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RESUMO

O cancer € a segunda causa principal de 6bito no mundo, sendo responsavel por mais
de 60 milhdes de mortes anualmente. Esta doenca é resultado de mutagdes gendticas
cumulativas, que ao longo do tempo permitem que as c€lulas se proliferem
descontroladamente, causando a patologia. Muitas alteragdes genéticas que ocorrem na
carcinogénese podem ser visualizadas citogeneticamente, e esta area do conhecimento pode
fornecer dados importantes sobre diagnostico, prognéstico e direcionamento do tratamento de
diversos tipos de tumores. O presente trabalho teve como objetivo caracterizar
citogeneticamente a linhagem de células tumorais de camundongos Sarcoma 180. Foram
utilizadas técnicas convencionais de citogenética como coloragdo por Giemsa, banda C, banda
G e identificagfio das Regides Organizadoras do Nucléolo (NORs). Também foram utilizados
tratamentos com diferentes enzimas de restricdo e fluorocromos Cromomicina As e Hoechst
33258. Foi definido um numero modal de 68 cromossomos para a linhagem celular sarcoma
180. Também foram encontrados alguns cromossomos marcadores, sendo eles trés
Cromossomos metacéntricos e quatro “microcromossomos”. Foi observado um aumento na
atividade das NORs. Alguns estudos de genética e citogenética molecular podem esclarecer

algumas caracteristicas genéticas desta linhagem celular.

Palavras Chave: Sarcoma 180: Citogenética; Mus musculus.
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copias de um ou mais genes, mudanga na expressdo génica ou mudanga na estrutura dos
genes, alterando a seqiiéncia da proteina correspondente. Estas mudangas genéticas podem
causar um aumento ou diminuigio da atividade protéica ou pode criar uma proteina alterada
com uma nova fun¢do (SAUNDERS et al., 2000).

A medida que as células neoplésicas permanecem agrupadas numa unica massa
celular, o tumor é considerado benigno. Um tumor ¢ denominado cancer somente se for
maligno, ou sgja, se sua células tiverem a habilidade de escapar da massa inicial através de
vasos sanguineos ou linfaticos, invadindo tecidos vizinhos e formando tumores secundarios
ou metastases (ALBERTS et al., 1994).

Todo o cancer maligno apresenta, pelo menos, seis habilidades especiais: (1)-
crescimento mesmo na auséncia de sinais de “avance” normais. A maior parte das células
gsperam por uma mensagem antes de iniciar a divisdo, enquanto as células cancerigenas
simulam suas proprias mensagens pro-crescimento (2)- crescimento apesar dos comandos de
“pare’” emitidos pelas células vizinhas. Ao se expandir, o tumor comprime 0 tecido adjacente
que emite mensagens quimicas as quais levariam a um bloqueio da divisdo celular. Células
malignas ignoram oS comandos. (3)- Evasao de mecanismos autodestrutivos (apoptose). (4)-
habilidade para estimular a constru¢io de vasos sanguineos (angiogénese). A medida que o
tumor se distancia da fonte de nutrientes, a massa de células necessita dos vasos para fornecer
os nutrientes necessarios para sua sobrevivéncia. (5)- imortalidade efetiva, se dividindo
constantemente sem entrar em senescéncia. Para conseguir essa habilidade, as c€lulas
neoplasicas trabalham em tormo de sistemas, como os telémeros. forcando o limiar
reprodutivo. (6)- poder invadir tecidos e se espalhar por outros 6rgaos formando metastases
(GIBBS, 2003).

As alteraghes genéticas mais importantes nas células cancerigenas ocorrem nos genes

que controlam a prolifera¢do celular (proto-oncogenes e genes Supressores tumorais),



caracteristicas histologicas de um tumor coincidem com as caracteristicas de outros tumores.
impossibilitando sua diferenciacio com metodos histologicos. Por exemplo, ¢ dificil
diferenciar o liposarcoma “myxoid” de outros tipos de liposarcomas. A descoberta da
translocacdo t(12:16) facilitou a diagnose deste tipo de sarcoma. Alguns tipos de leucemias,
particularmente as do tipo agudas, sdo [requentemente caracterizadas por eventos
cromossdmicos  especificos, possibilitando  a diferenciagio em subtipos distintos

(CASARTELLI, 1993).

1.3 Heterocromatina constitutiva

Heterocromatina constitutiva é a heterocromatina que ocorre em porgdes homoélogas
do par cromossdmico, que apresentam heteropicnose, composta, em grande parte, por DNA
altamente repetitivo. Acredita-se que esse DNA ndo seja codificante. A heterocromatina
constitutiva é permanentemente nao transcrita e ndo um caso de repressdo da atividade
génica.Este tipo de heterocromatina também ¢é chamado de DNA satélite, pois se apresenta em
uma banda diferenciada da eucromatina quando centrifugada em gradiente diferencial de
cloreto de césio (PIECZARKA; MATTEVI, 1998). As regides heterocromaticas ou de DNA
satélite em camundongos (Mus musculus) s&o localizadas proximo a regioes centromericas em
todos os cromossomos autossdmicos e no X. O cromossomo Y possui pouca ou nao
detectavel banda-C (MILLER, 1975; BALDEV WILLCOURT, 1993).

Através do método de banda-C, o DNA &, preferencialmente, eliminado das regides
eucromaticas, portanto estas ndo se apresentam tao fortemente marcadas como a
heterocromatina apés a coloragdo com Giemsa (COMINGS, 1973). Como a composi¢do da
heterocromatina constitutiva € bastante variavel e a banda-C ndo revela a composi¢io de
bases nitrogenadas, é necessario que se utilize outras técnicas que identifiquem as diferentes

classes de heterocromatina (MANTOVANI et al., 2004).



As técnicas de colorago por fluorescéncia tém fornecido dados sobre a composi¢do
das heterocromatinas, alguns deles sio capazes de se ligar especificamente a certos pares de
bases do DNA. A utilizagdo de fluorocromos G-C especificos, tal como Mitramicina e
Cromomicina As, permitem informagdes sobre a localizacao das sequéncias de DNA “ricas™
nestes pares de bases. Ja os fluorocromos DAPI, quinacrina e Hoechst 33258 produzem
informagdes sobre seqiiéncias de DNA “ricas” em bases A-T, uma vez que se ligam
preferencialmente a essas regides. As regides heterocromaticas associadas as NORs foram
constatadas como sendo regides “ricas” em bases G-C (SCHMID, 1988). Em peixes,
fluorocromos tém sido frequentemente utilizados para a analise das regides organizadoras do
nucléolo, uma vez que estas regides estdo associadas a heterocromatina constitutiva
(ARTONI; BERTOLLO, 1999).

