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RESUMO. A cariotipagem com bandeamento G dos cromossomos humanos
tem sido extremamente Util para determinar as anormalidades
cromossdmicas, embora a analise dos esfregacos de metafase exija
consideravel experiéncia. Além disso, a variagdo na incorporacao dos
corantes pelas bandas de uma preparacédo e outra e as semelhancas entre
0s grupos de bandas em diferentes cromossomos dificulta a automatizagao
destas analises. Todavia, o advento dos métodos de hibridizacdo
fluorescente in situ, da PCR, das bibliotecas cromossomo-especificas e de
um conjunto crescente de corantes fluorescentes possibilitou a coloracédo
individual dos cromossomos metafasicos. Esse artigo consiste em uma
breve revisdo das principais técnicas usadas em citogenética molecular para
0 mapeamento cromossdmico. A utilizacdo de corantes especificos para os
cromossomos, em vez do padrdo de bandeamento, provavelmente venha a
facilitar a identificacdo das alteracbes cromossémicas e automatizar as

analises cariotipicas.
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1. INTRODUGCAO

A citogenética consiste em uma area comum de conhecimentos tanto de
biologia celular quanto de genética, que desde a época de Mendel vem se
expandindo enorme-mente e se inserindo em varios outros campos da Biologia,
como a taxonomia, a bioquimica, a medicina clinica e o melhoramento animal e
vegetal. Sendo a citogenética o estudo da e genética por meio da biologia celular,
esta area da ciéncia engloba todo qualquer estudo relacionado com o cromossomo,
isolado ou em conjunto, condensado ou distendido, tanto no que diz respeito a sua
morfologia, organizacao, funcao e replicacdo, quanto a sua variacao e evolucgao.

A citogenética classica desenvolveu-se principalmente a partir do inicio do
século passado e seu crescente progresso acompanhou o aprimoramento de
técnicas e equipa-mentos de microscopia.

Na citogenética molecular, a andalise cromossbmica tem sido de grande
importancia para o entendimento da evolucdo, genética e estabilidade cariotipica
dos materiais estudados. Por muito tempo, a caracterizacdo cromossémica foi
baseada especialmente em parametros morfolégicos, como o tamanho dos bracos,
posicdo dos centrdbmeros e localizacdo das constricdes secundarias (GUERRA,
1988). Com a implantacdo de técnicas de bandeamento (CASPERSSON et al,
1970), que permitem a visualizacdo de blocos diferenciados (bandas), a
caracterizagcdo cromossdmica foi melhorada significativamente.

Com a introducdo das técnicas moleculares, os entdo chamados “corpos
corados” da biologia celular estdo cada vez mais “brilhantemente corados”, em
cores e pseudo-cores das mais variadas.

O uso da Hibridizagdo Fluorescente In Situ (FISH) na citogenética tem a
vantagem de fornecer resultados rapidos, que podem ser convenientemente
contados a olho, utilizando-se um microscépio de fluorescéncia (CHEUNG et al,
1977; NG et al, 2007; CHO et al, 2009). Em espalhamento de cromossomos
metafasicos, sinais positivos aparecem como pontos duplos, correspondendo a
hibridizacdo das sondas em ambas as cromatides-irmas. Utilizando-se um
equipamento sofisticado para o processamento de imagens e de moléculas, ligadas
a reporteres carregando fluoréforos diferentes, € possivel mapear e ordenar varios

clones de DNA simultaneamente (WANG et al, 2009). Existem numerosas
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aplicacbes para a FISH cromossémica, mas uma especial é a pintura cromossomica,

que permite uma forma de cariotipagem molecular (RIED et al, 1998).

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Citometria de Fluxo

Os cromossomos humanos apresentam uma variacdo consideravel em
tamanho e conteddo de DNA. Além disso, a composicdo de base pode variar
consideravelmente: cromossomos sabidamente ricos em genes ou pobres em genes
possuem, comparativamente, uma elevada % de (G + C) ou (A + T), respectiva-
mente. Por exemplo, os cromossomos 21 e 22 sdo semelhantes em tamanho e em
conteido de DNA, mas o cromossomo 21 é pobre em genes e possui uma %
relativamente elevada de (A + T), enquanto que 0 cromossomo 22 é rico em genes
e possui uma % relativamente elevada de (G + C). Como resultado das diferencas
de tamanho e diferencas na composicdo de bases, os cromossomos humanos
podem ser separados pela distribuicdo de fluxo (citometria de fluxo) (BARTHOLDI
et al, 1987; KARABINUS, 2009). Nessa técnica, preparacdes cromossbmicas sao
coradas com um corante que se liga ao DNA, que pode fluorescer em um feixe de
laser. A quantidade de fluorescéncia exibida por um determinado cromossomo é

