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Resumo 
                              
 



  

 Aneuploidia e instabilidade cromossômica são características da maioria 

dos tumores sólidos. Estas alterações podem resultar da segregação 

inapropriada dos cromossomos durante a divisões celulares, que pode ocorrer 

por diversos mecanismos incluindo defeitos teloméricos, amplificação 

centrossômica, centrômeros não funcionais e/ou defeitos no controle dos 

checkpoints do processo de divisão. Neste trabalho, foi utilizado um modelo in 

vitro de melanoma murino, cujo fator transformante foi o bloqueio de adesão 

celular ao substrato, para caracterizar alterações teloméricas e centroméricas 

que acompanham a transformação maligna dos melanócitos. Para estudar o 

tempo de ocorrência do encurtamento telomérico durante a transformação 

maligna, o perfil do comprimento telomérico foi analisado por Q-FISH e 

observamos que o tamanho dos telômeros diminui gradativamente ao longo da 

transformação maligna. Paralelamente, foi também encontrado um aumento no 

número de cromossomos sem telômeros e na complexidade do cariótipo, o que 

incluiu o aparecimento de fusões Robertsonianas em 100% das metáfases 

analisadas nas células metastáticas. Estes achados estão em concordância 

com estudos que mostram que anormalidades no comprimento dos telômeros 

parecem ser uma das alterações genéticas mais precocemente adquiridas no 

processo de transformação maligna e que anormalidades teloméricas resultam 

em agregação telomérica, ciclos de quebra, ponte e fusão e instabilidade 

cromossômica. Outra característica importante do modelo é a grande 

instabilidade centromérica manifestada pela presença abundante de 

fragmentos centroméricos e fusões de centrômeros. Juntos, estes resultados 

ilustram, para este modelo de melanoma, instabilidade cromossômica com uma 

assinatura estrutural de quebras centroméricas e perda telomérica. 
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1. Melanoma 

Em 2005, o câncer foi responsável por 13% das mortes ocorridas no mundo, 

sendo que mais de 70% destas ocorreram em países de média ou baixa renda (WHO, 

2006). No ano passado, foram estimados 59.940 novos casos de melanoma nos 

Estados Unidos, com uma expectativa de 8.110 mortes (American Cancer Society, 

2007).  As estimativas do Instituto Nacional do Câncer (INCA) para o ano de 2008, 

apontavam os tumores de pele como o tipo de câncer mais incidente na população 

brasileira com 120.930 casos novos, dos quais 4,9% seriam de melanoma (INCA, 

2007). Mesmo sendo o tipo de câncer de pele mais raro, o melanoma é responsável 

pela maioria das mortes (aproximadamente 80%) relacionadas ao câncer de pele 

(Medic e col., 2007; Lewis e col., 2005), visto que apenas 14% dos pacientes com 

melanoma metastático apresentam sobrevida livre de doença em cinco anos (American 

Cancer Society, 2003). 

 Apesar da maioria dos melanomas diagnosticados em estágios precoces ser 

curável cirurgicamente, um número pequeno de pacientes diagnosticados em estágios 

avançados sobrevive, mesmo após intervenções terapêuticas agressivas (Miller & 

Mihm, 2006; Wascher e col., 2003). No entanto nos últimos anos, houve uma grande 

melhora na sobrevida dos pacientes com melanoma, principalmente devido à detecção 

precoce do tumor. Nos países desenvolvidos, a sobrevida média estimada em cinco 

anos é de 73%, enquanto que para os países em desenvolvimento, a sobrevida média 

é de 56% (www.inca.gov.br). 

Os principais fatores de risco para o desenvolvimento do melanoma são histórico 

familiar, múltiplos nevos (benignos ou atípicos) e ocorrência prévia de melanoma. 

Fatores de risco adicionais incluem sensibilidade ao sol, exposição solar excessiva e 

doenças imunossupressoras (Miller & Mihm, 2006). Além disso, o melanoma é 

predominantemente uma doença de populações de pele clara, sendo sua incidência 5 

a 20 vezes menor nas populações de pele escura. Esta sensibilidade diferencial 

associada à cor da pele, ou mais propriamente a reação da pele à exposição 

intermitente a radiações do tipo UV-A e UV-B, é um dos melhores exemplos da 

interação entre fatores físicos e genéticos no desenvolvimento dos tumores (Gilchrest e 

col., 1999). 

 



Introdução 
 

 2

Melanomas são neoplasias malignas de melanócitos. Os melanócitos são 

células pigmentadas localizadas na camada basal da epiderme, região bulbar dos 

folículos pilosos, coróide e leptomeninges. Os melanoblastos, células precursoras dos 

melanócitos, são de origem neuroectodérmica, e migram da crista neural para a 

epiderme onde se diferenciam em melanócitos. Na epiderme, os melanócitos interagem 

especificamente com queratinócitos, definindo as unidades de pigmentação da 

epiderme (Schopfer et al., 2007; Hsu e col., 2002; Bennett, 1993).  

Baseado em características clínicas e histopatológicas foram propostas cinco 

fases da progressão do melanoma (Meier, 1998; Clark e col., 1984): clusters de 

melanócitos normais (nevo comum), nevo displásico, melanoma primário de fase de 

crescimento radial (RGP), melanoma primário de crescimento vertical (VGP) e 

melanoma metastático (FIGURA 1). 

No nevo comum, há acúmulo de melanócitos na camada basal da epiderme, 

encontrando-se agregados de células névicas na junção dermoepidérmica. No nevo 

displásico, atipias na arquitetura dos nevos são observadas, incluindo traves de 

melanócitos presentes na derme e presença de melanócitos na camada suprabasal da 

epiderme. Melanomas de fase de crescimento radial caracterizam-se pela progressiva 

proliferação de células de melanoma predominantemente na epiderme, sendo possível 

a presença de células de melanoma na derme, porém estas não proliferam. 

Melanomas de fase de crescimento vertical caracterizam-se pela proliferação de 

células de melanoma na derme, extensa degradação da matriz extracelular e indução 

sustentada de angiogênese. O processo de angiogênese ocupa uma posição central na 

progressão de melanomas VGP para o melanoma metastático. Os vasos formados 

servem tanto para a nutrição do tumor como para o escape de células tumorais para a 

circulação linfática e sanguínea, dando origem a metástases (revisto em Chammas, 

2004).  

Alterações genéticas foram correlacionadas diretamente com o desenvolvimento 

do melanoma. Estas mutações são relacionadas a três categorias de genes: proto-

oncogenes, genes supressores de tumor ou genes de reparo a danos de DNA 

(Benjamin et al., 2006; Kastan e Bartek, 2004).   

Em nível molecular, a progressão de um melanócito para um melanoma é 

acompanhada pela aquisição gradual de múltiplas alterações genéticas (Hussein, 

2007) e epigenéticas (Howell et al, 2009; Rothhammer & Bosserhoff, 2007) que levam 

a perda de genes supressores tumorais e aumentam a mutabilidade do tumor (Hussein, 
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2004). Os melanomas malignos apresentam os dois tipos de instabilidade genética 

encontrados em neoplasias; instabilidade cromossômica (CIN) e instabilidade de 

microssatélite (MIN) (Hussein, 2007; Hussein e col., 2004; Lengauer e col., 1998). No 

entanto, MIN é encontrada em níveis baixos no melanoma cutâneo (Palmieri e col., 

2003; Hussein e col., 2002), enquanto CIN tem sido encontado em praticamente todos 

os casos de melanoma analisados (Hussein e col., 2004; Höglund e col., 2004; 

Schulten e col., 2002). 

Embora haja na literatura inúmeros trabalhos com diferentes modelos (tecidos, 

linhagens celulares e anticorpos) indicando mudanças em várias moléculas envolvidas 

na gênese do melanoma, as alterações responsáveis pelo desenvolvimento e a 

progressão do melanoma ainda não são totalmente conhecidas. 
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FIGURA 1. Modelo de progressão do melanoma proposto por Clark. Os melanomas são 

classificados histologicamente de acordo com sua locação e estágio da progressão. Cinco estágios 

foram propostos na evolução do melanoma com base nesses critérios histológicos: nevo adquirido e 

congênito comum; nevo displásico com estrutura e arquitetura atípicas; melanoma primário de fase de 

crescimento radial (RGP), melanoma primário de crescimento vertical (VGP), e melanoma metastático 

(Clark e col., 1984). Figura modificada de Miller & Mihm, 2006. 
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2. Telômeros 

 2.1 Histórico 

 A presença de estruturas especializadas no final dos cromossomos foi descrita 

por Hermann J. Muller em 1938. Em seus estudos com drosófilas, ele notou que 

moscas, quando irradiadas, apresentavam cromossomos com muitos tipos de quebras, 

trocas e fusões, mas nunca simples deleções terminais. Ele concluiu que as porções 

finais dos cromossomos deveriam ser protegidas por estruturas especializadas e notou 

também que estas regiões tinham características de heterocromatina. Muller 

inicialmente chamou estas estruturas de proteção de “gene terminal” e mais tarde de 

“telômeros” (revisto em Chuaire, 2006). 

Dois anos depois, Barbara McClintock relatou que, em milho, os finais dos 

cromossomos quebrados tendiam a se fundir, formando cromossomos dicêntricos. 

Estes cromossomos formados se quebrariam novamente à medida que os dois 

centrômeros tentassem migrar durante a anáfase. De acordo com suas conclusões, os 

telômeros tinham papel crucial na integridade cromossômica, uma vez que eles 

previniam estes ciclos de quebra-fusão e ponte, prejudiciais à integridade celular 

(revisto em Madame Curie Bioscience Database, 2009).  

  Contudo, os estudos sobre telômeros só voltaram a ter importância 30 anos 

depois com a descoberta dos mecanismos de replicação do ácido desoxirribonucléico 

(DNA). Nesta época, James Watson identificou que o problema da replicação terminal 

cromossômica consistia na incapacidade da DNA polimerase em replicar o final 3’ da 

fita de DNA e com isso os cromossomos eram encurtados a cada divisão celular. Além 

disso, ele postulou que deveria existir um mecanismo de proteção pelo qual o 

encurtamento cromossômico seria prevenido, mas este mecanimo não seria 

descoberto antes de 1978 (revisto em Chuaire, 2006). 

 Até 1960, acreditava-se que as células eram capazes de proliferar 

indefinidamente. No entanto, em 1961, Leonard Hayflick demonstrou que fibroblatos 

humanos possuíam potencial proliferativo limitado (entre 40 a 50 divisões) e que após 

este período eles entravam em senescência. Com base neste e em outros estudos, 

conclui-se que a célula possuía um mecanismo de controle interno, capaz de 

estabelecer o número total de divisões celulares durante sua existência - limite de 
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Hayflick (Stewart & Weinberg, 2006). Atualmente é sabido que um dos determinantes 

do número de divisões celulares é o comprimento telomérico e que as células, ao 

atingirem seu limite, ativam mecanismos de parada de crescimento celular, que são 

irreversíveis (Katakur, 2006). 

 Finalmente em 1978, Elizabeth Blackburn descreveu os finais cromossômicos, 

ou telômeros, como sendo composto de seqüências repetitivas simples de DNA (revisto 

em Blackburn, 1992). Logo se tornou aparente que esta sequência era conservada 

através da evolução e que um mecanismo comum deveria existir entre os eucariotos 

para que houvesse a manutenção dos telômeros. Em 1984, Greider e Blackburn, 

identificaram uma enzima, a telomerase, que adicionava repetições teloméricas nos 

finais dos cromossomos. Elas sugeriram que a telomerase poderia compensar a 

replicação incompleta dos terminais cromossômicos. Isto explicaria a manutenção do 

comprimento telomérico observado em organismos como o protozoário ciliado 

Tetrahymena thermophila e leveduras (revisto em Greider, 1996). 

 
 

2.2 Estrutura do telômero 

 

Os telômeros, do grego telos (finais) e meros (partes), são estruturas 

nucleoprotéicas especializadas, localizadas nos finais dos cromossomos e que tem 

como função principal proteger estas regiões de recombinação e degradação. A 

presença dos telômeros confere às células a capacidade de diferenciar quebras 

randômicas na dupla fita de finais naturais dos cromossomos, e impede também que 

genes importantes localizados em regiões próximas a eles sejam perdidos por 

degradação (Bailey & Murnane, 2006; McClintock, 1941). 

O telômero da maioria dos eucariotos consiste em repetições curtas ricas em 

citosina (C) na fita 5’, referida como fita C. A fita complementar é rica em guanina (G) e 

é denominada fita G. A fita G corre na direção 5’- 3’ do cromossomo e é mais longa que 

a fita C devido à presença de uma “cauda” que em mamíferos consiste de 50 a 500 

nucleotídeos (Palm & de Lange, 2008) (FIGURA 2). 

A primeira seqüência de DNA telomérico foi descrita no protozoário ciliado 

Tetrahymena thermophila em 1978, composto por repetições TTGGGG (Blackburn & 

Gall, 1978). Na maioria dos insetos, a região telomérica tem seqüência TTAGG e na 

maior parte das plantas, a sequência TTTAGGG (Monaghan &. Haussmann, 2006). O 
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número de nucleotídeos destas seqüências varia entre as espécies, porém na maioria 

dos organismos estudados, as seqüências teloméricas consistem de 5 a 8 pares de 

bases. Em humanos e em camundongos, a região telomérica possui seqüências 

repetidas e não codificadoras de hexanucleotídeos TTAGGG, e variam entre 10-15kb 

em humanos e 25-40kb em camundongos (Blasco, 2005; Griffith e col, 1999). 

Análises por microscopia eletrônica mostraram que o DNA telomérico humano e 

murino formam uma estrutura altamente organizada, na qual a extremidade 3´ da 

cauda G se insere nas regiões teloméricas de dupla fita, formando uma “alça” 

conhecida como T-loop (Griffith e col., 1999). Esta estrutura de alça é estabilizada pela 

ligação dos telômeros às proteínas TRF1, TRF2 e POT1. Esta forma estrutural permite 

que os telômeros sejam reconhecidos como as porções finais cromossômicas e não 

como quebras, impedindo assim que sejam processados pela maquinaria de dano do 

DNA (HeRobig & Sedivi, 2006). A cauda G ainda serve como substrato, no qual a 

telomerase adiciona repetições teloméricas, fornecendo um molde para a síntese de 

DNA da fita descontínua (lagging) (Hultdin, 2003). 

Em mamíferos, as proteínas TRF1, TRF2, RAP1, TIN2, TPP1 e POT1 formam o 

complexo shelterin, componente constitucional do telômero (de Lange, 2005) (FIGURA 

3). As proteínas TRF1 e TRF2 ligam-se às repetições teloméricas de fita dupla 

formando homodímeros, enquanto que a POT1 liga-se às repetições TTAGGG da fita 

simples. Além disso, TRF1 e TRF2 recrutam outros quatro componentes do shelterin 

para os telômeros, TIN2, RAP1, TPP1 e Rap1 (Palm & de Lange, 2008). 

O complexo shelterin também está envolvido no controle do comprimento 

telomérico. A inibição de TRF1 (van Steensel & de Lange, 1997), redução dos níveis de 

TIN2 (Kim e col., 1999) e RAP1 (Li & de Lange, 2003) e supressão de POT1 (Liu e col., 

2004) promovem elongamento do telômero, enquanto a expressão aumentada de 

TRF1 e TRF2 (Houghtaling e col., 2004; Smogorzewska e col., 2000) causa o 

encurtamento do mesmo, sem afetar a atividade da telomerase in vitro. Este complexo 

pode também inibir a ação da telomerase pela formação do T-loop, impedindo assim o 

acesso desta enzima à fita simples telomérica (Hug & Ligner, 2006). Além disso, as 

proteínas associadas aos telômeros exercem funções de reparo de DNA, essenciais 

para a manutenção do mesmo (Stewart & Weinberg, 2006). 
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FIGURA 2 – A estrutura dos telômeros humanos. (a) Sequência terminal dos cromossomos humanos 

composta por repetições em tandem dos nucleotídeos TTAGGG. Próximo às repetições teloméricas 

localiza-se um segmento de repetições degeneradas e repetições subteloméricas. A fita 3’ do terminal 

telomérico apresenta uma extensão que varia entre 50-500 nucleotídeos e é rica em guanina (G), 

enquanto a fita 5’ termina sempre com a sequência de nucleotídeos ATC. (b) Representação 

esquemática da estrutura t-loop. O tamanho da estrutura é variável. Extraído de Palm & de Lange, 2008. 
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FIGURA 3 – Complexo Shelterin. (A) As seis subunidades do complexo shelterin, seus domínios 

estruturais, interações protéicas, e sítios de ligação ao DNA. (B) Esquema da interação do shelterin com 

o DNA telomérico. Adaptado de de Lange, 2005. 
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2.3 Encurtamento telomérico e a telomerase 

 

Os telômeros diminuem gradualmente a cada divisão celular como resultado da 

incompleta replicação da fita lagging do DNA. Cada divisão celular resulta em uma 

perda de 50 a 200 nucleotídeos da região telomérica, de forma que o tamanho do 

telômero reflete a história proliferativa celular, funcionando como um “relógio mitótico” 

em direção a senescência (Engelhardt & Finke, 2001; Parris e col, 1999; Allsop e col, 

1995).  

Em diferentes espécies, o comprimento telomérico varia entre cromossomos, 

tecidos, indivíduos e idade. Nos vertebrados, o comprimento telomérico é similar nas 

células da maioria dos tecidos, mas, após o nascimento, os telômeros encurtam 

progressivamente nas células somáticas proliferativas. Alguns tecidos, como a mucosa 

intestinal e as células do sangue que tem rápida renovação e requerem elevadas taxas 

de proliferação celular, apresentam maior encurtamento dos telômeros. Por outro lado, 

tecidos com baixa taxa de proliferação, como músculo e cérebro, têm comprimento 

telomérico bastante estável (Monaghan & Haussmann, 2006). 

Quando os cromossomos atingem um comprimento telomérico crítico, a 

estrutura protetora (T-loop) se perde, desencadeando o recrutamento de sensores de 

danos ao DNA (Herbig & Sedivy, 2006). Conseqüentemente, há ativação e 

estabilização de TP53, favorecendo a transcriçao de genes como o TP21 (Lou & Chen, 

2006). Este gene inibe a atividade de quinases dependentes de ciclina, que deveriam 

fosforilar e consequentemente ativar o oncogene RB, resultando na ativação do 

mecanismo antiproliferativo denominado “estágio 1 de mortalidade” (M1). Apesar das 

células neste estágio permanecerem metabolicamente ativas, não progridem no ciclo 

celular (der-Sarkissian e col., 2004; Hathcock e col., 2003). O estágio M1 previne a 

propagação de erros e, por conseqüência, o desenvolvimento tumoral (Stewart & 

Weinberg, 2006). 

Entretanto, se os genes de resposta a dano de DNA, como TP53 e/ou TP21, 

estiveram inativos, haverá escape em direção à persistência da proliferação, além da 

senescência (estágio M1) (Lou & Chen, 2006; der-Sarkissian e col., 2004; Baerlocher & 

Lansdorp, 2003). As células continuam se dividindo e encurtando seus telômeros até 

que um segundo bloqueio denominado “crise” ou “estágio 2 de mortalidade” (M2) seja 

alcançado (shay & Wright, 2005). O estágio de crise é caracterizado por telômeros 
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curtos, fusões terminais, pontes de anáfase e morte celular programada (apoptose) 

(Stewart & Weinberg, 2006; Londoño-Vallejo, 2004). 

Os telômeros também podem se tornar menores como resultado de danos 

oxidativos (Lotze e col, 1995) e podem ser controlados por modificações epigenéticas 

da cromatina telomérica. Telômeros de mamíferos apresentam modificações de 

histonas características de heterocromatina constitutiva, tais como di e trimetilação de 

H3K9 e trimetilação de H4K20, entre outras (Gonzalo e col, 2006). Estas modificações 

foram reconhecidas como reguladores negativos do tamanho dos telômeros (Garcia 

Cao e col, 2004).  

O encurtamento dos telômeros tem sido considerado o “relógio mitótico” (Blasco, 

2005; Parris e col, 1999; Harley,1991) por limitar o número de vezes em que uma 

célula se divide, contribuindo para o fenótipo de envelhecimento, mas também 

promovendo um efetivo mecanismo supressor tumoral (Shay & Wright, 2006; Bailey & 

Murnane, 2006; Pedram e col, 2006). 

Com o encurtamento gradual dos telômeros para que a divisão celular continue 

ocorrendo, as seqüências teloméricas perdidas devem ser repostas. A adição de novas 

repetições teloméricas é realizada basicamente por dois mecanimos, o mais comum 

depende da síntese de novas seqüências teloméricas pela ação de uma transcriptase 

reversa - telomerase. A outra decorre de eventos de recombinação telomérica 

denominados Alternative Lengthening of Telomeres (ALT) (Damle e col., 2004; Villa e 

col., 2004). O ALT não é um mecanismo fisiológico e foi observado em tumores 

humanos, como carcinomas, osteosarcomas entre outros. Acredita-se que este 

mecanismo auxilia a telomerase na manutenção telomérica. Entretanto, nem todas as 

células que perdem a expressão da telomerase apresentam ALT (Fleisig & Wong, 

2006). 

A telomerase é uma transcriptase reversa, codificada pelo gene TERT, que 

reconhece especificamente o grupamento OH do carbono 3 da pentose do final da alça 

telomérica e, usando um molde de RNA codificado pelo gene TERC, elonga os 

telômeros (Blasco, 2005; Blackburn, 2001). A telomerase é expressa em células 

embrionárias, imortalizadas e tumorais, no entanto em células somáticas normais não 

há detecção desta enzima, com exceção de células proliferativas de tecidos em 

regeneração. Com isso, a manutenção do comprimento dos telômeros nas células 

somáticas é comprometida e resulta em um encurtamento gradual que pode levar a 

uma parada no ciclo celular (senescência) ou à crise e a apoptose.  
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 2.4 Telômeros e câncer 

Defeitos na funcionalidade dos telômeros são associados à diversas doenças 

como síndromes de envelhecimento prematuro e câncer (Blasco, 2005). Os telômeros 

podem se tornar não funcionais à medida que seu encurtamento se torna crítico e, 

como demonstrado há mais de 50 anos, a perda de funcionalidade telomérica pode ser 

o principal mecanismo envolvido na geração de anormalidades cromossômicas 

(Meeker e col, 2004; McClintock, 1941). 

Muitos genes estão envolvidos na manutenção da estabilidade cromossômica, 

contudo defeitos em tais genes têm sido relacionados somente a um pequeno número 

de neoplasias humanas e, nestes casos, resultam principalmente em alterações 

numéricas e não em cariótipos complexos como os encontrados na maioria dos 

tumores. Então, os mecanismos moleculares que levam à instabilidade cromossômica 

em câncer permanecem um mistério, assim como o exato momento em que a 

instabilidade cromossômica acontece no processo tumorigênico (Meeker e col, 2004). 

A instabilidade cromossômica resultante da não funcionalidade telomérica pode 

ocorrer através de ciclos de quebra/fusão/ponte (breakage/fusion/bridge – BFB), 

exemplificados na figura 4 (McClintock, 1941). Estes ciclos são iniciados quando um 

cromossomo sem telômero ou com telômero não funcional sofre replicação. Neste 

caso, as porções finais das cromátides irmãs se fundem e formam uma ponte durante a 

anáfase, que se quebra à medida que os dois centrômeros são puxados em direções 

opostas. Devido ao fato da quebra não ocorrer necessariamente no ponto de fusão, 

uma das células filhas recebe um cromossomo com uma duplicação na sua ponta, 

enquanto a outra recebe um cromossomo com uma deleção terminal. Já que nenhum 

destes cromossomos apresenta telômeros, a próxima replicação levará à formação de 

uma nova fusão e assim sucessivamente. Estes ciclos podem continuar por muitas 

gerações, levando a uma extensiva replicação de DNA e uma deleção terminal 

progressiva, terminando somente quando um cromossomo eventualmente readquire 

um telômero e torna-se estável novamente (Murnane, 2006; Bailey & Murnane, 2006). 

Tussel e colaboradores (2008) examinaram a participação de diferentes tipos de 

fusões terminais no estabelecimento de um cariótipo instável em células epiteliais de 

mama humanas não transformadas e propuseram uma ordem cronológica da 

participação destas fusões na geração da instabilidade cromossômica. A fusão 

intracromossômica aconteceria principalmente nos estágios iniciais da progressão, 
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onde a disfunção telomérica seria limitada e afetaria somente os terminais de um único 

cromossomo em cada célula. A ausência de um segundo substrato para a fusão 

conduziria a célula com o cromossomo instável a duplicar o DNA e fundir as cromátides 

irmãs depois da replicação. Mais tarde, visto que os telômeros encurtam 

progressivamente a cada ciclo de replicação, a disfunção telomérica afetaria mais 

terminais cromossômicos, e fusões entre pontas não funcionais de diferentes 

cromossomos também ocorreriam. Enquanto a fusão intercromossômica resulta em 

amplificações e deleções terminais nas células filhas, as fusões intracromossômicas 

resultam em rearranjos não balanceados. 

Ao que tudo indica, somente uma célula com deficiência em checkpoints de ciclo 

celular ou apoptose escaparia da entrada na senescência e participaria de ciclos BFB. 

Em outras palavras, a ausência da expressão de genes de checkpoints para ciclo 

celular e apoptose, como RB, TP53, TP21 e TP16, por exemplo, precederia o processo 

de perda telomérica (Guney & Sedivy, 2006; HeRobig & Sedivy, 2006; Bailey & 

Murnane, 2006; De Pinho e col, 2001). 

Diversos trabalhos afirmam que um importante passo para a carcinogênese é a 

reativação da telomerase, uma vez que, para sobreviver à extensiva divisão celular, as 

células precisam prevenir a erosão e fusão de seus próprios telômeros (Shay & 

Bachetti, 1997; Bachetti e col, 1992). A telomerase é expressa em mais de 90% de 

todos os tumores humanos, e os demais apresentam um mecanismo alternativo para a 

manutenção dos telômeros, o ALT (alternative lenght of telomeres) (Neumann & 

Reddel, 2002; Bryan e col, 1995). 

A regulação da expressão do mRNA do gene TERT parece ser o passo mais 

importante na reativação da telomerase (Flores at al, 2006). O promotor de TERT 

contém vários sítios regulatórios, incluindo dois sítios de ligação para MYC. Neste 

contexto, a expressão aumentada deste oncogene foi relacionada à reativação da 

telomerase por induzir a transcrição de TERT (Wu e col, 1999; Wang e col, 1998). A 

expressão constitutiva de MYC devido a translocações cromossômicas, mutação ou 

amplificação contribui para o desenvolvimento e a progressão de muitos tumores 

(Nesbit e col., 1999; Potter & Marku, 1997). De fato, mais de 70% de todos os cânceres 

humanos apresentam expressão desregulada de MYC colocando este gene entre os 

mais importantes proto-oncogenes humanos (Kutler & Mai, 2006).  

O gene MYC é capaz de induzir rearranjos cromossômicos e agregados 

teloméricos através do remodelamento causado pela sua expressão constitutiva no 
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núcleo interfásico (Caporali e col., 2007; Mai & Garini, 2005). Alguns estudos sugerem 

que a expressão aberrante de MYC resulta na regulação anormal de proteínas que 

protegem os telômeros (Louis e col., 2005). Adicionalmente, Guffei e colaboradores 

(2007) demostraram que a expressão constitutiva de c-Myc pode mediar a formação de 

fusões Robertsonianas através do remodelamento centromérico no núcleo interfásico e 

subseqüente promoção de fusões teloméricas em cromossomos de camundongos.  

Camundongos knockout são importantes em estudos sobre os possíveis papeis 

dos telômeros e da telomerase na tumorigênese. Estes modelos têm demonstrado que 

telômeros curtos, na ausência de telomerase, funcionam como um potente supressor 

tumoral, e que isso coincide com a expressão aumentada de Tp53. Similarmente, a 

tumorigênese é reduzida também em camundongos que são simultaneamente 

deficientes de telomerase e supressores tumorais diferentes de Tp53, tais como Tp19, 

p16 ou APC. Isto sustenta a idéia de que telômeros curtos suprimem a carcinogênese 

mesmo na ausência das principais vias supressoras de tumor. Por outro lado, em 

camundongos heterozigotos para Tp53, a deficiência de telomerase e os telômeros 

curtos levam a um aumento no número de tumores epiteliais com altos níveis de 

instabilidade cromossômica, indicando novamente que Tp53 é um importante mediador 

da resposta celular ao encurtamento telomérico (revisto em Blasco, 2005). 

A telomerase tem sido alvo de numerosas tentativas de terapia, algumas delas 

em estágios avançados de verificação, entre elas: a imunoterapia direcionada a TERT, 

terapias baseadas em oligonucleotídeos direcionados à TERC, terapia gênica com 

vírus oncolíticos e terapia combinada dos regimes terapêuticos já estabelecidos, 

quimioterapia e radioterapia, e as terapias inibidoras de telomerase (Shay & Wright, 

2006). 
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FIGURA 4. Ciclos de quebra/fusão/ponte – B/F/B (break/fusion/bridge). Representação esquemática 

dos ciclos de replicação que levam à instabilidade genômica causada pela perda dos telômeros. Extraído 

de Murnane, 2006. Os quadrados vermelhos representam os telômeros, os círculos amarelos 

representam os centrômeros e os triângulos coloridos a região subtelomérica. 
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3. Centrômero 

 3.1 Origem e função 

 O nome “centrômero” do grego kentron (centro) e meros (parte), foi dado à 

constricção primária do cromossomo por Darlington em 1936. O centrômero é a região 

cromossômica que determina a formação do cinetocoro e possibilita a coesão das 

cromátides irmãs durante a divisão celular. Pelo cinetocoro, o cromossomo interage 

com as fibras do fuso, possibilitando a segregação cromossômica correta (Villasante e 

col., 2007). É sabido que um cromossomo sem centrômero embora capaz de se 

replicar é perdido após uma ou duas divisões celulares (Wagner e col., 1993), eles são, 

portanto, cruciais para a estabilidade genética, e defeitos na função centromérica foram 

associados a doenças como câncer e outras síndromes genéticas, como por exemplo, 

a síndrome ICF (imunodeficiência, instabilidade centromérica e anomalias faciais). 

 Morfologicamente o centrômero divide o cromossomo em duas partes, 

chamadas de braços, onde o braço mais curto é denominado de “p” (petit) e o mais 

longo de “q” (subseqüente a “p”).  

 Quanto à posição centromérica os cromossomos podem ser classificados como 

telocêntricos, acrocêntricos, metacêntricos ou submetacêntricos. Nos cromossomos 

ditos telocêntricos os centrômeros localizam-se em uma das extremidades e não há 

braço curto. Nos acrocêntricos, o centrômero é localizado próximo a umas das 

extremidades, nos metacêntricos a localização dessas estruturas é mediana e nos 

submetacêntricos os centrômeros estão entre o ponto médio e as extremidades 

(Wagner e col., 1993).  

  

 

 3.2 Estrutura  

 

 A cromatina centromérica contém uma sequência única de DNA normalmente 

não encontrada em outras partes dos cromossomos. Nos eucariotos mais complexos 

em particular ela é chamada de heterocromatina e contém seqüências relativamente 

repetitivas de DNA como, por exemplo, GGAAT. Este tipo de DNA pode constituir uma 

porção significativa do DNA genômico, variando de 20 a 40% do total (Wagner e col., 

1993). 
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 Duas características distinguem os centrômeros do restante do cromossomo: a 

presença da variante da histona H3, CENP-A e, na maioria dos organismos, a 

presença de heterocromatina (Pidoux &Allshire, 2005). 