Cromossomos metafasicos, fixados com metanol / acido acético e secados ao ar, sdo
susceptiveis a enzimas de restri¢do (DNAses). Estudos feitos por Miller (1983 apud VERMA
BABU, 1995) utilizando um numero de endonucleases de restricdo revelaram que
cromossomos tratados com algumas enzimas reconhecem sequéncias especificas no
cromossomo, que ao ser corado com Giemsa apresenta um padrio de coloragdo diferencial,
caracteristico para cada cromossomo. O padrdo de coloragdo produzido por cada enzima de
restricdo é muito caracteristico e facilmente reprodutivel, fornecendo a oportunidade de usar
gssas enzimas para entender a natureza e caracteristicas da por¢do de heterocromatina

rditentiaom A mmama (UERMA- RARIT 1005)

1.4 Regides organizadoras de nucléolos - NORs

NORs sdo regides que estdo associadas aos nucléolos e tém a responsabilidade de
reorganiza-los ao final da diviso celular. Abrigam o DNA ribossomico (DNATr), a partir do

qual é transcrito o RNA ribossémico - RNAr (Heitz, 1931 apud BICUDO, 1985). Em



eucariotos, regides organizadoras de nucléolos sdo formadas por cistrons repetidos em
tandem. Esses genes, chamados ribossdmicos, apresentam uma regido responsavel pela
transcricdo do RNA ribossdmico precursor, o qual possui 3 segmentos que formardo os RNAr
18S, 5.8S e 28S. Os segmentos estio intercalados por uma regido chamada espacador
intergénico (IGS), que transcreve um RNA instavel e por isso é abortado. Os espagadores sd0
eliminados durante a organizacdo das moléculas precursoras de RNAr, em fungdo disso
tamanho e a organizagio das seqiéncias de bases desses segmentos variam inter e
intraespecificamente. As regides que codificam o RNAr 18S, 58S e 28S sdo mais
conservadas (MESTRINER, 1993). O gene 5S € transcrito em sitios independentes, ndo
possuindo um sitio constante para sua transcri¢ao (GUERRA, 1988).

As regides organizadoras de nucléolos sdo facilmente evidenciadas pela técnica de
impregnagdo com o nitrato de Prata. Por ser uma técnica simples, rapida e barata, ela tem sido
amplamente utilizada pelos citogeneticistas. A Prata se liga, preferencialmente, as regides 18S
e 288 dos cistrons ribossémicos. Estudos citoquimicos mostram que a Prata pode se ligar no
DNAr ou no RNAr transcrito, mas tem preferéncia por proteinas especiais associadas ao
RNAT recém transcrito nos sitios de DNAr. Tais proteinas sdo ndo-histénicas, de natureza
acida (Moreira-Filho, 1983 apud TORRES-MARIANO, 2003).

Essa técnica pode ser utilizada na visualizagdo da atividade do gene no sitio de DNAr.
A impregnacdo pela Prata ndo acontece em todos os sitios de DNAr, apenas nos que estdo
{ranscricionalmente ativos ou que j estiveram ativos e ainda tem residuos de RNAr associado
a proteinas, presos em torno de cistrons de DNAr condensados. A ndo impregnacdo pela Prata
em torno da NOR pode indicar que o cistron de DNAr nio transcreveu RNAr e, por isso, ndo
ha RNAr associado aquelas proteinas. Para confirmar esse fato, foram feitos tratamentos com

\

DNase e/ou RNase e os resultados ndo apresentaram alteragdes quanto a presenga da



marcacdo pela Prata, porém quando o tratamento ¢ feito com proteases, a marcacdo ¢
completamente bloqueada (SCHWARZAC HER et al., 1978).

As NORs apresentam variabilidade, permitindo diferenciar espécies, linhagens e, as
vezes, até individuos de uma mesma linhagem. Entre os aspectos variaveis das NORs estéo
incluidos o numero, a localizagdo, a atividade, o tamanho e a organizagio das seqiiéncias do
DNA ribossdmico. Cada espécie apresenta um nimero de cromossomos portadores de NOR
caracteristico (BICUDO, 1985). Quando a impregnacdo pela Prata esta presente em apenas
um par de cromossomos, dizemos que a NOR ¢ simples, sugerindo atividade génica anterior a
divisdo celular, em apenas um sitio, porém, se mais de um par cromossomico a apresenta ela é
chamada multipla. A variagio de tamanho pode ser explicada pela alteragdo na quantidade de
DNATr presente, por sua atividade transcricional diferenciada em intérfases precedentes ou
pelos dois casos. A variagdo numérica das NORs, também, pode ser explicada por diferenga
na atividade dos cistrons ribossdémicos, por redugdo nessa atividade ou mesmo pela falta de
DNAT (Moreira-Filho, 1983 apud TORRES-MARIANO, 2003).

Os nucléolos presentes em uma célula podem indicar o numero de regides que oS
organizam. No entanto, observa-se, as vezes, uma quantidade de nucléolos inferior as suas
regides organizadoras, devido a possiveis associagdes entre elas ou a desativagdo de algumas
delas (Moreira-Filho, 1983 apud TORRES-MARIANO, 2003). Durante o processo de divisdo
celular, enquanto os cromossomos duplicados vao se condensando, o nucléolo vai
desaparecendo, porque os genes ribossdmicos estdo interrompendo sua atividade. Assim, em
metafase, os nucléolos ndo sio evidenciados, apenas as NORs podem ser visualizadas sob
impregnacio pela Prata (MESTRINER, 1993).

Os genes que codificam para RNA ribossomico (DNAr) de camundongos possuem de
100 a 200 copias no genoma e as regides organizadoras do nucléolo (NORs) sdo distribuidas

em diversos cromossomos (Winking et al., 1980 apud SUZUKI, 1990). Segundo Dev et al.



(1977) Mus musculus, com 40 cromossomos acrocéntricos, possui NORs nos menores
cromossomos autossdmicos 12, 15, 16, 17, 18 e 19, no entanto Suzuki et al. (1990) encontrou
NORs em cinco novos loci nos cromossomos 4, 8, 9, 10, 11, 12, 15, 16, 17, 18 e 19 perto das
regides centroméricas. Essas diferencas sdo explicadas por eventos envolvidos na
homogeneizagdo de DNATr intra- ¢ intercromossomica ¢ pelo fato dos camundongos (M.
musculus) possuirem alta heterogeneidade genética, caracterizada pelo desenvolvimento de

populagdes parcialmente isoladas.

1.5 Sarcoma 180

O Sarcoma 180 (S-180) ou Tumor de Crocker ¢ um tumor indiferenciado que fot
encontrado em camundongos machos, em 1914. Estudos de microscopia eletrbnica mostram
contatos intercelulares caracteristicos de células de origem epitelial, indicando ser esta
neoplasia, um carcinoma. No entanto, outros estudos demonstraram que suas células ndo
produzem laminina, o que ndo permite sua caracterizagio como de origem epitelial. O nome
Sarcoma 180 ficou consagrado na literatura. Histologicamente, apresenta-se¢ como massa
solida formada por células poliédricas de citoplasma basofilo e nucleo central, arranjadas em
ninhos ou corddes (ZUCKERBERG, 1973).