proporcional a quantidade de corante ligado, a qual, por sua vez, é
significativamente proporcional a quantidade de DNA e, assim, ao tamanho do
cromossomo. Adicionalmente, certos corantes, tais como cromomicina A;, mostram
ligacdo preferencial a sequéncias ricas em GC, enquanto outros, como Hoechst
33258, ligam-se preferencial-mente a regides ricas em AT (ASBURY et al, 1996;
VANDERBYL et al, 2001).

Os cromossomos individuais podem se ligar a quantidades diferentes de
corantes fluorescentes, motivo pelo qual podem ser fracionados em um citdmetro
de fluxo. Um jato de particulas contendo cromossomos corados é passado por um
feixe de laser precisamente focado, em uma frequéncia de cerca de 1000 a 2000
cromossomos por segundo e a fluorescéncia dos cromossomos individuais, presente
em particulas individuais, € monitorada por um fotomultiplicador. A intensidade de
fluorescéncia de cromossomos diferentes pode entdo ser registrada utilizando-se

um tipo de janela para definir a faixa de intensidades de fluorescéncia
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correspondentes a um tipo determinado de cromossomo. Pode ser dada uma carga
elétrica nas particulas contendo o cromossomo desejado e essas podem ser
desviadas do jato principal para uma grade coletora separada (KURIKI e
TAKAHASHI, 1997).

O cariograma de fluxo resultante pode apresentar boa separacdo de alguns
cromossomos humanos; outros, tais como 0sS cromossomos 9-12, ndo sdo bem
separados. No entanto, hibridos de células somaticas monocromossdémicas podem
ser utilizados e, frequentemente, resultam em boa separacdo do cromossomo
humano. Como resultado, painéis de DNA cromossomo-especificos foram obtidos,
representando cada um dos 24 cromossomos humanos. Esses podem ser utilizados
para ter-se a localizacdo cromossémica de qualquer fragmento de DNA humano: o
fragmento é marcado e hibridizado com dot-blots de DNA dos 24 cromossomos
(“blots de fluxo”) ou pode ser utilizado um experimento de PCR, se for conveniente.
Adicionalmente, o DNA purificado a partir de um tipo cromossémico especifico pode
ser amplificado por clonagem de DNA de base celular ou baseada em PCR, para
gerar Dbibliotecas de DNA cromossomo-especificas (DAVIES et al, 1981;

McCORMICK et al, 1993a; McCORMICK et al, 1993b).

2.2. FISH e Pintura Cromossdtmica (Chromosome Painting)

Um procedimento simples para o mapeamento de genes e de outras
sequéncias de DNA é o de hibridizar uma sonda adequada de DNA marcado com o
DNA cromossémico que foi desnaturado in situ. Inicialmente, a técnica de “pintura”
do cromossomo, com uma cor especifica utilizava um banco de cromossomos
selecionados por fluxo como a fonte de sondas cromossémicas especificas (RIED et
al, 1998). Essas sondas eram entdo marcadas diretamente pela incorporacdao de
um nucleotideo com um corante fluorescente durante a reacdo de marcacdo (figura
1) ou indiretamente, pela incorporagdo de nucleotideos portadores de um grupo de
afinidade (molécula repodrter), tais como biotina ou digoxigenina que, apds a
incorporacdo no DNA é, entdo, ligada por afinidade a uma molécula marcada por
fluorescéncia (BAYANI e SQUIRE, 2004).

A obtencao de cromossomos metafasicos ou prometafasicos se da a partir de
linfécitos de sangue periférico ou de linhagens celulares. Esses cromossomos sao
secados ao ar em uma lamina de microscopio e tratados com RNase e proteinase K

0 que resulta em DNA cromossbmico parcialmente purificado, que €é entéo
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desnaturado por exposi¢do a formamida. O DNA agora desnaturado esta disponivel
para a hibridizacdo in situ com uma solucdo contendo uma sonda de acido nucléico

marcada (GUERRA, 1988).

