
sondas loci-especificas (e), que séao utilizadas na identificacdo de genes
especificos, regides cromossdmicas com alteracdes no numero de copias e
rearranjos estruturais.

As sondas loci-especificas sdo utilizadas para diferentes aplicacdes
diagnosticas. Na investigacéo de translocagfes existem dois tipos principais, as
sondas de fusédo e as sondas break-apart. As sondas de fusdo séao utilizadas
na deteccdo de parceiros especificos envolvidos na translocagdo, como as
sondas para a deteccdo da fusdo dos genes BCR-ABLL1. Ja as sondas break-

apart sdo empregadas em casos onde ocorrem multiplos parceiros na
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translocacdo, como ocorre nas sondas dual-color break-apart que identificam

alteracdes no gene MLL.

11

a) b) c) d) e)

Figura 2- Representacdo esquematica dos principais tipos de sondas de

FISH. Legenda: (a) Sonda de pintura cromossOmica, marcacéo de todo o cromossomo
(whole-chromosome painting) e (b) apenas o braco curto. (c) Sonda de sequéncias
repetitivas, marcacao centromérica e (d) telomérica. (e) Sonda locus especifica. Fonte:
Elaborado pela autora.

1.2 FISH no contexto das neoplasias

A FISH aplicada a oncologia oferece diagnésticos rapidos de
amplificacbes génicas, rearranjos, microdelecbes e microduplicacdes
cromossObmicas (Das e Tan, 2013). A citogenética classica bem como a
molecular possuem um grande impacto no entendimento e na avaliacdo das

neoplasias hematoldgicas e soélidas (Papaemmanuil e cols., 2016).

1.2.1 O céncer na atualidade
E indiscutivel que o cancer representa um grande problema da salde
publica mundial, especialmente em paises em desenvolvimento (INCA, 2015).
O cancer configura a segunda principal causa de mortes em todo o mundo,
ficando apenas atrds das doencas cardiovasculares (WHO, 2014). Na sua

totalidade as neoplasias matam mais pessoas do que HIV/AIDS, malaria e
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tuberculose juntos (WHO, 2017). De acordo com dados da International Agency
for Research on Cancer (IARC), estimam-se que em 2035 havera 29,4 milhdes
de novos casos de cancer no mundo.

A estimativa para o Brasil, biénio 2016-2017, apontou a ocorréncia de
cerca de 600 mil novos casos de cancer (INCA, 2015). De acordo com dados
do Ministério da Saude em 2016 no Brasil os Obitos causados por neoplasias
representaram 16% (208.811) dos o6bitos totais (1.277.852). Neste mesmo
periodo, conforme dados da Secretaria Estadual de Saude, do total de mortes
no estado do RS (85.327), 17.979 (21%) foram ocasionadas pelas neoplasias.

Devido as altas taxas de morbidade, as neoplasias conferem gastos
elevados em internacdes e tratamentos ambulatoriais no SUS (Soto, 2015). Em
concordancia a isso, as Informacfes do Registro Hospitalar do Cancer
apontam que durante o ano de 2015, em nosso estado, foram diagnosticados

5.595 casos de cancer em unidades hospitalares do SUS.

1.2.2 A investigacao citogenética nas Leucemias

As leucemias representam um grupo heterogéneo de cancer
hematopoiético que podem ser classificadas amplamente de acordo com o tipo
celular afetado, linféide ou mieldide (Miranda-Filho e cols., 2018). No ano de
2012 foram estimados 352 mil novos casos de leucemia em todo o mundo,
neste mesmo ano, foram estimados no mundo 265 mil ébitos em decorréncia
de leucemias. No Brasil, estimou-se para 0 ano de 2016, mais de 10 mil novos
casos de leucemias em homens e mulheres (INCA, 2015). Nos paises
desenvolvidos, como os paises da América do Norte e Europa, nas leucemias

em adultos, a sobrevida relativa em cinco anos chega até 60%. Ja a sobrevida
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das leucemias infantis pode chegar a 90% em paises como Canadéa, Austria,
Alemanha, Bélgica e Noruega. No Brasil, no periodo de 2000 a 2005, em
adultos, a sobrevida relativa em cinco anos foi de 20%. Nas leucemias infantis,
o valor ficou mais préximo ao encontrado nos paises desenvolvidos, chegando
a 70% (INCA, 2015).

Atualmente, a maior parcela do trabalho em citogenética do cancer em
laboratorios clinicos € direcionada as doencas hematoldgicas. Nestas
patologias esta bem estabelecida a correlacdo entre diferentes anormalidades
cromossOmicas identificadas em células leucémicas e fendtipos clinicos
especificos, como a t(9;22)(g34;q11.2) em LMC (Leucemia Miel6ide Crénica); e
inv(16), t(15;17), t(8;21) e alteragdes no gene MLL em LMA (Leucemia Mieloide
Aguda).

A deteccdo de alteracBes citogenéticas e moleculares faz parte de
diversos protocolos terapéuticos, devido ao seu valor diagnostico; sendo que
0s estudos citogenéticos sao considerados investigacdo obrigatoria em
leucemias recém-diagnosticadas. Além do mais, as alteracdes citogenéticas
estdo associadas ao prognéstico, taxa de remissédo clinica e a sobrevida dos
pacientes (Wan e Ma, 2012). Na nova classificacdo das neoplasias
hematopoiéticas e linféides da Organizacdo Mundial de Saude de 2016, foram
incorporadas as informacfes genéticas para estabelecer entidades especificas
dessas patologias a predizer o seu prognostico de forma mais acurada (Wan,
2017), destacando ainda mais a importancia destas informagfes na clinica
médica.

A diversidade de sondas comerciais especificas para neoplasias vem

auxiliando a definir subclasses moleculares e categorias de risco citogenético
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para pacientes com leucemias. Consequentemente, a FISH se tornou uma
ferramenta indispensavel para o manejo das doencas hematolégicas (Wan,

2017).

1.2.2.1 O cromossomo Philadelphia no diagnéstico de LMC

A LMC é um tipo raro de neoplasia, afeta de 1-2 pessoas a cada
100.000 por ano nos Estados Unidos (Zhang e Rowley, 2011). Estima-se que
esta leucemia represente 0,5% de todos o0s novos casos de cancer
diagnosticados em 2017 naquele pais (Siegel, 2017).

A LMC é classicamente caracterizada pela presenca do cromossomo
Philadelphia (Ph) o qual é oriundo de uma translocacdo reciproca entre 0s
cromossomos 9 e 22. O gene Abelson Leukemia Virus (ABL1) — localizado no
braco longo do cromossomo 9 (9934) — se fusiona com o gene Breakpoint
Cluster Region (BCR) — localizado no braco longo do cromossomo 22
(22911.2) — originando um cromossomo quimérico derivado 22. Esta foi a
primeira alteracdo cromossémica recorrente a ser associada a um tipo de
cancer, descoberta em 1960, quando Nowell e Hungerford identificaram um
pequeno cromossomo do grupo G em células leucémicas de LMC (Zhang &
Rowley, 2011).

O gene hibrido resultante dessa fusédo, codifica uma proteina quimérica
com novas propriedades oncogénicas. Isso resulta em um aumento da
atividade da tirosina quinase, inducdo da proliferagao celular, transformacéao
maligna de granuldcitos imaturos e linfocitos, e supressdo da apoptose. Além
disso, afeta a diferenciacdo das células-tronco e o reparo do DNA (Chung,

2014).
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A LMC ¢é caracterizada pela expansdao clonal das células
hematopoiéticas progenitoras, resultando em um aumento das células
circulantes de linhagem granulocitica. Os sintomas caracteristicos desta
doenca sao fadiga cronica, perda de peso, sangramento e febre (Zhang &
Rowley, 2011).

O curso da doenca pode ocorrer em trés fases; cronica, acelerada e
crise blastica; identificadas com base no nimero de blastos no sangue e na
medula O6ssea. O diagnostico € feito nessas amostras por meio da analise
citogenética e dos achados clinicos hematologicos (Bortolheiro e Chiattone,
2006).

Na maioria dos casos na fase aguda, € possivel detectar a presenca de
BCR-ABL1 em sangue periférico por meio da t(9;22)(q34.1;q11.2) ou ainda
verificar a fusdo destes genes por técnicas moleculares. Para possibilitar a
analise adequada do cario6tipo e a avaliacdo da alteracédo para confirmacéo da
fase da doenca, é necessaria a analise das células de aspirado de medula
Ossea (Arber e cols., 2016).

Existem no mercado diferentes sondas para a deteccao da fusdao BCR-
ABL1. A Dual-color single-fusion, onde uma sonda — marcada com o
fluorocromo vermelho — é hibridizada na regido do ABL1, e outra — marcada
com o fluorocromo verde — no BCR. A combinacéo dos fluorocromos vermelho
e verde faz com que aparegca um sinal de fusdo amarelo no cromossomo
derivado Ph (Figura 3); ja as sondas Dual-color dual-fusion, cobrem extensdes
maiores dos genes envolvidos, e os dois cromossomos derivados podem ser
detectados produzindo dois sinais de fusdo. Estas sondas sdo mais sensiveis

na deteccdo da doenca residual, o padrédo anormal raramente é observado
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como um artefato da sobreposicdo dos cromossomos ha interfase (Lawce,

2017).

a) | Células em metafase | | Células em interfase

| | Células em interfase

Figura 3- Representacdo esquematica da sonda BCR-ABL1 dual-color
single-fusion. Legenda: Sonda BCR-ABL1 dual-color single-fusion. a) Marcagdo em
metéafase e interfase de células normais, ABL1 se hibridiza com sonda marcada com
fluorocromo vermelho e BCR se hibridiza com sonda marcada com o fluorocromo verde.
Na interfase se observa dois sinais de cada um dos loci. b) Marcacdo em metéafase e
interfase de células com a fusdo dos genes. Se observa um cromossomo 9 e um 22
normais, o cromossomo 9 derivado sem marcacdo, e o cromossomo Ph apresentando
marcacao amarela, resultado da fusdo dos sinais vermelho e verde. Fonte: Elaborado pela
autora.

1.2.2.2 Alteracdes do gene MLL
O gene MLL (Mixed Lineage Leukemia) ou mais recentemente nomeado

de KMT2A (Lysine-Specific Methyltransferase 2A) (Arber e cols., 2016) é um
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alvo frequente para translocacdes recorrentes em leucemias agudas, sedo uma
alteracdo encontrada em LMA, LLA (Leucemia Linfocitica Aguda) ou leucemia
de linhagem mista. Os rearranjos deste gene, localizado no braco longo do
cromossomo 11 (11g23), sdo encontrados em mais de 70% das leucemias
infantis, e em aproximadamente 10% das LMAs em adultos (OMIM- Online
Mendelian Inheritance in Man).

As alteragdbes no MLL podem se apresentar como translocagoes,
delecdes, insercdes, amplificacfes; e também, alteracbes complexas ou
cripticas (De Braekeleer e cols., 2011). Distintos rearranjos do MLL s&o
considerados fatores independentes de progndstico ruim, enquanto que, uma
minoria de rearranjos deste gene estdo associados a prognosticos bons ou
intermediarios (Meyer e cols., 2013). Além disso, acredita-se que o parceiro
genético envolvido na translocacdo possa influenciar também a resposta a
terapia (Keefe e cols.,, 2010). Desta forma, pacientes que apresentam
alteracdes envolvendo o MLL geralmente sao tratados com protocolos de alto
risco. Assim, a identificacdo destes rearranjos € necessaria para decisdes
clinicas rapidas (De Braekeleer e cols., 2011).

Jé foram identificados 135 diferentes rearranjos envolvendo o gene MLL,
destes, 94 foram caracterizados em nivel molecular, sendo que 35 sé&o
recorrentes. Contudo, apenas nove fusdes em genes especificos representam
mais de 90% dos casos (Elzamly e cols., 2018). As leucemias mielbides
agudas com translocagcdes envolvendo este gene sao comuns em pacientes
jovens e geralmente estdo associadas a maus prognoésticos. Estas
representam as alteragdes genéticas mais comuns na LMA pediatrica (Lagacé

e cols., 2017).
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De acordo com as “Diretrizes de trabalho de diagnostico inicial de
Leucemia Aguda” do Colégio de Patologistas Americanos (CAP) e da
Sociedade Americana de Hematologia, as alteracbes no gene MLL sdo um
marcador importante para estratificacdo do risco pediatrico, conferindo ao
paciente um progndéstico ruim. Recomenda-se também investigar essas
alteracbes em pacientes adultos e pediatricos com suspeita ou LLA-B
confirmada (Arber e cols., 2017).

A analise citogenética convencional, apesar de ainda ser considerada
padrdo-ouro no diagnostico de doencas hematolégicas (Wan, 2017), quando
utilizada para a deteccao de rearranjos envolvendo o gene MLL, ndo é capaz
de detectar cerca de um terco destes rearranjos. A utilizacdo da FISH surgiu
entdo como alternativa para estes casos (Keefe e cols., 2010). Atualmente a
maioria dos laboratérios utiliza a sonda de FISH break-apart (Figura 4) para
avaliar a integridade do MLL (Lagacé e cols., 2017). Embora forneca
informacdes importantes referentes sobre os rearranjos deste gene, esta sonda
€ incapaz de identificar especificamente outros genes envolvidos (Wan & Ma,

2012).
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Células em metifase | Células em interfase
) Padréo de
sinais na célula
normal: duas
fusdes
c)
5 Padréo de
sihais na célula
WL anormal: uma
\A fus&o, um sinal
¥ vermelho e um
sinal verde

Figura 4- Representacdo esquematica da sonda MLL break-apart. Legenda:
Sonda MLL break-apart. a) Marcacdo do cromossomo em metafase de células normais.
As sondas com marcacgédo verde e vermelho flanqueiam o gene MLL, nas células normais
se observa a integridade do gene em amarelo. b) Marcacéo em interfase de célula normal.
Observa-se a integridade dos dois cromossomos 11 em amarelo. ¢) Marcacdo em
interfase de célula com alteracao no gene MLL. Observa-se um sinal amarelo, e um sinal
verde e um vermelho. Fonte: Elaborado pela autora.

1.2.3 Investigagéo citogenética em tumores solidos

Estudos citogenéticos em tumores solidos também s&o essenciais para
prover informacdes diagndsticas e progndsticas, muitas delas ja estabelecidas
para diversos tipos tumorais (Liehr, 2017). De acordo com as “Diretrizes de
investigacdes citogenéticas em tumores” (Hastings e cols., 2016), a FISH pode
ser utilizada como principal método de escolha para o diagnéstico de diferentes
tipos tumorais, como por exemplo, para a deteccdo da amplificacdo do
oncogene MYCN em neuroblastoma, alteracées em 1p e 19gq em gliomas, e
amplificagéo do oncogene HER-2 em cancer de mama.

Nas analises de diferentes tipos tumorais, cada vez mais a citogenética
molecular vem se tornando independente das analises tradicionais de
bandamento cromossémico. Isso se deve a possibilidade de investigacdo

diretamente no tecido. A técnica de FISH pode ser aplicada em laminas com
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amostras tumorais frescas, congeladas, ou ainda secbes de tecidos
parafinados. Desta forma ndo ha necessidade de cultivo celular, reduzindo
assim o tempo de preparacdo e analise das amostras. O estudo direto no
tecido ndo cultivado permite também um melhor retrato da morfologia e
heterogeneidade tumoral (Liehr, 2017), evitando as alteracdes desenvolvidas in
vitro. Devido a andlise de uma ampla gama celular, ao se comparar com as
analises da citogenética convencional, € possivel detectar alteracbes em

mosaico e linhagens clonais de poucas células.

1.2.4 Diagnéstico das neoplasias

O sofrimento pessoal e o custo financeiro envolvidos com o diagnostico
e o tratamento das neoplasias sao significativos e muito altos. A melhor
abordagem para o bem-estar destes pacientes € realizar o diagnéstico precoce
e especifico, para que se possa instituir a terapia adequada para cada subtipo
neoplasico.

Todavia, a maioria dos pacientes de baixa renda de paises em
desenvolvimento ndo tem acesso a exames de laboratorio, patologicos,
radiolégicos ou outros métodos de diagndstico necessarios para a realizacao
do diagndstico precoce. Sendo assim, a grande maioria de pacientes com
neoplasias malignas nesses paises conseguem o diagndéstico apenas na fase

tardia da doenca, quando, muitas vezes, ja ndo ha mais cura (WHO, 2017).

1.3 FISH no contexto das malformacdes congénitas
As malformacdes congénitas, ou seja, qualquer alteracdo anatbmica
presente ao nascimento, sdo, nas Américas, a segunda principal causa de

morte em recém-nascidos e criangcas menores de cinco anos (Nac¢des Unidas,
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2017). Presentes em 5% dos nascidos vivos, estas alteracbes podem ser
determinadas total ou parcialmente por fatores genéticos (Horovitz e cols.,
2006).

No mundo, no ano de 2015 as malforma¢cbes congénitas foram
responsaveis pela morte de 303.000 recém-nascidos de até quatro semanas de
vida, representando 11% das causas de morte no periodo neonatal. Estima-se
que cerca de 94% das malformacdes congénitas graves ocorram em paises de
baixa e média renda. Isso se deve ao fato de que nesses paises as gestantes
tém menos acesso a alimentos nutritivos, um aumento da exposi¢cao a agentes
ou fatores como alcool e infec¢des, além de terem menor acesso aos cuidados
de saude e triagem (WHO, 2016).

No Brasil, no ano de 2016, ocorreram 10.472 mortes devido as
malformacBes congénitas, estas representaram 0,8% das 1.277.852 mortes
ocorridas neste ano (Brasil, 2018). Em nosso pais, estas alteracdes refletem
em cerca de 37% das internacbes em hospitais pediatricos de referéncia
(Horovitz e cols., 2005).

Nos humanos, as alteracbes cromossdmicas representam a principal
causa de malformacBes congénitas e falha reprodutiva (Lawce, 2017). De
acordo com estudos classicos em citogenética, as alteracbes cromossdémicas
sdo observadas em 1% dos recém-nascidos (Jacobs e cols., 1992) e em mais
de 10% dos natimortos (Jackson, 2002). Estdo presentes em torno de 50% de
todas as perdas gestacionais reconhecidas de primeiro trimestre (Hassold e
cols., 1980). Ademais, muitas doencas congénitas sdo secundarias a
desequilibrios  cromossdémicos  submicroscopicos  (microdele¢cdes  ou

microduplicagdes), 0os quais em inUmeros casos estdo associados a formas
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sindrdmicas de atraso do desenvolvimento e déficit intelectual. Contudo, estas
alteracdes ndo sao identificadas por meio das técnicas de citogenética classica,

mas somente utilizando técnicas moleculares.

1.3.1 Sindromes de microdele¢des e microduplicagcbes

Com os avancos das técnicas moleculares, como a FISH, e as novas
tecnologias de analise de alta resolugcdo genémica, tem-se descoberto novas
sindromes de microdelecdo ou microduplicacdo (Weise e cols., 2012; Nevado e
cols., 2014). Na ultima década, mais de 200 destas sindromes foram descritas
e registradas (Capalbo e cols., 2017). Em muitas destas sindromes as
delecdes/duplicacdes afetam de dois a dezenas de genes adjacentes, sendo
entdo chamadas de sindromes de genes contiguos. Vérias destas alteracoes
sdo recorrentes na populacdo e estdo associadas a fendtipos clinicos
especificos.

