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Resumo da Tese 

 

Introdução: A tecnologia de citogenética molecular de hibridização in situ 

fluorescente (FISH) permite a identificação de alterações cromossômicas 

submicroscópicas tanto em neoplasias como em doenças congênitas. Nas 

neoplasias, a identificação destas anomalias auxilia no diagnóstico, 

determinação da alternativa terapêutica mais adequada e indicação de 

prognóstico. Em indivíduos portadores de malformações múltiplas e déficit 

cognitivo, permite a investigação de alterações cromossômicas 

submicroscópicas que não são identificados pela técnica clássica de cariótipo. 

O diagnóstico citogenético molecular ainda é muito distante da realidade do 

nosso Sistema Único de Saúde, geralmente disponibilizado por meio de 

iniciativas pontuais e ligadas a projetos de pesquisa, devido ao alto custo das 

sondas comerciais disponíveis para FISH. Assim, há uma grande demanda 

reprimida, o que retarda ou mesmo impossibilita o diagnóstico, trazendo grande 

sofrimento físico e psíquico aos pacientes e seus familiares.  

Objetivos: Implementar a manufatura de sondas de DNA para hibridização in 

situ fluorescente no Laboratório de Citogenética da UFCSPA. 

Material e Métodos: Neste trabalho desenvolvemos as sondas para detecção 

da deleção 22q11.2, alterações no gene MLL e fusão dos genes BCR-ABL1. O 

desenvolvimento in house das sondas de FISH consiste em vários processos 

sequenciais, com etapas de checagem. Inicialmente foram identificados e 

selecionados os cromossomos artificiais de bactérias (BACs), estes foram 

cultivados, com posterior extração e amplificação de DNA. Depois os DNAs 

amplificados foram marcados com fluorocromos pela técnica de Nick-
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translation. Após o desenvolvimento das sondas, realizou-se a validação em 

amostras normais e alteradas.   

Resultados: O conjunto de sondas desenvolvidas para a detecção da deleção 

22q11.2 permitiu a detecção da alteração em amostra alterada, tanto em 

metáfases quanto em interfases, apresentando 93,55% de sensibilidade, 99,2% 

de especificidade e 99,8% de eficiência em amostras normais. As sondas 

desenvolvidas para investigação de alterações no gene MLL apresentaram em 

amostras normais sensibilidade de 94,65%, especificidade de 100% e 

eficiência de 99,3%. Já as sondas desenvolvidas para a detecção da fusão dos 

genes BCR-ABL1, não puderam ser validadas em amostras normais devido a 

presença de sinais inespecíficos em uma das sondas manufaturadas. Todavia, 

em amostras alteradas foi possível detectar a fusão 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. 

Conclusão: A implementação do desenvolvimento das sondas foi eficaz, 

sendo que as sondas del22q11.2 e MLL apresentaram valores adequados no 

processo de validação. Para validar as sondas de detecção da fusão dos genes 

BCR-ABL1 será necessária a compra de um novo clone para marcar o gene 

BCR. O grupo de pesquisa do Laboratório de Citogenética da UFCSPA 

pretende continuar com o desenvolvimento de sondas home-brew para 

investigação de outras alterações cromossômicas associadas a síndromes 

genéticas e neoplasias.
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1 INTRODUÇÃO 

O campo da Citogenética apresentou um grandioso avanço em 1956 

quando foi determinado o número correto de cromossomos humanos (Tjio e 

Levan, 1956). A partir daí foram descobertas as primeiras síndromes 

associadas às alterações cromossômicas numéricas, como as síndromes 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 cromossômico, com a banda Q, a qual utilizava quinacrina, um 

corante fluorescente capaz de marcar os cromossomos em toda sua extensão 

(Riegel, 2014). Esta metodologia possibilitou a identificação de cada um dos 23 

pares de cromossomos humanos. Com o desenvolvimento das técnicas de 

bandamento foram descobertas novas síndromes cromossômicas, mas agora 

envolvendo alterações na estrutura dos cromossomos. 

Dentre as técnicas de bandamento citogenético, o Bandamento GTG - 

que utiliza tratamento enzimático com tripsina e posterior coloração com o 

corante Giemsa - é utilizado ainda na rotina de laboratórios do mundo todo. 

Também chamado de cariótipo convencional, o cariótipo com bandamento 

GTG é considerado padrão-ouro para diagnósticos citogenéticos em pediatria, 

ginecologia/obstetrícia e oncologia (Crotwell e Hoyme, 2012; Das e Tan, 2013; 

Lawce, 2017). Apesar de ser amplamente utilizado, o cariótipo convencional 

possui limitações, pois, alterações menores que 5-10 Mb dificilmente são 

detectadas (Rosenfeld e Patel, 2016).  

 

 

 



 9 

1.1 Hibridização in situ fluorescente (FISH) 

Para suprir a necessidade de detectar alterações menores, foi 

desenvolvida em 1986 por Pinkel e cols. a metodologia de hibridização in situ 

fluorescente (FISH), a qual possibilitou analisar a estrutura dos cromossomos 

com maior detalhamento.  

 

1.1.1 Princípios da técnica de FISH 

A FISH permite a identificação da presença e localização de 

determinadas regiões do genoma. Utiliza sondas de DNA genômico marcadas 

de forma direta, com fluorocromos, ou indireta, usando haptenos (Liehr, 2017). 

Convêm ressaltar que neste estudo trataremos apenas da técnica de FISH com 

marcação direta pela metodologia de Nick-translation, a qual será descrita 

detalhadamente a posteriori.  

A técnica de FISH depende da capacidade da fita simples de DNA 

(sequência-alvo) de se hibridizar em uma sequência complementar (sonda).  A 

hibridização in situ inicialmente utilizava corantes radioativos para a marcação 

genômica, sendo substituída por corantes fluorescentes após alguns anos. A 

utilização dos fluorocromos tornou o emprego da técnica mais prático, e desta 

forma, rápida e amplamente aplicada na detecção de alterações 

cromossômicas (Lichtenbelt e cols., 2011).  

Além de permitir a análise cromossômica, onde são necessárias células 

em divisão, a FISH tornou possível também a avaliação de núcleos 

interfásicos. As sondas de FISH podem ser aplicadas em lâminas contendo os 

mais diversos tipos celulares, previamente cultivados ou não, e secções de 

tecidos. Desta forma, essa técnica permite investigar alterações genéticas em 
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amostras sem a necessidade de cultivo celular, fato importante para superar as 

deficiências da análise cromossômica tradicional, como em amostras com 

índice mitótico limitado e baixa qualidade de metáfases ou mesmo amostras de 

tecido sólido sem cultivo celular prévio.  

Mesmo sendo possível trabalhar com diversos tipos de células e tecidos, 

os princípios da FISH consistem basicamente de etapas essenciais, as quais 

são descritas a seguir (Liehr, 2017): (a) fixação do DNA-alvo na superfície de 

uma lâmina de microscopia; (b) pré-tratamento da lâmina para receber a 

sonda; (c) sonda de DNA marcada com fluorocromo complementar a sequência 

de interesse; (d) desnaturação do DNA-alvo e da sonda; (e) hibridização das 

sequências-alvo e sonda; (f) lavagem da lâmina pós-hibridização; (g) adição do 

contracorante DAPI (4’, 6-diamidino-2phenylindole) com antifade (solução 

antidesbotamento) e colocação da lamínula; (h) refrigeração do material; (i) 

análise em microscópio epifluorescente. As etapas de desnaturação e 

hibridização da sequência-alvo e da sonda de DNA podem ser acompanhadas 

na figura 1. 

Cada laboratório adota variações da técnica em seus protocolos. De 

acordo com o tipo de material a ser investigado podem variar as soluções e 

tempos utilizados na técnica, mas geralmente, serão seguidas as etapas 

básicas citadas previamente. Com o advento da FISH, o campo da citogenética 

prosperou vastamente, logo surgiram novas técnicas de citogenética molecular 

baseadas nos mesmos princípios da FISH, e subsequentemente apareceram 

as técnicas de citogenômica. 
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Figura 1- Representação esquemática da hibridização entre a sequência-alvo 
e a sonda de DNA. Legenda: As etapas básicas necessárias para que ocorra hibridização 

entre uma sequência-alvo e sonda de DNA específica constituem da desnaturação de ambas 
as fitas de DNA, e posterior união por meio das sequências complementares (hibridização). 
Fonte: Elaborado pela autora. 

 

1.1.2 Aplicações clínicas da técnica  

Devido a diversas vantagens em relação ao cariótipo, a técnica de FISH 

foi gradualmente inserida como uma complementação à tradicional análise dos 

cromossomos com bandamento GTG. Na citogenética clínica, a FISH é 

aplicada em diagnósticos pré e pós-natais e na detecção de alterações 

cromossômicas constitucionais e adquiridas. A técnica permite a detecção de 

alterações cromossômicas numéricas e estruturais, mapeamento de loci 

gênicos de cromossomos específicos, e ainda, pode revelar alterações 

crípticas (Wan, 2017). 
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Com a ampla difusão das técnicas de citogenômica dos últimos anos, a 

FISH vem sendo utilizada também para confirmação e esclarecimento de 

resultados de array-CGH (Hibridização Genômica Comparativa baseada em 

microarranjos) e Polimorfismos de nucleotídeos únicos (SNP) array. Desta 

forma, pode-se identificar os mecanismos de formação de alterações e 

localizações físicas de sequências genômicas (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 

disponíveis para aquisição, desenvolvidas por diversas empresas, para as mais 

diversas aplicações (Liehr, 2017). Todavia, consistem basicamente de três 

principais tipos (Figura 2): 1- sondas de pintura cromossômica, as quais podem 

marcar toda a extensão do cromossomo (a), ou apenas parcialmente (b), são 

aplicadas no estudo de rearranjos cromossômicos; 2- sondas com sequências 

repetitivas, como as centroméricas (c), teloméricas (d) e ribossomais; e 3- 

sondas loci-especificas (e), que são utilizadas na identificação de genes 

específicos, regiões cromossômicas com alterações no número de cópias e 

rearranjos estruturais.  

As sondas loci-específicas são utilizadas para diferentes aplicações 

diagnósticas. Na investigação de translocações existem dois tipos principais, as 

sondas de fusão e as sondas break-apart. As sondas de fusão são utilizadas 

na detecção de parceiros específicos envolvidos na translocação, como as 

sondas para a detecção da fusão dos genes BCR-ABL1. Já as sondas break-

apart são empregadas em casos onde ocorrem múltiplos parceiros na 
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translocação, como ocorre nas sondas dual-color break-apart que identificam 

alterações no gene MLL. 

 
 

Figura 2- Representação esquemática dos principais tipos de sondas de 
FISH. Legenda: (a) Sonda de pintura cromossômica, marcação de todo o cromossomo 

(whole-chromosome painting) e (b) apenas o braço curto. (c) Sonda de sequências 
repetitivas, marcação centromérica e (d) telomérica. (e) Sonda locus específica. Fonte: 
Elaborado pela autora. 
 

