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RESUMO 

PASSAMANI, Paulo Zanchetta. M Sc., Universidade Federal de Viçosa, março de 

2013. Adaptação das metodologias de PRINS, micromanipulação e DOP-PCR para 

construção de sonda da região sub-centromérica do cromossomo-X. Orientador: 

Carlos Roberto de Carvalho. Coorientadores: Sérgio Oliveira de Paula e Wellington 

Ronildo Clarindo. 

Com o advento da hibridização in situ fluorescente, a citogenética foi 

introduzida na era molecular, com avanços metodológicos que possibilitaram a 

investigação em vários níveis da ciência dos cromossomos. Destaca-se entre esses 

avanços a identificação de pares de cromossomos homólogos de forma inequívoca, a 

localização de sequências específicas, a prospecção direta de anormalidades 

cromossômicas, além de proporcionar informações de alta-resolução sobre a estrutura e 

organização dos cromossomos. Dentro das estratégias da citogenética molecular, as 

técnicas de microdissecção e de DOP-PCR têm sido muito utilizadas na construção de 

sondas cromossomo-específicas. Entretanto, a ausência de protocolos bem estabelecidos 

e reprodutíveis, além da necessidade de captura por micromanipulação de um número 

relativamente grande de cromossomos, essa técnica tem sido limitada quanto à sua 

aplicação mais ampla. O presente trabalho teve como objetivo padronizar uma 

metodologia para construção de sondas cromossomo-específicas, associando as técnicas 

de micromanipulação e DOP-PCR. Culturas de linfócitos humanos foram realizadas 

para a obtenção de lâminas contendo metáfases, tanto de origem masculina quanto 

feminina. A reação de amplificação in situ (PRINS) foi realizada sobre uma lâmina 

contendo metáfases, aplicando uma mistura de 50 µl de reação, contendo 1,0 U de 

Platinun® Taq DNA Polymerase High Fidelity, tampão de reação da enzima, 2 mM de 

MgSO4, 200 µM de dNTPs e 4 µM de primer. Em seguida, dez fragmentos de 

cromossomos X foram microdissectados utilizando microagulhas acopladas a um 

microscópio de contraste de fase e transferidos para um tubo de 0,2mL contendo 

proteinase K, de onde seguiu para a desproteinização a 37 ºC por 24 horas. O material 

foi amplificado por DOP-PCR em 15 µl de reação, e marcado com Tetramethyl-

rhodamine-5-dUTP. A sonda foi desnaturada por 10 minutos a 99 ºC em 35 µL de uma 

mistura de hibridização contendo: 50 % Formamida, 2X SSC, 10 % Dextran Sulfato, 1 

µg de Cot-1 e 200 ng da sonda marcada. Essa mistura foi aplicada na lâmina, que foi 
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desnatura a 75 ºC por 8 minutos e depois foi submetida à hibridização a 37 ºC por 20 

horas. Após a hibridização, foram realizadas as lavagens de estringência, contra-

coloração com DAPI, e visualização do material em microscópio de fluorescência 

acoplado a um sistema de captura de imagens. Uma sonda específica para a região 

subcentromérica do cromossomo X foi obtida, apresentando uma marcação em 

metáfases de indivíduos masculinos e duas marcações em metáfases de indivíduos 

femininos, além de um ou dois sinais fluorescentes nos núcleos interfásicos. 
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ABSTRACT 

PASSAMANI, Paulo Zanchetta. M Sc., Universidade Federal de Viçosa, March, 2013. 

PRINS, micromanipulation and DOP-PCR methodologies adaptation for 

chromosome X sub-centromeric probe construction. Adviser: Carlos Roberto de 

Carvalho. Co-advisers: Sérgio Oliveira de Paula and Wellington Ronildo Clarindo. 

The fluorescente in situ hybridization advent introducted the cytogenetics in 

molecular era, with methodological advances that enable the investigation of 

chromosome science at different levels. Among these advances, it stands out the 

unequivocally identification of homologous chromosomes pairs, the specific sequences 

location, the direct prospecting of chromosomal abnormalities, besides providing high-

resolution information on the structure and organization of chromosomes. Within the 

strategies of molecular cytogenetics, microdissection and DOP-PCR techniques have 

been widely used in the chromosome-specific probes construction. However, the 

absence of well-established and reproducible protocols, besides the need for relatively 

large number of chromosomes for micromanipulation, this technique has been limited. 

The present study aimed to standard a methodology for chromosome-specific probes 

construction, involving micromanipulation and DOP-PCR techniques. Human 

lymphocyte cultures were carried out to obtain metaphases, both male and female 

origin. In situ amplification (PRINS) reaction was performed on a slide containing 

metaphase, applying 50 µL of reaction mix with Platinun
®

 Taq DNA Polymerase High 

Fidelity 1 U, enzime reaction buffer, MgSO4 2 mM, dNTPs 200 µM and primer 4 µM. 