Na andlise direta de muitas destas sindromes, como Velocardiofacial
(VCFS) /DiGeorge (DGS), Prader-Will/Angelman, Williams e Smith-Magenis;
utiliza-se sondas de DNA loci-especificas de FISH. A técnica é aplicada quando
h&a uma suspeita especifica, ou ainda, na verificacdo de dados gerados por
array-CGH (Weise e cols., 2012). Devido as dificuldades de se detectar estas
alteracdes por meio do cariétipo convencional, 0 uso destas sondas se tornou

padréo na investigagéo destas sindromes (Lawce, 2017).



25

1.3.1.1 Sindrome del22q11.2

A sindrome de delecdo 22g11.2 possui um fenotipo clinico bastante
amplo e variavel, o qual pode ser caracterizado por dismorfias faciais,
imunodeficiéncia, alteracfes cardiacas congénitas, malformacdes do palato e
alteracdes endocrinas. Esta sindrome estd associada a altas taxas de
comorbidades clinicas e psiquiatricas, assim como déficit cognitivo (Verheij e
cols., 2018). Além disso, é atualmente, considerada como a sindrome genética
mais associada a esquizofrenia (Weinberger e cols., 2018).

A sindrome del22q11.2 é uma das doencas genéticas mais frequentes
em humanos, encontra-se na literatura uma prevaléncia estimada de 1 para
cada 3.000 a 4.000 nascidos vivos (Lawce, 2017). Ainda ndo se tem dados
bem estabelecidos destas frequéncias, uma vez que elas podem variar de
acordo com a amostra estudada e a técnica utilizada para a deteccdo da
alteracéo (Belangero e cols., 2009). Contudo, devido a expressividade variavel
desta sindrome, e, consequentemente, o diagndstico clinico dificultado,
acredita-se que os valores de prevaléncia encontrados em grande parte da
literatura estdo subestimados. De acordo com isso, Grati e cols. (2015),
avaliaram microdelecdes e microduplicacdes em gestacdes e encontraram uma
prevaléncia para del22g11.2 de 1 para cada 1.000 gestacdes de baixo risco.

Em decorréncia da dificuldade de diagndstico, alguns pacientes recebem
a confirmagdo da sindrome apenas na idade adulta, ou como parte do
seguimento do diagndstico de um membro da familia mais severamente
afetado (Benn e cols.,, 2017). A deteccdo precoce desta sindrome é
fundamental para possibilitar um diagndstico preciso para 0s pacientes e seus

familiares. Desta forma, o diagnéstico citogenético orienta o delineamento de
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uma terapia mais apropriada, e evita o agravamento do quadro clinico. Além
disso, pode-se proporcionar um aconselhamento genético mais especifico,
onde a familia recebe informacdes sobre progndstico, riscos de recorréncia e
possibilidade de diagnéstico pré-natal ou pré-implantacional para futuras
gestacoes.

Apesar da possibilidade de identificacdo das  alteracbes
submicroscopicas por meio das técnicas de array-CGH, MLPA (Multiplex
ligation-dependent probe amplification) e BACs-on-Beads; as sondas de FISH
ainda sdo utilizadas para diagnéstico ou confirmacdo dos resultados destas
técnicas (Grati e cols., 2015; Poirsier e cols., 2016). No que se refere as
sondas comerciais para investigacdo da delecdo 22g11.2, estas possuem uma
capacidade de deteccdo de cerca de 85% dos casos em delecdes de 3Mb
(Lawce, 2017), e usualmente consistem de uma sonda que se hibridiza na
regido critica TUPLE1(HIRA)- 22g11.2 e outra sonda em uma regido controle

NO Mesmo CromoSssomao.

1.4 Desenvolvimento de sondas in house

Antes de dispormos da imensa variedade de sondas comerciais que
temos acesso atualmente, as sondas para uso na técnica de FISH eram
desenvolvidas pelos proprios pesquisadores que as utilizavam. Mesmo com a
grande oferta de sondas comerciais, as sondas de desenvolvimento in house
ainda sao frequentemente utilizadas (Lawce, 2017).

Também conhecidas como sondas homebrew, estes tipos de sondas
sao comumente desenvolvidas a partir de clones de cromossomos artificiais de

bactérias (BACs). Os BACs sao vetores, ou seja, moléculas circulares de DNA
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que podem se replicar de forma autdbnoma no hospedeiro, neste caso, a
bactéria. Consistem em plasmideos de Escherichia coli que possuem
fragmentos de sequéncias especificas de DNA humano (inserto) e um gene de
resisténcia a antibidticos.

Estes vetores sdo capazes de clonar fragmentos de DNA de 100-
300Kb. As sondas homebrew podem ser produzidas utilizando vetores em
hospedeiros, ou o DNA pode ser adquirido jA& marcado e pronto para uso
(Lawce, 2017).

Atualmente, na citogenética molecular os BACs sédo mais utilizados no
desenvolvimento de sondas loci-especificas de FISH. Sendo desenvolvidas
para diversas aplicacdes, tais como; mapeamento genético, determinacdo de
pontos de quebra, caracterizacdo de cromossomos derivados e estudos de

células em interfase (Liehr, 2017).

1.4.1 Escolha dos clones

A identificacdo e selecdo dos clones para o desenvolvimento das sondas
é realizada utilizando as ferramentas de Genomes Browsers, como o UCSC
genome browser [https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway]. Este navegador
dispbe de uma série de categorias (tracks) onde se pode selecionar a busca
especifica, pelos BACs, genes ou sequéncias genbémicas especificas, como:
BAC End Pairs, Clones Placed on Cytogenetic Map Using FISH, UCSC Genes
e RefSeq Genes. Posteriormente, os clones selecionados podem ser

adquiridos na BACPAC Resources Center [https://bacpacresources.org/].
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1.4.2 Etapas de desenvolvimento laboratorial

O desenvolvimento in house das sondas de FISH consiste em varios
processos sequenciais, com etapas de checagem. No geral, desde a cultura
inicial dos BACs até a finalizacdo completa da sonda sdo necessarios pelo
menos seis dias consecutivos de trabalho. As principais etapas do
desenvolvimento laboratorial serdo descritas a seguir.

ApoOs aquisicdo, os clones sdo cultivados para aumentar a quantidade
dos insertos, apos esta etapa o0 DNA é extraido e purificado. Este DNA entédo é
amplificado e posteriormente marcado com os fluorocromos pela técnica de
Nick-translation (Figura 5).

Nesta técnica a desoxirribonuclease (DNAase) é usada para clivar (nick)
randomicamente ligacdes fosfodiéster de uma das fitas do DNA. No local da
clivagem é gerado uma hidroxila na extremidade 3’ e um fosfato na
extremidade 5'. Posteriormente, a DNA polimerase | remove o nucleotideo da
regido 5’ terminal gerada pela clivagem, e o substitui por nucleotideos (dNTPs-
Desoxirribonucleotideos fosfatados) marcados com fluorocromos na regido
terminal 3’. A cada vez que a DNA polimerase | adiciona um dNTP, o faz na
extremidade 5’ fosfato em diregdo a 3’ OH, unindo a ligacao fosfodiéster, mas
deixando uma nova extremidade 3 OH aberta. Assim, como um dNTP é
adicionado ao espaco aberto, as clivagens na fita vdo se movendo em direcao
a extremidade 3’ da fita de DNA (Farrell, 2010; Hermanson, 2013).

O DNA marcado entdo passa por um processo de precipitacdo, onde se
utiliza um DNA ndo marcado - Cot-1® DNA - que tem a fungcédo de bloquear a

hibridizacdo inespecifica em sequéncias repetitivas. Desta forma, se otimiza a
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hibridizacdo nas sequencias Unicas. Nas laminas isso se reflete em um material
mais limpo, com menos background (resquicios de fluorescéncia de fundo que
podem interferir na analise do material), um critério fundamental para uma
analise de FISH de qualidade. Posteriormente, o DNA precipitado é diluido em
um tampao de hibridizacdo contendo formamida, um solvente que cujo papel é
auxiliar na desnaturacédo da dupla-fita do DNA. Ao ser finalizada esta etapa, a

sonda estara pronta para ser aplicada nas amostras em laminas.
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Figura 5- Representagdo esquematica da técnica de Nick-translation. Legenda:
A marcacdo de DNA por Nick-translation com a atuacdo da enzima DNAse | a qual inicia a
clivagem de uma das fitas por meio da ruptura das ligacdes fosfodiéster, e a DNA polimerase |
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que remove nucleotideos existentes na fita os substituindo por dNTPs marcados. Fonte:
Elaborado pela autora.

1.4.3 Validagéo das sondas homebrew
Uma vez instituido o protocolo de manufatura das sondas, é necessaria
sua validacdo. Este processo consiste em testar cada sonda desenvolvida
garantindo resultados confiaveis para uso clinico. Desta maneira, 0 alvo deve
ser detectado na maioria das vezes, ndo devendo ocorrer ligacbes em alvos
indesejados. Além disso, na validacao serdo determinados os parametros para

se considerar uma amostra normal ou alterada (Lawce, 2017).

1.4.3.1 Classificacdo regulatéria das sondas de FISH

Nos EUA, as sondas comerciais de FISH para aplicagdo em
diagnosticos clinicos sdo regulamentadas pelo FDA (Food and Drug
Admististration) e outras instituicdes como o CAP, estas agéncias estabelecem
caracteristicas analiticas e de desempenho das sondas (Wan, 2017). Segundo
o FDA, as sondas de FISH sao classificadas em quatro grupos, conforme com
sua regulamentacao (Mascarello e cols., 2011):

(a) diagnéstico in vitro (in vitro diagnostics- 1VD), sondas/kits que
possuem performance analitica e utilidade clinica aprovadas pelo FDA.

(b) reagentes especificos de analise (analyte specific reagents- ASRS),
sondas “Stand-alone”, desenvolvidas de acordo com as boas praticas de
manufaturas e reguladas para uso clinico pelo FDA.

(c) sondas para uso exclusivo em pesquisa (research use only- RUO)
ou “investigation use only” (IUO), sujeitas a aprovacdo do FDA, porém nao

aprovadas para uso clinico.
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(d) sondas desenvolvidas e utilizadas exclusivamente in house, ndo séao
vendidas para outros laboratorios. Até o0 momento ndo sdo ativamente
regulamentadas pelo FDA.

De acordo com a classificagdo apresentada acima, as ASRs
representam a maioria das sondas de FISH utilizadas na citogenética clinica.
Como ndo séo aprovadas pelo FDA, apenas reguladas, e apesar destas ja
terem passado pela validacdo realizada pelo fabricante, elas devem ser
validadas pelo comprador antes do uso clinico (Saxe e cols., 2012). Desta
forma, cabe ao comprador determinar sensibilidade, especificidade e utilidade
da sonda (Lawce, 2017).

Também no Brasil, as sondas de FISH comercializadas, tanto para
diagndstico clinico quanto para a pesquisa, sao consideradas ASRs, nao
existindo em nosso pais legislacdo para desenvolvimento e validacdo dos

testes.

1.4.3.2 Etapas de validagao das sondas homebrew

Nas diferentes instituicbes que regularizam o desenvolvimento de
sondas para FISH os critérios de testagem de desempenho e validacdo sdo
distintos, e nem sempre, sao especificos para as sondas homebrew. Sendo
assim, Lawce (2017), no AGT Cytogenetics Laboratory Manual, utilizando os
criterios de validacdo do CAP, American College of Medical Genetics e
publicacdes reconhecidas neste tema, sugere critérios para validar sondas
desenvolvidas in house. Nestes critérios s&o avaliadas a sensibilidade,
especificidade e eficiéncia das sondas produzidas, sugerindo-se que estas

analises sejam realizadas em vinte amostras normais. Quando possivel,
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recomenda-se a verificacdo do funcionamento das sondas em amostras
alteradas, todavia algumas alteracdes sao tao raras ou dificeis de detectar por
meio da citogenética convencional que impossibilitam este tipo de testagem.

A sensibilidade da sonda é o quao bem a sonda detecta os alvos, pode-
se contar 200 interfases utilizando a férmula:

Sensibilidade= ndmero de interfases com o padrédo de sinais esperado X 100
NuUmero total de interfases

Enquanto que a especificidade da sonda é o quao frequente a sonda
detecta os alvos ou faz hibridizagdo cruzada com outro cromossomo que néo
seja aquele determinado. Comumente sdo analisadas 100 metafases para
verificacdo do padréo de sinais, de acordo com a formula:

Especificidade= nimero de sinais esperados por locus X 100
Numero total de sinais*

* ou humero de sinais no locus esperado + nimero de sinais no locus ndo esperado

Ainda para avaliacdo da especificidade da sonda, recomenda-se a
andlise precisa da localizagdo dos sinais diretamente nos cromossomos, esta
pode ser realizada pelo método de DAPI invertido, bandamento sequencial G-
ou Q-.

Por fim, a eficiéncia é verificada calculando-se a percentagem de células
analisaveis que hibridizaram ao se comparar com o numero de células sem
sinal.

Recomenda-se ainda, que os testes tenham reprodutibilidade, ou seja, a
sonda deve ter a mesma performance em varios ensaios, em dias distintos,
com diferentes técnicos, nas mesmas condi¢gdes de hibridizagéo, pos-lavagem

e preparo de laminas.
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1.5 Justificativa

A tecnologia de FISH ha& muitos anos vem sendo aplicada no mundo
inteiro. Porém, em nosso pais, seu custo comercial elevado tem limitado de
forma muito intensa a sua utilizacdo para diagndsticos aos pacientes do SUS.
Em nosso sistema publico de saude, a metodologia de FISH ainda néo é
disponivel rotineiramente para a realizacdo de diagnosticos. Desta forma, o
dominio da técnica de confeccéo de sondas de DNA para FISH representa um
avanco tecnoldégico que permite o acesso a diagndsticos mais precisos. Em
consequéncia disso, se pode oferecer aos pacientes um aconselhamento
genético mais diretivo e apropriado, além de proporcionar a coleta de dados
epidemioldgicos destas alteracdes para estudos futuros.

Além da tradicional aplicacdo da metodologia de FISH para diagndsticos,
o dominio da manufatura das sondas possibilita uma vasta gama de opc¢des
para a pesquisa citogenética, como a oportunidade de desenvolver novos
produtos que ndo estdo disponiveis no mercado, ou ainda, personalizar
produtos ja existentes de acordo com nossas demandas.

Ademais, a implementacdo da manufatura das sondas de FISH
possibilita um processo intenso de treinamento técnico. O acompanhamento e
o desenvolvimento de todas as etapas, desde a cultura dos BACs até a analise
e o registro fotografico das células, permite que o aprendiz possa desenvolver
uma série de habilidades. Dentre elas, estdo, o preparo de diversos reagentes,
a pratica de técnicas de citogenética e de biologia molecular, e capacitagdo ao
uso de diferentes equipamentos. Além da experiéncia de vivéncia em

atividades praticas de laboratério, onde o aluno pode perceber na pratica a
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necessidade da atencdo, comprometimento e dedicacdo nas atividades
laboratoriais e de pesquisa.

Até o presente momento, em nosso estado néo existe outro laboratoério
que produza sondas de FISH, tanto para aplicacdo em diagnosticos quanto
para pesquisas. Neste trabalho desenvolvemos trés diferentes conjuntos de
sondas de DNA, estas foram para aplicacdo da deteccdo da fusdo BCR/ABL1,

anomalias do gene MLL, e delegao 22q11.2.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Implementar a manufatura de sondas de DNA para hibridizacao in situ

fluorescente no Laboratorio de Citogenética da UFCSPA.

2.2 Objetivos especificos

a) Hibridizar as sondas desenvolvidas em vinte amostras controles
normais.

b) Hibridizar cada sonda desenvolvida em suas respectivas amostras
alteradas, confirmadas previamente por meio de cariétipo ou FISH.

c) Avaliar sensibilidade, especificidade e eficiéncia das sondas
desenvolvidas.

d) Capacitar a equipe do laboratério nos procedimentos associados ao

desenvolvimento e validacao dos produtos.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

O desenvolvimento in house das sondas de DNA para FISH foi eficaz.
As sondas para a deteccdo da delecdo 22gl11.2 e alteracdes do gene MLL
responderam adequadamente aos critérios de validacdo. A fusdo dos genes
BCR-ABL1 foi detectada em amostras alteradas, porém devido as marcacdes
inespecificas da sonda para identificacdo do gene BCR néo foi possivel realizar
a validacdo. Comprovamos que, ap6s o aprendizado e implementacdo das
técnicas, 0 custo por amostra tornou-se inferior a0 compararmos com 0S
valores oferecidos pelos fornecedores das sondas comerciais disponiveis.

O decorrer do presente estudo foi arduo, as dificuldades e imprevistos
desta implementacéo foram inuUmeras, principalmente devido ao fato de que a
maioria das técnicas desenvolvidas nunca tinham sido realizadas em nosso
laboratorio. Para chegarmos aos resultados obtidos foram necessérias
adaptacdes e modificacbes dos protocolos que tinhamos. Inicialmente as
alteracdes ocorreram na tentativa de deteccdo dos sinais e, apds, para
aperfeicoar os processos e melhoria da qualidade dos sinais. Dentre as
alteracdes mais significativas estdo, a reducdo do tempo de hibridizacado das
amostras pela metade, alteracdo do processo de co-desnaturacao, e por fim,
otimizacao das sondas produzidas com a reducdo da quantidade de sonda por
spot.

O dominio que adquirimos desenvolvendo estas trés sondas nos
proporciona habilidades para a elaboragcdo de novas sondas ou sondas
indisponiveis comercialmente. O grupo de pesquisa do Laboratorio de

Citogenética da UFCSPA pretende continuar com o desenvolvimento de
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sondas homebrew nos diferentes niveis de pesquisa académica, desde

iniciacao cientifica até pesquisas de pés-doutorado.
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5 ANEXOS

5.1 Material e Métodos

Este trabalho consistiu em uma pesquisa experimental com posterior
validacéo das sondas desenvolvidas. Os protocolos para o desenvolvimento das
sondas que utilizamos séo derivados daqueles utilizados e gentilmente cedidos
pela Profa. Dra. Marileila Varella-Garcia (Cytogenetics Core, Cancer Center,
University of Colorado — Aurora). Os protocolos de pré-tratamento e pos-lavagem
foram derivados daqueles utilizados e getilmente cedidos pela Prof?® Dra.
Mariluce Riegel (Laboratorio de Citogenética Molecular, Hospital de Clinicas de

Porto Alegre).

Local de Realizacdo e suporte financiamento

O presente estudo foi realizado no Laboratério de Citogenética da
Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre (UFCSPA),
contemplado no edital FAPERGS/MS/CNPQ/SESRS n° 002/2013 (Numero de
Processo: 1213-2551/13-0), no valor de R$ 149.945,00. No decorrer deste

trabalho, a aluna Luiza contou com a bolsa de estudos de doutorado CAPES.

Amostras

O projeto foi registrado na Comissédo de Pesquisa da UFCSPA (Anexo
5.1.1) e aprovado conforme o parecer do Comité de Etica em Pesquisa da
mesma universidade (2.348.732 de 25/10/2017) (Anexo 5.1.2). Para as analises
de sensibilidade, especificidade e eficiéncia das sondas desenvolvidas, foram
utilizadas vinte amostras ndo alteradas (controles negativos) de doadores
voluntarios saudaveis, todos alunos e/ou funcionarios da UFCSPA. Foram
coletados 4mL de sangue periférico, em tubo de colheita apropriado. As
amostras foram utilizadas apenas para a validacéo das sondas desenvolvidas, o
risco aos doadores foi associado apenas a prépria coleta de sangue. A doagéo
ocorreu mediante assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) (Anexo 5.1.3).