 Os centrômeros variam em tamanho e complexidade, podendo ser formados por 

uma pequena sequência (125pb) em levedura, ou por um enorme fragmento de 

repetições relativamente simples de 250 kb em drosófilas e 5000 kb em humanos 

(revisto em Choo, 1997). Estruturalmente, eles compreendem uma estrutura de 

cromatina diferenciada, consistindo em DNA e um complexo protéico chamado 

cinetocoro. 

 A sequência de DNA não é conservada entre os centrômeros de diferentes 

organismos, embora a presença de DNA satélite seja uma característica de 

praticamente todos os organismos eucarióticos (Pidoux &Allshire, 2005; Amor & Choo, 

2002). Esta seqüência consiste em repetições em tandem de 171 pares de bases 

(monômero), e é rica em AT (Choo, 1997). Estes monômeros são organizados em 

repetições que variam entre 3 e 5Mb de tamanho e apresentam uma alta similaridade 

nas seqüências que os compõem (Alkan e col., 2007).  

 Em camundongos, os centrômeros são compostos por duas classes de 

seqüências repetitivas de DNA, determinadas satélites major e minor. A seqüência 

major é composta por repetições em tandem de um monômero de 234 pares de bases. 

Este DNA é encontrado nas regiões pericêntricas e heterocromáticas de todos os 

cromossomos, com exceção do Y. Além disso, a seqüência de todos os monômeros 

parece ser conservada em todos os cromossomos, e este alto grau de conservação 

sugere freqüentes recombinações entre cromossomos não homólogos, que ainda 

parece ser facilitada pela natureza acrocêntrica dos cromossomos murinos (Choo, 

1997). 

 Seqüências minor são encontradas com uma freqüência 10 a 20 vezes menor 

que as seqüências major. Estas seqüências são compostas de unidades básicas de 

120pb organizadas em repetições de aproximadamente 300Kb, ou aproximadamente 

2500 cópias por cromossomo (Choo, 1997). Deste modo, parece que a sequência 

exata de DNA não é importante para a formação de um centrômero functional e, cada 

vez mais, a atividade centromérica parece estar relacionada à organização da 

cromatina que seria centrômero-específica (Choo, 1998). 

  A cromatina centromérica pode ser dividida em core cromatina centromérica, 

que é o sítio de montagem do complexo cinetocoro, e em cromatina pericêntrica, que 
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está particularmente associada com a formação da “heterocromatina”, e que é vital 

para a integridade estrutural do centrômero (Amor e col, 2004). Também tem sido 

proposto que a heterocromatina pericêntrica pode prover uma barreira física entre os 

centrômeros e os braços eucromáticos dos cromossomos, e assim suprimir a 

recombinação meiótica. No entanto, a função da heterocromatina que parece mais 

essencial para a função centromérica é sua habilidade intrínseca de recrutar o 

complexo coesivo para as regiões centroméricas. A presença da heterocromatina nos 

centrômeros capacita o enriquecimento da coesão nestes sítios e sua manutenção até 

a separação das cromátides irmãs (Amor e col, 2004; Pidoux &Allshire, 2000) 

 A região de heterocromatina centromérica é também uma região de 

silenciamento transcricional. Genes localizados nesta região estão silenciados. Este 

fenômeno foi inicialmente descrito em drosófilas, e tem sido identificado em diversos 

organismos, de leveduras a humanos (Pidoux & Allshire, 2005). 

 

 

 3.3 Evolução centromérica, especiação, anormalidades estruturais e 

câncer.  

  

  O centrômero contribui para a especiação. Em camundongos, a especiação é 

comumente alcançada pela presença de cromossomos telocêntricos que apresentam 

uma alta taxa de homogenização. Existe uma identidade maior que 99% entre as 

seqüências telocêntricas de todos os cromossomos de camundongos, o que leva a 

freqüentes recombinações e a uma manutenção evolucionária estável. Esta 

similaridade genética, contudo, também possibilita a formação de translocações 

Robertsonianas (Rob) (Kalitsis e col., 2006; Garagna e col., 2001). Este tipo de 

translocação foi primeiro descrito em 1916 em gafanhotos por W. R. B. Robertson 

(revisto em Gardner & Sutherland, 2004). Camundongos com translocações Rob 

existem na natureza (Gazave e col., 2003; Nachman & Searle, 1995) e estas 

translocações são também comuns em camundongos de laboratório. Na natureza, os 

camundongos que carregam cromossomos com translocaçãoes Rob apresentam 

fertilidade reduzida (Merico e col., 2003; Bidau e col., 2001).  

Fusões terminais de cromossomos humanos acrocêntricos geram translocações 

Robertsonianas. Estas translocações constituem a mais comum anormalidade genética 

em fetos abortados e recém nascidos (Kim and Shaffer, 2002; Nielsen and Wohlert, 
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1991; Jacobs, 1981). Contudo, translocações Rob também têm sido encontradas em 

lesões genéticas adquiridas ou constitutivas como cânceres hematológicos (Welborn, 

2004; Qian e col., 2002), tumores sólidos (Bayani e col., 2003; Padilla-Nash e col., 

2001), em leucemia mielóide aguda (Shimokawa e col., 2004) 

A posição espacial dos centrômeros no núcleo interfásico pode ser um fator que 

aumenta a propensão ao rearranjo (Guffei e col. 2007, Louis e col., 2005). Além disso, 

a homologia entre as seqüências centroméricas dos diferentes cromossomos pode 

também ter um papel na freqüência elevada de translocações nestas regiões (Bayani e 

col, 2006). Rearranjos estruturais em osteosarcomas mostram que quase 30% dos 

pontos de quebra acontecem nas regiões pericentroméricas (Bayani, 2003). Da mesma 

maneira, estudos em tumores de próstata mostram uma alta freqüência de quebras em 

regiões centroméricas e pericentroméricas (Vukovic e col., 2007; Beheshti e col., 2000). 

O freqüente envolvimento de regiões centroméricas na instabilidade genômica em 

câncer é também discutida por Bayanni e colaboradores em uma revisão recente 

(2007). 

 As células tumorais parecem seguir princípios evolucionários durante o processo 

de transformação maligna. Portanto, não é surpreendente que regiões 

pericentroméricas sejam hotspots tanto para recombinação durante a evolução (Yue e 

col., 2005) quanto ao longo da transformação maligna (Jamet e col., 2005; Shaw and 

Lupski, 2004).  

 

  

 3.4 Organização nuclear dos centrômeros no núcleo interfásico.  

   

 3.4.1 – Ciclo celular 

  

 A organização tridimensional (3D) dos centrômeros no núcleo interfásico tem 

sido estudada no contexto da diferenciação celular, ciclo celular, desenvolvimento 

embrionário e transformação celular. Estudando fibroblastos diplóides humanos, 

Bartholdi (1991) descreveu que a posição dos centrômeros varia durante o ciclo celular. 

Em G1, os centrômeros estariam associados com o nucléolo ou fusionados em 

cromocentros, com poucos centrômeros sozinhos. Na fase S, os centrômeros 

fusionados se dispersariam e formariam padrões distintos (anéis ou linhas). Na prófase, 

os centrômeros estariam condensados em pontos duplos distintos. 
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A análise de linfócitos humanos (Weimer e col., 1992) também indica uma 

organização ciclo celular-específica dos centrômeros no núcleo interfásico. Usando 

anticorpos contra sequências centroméricas (ACAS) de pacientes com síndrome de 

CREST, estes autores descreveram um posicionamento periférico dos centrômeros em 

G0 e G1. Em G2, as células apresentavam uma distribuição randômica dos 

centrômeros.  

Sarkar e colaboradores (2007) descreveram a organização 3D de centrômeros 

em linfócitos de camundongos durante o ciclo celular. Eles também mostraram que a 

localização centromérica no núcleo é dependente do ciclo celular. Os centrômeros 

foram encontrados principalmente nas regiões periféricas nas fases G1 e G2 e uma 

distribuição mais dispersa no núcleo foi encontrada durante o crescimento logarítmico.  

Os dados apresentados acima sugerem que os centrômeros são distribuídos no 

núcleo de forma dependente de ciclo celular em todas as células humanas e murinas 

examinadas até agora.  

  

3.4.2 – Diferenciação celular 

 

 Beil e colaboradores (2005 e 2002) estudaram a organização dos centrômeros 

durante a diferenciação da linhagem celular de leucemia NB4. A indução da 

diferenciação por ácido retinóico em células NB4 induziu uma distribuição nuclear 

alternativa de centrômeros quando comparado com células não diferenciadas. As 

células diferenciadas apresentaram diminuição no número de clusters centroméricos 

(cromocentros) e a distância entre eles aumentou de 350 para 800nm. 

 Células T murinas diferenciadas apresentam organização centromérica 

diferenciada quando comparadas a células não diferenciadas (Kim e col., 2004). 

Enquanto as células indiferenciadas tinham seus centrômeros localizados no interior 

nuclear, as células diferenciadas (CD4+ e CD8+) tinham seus centrômeros 

posicionados mais perifericamente. Similarmente, células tronco embrionárias humanas 

têm uma pequena porção de seus centrômeros localizados na periferia nuclear quando 

comparadas com as células já diferenciadas (Wiblin e col., 2005). 

Desta forma, é possível que a diferenciação celular necessite de alterações das 

posições centroméricas no núcleo e que estas estejam relacionadas ao remodelamento 

global das funções nucleares durante este processo, tais como, mudanças na 

transcrição gênica e parada da replicação. A periferia nuclear parece ser a região 
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preferencial dos centrômeros quando as células se diferenciam e é também a posição 

preferida dos centrômeros em G0 e G1. 

 

 

3.4.3 – Transformação maligna 

 

 O reposicionamento centromérico no núcleo interfásico contribui também para o 

remodelamento do núcleo na transformação maligna. Há um significativo 

remodelamento das posições centroméricas no núcleo de linfócitos transformados 

quando comparados aos normais (Sarkar e col., 2007). Enquanto os centrômeros dos 

linfócitos normais de camundongo assumem uma posição periférica no núcleo 

interfásico, os das células tumorais se redistribuem em uma posição nuclear mais 

central (Guffei e col., 2007). O remodelamento das posições centroméricas permite 

também o desenvolvimento de translocações Robertsonianas nos núcleus das células 

murinas depois da ativação condicional de c-Myc (Guffei e col., 2007). O mesmo 

rearranjo é também observado em células com expressão constitutiva de c-Myc (Guffei 

e col., 2007; McCormack e col., 1998).  

 Os centrômeros e suas regiões pericêntricas são evolucionariamente dinâmicas. 

Estas características reforçam a hipótese de que centrômeros reposicionados 

espacialmente podem então interagir entre eles permitindo aumento de eventos de 

recombinação quebra e fusão. Portanto, o remodelamento dos centrômeros durante a 

transformação celular pode permitir a ocorrência de rearranjos cromossômicos e 

favorecer a expressão de novos genes e novos padrões de replicação, uma vez que 

estes estão mais freqüentemente localizados no interior nuclear, região associada tanto 

com replicação quanto transcrição (Lanctôt e col., 2007; Casolari e col., 2005).  
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5. Instabilidade genética 

 A instabilidade genética é uma característica comum à maioria dos tumores. 

Muitas células tumorais apresentam cariótipos anormais, com rearranjos numéricos ou 

cromossômicos (revisto em Mitelman, 2000).  

 A instabilidade genética é geralmente classificada em dois tipos: instabilidade de 

microssatélites (MIN) e instabilidade cromossômica (CIN) (Rajagopalan e col., 2003). O 

microssatélite consiste de unidades de cerca de um a quatro nucleotídeos, repetidas 

em tandem e que estão espalhados pelo genoma, preferencialmente em regiões não 

codificadoras.  A instabilidade de microssatélites é definida como qualquer mudança no 

tamanho destas seqüências por inserções ou deleções devido a defeitos no sistema de 

reparo de DNA (Modrich, 1997; Kolodner e col.,1995). A instabilidade cromossômica é 

caracterizada por cariótipos apresentando muitas anormalidades, tanto numéricas 

quanto estruturais. Erros na segregação cromossômica durante a mitose levam ao 

fenótipo CIN, que é causado em parte por defeitos no metabolismo telomérico, 

amplificações e disfunções centroméricas, e por defeitos nos checkpoints celulares 

(Lengauer e col, 1997). 

 Nos últimos anos, diversos grupos têm associado síndromes de câncer com a 

instabilidade cromossômica, e alguns deles apontam a aneuploidia como um evento 

precoce (Michor e col., 2005; Hanks e col., 2004; Rajagopalan e col., 2003; Komarova 

e col., 2002) e outros, como eventos mais tardios (Hernando e col., 2004). 

Independentemente de quando esse evento acontece, os investigadores parecem 

concordar que a aneuploidia deve ser reconhecida como um dos principais eventos no 

processo de transformação maligna (Hede, 2005).  

 A idéia da aneuploidia como causa da transformação maligna não é nova, ela foi 

primeiramente proposta por Theodor Boveri em 1902 e era conhecida como hipótese 

da aneuploidia. No final dos anos 70, com a descoberta dos oncogenes e dos 

supressores tumorais uma nova hipótese foi relacionada ao processo de malignização 

celular (Weaver & Cleveland, 2007).  

 Diversos genes estão envolvidos na manutenção da estabilidade cromossômica 

e representam alvos mutacionais que levariam à desestabilização dos cromossomos, 

como por exemplo, os genes APC, DNMT3B, MAD2, entre outros. Entretanto, defeitos 

em tais genes têm sido associados somente a um pequeno grupo de tumores 
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humanos, e estes afetam primeiramente o número de cromossomos (Meeker e col., 

2004).   

 Outro mecanismo associado à instabilidade genômica é a deficiência funcional 

do telômero. O encurtamento telomérico pode conduzir à fusão das cromatídes irmãs e 

aos ciclos de ruptura/fusão/ponte (BFB), levando à amplificação extensiva do DNA e às 

grandes deleções terminais (revisto em Bailey & Murnane, 2006).  

 Do mesmo modo, as anomalias do centrômero parecem ter igualmente um papel 

na aneuploidia. Diversos grupos têm mostrado aumento de rearranjos cromossômicos 

em regiões centroméricas hipometiladas (Rodriguez e col., 2006; Dobrar-Muller e col., 

2000; Sawyer e col., 1995). Além disso, em humanos a translocação Robertsoniana 

(Rob) é o rearranjo cromossômico mais comumente observado em fetos abortados 

(Dobrar-Muller e col., 2000).  

 Portanto, o mecanismo molecular que conduz à instabilidade cromossômica, 

assim como quando este processo se inicia, permanece um mistério (Meeker e col., 

2004). Nesse contexto, as translocações cromossômicas podem ser apenas uma 

conseqüência da transformação maligna, mas podem atuar igualmente como a causa 

deste processo pela formação de genes fusionados que conduzem a uma proteína 

oncogênica ou a uma alteração gênica com potencial oncogênico (Meaburn e col., 

2007).  

 A formação de translocações parece estar associada ao arranjo espacial dos 

cromossomos envolvidos, já que exige a interação física dos mesmos. A proximidade 

espacial tornou-se criticamente relevante para a compreensão de como a instabilidade 

genômica e as aberrações cromossômicas ocorrem. É cada vez mais evidente que o 

genoma está organizado espacialmente de maneira não randômica dentro do núcleo 

interfásico e que esta organização está ligada à correta expressão do genoma 

(Meaburn e col., 2007). Em eucariotos, os cromossomos estão organizados de maneira 

não randômica dentro de discretos territórios tridimensionais ou domínios (CT). Este 

posicionamento parece ser influenciado pelo tamanho do cromossomo e por sua 

densidade gênica, sendo os cromossomos “ricos” em genes localizados no interior 

nuclear e os cromossomos “mais pobres” na sua periferia (Murata e col., 2007; Khalil e 

col., 2007; Meaburn e col., 2007). Estudos mostram que mudanças no posicionamento 

nuclear dos CTs induzidos pela presença de cópias cromossômicas extras podem 

contribuir para o desenvolvimento de doenças, incluindo o câncer (Petrova e col., 2007; 

Murata e col., 2007; Sarkar e col., 2007). 
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6. Modelo de transformação neoplásica 

 Foi desenvolvido em nosso laboratório um modelo murino de carcinogênese in 

vitro a partir da restrição da adesão ao substrato da linhagem não tumorigênica de 

melanócitos, melan-a (Oba-Shinjo e col, 2006; Correa e col., 2005). Nele, a condição 

de impedimento seqüencial de ancoragem foi suficiente para o estabelecimento tanto 

de linhagens celulares não tumorigênicas, correspondentes às etapas que levam à 

transformação dos melanócitos melan-a, como de linhagens de melanoma com 

diferentes níveis de agressividade (FIGURA 5).  

 Melan-a é uma linhagem de melanócitos pigmentados imortalizados 

espontaneamente a partir de melanoblastos epidérmicos normais de embriões de 

camundongos C57BL6 (Bennett e col., 1987). Estas células proliferam em condições 

semelhantes àquelas requeridas pelos melanócitos e melanoblastos de camundongos 

normais não estabelecidos, como a dependência de forbol miristato acetato (PMA) e o 

pH extracelular baixo. Elas não formam tumores em camundongos singenêicos ou 

nude, mesmo quando inoculadas em quantidade elevada (2107 células por animal), e 

retém todas as características de melanócitos normais testadas, exceto pela resposta 

proliferativa à toxina da cólera na presença de PMA e pela senescência (Bennett e col., 

1987). 

 Células melan-a (105 células/ml) foram mantidas em suspensão por 96 horas – 

tempo que corresponde a um ciclo impedimento de ancoragem. Apesar de não serem 

tumorigênicas, as células melan-a formaram pequenos esferóides em uma baixa 

proporção de aproximadamente 0,1%. Esses esferóides foram transferidos para uma 

placa de cultura, cultivados em condições normais de adesão e expandidos, dando 

origem a uma nova linhagem, denominada 1C (linhagem obtida após um ciclo de 

bloqueio da adesão ao substrato). Essa sublinhagem de melan-a foi submetida a um 

novo ciclo de impedimento de ancoragem e, após 96 horas, células sobreviventes 

foram resgatadas e foi obtida a sublinhagem 2C (dois ciclos de bloqueio de adesão ao 

substrato). 

 Estes ciclos seqüenciais de impedimento de ancoragem por 96 horas, seguidos 

pelo cultivo em adesão e expansão das células sobreviventes, foram repetidos dando 

origem às linhagens 3C e 4C (três e quatro ciclos de bloqueio da adesão ao substrato, 

respectivamente). As linhagens 1C, 2C, 3C e 4C, como a parental, não são capazes de 
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formar tumores in vivo, mas já apresentam crescimento independente de PMA (Oba-

Shinjo e col., 2006). 

 Esferóides formados após submeter à linhagem 4C a um ciclo de bloqueio de 

adesão ao substrato foram sujeitos à diluição limitante originando diferentes linhagens 

de melanoma (4C3, 4C11, Tm1 e Tm5, entre outras). Uma transformação espontânea 

em cultura ocorreu com as linhagens celulares 4C3 e 4C11, que então passaram a ser 

denominadas 4C3- e 4C11- e suas descendentes 4C3+ e 4C11+, respectivamente. 

 Esses clones também apresentaram capacidade de crescimento independente 

de PMA, uma característica de células de melanoma em cultura (Mufson e col., 1979), 

e foram testados quanto a sua tumorigenicidade, sendo transplantados 

subcutaneamente (5×105 células/animal) no dorso de camundongos C57BL/6 

singenêicos. Surpreendentemente, todos os clones analisados derivados dos 

esferóides da linhagem 4C mostraram-se tumorigênicos, com períodos de latência para 

o aparecimento do tumor variando de 12 a 30 dias.  Posteriormente, estes clones 

foram avaliados quanto à capacidade de formação de esferóides e mostraram-se 

capazes de formar esferóides em uma proporção 20 a 320 vezes maior que as células 

parentais. Além disso, estas células apresentam diferenças fenotípicas como 

pigmentação, velocidade de crescimento em cultura, agregação e capacidade 

metastática (Oba-Shinjo e col., 2006). 

 Assim, este modelo confere uma vantagem excepcional para elucidar quais 

mecanismos estão envolvidos no início da tumorigênese e quais deles são 

responsáveis pela sua progressão. Isso porque foram estabelecidas tanto linhagens 

celulares não tumorigênicas, correspondentes às etapas que levam à transformação 

dos melanócitos melan-a, como linhagens de melanoma com diferentes níveis de 

agressividade, sendo que todas elas, bem como a linhagem parental melan-a, têm uma 

origem genética comum. 
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Figura 7. Modelo de transformação maligna de melanócitos associado à resistência ao anoikis. 

Representação esquemática do protocolo experimental que resulta na transformação dos melanócitos 

melan-a. Melanócitos não tumorigênicos da linhagem melan-a foram submetidos a ciclos seqüenciais de 

bloqueio de ancoragem. Após submeter estas células ao 5º ciclo de bloqueio de ancoragem , os 

esferóides foram clonados e todos os clones, selecionados aleatoriamente, foram tumorigênicos quando 

inoculados subcutaneamente em camundongos singenêicos. Desta forma, diferentes linhagens de 

melanoma foram obtidas, apresentando diferentes taxas de proliferação tanto in vitro quanto in vivo, 

além de diferentes padrões de pigmentação. 1C, 2C, 3C e 4C: células melan-a submetidas, 

respectivamente, a 1, 2, 3 e 4 ciclos de bloqueio de ancoragem; 96h: tempo de cultivo em condição de 

bloqueio de ancoragem em horas. 
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Objetivo geral: 

 

 
 Analisar a evolução cariotípica ao longo da transformação maligna de 

melanócitos melan-a induzida pelo bloqueio de adesão ao substrato e 
avaliar o papel da instabilidade telomérica e centromérica neste 
contexto. 

 

 

 

Objetivos específicos: 

 

 

 Verificar o tamanho telomérico ao longo do modelo, identificar 

aberrações envolvendo essas estruturas e sua possível relação com o 

processo de transformação maligna de melanócitos murinos. 

 

 Avaliar a contribuição centromérica na formação dos rearranjos 

estruturais observados ao longo da transformação maligna. 
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1. Comitê de Ética em Pesquisa 

O desenvolvimento deste projeto foi autorizado pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa da Universidade Federal de São Paulo/Hospital São Paulo, sob o 

processo de número 0738/07. 

 

2. Animais 

Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6, do sexo feminino, 

com 6 a 8 semanas de idade, obtidos do biotério do Centro de 

Desenvolvimento de Modelos Experimentais (CEDEME) da Universidade 

Federal de São Paulo – Escola Paulista de Medicina. Os animais foram 

mantidos em condições padronizadas de temperatura e iluminação (ciclo 12/12 

horas claro/escuro), sem restrição alimentar. A manipulação e manutenção dos 

animais estiveram de acordo com procedimentos padrão definidos no Guia 

Internacional de Princípios para a Pesquisa Biomédica Envolvendo Animais 

(CIOMS, Genebra, 1985). 

 

3. Anticorpos 

 Anticorpo primário policlonal produzido em coelho, direcionado à 

seqüência de aminoácidos 1 a 262 do gene MYC humano, reativo para 

amostras de camundongo, rato e humano, procedente da Santa Cruz 

Biotechnology, Inc. (San Diego, CA, USA); 

 Anticorpo secundário policlonal produzido em cabra, direcionado à IgG 

de coelho, conjugado com Alexa 488, procedente da Molecular Probes 

(Eugene, OR, USA). 
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4. Drogas e reagentes 

 Fosfato de sódio monobásico (NaH2PO4), fosfato de sódio dibásico 

(Na2HPO4), formamida deionizada, phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF), 

polyoxyethilenesorbitan monolaurate (Tween 20), procedentes da Amresco 

(Solon, Ohio, USA); 

 4’-6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI), Corante tetrazólico amarelo 

solúvel 3-(4,5,-dimethylthiazol)-2-yl-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT),  

procedentes da Calbiochem (Darmstadt, Germany); 

 Ácido acético glacial, ácido clorídrico 37% (HCl), azul de bromofenol, 

azul de Toluidina, cloreto de potássio (KCl), cloreto de sódio (NaCl), 

clorofórmio, dimetilsulfóxido (DMSO), etanol absoluto, extran, formaldeído 37%, 

fosfato de potássio (K2HPO4), isopropanol, metanol, xilol e xyleno cyanol, 

procedentes da Merck (Darmstadt, Germany); 

 Ácido bórico, bicarbonato de sódio, meio de cultura RPMI 1640, 

penicilina-estreptomicina, soro fetal bovino, procedentes da Gibco (Carlsbad, 

CA, USA); 

 Ácido N-2-hidroxietilpiperazina-N-2-etanosulfônico (HEPES), brometo de 

etídeo, diethylpyrocarbonate (DEPC), ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), 

phorbol 12-myristate13-acetate (PMA), procedentes da Sigma-Aldrich Co. (St. 

Louis, MO, USA); 

 agarose (DNA typing grade), dNTP Mix, fenol saturado em Tris-HCl 

UltraPure™ Buffer-Saturated Phenol, tris[hydroxymethyl]aminomethane (Tris 

base), tris[hydroxymethyl]aminomethane hydrochloride (Tris-HCl), TRIzol®, 

procedentes da Invitrogen (Carlsbad, CA, USA); 

 Criotubos, filtros com membrana de 0,2 µm para meio de cultura celular 

Filtropur, placas de cultura celular de 100 mm e de 60 mm de diâmetro, placas 

plásticas de cultura celular contendo 6, 24 e 96 poços, ponteiras de 

micropipetas com capacidade de volume máximo de 0,1, 0,2 e 1 mL, tubos 

para microcentrífuga com capacidade de volume máximo de 0,2, 0,5, 1,5 e 2,0 
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mL e tubos para centrífuga com capacidade de volume máximo de 15 e 50 mL, 

procedentes da Sarstedt AG & Co. (Nümbrecht, Germany); 

 Marcadores de peso molecular para DNA, procedentes da Fermentas 

International Inc (Ontario, Canada); 

 Solução de tripsina 0,25%/EDTA 0,5mM, procedente do Instituto Adolfo 

Lutz (São Paulo, SP, Brasil); 

 Kit de detecção de atividade da telomerase: TRAPeze® Telomerase 

Detection Kit – S7700 – Chemicon (Billerica, MA, USA); 

 Formaldeído para reações de FISH e pepsina procedentes da Sigma-

Aldrich (Oakville, Ontario, Canada); 

 Etanol e metanol para reações de FISH e SKY procedentes da Fluka 

Analytical (Oakville, Ontario, Canada); 

 Rubber Cement procedente da Elmer´s (Columbus, Ohio, USA); 

 Anti-fade Vectashield procedente da Vector Laboratories (Burlington, 

ON, Canada); 

  Kit de SKY para camundongo procedente da Applied Spectral Imaging, 

(Vista, CA, USA). 

 

5. Enzimas 

 DNA polimerase BioTools DNA Polymerase—Recombinant from 

Thermus thermophilus procedente da BioTools (Madrid, Spain); 

 DNase I (Amplification Grade), Ribonuclease A (RNAse A), 

RNAseOUT™, Superscript™ III, procedentes da Invitrogen (Carlsbad, CA, 

USA); 

 Taq DNA polimerase recombinante, procedente da Fermentas 

International Inc. (Ontario, Canada). 

 30



Material 
 

6. Sondas 

 Sonda pan-centromérica murina conjugada com FITC procedente da 

Cambio (Dry Drayton,Cambridge, England); 

 Sonda telomérica PNA procedente da DAKO (Glostrup, Germany); 

 Sonda centromérica humana PNA procedente da Applied Biosystems, 

(Foster City, CA, USA). 

 

7. Linhagens celulares 

 A linhagem de melanócitos melan-a (Bennett et al., 1987) foi gentilmente 

cedida pelo Prof. Dr. Michel Rabinovitch da Disciplina de Parasitologia da 

Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP). As demais linhagens (2C, 4C, 

4C3, 4C11, Tm1 e Tm5) foram estabelecidas em nosso laboratório. 

A linhagem de melanoma murino B16F10 foi gentilmente cedida pelo 

Instituto Ludwig de Pesquisas sobre o Câncer, São Paulo. 

 

8. Oligonucleotídeos 

Os oligonucleotídeos utilizados neste trabalho foram desenhados com base em 

seqüências publicadas no Genbank através do site do NCBI (National Center 

for Biotechnology Information – http://ncbi.nlm.nih.gov), e estão descritos 

abaixo. 

 

Tabela 1 – Seqüências dos iniciadores: 

Tert sense 5' CAT GGG TGC CAA GTC CTG CTC 3' 

Tert antisense 5' CTG TGC AGG CGG AGC AAA TCC 3' 

β- actina sense 5´ CGA GGC CCA GAG CAA GAG AG 3’ 

β- actina antisense 5’ AGG AAG AGG ATG CGG CAG TGG 3’ 

 31



Material 
 

 32

Tert sense, Tert antisense, β-actina sense e β-actina antisense, 

procedentes da Invitrogen (Carlsbad, CA, USA).  

 

9. Programas 

 Para a quantificação da intensidade dos pixels presentes na imagem das 

bandas geradas por eletroforese em gel de agarose 1%, foi utilizado o 

programa Image Processing and Analysis in Java, ImageJ 1.38b (Wayne 

Rasband, National Institute of Health, USA, http://rsb.info.nih.gov/ij/); 

 Para as análises estatísticas foi utilizado o programa GraphPad Prism 

versão 4.00 para Windows (GraphPad Software, San Diego California USA, 

www.graphpad.com). 
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1. Modelo de estudo 

 Neste trabalho utilizamos um modelo de transformação maligna de 

melanócitos murinos (Oba-Shinjo e col, 2006; Campos e col, 2007) que 

consiste de diferentes linhagens de melanoma (4C3-, 4C11-, Tm1 e Tm5) 

estabelecidas após submeter à linhagem não tumorigênica de melanócitos 

murinos, melan-a (Bennett e col, 1987), a ciclos seqüenciais de impedimento 

da adesão ao substrato. Sublinhagens não tumorigênicas de melanócitos 

melan-a submetidos a 2, 3 e 4 ciclos de bloqueio de ancoragem (2C, 3C e 4C, 

respectivamente) também foram estabelecidas e representam fases distintas 

da progressão tumoral.  

 As linhagens 4C3+ e 4C11+ surgiram espontaneamente em cultura a 

partir das linhagens 4C3- e 4C11-, respectivamente.  

 

2. Cultura primária de macrófagos 

 Macrófagos (MØs) residentes foram coletados da cavidade peritoneal de 

camundongos C57BL/6 por lavagem da mesma com 5 ml de meio RPMI 1640 

gelado, estéril e isento de soro e antibiótico. As células do lavado foram 

dispostas em placas de 24 poços (5  105 células/poço) contendo lamínulas 

circulares de vidro ou em placas plásticas de cultura de 100 mm de diâmetro.  

 Os MØs foram mantidos em estufa a 37˚C em atmosfera úmida com 5% 

de CO2 por 24 horas. Após este período, as culturas foram lavadas três vezes 

com PBS, a fim de remover células não aderentes. 

 

3. Meios de cultura celular 

 A linhagem de melanócitos melan-a e as linhagens obtidas após os 

ciclos de bloqueio de ancoragem foram cultivadas em meio RPMI 1640 pH 6,9 

suplementado com 5% de soro fetal bovino, acrescido de 10 mM de ácido N-2-

hiroxietilpiperazina-N-2-etanosulfônico (HEPES), 24 mM de bicarbonato de 
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sódio e 10 ml/L de penicilina – estreptomicina (meio R5). Para a linhagem 

melan-a, 200 nM do éster de forbol (PMA) foi adicionado ao meio.  

 Macrófagos extraídos do peritônio de camundongos C57BL/6 e células 

de melanoma da linhagem B16F10 foram cultivados em meio RPMI pH 7,2 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (meio R10). 

  

4. Cultura e manutenção dos estoques celulares 

 Todas as linhagens utilizadas foram cultivadas em monocamadas, em 

placas plásticas de cultura de 100 mm de diâmetro, em meio RPMI (5% ou 

10% de soro fetal bovino), até atingirem subconfluência.  