O pleomorfismo € acentuado. Ha estroma conjuntivo vascularizado, circundando e
permeando o tumor, freqiientemente, ha necrose central. Apos sucessivos implantes
subcutaneos, o padrio histoldgico torna-se misto apresentando aspecto tanto de carcinoma
como de sarcoma O tumor invade musculo esquelético, tecido adiposo, nervos e vasos
sangiiineos. Apesar de seu comportamento agressivo local, esta neoplasia ndo produz
metastases (KURASHIGE:; MITSUHASHI, 1982).

Pode ser transplantado por inoculagdo subcutanea, intramuscular ou intraperitoneal e

cresce rapidamente em 90% a 100% dos animais inoculados, havendo regressio natural em
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8% a 10% destes. Em geral ocorre ulceracio da pele ao redor do 28° dia apos a inoculagdo
subcutinea e os animais morrem, em geral, entre o 28° e o 30° dia. Dependendo da forma de
inoculagdo das células de sarcoma 180 no animal, esse tumor pode se desenvolver como um
tumor solido (subcutdnea ou intramuscular) ou tumor ascitico (intraperitoneal)
(ZUCKERBERG, 1973).

Estudos anteriores demonstraram nimero modal de cromossomos igual a 73. Também
foram encontrados trés cromossomos resultantes de translocagdes, os quais foram
denominados marcadores A. B e C. O marcador A ¢ um cromossomo com dois bragos.
Através do padrio de banda-G, foi verificado que o brago maior deste marcador é derivado do
cromossomo 6 e o brago menor, provavelmente, do cromossomo 9. A técnica de banda-C
revelou dois blocos heterocromaticos, proximos um do outro, localizados na regido central do
cromossomo (GHOSH; CHAUDHURI, 1984).

No marcador B, foram encontrados dois blocos heterocromaticos nas regides terminais
do cromossomo. Provavelmente, os cromossomos 9 ou 10 e 13 estdo envolvidos nesta
translocagdo. O marcador C, também, apresentou dois blocos heterocromaticos, um na regiao
terminal e outro na regido intersticial, proximo ao fim do cromossomo. O padrao de banda-G
indica que os cromossomos 14 e 19 podem estar envolvidos nesta translocagdo (GHOSH:

CHAUDHURLI, 1984).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

O presente trabalho teve como objetivo fazer a analise da evolugdo cariotipica da
linhagem de células tumorais sarcoma 180. Foi realizada a comparagdo cromossomica destas
células tumorais com as células normais de camundongos, para verificar a ocorréncia de

alteragdes citogenéticas nessa linhagem celular.

2.2 Objetivos especificos

» Obtencdo de cromossomos metafasicos de sarcoma 180 e de células normais de
camundongos:

» Determinar o numero modal de cromossomos desta linhagem celular;

v

Identificar as regides organizadoras do nucléolo (NORs), através da técnica de

impregnagdo com nitrato de prata;

» Identificar a heterocromatina constitutiva com o auxilio das técnicas que evidenciam
este tipo de heterocromatina;

» Comparar os cromossomos destas células neoplasicas com as células normais de

camundongo.
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3. JUSTIFICATIVA

Atualmente o cancer € a segunda causa de morte por doengas, perdendo apenas para as
doengas cardiacas. O surgimento das células cancerigenas esta intimamente relacionado com
muta¢des e mudangas na estrutura cromossémica, o que viabiliza seu estudo citogenético.
Estudos citogenéticos auxiliam no entendimento da origem e evolugdo de um tipo de tumor.
Os dados citogenéticos podem ser utilizados na classificacio ¢ diagnodstico de um tumor, além
de fornecer informagdes sobre o desenvolvimento da doenga (prognostico). O sarcoma 180 €
muito utilizado em diversas areas biomédicas que trabalham com cultura de células, porém,
nido foram encontradas informagdes citogenéticas no banco de dados do American Type
Culture Collection (ATCC) sobre esta linhagem celular. E muito importante o
acompanhamento da evolugdo cariotipica de uma linhagem celular, com o proposito de
verificar se a mesma esta mantendo suas caracteristicas iniciais ou se esta passando por um

processo de mutagdo e selecdo.
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4. MATERIAL E METODOS

Os experimentos ¢ analises foram desenvolvidos no Laboratorio de Citogenética
Animal, do Instituto de Genética e Bioquimica (INGEB) da Universidade Federal de

Uberlandia.

4.1 Animais experimentais

Foram utilizados camundongos Swiss machos, fornecidos gentilmente pela
Pentapharm Brasil, com aproximadamente 3 semanas de idade e massa variando de 20 a 30g.
Os animais foram mantidos no biotério do Laboratorio de Experimentacio Animal, da
Universidade Federal de Uberlandia com ragfo e agua filtrada fornecida ad libitum, a

temperatura ambiente.

4.1.1 Manutencao das células tumorais

O tumor liquido ascitico denominado Sarcoma 180 (ATCC - TIB66) foi gentilmente
fornecido pelo Laboratorio de Quimica de Proteinas e Produtos Naturais (INGEB), da
Universidade Federal de Uberlandia. Para inocular o tumor nos animais, as células de sarcoma
180 sdo descongeladas e centrifugadas a 700rpm, por 5min, a 4°C. Uma aliquota do
sedimento celular € utilizada para contagem e teste de viabilidade celular com o corante vital
Azul de Tripam. O teste consiste em misturar iguais quantidades de suspensdo contendo
células tumorais e de corante. A mistura é colocada na Camara de Neubauer e levada ao
microscopio Optico para a contagem celular total e das células coradas em azul, que sfo as
células ndo viaveis De acordo com a contagem, a concentragdo de células viaveis ¢ ajustada
com solucdo de NaCl 1mM estéril, tamponada (PBS), para 5 x 107 células por ml. Somente as
solugdes cuja viabilidade celular € acima de 95% sdo utilizadas. O volume de 0,1 ml &, entdo,

moculado por via intraperitoneal (i.p.) em cada camundongo.
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Os camundongos foram mantidos em diferentes tempos de progressdo do tumor, com
o intuito de verificar se existe alguma diferenga citogenética nestes diferentes estagios. A
medida que as células vdo se dividindo, provocam uma dilatago na cavidade intraperitoneal
dos animais (Figura 1), pressionando os 6rgdos do animal. muitas vezes causando hemorragia.
Os camundongos inoculados ndo foram mantidos por mais de 21 dias para evitar o sofrimento
dos mesmos. Os animais foram sacrificados com 7, 14 e 21 dias depois do inéculo do tumor e

as células de sarcoma 180 foram coletadas.

P,

Figura 1 — Fotografia de camundongos Swiss machos inoculados com sarcoma 180. (A) -
A regido demarcada em laranja demonstra uma dilata¢iio da cavidade intraperitoneal,
causada pelo aumento progressivo de células tumorais. (B) - Fotografia de um animal

com a pele dissecada, evidenciando o aumento no abdome.