Os controles positivos para a validacdo das sondas foram obtidos de
amostras nao identificadas advindas do Hospital da Crianga Santo Antonio
(HCSA) e do Grupo Hospitalar Conceicdo (GHC). Convém esclarecer que as

amostras de medula éssea alteradas foram disponibilizadas pelo Instituto de
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Exames Genéticos — GENEX - laboratério responsavel pelas analises
citogenéticas do Grupo Hospitalar Conceicdo (GHC) (Anexo 5.1.4). Apés
andlise, liberacdo de laudo e estocagem por tempo padrdo, as amostras nos
foram fornecidas. Cabe aqui ressaltar que apds este tempo estas seriam
descartadas. Nos foram fornecidas cinco aliquotas néo identificadas com
diagnéstico citogenético para a presenca de cromossomo Philadelphia. Além do
resultado do cari6tipo, nenhuma outra informacédo a respeito das amostras foi

fornecida, mantendo assim o anonimato destes individuos.



5.1.1 Registro na Comissao de Pesquisa da UFCSPA

@

REPUBLICA FEDERATIVA DO BRASIL

MINISTERIO DA EDUCAGAQ

UFCSPA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE CIENCIAS DA SAUDE DE PORTO ALEGRE

COMISSAO DE PESQUISA

Atestado

Atestamos, para o fim de inscrigdo de projeto de pesquisa no processo seletivo de
iniciagdo cientifica/iniciagdo tecnolégica e inovagdo da UFCSPA, que os projetos de
pesquisa abaixo listados estado registrados na Comissdo de Pesquisa da Universidade
Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre.

Adriana Seixas

Inibidores de enzimas da cascata da coagulagéo: possiveis alvos no
controle de carrapatos e modelos para novos anticoagulantes

Cecilia Dias Flores

Perfil dos usuarios do sistema de saude do IPERGS

Claudia Ramos Rhoden

HSP70 como biomarcador do ponto critico da realizagéo de exercicio
fisico agudo em animais diabéticos expostos a poluigao atmosférica

Estela Iraci Rabito

Risco nutricional em pacientes admitidos em um servico de emergéncia
de um hospital terciario de Porto Alegre associagdo com
morbimortalidade

Graziela Brusch Brinques

Avaliagdo da composigéo de flavonoides em residuos de cebola

Graziela Brusch Brinques
!

Desenvolvimento de bebida fermentada probiética a partir de sucos de
banana e maga

Kellen Cristhinia Borges de Souza

Padronizagéo e avaliagdo da aga@o antimicrobiana de extrato de folhas
de Psidium cattleianum (araga) como matéria prima para formulagdes
de higiene oral

Kellen Cristhinia Borges de Souza

Desenvolvimento tecnolégico e avaliag@o da agao antimicrobiana de
extrato de Acca sellowiana

Kellen Cristhinia Borges de Souza

Determinagao de parametros de qualidade e estudo preliminar da
estabilidade de tintura de Passiflora edulis (maracuja)

Liane Nanci Rotta

Sistema especialista para apoio a anélise de amostras e selegao de
condutas em uroanalise

Paulo Ricardo Gazzola Zen

Implementag&o da produgéo de sondas de DNA para hibridizagéo in situ
fluorescente

Rafael Andrade Caceres

Estudos estruturais e planejamento de novos inibidores seletivos para a
enzima purina nucleosideo fosforilase (E. C. 2.4.2.1) de Mycobacterium
tuberculosis

Rodrigo Della Méa Plentz

Diagrama de influéncia para apoio a decisao na reabilitagdo
cardiopulmonar e metabélica

Porto Alegre, 23 de abril de 2014. ;v J %)/,,,
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5.1.2 Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da UFCSPA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
CIENCIAS DA SAUDE DE wm
PORTO ALEGRE
FPARECER CONSUBSTANCIADG DO CEF

DADCE DD FROJETD DE FEEQUIEA

Thuls da Pecquiea: mplementa; ;o da produ; ;o de sondas de DRA para Rbridza: ;0 0 5By fuorescenis.

Pecguicador: Fauo Ricands Gazzola Zen

Arsy Temdtioa: Eensbca Humana:
[Trats-se de pasquizsa envokiendo Gendtica Humana qus ndio neressits de andibe
&tica por parke da CONEP; )

Varcdo: 3

CARE: TEITE317.0.0000.534=

I'I:Htl.llgl-ll:l Proponands: Unhvarsidsde Federal d= Clnclss da Sa0de dz Pordo Alegne

Pabtrooinad or Priroipal: Fu'-ch-;!u de Amparn 3 Pesguisa do Estsdo do Rlo Grande do 3wl

DADCE DD FARECER

Hamars do Pansser: 2 328 732

Aprecentaglo do Projebo:

Frojeto: com o nh_hﬂ'fa-:le-:m‘l‘ﬂ:-;!n de sondas de DAA para FIZH representard um avangn iecrologion gue
permiird o aresso & dagnosticos mals precisns, o gue evard 8 reasiacio de um aconseihamenio genetcn
mals apropriado, = & cokts de dados epidemioligicns de méds mals ampio A partir da mplantscio desta
meeiodokogla, serd posshvel idenificar anormalidades diogendicas em meoplasias & diagnosticar dhversas
doenpxs causadas por mln'ul:lcl:p!-l:s cromossdmicas que deteminam sindromes disdrficas ou nefando
Frenial. Adrgis deshte projel , o Serdin predende inidar o desenvolvimenio de sondas para serem aplcadas
para o diagnéstos das amomalizs do gems MLL, da fuslc BCR/ASL = da sindrome de I:IElEi;Eu Z2g11.2.
Apds a plena Implantagdio das téonicas de manufatura & validacds dests sondas em experimentos de
Hbridizacio in siu fuonescente o Servipo buscard a ampllagio do legue de lesies.

Objeitvo da Pecgulea:

Cbjefivo Frimdno:

Imiplantaclo da marerfatura de sondas de DNA para hibrdizagio in siu fluorescents no Laboratério de
CRopenélica da UFCERA

Cijefivo Becundaria:

1- Produzir sondas de: DA para sersm uizadss em oulros Bsboraidrics ligados a0 31U3.

Ercareps:  hm Zamenkc Lefs 28

Balirre:  Sarmeniz CEPF: gomscimm
UrF. NS Eunicipio: PORTD ALDDNE
Talfona (=) Praoo-Ead E-mall: e ioksps sy br

&g 1 e DA
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE
CIENCIAS DA SAUDE DE  “QRErA ~ ™
PORTO ALEGRE

Cerframslia e Parscer 1 HE T

2- Capaciiar a equipe do laborattrio nos procedimenios assoclados 3 valldagdo dos produdos & a
iransferdncla e iecnologla ao setor produtivo.

3 Posslbliiar & realizagdo de exames de diogenstica molecular 308 pacientes do Hstema Unleo de Salde
(SUS).

4- Deservolver um banco de dados sobre anomalidades cromossimicas ldentfNcadas par metndos de
ciiogenética molecuiar.

#wallagao o Riscos & Senaficioa:
Risco minimo refercmie 3 colela de sangLe com volunianos da URCEPA.
Seneficlos ndo estao explicitados, mas pelos objetivo & |ustfcativa da pesquisa 3 produgde de novas

sondas ausllara para o avanco tecnoidgico das pesquUis3s Qenelicas no pals, o que permitird o acesso 3
diagnosticos mals preclsos,em comd o alxg custo g0 mesmo.Fuiuramenie esse testes poderdo ser
disponibllizagos acs pacienies do SUS M50 ha beneficio dinsto 305 participantes.

Comentarios & Conslderagies sobre 3 Pesquisa:

M30 haverd coleta de nenhuma Informagdo clinksa dos woluntarios. Em caso de qualquer complicagdo os
Indivkduos se50 Drientados peos proprios pEsqUIEadomes, UMa Ve qUe na equipe Embem Indul medlcos. A
chance de encontrar atteraces na regido 22911.2 ou o5 genas BCRMAL & MLL entre o5 Individucs aduttcs
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cariodipieas cltadas. Menhuma outra Informacds serd wilzada

Conslderagies sobre 08 Termos de apresentagdo obigatara
Todos o documenios forEm apresentados.

Ealermzn. o Saimacke Late 345

Balrea: Safraiin CEM: 00UISL1TO

UF: RS Husisipla: PORTO ALEGRE

Tebsloma:  [51)3 Sri-Sad E-mail. ool uftsoe psu i

Fgina = om 54

64



Contramcliz do Farsces 1340

Recomendagdes:

UNIVERSIDADE FEDERAL DE
CIENCIAS DA SAUDE DE
PORTO ALEGRE

Tz

Qo ™

Esciarecidio como 52rda ransportadas a8 amosiras bioldgicas do HCSA 2 GHE.
Conclusdas ou Pendéncias & Lista de Inadequacies:

Pojeto apmvade.

Considsragdes Finals a criterlo do CEP:
D 3COndo com DFG.I'EEE'I'EH}HE]II:I'.

Ests parecar fod elaborads bassado nos Gocumentos abalxo relacionados:

65

Tipa Documento Amubvn Postagem Aubor Situacan
Informnarlies Ba3sicas | PE_INFORMAGLES BAGICAS DO P | DAA02niT
o Profein ROJETD 2385134, 1ZF12
s RespOsia_an_parecer_CEP ot DRA0Z0T | Fauo Ricamo
123840 | Gazzola Zen
Pro=o Del@hate ! |Projeis_Doc,_Lulza Dorfman_Deiiedit] D207 | Padio Rlcans
Brochura e 1X3527T | Gazzola Zen
Fana o Focs Folha_de_rosto_assinada pdl ZAMEZ01T | Pauio Ricande
10508 | Gazzpla Zen
Cunmes memro_resposta 0eomeanis. 24182017 | Pauio Ricardo
- - P 15:39:52 | Gazrola Fen
Cunnes PE_PARECER_CONIUBSTAMCIADD | 24082017 | Pauo Ricamdo
CEP 18T167E.pdl 15:37:13 | Gazznla Zen
s Declaracar_FrojPesq sondas UFCoPA| 22062017 | Pauio Rlcamo
GENES pdt 15:%5:22 | Gazzpla Zen
Curiros Termo_de_compromisso.pdt TADE2017 | Pauio Rlcando
15:31:52 | Gazzola Zen
(87T TEMNO_Je_antenica.pan 5] E=E
15:31:18 | Gazznla Zen
Pro=o Del@hate ! |Projein_Doc,_Lulza Dorfman_z20o2di7| 22Da2017 | Pauio Rlcams
Brochura e 15:3043 | Gazzola Zen
TCLE | iEﬂ'nDE ge | TCLE UFCSPATpoGr 24ME207T | Pauo Ricardo
Assanimento / 15:224:13 | Gazzola Zen
Justlicaiva de
AlsEnda
SHuagss oo Parscer
Aprovads

Mocesalta Apreciaglo da CONEP:

Eoderwyn. Ao Saimack: Lene J4E

Bairo: Safmenin
UF: RS

CEP: DLOSITO

Hushdpla: PORTOALEGRE
Tibibonian: |4} S a-Eaifnd

E-rrasil.

e i e by



UNIVERSIDADE FEDERAL DE
CIENCIAS DA SAUDE DE
PORTO ALEGRE

Conframcla de Parsces 1 340 T

PORTO ALEGRE, 25 de Ouuim de 2017

rad™™

Assinato por:
Julla Fermanda Sammelmann Persra Lima
jCoordenador]

Esderega: Fua Sarmese Late 245
Balrea: Sarfreenln CEPF: 00iSL1TO
UF: A5 Eusidpla: PORTO ALEGRE

Talslona: |S1)3 515850 E-mail.  suoffufinoe mou b

Pagna e 54

66



5.1.3 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

RE-LBLIS, "EDET UL OO IT0S L
HINATERK 08 D KLASAT

UFCSPA

UNIVE RSILAALE FELEIAL BB CENGIRG LA SAUUE UE POR D ALESGHE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO [TCLE)
“Implementag3o da produgic de sondas de DMA para hibridizagdo in sifu
fluorescente™

As doengas genélicas s80 raras e seu diagnosiico € dependente de testes genéticos. A
hibridizagdo in sitv fluorescente (FISH) & um método diagndstico para algumas doengas
genéticas, porém de alto custo. Desta forma, o dominio da t&cnica de confecgio de sondas de
DMA para FISH representard um avango tecnoligico gue permitird o acesso a diagndsticos
mais precisos. O acesso a testes gensticos no Sistema Unico de Sadde (SUS) & muito restrito.

Sendo assim wvocé esta sendo convidado{a) a participar da pesqguisa infitulada
“Implementagio da produgio de sondas de DNA para hibridizag3o in situ fluorescente™.
0 objetive do estude & implementar a técnica de manufatura de sondas de DMA para FISH no
Laboratoric de Citogenéfica da UFCSPA. Vocé sera convidado{a) a participar cedendo uma
amosira de 4 mL de sangue. Nenhuma informagac adicional sera solicitada e sua amosira de
sangue ndo serd identificada. A amostra servird de controle para a validagdo da sonda de DMA
a ser utiizada em testes de FISH.

A implementagic da técnica de manufatura de sondas de DMA para FISH no
Laboratoric de Citogenética da UFCSPA represents um avango tecnologico que permitird o
acesso a diagndsticos mais precisos. Fuluramente, esses testes poderdo ser disponibilizados
aos pacientes do SUS.

O dnico risco & associado a coleta do sangue, podendo occomer desconforio e
sangramento minimos. Messes casos a assisténcia serd gratuita e realizada pela propria
equipe. A sua identidade nSo sera revelada uma vez que sua amostra ndo sera identificada.
Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelo procedimento proposto nesite estudo
(nexo casual comprovado), os custos serdo suportados pelos pesguisadores. A pesquisa nao
ira gerar nenhum custo ou beneficio direto aos participantes.

A sua participagdo & voluntaria Além disso, vocé pode desistir da pesquisa a qualquer
moments. O seu nome naoc sera revelado em momento algum. Nenhuma informagio sera
coletada e sua amostra ndo sera identificada.

Telefones de contato:

- Investigador principal: Prof. Dr. Paulo Ricarde Gazzola Zen (51) 33038774.

- Comité de Etica em Pesguisa da UFCSPA: (51) 3303-8804. Enderego: Rua Sarmento leite,
245 — CEP 00D50-170 - Porto Alegre-RS — para gquesites sobre a pesquisa e sobre os direitos
dos pacientes envolvidos ou sobre problemas decomentes da pesquisa.

An assinar abaixe, wvocé confima que leu as afimagies contidas neste termo de
consentimenio, que foram explicados os procedimentos do estudo, que teve a oportunidade de
fazer perguntas, que esta satisfeito com as explicagdes fomecidas e que decidiu participar
voluntariamente deste estudo. Uma via sera enfregue a vocé e oufra sera arguivada pelo
investigador principal.

Mome do Sujeiio de Pesquisa (lefra de forma) Assinatura
Data
Responsavel pela aplicagdo do TCLE Assinatura
Data
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5.1.4 Declaracdo GENEX

S GIEINIE[X

nstituto de Fxames Geméficos
Servigo eom Cactificado de Acreditagio do Codlege of Americon Pothologists. .-'-\I_:.HIE'IILL'I'

Paorto Alegre, 15 de agosto de 2017.

DECLARAGAD

Dedlaro para os devidos fins que GEMNEX- Instituto de Exames Genéticos SIS
LTDA EPP, CNPJ 93.019.644/0001-02 possui contrato em vigor de prestador de
servigos para o Grupo Hospitalar Conceigdo, Contrato n® 73/17, Processo n® 1034/18,
Pagina 93 da Se¢o 3 do Diario Oficial da Unidio (DOU) de 06 de Abril de 2017. Os
sernvigos prestados referem-se a andlises citogenéticas em amostras de sangue
periferico e medula 6ssea. Apds a realizagio da analise citogenética e da liberagdo do
laudo, as amostras séo estocadas por um tempo padrio e, apos, descartadas. Dentre
as amostras a serem descartadas ser@o selecionadas 10 aliguotas de amostras que
serao cedidas para utilizag8o no projeto de pesquisa “Implementagdo da produgso de
sondas de DMA para hibridizagSo in situ fluorescente™. Fomeceremos amostras, ndo
identificadas, com diagndstico Citogenéfico de presenga de cromossomo Philadelphia
(cinco aliguotas) e de alteragbes envolvendo o gene MLL (cinco aliquotas) para
validagio das sondas desenvolvidas no projeto de pesquisa citado acima. A dnica

informagéo cedida sera o proprio resultado do caridtipo, cu seja, que a aliquota
apresenta uma das alteragtes citadas. Nenhuma outra informagio sera fomecida,
mantendo assim o anonimato das amostras que, de ouira forma, seram descartadas.

O projeto & desenvolvido pela aluna de pos-doutorado Luiza Emy Dorfman, sob
a orentagio do professor Dr. Paulc Ricarde Gazzola Zen no Laboratiro de
Citogenética da UFCSPA. Cabe salientar que o pesguisador Paulo Zen & coordenador
do projeto de pesguisa “Estudo clinico, citogenético, molecular & imunohistoquimico
das neoplasias hematoldgicas para a identificacio de marcadores terapéuticos e
prognosticos®, aprovado pelo Comitd de Efica em Pesguisa do Grupe Hospitalar
Conceigio (GHC) (Projeto N° 10-055 de 12/05/2010) com cronograma valido até o
primeiro semestre de 2020. Este projeto prevé a utilizagio de amosfras de individuos
com diagndstico de doengas hematologicas gue sdo atendidos no GHC.

‘:?I’;a—— _7"l- ;:;""?' lﬂi‘:v{

'
] s

Dr. Giorgio Paskulin
Responsavel Técnico

Foncfan: (61) 33289276 - 2328 BET » gonewilgencwcom.br » v gonex. com br
Rua Francisca Farrer, 39€ 3 andar + Porie Alegre + RS + CEP: 20420140
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Selecédo dos clones
Os genes ou sequéncias de DNA de interesse foram localizados no UCSC

Genome Browser [https://genome.ucsc.edu] de acordo com a espécie humana,
hg19 assembly. Foram escolhidos os clones presentes nas bibliotecas BAC End
Pairs e Clones Placed on Cytogenetic Map Using FISH, conforme sua
localizacdo em relacdo ao gene ou sequéncia de interesse (Figura 1). Os clones
selecionados foram adquiridos da empresa BACPAC Resources Center

[https://bacpacresources.org/].

Genome Browser Tools Mirrors Downloads Wy Data Wiew Help About Us

UCSC Genome Browser on Human Feb. 2009 (GRCh37/hg19) Assembly
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Figura 1- Demonstracao da escolha do clone utilizado para identificagdo do gene

ABL1 no UCSC Genome Browser. legenda: Clones disponiveis em BAC End Pairs e
Clones Placed on Cytogenetic Map Using FISH compativeis com a sequéncia do gene ABL1
(sequéncia do gene marcada em azul claro, e gene ABL1 em retangulo rosa). No retangulo
vermelho, o clone RP11-83J21 utilizado para o desenvolvimento da sonda de DNA para
identificacdo do gene ABL1.