Figura 1. Duplicagdo direta do cromossomo 3 observada através da hibridizagdo com

YACs contendo sequéncias Unicas do 3p. Banda G do referido cromossomo no detalhe.

Ap6s a reacdo de hibridizacdo, a fluorescéncia pode ser visualizada
diretamente através de microscopia fluorescente ou indiretamente através do
tratamento das laminas com um corante fluorescente conjugado ao grupo de
afinidade da sonda para posteriormente ser examinada para fluorescéncia (figura
2).

Para aumentar a intensidade do sinal de hibridizacdo, grandes sondas de
DNA séo preferidas, normalmente clones em cosmideos contendo ao redor de 40kb
de inserto. Tais sequéncias grandes irdo conter muitas sequéncias de DNA
repetitivas, espalhadas, sendo necessario utilizar a hibridizacdo por supressdo in
situ (LICHTER et al, 1990). Essencial-mente, isso € uma forma de hibridizacdo por
competicdo: antes da hibridizacdo principal, a sonda é misturada com um grande
excesso de DNA gendmico total, ndo-marcado e desnaturado, saturando, dessa
forma, os elementos repetitivos na sonda, de forma que eles ndao irdo mais

mascarar o sinal gerado por sequéncias unicas (MONACO e LARIN, 2001).
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Figura 2. FISH em nucleos interfasicos de células do liquido amniético.

a) Sonda para o cromossomo 13 em paciente com diagnéstico pré-natal de sindrome de Patau

e b) Sonda para o cromossomo 21 em paciente com diagndstico pré-natal de sindrome de Down.

Recentemente o protocolo de PCR substituiu as bibliotecas de cromossomos
separados por fluxo como fonte das sondas para coloracdo dos cromossomos.
Especificamente, a sintese quimica da sequéncia 5'-CCGACTCGAGNNNNNATGTGG-
3’, onde N significa que qualquer um dos quatro nucleotideos incorporados a estes
sitios produz uma familia de oligonucleotideos. Com esta familia, a amplificacdo por
PCR ocorre em aproximadamente 10° sitios dispersos ao longo do genoma humano,
ou seja, aproximadamente 21 mil sitios por cromossomo. Este tipo de PCR é
denominado disparador oligonucleotidico degenerativo (DOP-PCR). Assim, seja com
uma preparacdo de cromossomos selecionados por fluxo ou com uma regido
cromossdémica microdissecada como o DNA molde, o DOP-PCR produz um grupo
grande de sondas de um cromossomo inteiro ou de parte de um cromossomo. Este
método de PCR elimina a necessidade de manutencdo dos clones e fornece um
rendimento elevado de sondas para um cromossomo especifico (STAP et al, 2001).

Uma vez que existem apenas cinco ou seis corantes fluorescentes
produzidos, adequados para a marcacdo do DNA e passiveis de diferenciacéo
espectral, somente um pequeno nimero dos 24 cromossomos (22 autossomos, 0 X
e 0 Y) pode ser pintado com diferentes cores simultaneamente. Se fosse possivel
diferenciar, do ponto de vista espectral, 24 corantes fluorescentes diferentes
simultaneamente, seria possivel identificar cada cromossomo individualmente por

sua coloracdo. Além disso, as translocagdes cromossdmicas poderiam ser reveladas
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facilmente mediante a justaposicao inesperada das cores. Comparativa-mente com
a pesquisa de banda G em caridtipos para determinar as origens dos grupos
deslocados de bandas, seria mais facil identificar as mutagdes cromossdmicas entre
0os cromossomos multicoloridos. Infelizmente, n&o existem 24 corantes
fluorescentes diferentes que possam ser utilizados para colorir cada cromossomo
humano. Todavia, alguns citogeneticistas moleculares consideram que hibridizar um
cromossomo com conjuntos de sondas cromossomo-especificas, cada qual marcada
com um corante fluorescente diferente, poderia produzir um espectro de emisséao
fluorescente combinada diferente de quando cada corante fluorescente é utilizado
separadamente. Teoricamente, com cinco corantes fluorescentes, existem 31 (2"-1;
n = 5) combinacfes possiveis. Em outras palavras, hipoteticamente, apenas cinco
corantes fluorescentes geram combinacgfes suficientes para produzir um espectro
distinto de emissdo fluorescente para cada cromossomo. Apoés testar varias
combinacbes de sondas cromossomo-especificas marcadas, foram formulados 24
protocolos de cor para os cromossomos (SPEICHER et al, 1996; SCHROCK et al,
1996). A figura 3 mostra um exemplo de um esquema de diferentes combinacdes
de sondas cromossémicas marcadas que produz uma resposta fluorescente Unica a