Then, ten X chromosomes fragments were microdissected using microneedles coupled 

to a phase contrast microscope and transferred to a tube containing 0.2 µL proteinase K, 

where deproteinizated at 37 °C for 24 hours. The material was amplified by DOP-PCR 

in 15 µL of reaction, and marked with Tetramethyl-rhodamine-5-dUTP. The probe was 

denatured for 10 minutes at 99 °C in 35 µL of hybridization mix containing: formamide 

50 %, SSC 2X, Dextran Sulfate 10 %, 1 mg of Cot-1 and 200 ng of labeled probe. This 

mix was applied on the slide, which was denatured at 75 ºC for 8 minutes and then 

subjected to hybridization at 37 °C for 20 hours. After hybridization, stringency washes 

and counter-staining with DAPI were performed, and the material was analyzed with a 

fluorescence microscope coupled to an image capture system. A subcentromeric X 

chromosome specific probe was obtained, with an unique mark in male metaphase and 
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two marks in female metaphases, with one or two fluorescent signals in interphase 

nuclei.
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1. INTRODUÇÃO 

 

A hibridização in situ foi descrita pela primeira vez em 1969 por dois grupos de 

pesquisadores: John et al. (1969) e Gall e Pardue (1969). Esses pesquisadores 

desenvolveram de forma independente essa técnica utilizando fitas simples de DNA 

marcadas com radioatividade. Em 1981, Langer et al. utilizaram sondas com 

nucleotídeos marcados com biotina, introduzindo o termo hibridização in situ 

fluorescente (FISH). O desenvolvimento dessa técnica revolucionou a citogenética, 

iniciando a era da citogenética molecular (Jiang e Gill, 2006; Cabral-de-Mello e 

Martins, 2010). 

A hibridização in situ fluorescente (FISH) consiste na hibridização de uma sonda 

específica de DNA, marcada com fluorocromo, em uma sequência de DNA alvo em 

uma preparação citológica (Langer-Safer et al., 1982; Jiang e Gill, 2006). Essa 

hibridização baseia-se na complementariedade das bases nitrogenadas, assim como nas 

propriedades que permitem a desnaturação e renaturação da fita de DNA, sob 

determinadas condições de estringência (Garimberti e Tosi, 2010). 

O interesse crescente na hibridização in situ (FISH e GISH – hibridização in situ 

genômica) reside no fato dessa técnica ampliar consideravelmente o nível de análise e o 

campo de atuação da biotecnologia, pois essa ferramenta tem sido empregada para: 

i. auxiliar na identificação de pares de homólogos nas espécies que 

apresentam cromossomos de tamanho e morfologia semelhantes (Leitch et al., 1994; 

Hamon et al., 2009); 

ii. localizar sítios específicos ou marcar de forma diferencial um par de 

cromossomos, possibilitando o estabelecimento de cariótipos acurados (Leitch et al., 

1994; Hamon et al., 2009); 

iii. prover a integração dos mapas físicos e genéticos, importantes aos 

programas de melhoramento de plantas (Ohmido et al., 2010, Brenna-Hansen et al., 

2012); 

iv. verificar a presença de seqüências de DNA e possíveis rearranjos 

cromossômicos estruturais, auxiliando na comparação dos cariótipos em estudos de 

citotaxonomia (Guerra, 2004; Cheng et al., 2002, Danilova et al., 2012); 

v. auxiliar em investigações de estrutura, função e evolução dos 

cromossomos e genomas. Isso ocorre por meio da análise da composição da 

heterocromatina, do DNA satélite, dos centrômeros e telômeros, e do estudo da 
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variabilidade e localização do DNA repetitivo disperso (Leitch et al., 1994; Lim et al., 

2008; Qi et al., 2008; Lou et al., 2010); 

vi. identificar os genomas parentais em organismos alopoliplóides (Zhang et 

al., 2006; Zwierzykowski et al., 2008; Markova e Vyskot, 2009; Pendinen et al., 2012); 

vii. evidenciar e caracterizar cromossomos sexuais em plantas (Shibata et al., 

1999; Hobza et al., 2004; Lan et al., 2008; Wai et al., 2012). 

Além dessas aplicações citadas, com o surgimento da genômica funcional, o 

desenvolvimento de mapas físicos vem recebendo grande destaque. Uma vez que 

possibilitam compreender a organização cromossômica e a evolução cariotípica de uma 

espécie, auxiliam na reunião de sequências durante o sequenciamento genômico e no 

isolamento de genes mapeados geneticamente (Harper e Cande, 2000; Guerra, 2004; 

Stephens et al., 2004; Lukaszewski et al., 2005; Wang e Chen, 2005; Yamamoto e 

Mukai, 2005; Hamon et al., 2009; Ohmido et al., 2010). 