 As células foram mantidas em estufa com atmosfera contendo 5% de 

CO2, a 37C. Estoques celulares foram armazenados em criotubos, congelados 

em meio de congelamento (10% de dimetilsulfóxido em soro fetal bovino) e 

mantidos em nitrogênio líquido. 

 

5. Tumorigênese in vivo 

 Camundongos singenêicos C57BL/6 foram inoculados subcutaneamente 

no flanco esquerdo com 2105 células em 100 µl de PBS. Cada grupo 

experimental consistiu de 5 animais. 

 Os tumores foram mensurados diariamente com o auxílio de paquímetro.  

 O volume foi calculado pela fórmula descrita a seguir: 

 

Volume em mm3 = (diâmetro menor)2 x  diâmetro maior 

                                                         2 

 

6. Ensaio de metástase experimental 

 Camundongos singenêicos C57BL/6 foram inoculados na veia lateral da 

cauda com 2,5  105 células (linhagens 4C3- e 4C3+) em 100 µl de PBS. 
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Foram utilizados 5 animais no grupo experimental da linhagem 4C3+ e 20 no 

grupo experimental da linhagem 4C3-. 

 Após 20, 40, 60 e 80 dias, grupos de cinco animais tiveram seus 

pulmões removidos cirurgicamente para a verificação da presença ou ausência 

de focos metastáticos.  

 

7. Ensaio de proliferação celular 

 Para estudos de proliferação celular, as linhagens celulares foram 

dispostas em placas de 96 poços (2,5  103 células/poço/100 µl de meio R5) e 

cultivadas por 24 horas em meio completo. Após diferentes tempos (0, 24, 48, 

72 e 96 horas), o número de células viáveis foi estimado através do método 

colorimétrico baseado na redução metabólica do corante tetrazólico amarelo 

solúvel – MTT (C18H16N5SBr), em formazan púrpura insolúvel, pela ação da 

succinil-desidrogenase mitocondrial (Mosmann, 1983). 

 

8. Extração de RNA total 

 O RNA total das linhagens foi extraído utilizando-se o reagente TRIzol®, 

de acordo com o protocolo sugerido pelo fabricante. Para a extração, as células 

foram cultivadas conforme descrito acima, lavadas em PBS (NaCl 137 mM, KCl 

2,68 mM, Na2HPO4 8,03 mM e K2HPO4 1,46 mM, pH 7,2 – 7,4), removidas da 

placa de cultura pelo tratamento com solução de tripsina 0,25%/ EDTA 0,5 mM, 

lavadas em meio R10 e mais uma vez em PBS. Ao final das lavagens, as 

células foram homogeneizadas em 500 µl de TRIzol® e a suspensão, 

transferida para tubos de microcentrífuga. Para permitir a completa dissociação 

dos complexos núcleo-protéicos, as amostras homogeneizadas foram mantidas 

a temperatura ambiente por 5 minutos. Foram adicionados 100 µl de 

clorofórmio, os tubos agitados vigorosamente por 15 segundos e incubados a 

temperatura ambiente por 3 minutos. As amostras foram centrifugadas a 13000 

rpm durante 15 minutos a 4ºC, o que resultou na separação da solução em três 

fases distintas – a fase superior aquosa, contendo o RNA, foi transferida para 

tubos novos. O RNA foi precipitado com 250 µl de isopropanol durante 10 
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minutos a temperatura ambiente e, em seguida, os tubos foram centrifugados a 

13000 rpm durante 10 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi descartado e o 

precipitado, lavado com 1 ml de etanol 75% e centrifugado a 7500 rpm durante 

5 minutos a 4ºC. Os tubos ficaram abertos à temperatura ambiente até que 

todo o etanol evaporasse. O RNA foi então ressuspenso em água tratada com 

1% de DEPC (dietilpirocarbonato) e imediatamente congelado a 80ºC 

negativos.  

 Para a quantificação do RNA extraído, 2 µl da amostra foram utilizados. 

A concentração foi determinada por um espectrofotômetro (ND-1000 – Thermo 

Fisher Scientific, EUA) pela da leitura da densidade óptica (DO) no 

comprimento de onda de 260 nm, obedecendo à proporção de 40 µg de 

RNA/ml por absorbância de 1 (Sambrook e col, 1989). Também foram 

efetuadas medidas a 280 nm para avaliar a pureza do RNA. A relação dos 

valores obtidos a 260 e 280 nm (razão DO260/DO280) deveria estar em torno 

de 1,8 para que o material fosse considerado puro o bastante para análise. 

Caso este valor não fosse atingido, o material era descartado e procedia-se 

nova extração de RNA. 

 A integridade do RNA total extraído das diferentes linhagens celulares foi 

analisada por eletroforese em gel de agarose 1,5%, preparado em tampão 

fosfato de sódio 10 mM, contendo 16% de formaldeído. Para 50 ml de gel, 0,75 

g de agarose foi acrescentado a 37 ml de água DEPC e 5 ml de tampão fosfato 

100 mM, pH 7,4 (Na2HPO4 77,4 mM e  NaH2PO4 22,6 mM). Após o 

aquecimento da solução para completa dissolução da agarose, 8 ml de 

formaldeído foram adicionados. Utilizou-se 5 μg de RNA total de cada amostra 

solubilizados em 3 vezes seu volume de tampão de amostra para RNA (750 µl 

de formamida, 90 µl de formaldeído, 150 µl de tampão fosfato 100 mM, 0,1 mg 

de azul de bromofenol e 135 µl de água DEPC) e 1 μl de brometo de etídio 1 

mg/ml. As amostras foram desnaturadas a 65ºC por 5 minutos, resfriadas em 

gelo e aplicadas no gel. A corrida eletroforética foi realizada em tampão fosfato 

de sódio 10 mM a 60 volts por 2 horas. A cada 20 minutos, o tampão era 

recirculado para equilibrar o pH. O gel foi visualizado em transiluminador de luz 

ultravioleta acoplado a uma câmera e sua imagem, digitalizada por um sistema 

Kodak de imagens (ambos equipamentos procedentes da Kodak digital 

Science-Eletrophoresis Documentation and Analysis System 120). 
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9. Síntese da primeira fita de DNA complementar (cDNA) - Transcrição 

reversa  

 Para excluir a possibilidade de contaminação por DNA genômico, 4 µg 

de RNA total foram tratados com a enzima DNase I, seguindo as instruções do 

fabricante. O volume da solução de RNA foi ajustado para 21 µl com água 

DEPC. Foram acrescentadas 1 unidade da enzima DNase I e 20 unidades do 

inibidor de ribonuclease, RNaseOUT™, em uma solução contendo 20 mM Tris-

HCl (pH 8,4), 50 mM KCl, 2 mM MgCl2 e incubados a temperatura ambiente 

por 15 minutos. A enzima foi inativada pela adição de 1 µl de EDTA 25 mM (pH 

8,0), seguida de incubação a 65ºC por 10 minutos. O volume final da reação foi 

de 25 µl. 

 Aproximadamente 1 µg do RNA total tratado com DNase I (6,25 µl) foi 

incubado a 65ºC por 5 minutos em solução contendo 500 ng de Oligo (dT) 

Iniciador e 1,5 mM de dNTP Mix em um volume de 6,5 µl, e imediatamente em 

gelo por 2 minutos. Depois que a reação chegou à temperatura ambiente, 

foram acrescentados 7 µl de uma solução contendo 50 mM de Tris-HCl (pH 

8,3), 75 mM de KCl, 3 mM de MgCl2, 5 mM de DTT, 40 unidades de 

RNaseOut™ e 200 unidades da transcriptase reversa Superscript™ III e a 

reação realizada a uma temperatura de 25oC por 5 minutos, seguidos de 60 

minutos a 50oC e mais 60 minutos a 55oC, finalizando com 70ºC por 15 

minutos. Os cDNAs foram estocados a 20ºC negativos. 

 Para a verificação da síntese e integridade da primeira fita do cDNA, o 

produto sintetizado por RT-PCR foi amplificado com iniciadores específicos 

para o gene da β- actina (Tabela 1). Nesta reação, adicionou-se 1 µl do cDNA 

sintetizado, tampão contendo 75 mM de Tris–HCl (pH 9.0), 2 mM de MgCl2, 50 

mM de KCl, 20 mM de (NH4)2SO4, 0,36 mM de dNTP Mix (0,36 mM de cada 

dinucleotídeo), 0,36 mM de cada iniciador, e 1 unidade de Taq DNA polimerase 

(marca). A reação foi realizada com uma desnaturação inicial a 94ºC por 5 

minutos; seguida de 24 ciclos de 94ºC por 30 segundos, 55ºC por 30 segundos 

e 72ºC por 1 minuto; e extensão de 72ºC por 10 minutos. As amostras de RNA 

total, antes e depois de serem tratadas com DNase I, também foram 

submetidas a esta reação para descartar a hipótese da amplificação do gene 

ser decorrente de uma contaminação por DNA genômico. Este controle positivo 

sempre era feito quando se utilizava um cDNA pela primeira vez e quando nova 
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alíquota do mesmo era feita a partir do estoque. Além deste controle, em todas 

as PCRs realizadas, utilizamos como controle negativo, reações sem a adição 

de cDNA, para garantir que os reagentes utilizados estavam livres de 

contaminação. 

 As amostras foram analisadas por eletroforese em gel de agarose 1% 

preparado em tampão TBE (Tris base 89 mM, ácido bórico 89 mM e EDTA 2 

mM, pH 8,0). A corrida eletroforética foi realizada a 100 volts, em tampão TBE, 

até que as amostras alcançassem 2/3 da extensão total do gel. O gel foi 

visualizado em transiluminador de luz ultravioleta acoplado a uma câmera e 

sua imagem, digitalizada por um sistema Kodak de imagens (ambos 

equipamentos procedentes da Kodak digital Science-Eletrophoresis 

Documentation and Analysis System 120).. 

 

10. RT-PCR semiquantitativo 

 Diversas ciclagens foram utilizadas para a amplificação do gene Tert e 

da β- actina (controle interno da reação). As reações foram realizadas em um 

volume final de 25 μL, utilizando-se 1 μL da primeira fita de cDNA, tampão 

contendo 75 mM de Tris–HCl (pH 9.0), 2 mM de MgCl2, 50 mM de KCl, 20 mM 

de (NH4)2SO4, 0,36 mM de dNTP Mix, 0,36 mM de cada oligonucleotídeo, e 1 

unidade de DNA polimerase. Todas as reações foram realizadas em 

termociclador Personal Eppendorf (Hamburg, Germany). Para análise 

semiquantitativa da expressão de Tert, foram realizadas três reações para cada 

amostra tendo apenas o número de ciclos diferentes entre elas. As condições 

de ciclagem utilizadas foram iniciadas com desnaturação a 94ºC por 5 minutos; 

seguida de 29, 32 e 35 ciclos a 94°C por 30 segundos, 66°C por 45 segundos e 

72°C por 1 minuto, e extensão de 72ºC por 10 minutos. Para o gene da β- 

actina foi utilizada ciclagem iniciada pela desnaturação a 94°C por 5 minutos, 

19, 22 e 25 ciclos a 94°C por 30 segundos, 55°C por 45 segundos e 72°C por 1 

minuto. Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de 

agarose 1% contendo brometo de etídio e preparado em tampão TBE. O gel foi 

visualizado em transiluminador sob luz ultravioleta e a imagem, capturada por 

um sistema automático Kodak (ambos equipamentos procedentes da Kodak 
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digital Science-Eletrophoresis Documentation and Analysis System 120). A 

intensidade emitida pelas bandas foi quantificada através do programa 

ImageJ1.38b. Os resultados foram normalizados por meio da relação dos 

valores obtidos na amplificação dos dois genes (razão da expressão de Tert/β- 

actina). 

 

11. Ensaio da Telomerase (TRAP assay)  

 A atividade da enzima telomerase foi analisada utilizando-se o kit 

TRAPeze® S7700. Aproximadamente 106 células foram tripsinizadas e 

centrifugadas por 5 minutos a 2000 rpm, o pellet foi então lavado em 1xPBS e 

após nova centrifugação o pellet  foi ressuspenso em 200 μl de tampão de lise 

CHAPS contendo 10 mM Tris-HCl, pH 7.5, 1 mM MgCl2,  1 mM EGTA, 0.1 mM 

Benzamidina, 5 mM β-mercaptoetanol, 0.5% CHAPS e 10% Glicerol. As 

amostras foram incubadas em gelo por 30 minutos, e precipitadas por 

centrifugação a 12000 rpm por 20 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi então 

recuperado e transferido para tubos novos. A concentração protéica foi 

determinada através do reagente Bio-Rad protein assay dye reagente 

concentrate, em leitor de ELISA em comprimento de onda de 570 nm. e a 

mesma quantidade protéica (0.1μg do extrato protéico total) de cada amostra 

foi utilizada no ensaio. 

 A metodologia utilizada neste kit é baseada no método descrito por Kim 

e colaboradores (1994) e consiste em um sistema de duas enzimas e um 

tampão que utiliza a tecnologia de PCR. Em um primeiro momento, a 

telomerase presente nos extratos celulares adiciona certo número de 

repetições teloméricas (GGTTAG) na ponta 3´ de um oligonucleotídeo (TS) 

oferecido como substrato. Após incubação por 30 minutos a 30ºC, os diferentes 

produtos criados pela extensão deste substrato são amplificados através da 

reação de PCR usando os iniciadores TS e RP (iniciador reverso), gerando 

uma escala crescente de produtos com 6 bases de diferença, começando em 

50 nucleotídeos (50, 56, 62, 68, etc). 

 Para a análise das amostras, 5 μl de tampão de amostra foram 

adicionados a cada 25 μl de reação, e os produtos foram então separados em 
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gel de poliacrilamida 12%, a 200 V por 2 horas em 0.5 x TBE. Como controles 

negativos foram utilizadas a mesma quantidade de extrato (0.1 μg) de cada 

amostra aquecida por 10 minutos a 85ºC (inativando a telomerase) e uma 

reação sem adição de extrato celular. 

  As images foram capturadas usando uma câmera digital FinePix S9000 

(Fujifilm, Minato, Tokio, Japan). 

 

12. Preparação de lâminas para análise de núcleos interfásicos  

 Todas as linhagens foram cultivadas em placas plásticas de cultura de 

100 mm de diâmetro, em meio R5, até atingirem subconfluência. As células 

então foram tripsinizadas e 2  105 células de cada linhagem foram 

ressuspensas em 500 l de meio R5 e dispostas sob uma lâmina de vidro em 

uma placa de cultura de 100 mm de diâmetro. As placas foram então 

incubadas por 4 horas em estufa com atmosfera de 5% de CO , a 37C. 2 Após 

este período, 10 ml de meio R5 foram adicionados a cada uma das placas e 

estas foram mantidas na estufa até atingirem subconfluência. 

 

13. Preparação de metáfases  

 Culturas subconfluentes foram tripsinizadas e divididas em 2 placas 24 

horas antes de serem utilizadas para a preparação dos cromossomos em 

metáfase. As células foram removidas das placas, lavadas em 1  PBS, 

ressuspensas em 5 ml de solução hipotônica (0,075 M KCl) em um tubo cônico 

de 15 ml e incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente. 

 A suspensão de células foi centrifugada a 800 rpm por 10 minutos, o 

sobrenadante descartado e, a cada dois minutos, 5 gotas de uma solução 

fixadora (3:1 metanol/ácido acético) foi adicionada ao pellet celular. Este 

procedimento foi repetido até que o volume da solução atingisse 5 ml. 

Posteriormente, o pellet foi ressuspenso na própria solução fixadora com a 

ajuda de uma pipeta Pasteur, as células foram centrifugadas sob as mesmas 

condições descritas acima e o sobrenadante, descartado. Cinco ml de fixador 
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foram então adicionados, o pellet foi ressuspenso e a solução, incubada a 

temperatura ambiente por 10, 20 e 30 minutos. Após nova centrifugação, 2 a 5 

ml de fixador foram adicionados e as lâminas foram montadas. 

 

14. Peptide-nuclei-acid (PNA)-FISH (hibridação in situ fluorescente) em 

núcleo interfásico 

 As lâminas foram retiradas das placas de cultura e imediatamente 

incubadas em uma solução de 3,7% formaldeído/ 1  PBS por 20 minutos para 

que as células fossem fixadas. As lâminas foram então lavadas em 1  PBS e 

incubadas por 10 minutos em 0.01 N HCl/ 50 µg/ml pepsina a 37ºC. Em 

seguida, foram lavadas com 1  PBS e mais uma vez fixadas em solução de 

3,7% formaldeído por 10 minutos a temperatura ambiente. 

 Uma nova lavagem em 1  PBS foi realizada para remover traços de 

formaldeído e uma série de soluções de etanol (70%, 90% e 100%) foi utilizada 

para a desidratação dos espécimes. 

 Em cada lâmina foram aplicados 5 µl da sonda PNA e uma lamínula de 

15  15 mm foi colocada sobre ela e selada com Rubber Cement. As lâminas 

foram colocadas no sistema HybriteTM (Vysis; Abbott Diagnostics, Des Plains, 

IL), onde sofreram  desnaturação por 3 minutos a 80ºC, e subsequente 

hibridização por 2 horas a 30ºC.  O Rubber Cement e as lamínulas foram 

delicadamente removidos, e as lâminas foram lavadas 2 vezes por 15 minutos 

em uma solução de 70% formamida/ 2  SSC, seguida de uma lavagem em 2  

SSC/ 0.05% Tween 20 por 5 minutos a 55ºC, antes da aplicação de 50 µl de 

DAPI (0.1 µg/ml). Finalmente, foi aplicada uma gota de anti-fade Vectashield e 

novas lamínulas foram adicionados às lâminas, que foram então estocadas a -

20oC por 12 horas para evitar mudanças nas condições da imagem. 

 

15. Aquisição de Imagem 3D 

 Foram adquiridas imagens de 30 núcleos interfásicos por linhagem 

celular, usando o microscópio AxioImager Z1 e a câmera Zeiss Axio Cam HRm. 
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As imagens foram capturadas com o auxílio de uma objetiva de 63/1.4 oil 

(todos os equipamentos procedentes da Carl Zeiss Inc. Canadá) e o tempo de 

exposição para Cy3 (telômero) foi de 100 ms e de 15-45 ms para DAPI 

(núcleo).  

 Para cada núcleo, 100 planos foram adquiridos a uma distância 

xy:107nm e z: 200nm. O software Axiovision 4.6 e o algorítmo constrained 

iterative (Schaefer e col., 2001) foram usados para a deconvolução das 

imagens. 

 Os sinais teloméricos a uma distância de 200 nm são detectados como 

um único sinal (Vermolen e col, 2005). 

 

16. Análise das imagens 3D pelo software Teloview  

 As imagens Z-stack foram convertidas para arquivos tif e então lidas 

pelo software TELOVIEW. Cada imagem foi processada de acordo com o 

descrito anteriormente por Louis e colaboradores (2005) e Vermolen e 

colaboradores (2005). A medida dos telômeros foi obtida utilizando-se o 

software TELOVIEW. Após e escolha de um threshold para os telômeros, uma 

imagem binária é produzida. Baseado nisso, o centro de gravidade das 

intensidades é calculado para cada objeto, resultando em uma série de 

coordenadas (x, y, z) que define a posição das cruzes que aparecem na tela. A 

intensidade integrada de cada telômero é então calculada, já que ela é 

proporcional ao comprimento do telômero. A região de integração é 

determinada através do crescimento de uma esfera no topo da coordenda 

encontrada. Depois de cada etapa de crescimento (iteration), a soma deste 

volume (o telômero) é subtraída pela soma das regiões ao redor dele 

(background). Quando o processo de crescimento da esfera não contribui para 

um aumento integrado de intensidade, o algorítmo pára, uma correção 

automática de background é obtida e a nova intensidade integrada do telômero 

é calculada.  

 Uma vez que todas as análises foram concluídas, os dados foram 

transferidos para um arquivo Excel e foram construídos gráficos para 
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demonstrar a distribuição da intensidade dos telômeros em cada linhagem 

celular.  

 

17. PNA-FISH em metáfases 

 PNA-FISH foi realizado em metáfases 2D derivadas das diferentes 

linhagens celulares. Sonda centroméricas humanas PNA foram sintetizadas 

com as seqüências listadas abaixo. 

 

Seqüência 1: (N-terminal)Flu-OEE-ATTCGTTGGAAACGGGA-EE(C-terminal) 

Seqüência 2: (N-terminal)Flu-OEE-CACAAAGAAGTTTCTGAG-EE(C-terminal) 

Seqüência 3: (N-terminal)Flu-OEE-CAGACAGAAGCATTCTCA-EE(C-terminal) 

Seqüência 4: (N-terminal)Flu-OEE-TGCATTCAACTCACAGAG-EE(C-terminal) 

  

 Este coquetel de sondas hibrida em todos os centrômeros de 

camundongo como já demonstrado por Guffei e colaboradores (2007). As 

sondas centroméricas foram desnaturadas a 55ºC por 10 minutos e então 

adicionadas nas lâminas em conjunto com a sonda PNA telomérica. As lâminas 

foram desnaturadas a 80ºC por 3 minutos, subsequenciamente hibridadas por 

duas horas a 30ºC em câmara HybriteTM (Vysis; Abbott Diagnostics, Des 

Plains, IL), e então lavadas em 70% formamida/ 2  SSC. 

 Por fim, foi aplicada uma solução de DAPI (0.1 mg/ml), e o anti-fade 

Vectashield foi adicionado à lâmina. Todas as imagens foram capturadas 

imediatamente ao final do experimento para evitar mudanças nos parâmetros 

de obtenção das mesmas. Foram adquiridas imagens de, no mínimo, 20 

metáfases por linhagem celular (melan-a, 4C3- e 4C3+), usando o microscópio 

Axioplan 2 e a câmera Zeiss Axio Cam HRm. As imagens foram capturadas 

com o auxílio de uma objetiva de 63/1.4 oil (todos os equipamentos 

procedentes da Carl Zeiss Inc. Canadá). 
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18. Spectral Karyotyping Analysis (SKY) 

 SKY foi realizado usando o kit para camundongo da ASI (dados da 

marca), como descrito abaixo. 

 As lâminas contendo preparações cromossômicas foram incubadas em 

2 x SSC por 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, 100 µl de 

uma solução 100 µg/ml de RNAase A em 2  SSC foram aplicados sobre a 

lâmina, essas foram então cobertas por uma lamínula e incubadas por 1 hora a 

37°C em estufa umidificada. Após incubação, as lâminas foram lavadas três 

vezes com uma solução 2  SSC sob agitação a temperatura ambiente e então 

incubadas por 12 minutos a 37°C em uma solução 0.01 M de HCl pré-aquecida 

contendo 50 µg/ml de pepsina. 

 Um volume igual a 5 µl por lâmina da solução contendo as sondas 

cromossômicas (tubo 1) foi tranferido para um tubo e então desnaturado a 

85°C por 5 minutos e depois incubado por uma hora a 37°C. Durante essa 

incubação, as lâminas foram lavadas duas vezes em 1  PBS por 5 minutos a 

temperatura ambiente sob agitação, e depois mais uma vez em 1  PBS/ 

50mM MgCl2. As lâminas foram então fixadas por 10 minutos a temperatura 

ambiente em uma solução de 1% formaldeído/ 1  PBS/ 50 mM MgCl2 recém 

preparada. Posteriormente, foram lavadas em 1  PBS e desidratadas através 

da incubação por 3 minutos em uma série de diluições de etanol (70%, 90% e 

100%). 

 As lâminas foram então pré-aquecidas por 5 minutos a 70°C no forno de 

hibridação e imediatamente transferidas para uma solução já aquecida (70°C) 

de 70% formamida em 2  SSC pH 7.0 e incubadas por 2 minutos a 70°C. 

Após essa incubação, foram imediatamente transferidas para uma nova série 

de diluições de etanol gelado (-20°C), e deixadas secar por 5 minutos em 

temperatura ambiente. 

 Em cada lâmina, foi adicionado 5 µl da solução do tubo 1 (após 

denaturação), uma lamínula de 22  22 mm foi colocada sobre ela e selada 

com Rubber Cement e, então, as lâminas foram incubadas em uma estufa 

umidificada por 36 horas a 37°C. 
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 Após a incubação, as lamínulas foram retiradas e as lâminas, lavadas 

três vezes, sob agitação, por cinco minutos em uma solução pré-aquecida 

(45°C) de 50% formamida em 2  SSC e posteriormente lavadas por mais duas 

vezes em 1 x SSC sob as mesmas condições. 

 O reagente de bloqueio (80 µl) (tubo 2) foi aplicado sobre a lâmina, uma 

lamínula de 22  22 mm foi colocada sobre a mesma e as lâminas, incubadas 

por mais 30 minutos a 37°C em estufa umidificada. Após a incubação, 80 µl de 

anti-Digoxigenina (tubo 3) foram adicionados às lâminas, novas lamínulas 

foram colocadas sobre elas e as lâminas, novamente incubadas por 45 minutos 

sob as mesmas condições anteriores. 

 Terminada a incubação, as lâminas foram lavadas por 3 vezes de cinco 

minutos em uma solução de 4  SSC/ 0.1%Tween 20 a 45°C, sob agitação. 

Oitenta microlitros de Cy5 e Cy5.5 (tubo 4) foram adicionados por lâmina, uma 

lamínula colocada sobre ela e estas incubadas por mais 45 minutos a 37°C em 

estufa umidificada. Novas lavagens com  4  SSC/ 0.1% Tween 20 foram feitas 

sob as mesmas condições acima descritas. Finalmente, 20 µl de uma solução 

de DAPI/Antibleach (tubo 5) foram adicionados às lâminas e lamínulas de 22  

22 mm foram colocadas sobre as mesmas. 

Para a análise, foi utilizado o Spectra Cube (ASI) no microscópio 

Axioplan 2 (Carl Zeiss, Inc. Canadá) com uma objetiva 63/1.4 oil e o Case 

Data Manager 4.0 software (ASI) para PC. Pelo menos 40 metáfases foram 

capturadas, sendo 20 examinadas para cada linhagem celular. 

 A média e o número de cada cromossomo foi observado e comparado 

entre as diferentes linhagens através da análise de Kruskal-Wallis e teste de 

comparação múltipla de Dunn. 

 Além disso, análises estatísticas utilizando os mesmos testes citados 

acima foram realizadas para a ocorrência de translocações, quebras e fusões 

de cromossomos. Valores de P ≤ 0.05 foram considerados significantes. 

 

19. FISH centromérico em metáfases 

 Depois das imagens decorrentes da técnica de SKY serem capturadas e 

analisadas, as mesmas lâminas foram lavadas três vezes, por cinco minutos, 
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em 1xPBS sob agitação a temperatura ambiente, para remoção da marcação 

anterior e posterior hibridação com uma nova sonda. Neste experimento, foi 

utilizada uma sonda pan-centromérica murina conjugada com FITC para 

marcação dos centrômeros. 

Após retirada a marcação do SKY, as lâminas foram lavadas a 

temperatura ambiente sob agitação em 1  PBS/ 50mM MgCl2 e então fixadas 

por 10 minutos a temperatura ambiente em uma solução recém preparada de 

1% formaldeído/ 1  PBS/ 50 mM MgCl2. Após a fixação, as lâminas foram 

lavadas em 1  PBS e desidratadas através da incubação por 3 minutos em 

uma série de diluições de etanol (70%, 90% e 100%) e secas em temperatura 

ambiente. 

 As lâminas foram aquecidas a 70°C por 5 minutos no forno de hibridação 

e transferidas imediatamente para uma solução contendo 70% formamida/ 2 x 

SSC pH7.0 a 70°C e incubadas por dois minutos. Posteriormente, foram 

transferidas para uma nova série de diluições de etanol gelado (-20°C), e secas 

por 5 minutos em temperatura ambiente. 

 A sonda centromérica foi denaturada por 5 minutos a 95°C e depois 

mantida no gelo até que fosse utilizada. A sonda (20 µl) foi então aplicada às 

lâminas secas, lamínulas de 22  22 mm foram colocadas sobre as mesmas e 

seladas com Rubber Cement. As lâminas foram levadas à estufa umidificada e 

mantidas a 37°C por 16 horas. 

 Após a incubação, as lamínulas foram retiradas e as lâminas, lavadas 

três vezes, sob agitação, por cinco minutos em uma solução pré-aquecida 

(45°C) de 50% formamida em 2  SSC e, em seguida, lavadas por mais 3 

vezes de cinco minutos em uma solução de 4  SSC/ 0.1% Tween 20 a 45°C, 

sob agitação. 

 Finalmente, foram adicionados 50 µl de uma solução 0.1 µg/ml de DAPI, 

o volume coberto por uma lâminula de 24  60 mm e as lâminas, incubadas por 

5 minutos a temperatura ambiente. As lâminas foram lavadas em água 

deionizada, antifade foi aplicado à lâmina, novas lamínulas de 22  22 mm 

foram colocadas sobre a área de interesse as lâminas, levadas para captura e 

análise das imagens. 

As imagens foram capturadas em um microscópio Axioplan 2 (Carl 

Zeiss, Inc. Canadá) com uma objetiva de 63/1.4 oil e as mesmas metáfases 
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capturadas para a análise de SKY foram adquiridas para análise comparativa 

dos fragmentos encontrados. O intuito desse experimento foi confirmar que os 

cromossomos marcadores observados pela técnica de SKY eram cêntricos. 
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1. Características do modelo 

 

 As linhagens celulares obtidas após os ciclos seqüenciais de 

impedimento de ancoragem da linhagem de melanócitos, melan-a, foram 

analisadas simultaneamente quanto à morfologia, taxa de proliferação in 

vitro, capacidade de formar tumores in vivo e capacidade metastática. 

 

 
 1.1 Morfologia das linhagens ao longo da transformação maligna. 

  
 Como observado na Figura 4, as linhagens 2C e 4C já apresentam 

modificações marcantes em sua morfologia, tendo um aspecto fusiforme, 

diferente da linhagem parental melan-a, que apresenta morfologia mais 

dendrítica. Essa morfologia apresentada pelas linhagens derivadas de melan-a 

muito se assemelha a das linhagens de melanoma 4C3- e 4C11-, a qual muda 

drasticamente quando comparada àquela apresentada pelas linhagens de 

melanoma 4C3+, 4C11+, Tm1 e Tm5, de aspecto dendrítico e com menos 

pontos de adesão ao substrato, semelhante à apresentada pela linhagem de 

melanoma B16F10 (Figura 6). 
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FIGURA 6. Morfologia dos melanócitos melan-a e das linhagens obtidas após ciclos 
seqüenciais de bloqueio de ancoragem. As diferentes linhagens celulares foram cultivadas em 
placas plásticas de cultura em meio completo e fotomicrografadas utilizando microscópio 
invertido (Zeiss). As fotomicrografias foram obtidas em aumento de 20X. Três padrões 
morfológicos distintos são observados nestas linhagens: 1) melanócitos melan-a: padrão 
dendrítico com corpo celular bem espalhado na superfície da placa; 2) linhagens não 
tumorigênicas 2C e 4C e linhagens de melanoma de crescimento lento, 4C3- e 4C11-: padrão 
fibroblastóide com aspecto fusiforme e corpo celular bem espalhado na superfície da placa; 3) 
linhagens de melanoma de crescimento rápido, 4C3+, 4C11+, Tm1 e Tm5: padrão dendrítico 
com corpo celular pouco aderido à superfície da placa. ma: melanócitos melan-a; 2C e 4C: 
melanócitos melan-a submetidos a 2 e 4 ciclos de bloqueio de ancoragem, respectivamente; 
4C3- e 4C11-: linhagens de melanoma de crescimento lento; 4C3+, 4C11+, Tm1 e Tm5: 
linhagens de melanoma metastático; B16F10: linhagem estabelecida de melanoma 
metastático. 
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1.2 Análise da proliferação celular in vitro e tumorigenicidade in vivo da 

linhagem melan-a e suas derivadas. 