partir de cada cromossomo.
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Figura 3. Esquema de diferentes combinacdes de sondas cromossdémicas marcadas (a) que produz uma
resposta fluorescente Unica a partir de cada cromossomo (b). O Cy5 detectado no cromossomo 1,
codificado como branco; o DEAC detectado no cromossomo 2, codificado como azul escuro; o TexRed
detectado no cromossomo 3, codificado como verde claro e o FITC + SpeOra detectados no cromossomo

12, codificados como verde escuro, sdo exemplo de representagdo de pseudocores em um cariograma.
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A resolucdo maxima da FISH convencional em cromossomos metafasicos é
de varias megabases. A utilizagdo de cromossomos prometafasicos mais estendidos
pode permitir a resolu¢cdo de 1Mb mas, devido a problemas como o dobramento da
cromatina, dois sinais de sondas diferentemente marcadas podem parecer estar
lado a lado, a menos que eles estejam separados por distancias maiores que 2Mb.
Recente-mente, no entanto, novas variacdes foram desenvolvidas, permitindo
resolucdes muito elevadas (BAYANI e SQUIRE, 2004).

Dependendo da técnica especifica utilizada, o bandeamento dos
cromossomos pode ser arranjado antes ou depois da etapa de hibridizacdo. Gracas
a isso, o sinal obtido apds a remocdo do excesso da sonda pode ser correlacionado
com o padrdo de bandas cromossdmicas para identificar a localizagdo no mapa de

sequéncias de DNA reconhecidas por ela (figura 4).

Figura 4. Correlacéo do padrdo de bandas cromossémicas com o sinal emitido pelas sondas
fluorescentes. a) Bandeamento G dos cromossomos metafasicos; b) Cariograma monocromatico por
banda G; c¢) Cariograma fluorescente marcado com DAPI; d) Cariograma fluorescente marcado com
FITC; e) Cariograma fluorescente marcado com TRITC e f) Sobreposicdo da banda G, DAPI, FITC e

TRITC. (Cortesia do Institut fur Pathologie "Rudolf-Virchow-Haus" - University Hospital Charité).
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2.3. M-FISH e SKY

As diferencas em espectro entre as varias combinacbes de corantes
fluorescentes sédo sutis e a deteccdo exige equipamento e programas de
computador especializados. O problema para decifrar as diferencas de espectro
vem sendo contornado de duas maneiras. Um método utiliza um conjunto de cinco
filtros diferentes, cada qual transmitindo a emissdo de um dos corantes
fluorescentes. O equipa-mento captura a imagem de cada cromossomo e, apos
cinco leituras separadas dos cromossomos coloridos, cada qual com um filtro
diferente, um programa de computador combina os dados espectrais de cada
cromossomo (assinatura espectral) e atribui uma cor. A cor atribuida pelo
computador ndao €é necessariamente a cor real, mas uma cor que reflete a
informacado espectral composta de cada cromossomo e facilita o reconhecimento
dos cromossomos. Esta forma de distinguir cada um dos 24 cromossomos de um
unico esfregaco metafasico foi denominada de FISH-fluor multicombinatéria (M-
FISH) (LEE et al, 2001) (figura 5).

L21Z320

Figura 5. ldentificagdo da origem das muta¢des cromossdmicas

através da técnica de hibridizagdo fluorescente in situ multicolorida.

Um método alternativo para identificar as diferencas espectrais, que utiliza o
mesmo tipo de protocolo de marcacdo cromossémica que a estratégia M-FISH, é
denominado cariotipagem espectral multicolorida (SKY). Neste caso, é determinado
todo o espectro emitido de cada cromossomo e, a cada cromossomo, € atribuida
uma pseudocor (figura 6). De maneira resumida, uma camara acoplada a um

dispositivo carregado capta as imagens dos cromossomos metafasicos, as emissdes
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sdo passadas por um interferdbmetro, os dados sdo processados em informagédo

espectral e uma cor ¢ alocada a cada cromossomo (SCHROCK et al, 1996).