 Uma sonda fluorescente a ser utilizada no FISH pode ser obtida a partir da 

associação das técnicas de micromanipulação e DOP-PCR (degenerate oligonucleotide-

primed PCR). A micromanipulação se baseia na coleta de cromossomos, ou de partes 

destes, com auxílio de micropipetas de vidro controladas por um micromanipulador 

acoplado a um microscópio invertido (Scalenghe et al, 1981). Essa técnica foi 

primeiramente utilizada em cromossomos politênicos de Drosophila melanogaster, 

posteriormente sendo aplicada em cromossomos de outros animais e humanos 

(Scalenghe et al., 1981; Röhme et al., 1984; Bates et al., 1986). Em vegetais, o primeiro 

relato de micromanipulação ocorreu somente em 1991, quando Sandery e colaboradores 

conseguiram isolar cromossomos B de centeio. 

A metodologia de microdissecção tem se tornado um método de escolha para 

construção de sondas cromossomo-específicas em estudos de genomas de animais e 

humanos (Guan et al., 1994; Christian et al., 1999). No entanto, a realização de 

procedimentos de microdissecção de cromossomos em plantas apresenta maiores 

dificuldades do que em animais em virtude da dificuldade de obtenção de cromossomos 

metafásicos isolados em preparações citogenéticas de células vegetais (Zhou et al., 

2007). Nesse sentido, a padronização de metodologias que permitam obter 

cromossomos mitóticos com qualidade satisfatória para aplicação de metodologias de 

microdissecção e hibridização in situ é de grande importância. 

Outro fator limitante do uso da microdissecção é a necessidade de coleta de 

muitas cópias (em torno de 20) de um determinado cromossomo. No entanto, 

modificações em protocolos têm sido realizadas para reduzir esse número (por volta de 
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1 a 5 cromossomos), tornando o procedimento de micromanipulação menos exaustivo e 

de mais rápida execução (Guan et al., 1994; Christian et al., 1999; Henning et al., 2008). 

Além da micromanipulação utilizando micropipetas de vidro, foi desenvolvido 

um mecanismo de microdissecção por meio da utilização de raios laser (Kubickova et 

al., 2002). Este procedimento é realizado por um sistema computadorizado de laser 

acoplado a um microscópio óptico invertido. Esse laser é direcionado para cortar a 

membrana em volta do cromossomo selecionado e depois o mesmo sistema catapulta o 

cromossomo através de um pulso único para um tubo, tornando assim o método de 

captura do cromossomo mais preciso. 

A metodologia de DOP-PCR também tem sido utilizada, juntamente com a 

micromanipulação, para a construção de sondas. Essa metodologia foi desenvolvida por 

Telenius et al. (1992) com o objetivo de obter DNA amplificado para estudos 

citogenéticos (Kiss et al., 2002). Com a introdução dessa estratégia molecular, para 

gerar sondas cromossômicas de qualidade, observou-se um amplo emprego desse tipo 

de sonda como ferramenta dentro da metodologia de FISH (Christian et al., 1999; 

Barbaux e Poirier, 2001; Zhou et al., 2001). 

DOP-PCR é uma técnica relativamente rápida e eficiente, que pode ser utilizada 

para amplificação de cromossomos de qualquer espécie, uma vez que utiliza primers 

parcialmente degenerados que se ligam aleatoriamente ao genoma durante ciclos iniciais 

de baixa estringência (Zhou et al., 2007). Apenas em ciclos subseqüentes, sob altas 

temperaturas, o anelamento mais específico entre os produtos do primeiro PCR e os 

primers é realizado, explorando a maior especificidade da região 5’ do primer 

degenerado (Barbaux e Poirier, 2001). Esse tipo de metodologia tem sido aplicada em 

análises comparativas da estrutura genômica (Kuukasjarvi et al., 1997), genotipagem de 

amostras com baixa concentração de DNA (Barbaux e Poirier, 2001), programas de 

melhoramento (Liu et al., 2004; Zhou et al., 2007), projetos de sequenciamento e 

mapeamento genéticos (Gribble et al., 2004; Lo et al., 2009). 

Juntamente com a micromanipulação, o DOP-PCR tem sido amplamente 

utilizado na construção de sondas cromossomo-específicas em humanos (Christian et 

al., 1999; Engelen et al, 1998; Gribble et al, 2004; Weimer et al., 1999), animais 

(Henning et al., 2008), e também em plantas (Hobza et al, 2004; Houben et al., 1997, 

Houben, 2012). 