 

  Para avaliar o índice de proliferação das diferentes linhagens celulares 

do modelo, foi utilizado o método colorimétrico baseado na redução metabólica 

do corante tetrazólico amarelo solúvel (MTT). A linhagem de melanócitos 

melan-a não apresentou diferenças significativas em relação às linhagens 2C e 

4C, em nenhum dos tempos estudados (24, 48, 72 e 96 horas), da mesma 

maneira que não houve diferença entre as taxas proliferativas das linhagens 2C 

e 4C. As linhagens de melanoma 4C3- e 4C11- apresentaram menor taxa de 

proliferação in vitro quando comparadas às linhagens 4C3+, 4C11+, Tm1 e 

Tm5 (p<0.05). No entanto, a maior diferença foi encontrada quando 

comparamos as linhagens melan-a, 2C e 4C às linhagens 4C3+, 4C11+, Tm1 e 

Tm5 (p<0.001) (Figura 7).  

 Além disso, ensaios de tumorigenicidade confirmaram que as linhagens 

melan-a, 2C e 4C não foram capazes de formar tumores, enquanto que as 

linhagens que apresentaram menor velocidade de proliferação in vitro, 4C3- e 

4C11-, foram capazes de formar melanomas de crescimento lento após longos 

períodos de latência para seu aparecimento. Por outro lado, a inoculação das 

linhagens que apresentaram maior velocidade de proliferação in vitro, 4C3+, 

4C11+, Tm1 e Tm5, resultou em tumores de crescimento bastante rápido, 

palpáveis após curto tempo de latência (Figura 8). 

Estes dados mostraram que as linhagens tumorigênicas neste modelo 

murino de melanoma podem ser classificadas basicamente em dois grupos, 

onde as células 4C3+, 4C11+, Tm1 e Tm5 apresentam características de um 

fenótipo agressivo in vivo, enquanto que as células 4C3- e 4C11- se 

comportam como linhagens de melanomas indolentes. 
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FIGURA 7. Proliferação celular in vitro. A taxa de proliferação das diferentes linhagens 
celulares utilizadas neste trabalho foi avaliada por ensaio de MTT. As linhagens celulares foram 
inicialmente cultivadas em placas de 96 poços (2,5×103 células/poço/200μL de meio R5), 
sendo o número de células estimado nos tempos 0, 24, 48, 72 e 96 horas de cultivo em estufa 
de CO2 a 37°C. ma: células melan-a; 2C e 4C: células melan-a submetidas a dois e quatro 
ciclos de bloqueio da adesão ao substrato, respectivamente; 4C3-, 4C11-: linhagens de 
melanoma de crescimento lento; 4C3+, 4C11+, Tm1 e Tm5: linhagens de melanoma de 
crescimento rápido (símbolos pretos). Os valores representam a média ± o desvio padrão dos 
valores obtidos de sextuplicatas. 
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FIGURA 8. Tumorigenicidade in vivo das linhagens derivadas dos melanócitos melan-a. A 
capacidade das diferentes linhagens celulares derivadas de melan-a de formar tumores in vivo 
foi avaliada pela inoculação de 106 células no tecido subcutâneo do dorso direito de 
camundongos fêmeas singenêicos C57BL/6. Os animais foram observados diariamente quanto 
ao aparecimento de tumores palpáveis. O volume dos tumores foi calculado pela fórmula 
[(menor diâmetro)2 × maior diâmetro]/2. ma: células melan-a; 2C e 4C: células melan-a 
submetidas a dois e quatro ciclos de bloqueio da adesão ao substrato, respectivamente; 4C3-, 
4C11-: linhagens de melanoma de crescimento lento; 4C3+, 4C11+, Tm1 e Tm5: linhagens de 
melanoma de crescimento rápido. Os valores representam a média ± o desvio padrão dos 
valores obtidos de um grupo de cinco animais. 
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1.3 Análise da capacidade metastática das linhagens de melanoma 

obtidas a partir da linhagem de melan-a. 

 

As diferenças nos tempos de latência e velocidade de crescimento 

tumoral encontradas entre as diferentes linhagens de melanoma do modelo nos 

levaram a investigar a capacidade metastática dessas células. Para isso, 2x105 

células das linhagens 4C3- e 4C3+ foram inoculadas por via intravenosa em 

camundongos C57Bl6. Cada grupo experimental consistiu de cinco animais. 

Após 20 dias, os pulmões dos camundongos inoculados foram retirados para 

verificar a existência de focos metastáticos. Todos os animais inoculados com 

4C3+ apresentaram focos metastáticos em seus pulmões e pericárdios (Figura 

7A). No entanto, nenhum animal inoculado com a linhagem 4C3- apresentou 

focos metastáticos durante após este período. Em seguida, outros quatro 

grupos experimentais foram inoculados novamente com a linhagem 4C3-. Os 

animais desses grupos foram sacrificados após 20, 40, 60 e 80 dias para 

verificar a possibilidade de uma metastatização mais tardia dessa linhagem, 

mas mesmo após 80 dias da inoculação, nenhum animal apresentou focos 

metastáticos em seus pulmões (Figura 9B, C e D).  

Experimentos anteriores mostravam dados similares para as demais 

linhagens do modelo, onde as linhagens que apresentavam crescimento 

tumoral mais rápido in vivo apresentavam capacidade de metastatizar (4C11+, 

Tm1 e Tm5), enquanto que aquela que apresentava uma velocidade mais lenta 

não (4C11-). 
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FIGURA 9 - Ensaio de metástase experimental. Inóculos de 2×105  células 4C3+ (A) e 4C3- (B, 
C e D) foram injetados via veia da cauda em camundongos fêmeas C57Bl6. Os animais foram 
sacrificados 20 (A and B), 40 (C) e 80 (D) dias depois da inoculação. Os pulmões foram 
removidos e focos metastáticos foram identificados – alguns estão indicados por setas brancas 
no painel. 
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2. Evolução cariotípica no modelo experimental de melanoma 

   

Com base nas mudanças fenotípicas e no aumento da agressividade 

encontrada ao longo do modelo de transformação de melanócitos, decidimos 

avaliar o cariótipo destas linhagens e verificar possíveis alterações 

cromossômicas relacionadas às características fenotípicas já encontradas. A 

técnica de cariótipo espectral (SKY) foi então realizada para melan-a e todas 

suas sublinhagens (Figura 10). 

Os tipos e freqüências de aberrações cromossômicas espontâneas 

foram examinados em pelo menos 20 metáfases e estão descritos na Tabela 2. 

A mediana da ploidia de todas as linhagens celulares também está descrita na 

Tabela 2. Um aumento no número individual de cromossomos foi observado 

durante a transformação maligna e está mostrado na Tabela 3. 

A célula parental melan-a está próxima a triploidia com uma média de 54 

cromossomos por núcleo celular, o que provavelmente foi conseqüência do 

tempo em cultura (passagem 60), uma vez que esta linhagem celular foi 

descrita pela primeira vez como apresentando cariótipo normal diplóide 

(Bennett et al, 1987). É importante ressaltar que a linhagem de melanócitos 

melan-a, apesar de não apresentar cariótipo diplóide normal nesta análise, 

também não apresentou nenhum tipo de alteração cromossômica estrutural.  

Todas as demais linhagens, mesmo as não tumorigênicas, 

apresentaram alterações estruturais, como mostrado nas Figuras 10, 11A e 

Tabela 2. 

 Correlações entre as mudanças no cariótipo e o fenótipo foram 

observadas. Determinados rearranjos são mantidos entre as linhagens 

celulares não tumorigênicas (2C e 4C) e os melanomas não metastáticos (4C3- 

e 4C11-) como, por exemplo, T(8;14), T(14;8) e Fus(8,6). O fenótipo 

tumorigênico coincide com o surgimento da translocação T(X,15), comum entre 

as linhagens 4C3- e 4C11-.  

 A manutenção de determinados rearranjos ao longo da transformação 

também acontece entre os melanomas metastáticos (4C3+, 4C11+, Tm1 e 

Tm5), mesmo com cariótipos mais complexos, indicativo de que uma maior 

instabilidade ocorre nessas células. Estas linhagens ainda apresentam 
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determinados rearranjos em comum, entre eles translocações Robertsonianas 

envolvendo os cromossomos 8 e 12 (Tabela 2 e 4 e Figura 11B). Além do 

aumento significativo no número de aberrações estruturais, um aumento 

significativo da ploidia celular foi também observado nas linhagens de 

melanoma metastático (p <0,001) (Figura 11C).  

 Diferenças nos tipos de aberrações estruturais também foram notadas 

ao longo da progressão. Enquanto nas linhagens não tumorigênicas e nos 

melanomas indolentes prevaleciam translocações recíprocas e fusões, nas 

linhagens metastáticas as translocações robertsonianas caracterizaram o 

fenótipo (Tabela 2). 

 Além de alterações cromossômicas como translocações e fusões, a 

presença constante de estruturas marcadoras entre as linhagens. Estas 

estruturas estavam presentes em todas as linhagens, sendo mais numerosas 

nas linhagens de melanoma indolentes e quase desaparecendo nas linhagens 

tumorigênicas (Tabela 2), além disso, quando analisadas por banda G reversa 

apresentavam características de heterocromatina, sugerindo uma origem 

centromérica que mais tarde foi confirmada por FISH (Figura 12). 
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FIGURA 10 – Evolução cariotípica – Imagens representativas da técnica de SKY para cada 
uma das linhagens celulares do modelo. Note o aumento no número de anormalidades 
cromossômicas durante a progressão tumoral no modelo e o aumento no número de 
cromossomos a partir da linhagem 4C3+. Painel esquerdo: banda DAPI invertida; painel 
central: imagem espectral; painel direito: imagem com cores classificatórias determinadas pelo 
software de análise SKYView e painel maior: cariótipo espectral. ma: células melan-a; 2C e 4C: 
células melan-a submetidas a dois e quatro ciclos de bloqueio da adesão ao substrato, 
respectivamente; 4C3-, 4C11-: linhagens de melanoma de crescimento lento; 4C3+, 4C11+, 
Tm1 e Tm5: linhagens de melanoma de crescimento rápido. 
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FIGURA 11 – Rearranjos cromossômicos. Um total de 20 metáfases foi examinado para cada 
linhagem celular. A: Número de rearranjos encontrados em cada linhagem celular por 
metáfase; B: Número de translocações Robertsonianas encontrados por metáfase do modelo 
de melanoma; C: Variação na ploidia encontrada durante a progressão tumoral no modelo. ma: 
células melan-a; 2C e 4C: células melan-a submetidas a dois e quatro ciclos de bloqueio da 
adesão ao substrato, respectivamente; 4C3-: linhagem de melanoma de crescimento lento; 
4C3+: linhagem de melanoma de crescimento rápido. 
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Tabela 2. Sumário dos rearranjos encontrados no modelo de melanoma. 
 

Linhagem 
celular 

Número de 
cromossomos* 

Fragmentos 
centroméricos** 

Aberrações estruturais 

melan-a 54 sim [21] nenhuma 

2C 51 sim [24] T(8;14)[13] / T(14;8)[20] / F(8;6)[19] / 

Del(11)[18] 

4C 51 sim [31] T(8;14)[19] / T(14;8)[21] / T(15;X)[18] / 

F(8;6)[4] / Del(11)[18] 

4C3- 53 sim [51] T(8;14)[18] / T(14;8)[21] / T(5;18)[9] / 

T(15;X)[18] / F(8;6)[15] / Del(11)[17] 

4C11- 51 sim [31] T(8;14)[13] / T(14;8)[14] / T(7;X)[6] / 

T(15;X)[11] / F(8;6)[19] / Del(11)[16] 

4C3+ 72 sim [8] 
T(1;16)[18] / T(8;1)[17] / T(1;12)[15] / 

T(3;13)[20] / T(13;3)[20] / T(X;15)[19] / 

T(10;16)[16] / Rob(8.12)[15] / Rob(12.12)[26] 

/ Del(1)[18] / Del(6)[12] / Del(11)[20] 

4C11+ 70 sim [5] T(1;16)[19] / T(8;1)[20] / T(1;12)[10] / 

T(3;13)[19] / T(13;3)[15] / T(X;15)[15] /  

Rob(8.12)[14] / Rob(12.12)[30] / Del(1)[18]  / 

Del(11)[16] 

Tm1 71 não T(1;16)[19] / T(8;1)[18] / T(1;12)[14] / 

T(3;13)[19] / T(13;3)[18] / T(X;15)[16] /  

F(6;15)[14] / Rob(8.12)[13] / Rob(12.12)[18] / 

Rob(19.19)[16] / Del(1)[18]  / Del(11)[17] / 

Del(8)[6] / Del(6)[6] 

Tm5 69 sim [3] T(1;16)[14] / T(8;1)[17] / T(1;12)[7] / 

T(3;13)[19] / T(13;3)[17] / T(X;15)[15] /  

Rob(8.12)[13] / Rob(12.12)[30] / Del(1)[18]  / 

Del(11)[16] 

 
Os dados acima são derivados da análise de 20 metáfases. Os colchetes indicam o número de 
vezes que determinado rearranjo foi visto no total de 20 metáfases. Somentes rearranjos 
encontrados mais de duas vezes estão descritos na tabela. * Média do número de 
cromossomos de 20 metáfases. ** Ausência ou presença de fragmentos centroméricos nas 
metáfases. Os colchetes indicam o número de fragmentos encontrados na análise. ma: células 
melan-a; 2C e 4C: células melan-a submetidas a dois e quatro ciclos de bloqueio da adesão ao 
substrato, respectivamente; 4C3-, 4C11-: linhagens de melanoma de crescimento lento; 4C3+, 
4C11+, Tm1 e Tm5: linhagens de melanoma de crescimento rápido. 
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Tabela 3. Aumento do número individual de cromossomos no modelo de melanoma 
 

Cromossomo Ma 2C 4C 4C3- 4C11- 4C3+ 4C11+ Tm1 Tm5 

1 2 3 4 4 4 5 4 5 5 

2 3 3 3 3 3 4 4 3 3 

3 2 2 2 2 2 3 3 3 3 

4 3 3 3 3 3 3 3 3 3 

5 3 3 3 3 3 4 4 4 4 

6 4 3 3 3 2 6 6 7 6 

7 2 2 2 2 3 3 3 3 3 

8 3 3 2 3 3 4 4 4 4 

9 2 2 2 2 2 4 4 4 4 

10 2 2 2 2 2 4 4 4 4 

11 2 3 3 3 3 5 5 5 5 

12 2 2 2 2 2 5 4 4 4 

13 2 2 2 2 2 3 3 3 3 

14 3 3 3 3 3 3 3 3 4 

15 3 4 4 4 4 4 4 3 4 

16 4 3 3 2 2 3 3 3 3 

17 3 3 3 3 3 4 4 4 4 

18 3 2 2 2 2 3 3 3 3 

19 4 2 2 3 3 3 3 3 3 

X 2 1 2 2 2 2 2 2 2 

Y 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

Os números apresentados correspondem à mediana da análise de 20 metáfases. ma: células melan-a; 2C e 4C: 
células melan-a submetidas a dois e quatro ciclos de bloqueio da adesão ao substrato, respectivamente; 4C3-, 4C11-: 
linhagens de melanoma de crescimento lento; 4C3+, 4C11+, Tm1 e Tm5: linhagens de melanoma de crescimento 
rápido. 
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Tabela 4 – Resumo dos cromossomos envolvidos na formação 

translocações Robertsonianas nas linhagens metastáticas do modelo de 

melanoma. 

Linhagem celular cromossomo 
Número de vezes envolvidos em 

cromossomos Rob 
P 

8 15 <0.01 

4C3+ 

12 67 <0.001 

8 14 <0.01 

4C11+ 

12 74 <0.001 

8 13 <0.01 

12 49 <0.001 Tm1 

19 32 <0.001 

8 13 <0.01 

Tm5 

12 73 <0.001 

Os números apresentados são derivados da análise de 20 metáfases. Toda as metáfases 

carregavam pelo menos uma translocação Robertsoniana. O envolvimento de cada 

cromossomo na formação de translocações Robertsonianas é indicado, assim como sua 

respectiva significância. 4C3+, 4C11+, Tm1 e Tm5: linhagens de melanoma de crescimento 

rápido. 

 

 

 

 

 

 

 65



Resultados 
 

3. Instabilidade e fragmentação centromérica 

 

Para confirmar a origem dos marcadores observadas por SKY, uma 

sonda centromérica específica para camundongo foi utilizada sob as mesmas 

lâminas utilizadas anteriormente na análise de SKY. Desta maneira, foi 

possível obter imagens das mesmas metáfases capturadas anteriormente e 

então confirmar como centroméricos os marcadores cromossômicos.  

A linhagem 4C3- foi escolhida para este experimento por apresentar o 

maior número de fragmentos centroméricos por metáfase. A figura 9 mostra o 

resultado do FISH centromérico. É possível visualizar o marcador sob a 

fluorescência DAPI (Figura 12A), e a marcação centromérica sob a 

fluorescência FITC (Figura 12B). 

 Apesar de presente em praticamente todas as linhagens (com exceção 

da linhagem Tm1), o número de fragmentos centroméricos aumentava ao longo 

da transformação maligna, das linhagens não tumorigênicas aos melanomas 

indolentes, tornando-se insignificante nos melanomas metastáticos (p<0,0001) 

(Figura 12C).  
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FIGURA 12 – Fragmentação centromérica – Cromossomos multicêntricos e fragmentos 
centroméricos identificados por FISH. Metáfases da linhagem celular 4C3- foram hibridadas 
usando uma sonda pan-centromérica específica para camundongo conjugada com FITC 
(verde) (Cambio, UK). A: DAPI invertido; B: sonda centromérica. Os quadrados brancos 
mostram os fragmentos centroméricos. C: número de fragmentos centroméricos encontrados 
nas diferentes linhagens celulares. ma: células melan-a; 2C e 4C: células melan-a submetidas 
a dois e quatro ciclos de bloqueio da adesão ao substrato, respectivamente; 4C3-: linhagem de 
melanoma de crescimento lento; 4C3+: linhagem de melanoma de crescimento rápido. 
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4. Avaliação do perfil telomérico no modelo de transformação 

maligna de melanócitos 

 

 O encurtamento telomérico crítico, assim como defeitos na 

funcionalidade destas estruturas podem gerar instabilidade genética através 

dos ciclos de quebra, fusão e ponte cromossômico. Estes ciclos iniciam-se com 

a fusão terminal das cromátides irmãs, que formam uma ponte e 

posteriormente se fragmentam com a separação dos centrômeros. Desta 

forma, uma das células filhas adquire um cromossomo com duplicação final, 

enquanto a outra fica com uma deleção terminal. Em decorrência da falta de 

telômeros, nas próximas divisões as cromátides continuam se fundindo e se 

fragmentando, a não ser que as cromátides adquiram novos telômeros, 

tornando-se novamente estáveis (Murnane, 2006). Sendo assim, decidimos 

avaliar o status telomérico das linhagens celulares estudadas e verificar o papel 

dos telômeros na evolução cariotípica identificada durante a progressão 

tumoral em nosso modelo. Foram analisados o tamanho telomérico, a atividade 

da enzima telomerase e a expressão do gene Tert na linhagem parental melan-

a e suas linhagens derivadas. Somente as linhagens melan-a, 2C, 4C, 4C3- e 

4C3+ foram avaliadas. 

 

4.1 Diminuição no tamanho absoluto e variabilidade do 

comprimento telomérico ao longo do modelo de transformação maligna 

de melanócitos. 

 

Para analisar o status telomérico das diferentes linhagens no nosso 

modelo de melanoma, foi utilizada a técnica de hibridação fluorescente in situ 

quantitativa (Q-FISH). Um total de 30 núcleos interfásicos, fixados de maneira a 

preservar sua integridade estrutural, foram analisados para cada linhagem 

celular.  

Foi observada progressiva redução do tamanho telomérico cada vez que 

ciclos de impedimento de ancoragem ao substrato eram realizados. Ou seja, à 

medida que as células avançavam em direção a um fenótipo maligno, seus 

telômeros eram encurtados (Figura 13A). A linhagem celular imortalizada, 
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melan-a, e as linhagens celulares não tumorigênicas (2C, 4C) mostraram 

grande variação no tamanho telomérico e um tamanho absoluto maior em 

comparação às linhagens tumorigênicas (4C3- e 4C3+), onde a variação assim 

como o tamanho absoluto eram menores. Em comparação com a linhagem 

parental (melan-a), a variação no comprimento telomérico foi significativa 

quando comparado às linhagens 2C (P <0,0005), 4C (P <0,009), 4C3- e 4C3+ 

(P <0,0001). Em todos os casos, as diferenças no comprimento telomérico em 

relação à linhagem celular de melanoma metastático (4C3+) foram altamente 

significativas (P <0,0001).  

Considerando que existiam diferenças entre as linhagens quanto ao 

comprimento telomérico, decidimos avaliar a atividade da enzima telomerase 

no modelo. Todas as linhagens celulares apresentaram atividade da 

telomerase, como mostrado pelo ensaio TRAP (Figura 13B). Devido à má 

resolução deste ensaio, utilizamos a quantificação do gene Tert por RT-PCR 

para avaliar possíveis diferenças nos níveis de expressão da telomerase no 

modelo. Embora indireta, a quantificação da subunidade Tert tem sido sugerida 

como um indicador da atividade da telomerase, uma vez que a transcrição 

deste gene parece ser o principal fator limitante da atividade desta enzima.  

O nível de expressão do gene Tert foi quantificado para todas as 

linhagens celulares envolvidas neste estudo e nenhuma diferença estatística foi 

encontrada entre as linhagens (Figura 13C).  
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FIGURA 13 – Encurtamento telomérico na presença de telomerase – A: Distribuição dos tamanhos dos 
telômeros nas diferentes linhagens do modelo determinada por Q-FISH. As linhas verticais e as setas 
indicam diminuição da heterogeneidade dos comprimentos teloméricos através do modelo de 
transformação de melanócitos. B: Atividade da telomerase no modelo determinada pelo ensaio TRAP. (-) 
extrato celular não aquecido, (+) extrato celular aquecido, CI: controle interno da PCR, C-: controle 
negativo e DP: dímeros de primer. C: Expressão de Tert analisada em melan-a e suas linhagens 
derivadas por RT-PCR, a expressão da ß-actina foi usada como controle de normalização. Nenhuma 
diferença significativa foi observada entre as amostras. ma: células melan-a; 2C e 4C: células melan-a 
submetidas a 2 e 4 ciclos de bloqueio de adesão ao substrato, respectivamente; 4C3-: linhagem de 
melanoma de crescimento lento; 4C3+: linhagem de melanoma metastática.  
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4.2 Análise da perda completa de seqüências teloméricas. 

 

Além do encurtamento telomérico, outra característica de células com 

disfunção telomérica é a perda completa das seqüências dos telômeros. A fim 

de analisar possíveis perdas teloméricas durante o modelo de progressão, foi 

realizada a hibridação fluorescente in situ (FISH), utilizando uma sonda 

telomérica em lâminas preparadas com células em metáfase. Como controle 

normal, utilizamos fibroblastos de rato T38Ha procedentes de cultura primária 

onde praticamente 100% dos cromossomos analisados apresentavam quatro 

sinais distintos em suas extremidades. O experimento foi realizado também nas 

células melan-a e nas linhagens de melanoma 4C3- e 4C3+ (Figura 14). 

  Todas as linhagens tumorigênicas exibiram acentuada perda de sinais 

teloméricos, quando comparados ao controle normal (p<0,0001). O maior 

número de extremidades livres de sinal foi observado na linhagem 4C3+, onde 

mais de 30% das extremidades não apresentava sinal telomérico detectável 

(p<0,001). A linhagem tumorigênica 4C3-, por sua vez, mostrou perda de sinais 

em 15% (p<0,001) de todas as extremidades e a linhagem parental melan-a 

mostrou extremidades livres de sinais em 9% dos potenciais sítios teloméricos 

(p<0,05).   

 Os fragmentos centroméricos identificados anteriormente por FISH e 

SKY são também visíveis por esta técnica e alguns deles aparecem como mini 

cromossomos contendo quatro sinais teloméricos nas pontas (Figura 14 G, H, 

I) e são provavelmente resultado de fusão e quebra de centrômeros de 

cromossomos distintos. Por outro lado, nenhum sinal telomérico foi observado 

sob o ponto de fusão cêntrico das translocações Robertsonianas (Rob) (Figura 

14 J, K, L).  
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FIGURA 14 – Translocações robertsonianas e outras anormalidades centroméricas – Imagens 
representativas de fibroblastos normais de camundongos T38Ha e das linhagens celulares melan-a, 4C3- 
e 4C3+. Células em metáfases hibridadas com sondas contra seqüências centroméricas e teloméricas. 
Nos painéis G, H e I, está representada a linhagem celular 4C3-. Note os fragmentos centroméricos na 
imagem ampliada no canto direito inferior do painel G e os quatro sinais teloméricos no inserto do painel 
H. Nos painéis J, K e L,  são mostradas metáfases representativas da linhagem 4C3+. Uma translocação 
robertsoniana é mostrada no inserto do painel J. Atenção ao fato de que sob o ponto de fusão 
centromérico não há nenhum sinal telomérico. Note que em todas as linhagens celulares existem 
cromossomos com ausência de sinais teloméricos nas terminações dos cromossomos, mas a linhagem 
4C3+ apresenta a maior porcentagem de cromossomos com esta característica. T38Ha: fibroblastos 
normais de camundongos T38Ha; melan-a: células melan-a; 4C3-: linhagem de melanoma de crescimento 
lento; 4C3+: linhagem de melanoma metastática. 
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4. Expressão de c-Myc é desregulada no modelo de melanoma  

 

Trabalhos anteriores do nosso grupo demonstraram que a expressão 

anormal do gene c-Myc induz rearranjos cromossômicos e agregações 

teloméricas através da remodelação do núcleo interfásico das células (Louis e 

col., 2005; Mai & Garini, 2005; Caporali e col., 2007), e também sugerem que o 

modo de ação pelo qual tais rearranjos são estabelecidos envolve a regulação 

do complexo protéico que protege e envolve os telômeros (Louis e col., 2005). 

Além disso, sugerimos que c-Myc medeia a formação de translocações 

robertsonianas em células murinas através da promoção de fusões teloméricas 

(Guffei e col., 2007). A expressão constitutiva do gene c-Myc devido a 

translocações cromossômicas, mutação ou amplificação contribui para o 

desenvolvimento e progressão de muitos cânceres (Nesbit e col., 1999; Potter 

& Marku, 1997; Kuttler & Mai, 2006). É sabido que 70% dos cânceres humanos 

mostram expressão desregulada deste gene, o que coloca c-Myc entre os mais 

importantes proto-oncogenes humanos (Kuttler & Mai, 2006). 

Em nosso estudo, todas as células estudadas apresentaram expressão 

constitutiva deste gene, representada pela marcação nuclear nos ensaios de 

imunofluorescência com anticorpo anti-c-Myc em células não sincronizadas. 

Este tipo de marcação é um indicativo de expressão aberrante de c-Myc, uma 

vez que este gene é expresso de maneira transiente ao longo do ciclo celular 

de células normais (Figura 15) (Kuttler & Mai, 2006). 

 Embora exista expressão aberrante da proteína c-Myc nas linhagens 

que compõe o nosso modelo, aparentemente o mecanismo responsável pelos 

rearranjos cromossômicos encontrados em nossas células difere daquele 

descrito anteriormente pelo nosso grupo (Guffei e col., 2007). 
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FIGURA 15 – Expressão de c-Myc. Cada painel mostra uma imagem representativa para cada 
linhagem celular. Coluna da esquerda: marcação da proteína c-Myc (Alexa 488, Molecular 
Probes), coluna central: marcação nuclear (DAPI), Coluna da direita: imagens sobrepostas. 
Macrófagos: macrófagos extraídos de cultura primária de peritônio de camundongos C57Bl6; 
ma: células melan-a; 2C e 4C: células melan-a submetidas a 2 e 4 ciclos de bloqueio de 
adesão ao substrato, respectivamente; 4C3-: linhagem de melanoma de crescimento lento; 
4C3+: linhagem de melanoma metastática. B16F10: linhagem de melanoma metastática. 
Barras: 20µm. 
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Caracterização do modelo 

 

Nosso grupo desenvolveu recentemente um modelo de transformação 

maligna de melanócitos murinos onde a linhagem não tumorigênica, melan-a, 

foi submetida a ciclos sequenciais de bloqueio de adesão ao substrato, 

processo que resultou no estabelecimento de sublinhagens não tumorigênicas 

de melan-a e várias linhagens de melanoma (Correa e col., 2006; Oba-Shinjo e 

col., 2005).  

 No melanoma, a possibilidade de uma correlação patológica específica 

com uma correspondente alteração genética permite o estudo experimental das 

diferentes fases da progressão deste tumor. No entanto, amostras de fases 

iniciais são geralmente indisponíveis para estudo, impedindo a identificação de 

eventos iniciais associados à transformação maligna. É neste contexto que o 

estudo de modelos como o nosso se torna relevante. 

 Estas células têm sido utilizadas como representativas de etapas 

correspondendo a diferentes fases da gênese do melanoma, onde melan-a, 2C 

e 4C poderiam corresponder às fases de nevo a nevo displásico, as linhagens 

de melanoma 4C3- e 4C11- corresponderiam a melanomas pouco agressivos e 

as demais linhagens de melanoma, a melanomas mais agressivos ou de fase 

de crescimento vertical e metastático, já que são capazes de levar à formação 

de metástases à distância (Figura 9A). 

 Diversas características nos levam a fazer tais associações: a linhagem 

parental melan-a foi inicialmente descrita por Bennett e colaboradores (1987) 

como tendo um cariótipo normal diplóide (2n=40)(Bennett e col., 1987) como o 

nevo comum, que normalmente não apresenta mudanças genéticas e/ou 

alterações citogenéticas. Embora a linhagem melan-a hoje apresente um 

cariótipo quase triplóide (Tabela 2), acreditamos que este aumento na ploidia 

tenha sido causado pelo tempo em que estas células permaneceram em 

cultura, uma vez que estas já se encontram em passagem superior a 60. As 

linhagens derivadas de melan-a denominadas 2C e 4C não são capazes de 

formar tumores in vivo (Figura 8), mas assim como os nevos displásicos já 

apresentam anormalidades cromossômicas estruturais (Figura 11 A, B e 

Tabela 2). Linhagens distintas de melanoma (4C3-, 4C11-, 4C3+, 4C11+, Tm1 

e Tm5) obtidas a partir da diluição limitante de esferóides de células 4C são 

 76



Discussão 
 

capazes de crescer como tumores quando injetadas subcutaneamente em 

camundongos singenêicos, com diferentes tempos de latência para o 

aparecimento de tumores (Figura 8), e as mais agressivas apresentam 

morfologia semelhante à linhagem estabelecida de melanoma murino B16F10 

(Figura 6) e cariótipos bem mais complexos (Tabela 2). Como pode ser 

observado na Figura 7, há uma diferença marcante na proliferação celular in 

vivo entre as diversas linhagens de melanoma, separando-as em linhagens de 

crescimento lento, menos agressivas (4C3- e 4C11-), e linhagens de 

crescimento rápido, mais agressivas (4C3+, 4C11+, Tm1 e Tm5). Além dessas 

modificações, alterações graduais na morfologia das linhagens estabelecidas 

após submeter os melanócitos melan-a a ciclos seqüenciais de bloqueio de 

ancoragem foram observadas (Figura 6). 