1.2 FISH no contexto das neoplasias  

A FISH aplicada a oncologia oferece diagnósticos rápidos de 

amplificações gênicas, rearranjos, microdeleções e microduplicações 

cromossômicas (Das e Tan, 2013). A citogenética clássica bem como a 

molecular possuem um grande impacto no entendimento e na avaliação das 

neoplasias hematológicas e sólidas (Papaemmanuil e cols., 2016).  

 

1.2.1 O câncer na atualidade 

É indiscutível que o câncer representa um grande problema da saúde 

pública mundial, especialmente em países em desenvolvimento (INCA, 2015). 

O câncer configura a segunda principal causa de mortes em todo o mundo, 

ficando apenas atrás das doenças cardiovasculares (WHO, 2014). Na sua 

totalidade as neoplasias matam mais pessoas do que HIV/AIDS, malária 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 haverá 29,4 milhões 

de novos casos de câncer no mundo.    

A estimativa para o Brasil, biênio 2016-2017, apontou a ocorrência de 

cerca de 600 mil novos casos de câncer (INCA, 2015). De acordo com dados 

do Ministério da Saúde em 2016 no Brasil os óbitos causados por neoplasias 

representaram 16% (208.811) dos óbitos totais (1.277.852). Neste mesmo 

período, conforme dados da Secretaria Estadual de Saúde, do total de mortes 

no estado do RS (85.327), 17.979 (21%) foram ocasionadas pelas neoplasias.  

Devido às altas taxas de morbidade, as neoplasias conferem gastos 

elevados em internações e tratamentos ambulatoriais no SUS (Soto, 2015). Em 

concordância a isso, as Informações do Registro Hospitalar do Câncer 

apontam que durante o ano de 2015, em nosso estado, foram diagnosticados 

5.595 casos de câncer em unidades hospitalares do SUS.  

 

1.2.2 A investigação citogenética nas Leucemias 

As leucemias representam um grupo heterogêneo de câncer 

hematopoiético que podem ser classificadas amplamente de acordo com o tipo 

celular afetado, linfóide ou mielóide (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 óbitos em decorrência 

de leucemias. No Brasil, estimou-se para o ano de 2016, mais de 10 mil novos 

casos de leucemias em homens e mulheres (INCA, 2015). Nos países 

desenvolvidos, como os países da América do Norte e Europa, nas leucemias 

em adultos, a sobrevida relativa em cinco anos chega até 60%. Já a sobrevida 
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das leucemias infantis pode chegar a 90% em países como Canadá, Áustria, 

Alemanha, Bélgica e Noruega. No Brasil, no período de 2000 a 2005, em 

adultos, a sobrevida relativa em cinco anos foi de 20%. Nas leucemias infantis, 

o valor ficou mais próximo ao encontrado nos países desenvolvidos, chegando 

a 70% (INCA, 2015).  

Atualmente, a maior parcela do trabalho em citogenética do câncer em 

laboratórios clínicos é direcionada às doenças hematológicas. Nestas 

patologias está bem estabelecida a correlação entre diferentes anormalidades 

cromossômicas identificadas em células leucêmicas e fenótipos clínicos 

específicos, como a t(9;22)(q34;q11.2) em LMC (Leucemia Mielóide Crônica); e 

inv(16), t(15;17), t(8;21) e alterações no gene MLL em LMA (Leucemia Mielóide 

Aguda). 

A detecção de alterações citogenéticas e moleculares faz parte de 

diversos protocolos terapêuticos, devido ao seu valor diagnóstico; sendo que 

os estudos citogenéticos são considerados investigação obrigatória em 

leucemias recém-diagnosticadas.  Além do mais, as alterações citogenéticas 

estão associadas ao prognóstico, taxa de remissão clínica e à sobrevida dos 

pacientes (Wan e Ma, 2012). Na nova classificação das neoplasias 

hematopoiéticas e linfóides da Organização Mundial de Saúde de 2016, foram 

incorporadas as informações genéticas para estabelecer entidades específicas 

dessas patologias a predizer o seu prognóstico de forma mais acurada (Wan, 

2017), destacando ainda mais a importância destas informações na clínica 

médica.   

A diversidade de sondas comerciais específicas 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 indispensável para o manejo das doenças hematológicas (Wan, 

2017).  

 

1.2.2.1 O cromossomo Philadelphia no diagnóstico 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 os novos casos de câncer 

diagnosticados em 2017 naquele país (Siegel, 2017).     

A LMC é classicamente caracterizada pela presença do cromossomo 

Philadelphia (Ph) o qual é oriundo de uma translocação recíproca entre os 

cromossomos 9 e 22. O gene Abelson Leukemia Virus (ABL1) – localizado no 

braço longo do cromossomo 9 (9q34) – se fusiona com o gene Breakpoint 

Cluster Region (BCR) – localizado no braço longo do cromossomo 22 

(22q11.2) – originando um cromossomo quimérico derivado 22. Esta foi a 

primeira alteração cromossômica recorrente a ser associada a um tipo de 

câncer, descoberta em 1960, quando Nowell e Hungerford identificaram um 

pequeno cromossomo do grupo G em células leucêmicas de LMC (Zhang & 

Rowley, 2011). 

O gene híbrido resultante dessa fusão, codifica uma proteína quimérica 

com novas propriedades oncogênicas. Isso resulta em um aumento da 

atividade da tirosina quinase, indução da proliferação celular, transformação 

maligna de granulócitos imaturos e linfócitos, e supressão da apoptose. Além 

disso, afeta a diferenciação das células-tronco e o reparo do DNA (Chung, 

2014). 
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A LMC é caracterizada pela expansão clonal das células 

hematopoiéticas progenitoras, resultando em um aumento das células 

circulantes de linhagem granulocítica. Os sintomas característicos desta 

doença são fadiga crônica, perda de peso, sangramento e febre (Zhang & 

Rowley, 2011).  

O curso da doença pode ocorrer em três fases; crônica, acelerada e 

crise blástica; identificadas com base no número de blastos no sangue e na 

medula óssea. O diagnóstico é feito nessas amostras por meio da análise 

citogenética e dos achados clínicos hematológicos (Bortolheiro e Chiattone, 

2006).  

Na maioria dos casos na fase aguda, é possível detectar a presença de 

BCR-ABL1 em sangue periférico por meio da t(9;22)(q34.1;q11.2) ou ainda 

verificar a fusão destes genes por técnicas moleculares. Para possibilitar a 

análise adequada do cariótipo e a avaliação da alteração para confirmação da 

fase da doença, é necessária a análise das células de aspirado de medula 

óssea (Arber e cols., 2016). 

Existem no mercado diferentes sondas para a detecção da fusão BCR-

ABL1. A Dual-color single-fusion, onde uma sonda – marcada com o 

fluorocromo vermelho – é hibridizada na região do ABL1, e outra – marcada 

com o fluorocromo verde – no BCR. A combinação dos fluorocromos vermelho 

e verde faz com que apareça um sinal de fusão amarelo no cromossomo 

derivado Ph (Figura 3); já as sondas Dual-color dual-fusion, cobrem extensões 

maiores dos genes envolvidos, e os dois cromossomos derivados podem ser 

detectados produzindo dois sinais de fusão. Estas sondas são mais sensíveis 

na detecção da doença residual, o padrão anormal raramente é observado 
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como um artefato da sobreposição dos cromossomos na interfase (Lawce, 

2017). 

 
 

Figura 3- Representação esquemática da sonda BCR-ABL1 dual-color 
single-fusion. Legenda: Sonda BCR-ABL1 dual-color single-fusion. a) Marcação em 

metáfase 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) Marcação em metáfase e 
interfase de células com a fusão dos genes. Se observa um cromossomo 9 e um 22 
normais, o cromossomo 9 derivado sem marcação, e o cromossomo Ph apresentando 
marcação amarela, resultado da fusão dos sinais vermelho e verde. Fonte: Elaborado pela 
autora. 
 
 

1.2.2.2 Alterações 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 translocações recorrentes em leucemias agudas, sedo uma 

alteração encontrada em LMA, LLA (Leucemia Linfocítica Aguda) ou leucemia 

de linhagem mista. Os rearranjos deste gene, localizado no braço longo do 

cromossomo 11 (11q23), são encontrados em mais de 70% das leucemias 

infantis, e em aproximadamente 10% das LMAs em adultos (OMIM- Online 

Mendelian Inheritance in Man).  

As alterações no MLL podem se apresentar como translocações, 

deleções, inserções, amplificações; e também, alterações complexas ou 

crípticas (De Braekeleer e cols., 2011). Distintos rearranjos do MLL são 

considerados fatores independentes de prognóstico ruim, enquanto que, uma 

minoria de rearranjos deste gene estão associados a prognósticos bons ou 

intermediários (Meyer e cols., 2013). Além disso, acredita-se que o parceiro 

genético envolvido na translocação possa influenciar também a resposta à 

terapia (Keefe e cols., 2010). Desta forma, pacientes que apresentam 

alterações envolvendo o MLL geralmente são tratados com protocolos de alto 

risco. Assim, a identificação destes rearranjos é necessária para decisões 

clínicas rápidas (De Braekeleer e cols., 2011).  

Já foram identificados 135 diferentes rearranjos envolvendo o gene MLL, 

destes, 94 foram caracterizados em nível molecular, sendo que 35 são 

recorrentes. Contudo, apenas nove fusões em genes específicos representam 

mais de 90% dos casos (Elzamly e cols., 2018). As leucemias mielóides 

agudas com translocações envolvendo este gene são comuns em pacientes 

jovens e geralmente estão associadas à maus prognósticos. Estas 

representam as alterações genéticas mais comuns na LMA pediátrica (Lagacé 

e cols., 2017).  
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De acordo com as “Diretrizes de trabalho de diagnóstico inicial de 

Leucemia Aguda” do Colégio de Patologistas Americanos (CAP) e da 

Sociedade Americana de Hematologia, as alterações no gene MLL são um 

marcador importante para estratificação do risco pediátrico, conferindo ao 

paciente um prognóstico ruim. Recomenda-se também investigar essas 

alterações em pacientes adultos e pediátricos com suspeita ou LLA-B 

confirmada (Arber e cols., 2017).  