 Outra técnica que merece destaque nesse cenário é a amplificação in situ 

(PRINS). O PRINS consiste em uma reação de polimerização em cadeia (PCR) de uma 

sequência de DNA a ser amplificada diretamente sobre o material citológico, seja ele 
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um núcleo interfásico ou uma metáfase (Pellestor, 2006). O PRINS foi originalmente 

descrito por Koch et al. (1989). Neste trabalho, os autores utilizaram primers que 

hibridizaram em regiões específicas de cromossomos desnaturados a partir dos quais 

foram sintetizadas as novas fitas com nucleotídeos marcados com fluorescência. Como 

resultado, eles obtiveram marcações em regiões específicas dos cromossomos 

metafásicos, introduzindo assim o PRINS como uma alternativa eficiente para o FISH 

convencional. 

O PRINS se tornou uma opção técnica utilizada principalmente na detecção de 

alvos de cópias únicas e de regiões repetitivas em cromossomos humanos e de animais 

(Koch, 2003). A utilização dessa técnica começou em plantas com Macas et al. (1995) e 

Pich et al. (1995) com a necessidade de um procedimento simples de marcação de 

regiões repetitivas em cromossomos mitóticos em suspensão, para análise utilizando 

citometria de fluxo. 

A técnica de PRINS não tem sido apenas utilizada como uma forma alternativa 

para o FISH. Christian et al. (1999)  utilizaram a reação de PCR in situ para amplificar a 

quantidade de DNA no cromossomo antes da micromanipulação. Para isso, os autores 

realizaram uma reação de PCR sobre a lâmina contendo as metáfases, sem a adição de 

nucleotídeos marcados. Isso possibilitou a microdissecção de um menor número de 

cromossomos para a obtenção de sondas para FISH. 
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2. OBJETIVOS 

 

Objetivo geral: 

 

Considerando a grande aplicabilidade das sondas cromossomo-específicas e a 

ausência de um protocolo eficaz para a obtenção das mesmas, o presente estudo tem 

como objetivo geral padronizar uma metodologia para construção de sondas 

cromossomo-específicas, utilizando as técnicas de PRINS, micromanipulação e DOP-

PCR. 

 

Objetivos específicos: 

 

 Obter lâminas contendo cromossomos metafásicos adequados, provenientes de 

cultura de linfócitos humanos; 

 Adequar as condições de tempo e temperatura para as reações de PRINS e DOP-

PCR; 

 Padronizar a técnica de microdissecção cromossômica, a fim de estabelecer a 

forma de coleta mais adequada de cromossomos individuais e/ou fragmentos; 

 Padronizar as técnicas de marcação da sonda e de hibridização in situ (FISH); 

 Obter uma sonda específica para o cromossomo X humano como parâmetro de 

resolução e especificidade da técnica. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. Material biológico 

 

O experimento foi desenvolvido a partir de material citogenético obtido por 

meio de cultura de linfócitos humanos, provenientes do sangue de indivíduos do sexo 

masculino e do sexo feminino. Todos doaram o sangue de forma voluntária. 

A coleta de sangue, bem como os demais procedimentos a seguir, foi executada 

de acordo com as normas de segurança e Critérios da Ética em Pesquisa com Seres 

Humanos conforme Resolução Nº. 196/96 do Conselho Nacional de Saúde. O descarte 

do material biológico também foi realizado de acordo com as normas da Universidade 

Federal de Viçosa (UFV). 

Todos os procedimentos foram realizados no Laboratório de Citogenética e 

Citometria do Departamento de Biologia Geral (DBG) da UFV. 

 

3.2. Cultura de linfócitos 

 

A coleta do sangue foi realizada com seringa estéril, heparinizada e descartável. 

Para a cultura, foram adicionadas, com o auxílio de uma pipeta de Pasteur, 12 gotas de 

sangue em 5,0 ml de meio de cultura completo LymphoGrowTM (Cytogen), em fluxo 

laminar. A cultura foi incubada em câmara de CO2, a 37 °C, por 72 h. Passado o tempo 

de cultivo, foram adicionados 50 µl de Colcemid (Sigma), por 15 min a 37 ºC. Em 

seguida, a cultura foi centrifugada, o sobrenadante descartado, e o pellet foi 

ressuspendido em solução de KCl 0,075 M (pH 6,8) pré-aquecida a 37 °C, por 30 min, 

para a hipotonização das células. A fixação do material foi feita em metanol:ácido 

acético (3:1), por 5 trocas de 10 min. O material fixado foi armazenado em metanol 

puro, até o momento do uso. As lâminas foram preparadas pela técnica de gotejamento e 

secagem ao ar conforme descrito por Barch et al. (1997). 