Desenho dos primers especificos

Foram selecionadas as sequéncias de cada clone adquirido, sendo que,
uma parte de cada uma delas, de cerca de 600 pb, foi copiada e colada no
PrimerQuest Tool do Integrated DNA Technologies
[https://www.idtdna.com/Primerquest/Home/Index] para escolher e comprar
cada um dos pares de primers (forward e reverse). Foram selecionados os pares
gue possuiam em torno de 20 pb cada um, que gerassem fragmentos de 200 a
500 pb, com conteudo de guanina e citosina de 45-55%, e temperatura de
anelamento (melting) entre 54 a 60°C. Antes da solicitacdo de compra, foi
realizado o BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) de cada uma das

sequéncias dos primers [https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi] para verificacao
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da especificidade em relacdo as sequéncias de interesse. Foram escolhidas
apenas as sequéncias que apresentaram 100% de cobertura na regidao de
interesse (query cover) e E value<1.0, quando estes valores apareceram
também para areas diferentes das selecionadas, selecionamos outro par de

primers.

Cultivo dos BACs

As sondas foram desenvolvidas a partir dos BACs comerciais (BACPAC
Resources Center): RP11-806D22, RP11-83J21, RP11-947D13, RP11-414G21,
RP11-1057H19 e RP11-825H3. Cada um dos clones adquiridos foi cultivado
overnight a 37°C em estufa bacteriologica, em 100 mL de meio sélido LB Agar
Affymetrix/USB® 3,5%, apds a solidificacdo do meio espalhamos em sua
superficie cloranfenicol a uma concentracdo de 34 pug/mL. Apds cultivo, foram
selecionadas de 4 a 8 colbnias uUnicas, de tamanho médio, isoladas (Figura 2),
as quais foram colocadas em cultivos individuais contendo 3 mL de LB Broth
Affymetrix/USB® 2% com cloranfenicol a 34 pg/mL.

3 N e

Figura 2- Colbnias isoladas e de tamanho médio. Legenda: Placa de Petri contendo
meio solido LB Agar apos cultivo overnight de clone. As setas indicam colbnias isoladas e de
tamanho médio.
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O material remanescente de cada col6nia foi utilizado para a verificacao
dos insertos mediante a reacdo de PCR (Polymerase Chain Reaction) com
primers especificos. Os produtos gerados foram identificados por meio de
eletroforese em gel de agarose 1% (Anexo 5.1.5). As identificag6es dos BACs
utiizados em cada uma das sondas, o locus cromossdmico, bem como o
tamanho do fragmento (em pares de base — pb) esperado para cada BAC apés
a revelacdo da eletroforese em gel de agarose, as sequéncias e as
caracteristicas dos primers especificos para cada BAC estdo descritos no quadro
1.

Quadro 1- Descricdo dos BACs e dos primers utilizados para desenvolvimento

das sondas.
Sonda l6cus BAC Pb Sequéncia do primer especifico Tm C/G
BCR- ou34 RPIL | o | F:5-GCCTGG CCTCTTTACTCTTATT-3 | 545°C | 455%
ABL1 q 83J21 R: 5- CTC ATA TCC TCA GAG AGA CCC A- 3’ | 54,9°C | 50%
BCR- RP11 F: 5- CAC AGT CTG GTA GGA GAA ACA- 3’ . )
ABL1 22911 806D22 | 2® | R 5-GGC AGC TGG ACT ACA AAG AT-3 | >487C | S0%
RP11 F: 5- GCC TGT ATC CCA GCACTT T- 3 | 52,6%
MLL 11923.3 | g47p13 | 219 R: 5 AGT GCA GTG GCA CGA TTT- 3' 55.1°C o0
L 10233 RPIL | .| F:5-CCTGACTTCTCT GGG CTATIT-3 | 541°C | 47,6%
q23. 414G21 R: 5- AGG ATG GAT CTA GGA AGT CTC A-3' | 54,2°C | 45.5%
RP11- F: 5'- CAA CAT CAC CCT GAC ACC AA-3 | 55,2°C | 50%
del22q | 22011.21 | 45719 | 332 R: 5'- CCA CCA CGC CAA GCT AAT- 3' 55.6°C | 55.6%
RP11- F: 5'- AAA CGT CTC ACC GAG TTG AC- 3 55°C | 50%
del22q | 22013.33 825H3 | 287 | R: 5- GGA GGA TAA AGC AGG AGA AAT GA- 3' | 54.4°C | 43.5%

Legenda: pb — tamanho do fragmento em pares de base, F — primer forward, R- primer reverse,
Tm — temperatura de melting, C/G — propor¢ao citosina e guanina.

Extracdo e amplificagcdo dos DNAs

Apenas as colbnias que obtiveram a confirmagdo das sequéncias
especificas por PCR foram utilizadas no desenvolvimento das sondas (Figura 3).
ApOs o cultivo overnight das col6nias unicas em LB Broth, o DNA de cada uma
delas foi extraido (QIAMp® DNA Mini Kit — QIAGEN) (Anexo 5.1.6) e quantificado
em gel de agarose (Figura 4) (Anexo 5.1.7). Posteriormente, dois DNAs de cada
clone foram selecionados para amplificacdo (REPLI-g® Mini Kit — Invitrogen)
para gue ocorresse o incremento da quantidade de DNA (Anexo 5.1.8). Apés a
amplificacdo os DNAs foram novamente quantificados em gel de agarose (Figura
5) (Anexo 5.1.9).
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R

Figura 3- Eletroforese em gel de agarose para confirmacéo dos insertos nas

bactérias cultivadas. Legenda: A primeira e Gltima coluna do gel apresentam o marcador de
peso molecular 100 pb DNA Ladder utilizado para mensurar o tamanho aproximado dos
fragmentos. Os nameros 1 e 2 indicam os clones escolhidos do BAC RP11-806D22 para o
prosseguimento dos experimentos, todos os clones apresentaram bandas compativeis com os
fragmentos esperados (228pb). Os nimeros 3 e 4 indicam os clones escolhidos do BAC RP11-
83J21 para o prosseguimento dos experimentos, todos os clones apresentaram bandas
compativeis com os fragmentos esperados (235pb).

Figura 4- Eletroforese em gel de agarose para quantificagdo dos DNAs
extraidos. Legenda: A primeira e segunda coluna do gel apresentam o marcador High Mass
DNA Ladder utilizado para quantificar a concentracéo de cada DNA extraido. Os niUmeros 1 e 2
indicam os DNAs extraidos do clone RP11-806D22, e os numeros 3 e 4, DNAs extraidos do
clone RP11-83J21. Com base na comparacéo da intensidade entre as bandas do marcador High
Mass e dos DNAs dos BACs, a concentragdo dos DNAs 1 e 2 foi estimada em 20 e 40 ng/pL,
respectivamente. Para o clone 3 ndo foi possivel estimar a concentragéo; ja para o 4, foi estimada
em 60 ng/uL.
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D22 D22 D22 |[[D22 D22 D22 (|J21 J21 1J21 ||J21 J21 J21
1pL 2pL 4pl 1pL 2pL 4plL ||1pL 2pL 4pl

High Mass

2puL 4pL

Figura 5- Eletroforese em gel de agarose para quantificacdo dos DNAs apés

Repli-G. Legenda: A primeira e segunda coluna do gel apresentam o marcador High Mass DNA
Ladder utilizado para quantificar a concentragdo de cada DNA extraido ap6s amplificacdo. Os
ndmeros 1 e 2 indicam as coldnias do clone RP11-806D22, 3 e 4 indicam as col6nias do clone
RP11-83J21; cada uma delas apresentando diluicbes com 1, 2 e 4 pL de DNA. Devido a clara
visualizagédo do aumento gradual das concentracdes, foram selecionados os DNAs das col6nias
2 e 4. Para ambas as colbnias a quantificacdo do DNA foi estimada em 40 ng/pL. Pelo fato das
aliguotas de DNA terem sido diluidas em 1:10 para a verificacdo no gel de agarose, a real
guantidade de DNA pode ser estimada em 400 ng/pL.

Marcag&o dos DNAs por Nick-translation

Foi utilizado em torno de 1 ug do DNA amplificado para a realizacdo da
marcacao por Nick-translation (Nick Translation Kit® — Abbott) (Anexo 5.1.10).
De acordo com a concentragdo estimada de cada DNA amplificado, foi definido
o volume a ser utlizado na reagdo. Por exemplo, para um DNA com
concentragdo estimada de 400 ng/pL, utilizou-se 2,5 pL para chegar a
concentracéo desejada de 1 pg (1.000 ng) de DNA. As reacdes foram realizadas
no termociclador (Veriti 96 — Well Thermal Cycler — Applied Biosystems), onde
0os DNAs e reagentes especificos foram incubados de 12 a 15 horas a 15°C, e
posteriormente permaneceram por 10 minutos a 70°C.

Cada conjunto de sondas desenvolvidas foi formado por um par de clones
cujos DNAs foram marcados com um fluorocromo vermelho (Red-dUTP), e outro
verde (Green-dUTP). A figura 6 representa o0s clones utlizados no

desenvolvimento das sondas BCR-ABL1 e MLL.
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Figura 6- Representacdo esquemaética da localizagdo cromossdmica dos clones

utilizados para o desenvolvimento das sondas BCR-ABL1 e MLL. Legenda: Em azul
se pode observar a localizacdo dos genes. Os clones estdo coloridos de acordo com o
fluorocromo utilizado em cada sonda. (a) ldeograma do cromossomo 9, a marcagcao em azul
representa o locus do gene ABL1, ao lado pode-se observar esta regido ampliada, e a direita
dela, um aumento maior mostrando o gene ABL1 e o clone que foi utilizado no desenvolvimento
desta sonda. (b) Representac&o do cromossomo 22 e do clone utilizado para avaliagdo do gene
BCR. (c) Ideograma do cromossomo 11 e os clones utilizados para identificag&do da integridade
do gene MLL. Fonte: Elaborado pela autora.
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Precipitacao e purificacdo das sondas

Os DNAs marcados foram individualmente misturados ao DNA de
esperma de salméo (Salmon Sperm® DNA - Invitrogen), a Cot-1 DNA (Human
Cot-1® DNA — Invitrogen), acetato de sodio 3M e etanol absoluto. Estas misturas
permaneceram por 1 hora a -85°C, decorrido o tempo, estas passaram por
centrifugacdes com alcool 70% para a lavagem dos pellets. Depois os pellets
foram deixados em temperatura ambiente para a secagem completa. Os
precipitados foram entdo dissolvidos em solucdo de hibridizacdo (tDenHyb-2
Solution® Insitus), com esta etapa concluiu-se o processo de desenvolvimento
das sondas, tornando-as disponiveis para a realizacdo dos ensaios de FISH
(Anexo 5.1.11).

Cultura e Processamento das Amostras

As amostras de sangue dos doadores voluntarios (controles negativos)
passaram por cultivo de 72 horas em meio PB-MAX® Karyotyping Medium
(ThermoFisher Scientific) em estufa de CO2 a 37°C. Decorrido o tempo de
cultivo, foi adicionada as amostras Colcemid® Solution (ThermoFisher Scientific)
por 20 minutos, estas entdo foram centrifugadas, e apds a retirada dos
sobrenadantes foi adicionado cloreto de potassio (KCI) 0,075M a 37°C para
realizacdo do choque hipoténico. Ap6s 15 minutos, se interrompeu a acado da
solucéo hipotbnica com solucéao fixativa de Carnoy (3 metanol: 1 acido acético
glacial). Os pellets das amostras foram centrifugados e lavados com esta solucéo
por duas vezes, ap0s processamento. A seguir, as amostras foram armazenadas
a-8°C.

As amostras de medula 6ssea (controles positivos), foram cultivadas e
processadas previamente no Instituto de Exames Genéticos — GENEX, o qual
nos disponibilizou aliquotas das células fixadas e em suspenséo para o preparo

das laminas.

Preparo das Laminas

Apoés cultivo e processamento, as amostras foram centrifugadas, os
sobrenadantes foram retirados e se adicionou solucdo de Carnoy para diluicdo
dos pellets. Com os pellets devidamente diluidos, se pingou com pipeta Pasteur

uma gota destas solu¢des em laminas de vidro previamente lavadas. Depois da
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completa secagem do material nas laminas, a concentracéo e indice mitético de
cada lamina foi verificada em microscopio de contraste de fase. As areas que
apresentaram melhores concentracdes de material foram demarcadas (spot)
com caneta de ponta de diamante. As laminas permaneceram em temperatura

ambiente até uma semana apods este preparo para o processo de pré-tratamento.

Pré-tratamento

Neste processo (Anexo 5.1.12) as laminas previamente preparadas
passaram por lavagens com citrato de sodio, solucdo de pepsina, tampao
fosfato-salino (PBS) e solucdo de formaldeido. Posteriormente foram
desidratadas em concentragcfes crescentes de etanol. Concluida esta etapa,

iniciou-se o processo de hibridizacao.

Hibridizacao

Foram preparadas as misturas das sondas para as laminas que seriam
hibridizadas naquele momento. Para cada lamina misturou-se 1,5 pL de cada
sonda marcada a 1 L de solucao de hibridizac&o (tDenHyb-2 Solution® Insitus).
Esta mistura foi colocada na regido demarcada do spot, representando 75ng/uL
de DNA marcado, a qual foi coberta com uma laminula redonda de 11 mm. A
laminula foi entdo selada com rubber cement (Elmer's®). Apds secagem
completa da cola, as laminas foram incubadas em estufa a 85°C por 10 minutos
para que ocorresse a codesnaturacdo dos DNAs. Terminado este tempo o
material das laminas foi hibridizado em camara umida a 37°C por 18 a 44 horas.

Pos-lavagem

Decorrido o periodo de hibridizacdo, as laminas foram lavadas em
solucdes de citrato de sodio e Tween-20; e depois, em solu¢gbes contendo
apenas citrato de sddio. Finalizado este processo, colocou-se o contracorante
DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) na regido demarcada, sobrepondo-a depois
com uma laminula. As laminas foram embaladas em papel-aluminio e

armazenadas sob refrigeracéo até o momento da analise.
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Anélise

As analises foram realizadas em microscopio de epifluorescéncia Axio
Imager Z2 Zeiss, e o0s registros fotograficos foram feitos no software
Isis®MetaSystems. A contagem das células seguiu os parametros de sinais
recomendados no The AGT Cytogenetics Laboratory Manual (Figura 7), e foi
realizada preferencialmente por dois analistas treinados. Cada spot foi varrido
de forma similar & analise comumente praticada para as laminas de bandamento
GTG. A analise ocorreu apenas nas laminas que apresentaram sinais brilhantes
e facilmente reconhecidos, com background escuro e limpo, sem resquicios de
fluorescéncia entre as células. Para a contagem utilizamos células integras, com
ndcleos bem delimitados, sem sobreposicdes, e metafases arredondadas com
aparéncia diploide.

As células foram avaliadas em filtro verde (Green- 49303 Chroma) e
laranja (Orange- 49305 Chroma) para a deteccdo individual das sondas
marcadas com os fluorocromos Green-dUTP e Red-dUTP, respectivamente.
Para a visualizacdo do conjunto de sondas desenvolvidas utilizamos o filtro triplo
(DAPI/FITC/TexasRed- 61002 Chroma). Para registro das andlises de FISH
utilizamos uma ficha (Anexo 5.1.13) para cada amostra, cujos dados foram
posteriormente transpostos para tabelas em Excel. Com estes valores
realizamos os calculos de sensibilidade, especificidade e eficiéncia das sondas

desenvolvidas.
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2G 2R - dois sinais bem
delimitados de cada cor

2G 1R — dois sinais verdes,

um sinal vermelho dividido.

1E 1R — um sinal verde
e umvermelho difuso.

2G 2R - dois sinais verdes,
fois sinais vermelhos, um
deles esta dividido.

2G 2R - um sinal verde
bem compacto o outro

mais difuso, dois sinais
wErmelhos.

1G 2R - um sinal verde,
um sinal vermelho bem
delimitadaos, o outro
difuso.

Mao analisar- poderm ser
dois niclenos cadaum
com dais sinais, au um
nucleon torcido.

Mao analisar- ndcleos
sobrepostos.

Figura 7- Representacéo de algumas das diretrizes para contagem de sinais de

FISH em interfases. Legenda: Interfases com sondas de FISH em duas cores. Abaixo de
cada desenho esta o resultado recomendado a ser considerado, onde G representa os sinais
verdes e R representa os sinais vermelhos. Fonte: Adaptado de Lawce e cols., 2017, elaborado

pela autora.
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5.1.5 Fluxos de trabalho- 1_Cultivo dos BACs e validacéo por PCR

Laboratorio de Citogenética
Universidade Federal de Ciéncias da Salde de Porto Alegre, 4° Andar

UFCSPA

Rua Sarmento Leite, 245 - Porto Alegre. Rio Grande do Sul. Brasil - CEP B0050-170
Fone +55 (51) 3303-8000 - Fax +55 (51) 3303-8810

1 Cultive dos BACs e validacio por PCR

Responsavel: Data: _ /[
Nome do BAC: Amntibiotico wsado:

A,

L N
L

b
bl

=

[N ]
i

Preparc dos meios de cultive LE Broth e LB Agar

LE Broth: 20g de me1o de cultive LE Broth + 1000mL de agua MalhQy

LE Agar: 35g de meio de cultive LB Agar + 1000mL de dgna MilliQ

Autoclavar

LE EBroth: detxar esfniar a temperatura ambiente. Ahquotar 3ml. do meio em fubos de cenfrifuga
LB;fgﬂr:deiJ:aresﬁiaraIéqmsepnssasegmrn frasco. Colocar S0ml. do mewo de culitvo em placas de
Petn. Derxar sohdificar a temperatwra ambiente

. Teste de contaminacio dos meio: de cultive LB Brorh e.[.B.—l',wr
Culmxmmbndenumlﬁgammmu&cuhwthuﬂnmﬁrmﬁemplm&%mnﬁude
culn'l:o mh:la[.ﬂ_-{gm'n.aahlﬁa 3T°memgi|ﬁ'_

Inoculacio dos BAC: em meio solide LBA:gﬂr

. Aphczl[ﬂpLderj:mhmdnasphﬂs&ePeﬁ:ﬂﬂmﬂumdﬂ:ﬂhﬁnmh&:Lﬂigﬁr e espalhar

utlzando material descartavel adequado . Dieixar secar a temperatira ambente .

Identificar cada wma das Placas de Petn a serem uhthzadas comnome do BAC . data | e imciais do
responsavel .

Inoeunlar o BAC com alga esténl de 10pl. atraves da téemca de espotamento

Colocar na estufa a 37°C overmight .

Replicacio daz colinias em meio liguide LB Brach

Com alga esten], inocular pelo menos quatro coldmas®* 1soladas e de tamanho medio para cada clone em melo
Liqmdo

Incubar no shaker a 37°C overnight ___;

¥ Milizar o restante de cada uma das colénias para o mixda PCR
Dsivar para colocar a Tag soments antes de ir para o termociclador.

. Verificacio da presenca da zequéncia de DMNA especifica por PCR

Preparar o mix para PCR de acordo com a tabela abammo

OBS. 1: Eetirar a TagPolimerase do armazenamento a -20°C apenas no momento do uso.