  

  

Evolução cariotípica 

 

 A teoria da evolução clonal do tumor sugere que a instabilidade genética 

precede a progressão tumoral. Células originadas de um mesmo clone 

subseqüentemente podem adquirir alterações genéticas adicionais que 

permitem a seleção dos subclones com maior vantagem de crescimento em 

detrimento àqueles que poderiam não ser viáveis. Este processo de múltiplas 

etapas levaria ao estabelecimento de um clone predominante até que novos 

eventos mutacionais causassem uma próxima evolução clonal (revisto em 

Nowell, 1986).  

  Em nosso modelo, é clara a existência de aberrações clonais (Tabela 2). 

Os rearranjos observados na linhagem 2C são mantidos pelas linhagens 

sucessoras até alcançarem o fenótipo metastático, onde o cariótipo se torna 

muito mais complexo. Essas observações são consistentes com a idéia de que 

cariótipos clonais possuem as vantagens de crescimento necessárias para a 

sobrevivência. Embora seja verdade que um genoma primariamente clonal 

possua a informação genética necessária para crescimento e sobrevivência, a 

adição de novos rearranjos tem importantes implicações na 

evolução/progressão tumoral. Nota-se neste modelo que a cada ciclo de 
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impedimento de adesão realizado uma nova translocação era adicionada ao 

genoma da linhagem obtida (Tabela 2). 

 Além disso, apesar destas células apresentarem um número anormal de 

cromossomos (aproximadamente 50 cromossomos por núcleo), nenhum 

aumento significativo na ploidia foi observado ao longo da progressão, com 

exceção das linhagens metastáticas (Figura 11C e Tabela 2). 

 Nossos achados estão de acordo com diversos outros estudos feitos em 

tumores epiteliais que indicam que lesões inicialmente diplóides normalmente 

apresentam alguns rearranjos numéricos e estruturais antes de tornarem-se 

tetraplóides e apresentarem cariótipos citogeneticamente complexos (revisto 

em Bayani e col., 2008). 

 

 

Aberrações recorrentes em melanomas humanos 

 

A tumorigênese do melanoma em humanos envolve uma série de 

deleções alélicas em diversos cromossomos, incluindo 1p, 6q, 9p ou 10q, 11q e 

17q. Um ou mais dos genes de susceptibilidade ao melanoma atuam como 

supressores tumorais, e sua mutação ou perda provavelmente contribui com o 

desenvolvimento desta neoplasia. Dentre estes genes estão CMM, TP16 e 

CDK4, localizados nas regiões 1p36, 9p21 e 12q14, respectivamente (revisto 

em Hussein, 2004) 

Além das deleções alélicas, outros tipos de alterações como 

translocações e fusões também são freqüentes em melanomas humanos. O 

banco de dados Mitelman (http://cgap.nci.nih.gov/Chromosomes/Mitelman) traz 

uma relação das alterações recorrentes em diversos tipos de câncer, entre eles 

o melanoma humano (Tabela 5). 

 Ainda que nenhuma das técnicas utilizadas neste estudo nos informe a 

localização exata dos pontos de quebra e fusão, podemos sugerir que genes 

importantes no desenvolvimento do melanoma, localizados nos cromossomos 

envolvidos em rearranjos em nosso modelo, possam ter tido sua expressão 

comprometida (perdida ou expressa) pelas alterações estruturais existentes. 

Desta maneira, os estudos de ortologia entre humanos e camundongos podem 
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nos ajudar a relacionar as alterações encontradas no nosso modelo com 

aquelas descritas em melanomas humanos (Figura 16).  

 Sob este contexto podemos citar o oncogene BRAF, que age na via de 

sinalização das MAP quinases/ERKs, e afeta a divisão celular, diferenciação e 

secreção. A mutação deste gene é um dos eventos mais precoces e comuns 

descritos em melanoma humanos (Thomas, 2006). Em camundongos, BRAF 

está localizado no cromossomo 6 e, em nosso modelo, alterações estruturais 

envolvendo o cromossomo 6 também são eventos iniciais e parecem ser 

importantes na aquisição do fenótipo maligno, visto que tal rearranjo é mantido 

até que as células adquiram um fenótipo tumorigênico (Tabela 2).  Embora não 

possamos afirmar que Braf esteja ativado em nosso modelo, e muito menos 

que a fusão cromossômica seja a causa desta ativação, análises comparativas 

como esta podem apontar candidatos interessantes para estudos futuros. 

 Ainda sob o mesmo ponto de vista, nós analisamos alterações 

envolvendo o gene supressor tumoral TP53, localizado na região terminal do 

cromossomo 11 em camundongos. Em nosso modelo, deleções 

aparentemente terminais acontecem precocemente, e poderiam levar à perda 

deste importante supressor tumoral. No entanto, diferentemente de Braf, 

resultados prévios do laboratório mostram que todas as linhagens celulares 

estudadas com exceção das metastáticas apresentam expressão de Tp53. 

Com base nestes resultados, é plausível supor que a deleção parcial do 

cromossomo 11 não afeta o lócus onde está localizado o gene Tp53 nas 

linhagens não metastáticas, mas pode ser a causa da perda de expressão 

deste gene nas linhagens metastáticas. 

 Outro gene interessante localizado também nos cromossomos que 

sofrem alterações estruturais em nosso modelo é o gene c-Myc localizado no 

cromossomo 15 em camundongos. A expressão constitutiva de c-Myc pode 

ocorrer como resultado de translocações, mutações ou amplificações, e 

contribui para o desenvolvimento e progressão de muitos tipos de câncer 

(Potter & Marcu, 1997; Nesbit e col.,1999). Em humanos, mais de 70% de 

todos os tumores apresentam expressão alterada de MYC, fazendo deste gene 

um dos mais importantes proto-oncogenes (Kutler & Mai, 2006). Em nosso 

modelo, a expressão de c-Myc é desregulada em todas as linhagens celulares, 

incluindo a parental melan-a. Estudos recentes mostram que a super 
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expressão de MYC em lesões iniciais de melanoma pode ser associada à 

supressão da senescência induzida pela ativação de BRAF (Zhuang e col., 

2008), este mesmo mecanismo pode ter ocorrido nas células melan-a uma vez 

que estas células foram imortalizadas espontaneamente. Além disso, a 

translocação entre os cromossomos X e 15, encontrada a partir da linhagem 

2C, pode ter um papel na manutenção desta expressão ao longo do modelo. 

Estudos mais detalhados são necessários para avaliar o verdadeiro 

papel das alterações estruturais sobre a expressão gênica celular em nosso 

modelo. 
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Figura 16 – Mapa de ortologia do genoma: genoma humano sob o genoma de 

camundongo. Este mapa nos fornece um panorama das informações de ortologia gênica entre 

humanos e camundongos. Ao lado de cada cromossomo murino existe uma série de 

histogramas que correspondem a cromossomos humanos. O número de cada cromossomo é 

mostrado logo acima do histograma. Cada barra no histograma é posicionada na localização 

em que os ortólogos se localizam. O comprimento da barra indica o número de ortologias 

encontradas na região (extraído de Mouse Genome Database - 

http://www.informatics.jax.org/reports/homologymap/mouse_human.shtml). 
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Tabela 5 – Alterações estruturais freqüentes em melanomas humanos 

Translocações Balanceadas 

Banda Anormalidade 
1q11 t(1;6)(q11;q11)   
1q12 t(1;19)(q12;p13)   
1q21 t(1;14)(q21;q32)   
6q11 t(1;6)(q11;q11)   
14q32 t(1;14)(q21;q32)   
19p13 t(1;19)(q12;p13)   

Translocações Não-Balanceadas 

Banda Anormalidade 
1p11 del(1)(p11) 
1p13 del(1)(p13) 
1p22 del(1)(p22) 
1q10 i(1)(q10) 
1q11 del(1)(q11) 
1q32 del(1)(q32) 
1q42 del(1)(q42) 
2p11 del(2)(p11) 
2p21 del(2)(p21) 
2q11 del(2)(q11) 
3p14 del(3)(p14p22)  
3p22 del(3)(p14p22)  
3p25 add(3)(p25) 
4q21 del(4)(q21) 
6p10 i(6)(p10) 
6p21 del(6)(p21) 
6q13 del(6)(q13) 
6q14 del(6)(q14) 
6q15 del(6)(q15) 
6q21 del(6)(q21) 
6q23 add(6)(q23) 
7p11 der(7)t(7;9)(p11;q11) 
7q10 i(7)(q10) 
8p21 del(8)(p21) 
8q10 i(8)(q10) 
9p11 del(9)(p11) 
9p11 der(9)del(9)(p11)del(9)(q22) 
9p21 del(9)(p21) 
9p22 del(9)(p22) 
9q11 der(7)t(7;9)(p11;q11) 
9q22 der(9)del(9)(p11)del(9)(q22) 
11p15 add(11)(p15) 
11q23 del(11)(q23) 
12q21 add(12)(q21) 
16q24 del(16)(q24) 
17p13 del(17)(p13) 

 

Alterações estruturais recorrentes em melanomas humanos, segundo o Banco de Dados 

Mitelman 2009 (http://cgap.nci.nih.gov/Chromosomes/Mitelman). Del: deleção; Add: adição; 

der: derivativo, i: inserção, t: translocação. 
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Avaliação telomérica 

 

 O encurtamento telomérico e a ativação da telomerase são as 

aberrações mais prevalentes em lesões pré-cancerosas (Raynaud e col., 

2008). Anormalidades no comprimento telomérico foram descritas em lesões 

pré-invasivas da mama (Meeker & Argani, 2004), pâncreas (van Heek e col., 

2002), próstata (Joshua e col., 2008; Vukovic e col., 2007; Meeker e col., 

2002), e em lesões precursoras de tumores epiteliais humanos (Meeker e col., 

2004). Do mesmo modo, atividade de telomerase foi detectada no início de 

carcinogênese de diversos tecidos (Lantuejoul e col., 2005; Gulmann e col., 

2005; Lancelin e col., 2000).  

Para estudar o momento da ocorrência do encurtamento telomérico 

durante a transformação maligna de melanócitos, analisamos o perfil 

telomérico por Q-FISH e constatamos que, em comparação com a linhagem 

celular parental (melan-a), todas as demais linhagens apresentaram seus 

telômeros diminuídos (Figura 13A). Além disso, a variação entre o 

comprimento telomérico nas linhagens diminuiu significativamente à medida 

que novos ciclos de bloqueio de adesão eram realizados, direcionando o perfil 

telomérico destas células para uma distribuição característica de células 

tumorais (telômeros curtos e com pouca variação em tamanho). Estes achados 

estão em concordância com a idéia de que anormalidades no comprimento 

telomérico parecem ser uma das primeiras alterações genéticas adquiridas 

durante o processo de transformação maligna (Raynaud e col., 2008; Vukovic e 

col., 2007; Meeker & Argani, 2004).  

Observamos o encurtamento telomérico ocorrendo em paralelo com a 

instabilidade genômica, e na presença de atividade da telomerase (Figura 

13B). Essas observações são consistentes com o fato de que altas taxas de 

perda telomérica são freqüentemente observadas em tumores humanos e 

linhagens celulares tumorais que expressam telomerase, sugerindo que, 

mesmo quando as células tumorais mantêm ativamente seus telômeros, eles 

continuam a mostrar defeitos fundamentais que promovem perda de parte de 

suas seqüências (Chin e col., 2004; Lo e col., 2002; Fouladi e col., 2000) e que, 

embora a telomerase seja responsável pela adição de seqüências teloméricas 

nas pontas dos cromossomos a cada ciclo celular, uma infinidade de outras 
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proteínas também desempenha papéis importantes na regulação do 

comprimento telomérico, na sua manutenção e na formação de um complexo 

protetor que impede fusão cromossômica e erosão telomérica (de Lange, 2005; 

de Lange, 2002). Adicionalmente a isso, várias evidências sugerem também 

uma função protetora para telomerase, além do seu papel no elongamento 

telomérico (Kim e col., 2003; Zhu e col., 1999). Em recente trabalho, Xu e 

Blackburn (2007) descreveram uma classe distinta de telômeros extremamente 

curtos denominados t-stumps em células de câncer humano com telomerase 

ativa e ausência de expressão de alguns checkpoints do ciclo celular. Tais 

estruturas, além de serem toleradas por essas células, parecem também serem 

protegidas por pelo menos um componente da telomerase. 

 Muitos estudos em telômeros têm sido feitos em cromossomos 

metáfasicos, e o estudo dessas estruturas permitiu aos pesquisadores 

identificar alterações cromossômicas, como translocações não balanceadas, 

cromossomos dicêntricos e deleções terminais, associadas a telômeros 

disfuncionais (Artandi e col., 2000; Gisselsson e col., 2001; Lo e col., 2002; 

Deng e col., 2003; Murnane and Sabatier, 2004; Louis et al., 2005). 

 O estudo dos cromossomos em metáfase de algumas das linhagens 

mostra um aumento na freqüência de extremidades livres de sinais teloméricos 

(Figura 14) ao longo da progressão, juntamente com o aumento de alterações 

cromossômicas estruturais que, como discutido acima, já foram anteriormente 

associadas à disfunção telomérica. Além disso, o aumento gradual de 

alterações associadas aos telômeros vista parece concordar com a proposta 

feita por Tussel e colaboradores (2008) de que, nos estágios iniciais da 

progressão onde a disfunção telomérica é limitada, fusão intracromossômica 

seria o evento principal e causaria somente amplificações e deleções nos 

cariótipos das células filhas. Mais tarde, com o encurtamento progressivo dos 

telômeros a cada ciclo de replicação, a disfunção telomérica afetaria mais 

terminais cromossômicos, levando a fusões intercromossômicas que, por sua 

vez, produziriam rearranjos mais complexos. 

Tem sido proposto que em câncer rearranjos cromossômicos resultantes 

de perdas teloméricas resultariam primariamente da extensiva fusão 

cromossômica que ocorre quando os telômeros se tornam extremamente 
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curtos ou instáveis durante a crise. Estas fusões ocorreriam através de eventos 

denominados BFB (breakage/fusion/bridge) (de Lange, 2002).  

Ao que tudo indica somente uma célula que tenha deficiência dos 

checkpoints de ciclo celular ou apoptose escaparia da entrada na senescência 

e participaria de ciclos BFB. Em outras palavras, a ausência da expressão de 

genes checkpoints para ciclo celular e apoptose, como RB, TP53, TP21 e TP16 

por exemplo, precederia o processo de perda telomérica (De Pinho e col, 2001; 

Guney & Sedivy, 2006; Herbig & Sedivy, 2006; Bailey & Murnane, 2006). 

No nosso modelo, a linhagem 4C3+ parece ter alcançado o estágio de 

crise. Estas células são caracterizadas por um tamanho muito diminuído de 

telômero, uma pequena variabilidade intratelomérica e um cariótipo repleto de 

translocações não balanceadas e deleções terminais. Dados do laboratório 

mostram que o fenótipo telomérico de crise encontrado nestas células coincide 

com a perda de expressão de um dos mais importantes checkpoints celulares, 

o gene p53 (dados não mostrados). 

Contudo, o encurtamento telomérico ou uncapping e a ativação da 

telomerase parecem ter tanto um papel supressor tumoral como oncogênico: a 

instabilidade genômica gerada pelo encurtamento telomérico poderia gerar 

sinais pró-apoptóticos que levariam a célula em questão à morte, agindo assim 

como um mecanismo de supressão tumoral. Por sua vez, a ativação da 

telomerase poderia levar à manutenção da instabilidade genômica, pela 

estabilização dos telômeros extremamente curtos e diminuição da variação do 

comprimento, perpetuando cariótipos complexos (Hackett & Greider, 2002).  

 

Instabilidade centromérica 

 

Além de anomalias teloméricas, uma das mais notáveis características 

deste modelo é a instabilidade centromérica que se manifesta por fragmentos e 

fusões centroméricas (Figura 12 e Figura 14J). Esses fragmentos podem 

conter apenas heterocromatina e não serem capazes de produzir nenhuma 

anormalidade na célula, no entanto outros fragmentos podem transportar 

material eucromático, podendo causar instabilidade genética pela da expressão 

dos genes que poderiam estar neles presentes.  
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Esses fragmentos aumentam durante o modelo de melan-a até 4C3-, 

quase desaparecendo na linhagem de melanoma 4C3+, onde as fusões Rob 

estão presentes (Figura 11B). A perda desses fragmentos é possivelmente 

associada à alta taxa de proliferação destas células, visto que se tratam de 

estruturas muito pequenas, que poderiam ser facilmente perdidas durante a 

replicação de células que já não detém todos os checkpoints de ciclo celular. 

Sendo os telômeros são estruturas especializadas responsáveis pela 

integridade e estabilidade cromossômica, um pré-requisito para a formação de 

translocações robertsonianas poderia ser tanto a eliminação como a inativação 

telomérica. Existem na natureza camundongos de laboratório que possuem 

translocações Rob em seus cariótipos e, ainda, que a maioria dos fetos 

humanos naturalmente abortados apresenta esse mesmo tipo de rearranjo 

(Bidau e col., 2001; Dobrar-Muller e col., 2000). No entanto, tendo em vista que 

células germinativas apresentam atividade de telomerase, espera-se que o 

padrão telomérico nestas células seja mantido e não haja encurtamento dessas 

regiões. Sendo assim, deve haver outro mecanismo pelo qual as translocações 

Rob são formadas nestes casos. 

Sob este contexto Slijepcevic discute em uma revisão publicada em 

1998 que existem três mecanismos possíveis de formação de translocações 

Robertsonianas: encurtamento, eliminação e disfunção telomérica. 

Os cromossomos dos camundongos (com exceção do cromossomo Y) 

são classificados citogeneticamente como acrocêntricos. No entanto, até hoje 

nenhuma seqüência codificadora de DNA foi encontrada entre os centrômeros 

e os telômeros do braço curto destes cromossomos, o que os torna 

telocêntricos. Os telômeros dos braços curtos dos cromossomos de 

camundongos são menores do que os dos braços longos (Zijlmans e col., 

1997) e, já que se espera que a taxa de encurtamento telomérico seja a 

mesma para todos os terminais cromossomos (4.8Kb por geração), os braços 

curtos dos cromossomos são mais sensíveis à perda de seqüências 

teloméricas que os braços longos, levando a maiores taxas de translocações 

Rob do que fusões terminais envolvendo dois braços longos (revisto em 

Slijepcevic, 1998). Além disso, o encurtamento telomérico resultante da 

inativação da telomerase leva a um aumento na freqüência de fusões 

Robertsonianas em células de camundongos (Blasco e col., 1997). 
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A disfunção telomérica também parece ter um papel na formação das 

translocações Rob. Recentes trabalhos do nosso grupo demonstraram que a 

expressão constitutiva de c-Myc pode mediar a formação de fusões 

Robertsonianas pelo do remodelamento centromérico no núcleo interfásico e 

subseqüente promoção de fusões teloméricas em cromossomos de 

camundongos sem afetar o comprimento telomérico (Guffei e col., 2007).  

Em camundongos, a formação de translocações Rob pela eliminação 

completa dos telômeros dos braços curtos também já foi descrita. Neste caso, 

eventos de quebra nas seqüências minor centroméricas levariam à completa 

perda dos telômeros dos braços curtos, facilitando a formação de fusões 

centroméricas (Garagna e col., 1996; Nanda e col., 1995). 

As fusões Rob identificadas não apresentaram sinais teloméricos sob 

ponto de fusão centromérica (Figura 14K, L), e todos os fragmentos 

centroméricos encontrados apresentam sinais teloméricos associados, alguns 

deles aparecem como mini cromossomos contendo quatro sinais teloméricos 

nas suas extremidades e, provavelmente, foram produzidos pela fusão de dois 

fragmentos centroméricos individuais (Figura 14G, H, I).  

Tendo em vista o que foi discutido acima, um mecanismo similar ao 

descrito por Garagna e colaboradores (1996) e Nanda e colaboradores (1995) 

poderia estar acontecendo nas células do nosso modelo. As quebras nas 

regiões centroméricas poderiam explicar não só a formação das translocações 

Robertsonianas em nosso modelo, mas também o aumento no número de 

fragmentos centroméricos (Figura 12C) e o concomitante aumento na taxa de 

extremidades livres de seqüências teloméricas encontradas linhagem 4C3-. 

As translocações Robertsonianas em humanos constituem a mais 

comum das anomalias genéticas estruturais em fetos abortados e recém-

nascidos (Kim & Shaffer, 2002; Nielsen & Wohrlet, 1991; Jacobs, 1981). Além 

disso, estas estruturas foram encontradas em cânceres hematológicos 

(Welborn, 2004; Qian e col., 2002), em tumores sólidos (Bayani e col., 2003; 

Padilla-Nash e col., 2001), e em fases iniciais da leucemia mielóide aguda 

(Shimokawa e col., 2004). A presença de translocações Robertsonianas no 

nosso modelo correlaciona-se com o fenótipo metastático, visto que a única 

linhagem celular a apresentar tais estruturas é também a única linhagem 

analisada a apresentar tal característica.  
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 A instabilidade cromossômica demonstrada nas diferentes linhagens que 

compõem o nosso modelo de transformação maligna de melanócitos murinos 

sugere que a progressão das aberrações cromossômicas e a conseqüente 

evolução cariotípica é mediada por instabilidade centromérica e telomérica. 

Este fenótipo parece depender do processo de impedimento de adesão ao 

substrato e dos insultos genômicos e/ou epigenômicos submetidos à linhagem 

de melanócitos imortalizados, melan-a, e estes dois tipos de instabilidade 

parecem ser eventos precoces na progressão maligna de melanócitos murinos. 
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 No nosso modelo: 

 

• a diminuição do tamanho telomérico, assim como a modificação no 

padrão de distribuição dos mesmos corrobora os dados da literatura, 

onde células não neoplásicas apresentam telômeros grandes e com 

grande variação de tamanhos, enquanto as células tumorais apresentam 

telômeros menores e com uma variação pequena; 

 

• As aberrações cromossômicas estruturais precedem e coincidem com a 

carcinogênese; 

 

• Rearranjos específicos determinam fenótipos tumorais específicos; 

 

• Translocações Robertsonianas estão relacionadas diretamente a maior 

agressividade tumoral;  

 

• Instabilidade centromérica e telomérica parecem ser eventos precoces 

na progressão maligna de melanócitos; 

 

•  A instabilidade cromossômica é mediada por instabilidade telomérica e 

centromérica. Este fenótipo parece depender do processo de 

impedimento de adesão ao substrato e dos insultos genômicos e ou 

epigenômicos submetidos à linhagem melan-a. 
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Abstract 
                              
 



  

 Aneuploidy and chromosomal instability are hallmarks of most solid 

tumors. These alterations may result from inaccurate chromosomal segregation 

during mitosis, which can occur through several mechanisms including 

defective telomere metabolism, centrosome amplification, dysfunctional 

centromeres and/or defective spindle checkpoint control. In this work, we used 

an in vitro murine melanoma model that utilizes the cell adhesion blockade as a 

transforming factor to characterize telomeric and centromeric alterations that 

accompany melanocyte malignant transformation. To study the timing of the 

occurrence of telomere shortening during the transformation model, we 

analyzed the profile of telomere length by Q-FISH and found that telomere 

length significantly decreased as additional rounds of cell adhesion blockages 

were performed. Together with it, increase in telomere free ends and karyotype 

complexity were also found, which includes Robertsonian fusions in 100% of 

metaphases of the metastatic melanoma cells. These findings are in agreement 

with the idea that telomere length abnormalities appear to be one of the earliest 

genetic alterations acquired in the multistep process of malignant transformation 

and that telomere abnormalities result in telomere aggregation, breakage-

bridge-fusion cycles and chromosomal instability. Another remarkable feature of 

this model is the abundance of centromeric instability manifested as centromere 

fragments and centromeric fusions. Taken together, our results illustrate for this 

melanoma model chromosomal instability with a structural signature of 

centromere breakage and telomeric loss. 
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Abstract 

Aneuploidy and chromosomal instability are hallmarks of most solid tumors. 

These alterations may result from inaccurate chromosomal segregation during 

mitosis, which can occur through several mechanisms including defective 

telomere metabolism, centrosome amplification, dysfunctional centromeres 

and/or defective spindle checkpoint control. In this work, we used an in vitro 

murine melanoma model, that utilizes a cellular adhesion blockade as a 

transforming factor, to characterize telomeric and centromeric alterations that 

accompany melanocyte transformation. To study the timing of the occurrence of 

telomere shortening in this transformation model, we analyzed the profile of 

telomere length by quantitative fluorescent in situ hybridization (Q-FISH) and 

found that telomere length significantly decreased as additional rounds of cell 

adhesion blockages were performed. Together with it, an increase in telomere 

free ends and complex karyotypic abberations were also found, which include 

Robertsonian fusions in 100% of metaphases of the metastatic melanoma cells. 

These findings are in agreement with the idea that telomere length abnormalities 

appear to be one of the earliest genetic alterations acquired in the multistep 

process of malignant transformation and that telomere abnormalities result in 

telomere aggregation, breakage-bridge-fusion cycles and chromosomal 

instability. Another remarkable feature of this model is the abundance of 

centromeric instability manifested as centromere fragments and centromeric 

fusions. Taken together, our results illustrate for this melanoma model 

chromosomal instability with a structural signature of centromere breakage and 

telomeric loss. 

 

Abbreviations: CIN, chromosomal instability; BBF, breakage – bridge – fusion; 
FISH, fluorescence in situ hybridization; MIN, microsatellite instability; Rb, 
Robertsonian; SKY, spectral karyotyping. 
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Introduction  

The progression of a melanocyte to malignant melanoma is a multistep 

process requiring the gradual acquisition of genetic and epigenetic alterations.  

This transformation process is characterized by the loss of tumor suppressor 

genes, epigenetic changes, alterations of the mismatch repair pathway and the 

generation of genomic instability [1].  Malignant melanomas commonly display 

two types of genomic instability found in cancer, microsatellite instability (MIN) 

and chromosomal instability (CIN). MIN is found in approximately 30% of cases, 

while CIN is associated with the majority of cases of analyzed [1-3].    

 CIN is a hallmark of most classes of solid tumors [2-6].  Its initiation may 

be the result of inaccurate chromosomal segregation during mitosis caused in 

part by defective telomere metabolism, centromere amplifications, dysfunctional 

centromeres or defective spindle checkpoint controls [7, 8].  Centromere-driven 

CIN is resultant from a variety of insults to the centromere that impact in part or 

cumulatively on the assembly of the kinetochore, segregation of the sister-

chromatids, nuclear localization of centromeres, and recombination events at 

pericentromeric regions [9-11]. Pericentromeric regions are often hotspots for 

both recombination events during evolution [12] and in cancer [13, 14].  

Centromere integrity is therefore essential for genomic stability and there are 

several examples where defects in centromere function are associated with birth 

defects, spontaneously aborted fetuses, Robertsonian translocations and 

cancers (for review see Goncalves dos Santos Silva et al [11]). Additionally, 

pericentric inversions in humans are often associated with decreased male 
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fertility [15-17], cancer [18-20], and mental retardation [21, 22]. The centromeres 

are also substrates for rearrangements that are associated with structural genetic 

abnormalities in cancer where, in the same fashion as evolution, selection occurs 

at the cellular level in an accelerated manner (for review see Goncalves dos 

Santos Silva et al [11]). 

 Telomere dysfunction resulting from eroded or unprotected telomere 

structures has been shown to induce CIN [23, 24].   Unprotected telomeres 

whether through erosion by progressive cell division or telomere capping 

malfunction have been shown to recombine and illegitimately repair through the 

non-homologous end joining (NHEJ) double-strand-break (DSB) repair pathway 

[25].  Such illegitimate telomeric repair is known to generate telomere fusions 

and aggregates which form chromosomal bridges leading to continued rounds of 

DSB creation and mutational repair [26-29].   

 In melanoma, the possibility of correlating a specific pathological stage 

with corresponding genetic alterations has allowed the experimental study of 

different stages of tumor progression, but until now the majority of 

experimental models of tumorigenesis utilize chemical or environmental 

carcinogens and genetic manipulations to study the progression of this 

disease (for reviews see Foijer [30] and Wu [31]). Here, we used an 

experimental model of melanocyte malignant transformation that utilizes 

forced sequential cycles of adhesion blockage as a transforming factor in 

which the non-tumorigenic melanocyte lineage melan-a was cultured in 

suspension for 96h [32]. Progressive morphologic alterations were observed 
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along each cycle of anchorage blockage culminating in the establishment of 

non-tumorigenic melan-a sublines corresponding to intermediate phases of 

malignant transformation found after 2 and 4 cycles of anchorage blockade 

(2C and 4C lineages, respectively). In addition, distinct tumorigenic lineages, 

both slow-growing (4C3-) and fast-growing melanoma lineages (4C3+) were 

established from spheroids formed after a new anchorage blockade cycle of 

4C cells. Oncogenic cell signaling pathways generated through sequential 

anchorage blockage cycles offer a novel opportunity to study the 

mechanisms for the decline of genomic integrity specifically in melanoma. 

Our study suggests that this transformation is driven by changes in telomere 

length and stability, centromere stability and overall karyotype evolution.   

 

Materials and Methods 

 

Cells and Cell Culture Conditions 

The nontumorigenic murine melanocyte lineage, melan-a was grown in RPMI 

(pH6.9; Gibco, Carlsbad, CA, USA), supplemented with 5% fetal bovine serum 

(Gibco, Carlsbad, CA, USA) and 200 nM 12-o-tetradecanoyl phorbol-13-acetate 

(PMA; Tocris, Ellisville, MO) at 37ºC in a humidified atmosphere and 5% CO2. 

Melan-a cell sublines 2C, 4C, 4C3-, 4C3+, established after submitting melan-a 

cells to sequential substrate adhesion impediment cycles were cultured using the 

same conditions as the parental cell line but without the addition of PMA. The 
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Melan-a cell line appears in this work as a near triploid cell with a median of 54 

chromosomes, which is probably a result of the time in culture, since this cell line 

has first been described as having a normal diploid karyotype [33]. Cells were 

maintained at a density of around 105 to 106 cells/ml.  

 

Cell Fixation and Chromosome Preparations 

Cells were harvested and spun down at 800 rpm for 10 minutes and, for 

chromosome preparation, they were resuspended in 5 ml of 0.075 M KCl for 30 

minutes at room temperature. For chromosome fixation, the drop fixation method 

[34] was used. For the fixation of 3D interphase nuclei, all cells were cultured on 

glass slides until subconfluence and 3D fixed using 3.7% 

formaldehyde/phosphate-buffered saline for 15 minutes at room temperature.  

 

Immunofluorescence (IF) 

Different cell lines were cultured on glass coverslips (Glasstécnica, Sao Paulo, 

Brazil) until subconfluence and fixed in 1% paraformaldehyde in PBS. 

Fluorescent detection of c-Myc protein was performed as described in Garagna 

et al [35] by using a polyclonal anti-c-Myc antibody (N262; Santa Cruz 

Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) and a goat anti-rabbit IgG FITC antibody, 

at 1:100 and 1:1000 dilutions respectively. Analysis was performed by using a 

Bio-Rad 1024 UV confocal system attached to a Zeiss Axiovert 100 microscope 

(Carl Zeiss, Inc. Canada), with a 63x/1.4 oil objective lens. 
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Quantitative Fluorescence in Situ Hybridization (Q-FISH) 

On slides with 3D interphase nuclei fixed, telomere FISH protocol was performed 

as described above by using Cy3-labeled peptide nucleic acid (PNA) probes 

(DAKO, Glostrup, Denmark).  At least 30 nuclei were analyzed for each cell line.  

AXIOVISION 4.6 (Carl Zeiss, Inc. Canada) with deconvolution module was used.  