A análise citogenética convencional, apesar de ainda ser considerada 

padrão-ouro no diagnóstico de doenças hematológicas (Wan, 2017), quando 

utilizada para a detecção de rearranjos envolvendo o gene MLL, não é capaz 

de detectar cerca de um terço destes rearranjos. A utilização da FISH surgiu 

então como alternativa para estes casos (Keefe e cols., 2010). Atualmente a 

maioria dos laboratórios utiliza a sonda de FISH break-apart (Figura 4) para 

avaliar a integridade do MLL (Lagacé e cols., 2017). Embora forneça 

informações importantes referentes sobre os rearranjos deste gene, esta sonda 

é incapaz de identificar especificamente outros genes envolvidos (Wan & Ma, 

2012). 
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Figura 4- Representação esquemática da sonda MLL break-apart. Legenda: 

Sonda MLL break-apart. a) Marcação do cromossomo em metáfase de células normais. 
As sondas com marcação verde e vermelho flanqueiam o gene MLL, nas células normais 
se observa a integridade do gene em amarelo. b) Marcação em interfase de célula normal. 
Observa-se a integridade dos dois cromossomos 11 em amarelo. c) Marcação em 
interfase de célula com alteração no gene MLL. Observa-se um sinal amarelo, e um sinal 
verde e um vermelho. Fonte: Elaborado pela autora. 
 

1.2.3 Investigação citogenética em tumores sólidos 

Estudos citogenéticos em tumores sólidos também são essenciais para 

prover informações diagnósticas e prognósticas, muitas delas já estabelecidas 

para diversos tipos tumorais (Liehr, 2017). De acordo com as “Diretrizes de 

investigações citogenéticas em tumores” (Hastings e cols., 2016), a FISH pode 

ser utilizada como principal método de escolha para o diagnóstico de diferentes 

tipos tumorais, como por exemplo, para a detecção da amplificação do 

oncogene MYCN em neuroblastoma, alterações em 1p e 19q em gliomas, e 

amplificação do oncogene HER-2 em câncer de mama.  

Nas análises de diferentes tipos tumorais, cada vez mais a citogenética 

molecular vem se tornando independente das análises tradicionais de 

bandamento cromossômico. Isso se deve à possibilidade de investigação 

diretamente no tecido. A técnica de FISH pode ser aplicada em lâminas com 
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amostras tumorais frescas, congeladas, ou ainda seções de tecidos 

parafinados. Desta forma não há necessidade de cultivo celular, reduzindo 

assim o tempo de preparação e análise das amostras. O estudo direto no 

tecido não cultivado permite também um melhor retrato da morfologia e 

heterogeneidade tumoral (Liehr, 2017), evitando as alterações desenvolvidas in 

vitro. Devido à análise de uma ampla gama celular, ao se comparar com as 

análises da citogenética convencional, é possível detectar alterações em 

mosaico e linhagens clonais de poucas células.  

 

1.2.4 Diagnóstico das neoplasias 

O sofrimento pessoal e o custo financeiro envolvidos com o diagnóstico 

e o tratamento das neoplasias são significativos e muito altos. A melhor 

abordagem para o bem-estar destes pacientes é realizar o diagnóstico precoce 

e específico, para que se possa instituir a terapia adequada para cada subtipo 

neoplásico. 

Todavia, a maioria dos pacientes de baixa renda de países em 

desenvolvimento não tem acesso a exames de laboratório, patológicos, 

radiológicos ou outros métodos de diagnóstico necessários para a realização 

do diagnóstico precoce. Sendo assim, a grande maioria de pacientes com 

neoplasias malignas nesses países conseguem o diagnóstico apenas na fase 

tardia da doença, quando, muitas vezes, já não há mais cura (WHO, 2017).  

 

1.3 FISH no contexto das malformações congênitas 

As malformações congênitas, ou seja, qualquer alteração anatômica 

presente ao nascimento, são, nas Américas, a segunda principal causa de 

morte em recém-nascidos e crianças menores de cinco anos (Nações Unidas, 
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2017). Presentes em 5% dos nascidos vivos, estas alterações podem ser 

determinadas total ou parcialmente por fatores genéticos (Horovitz e cols., 

2006).  

No mundo, no ano de 2015 as malformações congênitas foram 

responsáveis pela morte de 303.000 recém-nascidos de até quatro semanas de 

vida, representando 11% das causas de morte no período neonatal. Estima-se 

que cerca de 94% das malformações congênitas graves ocorram em países de 

baixa e média renda. Isso se deve ao fato de que nesses países as gestantes 

têm menos acesso a alimentos nutritivos, um aumento da exposição a agentes 

ou fatores como álcool e infecções, além de terem menor acesso aos cuidados 

de saúde e triagem (WHO, 2016).  

No Brasil, no ano de 2016, ocorreram 10.472 mortes devido às 

malformações congênitas, estas representaram 0,8% das 1.277.852 mortes 

ocorridas neste ano (Brasil, 2018). Em nosso país, estas alterações refletem 

em cerca de 37% das internações em hospitais pediátricos de referência 

(Horovitz e cols., 2005).  

Nos humanos, as alterações cromossômicas representam a principal 

causa de malformações congênitas e falha reprodutiva (Lawce, 2017). De 

acordo com estudos clássicos em citogenética, as alterações cromossômicas 

são observadas em 1% dos recém-nascidos (Jacobs e cols., 1992) e em mais 

de 10% dos natimortos (Jackson, 2002). Estão presentes em torno de 50% de 

todas as perdas gestacionais reconhecidas de primeiro trimestre (Hassold e 

cols., 1980). Ademais, muitas doenças congênitas são secundárias a 

desequilíbrios cromossômicos submicroscópicos (microdeleções ou 

microduplicações), os quais em inúmeros casos estão associados a formas 
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sindrômicas de atraso do desenvolvimento e déficit intelectual. Contudo, estas 

alterações não são identificadas por meio das técnicas de citogenética clássica, 

mas somente utilizando técnicas moleculares.  

 

1.3.1 Síndromes de microdeleções e microduplicações  

Com os avanços das técnicas moleculares, como a FISH, e as novas 

tecnologias de análise de alta resolução genômica, tem-se descoberto novas 

síndromes de microdeleção ou microduplicação (Weise e cols., 2012; Nevado e 

cols., 2014). Na última década, mais de 200 destas síndromes foram descritas 

e registradas (Capalbo e cols., 2017). Em muitas destas síndromes as 

deleções/duplicações afetam de dois a dezenas de genes adjacentes, sendo 

então chamadas de síndromes de genes contíguos. Várias destas alterações 

são recorrentes na população e estão associadas a fenótipos clínicos 

específicos. 

Na análise direta de muitas destas síndromes, como Velocardiofacial 

(VCFS) /DiGeorge (DGS), Prader-Willi/Angelman, Williams e Smith-Magenis; 

utiliza-se sondas de DNA loci-específicas de FISH. A técnica é aplicada quando 

há uma suspeita específica, ou ainda, na verificação de dados gerados por 

array-CGH (Weise e cols., 2012). Devido às dificuldades de se detectar estas 

alterações por meio do cariótipo convencional, o uso destas sondas se tornou 

padrão na investigação destas síndromes (Lawce, 2017).  
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1.3.1.1 Síndrome del22q11.2 

A síndrome de deleção 22q11.2 possui um fenótipo clínico bastante 

amplo e variável, o qual pode ser caracterizado por dismorfias faciais, 

imunodeficiência, alterações cardíacas congênitas, malformações do palato e 

alterações endócrinas. Esta síndrome está associada a altas taxas de 

comorbidades clínicas e psiquiátricas, assim como déficit cognitivo (Verheij e 

cols., 2018). Além disso, é atualmente, considerada como a síndrome genética 

mais associada à esquizofrenia (Weinberger e cols., 2018). 

A síndrome del22q11.2 é uma das doenças genéticas mais frequentes 

em humanos, encontra-se na literatura uma prevalência estimada de 1 para 

cada 3.000 a 4.000 nascidos vivos (Lawce, 2017). Ainda não se tem dados 

bem estabelecidos destas frequências, uma vez que elas podem variar de 

acordo com a amostra estudada e a técnica utilizada para a detecção da 

alteração (Belangero e cols., 2009). Contudo, devido à expressividade variável 

desta síndrome, e, consequentemente, o diagnóstico clínico dificultado, 

acredita-se que os valores de prevalência encontrados em grande parte da 

literatura estão subestimados. De acordo com isso, Grati e cols. (2015), 

avaliaram microdeleções e microduplicações em gestações e encontraram uma 

prevalência para del22q11.2 de 1 para cada 1.000 gestações de baixo risco. 

Em decorrência da dificuldade de diagnóstico, alguns pacientes recebem 

a confirmação da síndrome apenas na idade adulta, ou como parte do  

seguimento do diagnóstico de um membro da família mais severamente 

afetado (Benn e cols., 2017). A detecção precoce desta síndrome é 

fundamental para possibilitar um diagnóstico preciso para os pacientes e seus 

familiares. Desta forma, o diagnóstico citogenético orienta o delineamento de 
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uma terapia mais apropriada, e evita o agravamento do quadro clínico.  Além 

disso, pode-se proporcionar um aconselhamento genético mais específico, 

onde a família recebe informações sobre prognóstico, riscos de recorrência e 

possibilidade de diagnóstico pré-natal ou pré-implantacional para futuras 

gestações. 

Apesar da possibilidade de identificação das alterações 

submicroscópicas por meio das técnicas de array-CGH, MLPA (Multiplex 

ligation-dependent probe amplification) e BACs-on-Beads; as sondas de FISH 

ainda são utilizadas para diagnóstico ou confirmação dos resultados destas 

técnicas (Grati e cols., 2015; Poirsier e cols., 2016). No que se refere às 

sondas comerciais para investigação da deleção 22q11.2, estas possuem uma 

capacidade de detecção de cerca de 85% dos casos em deleções de 3Mb 

(Lawce, 2017), e usualmente consistem de uma sonda que se hibridiza na 

região crítica TUPLE1(HIRA)- 22q11.2 e outra sonda em uma região controle 

no mesmo cromosssomo. 

 

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 próprios pesquisadores que as utilizavam. Mesmo com a 

grande oferta de sondas comerciais, as sondas de desenvolvimento in house 

ainda são frequentemente utilizadas (Lawce, 2017). 

Também conhecidas como sondas homebrew, estes tipos de sondas 

são comumente desenvolvidas a partir de clones de cromossomos artificiais de 

bactérias (BACs). Os BACs são vetores, ou seja, moléculas circulares de DNA 
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que podem se replicar de forma autônoma no hospedeiro, neste caso, a 

bactéria. Consistem em plasmídeos de Escherichia coli que possuem 

fragmentos de sequências específicas de DNA humano (inserto) e um gene de 

resistência a antibióticos.  

Estes vetores são 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 já marcado e pronto para uso 

(Lawce, 2017).  

Atualmente, na citogenética molecular os BACs são mais utilizados no 

desenvolvimento de sondas loci-específicas de FISH. Sendo desenvolvidas 

para diversas aplicações, tais como; mapeamento genético, determinação de 

pontos de quebra, caracterização de cromossomos derivados e estudos de 

células em interfase (Liehr, 2017).  