0BS. 1: Uilizar o restanfe de cada uma das eolomas para o mix da PCR on whlizar 1pl do meio de cultvo
liqudo (apos crescimento overnight) de cada uma das colénias apos Il:unmgnmﬂimri?msm.

Volume por reacio (nl) Volume por mix

H:0 1325
Tampao 10x 250
MeCl: 0,75
DNTE 5,00
Primer F 1.00
__Primer B 1,00
TagPalimeraze 0.50
DNA do BAC 1,00

Protocolo gentiimente cedido pela Profa. Dra. Manledla Varella-Garcia / Cyfogenetics Core Laborafory

£ Universidade do Golorado.

Traduzido e adapiadp por Luiza Emy Dorfman em 151 1/2017.
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Laboratorio de Citogenética
Universidade Federal de Ciéncias da Salde de Porto Alegre, 4° Andar

Fua Sarmento Leite, 245 - Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil - CEP 00050-170
Fone +55 (51) 3303-8000 - Fax +55 (51) 3303-810

2. Colocar no termociclador whlizando o programa adequado para o BAC a ser venficado _ ; Programa unhrado:

3. Venficar o tamanho do fragmento atraves de eletroforese
4. Baseado no tamanho do produto e na qualidade da banda presente no gel de agarose, escolher as duas melhores

colomas para cada clone
5. Armazenar os tubos de LE Broth com as colomas escolludas a 4°C, selando com parafilme (até | semana)

ou sepuir com a extragio do DNA bactenano

Frotocolo gentiimente cedido pela Profa. Dira. Manileila Varella-Garcia / Cyfogenetice Gore Laborafory
{ Universidade do Colorado.

Traduzido e adapiadp por Luiza Emy Dorfman em 151 1/204 7.
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5.1.6 Fluxos de trabalho- 2_Extracdo de DNA bacteriano

Laboratorio de Citogenética
Universidade Federal de Ciéncias da Salde de Porto Alegre, 4° Andar

Rua Sarmento Leite, 245 - Porto Alegre. Rio Grande do Sul. Brasil - CEP 80050-170
Fone +55 (51) 3303-8000 - Fax +55 (51) 3303-8810

UFCSPA

2 Extracio de DNA bacteriano — usando QLAamp DNA Mini Kit

Responsavel: Deata: _ [/ Indcio A5z @

Clone Cene

Ceninifugne lml. da suspensido cehular durante 1 mumato a 9. 000pm em um microtube

Remova o sobrenadante  ; mio misture o pellet celular!

Fepita os passos 1 e 2 no mesmo microtubo, se pecessano, ate que todo o volume seja centnfugado
Eessuspenda as céhalas em PBS 13, um volume total de 300pl. -

Adicione 30uL de QIAzen Proteinase K

Adcione 300ul de Buffer AT. . Misture no vortex por 15 segundos

Incube a 56°C por, pelomenos, | horaonate alisetotal e de umspin __ ;

Adicione 300ul de etancl 100% gelado . Misture e centmfurue brevemente

Aplique a mustura ao QlAamp Spin Column . Ceninfurue durante 1 ounato 2 8.000pm

. Cologue a coluna em um segundo tubo coletor hmpo (“collecting mube™) e descarte o filirado ___;

. Abra o tubo de coluna (“colummn tube™) & adicione 500pl de Buffer AW1 . Centmfupue durante 1 numuto
af000pm

. Cologue a coluna em um terceiro tubo coletor impo (“collecting mbe™) e descarte o filtrado

. Abra o tubo de coluna (*“colummn tube™) e adicione 500pl de Buffer AW?2 . Centmfupue durante 1 nomuto
a8 000pm

. Cologue a coluna em um tubo de microcentrifuga de 2ml limpo ., descarte o filrado e ceninfuzue
durante 1 minute a 13 000mpm;

. Cologue a coluna em wm tubo de microcentrifuga de 2ml. limpo e adicione 150ul. de Buffer AFE . Incube
a temperzhura ambiente por 5 punutos e centnfupne durante | monute a 8. 000pm _  MANTENHA O
SOBRENADANTE.

16. Eepita o passo 15 mais duss veres no mesmo tubo de muicrocentrifuga de 2ml. _ : fotal =450pL

17. Descarte o Spin Columm e mantenha o sobrenadante

18 Adicione 0,1x do volume da reacio de Acetato de Sodio 3IM (~45pl) -

19. Adicione 2-2 5x do volume da reacao de Etanol 100% gelado (~1.250pL., o volume pode ser doadido em 2

mcrotubos)

20. Misture gentilmente e mantenha a -85°C durante 1 hora ou a -20°C overnighr ___:

2]1. Centmfiugue durante 30 munutos a 11 000pm a 4°C, mmova o sobrenadante

22, Adveiome 200ul. de Ftanol 70% gelado (nio mizture), centrifupne durante 10 minutos 2 11.000pm a4°C

e remova o sobrenadante

23, Centrifogne novamente durante 2 mimitos a 11 00rpm e remova o mamo do sobrenadante nsando uma

pipeta pequena e seque o pellet a temperatura amhenfe por no mmimo 15 onutos

24, Dhissolva o pellet em 10-30ul. de Buffer AF ou H:0 em banho-maria a 37°C _

25, Estime a concentragdo de DNA submetendo a amostra a eletroforese em gel de agarose .

=l L N

=l

—
L b

—
i

—
LA

Término as _ @
Protocolo gentiimente cedido pela Profa. Dra. Manleila Varella-Garcia / Cyfogenetics Core Laborafory
f Universidade do Golorado.

Traduzido e adapiadp por Luiza Emy Dorfman em 151 1/20M7.
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5.1.7 Fluxos de trabalho- 3 Gel de eletroforese

Laboratorio de Citogenética
Universidade Federal de Ciéncias da Salde de Porto Alegre, 4° Andar

UFCSPA Fua Sarmento Leite, 245 - Porio Alegre, Rio Grande do Sul. Brasil - CEP BOD50-170
Fone +55 (51) 33038000 - Fax +55 (51) 3303-3310
3 Gel de eletroforese (High Mass)
Responsavel: Data: /|
A. Preparar o gel de agarose
1. Dhssolver 1z de Agarose em 100ml de TBE 1x___ ;
2. Aguecer a solugdo em microondas drante 3 mumitos
3. Resfnar o frasco em agua corrente . adicionar 10pl. de Brometo de Ehidio (estoque 10mg'ml) e
homogeneizar com cmdado
4. Colocar o gel nabandeja ., insenir o pente , aguardar a sohidificacdo (de 30 a 45 monutos) .
Aemaurit af BHA Ing) in ssch han
Fragmentsize | 2ul &L E
1700 1Ml il oy A1 g
1121345678 |%|10] 11|12 — = -m.; mn:
DHA 0 =p allny Fil ray ialing
HXO =0 op Mng &l g 120 ng
000 =p g 21 m 0
dee TN =p My Al ray alleg
5. Condigbes de comda: 85V, 400mA_ 50 munutes .
Reszultado:
ng ks
b alll
127 = ¢ I —cole o zel agm —
Tl
o —
an 2
- i
& plflars

1% agaiase gl Lo
wilh sthizizm zrzmide

Protocolo gentiimente cedido pela Profa. Dra. Manleila Varella-Garcia / Cyfogenetics Core Laborafory
/ Universidade do Colorado.
Traduzido e adapiadp por Luiza Emy Dorfman em 151 1/20M7.
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5.1.8 Fluxos de trabalho- 4_ Repli-G

Laboratorio de Citogenética
Universidade Federal de Ciéncias da Salde de Porto Alegre, 4° Andar
egre, Rio Grande do Sul, Brasil - CEP B0050-170

UFCSPA Fua Sarmento Leite, 245 - Porio Al
Fone +55 (51) 3303 0000 - Fax £55 (51) 3303-8810
Responzavel:

4 Reph € (Tampio 25pl)

cenfrifugne brevemente

Prepare a solugdo byffer D1 & byffer N1 para o nimero total de reactes de amplhificacdo de genoma total (yolgmes

baseados em 4 reagdes de Repli-G):
Byffer D1: 2 251, de DLE Byffer reconstitmdo _ + Bpl. de agua MO}

Byffer H1: 3L de stop solurion _ + 1Tpl de agua Milli) -

Identifique um eppendorf de S0uL e pipete 100ng (em < 2.5uL) do DNA molde (DNA gendmico — eDNA) no

tubo __ :

Data: _ [/ [

. Prepare a solugio DLE byffer estoque: adicione 500uL. de agua Milli) ao tubo . misture completamenta e

Inscio as: _ :_

Adicione 2 5ul. de Byffer D] ao DNA para desnaturagdo . Vortex . Ceninfupue brevemente
Incubar as amostras a temperatura ambente (15-25°C) por 3 punutos .
Adicione Spl. de Byffer M1 as amostras para nentralizagdo . Vortex . Centnfugue brevements

Prepare a master mix para o numero total de reagdes de amplificacio de genoma total no gelo e misture
Master Mix por amostra:
29l de Reph-G Midi Reaction Byffer .

10pL de dgua MalhQ}
1pL de Reph-G Midi DNA Polymerase . Retire do freezer apenas no momento do uso. Guardar assim que whlizar.

Adieione 40pl. do master mix acs 10ul do DNA desnaturado
Homogemze algumas veres com a pipeta pegando e soltando o lqudo

. Dhilua lul do produto do Reph-G 1:10 em dgua oalhi(}
12,

. Cologue o eppendorf de 50ul. no termociclador _ , selecione o programa Reph -G e mocle a maguina

Cologue em um gel de agarose 1%: o DNA dilwido Bepli-G e high mass ladder ou equvalente para estimar a
concenfracio do DMNA
Identificar o frasco do DMA com o pimero do clone, concentragao, data, e micials
Armazenar 0 DNA a -20°C ou prossegur com a marcagio

ID DNA molde

DMA mieial
(em L)

ng DNA
usadas para o
Repli-G

Repli-GDNAT]
1:10 dihuigdo

Rephi-GDNA
concentracao

(nzful)

Quantidade total
de DNA obtida
(mg)
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Protocolo gentiimente cedido pela Profa. Dra. Manledla Varella-Garcia / Cyfogenetics Core Laborafory
/ Universidade do Colorado.
Traduzido e adapiadp por Luiza Emy Dorfman em 151 1/2017.



5.1.9 Fluxos de trabalho- 5 Gel de eletroforese

Laboratorio de Citogenética
Universidade Federal de Ciéncias da Salde de Porto Alegre, 4° Andar

UFCSPA Fua Sarmento Leite, 245 - Porio Alegre, Rio Grande do Sul. Brasil - CEF B0D50-170
Fone +55 (51) 33038000 - Fax +55 (51) 3303-3310
5 Gel de eletroforese (High Mass)

Responsavel: Data: [ |

B. Preparar o gel de agarose

6. Dhssolver 1z de Agarose em 100ml de TBE 1x

7. Aguecer a solugdo em microondas drante 3 mumitos

g

homogeneizar com cmdado

. Resfiiar o frasco em agua corrente _ adicionar 10pl. de Brometo de Efidio (estoque 10mg'ml) e

84

9. Colocar o gelnabandeja ., insenr o pente  , aguardar a sohidificacdo (de 30 a 45 monutos) .
A=maurd af DM [ngl in arch hand
Fragment size 2uL %L apl
120N by 1l nz 200y &0 ng
T[2|3[4[5[6]7[slo(0[12 il Sl el B
DHA £l =p allny Fil ray ialing
HXO I cp lng &l g 120ing
200 =g g a1 S0ng
dee 1l =p M ny Al ray alleg
10. Condiges de comida: 85V, 400mA, 50 mimutes
Resultado:
ng ks
201 alll
127 = ¢ I —cole o zel agm —
Fri
o —
a .

& plflars

1% agaiase gl Lo

wilh

rthizium zrzmide

Protocolo gentiimente cedido pela Profa. Dra. Manledla Varella-Garcia / Cyfogenetics Core Laborafory
/ Universidade do Colorado.
Traduzido e adapiadp por Luiza Emy Dorfman em 151 1/2017.
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5.1.10 Fluxos de trabalho- 6 _Marcacéo direta do DNA- Nick-translation

Responszavel:

Laboratorio de Citogenética
Universidade Federal de Ciencas da Saude de Porto Alegre, 4° Andar

Fua Sarmento Leite, 245 - Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil - CEP BOD50-170
Fone +55 (51) 33032000 - Fax +55 (51) 3303-3310

6_Marcacio direta do DNA- Nick-translation

Data: __ '

Indcio as: __:_

Sonda:

Nota: Proteger da luz.

1.

Colocar no freerer um Eppendorf identificado para cada vm dos DMAS a ser marcado

2. Separar os reagentes -
1 2 3 4 5 6 7
Sonda dHID DHA 10 Nick 0.2mM 0.1mM dNTP Mick-
translation
completar até | para__ g translation SG or SE dITP Mix
Z2oHL Buffer dUTP Enzyme
SuL 2.5uL SuL. 1oyl SuL
SuL 2.5ul Sul. 1oL Sul
Sul 2.5ul Sul. 1oyl Sul
Sul 2.5ul Sul. 1oyl Sul
5uL 2.5ul Sul. 10yl Sul
5uL 2.5ul Sul. 1oyl Sul
5uL 2.5ul Sul. 1oyl Sul
Sul 2.5ul Sul. 1oyl Sul
3. Em cada Eppendorf identificado, adicionar os reagentes na crdem em que estio listados na tabela:
a. dHX) para wm vohume final de 22 511, quando combmado com o DNA _ ;
b. DNA para l|lg ou a quantidade desejada  :
¢. 5L de 10x nick translafion buffer
d 2. 5L 0.2mM SpectrumGreen, SpectnmyCrange ou SpectrumBed dUTP
e 5UL de 0.1mM 4TTP __ ;
£ 10pL de dNTP pux . Centmfugar _ Vortex
£ 5L de mick translation enzyme _ (manter po zelo durante todo o processo).
4, Incubara 15°Cpor _ horas (12-16 horas)
5. Incubara 70°C por 10 mmutos
6. Manterno gelo  ouincobara4°C_
7. Guardar a -20°C ou mmiciar o protocolo de Precipatagio do DA

Términe as: __:

Profocolo gentiimente cedido pela Profa. Dra. Marileila Varella-Garcia / Cyfogenetice Core Laborafory
£ Universidade do Colorado.
Traduzido e adapfadp por Luiza Emy Dorfman em 154 1/2017.



5.1.11 Fluxos de trabalho- 7_ Precipitacdo da sonda de DNA

UFCSPA

Responsavel:

Laboratorio de Citogenética
Universidade Federal de Ciéncias da Salde de Porto Alegre, 4° Andar

Rua Sarmento Leite, 245 - Porto Alegre. Rio Grande do Sul. Brasil - CEP 80050-170
Fone +55 (51) 3303-8000 - Fax +55 (51) 3303-8810

Drata: _ [/

7_Precipitacio da sonda de DINA

Imicio as: 1

1. Em umtubo de centrifuga de 1 5ml 1dentificado, adicionar:
a. Volume selecionade de DNA {marcado ou ndo) para su'pu.'ecl;nla.{h mdnaduzlmente ou em conyunto
10x pg de Human Cot-1 DNA ou quantdade

5k pg de DNA cameador (esperma de salmdo estoque lﬂpg."pl.} on quantidade apropriada

b.
c.
d 0.1z o volome da mix de Acetato de Sodio IMpH 5.2
e

—_—

2 -2 5x o volume total da mux de etanol 100% gelado .

86

Sonda

DNA marcado

Cot-1 DMA

DMA carreador

Acetato de Sodio

Etamol

Marcacio Gnica 50 ul

10 ul

5ul

Tul

180 ul

el bl

. Ressuspender o pellet em

completamente no vortex

Misturar os reagentes
Incubar a -85°C por 60 mimatos

Centrifogar a 11.000pm, 2 4°C por 30 mimitos
Remeover o sobrenadante
Lavar o pellet com 200uL. de etanol 70% gelado
Centrifogar a 11.000pm, a 4°C, por 10 minmtos
Femover o sobrenadante e repetir os passos 6e 7
Eemover o sobrenadante e secar as paredes do tubo com papel filtro
0. Dierxar o pellet secando a temperatura ambiente até que fique completamente seco_
1 pL de DenHyb mix para uma concentragio final de

»

12, Incubar a 37°C o banho-mama por, pelo menos, 15 mnutos, para dissolver o pellet
13. Embrulhar com papel alumimio. Manter no gelo até o uso ou armazenar a -20°C

Protocolo gentiimente cedido pela Profa. Dra. Manleila Varella-Garcia / Cyfogenetics Core Laborafory
/ Universidade do Colorado.
Traduzido e adapiadp por Luiza Emy Dorfman em 151 1/20M7.

_.nprp.L. Mistorar

Térmimo as: _ @
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5.1.12 Fluxos de trabalho- 8 _ Hibridizacéo in situ fluorescente em células
em suspensao

Laboratério de Citogenética
Universidade Federal de Céncias da Salde de Porto Alegre, 4° Andar

UF(-f"leA Fua Sammento Leite, 245 - Porto Abegre, Rio Grande do Sul, Brasil - CEP 80050-170

Fone +55 (51) 3302-0000 - Fax +55 (51) 3303-2310

8 Hibridizacio in situ fluorescente em células em suspensio

Ee:ponsavel: Data: _ [/ Imicio 251 21

Sonda:

A
L
1
3

& Lh R

10.
11.
12.
13.

14.
15.
16.

B9 =1 S L e L b

Pre-tratamento das Liminas
Eetrar da geladewa os reagentes que serao uhlizados
Colocar um frasco nmExSSCmbanho—mﬂa 3?“C

Preparar a solugio de pepsma/™HC1

(L 3gua destilada
1ml. HC] 1M (ammazenado na peladeira)
Tl pepsina (1,05gml. — armarenada no freezar) — Adicionar 3 solugio apenas no momento do uso

Cahcarasuh{;ia&peps&nambﬂnh—ma:iai?“c_,

Venficar temperatura da estufa 90°C

Preparar 3 frascos 1xPBS, 1 frasco Formaldeido (solugdo ammarenada na geladens), | frasco Etanel 7%, 1 fasco
Etanol £5%, | frasco Etanol 100% (todas devem estar em temperatura amblente no momento douse) _ :

Colocar as lammas na estufa a 90°C por 5 pumates
Redurir a temperatura da estufa para 85°C _

Incubar as limmas em 2x55C 3 37°Cpor 15 mm

Incubar as limmas em sohugdo de pepaina a 37 Cpor Toun
Lavar em 1x PBS no aptadorpor S muim

Lavar em outro frasco em 1x PBS no agitadorpor S min
hmbummh;in&Fmaﬂeiﬂnma_gin&rpuanﬁn
Lavar em 1x FBS po apitadorpor Smum ¢
Mmmethmemnﬂoscada,magmﬂ:r T0% _ . 85% _ 10Be_ ;
Secar as |amimas em temperatura amblente

—_—

Hibridizacio (prepare no escuro)

. Remover a sonda e o DenHyb do freezer, demxar descongelar em temperatura ambiente

Sonda vermelha Sonda verde | Denbiyb | Total por spot

Mix 1
Mix 2
Mix 3
Limpar as lamimulas com pape] toalha e aleool 7%, secar bem com papel toalha

Prpetar cndadosamente o mix, passar oo vortex e spim -

Deaxar o mix da sonda, 13minas e lamimlas 3 37Cpor Soun

Aplicar _ ul. do mix da sonda o spot da lanina. Cobrr com laminula redonda de 1lmm
Selar com rubber cement . Dherxar secar até que a cola fique fransparente

Incubar 2 85°C por 10 min para co-desmatmagdo -

Hibridizar em cimara mmida 3 37°C por _ horas.