4.1.2 Células normais de camundongos
As células normais utilizadas na andlise comparativa com células tumorais foram
retiradas de camundongos Swiss machos. As células eram retiradas da medula de ossos

longos do animal, como o Fémur e a Tibia ou do bago. Estes 6rgdos foram escolhidos, por
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possuirem um alto indice de divisdes celulares, facilitando a obtengio de células em

metafases.

4.2 Obtencdo de cromossomos mitoticos

A técnica apresentada foi descrita por Guerra (2002) com algumas modificagdes.

1. Injetar, intra-peritonialmente, colchicina a 0,2%, na proporeao de 1 ml/100g de peso do
animal:

> Deixar o animal na gaiola por 2 horas.

3 Dissecar o animal e retirar as células desejadas. Para obter as células de sarcoma 180, foi
utilizada uma seringa hipodérmica e aspirou-se as células do tumor ascitico, localizado no
peritdneo do camundongo. Para obter células de camundongos normais, a medula Ossea fot
retirada cortando-se a epifise de ossos longos € injetando meio de cultura. Células do bago
também foram utilizadas:

4. Transferir o material para uma pequena cuba de vidro, contendo 8 a 10 ml de solugdo
hipotonica de KCla0.075M;

5 Colocar a suspensio obtida a 36-37 °C, durante 20 minutos:

6. Ressuspender 0O material com bastanie cuidado. com auxilio de uma pipeta Pasteur, ©
transferir a suspensdo obtida para um tubo de centrifuga;

7 Acrescentar 1 ml de fixador (alcool metilico: acido acético- 3:1) recém preparado.
Ressuspender novamente 0 material e centrifugar por 10 minutos a 900 rpm, descartando 0
sobrenadante com pipeta Pasteur.

g Adicionar, vagarosamente, 5-7 ml de fixador recém preparado, deixando escorrer atraves
das paredes do tubo;

9. Suspender novamente 0 material, cuidadosamente, com auxilio da pipeta Pasteur;
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8 Incubar as laminas numa solucdo salina de 2x SSC, aquecida por 45 minutos a 60°C:
9 Lavar em agua deionizada e secar ao ar,
10. Corar com Giemsa a 2%. em tampao fosfato pH 6.8, durante 30 minutos;

11 Lavar em agua deionizada e secar ao ar.

4.4.2 Coloracdo diferencial por Hoechst 33258

A técnica a seguir foi descrita por Verma e Babu (1995).
1. Corar as laminas contendo 0S Cromossomos mitéticos com uma solucdo de Hoechst 33253
(0,5 pg/ml) por 10 minutos no escuro, em estufa 37 °C.
2 Lavar as laminas com agua destilada e secar ao ar livre.
3 Colocar a solugio de montagem da laminula (fosfato de sodio Na2HPO4 0,2M, pH 7.5)
4. Analisar as ldminas em microscopio de fluorescéncia Zeiss com comprimento de onda de

360 a 400 nm.

4.4.3 Técnica de coloracdo com cromomicina
A técnica apresentada foi descrita por Schmid (1980).

1. Sobre a lamina, preparada segundo a técnica descrita por Guerra (2002) para
Cromossomos Mmitoticos, colocar cerca de 100ul de solugdo de distamicina, 0,3mg/ml,
utilizando uma micropipeta

2 Cobrir com laminula e deixar agindo por 15 minutos. Escorrer a laminula e lavar a lamina
em 4gua corrente e deixar a Jamina em tampédo Mcllvaine por 5 minutos. Detxar secar a0
ar;

3 Colocar 100l da solugdo de cromomicina A3 (dissolver 0,5mg de cromomicina em 1ml
de tampdo Mcllvaine € adicionar SmM de Cloreto de magnésio, deixar a cromomicina
dissolver lentamente na geladeira por alguns dias), com auxilio de uma micropipeta, sobre

a lAmina, cobrir novamente com uma Jaminula e deixar corando por 60 minutos no €scuro;
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4. Escorrer a laminula e lavar a lamina, em 4gua corrente, em jatos fortes, 1 minuto e depois
deixa-la em tampdo Mcllvaine por 5 minutos;

5 Deixar a ldmina secar ao ar e monta-la com uma nova laminula, utilizando meio de
solugdo de sacarose saturada, filtrada antes do uso:

6. Deixar a lamina guardada a temperatura ambiente, no escuro, por no minimo 15 dias antes
de analisa-la (para aumentar a estabilidade do fluorocromo) em fotomicroscopio de

epifluorescéncia Zeiss, com filiro 450-490nm (zona de excitagdo do azul).

4.4.4 Técnica de bandamentos por endonucleases de restri¢ao
A {écnica utilizada foi descrita por Mezzanotte et al. (1983) com algumas
modificacdes.

1. Estabelecer a concentragdo desejada da enzima. Foi utilizado 0.8 U/ul para a enzima Dde
[(5°...CXTNAG...3); 2,0 U/ul para Bam HI1 (5°...G¥GATCC); 0,6 U/ul para a enzima
Tag 1 (5. T&CGA..37). 2,0 U/l para a enzima Hinf 1 (5°...AG¥CT...3") ¢ 0,3 U/ul para
aenzima Alu 1(57...AG¥CT..37).

5 Colocar em tubo Eppendorf, no gelo, 27 ul de agua destilada, 3 ul de tampéo da enzima €
o volume necessario de enzima para atingir a concentragio desejada (para cada lamina a
ser tratada);

3 Usar laminas pingadas no dia anterior ou preparadas a mais tempo, mantidas no f{reezer e
descongeladas na véspera; dar preferéncia as preparagdes que estejam mais limpas e livres
de citoplasma:

4. Pingar 30 pl da solugdo da enzima em cada lamina_ cobrir com laminula e incubar a 37°C.

4.5 Detecciio das regides organizadoras de nucléolos (NORs)

Técnica de impregnagdo por nitrato de Prata (HOWELL; BLACK, 1980).
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1. Pingar sobre a lamina, preparada conforme a técnica adotada para cromossomos
mitoticos, 25ul de solugdo aquosa de gelatina a 2% (acrescida de acido férmico na
proporgio de 1ml para cada 100ml de solucdo);

2. Adicionar 50pl de solugdo aquosa de nitrato de Prata a 50% e 25ul de agua deionizada .
Misturar bem e cobrir com laminula;

3 Incubar em estufa a 600C, por um periodo de. aproximadamente, 5 minutos, dependendo
de um monitoramento de coloragio da lamina e dos cromossomos ao microscopio,

4. Apbés o tempo apropriado, quando 0s Cromossomos assumerm uma tonalidade amarelada e
as NORs e os nucléolos uma coloragdo preta ou marrom, lavar em agua deionizada,

possibilitando que a laminula seja retirada naturalmente pela propria agua.