For every fluorochrome, the final 3D images consist of a stack of 50 individual 

images with a sampling distance of 200 nm along the z and 107 nm in the xy 

direction. 3D Image acquisition was performed on at least 30 nuclei per cell line 

using an AxioImager Z1 microscope (Carl Zeiss, Inc. Canada) and an AxioCam 

HR charge-coupled device (Carl Zeiss, Inc. Canada) with a 63x/1.4 oil objective 

lens (Carl Zeiss, Inc. Canada). The constrained iterative algorithm was used for 

deconvolution [36]. Note that telomeric signals at a distance of <200 nm will be 

detected as one signal [37]. Telomere measurements were done with 

TELOVIEWTM version 2.3 [38]. 

 

Fluorescent in situ hybridization (FISH) 

PNA-FISH was performed on two-dimensional (2D) metaphase samples derived 

from T38Ha primary mouse fibroblasts, melan-a, 4C3- and 4C3+.  A Cy3-labelled 

PNA telomeric probe was purchased from DAKO (Glostrup, Denmark) and a 

PNA human centromeric probe (Applied Biosystems, Foster City, CA) was 

custom-made. The sequences and the method description were described 
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elsewhere [39]. Additional FISH experiments were performed using metaphase 

chromosomes of the 4C3- cell line and a mouse pan-centromeric probe 

conjugated with FITC from Cambio (Dry Drayton,Cambridge, UK). The 

experiment was carried out as described by Mai & Wiener [40].  All slides were 

imaged the following morning to avoid changes in imaging conditions. 3D image 

acquisition was performed on 20 metaphases per sample using an Axioplan 2 

microscope (Carl Zeiss, Inc. Canada) and an AxioCam HR charge-coupled 

device (Carl Zeiss, Inc. Canada) with a 63z/1.4 oil objective lens (Carl Zeiss, Inc. 

Canada). 

 

Spectral Karyotyping (SKY) Analysis 

SKY was performed using the ASI (Applied Spectral Imaging,Vista, CA, USA) kit 

for mice in accordance with the supplier’s hybridization protocols. We used the 

Spectra Cube (ASI) on an Axioplan 2 microscope (Carl Zeiss, Inc. Canada) with 

a 63x/1.4 oil objective and the Case Data Manager 4.0 software (ASI) for PC to 

perform analyses. A minimum of 20 metaphases was examined for each cell line. 

 

Proliferation Rates Index - 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay 

For measurements of cell viability, 2,5 × 103 cells/100 µl medium were plated into 

each well of 96-well plates. After 24, 48, 72 or 96 h incubation, 10 µl MTT solution 
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(Calbiochem, Darmstadt, Germany) was added into each well, and plates were incubated 

for 4 h at 37°C, and 450 nm UV absorbance of each sample was measured in a 

microplate reader. The assay was done in triplicate wells and p values of <0.05 

were considered significant. 

 

Tumorigenicity Assay 

Cells were harvested after trypsin treatment of subconfluent monolayers, 

counted, and then suspended in 1x PBS.  Melan-a cells and their derived clones 

(1 x106 cells) were injected subcutaneously in the flank of syngeneic 6- to 8-

week-old C57Bl/6 female mice and determined as follows: [maximum 

diameter х (minimum diameter)2]/2.  Animals were kept under 12-hour daylight 

cycles, without food or water restriction, and checked daily for tumor 

development.  Each experimental group consisted of at least five animals (CEP 

0738.07).  The p value for the overall study was <0.001. 

 

Experimental Metastasis Assay 

Cells of subconfluent cultures were trypsinized, suspended in RPMI with 10% 

fetal calf serum, spin down, suspended in PBS, counted, and adjusted to the 

necessary concentration. Cells (2 × 105) in 0.1 ml of PBS were injected into the 

lateral tail vein of syngeneic C57BL/6 female mice with a 27-gauge needle. 

Lungs were harvested 20, 40, 60 and 80 days later and metastatic foci in the 
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lungs identified. The experimental groups consisted of fifteen animals for the 

4C3- cell line and seven for the 4C3+ cell line. 

 

Telomeric Repeat Amplification Protocol (TRAP) 

Telomerase activity of cell lysates was analyzed by the telomeric repeat 

amplification protocol (TRAP) assay with a TRAPeze® Telomerase Detection Kit 

–S7700 – Chemicon (Millipore, Billerica, MA, USA) according to the 

manufacturer's instructions. Each reaction was carried out by using 0.05 µg of 

extract.  PCR products were electrophoresed in a 12,5% acrylamide gel 

(0.5×TBE (Tris/Borate/EDTA) buffer using the protean II xi gel system (Biorad, 

Hercules, CA, USA).  Gels were silver stained according to the protocol 

described elsewhere [41].  Images were captured by using FinePix S9000 digital 

camera (Fujifilm, Minato, Tokio, Japan). 

 

Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) 

Total RNA was isolated from cells with TRizol® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). 

One microgram of RNA was reverse-transcribed to cDNA with Superscript III 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). The resulting single-strand cDNAs were 

amplified by PCR in a reaction mixture containing 75 mM Tris-HCl pH9.0, 2 mM 

MgCl2, 50 mM KCl, 20 mM (NH4)2SO4, 0.4 mM of each deoxynucleotide 

triphosphate (dNTP), 0.4 µM of each primer, 1 unit of BioTools DNA Polymerase 
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- Recombinant from Thermus thermophilus (BioTools, Madrid, Spain). The 

thermal cycling conditions were as follows: initial 5 minutes at 94°C, followed by 

cycles (30 for Tert and 20 for beta-actin amplifications) of 94°C for 45 seconds, 

65°C for 45 seconds and 72°C for 60 seconds. The beta-actin mRNA was used 

as control. PCR fragment amplification was confirmed by 1% agarose gel. The 

PCR primers were as follow: Tert Forward 5’CATGGGTGCCAAGTCCTGCTC3’; 

Tert Reverse 5’CTGTGCAGGCGGAGCAAATCC3’; Actin Forward  

5’CGAGGCCCAGAGCAAGAGAG3’; Actin Reverse 

5’AGGAAGAGGATGCGGCAGTGG 3’. 

 

Statistical Analysis  

A Student´s test with two tails was used to calculate the statistical significance of 

the observed differences in telomere length. To calculate the differences in c-

Myc and Tert expression the bands intensity were quantified using ImageJ 1.38 

software (Image Processing and Analysis in JAVA, Wayne Rasband, National 

Institute of Health, USA, http://rsb.info.nih.gov/ij/) and p values were determined 

by One-way analysis of variance (ANOVA). To calculate the statistical 

significance of the proliferation index and tumorigenesis assay, one-way ANOVA 

was used with Tukey’s post test. For the comparison of survival curves, Logrank 

test was performed. For chromosome rearrangements and changes in ploidy we 

used nonparametric Kruskall-Wallis with Dunn´s post test. GraphPad Prism 
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version 4.00 for Windows, GraphPad Software, San Diego California USA, 

www.graphpad.com, was used for the all calculations. 
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Results 

 

Characterization of our mouse melanoma model 

Cell viability and proliferation rates were characterized using the colorimetric 

MTT assay. The non tumorigenic cells (melan-a, 2C and 4C) showed a similar in 

vitro proliferation rate.  The tumorigenic cell lines 4C3- and 4C3+ showed a 

higher proliferative ability than melan-a, 2C and 4C (p < 0.0001) (Figure 1A). All 

cell lines constitutively expressed c-Myc protein (Figure 2 Supplement). Due to 

these significant differences in the cell proliferation in vitro, we examined the 

consequences of their different proliferation rates in vivo. As predicted and 

previously described, melan-a, 2C and 4C did not cause tumor formation [42,43] 

whereas the injection of 4C3- cells led to tumor formation with a growth rate 

roughly less than half of tumors produced by the inoculation of 4C3+ cells (Figure 

1B). Additionally, the latency time for tumor development after inoculation of the 

4C3- cell line was almost twice the time of 4C3+ being 25 and 14 days 

respectively (Figure 1C)  

 Next we determined the metastatic capacity of 4C3- and 4C3+ cell lines. 

2×105 cells were inoculated intravenously and lungs were harvested 20, 40, 60 

and 80 days later to check for metastatic foci.  After just 20 days every animal 

that was inoculated with 4C3+ cell lines had several metastatic foci in their lungs 

(Figure 1D, white arrow). Conversely, metastatic foci were not found in the lungs 
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of animals that were inoculated with 4C3- cell line even after 80 days after 

injection (Figure 1E, F and G).  

 

Telomere shortening in the presence of TERT expression and telomerase 

activity. 

 To analyze the telomere length on our model we performed quantitative 

fluorescence in situ hybridization (Q-FISH) on 3D fixed interphase nuclei with a 

Cy3 telomeric PNA probe. To this end thirty nuclei were analyzed per cell line.   

Telomere length progressively decreased through the melanoma genesis model 

as illustrated by the column scatter graph in Figure 2A. The immortalized cell 

line, melan-a, and the non-tumorigenic cell line (2C, 4C) showed highly 

heterogeneous telomeres sizes, while we noted a smaller difference in size 

distribution in the tumorigenic ones (4C3- and 4C3).  In comparison to the 

parental cell (melan-a), the variation in telomere length was very significant for 

2C (p <0.0005), significant for 4C (p <0.009) and highly significant for 4C3- and 

4C3+ (p <0.0001). In all cases the differences in telomere length with respect to 

the metastatic melanoma cell line (4C3+) were highly significant (p <0.0001). 

 The differences found in telomere length prompted us to analyze the 

telomerase activity in the model (Figure 2B).  Since the Tert subunit seems to be 

the main rate-limiting determinant of telomerase and it has been suggested to be 

an indicator of its activity [44, 45], we opted to analyze the expression of this 
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gene by RT-PCR. Tert was then quantified for all cell lines involved in this study, 

and no statistical differences among the cells were found (Figure 2C). 

 The loss of telomere-specific fluorescence in situ hybridization (FISH) 

signals was examined using the telomere probe in metaphase spreads of primary 

cultures of mouse T38Ha primary fibroblasts (used as a normal control – data not 

shown), melan-a (data not shown) and on the non-metastatic and metastatic 

melanoma cell lines (4C3- and 4C3+ respectively) (Figure 3). 

 All cell lines but the normal control displayed marked loss of telomere-

specific signals, when compared to the control (p<0.0001). The highest number 

of signal free ends was observed in 4C3+ where more than 30% of the ends had 

no distinguishable telomere signal (p<0.001). While melan-a showed telomere 

free ends on 9% of potential telomere signals (p<0.05), the non-metastatic cell 

line 4C3-, showed telomere free ends on 15% (p<0.001). All together, these 

results indicate ongoing telomeric instability in this model. 

 

Centromere instability and fragmentation 

 In our work centromeric fragments were first observed by dual-color FISH 

(Figure 3A) and by inverted DAPI during the SKY analysis (Figure 1 

supplemental). In order to confirm these observations, a mouse centromeric 

probe was then hybridized against the same slides used for SKY. The 

centromere hybridization matched the structures previously identified by inverted 
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DAPI (Figure 4A and B). The number of centromere fragments increased from 

melan-a to 4C3-, becoming negligible in 4C3+ (p< 0.0001) (Figure 4C). 

 Some of the centromere fragments showed features of mini chromosomes 

or double minutes containing four telomeric signals (Figure 3B). In addition, a 

non-random Robertsonian (Rb) translocation was noted in 4C3+ cells involving 

only chromosomes 8 and 12 (Supplemental Table 1) suggesting either non-

random centromere instability or a selective proliferation advantage of cells 

carrying this Rb chromosome combination during the acquisition of metastatic 

potential.  

 

Karyotype evolution 

 While the melan-a cell line displayed no structural aberrations based on 

SKY analysis, the 2C, 4C and 4C3- cell lines displayed common structural 

aberrations of T(8;14), T(14;8) and Fus(8.6).  The metastatic melanoma cell line 

(4C3+) had a more heterogeneous karyotype, indicative of higher instability in the 

latter cells. Supporting the case for increased genomic instability in the 43C+ cell 

line, Robertsonian fusions were found in 100% of metaphases analyzed from 

4C3+ cells (Figure 5B and Table 1, Supplemental Figure 1).  Deletions of 

chromosome 11 were the only shared chromosomal abnormalities between 2C, 

4C, 4C3- and 4C3+ cell lines (Table 1). Whereas the total number of 

chromosomes increased in the 4C3+ cell line to 72, the number of centromere 

fragments decreased compared to all other cell lines.  In contrast to 4C3+, the 
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4C3- cell line showed on average fewer chromosomes, 53 per cell, with an 

increased number of centromere fragments (p< 0.0001) (Table 1 and Figure 4C). 

 

Discussion 

Our group has recently established a melanocyte malignant 

transformation model where a murine-non-tumorigenic melanocyte cell line 

(melan-a) was submitted to sequential cycles of cell anchorage blockade 

resulting in the establishment of non-tumorigenic melan-a sublines and several 

melanoma cell lines [46,47]. In melanoma the possibility of correlating a specific 

pathological state with several corresponding genetic alterations has allowed the 

experimental study of different stages of oncogenesis.  Our cell adhesion 

blockage model allows for investigating early stage tumor progression unlike 

other chemical transformation models or melanoma tissue samples. 

Our results suggest that adhesion blockage cycles initiate telomere and 

centromere driven CIN that becomes the causative factors in genomic instability 

and early tumor development.  It is widely supported that telomere dysfunction 

could play a causal role in early carcinogenesis by instigating bridge-breakage-

fusion type chromosomal instabilities, thus promoting neoplastic transformation 

[48,49]. 

To study the timing of the occurrence of telomere shortening during 

melanocyte transformation, we analyzed in our model the profile of telomere 

length by Q-FISH.  We found that telomere length significantly decreased as 
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additional rounds of cell anchorage blockages were performed. Additionally, 

variation among telomere length for individual cell lines significantly decreased in 

parallel with telomere length as subsequent cell anchorage blockages were 

performed. The development of smaller and less variable sized telomeres is 

described in a multitude of cancers [50].   These findings are in agreement with 

the idea that telomere length abnormalities appear to be one of the earliest 

genetic alterations acquired in the multistep process of malignant transformation. 

Indeed, telomere shortening and telomerase activation are the most 

prevalent aberrations in pre-cancerous lesions [51]. Telomere length 

abnormalities have been described in pre-invasive breast lesions [52], pancreas 

[53], prostate [54-56], and many different types of human epithelial cancer 

precursor stages [57]. Likewise, telomerase activity has been detected early in 

carcinogenesis [58-60]. 

 In addition, an in vivo study in human breast cancer found that cancer 

cells continue to experience telomere loss and anaphase bridges even after 

expression of telomerase. These data suggest that telomerase expression alone 

is not sufficient to maintain telomeres at non-critical length. Similarly, in our 

mouse melanoma model, we observed telomere shortening in parallel to 

genomic instability in the context of telomerase positive cell lines. Additionally, 

several lines of evidence suggest a protective function for telomerase apart from 

its role in telomere elongation [61,62]. In recent work Xu and Blackburn (2007) 

[63] described a distinct class of extremely short telomeres (t-stumps) in human 

cancer cells with active telomerase.  
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Apart from telomere abnormalities, our melanoma displays an abundance 

of centromeric instability manifested as centromere fragments and centromeric 

fusions. Those centromere fragments increase from melan-a to 4C3- almost 

disappearing in 4C3+ where the Rb fusions are present.  Many centromeric 

fragments contained four telomere signals, and could be described as a mini 

chromosomes or double minutes.  These structures were likely produced by the 

fusion of two individual centromere fragments where the shortening of telomeres 

would lead to a telocentric fusion creating two chromosomes with terminal 

deletions and one centromere fragment with four telomeric signals.  This 

mechanism is supported by the fact that the rate of telomere free ends increases 

as additional rounds of cell adhesion blockages are performed. 

 Rb translocations in humans constitute the most common structural 

genetic abnormalities in aborted fetuses and newborns [64-66]. Moreover, 

human Rb translocation chromosomes have been found as acquired or 

constitutional genetic lesions in hematological cancers [67,68] in solid tumors 

[69,70] and at the onset of acute myelogenous leukemia [71]. The presence of 

Rb fusions in our model correlates with oncogenesis as the metastatic cell line is 

the only cell line with the Rb structure.  

Our results describe a melanoma model whereby repetitive cycles of cell 

anchorage blockage generate chromosomal instability with a cytological 

signature of centromere breakage and telomeric loss.  This phenotype in 

immortalized melanocyte melan-a cells that seem to have initial genomic or 
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epigenomic insults.  This unique model allows for molecular investigations into 

the early stages of development for melanoma.   
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Figure and Tables legends. 

 

Table 1. Summary of the rearrangements found throughout melanocyte 
malignant transformation. The data given are derived from the analysis of 20 
metaphases. The braces indicate how often each rearrangement was seen in 20 
metaphases. Only rearrangements that were present in more than 2 metaphases 
are presented here. * Median of chromosome number from 20 metaphases. ** 
Absence or presence of centromere fragments in the metaphases, braces 
represent the median of fragments found in the cell lines studied.  

 

Figure 1 – Characteristics of the model – A: Cell viability was determined by the 
MTT assay in triplicate. B: Tumorigenicity assay in vivo. Mice were 
subcutaneously injected with 2×105 cells. Bars: SD of the mean of 5 animals per 
group. ***p<0.0001.  C: Survival curves (100% х number of mice alive after each 
day/total number of mice at day 0) for mice inoculated with 4C3- and 4C3+. 
Experimental metastasis assay, 2×105 4C3+ cells (D) and 4C3- (E, F, and G) 
were injected via the caudal vein. Mice were sacrificed 20 D and E), 40 (F) and 
80 (G) days later, their lungs were removed and metastatic foci in the lungs were 
identified and some are indicated in the panel D by the white arrows. ma: melan-
a cells; 2C and 4C: melan-a cells submitted to 2 and 4 substrate adhesion 
blockade cycles, respectively; 4C3-: slow-growing melanoma cell line; 4C3+: 
fast-growing melanoma cell line. 

 

Figure 2 – Shortening of telomeres in the presence of telomerase activity – A: 
Telomere length distribution in the model as determined by PNA telomere Q-
FISH. The vertical lines and the arrows highlight the decreased heterogeneity of 
telomere lengths through the melanoma genesis model. B: Tert expression 
analyzed in melan-a cells and melan-a-derived cell lines by RT-PCR, ß-actin 
expression was used as a normalization control. No significant difference was 
observed between the samples. ma: melan-a cells; 2C and 4C: melan-a cells 
submitted to 2 and 4 substrate adhesion blockade cycles, respectively; 4C3-: 
slow-growing melanoma cell line; 4C3+: fast-growing melanoma cell line. 

 

Figure 3 – Robertsonian Fusions and other Centromere Abnormalities - 
Representative FISH images of 4C3- and 4C3+ metaphases hybridized with 
probes against centromere and telomere. 4C3- cell line is shown in panels A, B 
and C. Note the centromere fragment in the magnification box, it shows under 
the centromere staining (A) four telomeric signals (B). In panels D, E and F, the 
representative metaphase of 4C3+ cell line. Rb fusion is shown on the 
magnification boxes. Attention to the fact that under the centromeric fusion point 
(D) there is no telomeric signals (E). A and D: centromeric signals only; B and E: 
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telomeric signals only. Note that in both cell lines chromosomes with missing 
signals are present, but 4C3+ had the highest percentage of telomere free ends 
(see text). 4C3-: slow-growing melanoma cell line; 4C3+: fast-growing melanoma 
cell line. 

 

Figure 4 – Centromere fragments - Multicentric chromosomes and centromere 
fragments are visible by FISH. Metaphases of 4C3- cell line were hybridized 
using a mouse pan-centromeric probe conjugated to FITC (green) (Cambio, UK). 
A: inverted DAPI image; B: pan-centromeric probe. White squares highlight the 
centromere fragments and they are shown on the magnification boxes in both 
panels. C: the number of centromere fragments in all the cell lines. Note that the 
number increase from melan-a to 4C3-, almost disappearing on 4C3+. 4C3-: 
slow-growing melanoma cell line; 4C3+: fast-growing melanoma cell line. 

 

Figure 5 – Chromosome rearrangements. A total of 20 metaphases were 
examined for each cell line. A: Number of rearrangements found in each cell line 
per metaphase; B: Number of Rb chromosome found per metaphase in the 
melanoma model. 
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Supplemental material 

 

Supplemental Figure 1 – Karyotype evolution - SKY of metaphases derived from 
cell lines corresponding to phases of melanocyte malignant transformation. 
Representative images from SKY are shown: Panel (A) melan-a; Panel (B) 2C; 
Panel (C) 4C; Panel (D) 4C3- and Panel (E) 4C3+. White arrows point to Rb 
fusion chromosomes. Note the increase of abnormalities through the model and 
the increase of chromosome number in the 4C3+ cell line. Each panel shows a 
representative image for each cell type; however, layout is the same for all. Left 
panel: the raw image of a metaphase; central panel: the classified image of the 
metaphase; right panel: the inverted DAPI-banded image of the metaphase; and 
larger panel: the karyotype table of the metaphase. ma: melan-a cells; 2C and 
4C: melan-a cells submitted to 2 and 4 substrate adhesion blockade cycles, 
respectively; 4C3-: slow-growing melanoma cell line; 4C3+: fast-growing 
melanoma cell line. 

 

Supplemental Figure 2 - Indirect Immunofluorescence using a c-Myc-specific 
antibody. c-Myc staining in the melanoma model. Each panel shows a 
representative image for each cell type; however, the layout is kept constant. 
Left column: c-Myc staining (Alexa 488, Molecular Probes), central column: 
nuclear staining (DAPI), right column: merge images. ma: melan-a cells; 2C and 
4C: melan-a cells submitted to 2 and 4 substrate adhesion blockade cycles, 
respectively; 4C3-: slow-growing melanoma cell line; 4C3+: fast-growing 
melanoma cell line. Bars: 20µm. 

 

Supplemental Table 1. Summary of chromosomes involved in the formation of 
Rb chromosomes in 4C3+ cells in a non-random manner. The numbers given are 
derived from the analysis of 20 metaphases. All metaphases carried at least one 
Rb chromosome, fifteen of these 20 metaphases carried two or more Rb fusions. 
The involvement of each chromosome in the formation of Rb chromosomes is 
given, and the respective significance is indicated. Fifteen of twenty metaphases 
(75%) carried one Robertsonian fusion involving chromosomes 8 and 12, while 
100% of the metaphases analyzed carried at least one Rb(12.12). For further 
details, see text and Material and Methods section. 
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Table 1.  

Cell line 
Number of 

Chromosomes* 

Centromere 

fragments** 
Aberration chart (structural aberrations) 

melan-a 54 yes {1} none 

2C 51 yes {1} T(8;14){13} / T(14;8){20} / F(8;6){19} / 

Del(11){18} 

4C 51 yes {1} T(8;14){19} / T(14;8){21} / T(15;X){18} / 

F(8;6){4} / Del(11){18} 

4C3- 53 yes {2} T(8;14){18} / T(14;8){21} / T(5;18){9} / 

T(15;X){18} / F(8;6){15} / Del(11){17} 

4C3+ 72 yes {0} T(1;16){18} / T(8;1){17} / T(1;12){15} / 

T(3;13){20} / T(13;3){20} / T(X;15){19} / 

T(10;16){16} / Rb(8.12){15} / Rb(12.12){26} / 

Del(1){18} / Del(6){12} / Del(11){20} 
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Table 1 supplemental 

Chromosome Number Times Involved in Rb Fusions P 

8 15 <0.01 

12 67 <0.001 
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Resumo 
 

  

 Aneuploidia e instabilidade cromossômica são características da maioria 

dos tumores sólidos. Estas alterações podem resultar da segregação 

inapropriada dos cromossomos durante a divisão celular, que pode ocorrer 

através de diversos mecanismos incluindo defeitos teloméricos, amplificação 

centrossômica, centrômeros não funcionais e/ou defeitos no controle dos 

checkpoints do processo de divisão. Neste trabalho, nós utilizamos um modelo 

in vitro de melanoma murino, cujo fator transformante foi o bloqueio seqüencial 

da adesão celular ao substrato, para caracterizar alterações teloméricas e 

centroméricas que acompanham a transformação maligna dos melanócitos. 

Para estudar o tempo de ocorrência do encurtamento telomérico durante a 

transformação maligna, nós analisamos o perfil do comprimento telomérico por 

Q-FISH e observamos que o tamanho dos telômeros diminui gradativamente 

ao longo da transformação maligna. Paralelamente, um aumento no número de 

cromossomos sem telômeros e na complexidade do cariótipo foi também 

encontrado, o que inclui o aparecimento de fusões Robertsonianas em 100% 

das metáfases analisadas nas linhagens metastáticas. Estes achados estão em 

concordância com a idéia que anormalidades no comprimento dos telômeros 

parecem ser uma das alterações genéticas mais precocemente adquiridas no 

processo de transformação maligna e que anormalidades teloméricas resultam 

em agregação telomérica, ciclos de quebra, ponte e fusão e instabilidade 

cromossômica. Outra característica importante do modelo é a grande 

instabilidade centromérica manifestada pela presença abundante de 

fragmentos centroméricos e fusões de centrômeros. Juntos, nossos resultados 

ilustram, para este modelo de melanoma, instabilidade cromossômica com uma 

assinatura estrutural de quebras centroméricas e perda telomérica. 
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1. Melanoma 

Em 2005, o câncer foi responsável por 13% das mortes ocorridas no mundo, 

sendo que mais de 70% destas ocorreram em países de média ou baixa renda (WHO, 

2006). No ano passado, foram estimados 59.940 novos casos de melanoma nos 

Estados Unidos, com uma expectativa de 8.110 mortes (American Cancer Society, 

2007). Estima-se que em 2008 dentre todos os tipos de câncer o de pele será o mais 

incidente na população brasileira com 120.930 casos novos, dos quais 4,9% serão de 

melanoma (INCA, 2007). Mesmo sendo o tipo de câncer de pele mais raro, o 

melanoma é responsável pela maioria das mortes (aproximadamente 80%) 

relacionadas ao câncer de pele (Lewis e col., 2005; Medic e col., 2007), visto que 

apenas 14% dos pacientes com melanoma metastático apresentam sobrevida livre de 

doença por cinco anos (American Cancer Society, 2007). 

 Apesar da maioria dos melanomas diagnosticados em estágios precoces serem 

curáveis cirurgicamente, um número pequeno de pacientes diagnosticados em estágios 

avançados sobrevive, mesmo após intervenções terapêuticas agressivas (Wascher e 

col., 2003; Miller & Mihm, 2006). No entanto nos últimos anos, houve uma grande 

melhora na sobrevida dos pacientes com melanoma, principalmente devido à detecção 

precoce do mesmo. Nos países desenvolvidos, a sobrevida média estimada em cinco 

anos é de 73%, enquanto que para os países em desenvolvimento, a sobrevida média 

é de 56% (www.inca.gov.br). 

Os principais fatores de risco para o desenvolvimento do melanoma são histórico 

familiar, múltiplos nevos (benignos ou atípicos) e ocorrência prévia de melanoma. 

Fatores de risco adicionais incluem sensibilidade ao sol, exposição solar excessiva e 

doenças imunossupressoras (Miller & Mihm, 2006). Além disso, o melanoma é 

predominantemente uma doença de populações de pele clara, sendo sua incidência 5 

a 20 vezes menor nas populações de pele escura. Esta sensibilidade diferencial 

associada à cor da pele ou, mais propriamente, a reação da pele à exposição 

intermitente a radiações do tipo UV-A e B é um dos melhores exemplos da interação 

entre fatores físicos e genéticos no desenvolvimento dos tumores (Gilchrest e col., 

1999). 

Outros fatores como alterações genéticas têm demonstrado correlação direta 

com o desenvolvimento do melanoma. Estas mutações são relacionadas a três 
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categorias de genes: proto-oncogenes, genes supressores de tumor ou genes de 

reparo de DNA (Kastan & Bartek, 2004).    

Melanomas são neoplasias malignas de melanócitos. Os melanócitos são 

células pigmentadas localizadas na camada basal da epiderme, região bulbar dos 

folículos pilosos, coróide e leptomeninges. Os melanoblastos, células precursoras dos 

melanócitos, são de origem neuroectodérmica, e migram da crista neural para a 

epiderme onde se diferenciam em melanócitos. Na epiderme, os melanócitos interagem 

especificamente com queratinócitos, definindo as unidades de pigmentação da 

epiderme (Bennett, 1993; Hsu e col., 2002).  

Baseado em características clínicas e histopatológicas, cinco fases da 

progressão do melanoma foram propostas (Clark e col., 1984; Meier, 1998): clusters de 

melanócitos normais (nevo comum), nevo displásico, melanoma primário de fase de 

crescimento radial (RGP), melanoma primário de crescimento vertical (VGP) e 

melanoma metastático (FIGURA 1). 

No nevo comum, há acúmulo de melanócitos na camada basal da epiderme, 

encontrando-se agregados de células névicas na junção dermoepidérmica. No nevo 

displásico, atipias na arquitetura dos nevos são observadas, incluindo traves de 

melanócitos presentes na derme e presença de melanócitos na camada suprabasal da 

epiderme. Melanomas de fase de crescimento radial caracterizam-se pela progressiva 

proliferação de células de melanoma predominantemente na epiderme, sendo possível 

à presença de células de melanoma na derme, porém estas não proliferam. 

Melanomas de fase de crescimento vertical caracterizam-se pela proliferação de 

células de melanoma na derme, extensa degradação da matriz extracelular e indução 

sustentada de angiogênese. O processo de angiogênese, induzido em parte pela 

expressão de fatores como VEGF, por exemplo, ocupa uma posição central na 

progressão de melanomas VGP para o melanoma metastático. Os vasos formados 

servem tanto para a nutrição do tumor como para o escape de células tumorais para a 

circulação linfática e sanguínea, dando origem a metástases (revisto em Chammas, 

2004).  

Em nível molecular, a progressão de um melanócito transformado para um 

melanoma maligno é acompanhada pela aquisição gradual de múltiplas alterações 

genéticas (Hussein, 2007) e epigenéticas (Rothhammer & Bosserhoff, 2007; Howell e 

col., 2009) que levam à perda de genes supressores tumorais e aumentam a 

hipermutabilidade do tumor (Hussein, 2004). Os melanomas malignos apresentam os 
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dois tipos de instabilidade genética encontrados em neoplasias: instabilidade 

cromossômica (CIN) e instabilidade de microssatélite (MIN) (Hussein e col., 2004; 

Lengauer e col., 1998; Hussein, 2007). No entanto, MIN é encontrada em níveis baixos 

no melanoma cutâneo (Palmieri e col., 2003; Hussein e col., 2002), enquanto CIN tem 

sido encontrado em praticamente todos os casos analisados (Hussein e col., 2004; 

Höglund e col., 2004; Schulten e col., 2002). 

Embora haja na literatura inúmeros trabalhos com diferentes modelos (tecidos, 

linhagens celulares e anticorpos) indicando mudanças em várias moléculas envolvidas 

na gênese do melanoma, as alterações responsáveis pelo desenvolvimento e a 

progressão do melanoma ainda não são totalmente conhecidas. 
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FIGURA 1. Modelo de progressão do melanoma proposto por Clark. Os melanomas são 

classificados histologicamente de acordo com sua locação e estágio da progressão. Cinco estágios 

foram propostos na evolução do melanoma com base nesses critérios histológicos: nevo adquirido e 

congênito comum; nevo displásico com estrutura e arquitetura atípicas; melanoma primário de fase de 

crescimento radial (RGP), melanoma primário de crescimento vertical (VGP), e melanoma metastático 

(Clark e col., 1984). Figura modificada de Miller & Mihm, 2006. 
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2. Telômeros 

 2.1 Histórico 

 A presença de estruturas especializadas no final dos cromossomos foi descrita 

por Hermann J. Muller em 1938. Em seus estudos com drosófilas, ele notou que os 

cromossomos das moscas, quando irradiadas, apresentavam muitos tipos de quebras, 

trocas e fusões, mas nunca simples deleções terminais. Ele concluiu que as porções 

finais dos cromossomos deveriam ser protegidas por estruturas especializadas e notou 

também que estas regiões tinham características de heterocromatina. Muller 

inicialmente chamou estas estruturas de proteção de “gene terminal” e mais tarde de 

“telômeros” (revisto em Chuaire, 2006). 