1
Hazpital de Clinicas de Porto Alegre.
Adapitado por Luiza Emy Dorfman em 15/11/20M7.
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-------- Laboratorio de Citogenética

Universidsde Federal de Ciéncias da Salde de Porto Alegre, 4° Andar

UF(-:g[’ﬁ. Fua Sammento Leite, 245 - Porte Alegre, Rio Grande do Sul, Brasil - CEP BO0S0-170

Fone +55 (51) 3303-9000 - Fax +55 (51) 3303-8310

Términe as: /|

Limina | IDVMaterial Sonda Obzervaches
1
2
3
]
5
6
7
8
9
1
C. Pos-lavagem
Responzavel: Data: _ [ [
1. Ligar banho-manaa 71°C _
2. Colocar no banbo-mana 50ml. de 0 4= S5C (frasco de plasheo)
3. REhthSCdagﬂadma(asohcan&!ﬁﬁhrtmpﬂahnﬂamhmhpmum}_,
4. Venficar a temperatura das solngtes
5. Athmaramﬂ4xSSC15EmldﬂTn@m20{03 -j_,
6.
7. Venficar o pH da solugdo 0.4x 5SC0, 3% Taeen?(, pH T —7.2; aqustar se necessano
. Teamno da hbndizagioas ;.
9. Retirar com cwdado o rubber cement & remover 2 laminula
10. Incubar as limmmas por 5 mm em 0,4x SSC Tweenll, 67°C _
11. Lavar as lammmas por 5 min em 2x S5 Tween?(), 3 temperahura ambiente no agitador
12. Lavar as lammas por 5 min em 2x 55C, a temperatura amhente no agtador
13. Lavar as lammas por 5 min em 2x 55C, 3 temperatura ambiente no agitador
14. Com as l3mimas ainda tmdas, aplicar 10ul de DAPT (0.3 pg/ul) na lanwma
15. Cobrr com lamimmla de 22x50mm (limpas previaments), pressionar gentilmente com papel filtro, hmpando o
expesso
16. Proteger as lipunas de lur com papel almminde . Armasenar 3 4°C
Térmime as: _ @
2
Protocolo gerdilments cedido pela Profa. Dra. Mariluce Riegelf Labaoratdnio de Citogenética Molecular!

Adapiado por Luiza Emy Dorfman em 15/11/2047.
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| Projeto: | | M2 do ensaio:
I Responsavel: | | Data:__ f [
I ID da lamina: |
Wt st [ Weporcames | 2GR | 2GIR | 2GOR | 1G2R | 0G2R | 1GIR | 1GOR | 0GIR | SEMSINAL

I Total de metafases analisadas:

I Total de interfases analisadas:

| Percentual:

| Percentual:

Comentarios:
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Validacéao

Os critérios de testagem de desempenho e validacdo das sondas
seguiram o recomendado no The AGT Cytogenetics Laboratory Manual, cap. 16,
para validagédo de sondas desenvolvidas in house. Neste trabalho avaliamos a
sensibilidade, especificidade e eficiéncia das sondas produzidas.

Para os célculos de sensibilidade de cada uma das sondas desenvolvidas,
foram contadas 4.000 interfases em 20 amostras controle negativas, sendo 200
interfases em cada amostra. Foi considerado o padréo de sinais verde/vermelho
em cada uma das células analisadas.

Para os célculos de especificidade das sondas, analisamos ao menos um
total de 100 metéfases nas 20 amostras controle negativas. A fim de assegurar
com precisdo a localizacdo cromossémica das sondas desenvolvidas, utilizamos
a ferramenta do software de captura de imagem Isis®, chamada DAPI reverso,
que facilita a identificagdo cromossomica baseada no padrao de bandeamento
adotado na citogenética convencional. Desta forma, registramos no minimo dez
fotografias de metafases com este bandeamento. Esse procedimento assegurou
gue a sonda desenvolvida hibridizasse na regido cromossémica esperada, que
nao existisse hibridizagédo cruzada, que nado houvesse contaminagdo do mix da
sonda, e que o protocolo fosse adequado para o desenvolvimento da mesma.

Por fim, a eficiéncia foi verificada calculando-se a percentagem de células
analisaveis que hibridizaram, dentre as 4.000 células contadas.

As sondas para investigacdo de delecdo 22ql1l1.2 e fusdo BCR-ABL1
também foram testadas em amostras de controles positivas para ambas
alteracdes, para verificacdo do funcionamento correto das sondas na deteccao
das respectivas alteracbes. Cabe aqui ressaltar que, para garantir a
reprodutibilidade dos experimentos, todas as etapas do desenvolvimento das
sondas e hibridizagdo foram realizadas diversas vezes, em dias distintos, por

diferentes técnicos.
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5.2 Sonda MLL

Durante o periodo de aquisicdo dos reagentes selecionamos e
compramos os clones RP11-414G21 e RP11-59N1 para o desenvolvimento da
sonda MLL. Os cultivos bacterianos ocorreram conforme o esperado, todavia ao
realizar a etapa de checagem por PCR, néo ocorria a amplificacdo da sequéncia
utilizando os primers especificos para o clone RP11-59N1. Esta etapa foi
realizada por diversas vezes para este clone. Realizamos novas culturas, porém
também sem obtencdo de resultados na etapa de verificagcdo por PCR. Como
com os primers dos outros clones tivemos resultados positivos, cogitamos que
haveria algum problema especifico neste par de primers, desta forma optamos
por seguir as etapas de desenvolvimento desta sonda mesmo sem a
confirmagéo da sequéncia do BAC por PCR. Ao final do desenvolvimento da
sonda deste clone, observamos na analise em microscopia de fluorescéncia que
a marcacao verde, utilizada para este clone, se apresentava em outro
cromossomo que ndo o 11. Com o auxilio da ferramenta DAPI reverso, podemos
observar que a sonda marcava um par de cromossomos do grupo B,

aparentemente o brago longo do cromossomo 5 (Figura 8).

Figura 8- Imagens fotograficas em microscopia de fluorescéncia de sondas
desenvolvidas a partir dos BACs RP11-414G21 e RP11-59N1. Legenda: Na
metéafase da esquerda, apenas com os filtros laranja e verde, sem filtro DAPI, se pode observar
a marcacdo da sonda vermelha no braco longo de um cromossomo do grupo C (flechas
vermelhas), e a marcacgdo verde (flechas verdes) em outro cromossomo. A direita, utilizando a
ferramenta de DAPI reverso, se observa os cromossomos 11 com a marcagédo vermelha nos
bracos longos, e dois cromossomos do grupo B com a marcacdo em verde.
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Ao verificarmos no sitio eletrénico da empresa, encontramos a informacéo
de que 10% dos clones vendidos ndo correspondem as expectativas do
consumidor. Acreditamos que de alguma forma o clone que escolhemos foi
trocado por outro na prépria empresa, devido a algum erro de identificacdo ou
houve contaminacédo. Sendo assim, selecionamos outro clone, RP11-947D13,
com outra sequéncia também compativel com a regido de interesse. Para este
clone todas as etapas de desenvolvimento ocorreram conforme o esperado.

Apo6s o desenvolvimento das sondas utilizando o novo clone, foi realizado
0 processo de validacdo destas. Foram analisadas 200 interfases em amostras
de 20 controles negativos (Figura 9), resultando em um total de 4.000 células.
Deste total, 3.786 interfases apresentaram o padrdo de sinais esperado,
resultando em uma sensibilidade de 94,65%. A média de sinais esperados por
nacleo foi de 189,3 (175 - 197).

Ainda analisamos nestas amostras 136 metafases, as quais todas
apresentaram, conforme o esperado, dois sinais verdes e dois sinais vermelhos
na parte distal do braco longo do cromossomo 11. Sendo assim, a especificidade
desta sonda resultou em 100%.

Das 4000 interfases analisadas, 3972 apresentaram hibridizagéo,
resultado assim em uma eficiéncia de 99,3%. Em média, das 200 interfases

analisadas por amostra, 198,6 (193 - 200) hibridizaram.
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(d) (e) (f)

Figura 9- Imagens fotogréficas das sondas para detec¢cdo de anomalias no gene

MLL em nucleos interfasicos. Legenda: Ncleos hibridizados de amostra controle negativo
com as sondas para investigacdo do gene MLL. (a, d) presenca de dois sinais por ndcleo
utilizando o filtro verde. (b, e) presenca de dois sinais por nicleo com o filtro laranja. (c, f)
presenca de dois sinais amarelos por nucleo no filtro triplo.

O registro pela ferramenta de DAPI reverso foi realizado para 23
metéfases (Figuras 10 e 11). Durante o periodo de desenvolvimento deste
trabalho n&o tivemos acesso a nenhuma amostra com alteragédo confirmada no
gene MLL. Desta forma, a sonda pode ser testada apenas em amostras controle

negativas.
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Figura 10- Imagens fotograficas de metafase em microscopia de fluorescéncia
utilizando as sondas para detec¢cdo de anomalias no gene MLL. Legenda: A
esquerda, metéfase de controle negativo em filtro triplo, as fechas vermelhas indicam a
sobreposicdo das sondas vermelhas e verdes em amarelo, demonstrando a integridade da
regido do gene MLL. A direita, a mesma metéfase em DAPI invertido, pode-se observar que as
sondas estéo localizadas no bracgo longo do cromossomo 11.
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Figura 11- Imagens fotograficas de metafase com as sondas para deteccédo de
alteracdes no gene MLL em microscopia de fluorescéncia com a individualizacéo

dos filtros utilizados. Legenda: Metéafase hibridizada com as sondas para investigacdo do
gene MLL. (a) filtro verde, fechas indicam ambos os cromossomos 11 marcados com a sonda
desenvolvida a partir do clone RP11-947D13. (b) filtro laranja, flechas indicam ambos os
cromossomos 11 marcados com a sonda desenvolvida a partir do clone RP11-414G21. (c) filtro
triplo, sobreposicdo das sondas em amarelo em ambos os cromossomos 11. (d) DAPI invertido,
demostrando que as sondas hibridizaram nas regides esperadas.

Posteriormente aos testes de validacéo que realizamos conseguimos, por
meio da empresa Citogem, uma pequena amostra desta mesma sonda da
fabricante Vysis. Desta forma foi possivel compara-la com a sonda desenvolvida
por nés. Com a quantidade doada foi possivel hibridizar duas laminas. Sendo
assim, selecionamos duas amostras controle negativas que apresentaram bons
indices mitoticos nos testes previamente realizados.

Foram feitas duas laminas de cada amostra, em uma, foi utilizada a sonda

desenvolvida in house, e na outra, a sonda comercial. Um integrante da equipe
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gue nao participou do preparo e nem das contagens microscopicas cobriu com
uma etiqueta a identificagdo destas laminas para garantir que a analise fosse
realizada de forma cega. O pré-tratamento, hibridizacdo e pés-lavagem para
todas as laminas ocorreu da mesma forma e simultaneamente. As
concentracfes da sonda comercial utilizadas na hibridizacdo foram realizadas
de acordo com as recomendacdes do fabricante, enquanto que, para a sonda in
house permanecemos com o usualmente realizado nos testes anteriores.

Dois analistas realizaram as avaliacbes microscopicas, onde foram
avaliadas 200 interfases (Figura 12) por lamina e um total de 33 metafases
(Figura 13). Das 400 interfases analisadas nas duas amostras onde se utilizou a
sonda comercial, 384 apresentaram o padréo de sinais esperado, resultando em
uma sensibilidade de 96%. Ainda nestas amostras, analisou-se 23 metéafases,
onde todas apresentaram o padrdo de sinais na localizacdo cromossdmica
esperada. Desta forma, a especificidade resultou em 100%. Do total de
interfases analisadas, apenas duas nao apresentaram sinais de hibridizacao,
resultando em uma eficiéncia de 99,5%.

Para a sonda desenvolvida in house, das 400 interfases avaliadas, 391
apresentaram o padrao de sinais esperado, resultando em uma sensibilidade de
97,7%. Nestas amostras analisamos 10 metafases, todas apresentaram o
padrdo de sinais esperado, sendo assim a especificidade foi de 100%. Do total
de interfases analisadas, todas apresentaram sinais de hibridizacéo, resultando
em uma eficiéncia de 100%.

Verificamos que, apesar de a sensibilidade, especificidade e eficiéncia
entre ambas as sondas apresentarem valores muito similares, e a aparéncia do
padrdo e intensidade dos sinais ser bastante semelhante, as laminas onde
utiizamos a sonda comercial exibiram metafases com 0s cromossomos mais
integros, nitidos e sem citoplasma; e 0s nucleos tinham aspecto mais
homogéneo. A sonda comercial possivelmente tenha algum reagente que proteja
as células deixando o material com um aspecto mais homogéneo, néo
degradando as membranas celulares e nem o material genético, e/ou utilize
reagentes de melhor qualidade que os nossos, ou, simplesmente possua uma
qualidade melhor do que a nossa neste momento. Desta forma, acreditamos que
na sonda que desenvolvemos possa ser adicionado algum reagente que proteja

a morfologia cromoss6mica e celular, ou ainda, nos reagentes que utilizamos,
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algum deles poderia estar afetando a qualidade das células. Cabe aqui
esclarecer que as amostras hibridizadas com a sonda in house também
apresentaram interfases e metafases com aspecto homogéneo e cromossomos
integros, todavia ao compararmos com as amostras hibridizadas com a sonda
comercial, observamos um maior indice de células com aspecto ideal de analise

nestas.

Figura 12- Comparacgdo de interfases hibridizadas com a sonda in house e

sonda comercial. Legenda: Interfases hibridizadas com as sondas para investigacdo do gene
MLL, observadas em filtro verde, laranja e triplo, respectivamente. (a-c) Interfases hibridizada
com sonda desenvolvida in house. (d-f) Interfases hibridizada com sonda comercial.
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Figura 13- Comparacdo de metafases hibridizadas com a sonda in house e

sonda comercial. Legenda: Metéafases hibridizadas com as sondas para investigacéo do gene
MLL, observadas em filtro verde, laranja e triplo, respectivamente. Nas fotos as flechas indicam
a localizacdo dos sinais. (a-c) Metéfase hibridizada com sonda in house. (d-f) Metéfase
hibridizada com sonda comercial.

5.3 Sonda BCR-ABL1

No decorrer do desenvolvimento das sondas para deteccdo da fuséo
BCR-ABL1 foram necessarias diversas execucfes das etapas até que o material
se tornasse adequado para as andlises (Anexo 5.3.1). Todavia, quando
iniciamos as primeiras analises em microscopia de fluorescéncia, além dos sinais
gue esperavamos, detectamos inumeros outros sinais inespecificos. Estes
advinham da sonda desenvolvida para a identificacdo do gene BCR, marcada
com o fluorocromo verde. Os sinais inespecificos apresentavam-se de forma

mais evidente nas interfases (Figura 14) e ndo tanto nas metafases (Figura 15).
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5.3.1- Tabela de execucdes dos protocolos de desenvolvimento das sondas
de FISH- BCR-ABLL1.

Cultivo Extragéo do REPLI-g Nick- Purificacao Hibridizagéo
dos BACs DNA dos translation
BACs
Execlucéo 25/01/16 03/02/16* 07/03/16 03/05/16
Execzucéo 02/01/17 03/01/17 04/01/172
Execgugéo 11/01/173
Exec4u<;é0 18/01/174
Execsucéo 02/05/17 04/05/17 05/05/17 09/05/17°
Exec6ucéo 10/05/17 11/05/17 12/05/17°
Exec7ugéo 18/05/17°
Execsucéo 23/05/177 25/05/17 26/05/178
ExeCQUGéO 12/06/17 13/06/17 05/07/17°
Exe‘ig‘?é" 10/07/17% 25/07/17 26/07/17 | 27/07/17 28/07/17 31/07/17
Exeﬁcéo 10/08/17 11/08/17 12/08/17%
Exe(l:ggéo 15/08/17%
Exeigcéo 24/08/17 25/08/17 26/08/17%
Exeizcéo 28/08/17 29/09/17 29/08/17:
Exeigcéo 04/09/17 05/09/17 06/09/17%
Exe(l:ugéo 10/09/17%
6

Exei$c50 12/09/17 13/09/17 14/09/17%
Exeiggéo 18/09/17%® 25/09/17 26/09/17 26/09/17
Exeigqéo 09/10/17 10/10/17 11/10/17%
Exeggqéo 18/10/17 19/10/17%° 19/10/17%°
Exegicéo 23/10/17% 24/10/17%
Exeggeéo 30/10/17% 31/10/17 31/10/17%
Exegggéo 07/11/17 08/11/17% 08/11/17%

Legenda: (1) dificuldades na verificacdo do gel p6s-PCR (muito DNA); (2) sinais adequados,
muito background; (3) sinais adequados, sem background, sinais de umidade, material
desmanchando; (4) material desmanchando na regido da laminula; (5) curva Nick-translation
para determinagdo do melhor tempo para a reacao; (6) sinais adequados, marcacao some rapido;
(7) teste com maior quantidade de fluorocromo na reacéo; (8) sinais adequados; (9) auséncia de
sinais; (10) toda execucdo desenvolvida pelas alunas de TCC; (11) inicio das andlises nos
controles negativos, deteccdo de sinais inespecificos; (12) hibridizacdo incorreta, sondas
trocadas; (13) estufa estragou, hibridizacdo a 28°C, 1aminas manchadas, material degradado;
(14) sinais inespecificos; (15) teste de redugdo do tempo de hibridizagdo, permanéncias dos
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sinais inespecificos, auséncia dos sinais vermelhos; (16) novo kit de Repli-g; (17) permanéncias
dos sinais inespecificos; (18) verificacdo de que os sinais inespecificos aparecem sempre nos
mesmos cromossomos; (19) aumento da quantidade de Cot-1 (15uL) na purificagdo da sonda;
(20) ldminas com mix de sonda convencional e outro com menos sonda verde, ainda aparecem
0s sinais inespecificos em todas as laminas; (21) aumento da quantidade de Cot-1 (20uL) na
purificag@o da sonda; (22) teste com dois mix de sonda com diferentes concentra¢des da sonda
verde (1,5uL e 0,5uL), sem alteragbes significativas na redugdo dos sinais inespecificos, o
aumento do Cot-1 parece ter reduzido parcialmente os sinais inespecificos; (23) sinal de
fluorescéncia invertido — gene ABL1 marcado com fluorescéncia verde e gene BCR marcado
com fluorescéncia vermelha; (24) marcacéo inespecifica em vermelho; (25) purificagdo com 20uL
de Cot-1; (26) permanéncia das marcagdes inespecificas.

Figura 14- Interfases hibridizadas com as sondas BCR-ABLL. Legenda: Interfases
observadas em filtro verde, hibridizadas com as sondas para detec¢éo da fuséo dos genes BCR-
ABL1, nota-se a presenca de varios sinais inespecificos.
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Figura 15- Metéafase e interfase hibridizadas com as sondas BCR-ABLL1. Legenda:
A foto da esquerda foi realizada em filtro triplo, a da direita, a mesma imagem em DAPI reverso.
Nas metafases, as flechas indicam, em verde os cromossomos 22, e em vermelho os
cromossomos 9. Na interfase (a esquerda) as flechas indicam dois sinais verdes maiores,
compativeis com 0s cromossomos 22, ainda se pode observar em verde outros sinais menores
inespecificos.