4.6 Banda G

1. Tratar a ldmina com solugdo de tripsina 2 0,05%de 1 a3 segundos;

2. Corar com Giemsa 10% por 10 minutos.
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S. RESULTADOS

5.1 O nimero modal de cromossomos de Sarcoma 180

Cada espécie possui um namero cromossOmico caracteristico, sendo que em
camundongos (Mus musculus) o nimero de cromossomos € 40. Células tumorais apresentam
nimeros cromossémicos diferentes do organismo onde se encontra (Figura 2), uma vez que
sdo resultantes de mudangas genéticas. Para determinar o nimero modal de cromossomos de
Sarcoma 180. foram analisadas 354 metafases. As células foram coletadas em diferentes
estagios de progressdo tumoral: 7, 14 e 21 dias apds a inoculagdo das células tumorais nos
animais. H4 uma pequena variagdo no nimero modal de cromossomos de um estagio de
desenvolvimento para outro. Enquanto células coletadas ao 7° dia de desenvolvimento do
tumor apresentam niimero modal de 70 cromossomos, as células retiradas no 14° e 21° dias

apresentam numero modal de 68 cromossomos (Figura 3).
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Figura 2 — (A) — Metifase normal de camundongo apresentando 40 cromossomos

acrocéntricos. (B) — Metafase de sarcoma 180 com niimero anormal de 66 cromossomos.
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Figura 3 — Grifico das freqiiéncias do nimero modal dos cromossomos de Sarcoma 180

em diferentes estagios de progressio do tumor.

A diferenca entre os numeros cromossomicos mais freqiientes ¢ muito pequena em
todos os estagios de progressdo do tumor, variando de 68 a 74 cromossomos que, juntos,
representam 68,7 % das metafases analisadas. No entanto, o teste estatistico de Kruskal-
Wallis, com nivel de confianca de 95 %, indica que ndo ha diferenca significativa entre 68 e
70, para o niimero modal de cromossomos de tumores com 7 dias de desenvolvimento.

Quando todos os dados sdo agrupados, desconsiderando-se o estagio de
desenvolvimento tumoral, o nimero modal de cromossomos € 68, que representa 16,5% das

metafases analisadas (figura 4).
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Figura 4 - Grifico das freqiiéncias do niimero modal dos cromossomos da linhagem de

células tumorais Sarcoma 180, desconsiderando os estagios de progressio tumoral.

5.2 Cariétipo do Sarcoma 180

Como o niimero modal de cromossomos desta linhagem celular varia de 68 a 72 ¢ a
grande maioria das células € aneupldide, ndo existe um padrdo cariotipico estdvel para todos
os pares de cromossomos. Alguns sdo, mais frequentemente, encontrados em condigdes de

diploidia ou tetraploidia que os demais.
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Figura 5 — Grifico da freqiiéncia dos niimeros de cromossomos metacéntricos

observados em Sarcoma 180 inoculado em camundongos Swiss.
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Em todas as metafases analisadas foram encontrados alguns tipos de cromossomos que
foram denominados marcadores desta linhagem celular. Na maioria delas verificou-se o
aparecimento de trés cromossomos metacéntricos (Figura 5) de tamanhos diferentes.
Ocorrem, também, nas metafases, cromossomos com tamanho inferior aos menores pares
cromossomicos do  complemento. Estes  cromossomos foram  denominados
“microcromossomos”, uma vez que os resultados de banda C e fluorocromos confirmam a

presenga de um centrdmero, sendo mais frequentemente visualizados em numero de trés a

quatro (figura 6).
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Figura 6 — Grafico da freqiiéncia dos nimeros de “microcromossomos” observados em

Sarcoma 180 inoculado em camundongo Swiss.

Apesar do fato de a linhagem de células tumorais Sarcoma 180 n&o possuir um
numero cromossdmico constante e o nimero de homologos variar de uma célula para outra,

foi montado um cariGtipo representativo para estas células neoplasicas (figura 7).
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Figura 7 — Cariétipo representativo da linhagem de células tumorais de camundongo

(Mus musculus) Sarcoma 180 com coloraciio Giemsa convencional.
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5.3 Localizagao da heterocromatina constitutiva

5.3.1 Banda C

A técnica de banda C revelou blocos de heterocromatina constitutiva localizados em
regides pericentroméricas de todos os cromossomos acrocénticos. exceto o cromossomo Y.
que possui pouca ou ndo detectadvel quantidade de heterocromatina constitutiva.

A linhagem tumoral Sarcoma 180 também apresentou o mesmo padrio de localizagdo
pericentromérica da heterocromatina constitutiva, no entanto, os cromossomos metacéntricos
apresentaram grandes blocos heterocromaticos centroméricos. Apesar de algumas regides
heterocrométicas ndo serem facilmente visualizadas na figura, foi montado um cariotipo

evidenciando este tipo de heterocromatina (Figura 8).
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Figura 8 — Caridtipo da linhagem de células tumorais de camundongos (Mus musculus)
Sarcoma 180 submetido a técnica de banda C. As regides mais intensamente coradas

correspondem aos blocos de heterocromatina constitutiva pericentromérica.




5.3.2 Endonucleases de restri¢io

As endonucleases sdo enzimas que “cortam” o DNA em regides especificas. as
sequiéncias palindromicas, que variam de uma enzima para outra O tratamento dos
Cromossomos com estas enzimas produz um padrdo de bandas claras e escuras caracteristico.
As regides cromossOmicas mais claras sdo ricas na seqiéncia de bases nitrogenadas
correspondente ao sitio de restricdo da enzima utilizada. mostrando regides mais digeridas. As
regides mais conservadas (menos digeridas) sdo coradas mais fortemente. pois ndo houve
perda de DNA naquela regido ja que sio regides pobres na seqiiéncia da enzima ou regides

“protegidas™ por heterocromatina constitutiva.

Ddel

A Enzima de restrigdo Dde 1. extraida da bactéria Desulfovibrio desulfuricans. corta o
DNA na seguinte seqiiéncia especifica: ...C/TNAG...
+.GANTC...
As laminas contendo os cromossomos metafasicos de sarcoma 180 foram tratadas com
Dde 1 e revelaram um padrdo de bandas caracteristico para cada cromossomo homologo do
complemento. facilitando o pareamento dos mesmos e a montagem de um cariétipo (Figura
10). Metafases provenientes de células de camundongos normais. também. foram submetidas
a digestdo com Dde I (Figura 9). apresentando o mesmo padrio de digestdo dos cromossomos
de sarcoma 180. Foram encontradas marcagdes teloméricas. intersticiais e pericentroméricas

em todas as metafases. tanto de células normais quanto de Sarcoma 180.
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Figura 10 - Cariétipo da linhagem de células tumorais de camundongos (Mus musculus)

Sarcoma 180 tratado com a enzima de restri¢cio Dde 1.



EcoRI

A enzima de restrigdo /-co RI. extraida da bacténa FEscherichia coli. corta o DNA na

seguinte seqiiéncia especifica: ...GJAATTC...