= &= = = == ==
g =0
B g = B

Figura 6. SKYgrama humano normal (SKY/M-FISH & CGH Database: NCBI-NLM-NIH).

Mais de 400 mil analises cariotipicas sdo conduzidas anualmente nos EUA e
Canada, para determinar as condi¢gdes cromossémicas de fetos, recém-nascidos e
células malignas. O caridtipo multicolorido possibilitara determinar com maior
facilidade a perda ou ganho cromossémico (aneuploidia) e os rearranjos estruturais
complexos (figura 7). Por exemplo, em um contexto clinico, dado que as células

cancerosas apresentam anomalias cromossbmicas distintas, o cario6tipo
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multicolorido pode ser utilizado para determinar a eficacia do protocolo terapéutico
na reducado da populacao de células malignas no paciente (READ e DONNAI, 2007).

Em seu formato atual, os protocolos de coloragdo dos 24 cromossomos ndo
identificam prontamente o0s rearranjos intracromossdémicos como inversdes,
pequenas duplicacbes e pequenas dele¢bes. Todavia, para resolver essa limitacéo,
foi desenvolvido o método de FISH multicolorido com sondas marcadas dirigidas
para regides especificas nos cromossomos (SPEICHER et al, 1996). Além disso,
outra técnica de FISH denominada de hibridizacdo genémica comparativa (CGH) é
utilizada para detectar variacdes nos numeros de copias do DNA nas células

cancerosas.

2.4. F-FISH e DIR-VISH

Os mapeamentos fisicos, através da FISH de cromatina e de fibras possuem
um limite de resolucdo inferior de uma a varias megabases; eles sédo
complementados por métodos de mapeamento molecular, os quais podem mapear
o0 DNA na faixa de 1pb a varias megabases. O sequenciamento de DNA fornece o
mapa fisico mais moderno e atualizado, pela determinacdo da ordem linear de
nucleotideos individuais (HOUSEAL e KLINGER, 1994).

A extensdo do DNA linear de um cromossomo de tamanho médio humano é
de cerca de 5cm, mas ele é compactado, por meio de diversas hierarquias de
dobramento nos cromossomos metafasicos, em poucas micra. Como resultado, a
hibridizagcdo in situ padrdo contra a cromatina altamente condensada de
cromossomos metafasicos ou prometafasicos ndo apresenta grande resolucdo de
mapeamento, com limites superiores tipicos de cerca de uma a varias megabases
de DNA. Para obter-se uma resolucdo maior, as sonda de DNA sé&o hibridizadas com
cromossomos interfasicos, naturalmente estendidos, ou com cromatina ou fibras de
DNA artificialmente espalhadas (figura 8) e preparadas por varios métodos
diferentes (CHEN et al, 2007).

Os cromossomos do nucleo interfasico estdo muito mais estendidos do que
0s cromossomos metafasicos ou prometafasicos. Como resultado, as andlises de
FISH de cromossomos do nucleo interfasico podem permitir uma resolugdo de
mapeamento elevada e auxiliar na determinacdo da ordem de mapeamento fisico
de alguns clones de DNA sinténicos. Os cromossomos estendidos podem voltar-se

para tras em certas regifes, motivo pelo qual uma ordem linear precisa para clones
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de DNA sinténicos necessita da andlise estatistica dos resultados de mapeamento
de muitos nudcleos interfasicos individuais. Assim mesmo, o método é mais

apropriado para ordenar sequéncias separadas por intervalos dentro da faixa de 50