Dois anos depois, Barbara McClintock relatou que, em milho, os finais dos 

cromossomos quebrados tendiam a se fundir, formando cromossomos dicêntricos. 

Estes cromossomos formados se quebrariam novamente à medida que os dois 

centrômeros tentassem migrar durante a anáfase. De acordo com suas conclusões, os 

telômeros tinham papel crucial na integridade cromossômica, uma vez que eles 

preveniam estes ciclos de quebra-fusão e ponte, prejudiciais à integridade celular 

(revisto em Madame Curie Bioscience Database, 2009).  

  Contudo, os estudos sobre telômeros só voltaram a ter importância 30 anos 

depois com a descoberta dos mecanismos de replicação do ácido desoxirribonucléico 

(DNA). Nesta época, James Watson identificou que o problema da replicação terminal 

cromossômica consistia na incapacidade da DNA polimerase em replicar o final 3’ da 

fita de DNA e com isso os cromossomos eram encurtados a cada divisão celular. Além 

disso, ele postulou que deveria existir um mecanismo de proteção pelo qual o 

encurtamento cromossômico seria prevenido, mas este mecanismo não seria 

descoberto antes de 1978 (revisto em Chuaire, 2006). 

 Até 1960, acreditava-se que as células eram capazes de proliferar 

indefinidamente. No entanto, em 1961, Leonard Hayflick demonstrou que fibroblatos 

humanos possuíam potencial proliferativo limitado (entre 40 a 50 divisões) e que após 

este período eles entravam em senescência. Com base neste e em outros estudos, 

conclui-se que a célula possuía um mecanismo de controle interno, capaz de 

estabelecer o número total de divisões celulares durante sua existência - limite de 

Hayflick (Stewart & Weinberg, 2006). Atualmente é sabido que o determinante do 

 6



Introdução 
 

número de divisões celulares é o comprimento telomérico e que as células, ao 

atingirem seu limite, ativam mecanismos de parada de crescimento celular, que são 

irreversíveis (Katakura, 2006). 

 Finalmente em 1978, Elizabeth Blackburn descreveu os finais cromossômicos, 

ou telômeros, como sendo composto de seqüências repetitivas simples de DNA (revisto 

em Blackburn, 1992). Logo se tornou aparente que esta seqüência era conservada 

através da evolução e que um mecanismo comum deveria existir entre os eucariotos 

para que houvesse a manutenção dos telômeros. Em 1984, Greider e Blackburn, 

identificaram uma enzima, a telomerase, que adicionava repetições teloméricas nos 

finais dos cromossomos. Elas sugeriram que a telomerase poderia compensar a 

replicação incompleta dos cromossomos. Isto explicaria a manutenção do comprimento 

telomérico observado em organismos como o protozoário ciliado Tetrahymena 

thermophila e leveduras (revisto em Greider, 1996). 

 
 

2.2 Estrutura do telômero 

 

Os telômeros, do grego telos (finais) e meros (partes), são estruturas 

nucleoprotéicas especializadas, localizadas nos finais dos cromossomos e que tem 

como função principal proteger estas regiões de recombinação e degradação. A 

presença dos telômeros confere às células a capacidade de diferenciar quebras 

randômicas na dupla fita de finais naturais dos cromossomos, e impede também que 

genes importantes localizados em regiões próximas a eles sejam perdidos por 

degradação (McClintock, 1941; Bailey & Murnane, 2006). 

O telômero da maioria dos eucariotos consiste em repetições curtas ricas em 

citosina (C) na fita 5’, referida como fita C. A fita complementar é rica em guanina (G) e 

é denominada fita G. A fita G corre na direção 5’- 3’ do cromossomo e é mais longa que 

a fita C devido à presença de uma “cauda” que em mamíferos consiste de 50 a 500 

nucleotídeos (Palm & de Lange, 2008) (FIGURA 2). 

A primeira seqüência de DNA telomérico foi descrita no protozoário ciliado 

Tetrahymena thermophila em 1978, composto por repetições TTGGGG (Blackburn & 

Gall, 1978). Na maioria dos insetos, a região telomérica tem seqüência TTAGG e na 

maior parte das plantas, a seqüência TTTAGGG (Monaghan &. Haussmann, 2006). O 

número de nucleotídeos destas seqüências varia entre as espécies, porém na maioria 
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dos organismos estudados, as seqüências teloméricas consistem de 5 a 8 pares de 

bases. Em humanos e em camundongos, a região telomérica possui seqüências 

repetidas e não codificadas de hexanucleotídeos TTAGGG, e variam entre 10-15kb em 

humanos e 25-40kb em camundongos (Griffith e col, 1999; Blasco, 2005). 

Análises por microscopia eletrônica mostraram que o DNA telomérico humano e 

murino formam uma estrutura altamente organizada, na qual a cauda G da fita 3’ se 

insere nas regiões teloméricas de dupla fita, formando uma “alça” conhecida como T-

loop (Griffith e col., 1999). Esta estrutura de alça é estabilizada pela ligação dos 

telômeros às proteínas TRF1, TRF2 e POT1. Esta forma estrutural permite que os 

telômeros sejam reconhecidos como as porções finais cromossômicas e não como 

quebras, impedindo assim que sejam processados pela maquinaria de dano do DNA 

(Herbig & Sedivi, 2006). A cauda G ainda serve como substrato, no qual a telomerase 

adiciona repetições teloméricas, fornecendo um molde para a síntese de DNA da fita 

descontínua (lagging) (Hultdin, 2003). 

Em mamíferos, as proteínas TRF1, TRF2, Rap1, TIN2, TPP1 e Pot1 formam o 

complexo shelterin, componente constitucional do telômero (de Lange, 2005) (FIGURA 

3). As proteínas TRF1 e TRF2 ligam-se às repetições teloméricas de fita dupla 

formando homodímeros, enquanto que a Pot1 liga-se às repetições TTAGGG da fita 

simples. Além disso, TRF1 e TRF2 recrutam outros quatro componentes do shelterin 

para os telômeros, TIN2, Rap1, TPP1 e Rap1(Palm & de Lange, 2008). 

O complexo shelterin também está envolvido no controle do comprimento 

telomérico. A inibição de TRF1 (Van Steensel & de Lange, 1997), redução dos níveis 

de TIN2 (Kim e col., 1999) e Rap1 (Li & de Lange, 2003) e supressão de Pot1 (Liu e 

col., 2004) promovem elongamento do telômero, enquanto a super expressão de TRF1 

e TRF2 (Houghtaling e col., 2004; Smogorzewska e col., 2000) causa o encurtamento 

do mesmo, sem afetar a atividade da telomerase in vitro. Este complexo pode também 

inibir a ação da telomerase através da formação do T-loop, impedindo assim o acesso 

desta enzima à fita simples telomérica (Hug & Ligner, 2006). Além disso, as proteínas 

associadas aos telômeros exercem funções de reparo de DNA, essenciais para a 

manutenção do mesmo (Stewart & Weinberg, 2006). 
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FIGURA 2 – A estrutura dos telômeros humanos. (a) Seqüência terminal dos cromossomos humanos 

composta por repetições em tandem dos nucleotídeos TTAGGG. Próximo às repetições teloméricas 

localiza-se um segmento de repetições degeneradas e repetições subteloméricas. A fita 3’ do terminal 

telomérico apresenta uma extensão que varia entre 50-500 nucleotídeos e é rica em guanina (G), 

enquanto a fita 5’ termina sempre com a seqüência de nucleotídeos ATC. (b) Representação 

esquemática da estrutura t-loop. O tamanho da estrutura é variável. Extraído de Palm & de Lange, 2008. 
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FIGURA 3 – Complexo Shelterin. (A) As seis subunidades do complexo shelterin, seus domínios 

estruturais, interações protéicas, e sítios de ligação ao DNA. (B) Esquema da interação do shelterin com 

o DNA telomérico. Adaptado de de Lange, 2005. 
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2.3 Encurtamento telomérico e a telomerase 

 

Os telômeros diminuem gradualmente a cada divisão celular como resultado da 

incompleta replicação da fita lagging do DNA. Cada divisão celular resulta em uma 

perda de 50 a 200 nucleotídeos da região telomérica, de forma que o tamanho do 

telômero reflete a história proliferativa celular, funcionando como um “relógio mitótico” 

em direção a senescência (Engelhardt & Finke, 2001; Parris e col, 1999; Allsop e col, 

1995).  

Em diferentes espécies, o comprimento telomérico varia entre cromossomos, 

tecidos, indivíduos e idade. Nos vertebrados, o comprimento telomérico é similar nas 

células da maioria dos tecidos, mas, após o nascimento, os telômeros encurtam 

progressivamente nas células somáticas proliferativas. Alguns tecidos, como a mucosa 

intestinal e as células do sangue que tem rápida renovação e requerem elevadas taxas 

de proliferação celular, apresentam maior encurtamento dos telômeros. Por outro lado, 

tecidos com baixa taxa de proliferação, como músculo e cérebro, têm comprimento 

telomérico bastante estável (Monaghan & Haussmann, 2006). 

Quando os cromossomos atingem um comprimento telomérico crítico, a 

estrutura protetora (T-loop) se perde, desencadeando o recrutamento de sensores de 

danos ao DNA (Herbig & Sedivy, 2006). Conseqüentemente, há ativação e 

estabilização de p53, favorecendo a transcrição de genes como o p21 (Lou & Chen, 

2006). Este gene inibe a atividade de quinases dependentes de ciclina, que deveriam 

fosforilar e conseqüentemente ativar o oncogene pRb, resultando na ativação do 

mecanismo antiproliferativo denominado “estágio 1 de mortalidade” (M1). Apesar das 

células neste estágio permanecerem metabolicamente ativas, não progridem no ciclo 

celular (der-Sarkissian e col., 2004; Hathcock e col., 2003). O estágio M1 previne a 

propagação de erros e, por conseqüência, o desenvolvimento tumoral (Stewart & 

Weinberg, 2006). 

Entretanto, se os genes de resposta a dano de DNA, como p53 e/ou p21, 

estiveram inativos, haverá escape em direção à persistência da proliferação, além da 

senescência (estágio M1) (Lou & Chen, 2006; der-Sarkissian e col., 2004; Baerlocher & 

Lansdorp, 2003). As células continuam se dividindo e encurtando seus telômeros até 

que um segundo bloqueio denominado “crise” ou “estágio 2 de mortalidade” (M2) seja 

alcançado (Shay & Wright, 2005). O estágio de crise é caracterizado por telômeros 
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curtos, fusões terminais, pontes de anáfase e morte celular programada (apoptose) 

(Stewart & Weinberg, 2006; Londoño-Vallejo, 2004). 

Os telômeros também podem se tornar menores como resultado de danos 

oxidativos (Lotze e col, 1995) e podem ser controlados por modificações epigenéticas 

da cromatina telomérica. Telômeros de mamíferos apresentam modificações de 

histonas características de heterocromatina constitutiva, tais como di e trimetilação de 

H3K9 e trimetilação de H4K20, entre outras (Gonzalo e col, 2006). Estas modificações 

têm sido consideradas como reguladores negativos do tamanho dos telômeros (Garcia 

Cao e col, 2004).  

Como já discutido, o encurtamento dos telômeros tem sido considerado o 

“relógio mitótico” (Parris e col, 1999, Blasco, 2005) por limitar o número de vezes em 

que uma célula se divide, contribuindo para o fenótipo de envelhecimento, mas também 

promovendo um efetivo mecanismo supressor tumoral (Shay & Wright, 2006; Bailey & 

Murnane, 2006; Pedram e col, 2006). 

Com o encurtamento gradual dos telômeros para que a divisão celular continue 

ocorrendo, as seqüências teloméricas perdidas devem ser repostas. A adição de novas 

repetições teloméricas é realizada basicamente por dois mecanismos, o mais comum 

depende da síntese de novas seqüências teloméricas pela ação de uma transcriptase 

reversa - telomerase. A outra decorre de eventos de recombinação telomérica 

denominados Alternative Lengthening of Telomeres (ALT) (Damle e col., 2004; Villa e 

col., 2004). O ALT não é um mecanismo fisiológico e foi observado em tumores 

humanos, como carcinomas, osteosarcomas entre outros. Acredita-se se tratar de um 

mecanismo que auxilia a telomerase na manutenção telomérica. Entretanto, nem todas 

as células que perdem a expressão da telomerase apresentam ALT (Fleisig & Wong, 

2006). 

A telomerase é uma transcriptase reversa, codificada pelo gene TERT, que 

reconhece especificamente o grupo OH da região 3’ do final da alça telomérica e, 

usando um molde de RNA codificado pelo gene TERC, elonga os telômeros 

(Blackburn, 2001; Blasco, 2005). A telomerase é expressa em células embrionárias, 

células imortalizadas e células tumorais, no entanto em células somáticas normais não 

há detecção desta enzima, com exceção de células proliferativas de tecidos em 

regeneração. Com isso, a manutenção do comprimento dos telômeros nas células 

somáticas é comprometida e resulta em um encurtamento gradual que pode levar a 

uma parada no ciclo celular (senescência) ou à crise e a apoptose.  
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2.4 Telômeros e câncer 

Defeitos na funcionalidade dos telômeros têm sido associados à patologia de 

diversas doenças relacionadas à idade, síndromes de idade prematura e câncer 

(Blasco, 2005). Os telômeros podem se tornar não funcionais à medida que seu 

encurtamento se torna crítico e, como demonstrado há mais de 50 anos, a perda de 

funcionalidade telomérica pode ser o principal mecanismo envolvido na geração de 

anormalidades cromossômicas (McClintock, 1941; Meeker e col, 2004). 

Muitos genes estão envolvidos na manutenção da estabilidade cromossômica, 

contudo defeitos em tais genes têm sido relacionados somente a um pequeno número 

de neoplasias humanas e, nestes casos, resultam principalmente em anomalias 

numéricas e não em cariótipos complexos como os encontrados na maioria dos 

tumores. Então, os mecanismos moleculares que levam à instabilidade cromossômica 

em câncer permanecem um mistério, assim como o exato momento em que a 

instabilidade cromossômica acontece no processo tumorigênico (Meeker e col, 2004). 

A instabilidade cromossômica resultante da não funcionalidade telomérica pode 

ocorrer através de ciclos de quebra/fusão/ponte (breakage/fusion/bridge – BFB), 

exemplificados no diagrama abaixo (FIGURA 4) (McClintock, 1941). Estes ciclos são 

iniciados quando um cromossomo sem telômero ou com telômero não funcional sofre 

replicação. Neste caso, as porções finais das cromátides irmãs se fundem e formam 

uma ponte durante a anáfase, que se quebra à medida que os dois centrômeros são 

puxados em direções opostas. Devido ao fato da quebra não ocorrer necessariamente 

no ponto de fusão, uma das células filhas recebe um cromossomo com uma duplicação 

na sua ponta, enquanto a outra recebe um cromossomo com uma deleção terminal. Já 

que nenhum destes cromossomos apresenta telômeros, a próxima replicação levará à 

formação de uma nova fusão e assim sucessivamente. Estes ciclos podem continuar 

por muitas gerações, levando a uma extensiva replicação de DNA e uma deleção 

terminal progressiva, terminando somente quando um cromossomo eventualmente 

readquire um telômero e torna-se estável novamente (Murnane, 2006; Bailey & 

Murnane, 2006). 

Tussel e colaboradores (2008) examinaram a participação de diferentes tipos de 

fusões terminais no estabelecimento de um cariótipo instável em células epiteliais de 

mama humanas não transformadas e propuseram uma ordem cronológica da 

participação destas fusões na geração da instabilidade cromossômica. A fusão 
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intracromossômica aconteceria principalmente nos estágios iniciais da progressão, 

onde a disfunção telomérica seria limitada e afetaria somente os terminais de um único 

cromossomo em cada célula. A ausência de um segundo substrato para a fusão 

conduziria a célula com o cromossomo instável a duplicar o DNA e fundir as cromátides 

irmãs depois da replicação. Mais tarde, visto que os telômeros encurtam 

progressivamente a cada ciclo de replicação, a disfunção telomérica afetaria mais 

terminais cromossômicos, e fusões entre pontas não funcionais de diferentes 

cromossomos também ocorreriam. Enquanto a fusão intercromossômica resulta em 

amplificações e deleções terminais nas células filhas, as fusões intracromossômicas 

resultam em rearranjos não balanceados. 

Ao que tudo indica, somente uma célula com deficiência em checkpoints de ciclo 

celular ou apoptose escaparia da entrada na senescência e participaria de ciclos BFB. 

Em outras palavras, a ausência da expressão de genes de checkpoints para ciclo 

celular e apoptose, como Rb, p53, p21 e p16, por exemplo, precederia o processo de 

perda telomérica (Guney & Sedivy, 2006; Herbig & Sedivy, 2006; Bailey & Murnane, 

2006). 

Trabalhos anteriores afirmam que um importante passo para a carcinogênese é 

a reativação da telomerase, uma vez que, para sobreviver à extensiva divisão celular, 

as células precisam prevenir a erosão e fusão de seus próprios telômeros (Bachetti e 

col, 1992; Shay & Bachetti, 1997). A telomerase é expressa em mais de 90% de todos 

os tumores humanos, e os demais apresentam um mecanismo alternativo para a 

manutenção dos telômeros conhecido como ALT (alternative lenght of telomeres) 

(Bryan e col, 1995; Neumann & Reddel, 2002). 

A regulação da expressão do mRNA do gene TERT parece ser o passo mais 

importante na reativação da telomerase (Flores at al, 2006). O promotor de TERT 

contém vários sítios regulatórios, incluindo dois sítios de ligação para c-Myc. Neste 

contexto, a super expressão deste oncogene foi relacionada à reativação da 

telomerase por induzir a transcrição de TERT (Wu e col, 1999; Wang e col, 1998). A 

expressão constitutiva de c-Myc devido a translocações cromossômicas, mutação ou 

amplificação contribui para o desenvolvimento e a progressão de muitos tumores 

(Nesbit e col., 1999; Potter & Marku, 1997). De fato, mais de 70% de todos os cânceres 

humanos apresentam expressão desregulada de c-Myc, colocando este gene entre os 

mais importantes proto-oncogenes humanos (Kutler & Mai, 2006).  
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Estudos mostram que c-Myc é capaz de induzir rearranjos cromossômicos e 

agregados teloméricos através do remodelamento causado pela expressão constitutiva 

deste gene no núcleo interfásico (Caporali e col., 2007; Mai & Garini, 2005). Alguns 

estudos sugerem que a expressão aberrante de c-Myc resulta na regulação anormal de 

proteínas que protegem os telômeros (Louis e col., 2005). Adicionalmente, Guffei e 

colaboradores (2007) demonstraram que a expressão constitutiva de c-Myc pode 

mediar a formação de fusões Robertsonianas através do remodelamento centromérico 

no núcleo interfásico e subseqüente promoção de fusões teloméricas em cromossomos 

de camundongos.  

Camundongos knockout têm sido importantes em estudos sobre os possíveis 

papeis dos telômeros e da telomerase na tumorigênese. Estes modelos têm 

demonstrado que telômeros curtos, na ausência de telomerase, funcionam como um 

potente supressor tumoral, e que isso coincide com a super regulação de p53. 

Similarmente, a tumorigênese é reduzida também em camundongos que são 

simultaneamente deficientes de telomerase e supressores tumorais diferentes de p53, 

tais como p19, p16 ou APC. Isto sustenta a idéia de que telômeros curtos suprimem a 

carcinogênese mesmo na ausência das principais vias supressoras de tumor. Por outro 

lado, em camundongos heterozigotos para p53, a deficiência de telomerase e os 

telômeros curtos levam a um aumento no número de tumores epiteliais com altos níveis 

de instabilidade cromossômica, indicando novamente que p53 é um importante 

mediador da resposta celular ao encurtamento telomérico (revisto em Blasco, 2005). 

A telomerase tem sido alvo de numerosas tentativas de terapia, algumas delas 

em estágios avançados de verificação, entre elas: a imunoterapia direcionada a TERT, 

terapias baseadas em oligonucleotídeos direcionados a TERC, terapia gênica com 

vírus oncolíticos e terapia combinada dos regimes terapêuticos já estabelecidos, 

quimioterapia e radioterapia, e as terapias inibidoras de telomerase (Shay & Wright, 

2006). 
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FIGURA 4. Ciclos de quebra/fusão/ponte – B/F/B (break/fusion/bridge). Representação esquemática 

dos ciclos de replicação que levam à instabilidade genômica causada pela perda dos telômeros. Extraído 

de Murnane, 2006. 
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3. Centrômero 

 3.1 Origem e função 

 O nome “centrômero” do grego kentron (centro) e meros (parte), foi dado à 

constrição primária do cromossomo por Darlington em 1936. O centrômero é a região 

cromossomal que determina a formação do cinetocoro e possibilita a coesão das 

cromátides irmãs durante a divisão celular. Através do cinetocoro, o cromossomo 

interage com as fibras do fuso, possibilitando a segregação cromossômica correta 

(Villasante e col., 2007). É sabido que um cromossomo sem centrômero, embora capaz 

de se replicar, é perdido após uma ou duas divisões celulares (Wagner e col., 1993). 

Eles são, portanto, cruciais para a estabilidade genética, e defeitos na função 

centromérica têm sido associados a doenças como câncer e outras síndromes 

genéticas, como por exemplo, a síndrome ICF (imunodeficiência, instabilidade 

centromérica e anomalias faciais). 

 Morfologicamente o centrômero divide o cromossomo em duas partes, 

chamadas de braços, onde o braço mais curto é denominado de “p” (petit) e o mais 

longo de “q” (subseqüente a “p”).  

 Quanto à posição centromérica, os cromossomos podem ser classificados como 

telocêntricos, acrocêntricos, metacêntricos ou submetacêntricos. Nos cromossomos 

ditos telocêntricos, os centrômeros localizam-se em uma das extremidades e não há 

braço curto. Nos acrocêntricos, o centrômero é localizado próximo a umas das 

extremidades, nos metacêntricos, a localização dessas estruturas é mediana e nos 

submetacêntricos, os centrômeros estão entre o ponto médio e as extremidades 

(Wagner e col., 1993).  

  

 

 3.2 Estrutura 

 

 A cromatina centromérica contém uma seqüência única de DNA normalmente 

não encontrada em outras partes dos cromossomos. Nos eucariotos mais complexos 

em particular, ela é chamada de heterocromatina e contém seqüências relativamente 

repetitivas de DNA como, por exemplo, GGAAT. Este tipo de DNA pode constituir uma 
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porção significativa do DNA genômico, variando de 20 a 40% do total (Wagner e col., 

1993). 

 Duas características distinguem os centrômeros do restante do cromossomo: a 

presença da variante da histona H3, CENP-A e, na maioria dos organismos, a 

presença de heterocromatina (Pidoux &Allshire, 2005). 

 Os centrômeros variam em tamanho e complexidade, podendo ser formados por 

uma pequena seqüência (125pb) em levedura, ou por um enorme fragmento de 

repetições relativamente simples de 250 kb em drosófilas e 5000 kb em humanos 

(revisto em Choo, 1997). Estruturalmente, eles compreendem uma estrutura de 

cromatina diferenciada, consistindo em DNA e um complexo protéico chamado 

cinetocoro. 

 A seqüência de DNA não é conservada entre os centrômeros de diferentes 

organismos, embora a presença de DNA satélite seja uma característica de 

praticamente todos os organismos eucarióticos (Pidoux &Allshire, 2005; Amor & Choo, 

2002). Esta seqüência consiste em repetições em tandem de 171 pares de bases 

(monômero), e é rica em AT (Choo, 1997). Estes monômeros são organizados em 

repetições que variam entre 3 e 5Mb de tamanho e apresentam uma alta similaridade 

nas seqüências que os compõem (Alkan e col., 2007).  

 Em camundongos, os centrômeros são compostos por duas classes de 

seqüências repetitivas de DNA, determinadas satélites major e minor. A seqüência 

major é composta por repetições em tandem de um monômero de 234 pares de bases. 

Este DNA é encontrado nas regiões pericêntricas e heterocromáticas de todos os 

cromossomos, com exceção do Y. Além disso, a seqüência de todos os monômeros 

parece ser conservada em todos os cromossomos, e este alto grau de conservação 

sugere freqüentes recombinações entre cromossomos não homólogos, que ainda 

parece ser facilitada pela natureza acrocêntrica dos cromossomos murinos (Choo, 

1997). 

 Seqüências minor são encontradas com uma freqüência 10 a 20 vezes menor 

que as seqüências major. Estas seqüências são compostas de unidades básicas de 

120pb organizadas em repetições de aproximadamente 300Kb, ou aproximadamente 

2500 cópias por cromossomo (Choo, 1997). Deste modo, parece que a seqüência 

exata de DNA não é importante para a formação de um centrômero funcional e, cada 

vez mais, a atividade centromérica parece estar relacionada à organização da 

cromatina que seria centrômero-específica (Choo, 1998). 
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  A cromatina centromérica pode ser dividida em core cromatina centromérica, 

que é o sítio de montagem do complexo cinetocoro, e em cromatina pericêntrica, que 

está particularmente associada com a formação da “heterocromatina”, e que é vital 

para a integridade estrutural do centrômero (Amor e col, 2004). Também tem sido 

proposto que a heterocromatina pericêntrica pode prover uma barreira física entre os 

centrômeros e os braços eucromáticos dos cromossomos, e assim suprimir a 

recombinação meiótica. No entanto, a função da heterocromatina que parece mais 

essencial para a função centromérica é sua habilidade intrínseca de recrutar o 

complexo coesivo para as regiões centroméricas. A presença da heterocromatina nos 

centrômeros capacita o enriquecimento da coesão nestes sítios e sua manutenção até 

a separação das cromátides irmãs (Amor e col, 2004; Pidoux &Allshire, 2000) 

 A região de heterocromatina centromérica é também uma região de 

silenciamento transcricional. Genes localizados nesta região estão silenciados. Este 

fenômeno, chamado “efeito da variação de posicionamento”, foi inicialmente descrito 

em drosófilas, e tem sido identificado em diversos organismos, de leveduras a 

humanos (Pidoux & Allshire, 2005). 

 

 

 3.3 Evolução centromérica, especiação, anormalidades estruturais e 

câncer.  

  

  O centrômero contribui para a especiação. Em camundongos, a especiação é 

comumente alcançada pela presença de cromossomos telocêntricos que apresentam 

uma alta taxa de homogeneização. Existe uma identidade maior que 99% entre as 

seqüências telocêntricas de todos os cromossomos de camundongos, o que leva a 

freqüentes recombinações e a uma manutenção evolucionária estável. Esta 

similaridade genética, contudo, também possibilita a formação de translocações 

Robertsonianas (Rb) (Kalitsis e col., 2006; Garagna e col., 2001). Este tipo de 

translocação foi primeiro descrito em 1916 em gafanhotos por W. R. B. Robertson 

(revisto em Gardner & Sutherland, 2004). Camundongos com translocações Rb 

existem na natureza (Gazave e col., 2003; Nachman & Searle, 1995) e estas 

translocações são também comuns em camundongos de laboratório. Na natureza, os 

camundongos que carregam cromossomos com translocações Rb apresentam 

fertilidade reduzida (Bidau e col., 2001; Merico e col., 2003).  
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Fusões terminais de cromossomos humanos acrocêntricos geram translocações 

Robertsonianas. Estas translocações constituem a mais comum anormalidade genética 

em fetos abortados e recém nascidos (Jacobs, 1981; Nielsen e Wohlert, 1991; Kim e 

Shaffer, 2002). Contudo, translocações Rb também têm sido encontradas em lesões 

genéticas adquiridas ou constitutivas como cânceres hematológicos (Welborn, 2004; 

Qian e col., 2002), tumores sólidos (Padilla-Nash e col., 2001; Bayani e col., 2003), e 

no início da leucemia mielóide aguda (Shimokawa e col., 2004) 

A posição espacial dos centrômeros no núcleo interfásico pode ser um fator que 

aumenta a propensão ao rearranjo (Guffei e col., Louis e col., 2005). Além disso, a 

grande homologia entre as seqüências centroméricas dos diferentes cromossomos 

pode também ter um papel na freqüência elevada de translocações nestas regiões 

(Bayani e col, 2006). Rearranjos estruturais em osteosarcomas mostram que quase 

30% dos pontos de quebra acontecem nas regiões pericentroméricas (Bayani, 2003). 

Da mesma maneira, estudos em tumores de próstata mostram uma alta freqüência de 

quebras em regiões centroméricas e pericentroméricas (Vukovic, 2007; Beheshti, 

2000). O freqüente envolvimento de regiões centroméricas na instabilidade genômica 

em câncer é também discutida por Bayanni e colaboradores em uma revisão recente 

(2007). 

 As células tumorais parecem seguir princípios evolucionários durante o processo 

de transformação maligna. Portanto, não é surpreendente que regiões 

pericentroméricas sejam hotspots tanto para recombinação durante a evolução (Yue e 

col., 2005) quanto ao longo da transformação maligna (Jamet e col., 2005; Shaw e 

Lupski, 2004). Neste contexto, um estudo realizado por Darai e colaboradores (2005) 

verificou que pontos de quebra no cromossomo 3p21.3 em tumores humanos 

coincidiam com as quebras evolucionárias identificadas em Caenorhabditis elegans, 

Drosophila melanogaster, Fugu rubripes, Gallus gallus, Mus musculus, Rattus 

norvegicus e Canis familiaris. 

 

 

3.4 Organização nuclear dos centrômeros no núcleo interfásico.  

   

 3.4.1 – Ciclo celular 
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 A organização tridimensional (3D) dos centrômeros no núcleo interfásico tem 

sido estudada no contexto da diferenciação celular, ciclo celular, desenvolvimento 

embrionário e transformação celular. Estudando fibroblastos diplóides humanos, 

Bartholdi (1991) descreveu que a posição dos centrômeros varia durante o ciclo celular. 

Em G1, os centrômeros estariam associados com o nucléolo ou fundidos em 

cromocentros, com poucos centrômeros sozinhos. Na fase S, os centrômeros 

fusionados se dispersariam e formariam padrões distintos (anéis ou linhas). Na prófase, 

os centrômeros estariam condensados em pontos duplos distintos. 

A análise de linfócitos humanos (Weimer e col., 1992) também indica uma 

organização ciclo celular-específica dos centrômeros no núcleo interfásico. Usando 

anticorpos direcionados a seqüências centroméricas (ACAS) de pacientes com 

síndrome de CREST, estes autores descreveram um posicionamento periférico dos 

centrômeros em G0 e G1, que era enfraquecido na fase S. Em G2, as células 

apresentavam uma distribuição randômica dos centrômeros.  

Sarkar e colaboradores (2007) descreveram a organização 3D de centrômeros 

em linfócitos de camundongos durante o ciclo celular. Eles também mostraram que a 

localização centromérica no núcleo é dependente do ciclo celular. Os centrômeros 

foram encontrados principalmente nas regiões periféricas nas fases G1 e G2 e uma 

distribuição mais dispersa no núcleo foi encontrada durante o crescimento logarítmico.  

Os dados apresentados acima sugerem que os centrômeros são distribuídos no 

núcleo de forma dependente de ciclo celular em todas as células humanas e murinas 

examinadas até agora.  

  

3.4.2 – Diferenciação celular 

 

 Beil e colaboradores (2002 e 2005) estudaram a organização dos centrômeros 

durante a diferenciação da linhagem celular de leucemia NB4. A indução da 

diferenciação por ácido retinóico em células NB4 induziu uma distribuição nuclear 

alternativa de centrômeros quando comparado com células não diferenciadas. As 

células diferenciadas apresentaram diminuição no número de clusters centroméricos 

(cromocentros) e a distância entre eles aumentou de 350 para 800nm. 