 

1.4.1 Escolha dos clones  

A identificação e seleção 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 

dispõe de uma série de categorias (tracks) onde se pode selecionar a busca 

específica, pelos BACs, genes ou sequências genômicas específicas, 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 vários 

processos sequenciais, com etapas de checagem. No geral, desde a cultura 

inicial dos BACs até a finalização completa da sonda são necessários pelo 

menos seis dias consecutivos de trabalho. As principais etapas do 

desenvolvimento laboratorial serão descritas a seguir.  

Após aquisição, os clones são cultivados para aumentar a quantidade 

dos insertos, após esta etapa o DNA é extraído e purificado. Este DNA então 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 ligações 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 I remove o nucleotídeo da 

região 5’ terminal gerada pela clivagem, e o substitui por nucleotídeos (dNTPs- 

Desoxirribonucleotídeos fosfatados) marcados com fluorocromos na região 

terminal 3’. A cada vez que a DNA polimerase I adiciona um dNTP, o faz na 

extremidade 5’ fosfato em direção a 3’ OH, unindo a ligação fosfodiéster, mas 

deixando uma nova extremidade 3’ OH aberta. Assim, como um dNTP é 

adicionado ao espaço aberto, as clivagens na fita vão se movendo em direção 

à extremidade 3’ da fita de DNA (Farrell, 2010; Hermanson, 2013).  

O DNA marcado então passa por um processo de precipitação, onde se 

utiliza um DNA não marcado - Cot-1® DNA - que tem a função de bloquear a 

hibridização inespecífica em sequências repetitivas. Desta forma, se otimiza a 
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hibridização nas sequencias únicas. Nas lâminas isso se reflete em um material 

mais limpo, com menos background (resquícios de fluorescência de fundo que 

podem interferir na análise do material), um critério fundamental para uma 

análise de FISH de qualidade. Posteriormente, o DNA precipitado é diluído em 

um tampão de hibridização contendo formamida, um solvente que cujo papel é 

auxiliar na desnaturação da dupla-fita do DNA. Ao ser finalizada esta etapa, a 

sonda estará pronta para ser aplicada nas amostras em lâminas.   

 
 

 

Figura 5- Representação esquemática da técnica de Nick-translation. Legenda: 

A marcação de DNA por Nick-translation com a atuação da enzima DNAse I a qual inicia a 
clivagem de uma das fitas por meio da ruptura das ligações fosfodiéster, e a DNA polimerase I 
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que remove nucleotídeos existentes na fita os substituindo por dNTPs marcados. Fonte: 
Elaborado pela autora. 
 

1.4.3 Validação das sondas homebrew 

Uma vez instituído o protocolo de manufatura das sondas, é necessária 

sua validação. Este processo consiste em testar cada sonda desenvolvida 

garantindo resultados confiáveis para uso clínico. Desta maneira, o alvo deve 

ser detectado na maioria das vezes, não devendo ocorrer ligações em alvos 

indesejados. Além disso, na validação serão determinados os parâmetros para 

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

 

1.4.3.1 Classificação regulatória das sondas de FISH 

Nos EUA, as sondas comerciais de FISH para aplicação em 

diagnósticos clínicos são regulamentadas pelo FDA (Food and Drug 

Admististration) e outras instituições como o CAP, estas agências estabelecem 

características analíticas e de desempenho das sondas (Wan, 2017). Segundo 

o FDA, as sondas de FISH são classificadas em quatro grupos, conforme com 

sua regulamentação (Mascarello e cols., 2011): 

(a) diagnóstico in vitro (in vitro diagnostics- IVD), sondas/kits que 

possuem performance analítica e utilidade clínica aprovadas pelo FDA.  

(b) reagentes específicos de análise (analyte specific reagents- ASRs), 

sondas “Stand-alone”, desenvolvidas de acordo com as boas práticas de 

manufaturas e reguladas para uso clínico pelo FDA.  

 (c) sondas para uso exclusivo em pesquisa (research use only- RUO) 

ou “investigation use only” (IUO), sujeitas a aprovação do FDA, porém não 

aprovadas para uso clínico. 
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(d) sondas desenvolvidas e utilizadas exclusivamente in house, não são 

vendidas para outros laboratórios. Até o momento não são ativamente 

regulamentadas pelo FDA.   

De acordo com a classificação apresentada acima, as ASRs 

representam a maioria das sondas de FISH utilizadas na citogenética clínica. 

Como não são aprovadas pelo FDA, apenas reguladas, e apesar destas já 

terem passado pela validação realizada pelo fabricante, elas devem ser 

validadas pelo comprador antes do uso clínico (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 

diagnóstico clínico quanto para a pesquisa, são consideradas ASRs, não 

existindo em nosso país legislação para desenvolvimento e validação dos 

testes. 

 

1.4.3.2 Etapas de validação das sondas homebrew  

Nas diferentes instituições que regularizam o desenvolvimento de 

sondas para FISH os critérios de testagem de desempenho e validação são 

distintos, e nem sempre, são específicos para as sondas homebrew. Sendo 

assim, Lawce (2017), no AGT Cytogenetics Laboratory Manual, utilizando os 

critérios de validação do CAP, American College of Medical Genetics e 

publicações reconhecidas neste tema, sugere critérios para validar sondas 

desenvolvidas in house. Nestes critérios são avaliadas a sensibilidade, 

especificidade e eficiência das sondas produzidas, sugerindo-se que estas 

análises sejam realizadas em vinte amostras normais. Quando possível, 
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recomenda-se a verificação do funcionamento das sondas em amostras 

alteradas, todavia algumas alterações são tão raras ou difíceis de detectar por 

meio da citogenética convencional que impossibilitam este tipo de testagem.  

A sensibilidade da sonda é o quão bem a sonda detecta os alvos, pode-

se contar 200 interfases utilizando a fórmula: 

Sensibilidade= número de interfases com o padrão de sinais esperado X 100 
Número total de interfases 

Enquanto que a especificidade da sonda é o quão frequente a sonda 

detecta os alvos ou faz hibridização cruzada com outro cromossomo que não 

seja aquele determinado. Comumente são analisadas 100 metáfases para 

verificação do padrão de sinais, de acordo com a fórmula: 

Especificidade= número de sinais esperados por locus X 100 
Número total de sinais* 

* ou número de sinais no locus esperado + número de sinais no locus não esperado 

Ainda para avaliação da especificidade da sonda, recomenda-se a 

análise precisa da localização dos sinais diretamente nos cromossomos, esta 

pode ser realizada pelo método de DAPI invertido, bandamento sequencial G- 

ou Q-. 

 Por fim, a eficiência é verificada calculando-se a percentagem de células 

analisáveis que hibridizaram ao se comparar com o número de células sem 

sinal.  

Recomenda-se ainda, que os testes tenham reprodutibilidade, ou seja, a 

sonda deve ter a mesma performance em vários ensaios, em dias distintos, 

com diferentes técnicos, nas mesmas condições de hibridização, pós-lavagem 

e preparo de lâminas. 
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1.5 Justificativa 

A tecnologia de FISH há muitos anos vem sendo aplicada no mundo 

inteiro. Porém, em nosso país, seu custo comercial elevado tem limitado de 

forma muito intensa a sua utilização para diagnósticos aos pacientes do SUS. 

Em nosso sistema público de saúde, a metodologia de FISH ainda não é 

disponível rotineiramente para a realização de diagnósticos. Desta forma, o 

domínio da técnica de confecção de sondas de DNA para FISH representa um 

avanço tecnológico que permite o acesso a diagnósticos mais precisos. Em 

consequência disso, se pode oferecer aos pacientes um aconselhamento 

genético mais diretivo e apropriado, além de proporcionar a coleta de dados 

epidemiológicos destas alterações para estudos futuros. 

Além da tradicional aplicação da metodologia de FISH para diagnósticos, 

o domínio da manufatura das sondas possibilita uma vasta gama de opções 

para a pesquisa citogenética, como a oportunidade de desenvolver novos 

produtos que não estão disponíveis no mercado, ou ainda, personalizar 

produtos já existentes de acordo com nossas demandas. 

Ademais, a implementação 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 análise 

e o registro fotográfico das células, permite que o aprendiz possa desenvolver 

uma série de habilidades. Dentre elas, estão, o preparo de diversos reagentes, 

a prática de técnicas de citogenética e de biologia molecular, e capacitação ao 

uso de diferentes equipamentos. Além da experiência de vivência em 

atividades práticas de laboratório, onde o aluno pode perceber na prática a 
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necessidade da atenção, comprometimento e dedicação nas atividades 

laboratoriais e de pesquisa.  

Até o presente momento, em nosso estado não existe outro laboratório 

que produza sondas de FISH, tanto para aplicação em diagnósticos quanto 

para pesquisas. Neste trabalho desenvolvemos três diferentes conjuntos de 

sondas de DNA, estas foram para aplicação da detecção da fusão BCR/ABL1, 

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

 

 2.1 Objetivo Geral  

Implementar a manufatura de sondas de DNA para hibridização in situ 

fluorescente no Laboratório de Citogenética da UFCSPA. 

 

2.2 Objetivos específicos 

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 cariótipo ou FISH. 

c) Avaliar sensibilidade, especificidade e eficiência das sondas 

desenvolvidas. 

d)  Capacitar a equipe do laboratório nos procedimentos associados ao 

desenvolvimento e validação dos produtos.  
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4 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 O desenvolvimento in house das sondas de DNA para FISH foi eficaz. 

As sondas para a detecção da deleção 22q11.2 e alterações do gene MLL 

responderam adequadamente aos critérios de validação. A fusão dos genes 

BCR-ABL1 foi detectada em amostras alteradas, porém devido às marcações 

inespecíficas da sonda para identificação do gene BCR não foi possível realizar 

a validação. Comprovamos que, após o aprendizado e implementação das 

técnicas, o custo por amostra tornou-se inferior ao compararmos com os 

valores oferecidos pelos fornecedores das sondas comerciais disponíveis. 

 O decorrer do presente estudo foi árduo, as dificuldades e imprevistos 

desta implementação foram inúmeras, principalmente devido ao fato de que a 

maioria das técnicas desenvolvidas nunca tinham sido realizadas em nosso 

laboratório. Para chegarmos aos resultados obtidos foram necessárias 

adaptações e modificações dos protocolos que tínhamos. Inicialmente as 

alterações ocorreram na tentativa de detecção dos sinais e, após, para 

aperfeiçoar os processos e melhoria da qualidade dos sinais. Dentre as 

alterações mais significativas estão, a redução do tempo de hibridização das 

amostras pela metade, alteração do processo de co-desnaturação, e por fim, 

otimização das sondas produzidas com a redução da quantidade de sonda por 

spot. 

