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Introdugéo FISH nao devem ser analisados se houver fluorescéncia de
fundo que pode mascarar o sinal em mais de 10% das células
e sinais fracos e ndo uniformes em mais de 25% das células®.
Diversas modificagcoes nessas etapas criticas foram
realizadas para otimizar e garantir a visualizacdo de sinais
brilhantes, morfologia nuclear preservada e sem background,
que resultou na otimizacao da sonda MYC breakapart
juntamente com o Kit de pré-tratamento e DAPI. As laminas
foram analisadas por 2 profissionais experientes. Os nossos
achados nao demonstraram o rearranjo MYC, o que nao
Interfere na otimizacao do protocolo.

As aplicacoes da tecnica FISH sao inumeras, sendo
considerada uma ferramenta de diagnostico e subclassificagao
das neoplasias'. O protocolo padrdo da FISH realizado em
tecido fixado em formalina e emblocado em parafina (FFPE)
comega com a selecao da populacao representativa de celulas
de interesse pelo patologista que marca a segcao em corte
histoldgico (CH) corado com hematoxilina e eosina2. O gene
MYC e um proto-oncogene cuja func¢ao € a regulagao do ciclo
celular: proliferacao, diferenciacao, motilidade, apoptose e a
regulacao da estrutura da cromatina, sendo importante na
formacao, manutencao e progressao de varios tipos de
cancers. As dificuldades em otimizar protocolos FISH incluem
os fatores pré-analiticos, analiticos e expertise técnica.

Objetivo

Padronizar sistematicamente o protocolo da sonda MYC em
tecido FFPE.

Metodologia

As Dbiopsias de tecido cerebral foram fixadas em formalina
tamponada a 10% e os cortes histologicos de 3um, dispostos
em laminas sinalizadas. O Kit pré-tratamento, sonda MYC
breakapart e DAPI foram utilizados segundo o fabricante
Master Diagnostica/Grupo Erviegas (Brasil).

Resultados e Discussao

Figura 1. Teste 6: Corte histologico de tecido cerebral. Observa-se a
marcagao da sonda MYC Breakapart (sinais verdes e laranja). As setas
indicam os sinais brilhantes, morfologia nuclear preservada e sem
background. Nao ha o rearranjo Myc.

No teste 1, nao houve marcacao com a digestao enzimatica no
tempo menor de 20min. Nos testes 2, 4 e 5 foi observado
background, sinais fracos e os nucleos foram digeridos por -
maior tempo de pepsina (25min). O teste 6 apresentou ser o Conclusao

melhor teste com sinais nitidos e sem background (figura. 1). A sonda MYC, o kit pré-tratamento e o DAPI (Master
As dificuldades da técnica FISH em FFPE incluem: tempo de Diagndstica/Grupo Erviegas, Brasil) foram padronizados por

fixagao, processamento do tecido, qualidade da sonda, FISH em tecido FFPE, apresentando melhor sensibilidade,
acessibilidade e preservagdo do DNA*. CH espessos causam especificidade e reprodutibilidade.

sobreposicao celular. A FISH com amostras FFPE pode ser
eSpeCiaImente desaﬁador, principalmente porque a fixagéo e d Referéncias Bibliog réficas
parafina afetam o DNA alvo e & necessaria uma otimizacao
adicional das etapas de pré-tratamento e hibridizacao
utilizando kit de pré-tratamento adequado e validado. Os
reagentes de pre-tratamento aumentam a eficiéncia da
hibridizagcao da sonda e reduz a autofluorescéncia de fundo. A
digestao enzimatica e a lavagem pos hibridizagao € crucial
para o0 sucesso da FISH, pois interferem diretamente na
visibilidade dos sinais°. Apesar de observar um sinal fraco nos
testes 2, 4 e 5, a literatura®° recomenda que os resultados da
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