 

3.3. Amplificação in situ 

 

Para realização do PRINS, lâminas contendo metáfases de indivíduos 

masculinos foram feita sem a etapa de secagem ao ar e com posterior lavagem em água 

ultrapura, para retirar o excesso de fixador. Em seguida, um volume final de 50 µl de 
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mix de reação, contendo 1 U da enzima Platinum
®

 Taq DNA Polymerase High Fidelity 

(Invitrogen), 1X tampão de reação da enzima (Invitrogen), 2 mM de MgSO4 

(Invitrogen), 200 µM de dNTP (Promega) e 4 µM do primer (DOP-primer: 

5’CCGACTCGAGNNNNNNATGTGG3’ - IDT) foi cuidadosamente pipetado sobre a 

lâmina (Christian et al., 1999). O material foi coberto com lamínula de plástico 22 mm 

x 60 mm, vedado com cola e colocado em termociclador Mastercycler
®

 Gradient 

(Eppendorf) contendo placa adaptadora para reação de PCR in situ. As condições de 

reação consistiram de uma etapa de desnaturação inicial a 95 °C por 10 min, seguida de 

8 ciclos de 94 °C por 1 min, 30 °C por 5 min, com rampa de 0,3 ºC/s até 68 °C por 5 

min, 12 ciclos de 94 °C por 1 min, 50 °C por 5 min com rampa de 0,3 º/s até 56 ºC por 5 

min, e 68 °C por 5 min e uma etapa final de extensão de 68 °C por 5 min. 

 

3.4. Micromanipulação 

 

Após a amplificação, as lâminas foram lavadas em solução de SSC 2X e Triton 

0,1 % (Christian et al., 1999) e depois em água ultrapura. As lâminas foram analisadas 

em microscópio e as metáfases foram fotografadas para a identificação do cromossomo 

X antes da micromanipulação, uma vez que não seria possível fazer o bandeamento. 

Após identificados os cromossomos, estes foram micromanipulados com o auxílio de 

agulhas de vidro (Femtotips - Eppendorf) acopladas em um microscópio invertido de 

contraste de fase IX70 (Olympus 
TM

), com objetiva LUCPlanFLN – UIS 2 60X / 0,70 

Ph2. Dez fragmentos do cromossomo X foram micromanipulados e colocados em um 

tubo de microcentrífuga de 0,2 ml contendo 2 µl de água ultrapura. Esses fragmentos 

cromossômicos foram então tratados com proteinase K 0,5 µg/ml a 37 ºC por 24 horas, 

para a total desproteinização do DNA, e utilizados como moldes para a construção da 

sonda. 

 

3.5. Amplificação dos moldes (DOP-PCR) 

 

Os fragmentos micromanipulados foram amplificados por meio de uma reação 

de DOP-PCR, com uma mistura de reação de 15 µl contendo 4 µM de DOP primer 

(IDT), 200 µM de dNTP (Promega), 2 mM MgSO4 (Invitrogen), 1 U da enzima 

Platinum
®

 Taq DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen) e 1X do tampão específico 

da enzima (Invitrogen) (adaptado de Christian et al., 1999 e Hobza et al., 2004). A 
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amplificação foi realizada em um termociclador Mastercycler
®

 Gradient (Eppendorf) 

sob as seguintes condições: uma etapa de desnaturação inicial a 95 °C por 10 min, 

seguida de 10 ciclos de 94 °C por 1 min, 30 °C por 2 min, com rampa de 0,3 ºC/s até 68 

°C por 2 min, 30 ciclos de 94 °C por 1 min, 50 °C por 2 min com rampa de 0,3 ºC/s até 

56 ºC por 2 min, e 68 °C por 2 min e uma etapa final de extensão de 68 °C por 5 min. 

Após essa etapa, os produtos dessa reação foram submetidos à eletroforese em 

gel de agarose 1,5% para verificação da qualidade do material amplificado. A 

quantificação dos mesmos foi realizada por meio do Nanodrop (Thermo). Os produtos 

do DOP-PCR que apresentaram fragmentos amplificados entre 200 e 600 pares de base 

e em quantidade satisfatória foram então selecionados para a etapa de marcação. 

 

3.6. Marcação das sondas 

 

As amostras selecionadas foram submetidas à marcação fluorescente do tipo 

direta por meio de outra reação de DOP-PCR, utilizando como fluorocromo a 

Tetramethyl-rhodamine-5-dUTP (Roche). 

Para a marcação, foi utilizada a seguinte mistura de reação: 4 µM DOP-primer 

(IDT), 200 µM dNTP (Promega), 2 mM MgSO4 (Invitrogen), 40 µM Tetramethyl-

rhodamine-5-dUTP (Roche), 1X do tampão da enzima (Invitrogen), 1 U Platinun
®

 Taq 

DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen), 200 ng do DNA molde amplificado, para 

um volume final de 50 µl para cada reação. A reação foi realizada em um termociclador 

Mastercycler
®

 Gradient (Eppendorf), sob as seguintes condições: 95 °C por 5 min, 

seguida de 25 ciclos a 94 °C por 1 min, 30 °C por 1 min, com rampa de 0,3 ºC/s até 68 

°C por 3 min e uma etapa final de extensão de 68 °C por 5 min. 