Assim, as etapas de desenvolvimento desta sonda foram refeitas varias
vezes, testando diferentes fatores, com o objetivo de suprimir estes sinais
inespecificos (Anexo 5.3.1). No decorrer das etapas de desenvolvimento criamos
hipéteses para tentar compreender o porqué do aparecimento destes sinais,
buscando solucdes e as testamos. Uma das hip6teses para o surgimento dos
sinais inespecificos seria 0o excesso de DNA deste clone na sonda, logo
buscamos reduzir a quantidade desta sonda na lamina. Testamos também, o
incremento da quantidade de COT-1 no processo de precipitacdo, este reagente
€ responsavel por bloquear as sequéncias repetitivas.

De acordo com os protocolos que utilizamos para o desenvolvimento das
sondas homebrew, ao final das etapas de cultivo dos BACs, extracdo de DNA e
amplificagéo do DNA (Repli-g); haviam pontos de checagem, para a confirmagao
das sequéncias, quantificacdo do DNA extraido e quantificagdo do DNA
amplificado, respectivamente. Desta forma, sabiamos que a etapa realizada
havia decorrido conforme o esperado. Quando nas analises microscopicas
verificavamos que a hibridizacdo se mostrava inadequada, buscamos fazer
alteracOes nas etapas de purificacdo; e ao ndo ter o resultado esperado,
partiamos para as alteracfes na etapa de Nick-translation. Sendo assim,

buscamos repetir ou alterar uma etapa anterior no desenvolvimento das sondas,
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se todas as tentativas ndo dessem certo, iniciAvamos as mudancas e repeticoes
em uma etapa anterior, neste caso o Repli-g.

Além das hipoteses citadas, outros fatores também podem interferir na
qualidade e funcionamento das sondas, como, o tempo decorrido de
armazenamento dos DNAs, periodo e quantidade de vezes em que as solucdes
e kits foram utilizados, devido principalmente a alteragcbes de temperatura.
Durante o desenvolvimento deste estudo, muitas vezes trabalhamos com mais
de um conjunto de sondas por vez, desta forma quando apenas um tipo de sonda
nao apresentava o funcionamento adequado, suspeitavamos que o problema era
especifico daquela sonda, e ndo dos reagentes e kits utilizados. Por outro lado,
guando em um conjunto de laminas com diferentes sondas ndo apresentavam
0s sinais esperados, sabiamos que o problema era devido a algum fator que foi
comum a todas as amostras.

No processo de testagem para a melhoria desta sonda, passamos a
observar que os sinais inespecificos pareciam estar presentes sempre nos

mesmos cromossomos; 1, 2 e 13 (figura 16).

Figura 16- Presenca de sinais inespecificos com as sondas BCR-ABL1. Legenda:
A foto a esquerda apresenta-se em filtro triplo, a direita, a mesma imagem em DAPI reverso. Nas
metéafases, as flechas indicam a marcacao inespecifica nos cromossomos 1, 2 e 13.

Passamos a suspeitar entdo que a marcacéo inespecifica advinha de uma
inadequacéo do BAC utilizado, RP11 806D22, o qual além de ser complementar
aregido 22q11.22, também parecia ser complementar a outras regides de outros

cromossomos. Com o intuito de testar esta hipdtese, utilizamos a ferramenta
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BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), que busca por regides de
similaridade entre sequéncias de nucleotideos ou proteinas, e calcula a
significancia estatistica das possiveis combinagfes encontradas, disponivel no
portal do NCBI [https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/]. Ao utilizarmos a ferramenta para
a sequéncia do clone RP11 806D22, obtivemos como resultado uma similaridade
entre a sequéncia de nucleotideos do cromossomo 22, e regibes dos

cromossomos 1, 2 e 13, conforme a figura 17.

S NCBIE x (&2 NCBIE X Y = NCBIE X Y [ HowTe X Y & NCOO X \ & NCOO X \ = Homo X Y 2 BLAST X Y = NCBIiE X Humar X Y & HS52: X 8)l=le]
& C | @ Seguro | https:/blast.ncbi.nim.nih.gov, ) ) & W
BLAST Resuits
Edit and Resubmit Save Search Strategies b Formatting options > Download YoulflllJ How to read this page  Blast report description
Job title: Nucleotide Sequence (220461 letters)
RID 034Y 4 (Expires on 11-07 23:54 pm)
Query ID Icl|Query_144567 Database Name Genome (GRCh38.p7 reference assembly top-level)

Description None Description Homo sapiens GRCh38.p7 [GCF_000001405.33] chromosomes plus unplaced
Molecule type nucleic acid and unlocalized scaffolds (reference assembly in Annotation Release 108)
Query Length 220461 Program BLASTN 2.7.1+ o Citation
Other reports: » Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results] [Human genome view] [MSA viewer]

& Graphic Summary
Distribution of the top 125 Blast Hits on 25 subject sequences &)
Mouse over to see the title. click to show alignments
Color key for alignment scores
W <a0 Wao0-50 W so-s0 Wso0-200 W>=200
| | | - | I |
1 40000 80000 120000 160000 200000
(& Descriptions
Sequences producing significant alignments:
Select All None Selected:0
1 Alignments o

Description

HSCHR22 1 CTG6 7046 50741 16%

Figura 17- Resultados da ferramenta BLAST para a sequéncia de nucleotideos

do clone RP11 806D22. Legenda: o retangulo vermelho indica a similaridade entre a
sequéncia pesquisada e regides dos cromossomos 1, 13 e 2. O valor query cover representa a
taxa de similaridade entre estas sequéncias e a sequéncia investigada.

Com base nestes achados, acreditamos que durante o processo de
escolha dos clones para o desenvolvimento das sondas in house, deveria ser
incluida uma etapa de verificagdo das sequéncias com a ferramenta BLAST,
etapa que ndo constava em nossos protocolos originais. Desta forma a escolha
dos clones seria mais acertada, evitando gastos e trabalho desnecessarios.
Devido ao término dos recursos para o desenvolvimento deste projeto, nao foi

possivel adquirir outro clone para substituir o RP11 806D22.
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Apesar das intercorréncias com um dos clones escolhidos para este
conjunto de sondas, ao testarmos as sondas em amostras de controles positivos,
Philadelphia positivos, observamos nas metafases analisadas a presenca do
padrao de sinais esperado; um sinal vermelho, um sinal verde e um sinal amarelo
indicativo da fusdo dos genes BCR-ABL1 (Figura 18). Mesmo detectando o
padrdo de sinais esperado nos controles positivos, ndo foi possivel realizar os
testes de validacao para este conjunto de sondas devido aos sinais inespecificos

detectados.

N’

Figura 18- Padrdo de sinais encontrados em amostra controle positiva para

fusdo dos genes BCR-ABLL. Legenda: a metafase a esquerda é observada com a
ferramenta DAPI reverso, a direita, a mesma imagem em filtro triplo. As flechas vermelhas
indicam o cromossomo 9, as verdes, o cromossomo 22, e 0 asterisco indica 0 cromossomo
Philadelphia, onde é possivel observar a fusdo das duas sondas.

5.4 Contratempos além da bancada

Além das etapas inesperadas ja relatadas aqui inerentes ao processo de
implementacgéo das técnicas, no decorrer deste trabalho ocorreram imprevistos
que dificultaram, e em alguns momentos atrasaram o cronograma de trabalho
previsto. Estes imprevistos foram relacionados a diversos fatores, os quais 0s
mais significativos serao relatados brevemente.

O cronograma proposto no projeto contava com a liberacdo de recursos
ainda no ano de 2013. A primeira liberagcdo dos recursos (R$ 74.972,50)
aconteceu em janeiro de 2014, sendo que, conforme orientagdo da agéncia,
imediatamente adquirimos os bens de capital. Assim, restaram R$ 34.472,50

desta primeira liberacdo. Porém, no orgamento para a compra somente dos kits
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de Nick-translation seriam necesséarios R$ 37.920,00. Ou seja, somente foi
possivel adquirir reagentes quando aconteceu a segunda liberacao de recursos.
N&o seria prudente comprar apenas parte dos reagentes e deixa-los estocados
sob risco de perder prazo de validade. Assim, a compra dos reagentes somente
pode acontecer a partir da liberacéo de todo o valor contemplado, que aconteceu
em fevereiro do ano de 2015.

Adquirimos entdo um lote de reagentes suficiente para a implementagéo
dos procedimentos laboratoriais, sendo que optamos por iniciar pela manufatura
da sonda para a dele¢éo 22q.11.2. Foram comprados todos os BACs, reagentes
e kits necessarios para o desenvolvimento de uma das sondas para FISH
previstas (22¢.11.2). Como diversos reagentes sao importados e 0s
fornecedores ndo os tém em estoque, pois sao rarissimos laboratérios brasileiros
gque manufaturam sondas de DNA, recebemos todos o0s insumos necessarios
para trabalhar somente em meados de julho de 2015.

Comecamos, entdo, a desenvolver a primeira sonda, porém somente 0
fluorocromo verde foi observado. N&o foi possivel visualizar o fluorocromo
vermelho, mesmo adequando procedimentos laboratoriais e utilizando outros
microscoépios de fluorescéncia. Para testar se o problema era com a sonda que
produzimos ou com o fluorocromo, invertemos a marcagao. Marcamos o clone
da regido controle de vermelho e o clone da regido critica de verde. Mesmo
alterando a marcacédo, ndo observamos a marcacao vermelha, apenas a verde
novamente. Este primeiro kit de Nick-translation que adquirimos pertencia a
marca Jena Bioscience, diferente da indicada nos protocolos que tinhamos. No
momento da compra dos reagentes a marca utilizada nos protocolos ainda néo
estava sendo comercializada no Brasil, desta forma precisamos adquirir esta
outra. Mesmo sem o funcionamento adequado de um dos fluorocromos podemos
verificar que o desenvolvimento das sondas estava ocorrendo de acordo com 0
desejado, ja que conseguimos visualizar as sondas marcando os loci definidos
para 0 cromossomo 22.

Em outubro de 2015 realizamos a compra dos reagentes necessarios para
a manufatura das outras sondas e conseguimos adquirir o kit de Nick-translation
da marca Abbott que estava comecando a ser importado para o Brasil. Este kit
era o indicado nos protocolos obtidos a partir da Profa. Marileila Varella-Garcia.

Ao final do més de janeiro de 2016 recebemos este kit de Nick-translation. Além
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do que ja foi descrito, ocorreram outros imprevistos que sdo apresentados no

quadro 2.

5.5 Atividades complementares desenvolvidas

No decorrer deste trabalho tivemos muitos periodos sem atividades de
bancada devido aos varios fatores que aqui foram relatados, estes periodos
foram utilizados principalmente para o desenvolvimento e escrita de artigos
cientificos. Ao longo deste trabalho de doutorado, foram publicados 8 artigos
cientificos.

Também fizeram parte das atividades desenvolvidas neste periodo os
orcamentos e compra de reagentes, atuagédo na documentacao para a prestagéo
de contas deste projeto, cooperacao na elaboracéo de projetos para os editais
INCT-MCTI/CNPg/CAPES/FAPs n° 16/2014, edital MS-SCTIE-Decit/CNPq n°
12/2018. Orientacao e coorientacao de trabalhos de conclusdo de curso, apoio
e treinamento de bolsistas de extensdo e iniciacao cientifica. Além de atividades
de docéncia com aulas e seminarios em disciplinas da graduacdo e pos-
graduacéo, e minicurso de Citogenética no Congresso Brasileiro de Genética

Médica.
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Quadro 2- Principais imprevistos ocorridos durante o trabalho.

Imprevisto Periodo Consequéncias Desfecho
Atraso na liberagéo Julho Adiamento da compra dos | Verba recebida em
segunda parcela da 2014- reagentes. fevereiro de 2015, de
verba (Primeira parcela | Janeiro Experimentos ndo puderam | imediato foram feitos
recebida em janeiro de | 2015 iniciar. 0S orgamentos e
2014 utilizada para compras dos
aquisicao dos reagentes.
equipamentos).

Atraso de entrega de Fevereiro | Experimentos ndo puderam | Experimentos
reagentes importados. 2015- iniciar sem todos os iniciaram assim que
Agosto reagentes necessarios. os reagentes foram
2015 recebidos.
Fluorescéncia vermelha | Setembro | Durante a realizagdo da Se conseguiu solicitar
néo foi visualizada no 2015 sonda de delecdo 22q foi a compra de dois kits
primeiro kit Nick- possivel confirmar que as da marca Abbott.
translation adquirido. No duas sequencias utilizadas
momento da compra sé estavam adequadas.
havia disponivel o kit da Ambas marcaram com o
marca Jena Bioscience. fluorocromo verde e
nenhuma com o vermelho.
Kits Nick-translation Janeiro Ambas fluorescéncias nédo Solicitada a troca dos
recebidos sem 2016 foram observadas nas kits, os quais foram
refrigeracéo adequada amostras testadas. recebidos apenas em
no transporte. Experimentos de FISH agosto de 2016.
Suspensos.
Falta de luz na Fevereiro | Alteracdo das temperaturas | ApoOs retorno da luz,
universidade por 3 dias | 2016 dos reagentes 0s reagentes foram
devido a temporal. armazenados nas armazenados
geladeiras, freezers e adequadamente.
freezer -80°C.
Consequéncias
desconhecidas na
eficiéncia dos reagentes.
Aquisicdo de Maio 2016 | Adaptacdo ao novo sistema | Treinamentos em
microscopio de de captura e softwares. setembro e novembro
fluorescéncia novo. de 2016 e maio de
2017.
Filtro triplo inadequado Setembro | Dificuldades na andlise das | Solicitagdo da troca
no microscoépio novo. 2017 amostras. Muitas tentativas | do filtro.

de melhorar a qualidade
das laminas antes de
verificar que o filtro estava
trocado.
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REVIEW ARTICLE

The role of cytogenetics and molecular biology in the
diagnosis, treatment and monitoring of patients
with chronic myeloid leukemia

0 papel da citogenética e da biologia molecular no diagnostico, no tratamento e no
monitoramento de pacientes com leucemia mieloide cronica

Luiza Emy Dorfman'; Maiara A. Floriani’; Tyana Mara R. D. R. Oliveira'; Bibiana Cunegatto'; Rafael Fabiano M. Rosa'%; Paulo Ricardo G. Zen**

1. Universidade Federal de Ciéncias da Satide de Porto Alegre (UFCSPA), Rio Grande do Sul, Brazil.
2. Complexo Hospitalar Santa Casa de Porto Alegre (CHSCPA), Rio Grande do Sul, Brazil.

ABSTRACT

Chronic myeloid leukemia (CML) is the most common myeloproliferative disorder among chronic neoplasms. The history of this disease joins
with the development of cytogenetic analysis techniques in human. CML was the first cancer to be associated with a recurrent chromosomal
alteration, a reciprocal translocation between the long arms of chromosomes 9 and 22 — Philadelphia chromosome. This work is an updated
review on CML, which highlights the importance of cytogenetics analysis in the continuous monitoring and therapeutic orientation of this

)

disease. The search for scientific articles was carried out in the PubMed electronic database, using the descriptors “leukemia”, “chronic
myeloid leukemia”, “treatment”, “diagnosis”, “karyotype” and “cytogenetics”. Specialized books and websites were also included. Detailed
cytogenetic and molecular monitoring can assist in choosing the most effective drug for each patient, optimizing the treatment. Cytogenetics
plays a key role in the detection of chromosomal abnormalities associated with malignancies, as well as the characterization of new
alterations that allow more research and increase knowledge about the genetic aspects of these diseases. The development of new drugs,

through the understanding of the molecular mechanisms involved, will allow a possible improvement in the survival of these patients.

Key words: BCR-ABL positive chronic myeloid leukemia; leukemia; cytogenetics; karyotype; Philadelphia chromosome; therapeutics.

INTRODUCTION

CML is characterized by clonal expansion of hematopoietic

progenitor cells, resulting in increased circulating cells of

locytic li . The characteristic symptoms of this dis
Chronic myeloid leukemia (CML) is a rare type of neoplasia, SHAILIOCYHC TICARE. THE CHTACIEIISHC SYIIPIOTs OF THIS (sease

with incidence of 1-2 cases per 100,000 individuals annually. are chronic fatigue, weight loss, bleeding and fever; whereas

signals are anemia, granulocytosis, and immature granulocytes,

CML is the most common chronic myeloproliferative neoplasms, , .
presence of basophils, thrombocytosis and splenomegaly®.

representing 0.5% of all new cancer cases in the United States".

J Bras Patol Med Lab. 2018 Apr; 54(2): 83-91.

This represents 15% of all leukemia in adults and is more common
in men than women (1.3-1.7 compared to 1.0). The National
Institutes of Health (NIH) estimates that, in 2017, there will
be 8,950 new cases of CML and approximately 1,080 people
will die from this disease’>¥. CML is most frequently diagnosed
among individuals with 40-60 years of age, with mean age of 53
years and only 10% of patients are diagnosed with less than 20 years
of age®?.

The first treatments for CML provided a significant
improvement in the quality of life at the chronic phase disease.
For several years, the only treatment available for patients was
hematopoietic stem cells transplantation®. The development of
cytogenetic research involving the Philadelphia chromosome and
molecular alterations enabled the emergence of a new perspective
for the CML treatment, making it more accurate and effective. The
aim of this article is an updated review about CML, highlighting
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: The Erb-b2 receptor tyrosine kinase 3 (ERBB3) belongs to a family of epidermal growth factor receptors of
Type 1 diabetes mellitus protein tyrosine kinases, and regulates cell survival, differentiation and proliferation in several cell types.
DNA polymorphisms Previous studies have suggested that ERBB3 contributes to TIDM pathogenesis by modulating antigen pre-
ERBB3 gene senting cell function, autoimmunity and cytokine-induced beta-cell apoptosis. Accordingly, some genome-wide

association studies identified ERBB3 gene as a susceptibility locus for T1IDM, with the strongest association
signal being observed for the rs2292239 single nucleotide polymorphism (SNP) in intron 7 of the gene.
Therefore, the aim of the present study was to replicate the association of the ERBB3 rs2292239 SNP with T1DM
in a Brazilian population. We analyzed 421 T1DM patients (cases) and 510 nondiabetic subjects (controls). All
subjects were self-declared as white. The ERBB3 rs2292239 (A/C) SNP was genotyped by real-time PCR using
TagMan MGB probes. Genotype (P = 0.001) and allele (P = 0.002) frequencies of the ERBB3 rs2292239 SNP
were differently distributed between T1DM patients and nondiabetic controls. Moreover, the A allele was sig-
nificantly associated with risk for TIDM when considering recessive (OR = 1.58,95% CI 1.11-2.27; P = 0.015),
additive (OR = 1.78, 95% CI 1.21-2.62; P = 0.004), and dominant (OR = 1.39, 95% CI 1.07-1.81; P = 0.016)
models of inheritance. However, after adjustment for presence of high-risk HLA DR/DQ genotypes, the
152292239 SNP remained independently associated with TIDM only for the additive model (OR = 1.62, 95% CI
1.02-2.59; P = 0.043). Our results suggest that the A/A genotype of the ERBB3 rs2292239 SNP is associated
with risk for TIDM in a white Brazilian population.

