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HIBRIDIZACAO

A técnica de hibridizagdo de acidos nucleicos surgiu entre as décadas de 1960 e
1970, e usava isotopos radioativos para marcar as sondas de interesse. Nessa época, os
resultados eram analisados por autorradiografias, diferentemente das atuais andlises
com microscopia de fluorescéncia. A hibridizacdo é uma técnica que tem o principio da
complementariedade das bases nitrogenadas dos acidos nucleicos como base (adenina
com timina e citosina com guanina). Essa técnica consiste, de forma bdsica, em localizar
sequéncias de interesse no genoma de quaisquer organismos, hibridizando-as ao
proprio DNA da espécie. Assim, a hibridizacado é definida como sucessivos tratamentos
guimicos e enzimdticos que fazem com que a dupla fita de DNA-alvo seja aberta
(desnaturada) pela ruptura das pontes de hidrogénio, e unida (hibridizada) inteira ou
parcialmente com uma sonda de acidos nucleicos marcada com fluorocromos. A sonda
consiste em uma sequéncia de DNA complementar a dupla fita desnaturada que se
pretende localizar no genoma do organismo de interesse por meio da emissdo de sinais
luminosos que sdo detectados por microscépio de fluorescéncia. Para isso, a sonda de
acidos nucleicos recebe uma marcacdao com reagentes quimicos (fluorocromos) antes
da hibridizacdo. Esses fluorocromos sdo visualizados perante a excitacdo causada por
algumas faixas de comprimentos de onda luminosos emitidas pelo microscépio dptico

de fluorescéncia.

O sucesso da hibridizacdo depende da capacidade do DNA de se anelar as
sequéncias complementares apds a desnaturacgdo (periodo em que a fita de DNA é
simples). Dessa forma, o ponto de fusdo do DNA, ou seja, 0 momento em que ocorre a
ruptura das pontes de hidrogénio e a abertura da dupla fita de DNA, varia de um
organismo para outro. O ponto de fusdo do DNA também depende da quantidade de

pares de base G-C e A-T, sendo que, quanto mais pares G-C, maior o ponto de fusdo do
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genoma. Isso ocorre porque o par G-C é mais estdvel, apresentando trés pontes de
hidrogénio, enquanto o par A-T conta com apenas duas. Apds o anelamento da sonda
com sua sequéncia-alvo complementar, o padrao de hibridizacdo é visto em microscépio

de fluorescéncia.

Os fatores que interferem no anelamento da hibridizagdo sao: temperatura de
fusdo; pH; concentracdo de cations monovalentes; presenca de solventes organicos. O
pH alto deve ser usado para produzir condi¢des de hibridiza¢do rigorosas. Ja os cations
monovalentes, como o sédio, interagem eletrostaticamente com os acidos nucleicos,
fazendo com que concentracdes de sal elevadas aumentem a estabilidade do hibrido.
Assim, eles devem ser removidos da mistura de hibridizagdo ou complexados com
agentes como citrato ou EDTA. Por outro lado, os solventes organicos reduzem a
estabilidade térmica de polinucleotideos de fita dupla, fazendo com que a hibridizacao

ocorra em temperaturas mais baixas na presenca de formamida.

Em cromossomos, podem ser feitas a hibridizacdo in situ fluorescente (FISH) ou
a hibridizacdo gend6mica comparativa (CGH); em sequéncias diretamente dispostas
sobre uma lamina, a hibridizacdo genémica comparativa de array (CGH array). Suas
aplicacdes médicas e bioldgicas sao diversas. Na FISH, as sondas podem ser constituidas
de microssatélites, de loci especificos, ou, ainda, de cromossomos inteiros. Os
microssatélites podem ser constituidos por: fragmentos de DNA; diferentes tipos de
subunidades de RNA (5S e 18S, por exemplo); ou sequéncias encontradas nos telémeros
(estruturas responsaveis por proteger o final dos cromossomos da degradacdo durante
a replicacdo do DNA). Esse tipo de sonda é formado por sequéncias curtas de material
genético repetitivo organizado em tandem (ou seja, sequéncias que ficam uma ao lado
da outra), capaz de indicar, de forma simplificada, eventos como heterocromatinizacao

genOdmica e movimentacdo de RNA, além de fissdo e fusdo cromossdmica, por exemplo.

Por outro lado, as sondas de cromossomos artificiais bacterianos (BACs) podem
ser formadas por uma infinidade de sequéncias, geralmente curtas, que, apds clonadas,
geram plasmideos, que mesclam o DNA de interesse ao cromossomo bacteriano. Esse
tipo de sondas provém de pequenas regides cromossOmicas portadoras de genes

especificos, os loci cromossOmicos. Cromossomos inteiros considerados normais, da
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mesma espécie do organismo-alvo, sdo usados como sondas, comparando divergéncias
em sua composicdo cromossOmica estrutural interna e/ou externa. Esse tipo de
hibridizacdo também pode usar cromossomos de uma espécie diferente do alvo,
indicando conservacdo, quando o cromossomo é pintado inteiro, ou presenca de

rearranjo, quando isso ndo ocorre.