...CTTAAG...
As laminas contendo os cromossomos metafasicos de sarcoma 180 foram submetidas
ao tratamento com essa enzima, produzindo blocos heterocromaticos localizados
especificamente nas regides pericentromeéricas (Figura 11A). Os cromossomos metacéntricos.

caracteristicos desta linhagem celular. apresentaram grandes blocos centromericos.

Hind 1l

A Enzima de restrigdo Hind 111, extraida da baciéna Haemophilus influenzae. corta o

DNA na seguinte sequiéncia especifica: ... AIA GCTT...

...TTCGAiA...
Os cromossomos metafasicos de Sarcoma 180 foram tratados com Hind 11 (Figura
11B). também produzindo alguns blocos heterocromaticos pericentroméricos. Em um dos
cromossomos metacéntricos foram encontradas regides teloméricas conservadas (mais

fortemente coradas).

Apall

A Enzima de restrigdo Apa 1. extraida da bactenia Acerobacter pasteurianus. corta o

DNA na seguinte seqiiéncia especifica: ... C|CCGGG...

. GGGC(C...
Os cromossomos metafasicos de Sarcoma 180 foram tratados com 4pa I (Figural 1C).

produziu 0 mesmo padrdo de marcagdo que a enzima Hind 111
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Figura 11 — Metafases de Sarcoma 180 submetida ao tratamento com diferentes enzimas
de restri¢do. (A) - Eco RI. As setas indicam regides cromossomicas mais conservadas,
compostas por heterocromatina constitutiva pericentromérica. (B) - Hind Ill. As setas
pretas indicam regides heterocroniticas pericentroméricas. As setas verdes idicam
regides teloméricas pobres na seqiiéncia AAGCTT. caracteristica de Hind Ill. (C) - Apal.
As setas pretas indicam regides heterocronaticas pericentroméricas. As setas verdes

idicam regides teloméricas pobres na seqiiéncia GGGCCC. caracteristica de Apa L
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Bam HI

A Enzima de restrigdo Bam HI. extraida da bactéria Brevibacterium albidum, corta o

DNA na seguinte seqii€ncia especifica: ...GIGATCC...
...CCTAGG...

As laminas contendo os cromossomos metaféasicos foram submetidas a um tratamento
com esta enzima de restrigdo, produzindo um padrdo de bandas caracteristico para cada
cromossomo (Figura 14), facilitando assim a montagem do cari6tipo. Assim como ocorreu no
tratamento com Dde I, a digestdo com Bam HI revelou marcagdes intersticiais, teloméricas e

pericentroméricas.
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Figura 14 - Caridtipo da linhagem de células tumorais de camundongos (Mus musculus)

Sarcoma 180 tratado com a enzima de restricio Bam HI.
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5.4 Fluorocromos base-especificos

5.4.1 Cromomicina A3

Os cromossomos metafasicos de Sarcoma 180 e cromossomos de células normais de
camundongos Swiss (Mus musculus) foram corados com 0 fluorocromo Cromomicina As
(CMA3), que é um corante fluorescente especifico para as bases nitrogenadas Guanina e
Citosina (G-C). Tanto as metafases de células normais quanto as metafases de sarcoma 180
nio apresentaram nenhuma marcacdo quando corados com CMA; (Figura 12 A ¢ B,
respectivamente). Mesmo quando contracorados com Distamicina (Figura 12 C), os

cromossomos ndo apresentaram nenhuma regidio corada mais intensamente que as demais.
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— (A) — Metafase normais de Mus musculus corados com Cromomicina As. (B)

Figura 12

_ Metafase de Sarcoma 180 corada com CMA;. (C) — Metifase de Sarcoma 180 coradas

com CMA; e contra-coradas com Distamicina.
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5.4.2 Hoechst 33258

As metafases de Sarcoma 180 foram coradas com Hoechst 33258, que € um corante
fluorescente que tem afinidade pelas bases nitrogenadas Adenina e Timina (A-T), revelando
regides “ricas” nestes pares de bases. Tanto as metafases de células de camundongos normais
(Figura 13 A) quanto metafases de Sarcoma 180 (F igura 13B), tiveram suas regides

pericentroméricas marcadas.

5.5Banda G

As laminas contendo metafases de Sarcoma 180 foram tratados com a enzima tripsina,
produzindo bandas transversais em seus Cromossomos. Cada cromossomo produz bandas G
caracteristicas. sendo que cromossomos homologos apresentam um mesmo padrdo de
bandeamento. A partir da observagdo das bandas G em cada cromossomo, foi montado um
cariotipo representativo (Figura 14). Muitas regides de banda G (bandas mais escuras) foram
encontradas perto da regifio pericentromérica onde se encontra a heterocromatina constitutiva.
Os cromossomos metacéntricos também apresentaram suas regioes centromericas fortemente

coradas.
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Figura 13 —Metifases de células normais de Mus musculus (A) - e de Sarcoma 180 (B) -
coradas com Hoechst 33258. As regides mais fortemente coradas sio blocos
heterocromaticos “ricos” em A-T. A seta branca indica grandes blocos de

heterocromatina localizados na regido centromérica dos cromossomos metacéntricos.
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Figura 14 — Cariétipo da linhagem de células tumorais de camundongos (Mus musculus)

Sarcoma 180 tratado com a enzima tripsina (Banda G).
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5.6 Regides organizadoras do nucléolo (NORs)

As NORs de camundongos sdo muito variaveis. Devido a esse fato, estas regides
foram detectadas em animais normais para que pudessem ser comparadas com a localizagdo
das NORs de Sarcoma 180. As metafases provenientes de células normais dos camundongos
utilizados nos experimentos apresentaram 6 cromossomos portadores de NORs (FiguralS Ae
16). sendo eles. os cromossomos 12. 15, 16, 17. 18 e 19.

As metafases de Sarcoma 180 apresentaram NORs nos cromossomos 2. 4. 8. 10. 1.
1215, 16, 17. 18 e 19 (Figura 15 C e 17). Além destes cromossomos. dois cromossomos
metaceéntricos apresentaram marcagdes quando corados com nitrato de prata. no entanto. as
NORs encontradas nos cromossomos metacéntricos nio se encontram nas regides
centroméricas destes cromossomos. Foi observado, na maioria das metafases. que o segundo
cromossomo possui uma grande amplificacdo da regido organizadora do nucléolo em sua
regido telomérica (figura 17).

