Aplicacao da técnica de hibridizacao “in situ” para auxilio
diagndstico e progndstico em amostras histoldgicas

(ISH) ¢
uma técnica molecular que se

hibridizagao “in situ”
baseia no pareamento e na ligacdo
dos

complementar a uma sequéncia-alvo do DNA ou

nucleotideos de wuma sonda especifica
do RNA em amostras histologicas e citoldgicas. A
sonda utilizada pode ser marcada por radioisétopos
(mais sensiveis) ou substidncias ndo isotdpicas como
enzimas, fluoréforos, biotina ou digoxigenina (mais
estaveis)'?,

O objetivo dessa técnica é determinar a
presenca ou a auséncia de sequéncias especificas de
DNA ou RNA nas amostras para identificar sitios
cromossomais, alguma particularidade celular do
espécime estudado, a presenga de virus, parasitas
e bactérias e visualizar as alteragdes morfologicas
associadas as suas agdes. A identificacao da
sequéncia dentro das células é estabelecida pelas
propriedades fundamentais dos acidos nucleicos,
suas habilidades de anelamento com uma ou outra
sequéncia especifica para forma¢ao de hibridos,
podendo ocorrer combinacdes entre DNA-DNA,
DNA-RNA e RNA-RNA?%’.

Antes de iniciar a rea¢ao da ISH propriamente
dita, é necessaria correta aquisicdo e preparo, a
fixacdo e o processamento histolégico adequado da
amostra, que sdo fases pré-analiticas importantes

para obtencdo de resultados de qualidade, ou seja,
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a garantia de boa preservagdo da sua morfologia e a
eficiente hibridiza¢ao da sonda "*°.

A sensibilidade da ISH ¢ considerada mais
alta em amostras de tecidos congelados quando
comparada com as fixadas e incluidas em parafina. A
fixacdo devera ser realizada de maneira a preservar
de forma adequada os aspectos morfologicos das
células e dos acidos nucleicos. Podem ser utilizados
blocos de parafina que foram arquivados ha varios
anos para estudos retrospectivos desde que os
aspectos anteriormente mencionados tenham sido
preservados*’.

A etapa inicial da ISH consiste na protedlise
com o uso de enzimas como a pepsina e a
proteinase K, seguida da desnaturagdo do dcido
nucleico em temperaturas elevadas, que podem
variar de 60 a 80°C. Em seguida, é realizada a
hibridizacao com sondas de DNA ou RNA (em
temperaturas que variam de 37° a 60°C). Apos a
hibridiza¢ao, o anelamento das sondas é detectado
por técnicas de autorradiografia ou reagdes
de imuno-histoquimicas, conforme o tipo de
marcador utilizado (fluoréforos, enzimas, biotina,
digoxigenina)®**.

As sondas utilizadas para detecgio de DNA
ou RNA, idealmente com 50 a 300 pares de bases,
devem considerar, principalmente, a especificidade,
a eficiéncia e a facilidade de penetra¢do no tecido.
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As sondas utilizadas podem ser***

«DNA dupla fita: geradas por
amplificagdo de sequéncias especificas de DNA
ou cDNA, derivados da transcriptase reversa do
mRNA.

«RNA fita simples (riboprobes): geradas por
transcricdo do RNA a partir do DNA, utilizando a
RNA polimerase. Os hibridos RNA-RNA sdo mais
estdveis que os DNA-DNA e DNA-RNA.

« DNA fita simples: gerada através da PCR, sdo de

clonagem e

alta especificidade e mais estaveis que as geradas
por clonagem, nao necessitam de desnaturagao.

« Oligonucleotideos sintéticos: sio os mais acessiveis,
possuem de 15-50 pares de bases geradas por um
sintetizador automatico. Por terem sequéncias
curtas, os hibridos podem ser facilmente desligados
em lavagens pos-hibridizagao, resultando falsos
negativos.

« Oligoprobes podem ser gerados a partir de um
moldede DNA ouacombinagdodeumafitasimples
de oligonucleotideos com um bacteriéfago.

Para garantir a qualidade do procedimento,
faz-se necessario o uso de controles positivo e
negativo do procedimento e uma amostra positiva
paraa sequéncia em estudo. Para o controle negativo,
pode-se utilizar uma sonda com uma sequéncia nao
especificaeparao positivo,umasondaque demonstre
a integridade de algum componente celular na
amostra estudada. Para o controle positivo da
sequéncia em estudo, pode-se utilizar uma amostra
conhecida que tenha apresentado positividade por
alguma outra metodologia. A interpretagdo dos
resultados deverd ser feita mediante a avaliacdo
critica do padrdo de positividade associadas as
alteragdes histologicas e as informagdes clinicas’.

Varios estudos tém aplicado essa metodologia
paradiagnostico e prognodstico de neoplasias cervicais
provocadas pelo papiloma virus humano (HPV),
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além de outros virus DNA como citomegalovirus,
herpes simplex virus, Varicella zoster, Epstein-Barr
virus, adenovirus etc. Muitos desses virus citados
podem ser detectados pela reacio em cadeia da
polimerase (PCR), mas a ISH pode demonstrar a
localizagdo precisa nos tecidos estudados*®.
Concluimos que com os modernos
refinamentos técnicos e a disponibilidade de
varias sondas comerciais, a hibridiza¢ao “in situ”
torna-se uma pratica rotineira, tanto na pesquisa
como nos diagndsticos laboratoriais. E um
método poderoso para a localizagdo de DNA ou
RNA em células ou micro-organismos, podendo
contribuir na elucida¢ao de varios diagndsticos, na
compreensdo dos processos patoldgicos e estudos

epidemiolégicos de muitas doengas.
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