 O domínio que adquirimos desenvolvendo estas três sondas nos 

proporciona habilidades para a elaboração de novas sondas ou sondas 

indisponíveis comercialmente. O grupo de pesquisa do Laboratório de 

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

iniciação científica até pesquisas de pós-doutorado.  
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5 ANEXOS 

5.1 Material e Métodos 

Este trabalho consistiu em uma pesquisa experimental com posterior 

validação das sondas desenvolvidas. Os protocolos para o desenvolvimento das 

sondas que utilizamos são 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 pós-lavagem 

foram derivados daqueles utilizados e getilmente cedidos pela Profª Dra. 

Mariluce Riegel (Laboratório de Citogenética Molecular, Hospital de Clínicas de 

Porto Alegre). 

 

Local de Realização e suporte financiamento 

O presente estudo foi realizado no Laboratório de Citogenética da 

Universidade Federal de Ciências da Saúde de Porto Alegre (UFCSPA), 

contemplado no edital FAPERGS/MS/CNPq/SESRS n° 002/2013 (Número 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 Comissão de Pesquisa da UFCSPA (Anexo 

5.1.1) e aprovado conforme o parecer do Comitê de Ética em Pesquisa da 

mesma universidade (2.348.732 de 25/10/2017) (Anexo 5.1.2). Para as análises 

de sensibilidade, especificidade e eficiência das sondas desenvolvidas, foram 

utilizadas vinte amostras não alteradas (controles negativos) de doadores 

voluntários saudáveis, todos alunos e/ou funcionários da UFCSPA. Foram 

coletados 4mL de sangue periférico, em tubo de colheita apropriado. As 

amostras foram utilizadas apenas para a validação das sondas desenvolvidas, o 

risco aos doadores foi associado apenas a própria coleta de sangue. A doação 

ocorreu mediante assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

(TCLE) (Anexo 5.1.3).  

Os controles positivos para a validação das sondas foram obtidos de 

amostras não identificadas advindas do Hospital da Criança Santo Antônio 

(HCSA) e do Grupo Hospitalar Conceição (GHC). Convém esclarecer que as 

amostras de medula óssea alteradas foram disponibilizadas pelo Instituto de 
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Exames Genéticos – GENEX – laboratório responsável pelas análises 

citogenéticas do Grupo Hospitalar Conceição (GHC) (Anexo 5.1.4). Após 

análise, liberação de laudo e estocagem por tempo padrão, as amostras nos 

foram fornecidas. Cabe aqui ressaltar que após este tempo estas seriam 

descartadas. Nos foram fornecidas cinco alíquotas não identificadas com 

diagnóstico citogenético para a presença de cromossomo Philadelphia. Além do 

resultado do cariótipo, nenhuma outra informação a respeito das amostras foi 

fornecida, mantendo assim o anonimato destes indivíduos.  
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5.1.1 Registro na Comissão de Pesquisa da UFCSPA 

 

  



63 
 

5.1.2 Parecer do Comitê de Ética em Pesquisa da UFCSPA 
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67 
 

5.1.3 Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
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5.1.4 Declaração GENEX 
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Seleção dos clones 

Os genes ou sequências 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 

localização em relação ao gene ou sequência de interesse (Figura 1). Os clones 

selecionados foram adquiridos da empresa BACPAC Resources Center 

[https://bacpacresources.org/].  

Figura 1- Demonstração da escolha do clone utilizado para identificação do gene 
ABL1 no UCSC Genome Browser. legenda: Clones disponíveis em BAC End Pairs e 

Clones Placed on Cytogenetic Map Using FISH compatíveis com a sequência do gene ABL1 
(sequência do gene marcada em azul claro, e gene ABL1 em retângulo rosa). No retângulo 
vermelho, o clone RP11-83J21 utilizado para o desenvolvimento da sonda de DNA para 
identificação do gene ABL1. 
 

Desenho dos primers específicos 

Foram selecionadas as sequências 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 

que possuíam em torno de 20 pb cada um, que gerassem fragmentos de 200 a 

500 pb, com conteúdo de guanina e citosina de 45-55%, e temperatura de 

anelamento (melting) entre 54 a 60°C. Antes da solicitação de compra, foi 

realizado o BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) de cada uma das 

sequências dos primers [https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi] para verificação 
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da especificidade em relação as sequências de interesse. Foram escolhidas 

apenas as sequências que apresentaram 100% de cobertura na região de 

interesse (query cover) e E value<1.0, quando estes valores apareceram 

também para áreas 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 bacteriológica, em 100 mL de meio sólido LB Ágar 

Affymetrix/USB® 3,5%, após a solidificação do meio espalhamos em sua 

superfície cloranfenicol a uma concentração de 34 µg/mL. Após cultivo, foram 

selecionadas de 4 a 8 colônias únicas, 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 µg/mL.  

 

Figura 2- Colônias isoladas e de tamanho médio. Legenda: Placa de Petri contendo 

meio sólido LB Ágar após cultivo overnight de clone. As setas indicam colônias isoladas e de 
tamanho médio. 
 



71 
 

 O material remanescente de cada colônia foi utilizado para a verificação 

dos insertos mediante a reação de PCR (Polymerase Chain Reaction) com 

primers específicos. Os produtos gerados foram identificados por meio de 

eletroforese em gel de agarose 1% (Anexo 5.1.5). As identificações dos BACs 

utilizados em cada uma das sondas, o locus cromossômico, bem como o 

tamanho do fragmento (em pares de base – pb) esperado para cada BAC após 

a revelação da eletroforese em gel de agarose, as sequências e as 

características dos primers específicos para cada BAC estão descritos no quadro 

1. 

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

das sondas. 

Sonda lócus  BAC Pb Sequência do primer específico Tm C/G 

BCR-
ABL1 

9q34 
RP11 
83J21 

235 
F: 5’- GCC TGG CCT CTT TAC TCT TAT T- 3’ 54,5°C 45,5% 

R: 5’- CTC ATA TCC TCA GAG AGA CCC A-  3’ 54,9°C 50% 

BCR-
ABL1 

22q11 
RP11 

806D22 
228 

F: 5’- CAC AGT CTG GTA GGA GAA ACA- 3’ 
54,8°C 50% 

R: 5’- GGC AGC TGG ACT ACA AAG AT- 3’ 

MLL 11q23.3 
RP11 

947D13 
219 

F: 5'- GCC TGT ATC CCA GCA CTT T- 3' 
55,1°C 

52,6% 

R: 5'- AGT GCA GTG GCA CGA TTT- 3' 50% 

MLL 11q23.3 
RP11 

414G21 
219 

F: 5'- CCT GAC TTC TCT GGG CTA TTT- 3' 54,1°C 47,6% 

R: 5'- AGG ATG GAT CTA GGA AGT CTC A- 3' 54,2°C 45,5% 

del22q 22q11.21 
RP11-

1057H19 
332 

F: 5'- CAA CAT CAC CCT GAC ACC AA- 3' 55,2°C 50% 

R: 5'- CCA CCA CGC CAA GCT AAT- 3' 55,6°C 55,6% 

del22q 22q13.33 
RP11-
825H3 

267 
F: 5'- AAA CGT CTC ACC GAG TTG AC- 3' 55°C 50% 

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 – proporção citosina e guanina. 

 

Extração e amplificação dos DNAs  

Apenas as colônias que obtiveram a confirmação das sequências 

específicas por PCR foram utilizadas no desenvolvimento das sondas (Figura 3). 

Após o cultivo overnight das colônias únicas em LB Broth, o DNA de cada uma 

delas foi extraído (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 amplificação (REPLI-g® Mini Kit – Invitrogen) 

para que ocorresse o incremento da quantidade de DNA (Anexo 5.1.8). Após a 

amplificação os DNAs foram novamente quantificados em gel de agarose (Figura 

5) (Anexo 5.1.9). 
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Figura 3- Eletroforese em gel de agarose para confirmação dos insertos nas 
bactérias cultivadas. Legenda: A primeira e última coluna do gel apresentam o marcador de 

peso molecular 100 pb DNA Ladder utilizado para mensurar o tamanho aproximado dos 
fragmentos. Os números 1 e 2 indicam os clones escolhidos do BAC RP11-806D22 para o 
prosseguimento dos experimentos, todos os clones apresentaram bandas compatíveis com os 
fragmentos esperados (228pb). Os números 3 e 4 indicam os clones escolhidos do BAC RP11-
83J21 para o prosseguimento dos experimentos, todos os clones apresentaram bandas 
compatíveis com os fragmentos esperados (235pb).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4- Eletroforese em gel de agarose para quantificação dos DNAs 
extraídos. Legenda: A primeira e segunda coluna do gel apresentam o marcador High Mass 

DNA Ladder utilizado para quantificar a concentração de cada DNA extraído. Os números 1 e 2 
indicam os DNAs extraídos do clone RP11-806D22, e os números 3 e 4, DNAs extraídos do 
clone RP11-83J21. Com base na comparação da intensidade entre as bandas do marcador High 
Mass e dos DNAs dos BACs, a concentração dos DNAs 1 e 2 foi estimada em 20 e 40 ng/µL, 
respectivamente. Para o clone 3 não foi possível estimar a concentração; já para o 4, foi estimada 
em 60 ng/µL.  

 

100pb                       100pb                       

1 2 3 4 
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Figura 5- Eletroforese em gel de agarose para quantificação dos DNAs após 
Repli-G. Legenda: A primeira e segunda coluna do gel apresentam o marcador High Mass DNA 

Ladder utilizado para quantificar a concentração de cada DNA extraído após amplificação. Os 
números 1 e 2 indicam as colônias do clone RP11-806D22, 3 e 4 indicam as colônias do clone 
RP11-83J21; cada uma delas apresentando diluições com 1, 2 e 4 µL de DNA.  Devido a clara 
visualização do aumento gradual das concentrações, foram selecionados os DNAs das colônias 
2 e 4. Para ambas as colônias a quantificação do DNA foi estimada em 40 ng/µL. Pelo fato das 
alíquotas de DNA terem sido diluídas em 1:10 para a verificação no gel de agarose, a real 
quantidade de DNA pode ser estimada em 400 ng/µL. 

 

Marcação dos DNAs por Nick-translation 

Foi utilizado em torno de 1 µg do DNA amplificado para a realização da 

marcação por Nick-translation (Nick Translation Kit® – Abbott) (Anexo 5.1.10). 

De acordo com a concentração estimada de cada DNA amplificado, foi definido 

o volume a ser utilizado na reação. Por exemplo, para um DNA com 

concentração estimada de 400 ng/µL, utilizou-se 2,5 µL para chegar a 

concentração desejada de 1 µg (1.000 ng) de DNA. As reações foram realizadas 

no termociclador (Veriti 96 – Well Thermal Cycler – Applied Biosystems), onde 

os DNAs e reagentes específicos 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 os clones utilizados no 

desenvolvimento das sondas BCR-ABL1 e MLL. 
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Figura 6- Representação esquemática da localização cromossômica dos clones 
utilizados para o desenvolvimento das sondas BCR-ABL1 e MLL. Legenda: Em azul 

se pode observar a localização dos genes. Os clones estão coloridos de acordo com o 
fluorocromo utilizado em cada sonda. (a) Ideograma do cromossomo 9, a marcação em azul 
representa o locus do gene ABL1, ao lado pode-se observar esta região ampliada, e a direita 
dela, um aumento maior mostrando o gene ABL1 e o clone que foi utilizado no desenvolvimento 
desta sonda.  (b) Representação do cromossomo 22 e do clone utilizado para avaliação do gene 
BCR. (c) Ideograma do cromossomo 11 e os clones utilizados para identificação da integridade 
do gene MLL. Fonte: Elaborado pela autora. 