Comparando-se os nucléolos de células normais (Figura 15 B) com os nucléolos de
células do Sarcoma 180 (Figura 15 D). observa-se que ha grande desorganiza¢do nos
nucléolos das células tumorais. além de aparentarem ter um maior nimero de regides e maior

atividade dessas regides.
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Figura 15 — (A) - Metafase de Células normais de Mus musculus impregnadas com
nitrato de Prata. (B) — Niicleos de células normais evidenciando os nucléolos. (C) -
Metifase de Célula Tumoral Sarcoma 180 submetida a impregnacio com nitrato de
Prata. (D) — Nucleos evidenciando os nucléolos. As regides coradas mais fortemente

representam as NORs. As setas Indicam a localizacdo das NORs.
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Figura 16 — Cariétipo de células normais de Mus musculus impregnadas com nitrato de

Prata.
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Figura 17 — Cariétipo de Sarcoma 180 submetido a impregnacdo com nitrato de prata.
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6. DISCUSSAO

A linhagem de células tumorais provenientes de camundongos Sarcoma 180 € muito
utilizada em estudos genéticos e bioquimicos. Esta linhagem esta disponivel para compra no
banco de células da ATCC, onde recebe o codigo TIB-66. O site deste banco de células

(www.atcc.com) possui  inimeras linhagens  celulares, de diferentes organismos.

disponibilizando informagGes acerca das caracteristicas das células a serem oferecidas,
inclusive a caracterizago citogenética de muitas delas. Ao consultar o site, foi verificado que
ndo estdo disponiveis as caracteristicas citogenéticas de Sarcoma 180. Deste modo o presente
trabalho analisou citogeneticamente esta linhagem celular.

O cancer ¢ uma doenca resultante de multiplas mutagées genéticas (CASARTELLI,
1993). Segundo Saunders et al. (2000), a instabilidade genética e mudangas no namero € na
estrutura dos cromossomos sdo fatores importantes da oncogénese. A maioria dos tumores
apresenta mudangas gendticas  drasticas e muitas delas podem ser visualizadas
citogeneticamente. Muitos estudos apresentam a ocorréncia de alteragdes no numero dos
cromossomos de células tumorais, descrevendo cariotipos complexos, 08 quais apresentam
aneuploidias, células “quase triploides” dentre outras poliploidias (DUESBERG, et al,
2001 SAUNDERS et al., 2000; CASARTELLIL 1993;) . Algumas alteragdes foram, também,
observadas em Sarcoma 180, o qual apresentou um caridtipo complexo.

O ntmero de cromossomos observados em sarcoma 180 ¢ variavel em todos 0s
estagios de desenvolvimento do tumor. Foram encontradas metafases com numeros
cromossdmicos variando entre 16 € 142 cromossomos, o que indica que a linhagem celular
Sarcoma 180 ¢ composta por uma populagdo heterogénea de células. Observou-se que no
inicio do desenvolvimento do tumor (7 dias), as células apresentavam um numero modal de

70 cromossomos, o qual foi reduzido para 68 nos estagios posteriores (14 dias e 21 dias de
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tumor). No entanto, a variacdo encontrada ndo ¢ significativa, uma vez que a diferenca entre
os numeros modais de 68, 70 e 71 €romossomos é muito pequena. As células de sarcoma 180
com 7 dias de desenvolvimento, que possuem numero modal de 70 cromossomos representam
18.3 % das metafases analisadas. As células com numero modal de 68 e 71 cromossomos,
nesse mesmo estagio, apresentam um valor muito proximo, ambas representando 15.2 % das
metafases analisadas. A presenca de células que mostram variabilidade genotipica pode ser
interessante para a manuten¢do de uma linhagem celular, pois ao ocorrer algum tipo de
pressdo seletiva, ela possuira material genético diversificado.

A diminuigdo de cromossomos no namero modal das células de 14 e 21 dias de
progressio tumoral, em compara¢do com © tumor de 7 dias, pode ser explicada por uma
selecdo de células que possuem menos cromossomos. Chakrabarti e Roychowdhury, (1980)
analisaram o caridtipo de Sarcoma 180 e verificaram um nimero modal de 75 cromossomos.
Comparando-se os dados verifica-se que, também, houve perdas cromossdmicas no decorrer
dos anos.

Segundo Casartelli (1993) a perda de cromossomos causa um desbalango génico,
afetando a concentragdo de proteinas celulares. Stanbridge e colaboradores, estudando
hibridos feitos por meio de fusdo de linhagens celulares tumorais humanas e fibroblastos
humanos normais, confirmaram que 0S hibridos que retinham ambos 0s grupos de
cromossomos parentais eram supridos, com variantes tumorigénicas raras, surgindo apos
perdas cromossomicas. Além disso, eles demonstraram que a perda de cromossomos
especificos (contendo oncogenes) € nao simplesmente a perda cromossémica geral, estava
relacionada com a reversio da malignidade (Stanbridge: Cavenee, 1989 apud OJOPI E
NETO, 2002). Os cromossomos perdidos durante a progressdo de Sarcoma 180 podem conter

genes supressores de tumor e a perda dos mesmos pode aumentar a proliferacdo e
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agressividade do tumor. Somente células com 0s Cromossomos adequados sobrevivem e S0
selecionadas.

A identificacdo de perdas ou ganhos de cromossomos especificos € muito importante
para se fazer o prognostico de um tumor. Detectando a presenga ou auséncia de um
determinado cromossomo, pode-se mensurar a agressividade de um tumor, definindo ©
tratamento com maior eficiéncia para o0 tumor em questdo (CASARTELLIL, 1993).

Desconsiderando-se 0s estaglos de desenvolvimento do tumor, foi estabelecido um
numero modal de 68 cromossomos para esta linhagem celular, uma vez qué células com este
niimero modal representam 16,5 9, das metafases analisadas. Este “cariotipo padrdo” &,
possivelmente, resultante de uma tetraploidia inicial com posterior perda de alguns
cromossomos do lote. A tetraploidia é confirmada por meio de técnicas de bandamentos
cromossomicos como banda G e emprego de algumas enzimas de restri¢do. Observando o
padrio de bandamento produzido em cada cromossomo, chega-se a conclusdo de que muitos
CrOmMOSSOMOS possuem quatro homologos com o mesmo padriio de bandas CromossOmicas.

Existe uma variagio na composicdo cromossomica das células, sendo que alguns
“pares” SA0 mais frequentemente conservados do que os demais. Um exemplo é 0 3°
cromossomo do complemento, que foi encontrado sob a forma diploide, tripléiide e
tetraploide. No entanto. 0 1° e 18° pares cromossomicos do complemento, apresentam uma
ploidia mais conservada, pois na maioria das metafases analisadas foram encontrados sob a
forma diploide e tetraploide. respectivamente. Estes dados sugerem que a linhagem de células
sarcoma 180 passou por uma evolugdo cariotipica, selecionando células com balangos
cromossomicos especificos que favorecessem seu desenvolvimento.

Chakrabarti ¢ Roychowdhury, (1980) descreveram algumas caracteristicas
citogenéticas de Sarcoma 180. Em seus estudos observaram muitas variagdes no numero de

cromossomos, determinando um numero modal de 75 cromossomos. No entanto, 0s autores



43

transcrito, o pré-RNAm resultante possui éxons e introns dos dois genes, que ao sofrer
splicing gera um RNAm quimérico que, posteriormente, sera traduzido em uma proteina
quimérica. Em leucemias agudas e sarcomas, a maioria dos genes translocados codificam
fatores de transcri¢io 0s quais sdo normalmente envolvidos na regulagio do desenvolvimento.