1. Introduction accounts for up to 30-50% of the genetic risk for TIDM (Steck and

Rewers, 2011; Noble, 2015). Although polymorphisms in other 60

Type 1 diabetes mellitus (T1DM) is caused by autoimmune de-
struction of pancreatic beta-cells by T lymphocytes and macrophages,
which renders affected subjects insulin-dependent for life (van Belle
et al.,, 2011; American Diabetes Association, 2015). The disease prob-
ably arises from a complex interaction among several genetic and en-
vironmental risk factors (van Belle et al., 2011). The major suscept-
ibility locus maps to the HLA class II region at chromosome 6p21, and

genes have minor effects on TIDM risk compared to HLA loci, the
combination of HLA haplotypes and non-HLA polymorphisms has been
shown to improve disease prediction (Winkler et al., 2014; Pociot and
Lernmark, 2016). Thus, the identification of non-HLA polymorphisms
associated with TIDM might aid the prediction of this disease (Steck
et al., 2014).

In this context, recent genome-wide association studies (GWAS)

Abbreviations: TIDM, type 1 diabetes mellitus; HLA, human leukocyte antigen; GWAS, genome-wide association study; ERBB3, Erb-b2 receptor tyrosine kinase 3; SNP, single nucleotide
polymorphism; EGFR, epidermal growth factor receptor; PI3K, phosphatidylinositide 3-kinase; Akt, Protein kinase B; APCs, antigen-presenting cells; HbAlc, glycated hemoglobin; PCR,
Polymerase chain reaction; HWE, Hardy-Weinberg equilibrium; DKD, diabetes kidney disease; DR, diabetic retinopathy; GLIS3, GLIS family zinc finger 3; PTPN22, protein tyrosine
phosphatase, non-receptor type 22; INS, insulin; IL2RA, interleukin 2 receptor subunit alpha; ORMDL3, ORMDL sphingolipid biosynthesis regulator 3; BACH2, BTB domain and CNC
homolog 2; IL27, interleukin 27; RNLS, renalase, FAD-dependent amine oxidase; PBMC, peripheral blood mononuclear cell
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Delta phalanx is a rare abnormality typically associated with additional features. We describe a
patient with a phenotype resembling Catel-Manzke syndrome, but with delta phalanx and
abnormal vertebrae and ribs. The patient was the only child of half siblings born with a marked
prenatal growth deficiency. At 10 years of age, she had a short stature, long face, long and
tubular nose with small alae nasi, high palate, short and broad thorax, and short index fingers
with radial deviation. There were hyperpigmentations following Blaschko's lines. Radiology
showed a proximal delta phalanx in the index finger of hands, abnormal vertebrae, and fused and
small ribs. GTG-Banding karyotype and microarray analysis yielded normal results. Exome
sequencing identified 25 genes that harbored homozygous variants, but none of these is
assumed to be a good candidate to explain (part of) the phenotype. The here described patient
may have a new condition, possibly following an autosomal recessive pattern of inheritance,
although due to the high degree of consanguinity a compound etiology of the phenotype by
variants in various genes may be present as well.

KEYWORDS
abnormal ribs, abnormal vertebrae, autosomal recessive, consanguinity, delta phalanx, short
stature
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Report of a patient with fragile X syndrome
unexpectedly identified by karyotype analysis

Relato de um paciente com a sindrome do X fragil identificada
de forma inesperada por meio do cariotipo

Maiara A. Floriani'; Marcelo R. Vilas Boas'; Rafael Fabiano M. Rosa'?; Patricia Trevisan'; Luiza Emy Dorfman';
Rosana C. M. Rosa'; Tatiana D. Zen'; Paulo Ricardo G. Zen"*

1. Universidade Federal de Ciéncias da Satide de Porto Alegre (UFCSPA), Rio Grande do Sul, Brazil.
2. Complexo Hospitalar Santa Casa de Porto Alegre (CHSCPA), Rio Grande do Sul, Brazil.

ABSTRACT

Fragile X syndrome is considered the main known cause of inherited learning disabilities and it is characterized by mutations in the
FMR1 gene. Our aim was to report an unexpected detection of a patient with fragile X syndrome by GTG-Banding karyotype analysis
(G-bands after trypsin and Giemsa). The karyotype analysis identified Xq27.3 fragility in 17% of the metaphases analyzed and in 54%
when using TC 199, consistent with the cytogenetic diagnosis of the syndrome. This case was the sole one to present the fra(X) tests in the
high-resolution karyotype analysis in our care service, contributing to future diagnoses of patients with history of developmental delay.

Key words: karyotype; fragile X syndrome; intellectual disability; chromosomal fragile sites.

INTRODUCTION the same fragile site in 54% of the metaphases analyzed, which
confirmed the diagnosis (Figure)®.

Fragile X syndrome is considered the main known cause of
inherited learning disability and it is characterized by mutations ,
in the FMR1 gene. Our aim was to report an unexpected P “
detection of a patient with fragile X syndrome by GTG-Banding
karyotype analysis (G-bands after trypsin and Giemsa). The q q
patient was a 2-year-old boy with history of neuropsychomotor 27.3 « b —
developmental delay. He was the second child of young parents, \ /
with no similar family history. His pregnancy was uneventful.
The child was born by normal delivery at term, weighing 3,200 g

chromosome fra(X)(q27.3)

FIGURE — Partial GIG-Banding karyotypes (= 550 bands) showing a normal X and
fragile X [fra(X)(q27.3)] chromosomes

GIG: G-bands after trypsin and Giemsa; p: short arm; q: long arm.

and measuring 49 cm. He evolved with developmental and speech
delay. Physical examination showed broad forehead, triangular
face, epicanthal folds, and prominent ears. High resolution GTG-
Banding karyotype analysis (> 550 bands) made from peripheral
blood by the modified method of Yunis (1981)®, using culture
medium Roswell Park Memorial Institute medium (RPMI) 1640 abnormality in individuals with fragile X syndrome, which he
(Invitrogen), identified spontaneous fragility of the region q27.3  called "X chromosome marker™®. This alteration was more
of X chromosome in 17% of the 53 metaphases analyzed, which  frequently verified when using the TC 199 medium®. Currently,
was consistent with the diagnosis of fragile X syndrome®. Further the diagnosis of fragile X syndrome is more frequently performed
study using low folic acid culture medium (TC 199) showed by polymerase chain reaction (PCR) and southern blot, techniques

Lubs (1969) was the first to identify this chromosomal
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Applications of electron microscopy in health:
the example of epidermolysis bullosa

Aplicacoes da microscopia eletronica em satide: o exemplo da epidermélise bolhosa

Maiara A. Floriani'; Ana Elisa K. Bau'; Raquel P. Silva'; Carla Graziadio™; Luiza Emy Dorfman’;
Tatiana D. Zen'; Rafael Fabiano M. Rosa'; Paulo Ricardo G. Zen'3

1. Universidade Federal de Ciéncias da Satide de Porto Alegre (UFCSPA), Rio Grande do Sul, Brazil. 2. Hospital da Crianga Santo Antonio (HCSA), Rio Grande do Sul, Brazil.
3. Irmandade Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre (ISCMPA), Rio Grande do Sul, Brazil.

ABSTRACT

We report the case of a patient with dystrophic epidermolysis bullosa (DEB) diagnosed by transmission electron microscopy (TEM),
emphasizing the applications and importance of this technique in the health area. The patient was a male, the only child of young and
non-consanguineous parents without similar cases in the family. The patient underwent a cutaneous biopsy in which TEM revealed sub-
basal membrane involvement, confirming the diagnosis of DEB. Despite technological advances, TEM continues to play an important
role in diagnosis and clinical research and is considered the best option for confirmation of diagnosis and subtypes of diseases such as

epidermolysis bullosa (EB).

Key words: epidermolysis bullosa; epidermolysis bullosa dystrophica; epidermis; basement membrane; electron microscopy.

INTRODUCTION

Our aim was to report the case of a patient with dystrophic
epidermolysis bullosa (DEB), whose diagnosis was reached
through transmission electron microscopy (TEM), highlighting the
applications and importance of this technique in health. The patient
was an 18-year-old Caucasian man, the only child of young and
non-consanguineous parents without similar cases in the family.
According to his mother, the bullous lesions appeared after 15 days of
life, affecting the skin of hands, shoulders, elbows, back, knees, ankles
and feet, besides oral and nasal mucosa. Some of the lesions had
blood inside and the developed scars were atrophic (erythematous
in the region of the knees and feet). The lesions frequently get
infected, causing itching when dry (Figure 1). When the patient
was 8 years old he underwent a skin biopsy, whose histopathological
analysis showed findings indicative of a subepithelial blister, with
only one intrapapillary projection in the central area. The adjacent
dermis showed mild edema and minimal lymphocytic infiltrate.
TEM performed from the biopsy of a bullous lesion caused by skin
friction showed sub-basement membrane involvement, confirming
the diagnosis of epidermolysis bullosa (EB) of the dystrophic type

(Figure 2). An increased number of lesions appeared with the
patient growth, especially after puberty. At age 13, epidermal cysts
(milia) and dystrophic nails were also present. Dysphagia for solid
foods and bleeding of the oral mucosa were also reported. Endoscopy
and colonoscopy were normal. He presented abdominal pain at age
17 years, being diagnosed with secondary duodenal stenosis due
to an aorto-mesenteric impingement. The patient underwent a
duodenal-jejunal anastomosis surgery that progressed well, without
the occurrence of stenosis or constipation.

‘ 2,

FIGURE 1 — /mages of the patient’s hands and feet showing blistering and scarring skin
lesions, in addition to dystrophic and missing nails (especially in the feet), secondary to EB

EB: epidermolysis bullosa.
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Use of the fluid obtained by puncture of cystic
hygroma: an alternative method for fetal karyotyping

Uso do fluido obtido por puncdo do higroma cistico:
método alternativo para cariotipagem fetal

Maiara A. Floriani; Luiza E. Dorfman'; Dayane B. Koshiyama'; Tatiana D. Zen'; Jorge Alberto B. Telles’;
André C. Cunha?; Paulo Ricardo G. Zen"?; Rafael Fabiano M. Rosa®?
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Brazil. 3. Complexo Hospitalar Santa Casa de Porto Alegre (CHSCPA), Rio Grande do Sul, Brazil.

ABSTRACT

The aim of our study aim was to report the case of a fetus with Turner syndrome (TS) diagnosed by karyotype from cystic hygroma (CH)
fluid, highlighting the applications and importance of this procedure. First-trimester screening revealed an increased nuchal translucency
measurement, cervical cystic hygroma and head and trunk subcutaneous edema. The presence of oligohydramnios prevented the
performance of amniocentesis. We performed puncture of the CH for fetal karyotyping, which revealed X-chromosome monosomy (45,X),
compatible with TS. Therefore, the use of CH fluid as an alternative sample for fetal karyotyping may be considered when conventional

invasive procedures can not be performed.

Key words: karyotype; cystic lymphangioma; Turner syndrome; chromosome abnormalities; genetic counseling,

CASE REPORT

The aim of our study was to report a fetus with Turner
syndrome (TS) diagnosed by karyotype from cystic hygroma
(CH) fluid, emphasizing the applications and importance of this
procedure. A 38-year-old healthy pregnant woman was in her third
pregnancy and had a history of two previous miscarriages (all
occurred during the first trimester). There was no family history
of birth defects or genetic disorders. First-trimester screening
revealed an increased nuchal translucency measurement (7 mm),
cervical cystic hygroma and head and trunk subcutaneous edema.
Ascites was also noted later. There was oligohydramnios, which
prevented the execution of amniocentesis. Therefore, at 18 weeks
of pregnancy, a puncture of the CH was held for fetal karyotyping,
following a long-term culture. Chromosomal analysis showed a
X-chromosome monosomy - 45 X[21], consistent with TS. At 21
weeks, there was no fetal heartbeat and spontaneous elimination
of the fetus occurred two days later.

TS is a multisystemic disorder characterized by partial
or total X-chromosome monosomy, seen in 1:2,500-3,000

born alive females. It can be diagnosed at different life stages,
including the intrauterine period. Ultrasound findings, such
as CH and hydrops, may assist in its detection’”. Prenatal
diagnosis is usually performed by karyotype analysis from
amniotic fluid samples. However, as found in the present
report, this type of sample or even fetal blood by cordocentesis
becomes unable to obtain due to obstructions by large cysts or
oligohydramnios®.

The use of CH fluid, obtained through direct hygroma
puncture, can be used as an alternative procedure®®. Fetal CH is
characterized by single or multiple lymphatic congenital cysts
and is often found associated with TS®. The procedure is similar
to amniocentesis and has low complication rate. If the CH is
multiloculated, it is possible to puncture and analyze different
regions (especially due to the possibility of mosaicism)®. The
karyotype is performed through lymphocyte culture from cystic
cells that has a mitotic index and metaphases quality compatible
with a blood lymphocyte culture. The karyotype test results using
CH puncture are obtained in four days, while by amniocentesis
they range from 14-24 days® (Figures 1 and 2).
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Nasoethmoidal Meningocele in a Child Presenting Bilateral
Congenital Cystic Adenomatoid Malformation: Evidence for a
New Entity or Consequence of Gestational Exposures?

Ernani B. da Rosa?’, Daniélle B. Silveira®, Lais G. Tsugami?, Nathan L. Bellé?,
Izabelle O. Matos®, Luciano V. Targa®, Rosilene da S. Betat®, André C. da Cunha®,
Rolando A.R. Villacis®, Silvia R. Rogatto®’, Luiza E. Dorfman?, Rafael F. M. Rosa''®, and

Paulo R.G. Zen*18

Background: Nasoethmoidal meningocele is considered an uncommon type
of cephalocele, and congenital cystic adenomatoid malformation (CCAM) is a
rare lung disorder characterized by overgrowth of the terminal bronchioles.
Case: We report the unusual association between a nasoethmoidal
meningocele and CCAM type Il in a fetus exposed to valproic acid and
misoprostol. The mother was an 18-year-old woman on her first pregnancy.
She had a history of absence seizures since she was 5 years old. She took
valproic acid from the beginning of the gestation until the end of the third
month. At the end of the third month, she attempted interruption of her
pregnancy using misoprostol. The fetal nasoethmoidal meningocele and
CCAM type Il were identified through morphological ultrasound examination
and magnetic resonance imaging. A genome-wide study detected one copy
number variation classified as rare, entirely contained into the SPATA5 gene.
However, it does not seem to be associated to the clinical findings of the
patient. Conclusion: To our knowledge, there is only one case reported in the

Introduction

Cephalocele is defined as a congenital defect of the skull
observed in 1 : 5,000 to 10,000 births (Hunter, 1984). The
protrusion in the cephalocele usually occurs at the cranium
midline and is covered by an intact skin or thin epithelium
(Stevenson and Hall, 2006). When there is brain content
inside the herniated sac through the skull defect, it is called
an encephalocele. However, when there is meninges hernia-
tion, without brain content, the defect is referred to as a
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literature showing the same association between a nasoethmoidal
meningocele and CCAM. Thus, the malformations observed in our patient
may be related to the gestational exposures. Also, we cannot rule out that the
patient may present the same condition characterized by a cephalocele and
CCAM described by some authors, or even an undescribed entity, because
some hallmark features, such as laryngeal atresia and limb defects, were not
observed in our case. Further reports will be very important to better
understand the associations described in our study.

Birth Defects Research (Part A) 106:225-231, 2016.
© 2016 Wiley Periodicals, Inc.

Key words: nasoethmoidal meningocele; congenital cystic adenomatoid mal-
formation; prenatal diagnosis; valproic acid; misoprostol

cranial meningocele. A nasoethmoidal meningocele is
defined as the cranial meningocele that emerges above the
nasal bones (Stevenson and Hall, 2006).

Congenital cystic adenomatoid malformation (CCAM)
consists of a rare lung disorder characterized by overgrowth
of the terminal bronchioles, resulting in cysts of varying sizes
and alveoli deficiency (Keidar et al,, 2001). Its estimated inci-
dence is 1: 25,000 to 35,000 births. CCAM corresponds to
95% of cystic lung diseases, occurring with an equal fre-
quency in both lungs, with a slight predominance of the
upper lobes (Farrugia et al,, 2008). Currently, the used CCAM
classification is the one proposed by Stocker et al. (1978),
which subdivides the condition into three morphologically
distinct types. The CCAM type I is characterized by cysts
larger than 2 cm in diameter, having permeable alveoli; type
II has smaller cysts mixed with adenomatous areas, and type
Il is rare and characterized by completely adenomatous
compact injury. Types Il and III usually have extensive lesions
and carry an unfavorable prognosis (Laje and Liechty, 2008).

In the present study, we report the unusual association
between a nasoethmoidal meningocele and CCAM type II
in a child whose diagnosis was performed during the pre-
natal period in a pregnancy exposed to teratogenic drugs.

Case Report
The mother was an 18-year-old woman on her first preg-
nancy. She was referred at 27 weeks and 5 days due to
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Clinical utility of skin karyotype

Utilidade clinica do cariotipo de pele
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Universidade Federal de Ciéncias da Satde de Porto Alegre (UFCSPA).

ABSTRACT

We report the case of a patient with Patau syndrome, diagnosed by skin karyotype, emphasizing the applications and importance of this
test. The pregnancy morphology ultrasound showed face defects and of central nervous system and heart chambers asymmetry. In the
postnatal evaluation it was identified microcephaly, single central nostril, and other malformations. We performed skin karyotype that
resulted in full trisomy 13. Our report highlights the possibility of performing karyotype examination in cases when it is no longer possible
to obtain a blood sample, thus providing the correct diagnosis and genetic counseling for the family.

Key words: karyotype; fibroblasts; human chromosomes pair 13; chromosome aberrations; genetic counseling.

INTRODUTION

Our aim was to report a case of a patient with trisomy 13
(Patau syndrome) diagnosed by skin karyotype, emphasizing the
applications and importance of this exam. She was born vaginally
at 34 weeks of gestation, weighing 1,700 g, with Apgar scores
of 1 in the first and fifth minutes. Her gestational ultrasound
disclosed the presence of holoprosencephaly, ocular hypotelorism,
microphthalmia, and left heart chambers asymmetry. In postnatal
evaluation, it was also identified microcephaly; single central
nostril; micrognathia; small and abnormal ears; clitoromegaly;
hypoplastic nails, and postaxial polydactyly of the right hand and
foot (Figure 1). She died soon after birth, before the possibility
of blood sample collecting for karyotype analysis. However, it was
possible to perform skin biopsy and karyotyping, because the
child body had not yet been placed in formalin. This study was
conducted following the protocol described by Paskulin e al.®.
The result was consistent with the diagnosis of Patau syndrome
due to full trisomy 13 (47 XX,+13) (Figure 2).

Trisomy 13 is considered a severe condition characterized
by multiple malformations. The diagnosis in postnatal period is
usually performed through conventional karyotype analysis using
asample of peripheral blood to obtain metaphase chromosomes®.
The preference for this sample occurs due to its easily collection
and cell culture, besides fast result. However, in some cases it is not
possible to perform this kind of collection, as after the death of a

newborn. Thus, the use of a skin biopsy for cytogenetic diagnosis — FGURE 1 = rosiraral appearance of the patient. Note especially single nostril and right
may be an option in cases when it is not possible to obtain a  foot postaxial polydactyly
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