 

3.7. Hibridização in situ (FISH) 

 

As lâminas utilizadas para a técnica de FISH continham metáfases originadas de 

culturas de linfócitos de indivíduos masculinos e femininos. A hibridização foi realizada 

nos dois sexos para avaliar a eficiência da marcação do cromossomo X. 

Essas lâminas foram submetidas a uma série de tratamentos de pré-hibridização: 

primeiramente, foram lavadas em tampão PBS por 5 min (sob agitação) e submetidas à 

série alcoólica (etanol 70%, 85% e 100%) por 5 min cada. Em seguida foram tratadas 

com 0,4 % RNAse 2 mg/ml, diluída em SSC 2X, a 37 °C por 1 h, lavadas em SSC 2X 
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por 3 vezes de 5 min cada e em PBS por 5 min; o material foi então incubado em 0,005 

% de pepsina diluída em 10 mM HCl, por 10 min a 37 °C; depois as lâminas foram 

lavadas em PBS por 2 trocas de 2 min cada (sob agitação), pós-fixadas (2 % 

formaldeído, PBS, 50 mM de MgCl2) por 10 min, lavadas em PBS por duas vezes de 2 

min cada (sob agitação) e submetidas à série alcoólica gelada (etanol 70 %, 85 % e 100 

%) por 5 min cada. 

Paralelamente, a sonda foi desnaturada por 10 min a 99 ºC em 35 µl de uma 

mistura de hibridização contendo: formamida 50 %, SSC 2X, dextran sulfato 10 %, 1 µg 

de DNA competidor Cot-1 (Invitrogen) e 200 ng da sonda marcada. Após desnaturada, 

a sonda foi imediatamente colocada a -20 ºC, onde permaneceu até a etapa de 

hibridização. 

Em seguida, a mistura de reação previamente desnaturada foi aplicada sobre as 

lâminas. Essas foram cobertas com lamínula de plástico 22 mm x 40 mm e seladas com 

cola. As lâminas e a sonda passaram por uma nova etapa de desnaturação simultânea a 

75 ºC por 8 min e depois foram submetidas à hibridização a 37 ºC por 20 horas no 

Thermobrite
™

. 

Após a hibridização, as lamínulas foram cuidadosamente removidas e foram 

realizadas as lavagens de estringência a 45 ºC, que consistiram em três trocas de 5 min 

cada em solução contendo 50 % formamida e 2X SSC (pH = 7,0), uma lavagem em 

solução de  SSC 2X por 5 min e uma lavagem em solução de  SSC 2X e 1% Triton X-

100 por 5 min. Posteriormente, as lâminas foram desidratadas em série alcóolica (etanol 

70 %, 85 % e 100%) gelada, contra-coradas com 50 µl de DAPI (4',6-diamidino-2-

fenilindol) 5 µM por 5 min. 

 

3.8. Captura das imagens 

 

As lâminas contendo as metáfases hibridizadas foram observadas em 

fotomicroscópio Olympus
™

; modelo BX60, equipado com acessórios de análise de 

imagem, iluminação de campo claro e de fluorescência; com objetiva de imersão de 

100X. As imagens foram capturadas diretamente por uma vídeo-câmera CCD 

(Olympus
™

 DP71) acoplada ao microscópio e a um computador equipado com placa 

digitalizadora. 
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4. RESULTADOS 

 

As culturas de linfócitos humanos originaram metáfases em quantidade e 

morfologia adequadas para utilização nos procedimentos de PRINS, micromanipulação 

e FISH. As metáfases apresentaram cromossomos espalhados, sem sobreposições, com 

morfologia preservada e diferentes níveis de compactação que possibilitaram a distinção 

dos pares homólogos. 

As lâminas foram submetidas ao PRINS e, após todos os tratamentos, os 

cromossomos mantiveram as morfologias adequadas para a micromanipulação. Nessa 

etapa, foi micromanipulada uma porção da região subcentromérica de 10 cromossomos 

X (Figura 1). 

 

Figura 1: Micrografia do processo de micromanipulação, evidenciando a remoção mecânica da 

região subcentromérica do cromossomo X, previamente identificado. Barra = 10 µm. 

Os fragmentos amplificados pela técnica de DOP-PCR geraram fragmentos de 

DNA na faixa de 200 a 600 pares de base, verificada pela eletroforese em gel de agarose 

1,5 % (Figura 2). Esse material quantificado no Nanodrop (Thermo) apresentou uma 

quantidade de DNA de 354,2 ng/µl, com razão 260/280 de 1,72. 
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Figura 2: Produtos do DOP-PCR analisados em gel de agarose 1,5 %. Marcador de 100 pares 

de base. 