A técnica de caridtipo espectral, também conhecida pela sigla SKY, combina a
FISH com bandeamentos cromossomicos. Ela permite detectar aberracbes estruturais
complexas e translocagdes escondidas, porém ndo é capaz de identificar mutagdes
pequenas. Visualmente, mostra todos os pares de cromossomos de determinada
espécie em cores diferentes em um Unico experimento de hibridizagdo. As sondas, nessa
técnica, sdo geradas por DOP-PCR e marcadas por PCR com biotina, digoxigenina e
fluoresceina, por exemplo. Os cromossomos sdo contracorados com 4,6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI). Com uso de um filtro especial triplo (RGB), diferentes cores de
fluorocromos podem ser vistas ao mesmo tempo. A principal diferenca entre uma
analise de FISH convencional e uma SKY é que, na FISH convencional, apenas um alvo
pode ser visualizado de cada vez e, na SKY, o uso de cinco fluorocromos distintos permite

visualizar cerca de trinta alvos.

J4 na CGH, o genoma completo do organismo é usado como sonda e jogado
contra o DNA-alvo para detectar poliploides, individuos com mais de dois conjuntos
cromossémicos, podendo ser triploides ou tetraploides (quando portam trés ou quatro
conjuntos cromossomicos, respectivamente). Para detectar células tumorosas, a CGH
usa o genoma extraido do tumor marcado com um fluorocromo como sonda. Em
seguida, essa sonda é hibridizada ao conjunto cromossémico completo normal em

metafase do organismo-alvo, também marcado, mas com outra cor de fluorocromo.

A CGH foi uma das primeiras técnicas de hibridizacdo realizadas em laboratdrios
de citogenética oncoldgica e clinica. Entre as aplicacGes das diferentes técnicas de
hibridizacdo, esta a deteccao de alteracdes génicas e cromossémicas estruturais, como:
inversdes, translocacdes, inversdes e delecGes. Além disso, também é possivel tracar o
perfil de alteracdes no numero de copias de DNA em genomas tumorais ao longo dos

cromossomos. Por outro lado, aberragdes cromossdmicas, como monossomias, podem
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ser detectadas por sondas de DNA satélite. Como exemplo, pode-se citar uma
monossomia detectada com sondas de DNA satélite alfa extraidas de sequéncias das
regides centroméricas nos cromossomos 10 e 16 em linhagens de células cancerosas de
pulmdo em humanos. Além disso, as sondas de DNA satélite hibridizam com varias
copias da unidade de repeticdo presente nos centromeros, em regides heterocromaticas
ou terminais dos cromossomos. Sdo adequadas, também, para a deteccdo de trissomias,
como a de linhagem de leucemia detectada no cromossomo 12 em humanos e outros

tipos de aneuploidias e tumores sdlidos.

J4 a técnica de CGH array é capaz de rastrear genes dentro de amplicons ou
regides consistentes de delecdo, possibilitando a triagem automatizada de alta
resolucdo para desequilibrios cromossémicos. Também é possivel identificar alteracées
em uma Unica cépia de células tumorais, ou rastrear doengas durante exames pré-
natais. Na CGH array, o DNA-alvo e o DNA tumoral s3ao sequenciados com auxilio de
sondas BACs, formando bibliotecas. As sequéncias-alvo sdo, entdo, marcadas com
fluorocromos e mapeadas de acordo com sequéncias-padrao disponiveis em bancos de

dados e hibridizadas ao DNA de referéncia.

A técnica de hibridizacdao pode ser detectada de forma direta ou indireta. Na
deteccdo direta, a sonda é marcada com fluorocromo, que, apds a hibridizacao, ja pode
ser visualizado em microscopia de epifluorescéncia. Por outro lado, na detecgdo
indireta, sdo usados anticorpos que se ligam ao fluorocromo apds a hibridizacdo, para
gue ele seja detectado (como exemplo, pode-se citar o sistema biotina-estreptoavidina).
Desse modo, a marcacao das sondas é feita por reagentes quimicos fluorescentes nao
radioativos. Para deteccdo direta (FITC), rodamina, Cy3 e Cy5 sdao as moléculas
marcadoras usadas com mais frequéncia, enquanto biotina, estreptoavidina e
digoxigenina sdo os marcadores mais usados para métodos de deteccdo indireta (IHC).
E importante salientar que sistemas de detec¢do direta s3o mais eficazes com sondas
com mais pares de bases, como as de cromossomos inteiros. Ja a deteccdo indireta é

eficaz em sondas com poucos pares de bases, como as de microssatélites.
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