75 
 

Precipitação e purificação das sondas 

Os DNAs marcados foram individualmente misturados ao DNA de 

esperma de salmão (Salmon Sperm® DNA – Invitrogen), à Cot-1 DNA (Human 

Cot-1® DNA – Invitrogen), acetato de sódio 3M e etanol absoluto. Estas misturas 

permaneceram por 1 hora a -85°C, decorrido o tempo, estas passaram por 

centrifugações com álcool 70% para a lavagem dos pellets. Depois os pellets 

foram deixados em temperatura ambiente para a secagem completa. Os 

precipitados foram então dissolvidos em solução de hibridização (tDenHyb-2 

Solution® Insitus), com esta etapa concluiu-se o processo de desenvolvimento 

das sondas, tornando-as disponíveis para a realização dos ensaios de FISH 

(Anexo 5.1.11). 

  

Cultura e Processamento das Amostras  

As amostras de sangue dos doadores voluntários (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 às amostras Colcemid® Solution (ThermoFisher Scientific) 

por 20 minutos, estas então foram centrifugadas, e após a retirada dos 

sobrenadantes foi adicionado cloreto de potássio (KCl) 0,075M a 37°C para 

realização do choque hipotônico. Após 15 minutos, se interrompeu a ação da 

solução hipotônica com solução fixativa de Carnoy (3 metanol: 1 ácido acético 

glacial). Os pellets das amostras foram centrifugados e lavados com esta solução 

por duas vezes, após processamento. A seguir, as amostras foram armazenadas 

a -8°C. 

As amostras de medula óssea (controles positivos), foram cultivadas e 

processadas previamente no Instituto de Exames Genéticos – GENEX, o qual 

nos disponibilizou alíquotas das células fixadas e em suspensão para o preparo 

das lâminas. 

 

Preparo das Lâminas  

Após cultivo e processamento, as amostras foram centrifugadas, os 

sobrenadantes foram retirados e se adicionou solução de Carnoy para diluição 

dos pellets. Com os pellets devidamente diluídos, se pingou com pipeta Pasteur 

uma gota destas soluções em lâminas de vidro previamente lavadas. Depois da 
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completa secagem do material nas lâminas, a concentração e índice mitótico de 

cada lâmina foi verificada em microscópio de contraste de fase. As áreas que 

apresentaram melhores concentrações de material foram demarcadas (spot) 

com caneta de ponta de diamante. As lâminas permaneceram em temperatura 

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

 

Pré-tratamento 

Neste processo (Anexo 5.1.12) as lâminas previamente preparadas 

passaram por lavagens com citrato de sódio, solução de pepsina, tampão 

fosfato-salino (PBS) e solução de formaldeído. Posteriormente foram 

desidratadas em concentrações crescentes de etanol. Concluída esta etapa, 

iniciou-se o processo de hibridização. 

 

Hibridização 

Foram preparadas as misturas das sondas para as lâminas que seriam 

hibridizadas naquele momento. Para cada lâmina misturou-se 1,5 µL de cada 

sonda marcada à 1 µL de solução de hibridização (tDenHyb-2 Solution® Insitus). 

Esta mistura foi colocada na região demarcada do spot, representando 75ng/µL 

de DNA marcado, a qual foi coberta com uma lamínula redonda de 11 mm. A 

lamínula foi então selada com rubber cement (Elmer’s®).  Após secagem 

completa da cola, as lâminas foram incubadas em estufa a 85°C por 10 minutos 

para que ocorresse a codesnaturação dos DNAs. Terminado este tempo o 

material das lâminas foi hibridizado em câmara úmida a 37°C por 18 a 44 horas. 

 

Pós-lavagem 

Decorrido o período de hibridização, as lâminas foram lavadas em 

soluções de citrato de sódio e Tween-20; e depois, em soluções contendo 

apenas citrato de sódio. Finalizado este processo, colocou-se o contracorante 

DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) na região demarcada, sobrepondo-a depois 

com uma lamínula. As lâminas foram embaladas em papel-alumínio e 

armazenadas sob refrigeração até o momento da análise.  
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Análise  

As análises foram realizadas em microscópio de epifluorescência Axio 

Imager Z2 Zeiss, e os registros fotográficos foram feitos no software 

Isis®MetaSystems. A contagem das células seguiu os parâmetros 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 à análise comumente praticada para as lâminas de bandamento 

GTG. A análise ocorreu apenas nas lâminas que apresentaram sinais brilhantes 

e facilmente reconhecidos, com background escuro e limpo, sem resquícios de 

fluorescência entre as células. Para a contagem utilizamos células íntegras, com 

núcleos bem delimitados, sem sobreposições, e metáfases arredondadas com 

aparência diploide.   

As células foram avaliadas em filtro verde (Green- 49303 Chroma) e 

laranja (Orange- 49305 Chroma) para a detecção individual das sondas 

marcadas com os fluorocromos Green-dUTP e Red-dUTP, respectivamente. 

Para a visualização do conjunto de sondas desenvolvidas utilizamos o filtro triplo 

(DAPI/FITC/TexasRed- 61002 Chroma). Para registro das análises 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 cálculos de sensibilidade, especificidade e eficiência das sondas 

desenvolvidas. 
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Figura 7- Representação 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 está 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 validação por PCR 
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5.1.6 Fluxos de trabalho- 2_Extração de DNA bacteriano   
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5.1.7 Fluxos de trabalho- 3_ Gel de eletroforese    
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5.1.8 Fluxos de trabalho- 4_ Repli-G  
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5.1.9 Fluxos de trabalho- 5_ Gel de eletroforese    
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5.1.10 Fluxos de trabalho- 6_ Marcação direta do DNA- Nick-translation 
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5.1.11 Fluxos de trabalho- 7_ Precipitação da sonda de DNA  
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5.1.12 Fluxos de trabalho- 8_ Hibridização in situ fluorescente em células 

em suspensão 
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5.1.13 Ficha de análise   
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Validação 

Os critérios de testagem de desempenho e validação das sondas 

seguiram o recomendado no The AGT Cytogenetics Laboratory Manual, cap. 16, 

para validação de sondas desenvolvidas in house. Neste trabalho avaliamos a 

sensibilidade, especificidade e eficiência das sondas produzidas.  

Para os cálculos 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 padrão de sinais verde/vermelho 

em cada uma das células analisadas.  

Para os cálculos de especificidade das sondas, analisamos ao menos um 

total de 100 metáfases nas 20 amostras controle negativas. A fim de assegurar 

com precisão a localização cromossômica das sondas desenvolvidas, utilizamos 

a ferramenta do software de captura de imagem Isis®, chamada DAPI reverso, 

que facilita a identificação cromossômica baseada no padrão de bandeamento 

adotado na citogenética convencional. Desta forma, registramos no mínimo dez 

fotografias de metáfases com este bandeamento. Esse procedimento assegurou 

que a sonda desenvolvida hibridizasse na região cromossômica esperada, que 

não existisse hibridização cruzada, que não houvesse contaminação do mix da 

sonda, e que o protocolo fosse adequado para o desenvolvimento da mesma.  

Por fim, a eficiência foi verificada calculando-se a percentagem de células 

analisáveis que hibridizaram, dentre as 4.000 células contadas.  

As sondas para investigação de deleção 22q11.2 e fusão BCR-ABL1 

também foram testadas em amostras de controles positivas para ambas 

alterações, para verificação do funcionamento correto das sondas na detecção 

das respectivas alterações. Cabe aqui ressaltar que, para garantir a 

reprodutibilidade dos experimentos, todas as etapas do desenvolvimento das 

sondas e hibridização foram realizadas diversas vezes, em dias distintos, por 

diferentes técnicos.  
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5.2 Sonda MLL 

  Durante o período de aquisição 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, não ocorria a amplificação da sequência 

utilizando os primers específicos para o clone RP11-59N1. Esta etapa foi 

realizada por diversas vezes para este clone. Realizamos novas culturas, porém 

também sem obtenção de resultados na etapa de verificação por PCR. Como 

com os primers dos outros clones tivemos resultados positivos, cogitamos que 

haveria algum problema específico neste par de primers, desta forma optamos 

por seguir as etapas de desenvolvimento desta sonda mesmo sem a 

confirmação da sequência do BAC por PCR. Ao final do desenvolvimento da 

sonda deste clone, observamos na análise em microscopia de fluorescência que 

a marcação verde, utilizada para este clone, se apresentava em outro 

cromossomo que não o 11. Com o auxílio da ferramenta DAPI reverso, podemos 

observar que a sonda marcava um par de cromossomos do grupo B, 

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

Figura 8- Imagens fotográficas em microscopia de fluorescência de sondas 
desenvolvidas a partir dos BACs RP11-414G21 e RP11-59N1. Legenda: Na 

metáfase da esquerda, apenas com os filtros laranja e verde, sem filtro DAPI, se pode observar 
a marcação da sonda vermelha no braço longo de um cromossomo do grupo C (flechas 
vermelhas), e a marcação verde (flechas verdes) em outro cromossomo. A direita, utilizando a 
ferramenta de DAPI reverso, se observa os cromossomos 11 com a marcação vermelha nos 
braços longos, e dois cromossomos do grupo B com a marcação em verde.  
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Ao verificarmos no sítio eletrônico da empresa, encontramos a informação 

de que 10% dos clones vendidos não correspondem às expectativas do 

consumidor. Acreditamos que de alguma forma o clone que escolhemos foi 

trocado por outro na própria empresa, devido a algum erro de identificação ou 

houve contaminação. Sendo assim, selecionamos outro clone, RP11-947D13, 

com outra sequência também compatível com a região de interesse. Para este 

clone todas as etapas de desenvolvimento ocorreram conforme o esperado.  

Após o desenvolvimento das sondas utilizando o novo clone, foi realizado 

o processo de validação 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 padrão de sinais esperado, 

resultando em uma sensibilidade de 94,65%. A média de sinais esperados por 

núcleo foi de 189,3 (175 - 197). 

Ainda analisamos nestas amostras 136 metáfases, as quais todas 

apresentaram, conforme o esperado, dois sinais verdes e dois sinais vermelhos 

na parte distal do braço longo do cromossomo 11. Sendo assim, a especificidade 

desta sonda resultou em 100%. 