Os rearranjos estruturais observados em Sarcoma 180 podem ser resultantes de uma
reducdo inicial no tamanho dos telémeros. Os telomeros sdo estruturas responsaveis pela
manutengdo da integridade cromossomica. Quando a célula passa por um determinado
namero de divisdes, ha um encurtamento dos teldmeros. Esse evento provoca a ativagdo de
alguns mecanismos de controle celular, fazendo com que as células entrem em crise e em
posterior processo de senescéncia replicativa (GILLEY et al., 2005).

De acordo com Maser e DePinho (2002) o estado de crise é uma importante barreira
para a imortalizagdo das células, no entanto as macicas alteracdes genéticas observadas neste
estagio pode ser 0 mecanismo pelo qual algumas células adquiram a constelagdo de alteragdes
genéticas necessarias para sua transformagdo em células malignas. Estas células emergem da
crise ativando mecanismos de manuteng¢ao dos telémeros — mais comumente pela ativacdo da
telomerase.

Alguns estudos citogenéticos € de hibridagio gendmica comparativa, em tumores
epiteliais de camundongos com disfuncdo telomérica, revelaram um alto indice de aberragoes
gendmicas, dentre elas algumas translocagdes nao reciprocas, amplificagdes regionais €
delecdes. Estas alteragdes ndo sao freqiientes em canceres de camundongos que possuem a
funcfio telomérica intacta (MASER; DEPINHO, 2002). As translocagdes cromossdmicas néo
reciprocas observadas em Sarcoma 180 podem ser resultantes de um periodo de crise celular e
posterior estabilizagdo e malignizacdo das células através do aumento da expressdo da
telomerase. Algumas técnicas de genética molecular que analisem a expressdo da telomerase

nesta linhagem celular podem fornecer dados importantes para a confirmacdo desta teoria.
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Através da impregnagdo com nitrato de prata foi observada uma amplificacio das
sequiéncias de DNAr no segundo par cromossdmico do complementoa qual pode de ser
resultante da instabilidade genética causada pela disfunco dos telomeros, uma vez que as
regides organizadoras do nucléolo estio localizadas proximas a regido telomérica.

Segundo Segundo Dev et al., (1977), as NORs de camundongos estdo localizadas nos
cromossomos 12, 15, 16, 17, 18 e 19, que foi observado, também, nas células normais dos
camundongos utilizados nos experimentos. No entanto, nas células tumorais foi observada a
ativacdo de NORs em outros cromossomos, que coincidem com as NORs descritas por Suzuki
et al. (1990), nos Cromossomos 2.4,8,10e 11 Provavelmente, a ativagdo destas regides se
deve a intensa atividade metabolica das células tumorais. Como estas células estdo em
constante processo replicativo e, conseqiientemente, intensa sintese protéica, estas células
necessitam de grandes quantidades de RNATr para constituirem os r1bossomos.

£ muito comum que ocorram translocagbes cromossomicas através de associagdes das
NORs de camundongo. Este fato ndo foi observado nesta linhagem celular, uma vez que as
marcagdes de NORs esto visivelmente fora da regido centromérica. Provavelmente, as
translocacdes observadas sao resultantes da assoclagdo entre as regides teloméricas dos
cromossomos, hipotese que pode ser confirmada com a técnica de hibridagdo in situ
fluorescente, utilizando-se sondas para sequiéncias teloméricas especifias.

A técnica de banda C revelou grandes blocos de heterocromatina localizados na regido
pericentromérica dos cromossomos, assim como observado por Baldev e Willcourt (1998) e
Miller (1975). A grande banda de heterocromatina constitutiva observada nos cromossomos
metacéntricos ¢ resultante da fusdo entre dois cromossomos acrocéntricos na regifo
centromérica que, conseqilentemente, funde as heterocromatinas pericentroméricas de cada
um deles. Este grande bloco heterocromatico confirma a classificagdo destes cromossomos,

pois facilita a visualizagdo do centrémero localizado no centro do cromossomo.
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Ghosh e Chaudhuri (1984), além de um cromossomo metaceéntrico, descreveram
outros dois cromossomos marcadores. Estes dois cromossomos também seriam resultantes de
translocacdes, no entanto apresentavam dois centromeros quando submetidos a banda C.
Esses cromossomos marcadores ndo foram encontrados no presente estudo, uma vez que a
banda C ndo revelou nenhum Cromossomo portador de dois telomeros.

A heterocromatina pericentromérica dos cromossomos de camundongos (banda C) €
rica em A-T (aproximadamente 69% AT) e composta por sequiéncias de pares de bases
repetidas, as quais contém sitios de restri¢o para a enzima Fico Rl GAATTC. O fluorocromo
Hoechst 33258 tem a propriedade de revelar regides cromossomicas ricas em A-T
(STOCKERT, 2005). Quando metafases de Sarcoma 180 foram submetidas ao tratamento
com Hoechst 33258 e com a endonuclease de restri¢do Eco R, 0s cromossomos apresentaram
o mesmo padrio de marcagio da banda C. Nenhuma destas duas técnicas revelou
cromossomos que possuem dois centromeros (duas regides heterocromaticas), corfirmando a
auséncia dos cromossomos marcadores observados por Ghosh e Chaudhuri (1984). E
provavel que esses Cromossomos tenham sido negativamente selecionados durante a evolugao
cariotipica desta linhagem de células tumorais, talvez pela instabilidade de cromossomos
portadores de dois centromeros.

O fluorocromo Cromomicina As se liga, preferencialmente, a regides cromossémicas
“ricas” em G-C. Quando as metafases foram tratadas com este composto ndo se evidenciou
nenhuma regifo cromossomica. o que indica que a heterocromatina constitutiva de

camundongos ndo possui sequéncias repetitivas de Guanina e Citosina.
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7- CONCLUSOES

1. O estudo citogenético de sarcoma 180 conclui que esta linhagem celular ¢ constituida
por uma populagdo heterogénea de células, com numero modal de 68 cromossomos.
Nio existe diferenca significativa no nimero modal de cromossomos nos diferentes
estagios de desenvolvimento tumoral:

2. O caridtipo desta linhagem celular & resultante de uma tetraploidia inicial com
posterior perda de alguns cromossomos do lote, gerando células aneuploides:

3 Trés cromossomos metacéntricos ocorrem exclusivamente nesta linhagem celular.

4. Existem também alguns “microcromossomos” que podem ser considerados
marcadores desta linhagem celular;

5. Houve ativagdo de algumas regides organizadoras do nucléolo nos cromossomos desta
linhagem celular, com amplificagdo desta regifio no segundo Cromossomo do
complemento. Alguns Cromossomos portadores de NORs estdo envolvidos nas
translocagdes que formaram 0s Cromossomos metacéntricos;

6. A heterocromatina de Sarcoma 180 mantém sua localizagdo pericentromerica,

formando grandes blocos nos cromossomos metacéntricos;
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