As lâminas foram visualizadas e analisadas por microscopia de fluorescência e 

foram capturadas um total de 130 metáfases completas hibridizadas (Tabela 1). 

Tabela 1: Número de metáfases analisadas após a hibridização. 

Lâminas 
Sexo do 

indivíduo 

Número de 

metáfases 
Total 

G1 

Masculino 

12 

37 G2 16 

G3 9 

P1 

Masculino 

11 

42 P2 13 

P3 18 

F1 

Feminino 

14 

51 F2 17 

F3 20 

Total                            130 

Após a hibridização, foi visualizada uma marcação da região subcentromérica de 

um único cromossomo X em metáfases de indivíduo masculino, com um único sinal 

fluorescente correspondente em núcleo interfásico (Figuras 3). A hibridização em 

200 pb 

600 pb 

1200 pb 
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metáfases de indivíduo feminino apresentou o par de cromossomos homólogos X 

marcados na região subcentromérica, com dois sinais fluorescentes correspondentes no 

núcleo interfásico (Figuras 4). 

 

 

Figura 3: Hibridização in situ fluorescente em cromossomos metafásicos humanos de 

indivíduos do sexo masculino, evidenciando a marcação da região subcentromérica do 

cromossomo X, como também uma marcação única em um núcleo interfásico. Contracoloração 

com DAPI. Barra = 10 µm. 
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Figura 4: Hibridização in situ fluorescente em cromossomos metafásicos humanos de 

indivíduos do sexo feminino, evidenciando a marcação da região subcentromérica dos dois 

cromossomos X, além de duas marcações correspondentes em um núcleo interfásico. 

Contracoloração com DAPI. Barra = 10 µm. 

A análise morfológica dos cromossomos, seguida da montagem dos cariótipos 

(Figuras 5 e 6) indicaram que a sonda construída é específica para o cromossomo X, 

sendo denominada SCX. 
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Figura 5: Cariograma humano de um indivíduo do sexo masculino. Marcação do cromossomo 

X pela sonda SCX. Barra = 10 µm. 

 

 

Figura 6: Cariograma humano de um indivíduo do sexo feminino. Marcação dos dois 

cromossomos X pela sonda SCX. Barra = 10 µm. 
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5. DISCUSSÃO 

 

A micromanipulação foi realizada em lâminas contendo cromossomos sem 

nenhum processo de coloração. Muitos autores micromanipulam cromossomos corados, 

o que facilita a identificação dos mesmos (Engelen et al., 1998; Weimer et al., 2001). 

No entanto, optou-se por não realizar a coloração dos cromossomos para que eles não 

perdessem os fragmentos amplificados no PRINS. Henning et al. (2008) realizaram a 

microdissecção em lamínulas, justificando tal necessidade pelo fato de se utilizar o 

microscópio invertido. Apesar das lamínulas serem relativamente mais finas, permitindo 

uma melhor visualização do material, essa espessura confere fragilidade indesejada, 

podendo ocasionar perda do material. 

Os cromossomos micromanipulados foram facilmente retirados do fragmento 

alvo desejado, sem perda de material. Isso foi possível porque antes da etapa de 

micromanipulação foi realizada uma re-hidratação dos cromossomos, conforme descrito 

por Engelen et al. (1998). Durante o processo de obtenção dos cromossomos, a partir da 

cultura de linfócitos, e no preparo das lâminas contendo metáfases, etapas de fixação e 

desidratação foram realizadas, o que faz com que os cromossomos fiquem fortemente 

aderidos à lâmina. Consequentemente, esses cromossomos não são adequadamente 

coletados pela micropipeta, tornando a processo de captura mais laborioso (Claussen et 

al., 1994; Bussey, 1996).  

A sonda SCX foi construída a partir de 10 fragmentos pequenos de 

cromossomos X, oriundos de PRINS. Muitos trabalhos reportam a necessidade de 

grande quantidade de cromossomos micromanipulados para a construção de uma sonda 

(em torno de 20 cromossomos). No entanto, alguns autores têm relatado que é possível 

a construção de sondas com menor número de cromossomos. Guan et al. (1994), 

Engelen et al. (1998) e  Henning et al. (2008) construíram sondas a partir da 

micromanipulação de 2 a 5 fragmentos de cromossomos. Christian et al (1999) foram os 

que obtiveram mais sucesso, originando uma sonda a partir de um único cromossomo 

micromanipulado. A amplificação in situ (PRINS) foi uma estratégia adotada para 

diminuir a quantidade de cromossomos necessária, considerando que o cromossomo 

será micromanipulado com seu DNA amplificado. Entretanto, a metodologia utilizada 

por esses autores não apresentou repetibilidade. Não há relatos de trabalhos utilizando 

esses protocolos, e nem mesmo os autores deram continuidade a linha de pesquisa. 