Das 4000 interfases analisadas, 3972 apresentaram hibridização, 

resultado assim em uma eficiência de 99,3%. Em média, das 200 interfases 

analisadas por amostra, 198,6 (193 - 200) hibridizaram.  
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Figura 9- Imagens fotográficas das sondas para detecção de anomalias no gene 
MLL em núcleos interfásicos. Legenda: Núcleos hibridizados de amostra controle negativo 

com as sondas para investigação do gene MLL. (a, d) presença de dois sinais por núcleo 
utilizando o filtro verde. (b, e) presença de dois sinais por núcleo com o filtro laranja. (c, f) 
presença de dois sinais amarelos por núcleo no filtro triplo. 

 
 

O registro pela ferramenta de DAPI reverso foi realizado para 23 

metáfases (Figuras 10 e 11). Durante o período de desenvolvimento deste 

trabalho não tivemos acesso a nenhuma amostra com alteração confirmada no 

gene MLL. Desta forma, a sonda pode ser testada apenas em amostras controle 

negativas.  
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Figura 10- Imagens fotográficas de metáfase em microscopia de fluorescência 
utilizando as sondas para detecção de anomalias no gene MLL. Legenda: A 

esquerda, metáfase de controle negativo em filtro triplo, as fechas vermelhas indicam a 
sobreposição das sondas vermelhas e verdes em amarelo, demonstrando a integridade da 
região do gene MLL. A direita, a mesma metáfase em DAPI invertido, pode-se observar que as 
sondas estão localizadas no braço longo do cromossomo 11. 
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Figura 11- Imagens fotográficas de metáfase com as sondas para detecção de 
alterações no gene MLL em microscopia de fluorescência com a individualização 
dos filtros utilizados. Legenda: Metáfase hibridizada com as sondas para investigação 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, sobreposição das sondas em amarelo em ambos os cromossomos 11. (d) DAPI invertido, 
demostrando que as sondas hibridizaram nas regiões esperadas.    

 

Posteriormente aos testes de validação que realizamos conseguimos, por 

meio da empresa Citogem, uma pequena amostra desta mesma sonda da 

fabricante Vysis. Desta forma foi possível compará-la com a sonda desenvolvida 

por nós. Com a quantidade doada foi possível hibridizar duas lâminas. Sendo 

assim, selecionamos duas amostras controle negativas que apresentaram bons 

índices mitóticos nos testes previamente realizados.   

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

desenvolvida in house, e na outra, a sonda comercial. Um integrante da equipe 



96 
 

que não participou do preparo e nem das contagens microscópicas cobriu com 

uma etiqueta a identificação destas lâminas para garantir que a análise fosse 

realizada de forma cega. O pré-tratamento, hibridização e pós-lavagem para 

todas as lâminas ocorreu da mesma forma e simultaneamente. As 

concentrações da sonda comercial utilizadas na hibridização foram realizadas 

de acordo com as recomendações do fabricante, enquanto que, para a sonda in 

house permanecemos com o usualmente realizado nos testes anteriores. 

Dois analistas realizaram as avaliações microscópicas, onde foram 

avaliadas 200 interfases (Figura 12) por lâmina e um total de 33 metáfases 

(Figura 13). Das 400 interfases analisadas nas duas amostras onde se utilizou a 

sonda comercial, 384 apresentaram o padrão de sinais esperado, resultando em 

uma sensibilidade de 96%. Ainda nestas amostras, analisou-se 23 metáfases, 

onde todas apresentaram o padrão de sinais na localização cromossômica 

esperada. Desta forma, a especificidade resultou em 100%. Do total de 

interfases analisadas, apenas duas não apresentaram sinais de hibridização, 

resultando em uma eficiência de 99,5%. 

Para a sonda desenvolvida in house, das 400 interfases avaliadas, 391 

apresentaram o padrão de sinais esperado, resultando em uma sensibilidade de 

97,7%. Nestas amostras analisamos 10 metáfases, todas apresentaram o 

padrão de sinais esperado, sendo assim a especificidade foi de 100%. Do total 

de interfases analisadas, todas apresentaram sinais de hibridização, resultando 

em uma eficiência de 100%. 

Verificamos que, apesar de a sensibilidade, especificidade e eficiência 

entre ambas as sondas apresentarem valores muito similares, e a aparência do 

padrão e intensidade dos sinais ser bastante semelhante, as lâminas onde 

utilizamos a sonda comercial exibiram metáfases com os cromossomos mais 

íntegros, nítidos e sem citoplasma; e os núcleos tinham aspecto mais 

homogêneo. A sonda comercial possivelmente tenha algum reagente que proteja 

as células deixando o material com um aspecto mais homogêneo, não 

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 cromossômica 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 metáfases com aspecto homogêneo e cromossomos 

íntegros, todavia ao compararmos com as amostras hibridizadas com a sonda 

comercial, observamos um maior índice de células com aspecto ideal de análise 

nestas. 

Figura 12- Comparação de interfases hibridizadas com a sonda in house e 
sonda comercial. Legenda: Interfases hibridizadas com as sondas para investigação 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- Comparação de metáfases hibridizadas com a sonda in house e 
sonda comercial. Legenda: Metáfases hibridizadas com as sondas para investigação do gene 

MLL, observadas em filtro verde, laranja e triplo, respectivamente. Nas fotos as flechas indicam 
a localização dos sinais. (a-c) Metáfase hibridizada com sonda in house. (d-f) Metáfase 
hibridizada com sonda comercial. 
 
 
 

5.3 Sonda BCR-ABL1 

 No decorrer do desenvolvimento das sondas para detecção da fusão 

BCR-ABL1 foram necessárias diversas execuções das etapas até que o material 

se tornasse adequado para as análises (Anexo 5.3.1). Todavia, quando 

iniciamos as primeiras análises em microscopia de fluorescência, além dos sinais 

que esperávamos, detectamos inúmeros outros sinais inespecíficos. Estes 

advinham da sonda desenvolvida para a identificação do gene BCR, marcada 

com o fluorocromo verde. Os sinais inespecíficos apresentavam-se de forma 

mais evidente nas interfases (Figura 14) e não tanto nas metáfases (Figura 15).  
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5.3.1- Tabela de execuções dos protocolos de desenvolvimento das sondas 

de FISH- BCR-ABL1. 

Legenda: (1) dificuldades na verificação do gel pós-PCR (muito DNA); (2) sinais adequados, 

muito background; (3) sinais adequados, sem background, sinais de umidade, material 

desmanchando; (4) material desmanchando na região da lamínula; (5) curva Nick-translation 

para determinação do melhor tempo para a reação; (6) sinais adequados, marcação some rápido; 

(7) teste com maior quantidade de fluorocromo na reação; (8) sinais adequados; (9) ausência de 

sinais; (10) toda execução desenvolvida pelas alunas de TCC; (11) início das análises nos 

controles negativos, detecção de sinais inespecíficos; (12) hibridização incorreta, sondas 

trocadas; (13) estufa estragou, hibridização a 28°C, lâminas manchadas, material degradado; 

(14) sinais inespecíficos; (15) teste de redução do tempo de hibridização, permanências dos 

 Cultivo 
dos BACs 

Extração do 
DNA dos 

BACs 

REPLI-g Nick-
translation 

Purificação Hibridização 

Execução 
1 

25/01/16 03/02/161 07/03/16 03/05/16   

Execução 
2 

   02/01/17 03/01/17 04/01/172 

Execução 
3 

     11/01/173 

Execução 
4 

     18/01/174 

Execução 
5 

02/05/17 04/05/17 05/05/17 09/05/175   

Execução 
6 

   10/05/17 11/05/17 12/05/176 

Execução 
7 

     18/05/176 

Execução 
8 

   23/05/177 25/05/17 26/05/178 

Execução 
9 

   12/06/17 13/06/17 05/07/179 

Execução 
10 

10/07/1710 25/07/17 26/07/17 27/07/17 28/07/17 31/07/17 

Execução 
11 

   10/08/17 11/08/17 12/08/1711 

Execução 
12 

     15/08/1711 

Execução 
13 

   24/08/17 25/08/17 26/08/1712 

Execução 
14 

   28/08/17 29/09/17 29/08/1713 

Execução 
15 

   04/09/17 05/09/17 06/09/1714 

Execução 
16 

     10/09/1714 

Execução 
17 

   12/09/17 13/09/17 14/09/1715 

Execução 
18 

  18/09/1716 25/09/17 26/09/17 26/09/1717 

Execução 
19 

   09/10/17 10/10/17 11/10/1718 

Execução 
20 

   18/10/17 19/10/1719 19/10/1720 

Execução 
21 

    23/10/1721 24/10/1722 

Execução 
22 

   30/10/1723 31/10/17 31/10/1724 

Execução 
23 

   07/11/17 08/11/1725 08/11/1726 
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sinais inespecíficos, ausência dos sinais vermelhos; (16) novo kit de Repli-g; (17) permanências 

dos sinais inespecíficos; (18) verificação de que os sinais inespecíficos aparecem sempre nos 

mesmos cromossomos; (19) aumento da quantidade de Cot-1 (15µL) na purificação da sonda; 

(20) lâminas com mix de sonda convencional e outro com menos sonda verde, ainda aparecem 

os sinais inespecíficos em todas as lâminas; (21) aumento da quantidade de Cot-1 (20µL) na 

purificação da sonda; (22) teste com dois mix de sonda com diferentes concentrações da sonda 

verde (1,5µL e 0,5µL), sem alterações significativas na redução dos sinais inespecíficos, o 

aumento do Cot-1 parece ter reduzido parcialmente os sinais inespecíficos; (23) sinal de 

fluorescência invertido – gene ABL1 marcado com fluorescência verde e gene BCR marcado 

com fluorescência vermelha; (24) marcação inespecífica em vermelho; (25) purificação com 20µL 

de Cot-1; (26) permanência das marcações inespecíficas.  

 

 

Figura 14- Interfases hibridizadas com as sondas BCR-ABL1. Legenda: Interfases 

observadas em filtro verde, hibridizadas com as sondas para detecção da fusão dos genes BCR-
ABL1, nota-se a presença de vários sinais inespecíficos. 
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Figura 15- Metáfase e interfase hibridizadas com as sondas BCR-ABL1. Legenda: 

A foto da esquerda foi realizada em filtro triplo, a da direita, a mesma imagem em DAPI reverso. 

Nas metáfases, 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, 

compatíveis com os cromossomos 22, ainda se pode observar em verde outros sinais menores 

inespecíficos.   

 

Assim, as etapas de desenvolvimento desta sonda foram refeitas várias 

vezes, testando diferentes fatores, com o objetivo de suprimir estes sinais 

inespecíficos (Anexo 5.3.1). No decorrer das etapas de desenvolvimento criamos 

hipóteses para tentar compreender o porquê do aparecimento destes sinais, 

buscando soluções e as testamos. Uma das hipóteses para o surgimento dos 

sinais inespecíficos seria o excesso de DNA deste clone na sonda, logo 

buscamos reduzir a quantidade desta sonda na lâmina. Testamos também, o 

incremento da quantidade de COT-1 no processo de precipitação, este reagente 

é responsável por bloquear as sequências repetitivas.  