a 500kb.
I i ¢

3 q 5

7 1l
7N 1

N

13 20 21

Figura 7. SKYgrama de células de carcinoma endometriéide pobremente diferenciado com o seguinte
diagnéstico cariotipico: 50-53, X, der(X) t(X;15)(gql1l;?), —+der(X)(19qter->ql1l::Xpll?->g25::7q35-
>qter), ins (1;22) (p13;9119l3), der(1)t(1;3)(pl1;pll), +der(1;9)(ql0;?pl0), -+der(1l)(4qter->pl2
111pl2->q21::5p21->7?), der(2)t(2;11)(q37;913), +der(2)t(2;22)(p11;?), +dic (2;20)(gll;pll),
+der(3)t(3;15)(gl1;?), +dic(3;9)(pl2;p13), +dic(3;9)(?;?), der(6)(6pter->ql0::4g10->q35::5p11->?),
+der(7)t(7;17)(p11;?p1l), +der(7) t(7;17)(p11;?pll), der(8)t(8;10)(pll;pll), der(11)t(11;17)
(q13;921), der(11) (11lpter->gl3::1?p->?::3?7->7), dic(14;14)(p11l;pll), der(14)t(3;14)(?;pll) t(3;8)
(?;?922), der(13;15)(gq10;910), der(16)t(16;18)(pll;pll), der(17) (2?->?::17pl2 ->qter::21g21-
>qgter), der(18)t(1;18)(?;q23), del(18)(ql2), der(19)t(8;19) (?;pll), der(19)t(8;19)(?pl1;ql3),
+der(19) (9pter->p13::19p13->ql3::8?pll->p?), der(21)(7?->?::11p11g25::21pll-qter), -21,
der(22)t(16;22)(p11;pll), -22. (caso clinico publico depositado por Bayani e col. no SKY/M-FISH & CGH
Database: NCBI-NLM-NIH)
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Figura 8. Hibridizacéo in situ de cromossomos interfasicos estendidos.

A FISH de alta resolugcdo pode também ser conduzida utilizando-se
procedimentos que fazem com que o DNA dos cromossomos seja estendido em
uma lamina de microscopio antes da hibridizacdo (FISH em fibra de cromatina
estendida). Um de tais métodos, DIR-VISH (Direct Visual Hybridization), envolve a
lise de células com detergente em uma extremidade de uma lamina de vidro e a
inclinacdo da lamina, permitindo que o DNA em solucdo deslize para a outra
extremidade da lamina. Tais preparagbes permitem resolucbfes de mapeamento
extremamente elevadas: de mais de 700kb a menos que 5kb. Mais recentemente,
0 principio de espalhamento artificial de fibras de cromatina foi ampliado para o
DNA livre de proteinas: o DNA-alvo é preparado a partir de células colocadas em
blocos de géis de eletroforese de campo pulsado. Esse método de FISH com fibras
de DNA utiliza fibras de DNA linearizadas ndo-fixadas em uma lamina de
microscopio e tem uma resolucao de 500kb até poucas quilobases (HEISKANEN et

al, 1996).

3. CONCLUSAO

A pintura cromossémica é uma variante da FISH em que a sonda marcada
com a fluorescéncia € um completo coquetel de sequéncias de um determinado
cromossomo. Em um espalhamento metafasico, esse cromossomo aparece com
uma cor brilhante. Seu uso esta ligado a identificacdo da origem de cromossomos
anormais observados na cariotipagem padrao ou quando os pacientes apresentam
pequenos cromossomos marcadores adicionais ou material extra inserido em um
cromossomo, cuja origem pode ser impossivel de se identificar sem a pintura
cromossémica. Ampliando essa concepcao as técnicas de M-FISH e SKY usam uma
combinacdo de pinturas, uma para cada cromossomo, sendo cada um, marcado
com uma mistura diferente de corantes fluorescentes, de maneira que cada

cromossomo é pintado com uma cor diferente. Ja a F-FISH e a DIR-VISH permitem
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0 mapeamento fisico cromossdmico de alta resolucdo através da hibridizacdo de
sondas em cromossomos estendidos ou cromatina ou fibras de DNA artificialmente
estendidas. Essas novas técnicas inauguram uma nova era na citogenética — a
citogenética molecular — que, sem duavida, abrem espaco para diagnésticos mais
precisos que proporcionarao a instituicdo de medidas terapéuticas mais precoces e
eficientes contribuindo assim, para uma melhora da expectativa e/ou qualidade de
vida dos pacientes e sdo, sem duavida, uma das fontes geradoras de
questionamentos que impulsionaram a genética molecular, embasando a tecnologia
de ponta, como a biotecnologia e a engenharia genética, permanecendo junto as

mesmas, como um dos recursos de avaliacdo em varias pesquisas dessa natureza.
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