O tratamento dos fragmentos cromossômicos micromanipulados com proteinase 

K é recomendado, para que haja o processo de desproteinização do DNA (Weimer et 
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al., 1999). Porém, alguns autores apontam outros métodos para a digestão das proteínas. 

Guan et al. (1994) recomendaram o tratamento do material microdissectado com 

topoisomerase I. Engelen et al. (1998) realizaram um procedimento utilizando a 

temperatura como agente desproteinizante, submetendo o material a ciclos de 30 ºC e 50 

ºC. No entanto, os resultados obtidos neste trabalho foram positivos utilizando apenas a 

proteinase K por 24 horas. 

O material micromanipulado foi amplificado por DOP-PCR e analisado por 

eletroforese em gel de agarose 1,5 %, apresentando como resultado um arraste de DNA 

na região entre 200 e 600 pares de base, sem uma banda evidente. A amplificação do 

material amplificado por meio de DOP-PCR tem sido amplamente utilizada na 

construção de sondas (Christian et al., 1999; Barbaux e Poirier, 2001; Zhou et al., 

2001). As condições do DOP-PCR têm que ser otimizadas para evitar amplificações 

preferenciais e para gerar fragmentos de 200 a 600 pares de base, tamanho ideal para 

uma sonda (Hobza et al., 2004). 

Para a amplificação do material, foi utilizada como enzima a Platinum
®

 Taq 

DNA Polymerase. Christian et al. (1999) utilizaram a Thermosequenase como DNA 

polimerase nas reações de DOP-PCR. Os resultados obtidos pelas duas foram 

semelhantes, uma vez que ambas apresentam alta processividade. Pelo fato dessas 

enzimas serem altamente processivas em altas temperaturas, recomenda-se a utilização 

de rampa entre as temperaturas de anelamento e extensão (Henning et al., 2008). 

Outro fator relevante durante a amplificação é a concentração do primer. No 

presente trabalho, com a utilização de ciclos de amplificação relativamente longos, 

optou-se pela utilização do primer na concentração de 4 µM. Para aplicações padrão, a 

quantidade de primer recomendada é entre 0,1 µM e 1 µM, e o primer raramente é todo 

utilizado durante a reação (Rolfs et al., 1992). No entanto, Engelen et al. (1998) 

utilizaram a concentração do primer de 4 µM, uma vez que a limitação de primer pode 

atenuar a taxa de amplificação nos últimos ciclos de PCR (Czerny, 1996). 

A hibridização in situ mostrou-se eficiente, com marcação apenas no 

cromossomo correspondente ao que originou a sonda, sem marcações inespecíficas. 

Essas hibridizações indesejadas são suprimidas pela adição do Cot-1, que compete na 

ligação das possíveis regiões repetitivas da sonda em cromossomos que não seriam alvo 

(Craig et al., 1997). 

A sonda SCX marcou especificamente a região subcentromérica do cromossomo 

X, identificado por sua morfologia e pela razão entre o braço longo e curto. O 

cromossomo X é classificado como submetacêntrico, sendo semelhante em forma e 
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tamanho aos cromossomos de número 6 a 12, o que torna difícil sua identificação sem 

bandeamento (Barch et al., 1997; Czepulkowski, 2001).  Essa sonda SCX poderá ser 

usada como marcador desse cromossomo, além de servir para analisar possíveis 

anomalias estruturais. 
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6. CONCLUSÃO 

 

A micromanipulação, juntamente com a técnica de DOP-PCR, tem se mostrado 

importantes ferramentas na obtenção de sondas cromossomo-específicas. Entretanto, os 

protocolos existentes na literatura apresentam diferenças metodológicas e estas não são 

facilmente reprodutíveis diante das diferenças inter-laboratórios. O presente trabalho 

possibilitou adaptar e padronizar essas metodologias para a construção de sonda 

cromossomo-específica,  detalhando as etapas mais críticas.  

A técnica de PRINS também foi padronizada e possibilitou a micromanipulação 

de uma menor quantidade de moldes cromossômicos para a construção da sonda. 

A sonda SCX obtida poderá ser utilizada como marcador do cromossomo X 

humano possibilitando a identificação sem necessidade de bandeamento. Além disso, 

essa sonda poderá auxiliar na análise de alterações físicas e numéricas envolvendo o 

cromossomo X.  

Essa nova metodologia disponível não está restrita a utilização em cromossomos 

humanos, podendo ser amplamente aplicada a outros organismos. 
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