De acordo com os protocolos que utilizamos para o desenvolvimento das 

sondas homebrew, ao final das etapas de cultivo dos BACs, extração de DNA e 

amplificação do DNA (Repli-g); haviam pontos de checagem, para a confirmação 

das sequências, quantificação do DNA extraído e quantificação do DNA 

amplificado, respectivamente. Desta forma, sabíamos que a etapa realizada 

havia decorrido conforme o esperado. Quando nas análises microscópicas 

verificávamos que a hibridização se mostrava inadequada, buscamos fazer 

alterações nas etapas de purificação; e ao não ter o resultado esperado, 

partíamos para as alterações 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 não dessem certo, iniciávamos as mudanças e repetições 

em uma etapa anterior, neste caso o Repli-g. 

Além das hipóteses citadas, outros fatores também podem interferir na 

qualidade e funcionamento das sondas, como, o tempo decorrido de 

armazenamento dos DNAs, período e quantidade de vezes em que as soluções 

e kits foram utilizados, devido principalmente a alterações 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 

não apresentava o funcionamento adequado, suspeitávamos que o problema era 

específico daquela sonda, e não dos reagentes e kits utilizados. Por outro lado, 

quando em um conjunto de lâminas com diferentes sondas não apresentavam 

os sinais esperados, sabíamos 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 inespecíficos pareciam estar presentes sempre nos 

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

 

 

Figura 16- Presença de sinais inespecíficos com as sondas BCR-ABL1. Legenda: 

A foto a esquerda apresenta-se em filtro triplo, a direita, a mesma imagem em DAPI reverso. Nas 

metáfases, as flechas indicam a marcação inespecífica nos cromossomos 1, 2 e 13.  

 

Passamos a suspeitar então que a marcação inespecífica advinha de uma 

inadequação do BAC utilizado, RP11 806D22, o qual além de ser complementar 

a região 22q11.22, também parecia ser complementar a outras regiões de outros 

cromossomos. Com o intuito de testar esta hipótese, utilizamos a ferramenta 
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BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), que busca por regiões de 

similaridade entre sequências de nucleotídeos ou proteínas, e calcula a 

significância estatística das possíveis combinações encontradas, disponível no 

portal do NCBI [https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/]. Ao utilizarmos a ferramenta para 

a sequência do clone RP11 806D22, obtivemos como resultado uma similaridade 

entre a sequência de nucleotídeos do cromossomo 22, e regiões dos 

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

 

Figura 17- Resultados da ferramenta BLAST para a sequência de nucleotídeos 

do clone RP11 806D22. Legenda: o retângulo vermelho indica a similaridade entre a 

sequência pesquisada e regiões dos cromossomos 1, 13 e 2. O valor query cover representa a 

taxa de similaridade entre estas sequências e a sequência investigada.  

 

Com base nestes achados, acreditamos que durante o processo de 

escolha dos clones para o desenvolvimento das sondas in house, deveria ser 

incluída uma etapa de verificação das sequências com a ferramenta BLAST, 

etapa que não constava em nossos protocolos originais.  Desta forma a escolha 

dos clones seria mais acertada, evitando gastos e trabalho desnecessários. 

Devido ao término dos recursos para o desenvolvimento deste projeto, não foi 

possível adquirir outro clone para substituir o RP11 806D22. 
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Apesar das intercorrências com um dos clones escolhidos para este 

conjunto de sondas, ao testarmos as sondas em amostras de controles positivos, 

Philadelphia positivos, observamos nas metáfases analisadas a presença do 

padrão de sinais esperado; um sinal vermelho, um sinal verde e um sinal amarelo 

indicativo da fusão dos genes BCR-ABL1 (Figura 18). Mesmo detectando o 

padrão de sinais esperado nos controles positivos, não foi possível realizar os 

testes de validação para este conjunto de sondas devido aos sinais inespecíficos 

detectados. 

Figura 18- Padrão de sinais encontrados em amostra controle positiva para 
fusão dos genes BCR-ABL1. Legenda: a metáfase 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 o asterisco indica o cromossomo 
Philadelphia, onde é possível observar a fusão das duas sondas. 

  

5.4 Contratempos além da bancada 

Além das etapas inesperadas já relatadas aqui inerentes ao processo de 

implementação 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 os 

mais significativos serão relatados brevemente.   

O cronograma proposto no projeto contava com a liberação de recursos 

ainda no ano de 2013. A primeira liberação dos recursos (R$ 74.972,50) 

aconteceu em janeiro de 2014, sendo que, conforme orientação da agência, 

imediatamente adquirimos os bens de capital. Assim, restaram R$ 34.472,50 

desta primeira liberação. Porém, no orçamento para a compra somente dos kits 
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de Nick-translation seriam necessários R$ 37.920,00. Ou seja, somente foi 

possível adquirir reagentes quando aconteceu a segunda liberação de recursos. 

Não seria prudente comprar apenas parte dos reagentes e deixá-los estocados 

sob risco de perder prazo de validade. Assim, a compra dos reagentes somente 

pode acontecer a partir da liberação de todo o valor contemplado, que aconteceu 

em fevereiro do ano de 2015.  

Adquirimos então um lote de reagentes suficiente para a implementação 

dos procedimentos laboratoriais, sendo que optamos por iniciar pela manufatura 

da sonda para a deleção 22q.11.2. Foram comprados todos os BACs, reagentes 

e kits necessários para o desenvolvimento de uma das sondas para FISH 

previstas (22q.11.2). Como diversos reagentes são importados e os 

fornecedores não os têm em estoque, pois são raríssimos laboratórios brasileiros 

que manufaturam sondas de DNA, recebemos todos os insumos necessários 

para trabalhar somente em meados de julho de 2015.  

Começamos, então, a desenvolver a primeira sonda, porém somente o 

fluorocromo verde foi observado. Não foi possível visualizar o fluorocromo 

vermelho, mesmo adequando procedimentos laboratoriais e utilizando outros 

microscópios de fluorescência. Para testar se o problema era com a sonda que 

produzimos ou com o fluorocromo, invertemos a marcação. Marcamos o clone 

da região controle de vermelho e o clone da região crítica de verde. Mesmo 

alterando a marcação, não observamos a marcação vermelha, apenas a verde 

novamente. Este primeiro kit de Nick-translation que adquirimos pertencia a 

marca Jena Bioscience, diferente da indicada nos protocolos que tínhamos. No 

momento da compra dos reagentes a marca utilizada nos protocolos ainda não 

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 o 

desejado, já que conseguimos visualizar as sondas marcando os loci definidos 

para o cromossomo 22.  

Em outubro de 2015 realizamos a compra dos reagentes necessários para 

a manufatura das outras sondas e conseguimos adquirir o kit de Nick-translation 

da marca Abbott que estava começando a ser importado para o Brasil. Este kit 

era o indicado nos protocolos obtidos a partir da Profa. Marileila Varella-Garcia. 

Ao final do mês de janeiro de 2016 recebemos este kit de Nick-translation. Além 
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do que já foi descrito, ocorreram outros imprevistos que são apresentados no 

quadro 2. 

 

5.5 Atividades complementares desenvolvidas 

No decorrer deste trabalho tivemos muitos períodos sem atividades de 

bancada devido aos vários fatores que aqui foram relatados, estes períodos 

foram utilizados principalmente para o desenvolvimento e escrita de artigos 

científicos. Ao longo deste trabalho de doutorado, foram publicados 8 artigos 

científicos.  

Também fizeram parte das atividades desenvolvidas neste período os 

orçamentos e compra de reagentes, atuação na documentação para a prestação 

de contas deste projeto, cooperação na elaboração de projetos para os editais 

INCT-MCTI/CNPq/CAPES/FAPs nº 16/2014, edital MS-SCTIE-Decit/CNPq nº 

12/2018. Orientação e coorientação de trabalhos de conclusão de curso, apoio 

e treinamento de bolsistas de extensão e iniciação científica. Além de atividades 

de docência com aulas e seminários em disciplinas da graduação e pós-

graduação, e minicurso de Citogenética no Congresso Brasileiro de Genética 

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

Imprevisto Período Consequências Desfecho 

Atraso na liberação 
segunda parcela da 
verba (Primeira parcela 
recebida em janeiro de 
2014 utilizada para 
aquisição dos 
equipamentos). 

Julho 
2014- 
Janeiro 
2015 

Adiamento da compra dos 
reagentes.  
Experimentos não puderam 
iniciar. 

Verba recebida em 
fevereiro de 2015, de 
imediato foram feitos 
os orçamentos e 
compras dos 
reagentes. 

Atraso de entrega de 
reagentes importados. 

Fevereiro 
2015- 
Agosto 
2015 

Experimentos não puderam 
iniciar sem todos os 
reagentes necessários. 

Experimentos 
iniciaram assim que 
os reagentes foram 
recebidos. 

Fluorescência vermelha 
não foi visualizada no 
primeiro kit Nick-
translation adquirido. No 
momento da compra só 
havia disponível o kit da 
marca Jena Bioscience.  

Setembro 
2015 

Durante a realização da 
sonda de deleção 22q foi 
possível confirmar que as 
duas sequencias utilizadas 
estavam adequadas.  
Ambas marcaram com o 
fluorocromo verde e 
nenhuma com o vermelho. 

Se conseguiu solicitar 
a compra de dois kits 
da marca Abbott. 

Kits Nick-translation 
recebidos sem 
refrigeração adequada 
no transporte. 

Janeiro 
2016 

Ambas fluorescências não 
foram observadas nas 
amostras testadas. 
Experimentos de FISH 
suspensos. 

Solicitada a troca dos 
kits, os quais foram 
recebidos apenas em 
agosto de 2016. 

Falta de luz na 
universidade por 3 dias 
devido a temporal. 

Fevereiro 
2016 

Alteração das temperaturas 
dos reagentes 
armazenados nas 
geladeiras, freezers e 
freezer -80°C. 
Consequências 
desconhecidas na 
eficiência dos reagentes. 

Após retorno da luz, 
os reagentes foram 
armazenados 
adequadamente.  

Aquisição de 
microscópio de 
fluorescência novo.  

Maio 2016 Adaptação ao novo sistema 
de captura e softwares. 

Treinamentos em 
setembro e novembro 
de 2016 e maio de 
2017. 

Filtro triplo inadequado 
no microscópio novo. 

Setembro 
2017 

Dificuldades na análise das 
amostras. Muitas tentativas 
de melhorar a qualidade 
das lâminas antes de 
verificar que o filtro estava 
trocado. 

Solicitação da troca 
do filtro. 
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