 Células T murinas diferenciadas apresentam organização centromérica 

diferenciada quando comparadas a células não diferenciadas (Kim e col., 2004). 

Enquanto as células indiferenciadas tinham seus centrômeros localizados no interior 
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nuclear, as células diferenciadas (CD4+ e CD8+) tinham seus centrômeros 

posicionados mais perifericamente. Similarmente, células troncas embrionárias 

humanas têm uma pequena porção de seus centrômeros localizados na periferia 

nuclear quando comparadas com as células já diferenciadas (Wiblin e col., 2005). 

Desta forma, é possível que a diferenciação celular necessite de alterações das 

posições centroméricas no núcleo e que estas estejam relacionadas ao remodelamento 

global das funções nucleares durante este processo, tais como, mudanças na 

transcrição gênica e parada da replicação. A periferia nuclear parece ser a região 

preferencial dos centrômeros quando as células se diferenciam e é também a posição 

preferida dos centrômeros em G0 e G1. 

 

3.4.3 – Transformação maligna 

 

 O reposicionamento centromérico no núcleo interfásico contribui também para o 

remodelamento do núcleo na transformação maligna. Há um significativo 

remodelamento das posições centroméricas no núcleo de linfócitos transformados 

quando comparados aos normais (Sarkar e col., 2007). Enquanto os centrômeros dos 

linfócitos normais de camundongo assumem uma posição periférica no núcleo 

interfásico, os das células tumorais se redistribuem em uma posição nuclear mais 

central (Guffei e col., 2007). O remodelamento de posições centroméricas permite 

também o desenvolvimento de translocações Robertsonianas nos núcleos das células 

murinas depois da desregulação condicional de c-Myc (Guffei e col., 2007). O mesmo 

rearranjo é também observado em células com desregulação constitutiva de c-Myc 

(Guffei e col., 2007; McCormack e col., 1998).  

 Os centrômeros e suas regiões pericêntricas são evolucionariamente dinâmicas. 

Estas características reforçam a hipótese de que centrômeros reposicionados 

espacialmente podem então interagir entre eles permitindo aumento de eventos de 

recombinação, quebra e fusão. Portanto, o remodelamento dos centrômeros durante a 

transformação celular pode permitir a ocorrência de rearranjos cromossomais e 

favorecer a expressão de novos genes e novos padrões de replicação, uma vez que 

estes estão mais freqüentemente localizados no interior nuclear, região associada tanto 

com replicação quanto transcrição (Casolari e col., 2005; Lanctôt e col., 2007).  
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5. Instabilidade genética 

 A instabilidade genética é uma característica comum à maioria dos tumores. 

Todas as células tumorais apresentam cariótipos anormais, com rearranjos numéricos 

ou cromossômicos (revisto em Mitelman, 2000).  

 A instabilidade genética é geralmente classificada em dois tipos: instabilidade de 

microssatélite (MIN) e instabilidade cromossômica (CIN) (Rajagopalan e col., 2003). A 

instabilidade de microssatélite é representada por simples trocas de bases que ocorrem 

devido a defeitos no sistema de reparo de DNA (Kolodner e col.,1995; Modrich, 1997), 

enquanto a instabilidade cromossômica é caracterizada por cariótipos apresentando 

muitas anormalidades, tanto numéricas quanto estruturais. Erros na segregação 

cromossômica durante a mitose levam ao fenótipo CIN, que é causado em parte por 

defeitos no metabolismo telomérico, amplificações e disfunções centroméricas, e por 

defeitos nos checkpoints celulares (Lengauer e col, 1997). 

 Nos últimos anos, diversos grupos têm associado síndromes de câncer com a 

instabilidade cromossômica, e alguns deles apontam a aneuploidia como um evento 

precoce (Komarova e col., 2002; Rajagopalan e col., 2003; Hanks e col., 2004; Michor 

e col., 2005) e outros, como eventos mais tardios (Hernando e col., 2004). 

Independentemente de quando esse evento acontece, os investigadores parecem 

concordar que a aneuploidia deve ser reconhecida como um dos principais eventos no 

processo de transformação maligna (Hede, 2005).  

 A idéia da aneuploidia como causa da transformação maligna não é nova, ela foi 

primeiramente proposta por Theodor Boveri em 1902. Esta teoria, conhecida como 

hipótese da aneuploidia, foi posta de lado com a descoberta dos oncogenes e dos 

supressores de tumor no final dos anos 70 (Weaver & Cleveland, 2007).  

 Diversos genes estão envolvidos na manutenção da estabilidade cromossômica 

e representam alvos mutacionais que levariam à desestabilização dos cromossomos. 

Entretanto, defeitos em tais genes têm sido associados somente a um pequeno grupo 

de tumores humanos, e estes afetam primeiramente o número de cromossomos 

(Meeker e col., 2004).   

 Outro mecanismo associado à instabilidade genômica é a deficiência funcional 

do telômero. O encurtamento telomérico pode conduzir à fusão das cromátides irmãs e 

aos ciclos de quebra/fusão/ponte (BFB), conduzindo à amplificação extensiva do DNA 

e às grandes deleções terminais (revisto em Bailey & Murnane, 2006).  
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 Do mesmo modo, as anomalias do centrômero parecem ter igualmente um papel 

na aneuploidia. Diversos grupos têm mostrado aumento de rearranjos cromossômicos 

em regiões centroméricas hipometiladas (Sawyer e col., 1995; Dobrar-Muller e col., 

2000; Rodriguez e col., 2006). Além disso, a fusão centrômero-centrômero, conhecida 

como translocação Robertsoniana (Rb) é o rearranjo cromossômico mais comumente 

observado no câncer humano (Dobrar-Muller e col., 2000).  

 Portanto, o mecanismo molecular que conduz à instabilidade cromossômica, 

assim como quando este processo se inicia, permanece um mistério (Meeker e col., 

2004). Neste contexto, as translocações cromossômicas podem ser apenas uma 

conseqüência da transformação maligna, mas podem atuar igualmente como a causa 

deste processo pela formação de genes fusionados que conduzem a uma proteína 

oncogênica ou a uma desregulação gênica com potencial oncogênico (Meaburn e col., 

2007).  

 A formação de translocações é ligada ao arranjo espacial dos cromossomos 

envolvidos, já que exige a interação física dos mesmos. A proximidade espacial tornou-

se criticamente relevante para a compreensão de como a instabilidade genômica e as 

aberrações cromossômicas ocorrem. É cada vez mais evidente que o genoma está 

organizado espacialmente de maneira não randômica dentro do núcleo interfásico e 

que esta organização está ligada à correta expressão do genoma (Meaburn e col., 

2007). Em núcleos eucarióticos, os cromossomos estão organizados de maneira não 

randômica dentro de discretos territórios tridimensionais ou domínios (CT). Este 

posicionamento parece ser influenciado pelo tamanho do cromossomo e por sua 

densidade gênica, sendo os cromossomos “ricos” em genes localizados no interior 

nuclear e os cromossomos “mais pobres” na sua periferia (Murata e col., 2007; Khalil e 

col., 2007; Meaburn e col., 2007). Estudos mostram que mudanças no posicionamento 

nuclear dos CTs induzidos pela presença de cópias cromossômicas extras podem 

contribuir para o desenvolvimento de doenças, incluindo o câncer (Petrova e col., 2007; 

Murata e col., 2007; Sarkar e col., 2007). 
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 6. Modelo de transformação neoplásica 

 

 Foi desenvolvido em nosso laboratório um modelo murino de carcinogênese in 

vitro a partir da restrição da adesão ao substrato da linhagem não tumorigênica de 

melanócitos, melan-a (Correa e col., 2005; Oba-Shinjo e col, 2006). Nele, a condição 

de impedimento seqüencial de ancoragem foi suficiente para o estabelecimento tanto 

de linhagens celulares não tumorigênicas, correspondentes às etapas que levam à 

transformação dos melanócitos melan-a, como de linhagens de melanoma com 

diferentes níveis de agressividade (FIGURA 5).  

 Melan-a é uma linhagem de melanócitos pigmentados imortalizados 

espontaneamente a partir de melanoblastos epidermais normais de embriões de 

camundongos C57BL (Bennett e col., 1987). Estas células proliferam em condições 

semelhantes àquelas requeridas pelos melanócitos e melanoblastos de camundongos 

normais não estabelecidos, como a dependência de forbol miristato acetato (PMA) e o 

pH extracelular baixo. Elas não formam tumores em camundongos singenêicos ou 

nude, mesmo quando inoculadas em quantidade elevada (2107 células por animal), e 

retém todas as características de melanócitos normais testadas, exceto pela resposta 

proliferativa à toxina da cólera na presença de PMA e pela senescência (Bennett e col., 

1987). 

 Células melan-a (105 células/ml) foram mantidas em suspensão por 96 horas – 

tempo que corresponde a um ciclo impedimento de ancoragem. Apesar de não serem 

tumorigênicas, as células melan-a formaram pequenos esferóides em uma baixa 

proporção de aproximadamente 0,1%. Esses esferóides foram transferidos para uma 

placa de cultura, cultivados em condições normais de adesão e expandidos, dando 

origem a uma nova linhagem, denominada 1C (linhagem obtida após um ciclo de 

bloqueio da adesão ao substrato). Essa sublinhagem de melan-a foi submetida a um 

novo ciclo de impedimento de ancoragem e, após 96 horas, células sobreviventes 

foram resgatadas e a sublinhagem 2C (dois ciclos de bloqueio de adesão ao substrato) 

foi obtida. 

 Estes ciclos seqüenciais de impedimento de ancoragem por 96 horas, seguidos 

pelo cultivo em adesão e expansão das células sobreviventes, foram repetidos dando 

origem às linhagens 3C e 4C (três e quatro ciclos de bloqueio da adesão ao substrato, 

respectivamente). As linhagens 1C, 2C, 3C e 4C, como a parental, não são capazes de 
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formar tumores in vivo, mas já apresentam crescimento independente de PMA (Oba-

Shinjo e col., 2006). 

 Esferóides formados após submeter à linhagem 4C a um ciclo de bloqueio de 

adesão ao substrato foram sujeitos à diluição limitante originando diferentes linhagens 

de melanoma (4C3, 4C11, Tm1 e Tm5, entre outras). Uma transformação espontânea 

em cultura ocorreu com as linhagens celulares 4C3 e 4C11, que então passaram a ser 

denominadas 4C3- e 4C11- e suas descendentes 4C3+ e 4C11+, respectivamente. 

 Esses clones também apresentaram capacidade de crescimento independente 

de PMA, uma característica de células de melanoma em cultura (Mufson e col., 1979), 

e foram testados quanto a sua tumorigenicidade, sendo transplantados 

subcutaneamente (5×105 células/animal) no dorso de camundongos C57BL/6 

singenêicos. Surpreendentemente, todos os clones analisados derivados dos 

esferóides da linhagem 4C mostraram-se tumorigênicos, com períodos de latência para 

o aparecimento do tumor variando de 12 a 30 dias.  Posteriormente, estes clones 

foram avaliados quanto à capacidade de formação de esferóides e mostraram-se 

capazes de formar esferóides em uma proporção 20 a 320 vezes maior que as células 

parentais. Além disso, estas células apresentam diferenças fenotípicas como 

pigmentação, velocidade de crescimento em cultura, agregação e capacidade 

metastática (Oba-Shinjo e col., 2006). 

 Assim, este modelo confere uma vantagem excepcional para elucidar quais 

mecanismos estão envolvidos no início da tumorigênese e quais deles são 

responsáveis pela sua progressão. Isso porque foram estabelecidas tanto linhagens 

celulares não tumorigênicas, correspondentes às etapas que levam à transformação 

dos melanócitos melan-a, como linhagens de melanoma com diferentes níveis de 

agressividade, sendo que todas elas, bem como a linhagem parental melan-a, têm uma 

origem genética comum. 
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Figura 7. Modelo de transformação maligna de melanócitos associado à resistência ao anoikis. 

Representação esquemática do protocolo experimental que resulta na transformação dos melanócitos 

melan-a. Melanócitos não tumorigênicos da linhagem melan-a foram submetidos a ciclos seqüenciais de 

bloqueio de ancoragem. Os esferóides formados após submeter estas células ao 5º ciclo de bloqueio de 

ancoragem foram clonados e todos os clones, selecionados aleatoriamente, foram tumorigênicos quando 

inoculados subcutaneamente em camundongos singenêicos. Desta forma, diferentes linhagens de 

melanoma foram obtidas, apresentando diferentes taxas de proliferação tanto in vitro quanto in vivo, 

além de diferentes padrões de pigmentação. 1C, 2C, 3C e 4C: células melan-a submetidas, 

respectivamente, a 1, 2, 3 e 4 ciclos de bloqueio de ancoragem; 96h: tempo de cultivo em condição de 

bloqueio de ancoragem em horas. 
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Objetivo geral: 

 

 
 Analisar a evolução cariotípica ao longo da transformação maligna de 

melanócitos melan-a induzida pelo bloqueio de adesão ao substrato e 

avaliar o papel da instabilidade telomérica e centromérica neste 

contexto. 

 

 

 

Objetivos específicos: 

 

 

 Verificar o tamanho telomérico ao longo do modelo, identificar 

aberrações envolvendo essas estruturas e sua possível relação com o 

processo de transformação maligna de melanócitos murinos. 

 

 Avaliar a expressão do gene Tert e da enzima telomerase e relacionar 

estes resultados ao status telomérico observado ao longo da 

transformação maligna de melanócitos. 

 

 Avaliar a contribuição centromérica na formação dos rearranjos 

estruturais observados ao longo da transformação maligna. 

 

 Avaliar um possível papel da proteína c-Myc na formação das 

translocações Robertsonianas em nosso modelo. 
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1. Comitê de Ética em Pesquisa 

O desenvolvimento deste projeto foi autorizado pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa da Universidade Federal de São Paulo/Hospital São Paulo, sob o 

processo de número 0738/07. 

 

2. Animais 

Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6, do sexo feminino, 

com 6 a 8 semanas de idade, obtidos do biotério do Centro de 

Desenvolvimento de Modelos Experimentais (CEDEME) da Universidade 

Federal de São Paulo – Escola Paulista de Medicina. Os animais foram 

mantidos em condições padronizadas de temperatura e iluminação (ciclo 12/12 

horas claro/escuro), sem restrição alimentar. A manipulação e manutenção dos 

animais estiveram de acordo com procedimentos padrão definidos no Guia 

Internacional de Princípios para a Pesquisa Biomédica Envolvendo Animais 

(CIOMS, Genebra, 1985). 

 

3. Anticorpos 

 Anticorpo primário policlonal produzido em coelho, direcionado à 

seqüência de aminoácidos 1 a 262 do gene c-Myc humano, reativo para 

amostras de camundongo, rato e humano, procedente da Santa Cruz 

Biotechnology, Inc. (San Diego, CA, USA); 

 Anticorpo secundário policlonal produzido em cabra, direcionado a IgG 

de coelho, conjugado com Alexa 488, procedente da Molecular Probes 

(Eugene, OR, USA). 
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4. Drogas e reagentes 

 Fosfato de sódio monobásico (NaH2PO4), fosfato de sódio dibásico 

(Na2HPO4), cloreto de sódio (NaCl), citrato trissódico ( Na3C6H5O7), 

formamida deionizada, polyoxyethilenesorbitan monolaurate (Tween 20), 

procedentes da Amresco (Solon, Ohio, USA); 

 4’-6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI), Corante tetrazólico amarelo 

solúvel 3-(4,5,-dimethylthiazol)-2-yl-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT),  

procedentes da Calbiochem (Darmstadt, Germany); 

 Ácido acético glacial, ácido clorídrico 37% (HCl), azul de bromofenol, 

cloreto de potássio (KCl), cloreto de sódio (NaCl), dimetilsulfóxido (DMSO), 

etanol absoluto, formaldeído 37%, isopropanol, xilol e xyleno cyanol, 

procedentes da Merck (Darmstadt, Germany); 

 Ácido bórico, bicarbonato de sódio, meio de cultura RPMI 1640, 

penicilina-estreptomicina, soro fetal bovino, procedentes da Gibco (Carlsbad, 

CA, USA); 

 Ácido N-2-hidroxietilpiperazina-N-2-etanosulfônico (HEPES), brometo de 

etídeo, diethylpyrocarbonate (DEPC), ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), 

phorbol 12-myristate13-acetate (PMA), procedentes da Sigma-Aldrich Co. (St. 

Louis, MO, USA); 

 agarose (DNA typing grade), dNTP Mix, DTT, tris 

[hydroxymethyl]aminomethane (Tris base), tris [hydroxymethyl]aminomethane 

hydrochloride (Tris-HCl), TRIzol®, procedentes da Invitrogen (Carlsbad, CA, 

USA); 

 Reagente Bio-Rad protein assay dye reagente concentrate, procedente 

da Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, USA); 

 Criotubos, filtros com membrana de 0,2 µm para meio de cultura celular 

Filtropur, placas de cultura celular de 100 mm e de 60 mm de diâmetro, placas 

plásticas de cultura celular contendo 6, 24 e 96 poços, ponteiras de 

micropipetas com capacidade de volume máximo de 0,1, 0,2 e 1 mL, tubos 
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para microcentrífuga com capacidade de volume máximo de 0,2, 0,5, 1,5 e 2,0 

mL e tubos para centrífuga com capacidade de volume máximo de 15 e 50 mL, 

procedentes da Sarstedt AG & Co. (Nümbrecht, Germany); 

 Marcadores de peso molecular para DNA, procedentes da Fermentas 

International Inc (Ontario, Canada); 

 Solução de tripsina 0,25%/EDTA 0,5mM, procedente do Instituto Adolfo 

Lutz (São Paulo, SP, Brasil); 

 Kit de detecção de atividade da telomerase: TRAPeze® Telomerase 

Detection Kit – S7700 – Chemicon (Billerica, MA, USA); 

 Formaldeído para reações de FISH e pepsina procedentes da Sigma-

Aldrich (Oakville, Ontario, Canada); 

 Etanol e metanol para reações de FISH e SKY procedentes da Fluka 

Analytical (Oakville, Ontario, Canada); 

 Rubber Cement procedente da Elmer´s (Columbus, Ohio, USA); 

 Anti-fade Vectashield procedente da Vector Laboratories (Burlington, 

ON, Canada); 

  Kit de SKY para camundongo procedente da Applied Spectral Imaging, 

(Vista, CA, USA). 

 

5. Enzimas 

 DNase I (Amplification Grade), Ribonuclease A (RNAse A), 

RNAseOUT™, Superscript™ III, procedentes da Invitrogen (Carlsbad, CA, 

USA); 

 Taq DNA polimerase recombinante, procedente da Fermentas 

International Inc. (Ontario, Canada). 
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6. Sondas 

 Sonda pan-centromérica murina conjugada com FITC procedente da 

Cambio (Dry Drayton,Cambridge, England); 

 Sonda telomérica PNA procedente da DAKO (Glostrup, Germany); 

 Sonda centromérica humana PNA procedente da Applied Biosystems, 

(Foster City, CA, USA). 

 

7. Linhagens celulares 

 A linhagem de melanócitos melan-a (Bennett et al., 1987) foi gentilmente 

cedida pelo Prof. Dr. Michel Rabinovitch da Disciplina de Parasitologia da 

Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP). As demais linhagens (2C, 4C, 

4C3, 4C11, Tm1 e Tm5) foram estabelecidas em nosso laboratório. 

A linhagem de melanoma murino B16F10 foi gentilmente cedida pelo 

Instituto Ludwig de Pesquisas sobre o Câncer, São Paulo. 

 

8. Oligonucleotídeos 

Os oligonucleotídeos utilizados neste trabalho foram desenhados com base em 

seqüências publicadas no Genbank através do site do NCBI (National Center 

for Biotechnology Information – http://ncbi.nlm.nih.gov), e estão descritos 

abaixo. 

 

Tabela 1 – Seqüências dos iniciadores: 

Tert sense 5' CAT GGG TGC CAA GTC CTG CTC 3' 

Tert antisense 5' CTG TGC AGG CGG AGC AAA TCC 3' 

β- actina sense 5´ CGA GGC CCA GAG CAA GAG AG 3’ 

β- actina antisense 5’ AGG AAG AGG ATG CGG CAG TGG 3’ 
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Oligo dT, Tert sense, Tert antisense, β-actina sense e β-actina antisense, 

procedentes da Invitrogen (Carlsbad, CA, USA).  

 

9. Programas 

 Para a quantificação da intensidade dos pixels presentes na imagem das 

bandas geradas por eletroforese em gel de agarose 1%, foi utilizado o 

programa Image Processing and Analysis in Java, ImageJ 1.38b (Wayne 

Rasband, National Institute of Health, USA, http://rsb.info.nih.gov/ij/); 

 Para as análises estatísticas foi utilizado o programa GraphPad Prism 

versão 4.00 para Windows (GraphPad Software, San Diego California USA, 

www.graphpad.com). 
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1. Modelo de estudo 

 Neste trabalho utilizamos um modelo de transformação maligna de 

melanócitos murinos (Oba-Shinjo e col, 2006; Campos e col, 2007) que 

consiste de diferentes linhagens de melanoma (4C3-, 4C11-, Tm1 e Tm5) 

estabelecidas após submeter à linhagem não tumorigênica de melanócitos 

murinos, melan-a (Bennett e col, 1987), a ciclos seqüenciais de impedimento 

da adesão ao substrato. Sublinhagens não tumorigênicas de melanócitos 

melan-a submetidos a 2, 3 e 4 ciclos de bloqueio de ancoragem (2C, 3C e 4C, 

respectivamente) também foram estabelecidas e representam fases distintas 

da progressão tumoral.  

 As linhagens 4C3+ e 4C11+ surgiram espontaneamente em cultura a 

partir das linhagens 4C3- e 4C11-, respectivamente.  

 

2. Cultura primária de macrófagos 

 Macrófagos (MØs) residentes foram coletados da cavidade peritoneal de 

camundongos C57BL/6 por lavagem da mesma com 5 ml de meio RPMI 1640 

gelado, estéril e isento de soro e antibiótico. As células do lavado foram 

dispostas em placas de 24 poços (5  105 células/poço) contendo lamínulas 

circulares de vidro ou em placas plásticas de cultura de 100 mm de diâmetro.  

 Os MØs foram mantidos em estufa a 37˚C em atmosfera úmida com 5% 

de CO2 por 24 horas. Após este período, as culturas foram lavadas três vezes 

com PBS, a fim de remover células não aderentes. 

 

3. Meios de cultura celular 

 A linhagem de melanócitos melan-a e as linhagens obtidas após os 

ciclos de bloqueio de ancoragem foram cultivadas em meio RPMI 1640 pH 6,9 

suplementado com 5% de soro fetal bovino, acrescido de 10 mM de ácido N-2-

hiroxietilpiperazina-N-2-etanosulfônico (HEPES), 24 mM de bicarbonato de 
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sódio e 10 ml/L de penicilina – estreptomicina (meio R5). Para a linhagem 

melan-a, 200 nM do éster de forbol (PMA) foi adicionado ao meio.  

 Macrófagos extraídos do peritônio de camundongos C57BL/6 e células 

de melanoma da linhagem B16F10 foram cultivados em meio RPMI pH 7,2 

suplementado com 10% de soro fetal bovino (meio R10). 

  

4. Cultura e manutenção dos estoques celulares 

 Todas as linhagens utilizadas neste trabalho foram cultivadas em 

monocamadas, em placas plásticas de cultura de 100 mm de diâmetro, em 

meio RPMI (5% ou 10%), até atingirem subconfluência.  

 O pH e a temperatura das culturas foram mantidos através de incubação 

em estufa com atmosfera contendo 5% de CO2, a 37C. Estoques celulares 

foram armazenados em criotubos, congelados em meio de congelamento (10% 

de dimetilsulfóxido em soro fetal bovino) e mantidos em nitrogênio líquido. 

 

5. Tumorigênese in vivo 

 Camundongos singenêicos C57BL/6 foram inoculados subcutaneamente 

no flanco esquerdo com 2105 células em 100 µl de PBS (NaCl 137 mM, KCl 

2,68 mM, Na2HPO4 8,03 mM e K2HPO4 1,46 mM, pH 7,2 – 7,4). Cada grupo 

experimental consistiu de 5 animais. 

 Os tumores foram mensurados diariamente com o auxílio de paquímetro.  

 O volume foi calculado pela fórmula descrita a seguir: 

 

Volume em mm3 = (diâmetro menor)2 x  diâmetro maior 

                                                         2 
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6. Ensaio de metástase experimental 

 Camundongos singenêicos C57BL/6 foram inoculados na veia lateral da 

cauda com 2,5  105 células (linhagens 4C3- e 4C3+) em 100 µl de PBS. 

Foram utilizados 5 animais no grupo experimental da linhagem 4C3+ e 20 no 

grupo experimental da linhagem 4C3-. 

 Após 20, 40, 60 e 80 dias, grupos de cinco animais tiveram seus 

pulmões removidos cirurgicamente para a verificação da presença ou ausência 

de focos metastáticos.  

 

7. Ensaio de proliferação celular 

 Para estudos de proliferação celular, as linhagens celulares foram 

dispostas em placas de 96 poços (2,5  103 células/poço/100 µl de meio R5) e 

cultivadas por 24 horas em meio completo. Após diferentes tempos (0, 24, 48, 

72 e 96 horas), o número de células viáveis foi estimado através do método 

colorimétrico baseado na redução metabólica do corante tetrazólico amarelo 

solúvel – MTT (C18H16N5SBr), em formazan púrpura insolúvel, pela ação da 

succinil-desidrogenase mitocondrial (Mosmann, 1983). 

 

8. Extração de RNA total 

 O RNA total das linhagens foi extraído utilizando-se o reagente TRIzol®, 

de acordo com o protocolo sugerido pelo fabricante. Para a extração, as células 

foram cultivadas conforme descrito acima, lavadas em PBS, removidas da 

placa de cultura pelo tratamento com solução de tripsina 0,25%/ EDTA 0,5 mM, 

lavadas em meio R10 e mais uma vez em PBS. Ao final das lavagens, as 

células foram homogeneizadas em 500 µl de TRIzol® e a suspensão, 

transferida para tubos de microcentrífuga. Para permitir a completa dissociação 

dos complexos núcleo-protéicos, as amostras homogeneizadas foram mantidas 

a temperatura ambiente por 5 minutos. Foram adicionados 100 µl de 

clorofórmio, os tubos agitados vigorosamente por 15 segundos e incubados a 

temperatura ambiente por 3 minutos. As amostras foram centrifugadas a 13000 
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rpm durante 15 minutos a 4ºC, o que resultou na separação da solução em três 

fases distintas – a fase superior aquosa, contendo o RNA, foi transferida para 

tubos novos. O RNA foi precipitado com 250 µl de isopropanol durante 10 

minutos a temperatura ambiente e, em seguida, os tubos foram centrifugados a 

13000 rpm durante 10 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi descartado e o 

precipitado, lavado com 1 ml de etanol 75% e centrifugado a 7500 rpm durante 

5 minutos a 4ºC. Os tubos ficaram abertos à temperatura ambiente até que 

todo o etanol evaporasse. O RNA foi então ressuspenso em água tratada com 

1% de DEPC (dietilpirocarbonato) e imediatamente congelado a 80ºC 

negativos.  

 Para a quantificação do RNA extraído, 2 µl da amostra foram utilizados. 

A concentração foi determinada por um espectrofotômetro (ND-1000 – Thermo 

Fisher Scientific, EUA) através da leitura da densidade óptica (DO) no 

comprimento de onda de 260 nm, obedecendo à proporção de 40 µg de 

RNA/ml por absorbância de 1 (Sambrook e col, 1989). Também foram 

efetuadas medidas a 280 nm para avaliar a pureza do RNA. A relação dos 

valores obtidos a 260 e 280 nm (razão DO260/DO280) deveria estar em torno 

de 1,9 para que o material fosse considerado puro o bastante para análise. 

Caso este valor não fosse atingido, o material era descartado e procedia-se 

nova extração de RNA. 

 A integridade do RNA total extraído das diferentes linhagens celulares foi 

analisada por eletroforese em gel de agarose 1,5%, preparado em tampão 

fosfato de sódio 10 mM, contendo 16% de formaldeído. Para 50 ml de gel, 0,75 

g de agarose foi acrescentado a 37 ml de água DEPC e 5 ml de tampão fosfato 

100 mM, pH 7,4 (Na2HPO4 77,4 mM e  NaH2PO4 22,6 mM). Após o 

aquecimento da solução para completa dissolução da agarose, 8 ml de 

formaldeído foram adicionados. Utilizou-se 5 μg de RNA total de cada amostra 

solubilizados em 3 vezes seu volume de tampão de amostra para RNA (750 µl 

de formamida, 90 µl de formaldeído, 150 µl de tampão fosfato 100 mM, 0,1 mg 

de azul de bromofenol e 135 µl de água DEPC) e 1 μl de brometo de etídio 1 

mg/ml. As amostras foram desnaturadas a 65ºC por 5 minutos, resfriadas em 

gelo e aplicadas no gel. A corrida eletroforética foi realizada em tampão fosfato 

de sódio 10 mM a 60 volts por 2 horas. A cada 20 minutos, o tampão era 

recirculado para equilibrar o pH. O gel foi visualizado em transiluminador de luz 
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ultravioleta acoplado a uma câmera e sua imagem, digitalizada por um sistema 

Kodak de imagens (ambos equipamentos procedentes da Kodak digital 

Science-Eletrophoresis Documentation and Analysis System 120). 

 

9. Síntese da primeira fita de DNA complementar (cDNA) - Transcrição 

reversa  

 Para excluir a possibilidade de contaminação por DNA genômico, 4 µg 

de RNA total foram tratados com a enzima DNase I, seguindo as instruções do 

fabricante. O volume da solução de RNA foi ajustado para 21 µl com água 

DEPC. Foram acrescentadas 1 unidade da enzima DNase I e 20 unidades do 

inibidor de ribonuclease, RNaseOUT™, em uma solução contendo 20 mM Tris-

HCl (pH 8,4), 50 mM KCl, 2 mM MgCl2 e incubados a temperatura ambiente 

por 15 minutos. A enzima foi inativada pela adição de 1 µl de EDTA 25 mM (pH 

8,0), seguida de incubação a 65ºC por 10 minutos. O volume final da reação foi 

de 25 µl. 

 Aproximadamente 1 µg do RNA total tratado com DNase I (6,25 µl) foi 

incubado a 65ºC por 5 minutos em solução contendo 500 ng de Oligo (dT) 

Iniciador e 1,5 mM de dNTP Mix em um volume de 6,5 µl, e imediatamente em 

gelo por 2 minutos. Depois que a reação chegou à temperatura ambiente, 

foram acrescentados 7 µl de uma solução contendo 50 mM de Tris-HCl (pH 

8,3), 75 mM de KCl, 3 mM de MgCl2, 5 mM de DTT, 40 unidades de 

RNaseOut™ e 200 unidades da transcriptase reversa Superscript™ III e a 

reação realizada a uma temperatura de 25oC por 5 minutos, seguidos de 60 

minutos a 50oC e mais 60 minutos a 55oC, finalizando com 70ºC por 15 

minutos. Os cDNAs foram estocados a 20ºC negativos. 

 Para a verificação da síntese e integridade da primeira fita do cDNA, o 

produto sintetizado por RT-PCR foi amplificado com iniciadores específicos 

para o gene da β- actina (Tabela 1). Nesta reação, adicionou-se 1 µl do cDNA 

sintetizado, tampão contendo 75 mM de Tris–HCl (pH 9.0), 2 mM de MgCl2, 50 

mM de KCl, 20 mM de (NH4)2SO4, 0,36 mM de dNTP Mix (0,36 mM de cada 

dinucleotídeo), 0,36 mM de cada iniciador, e 1 unidade de Taq DNA polimerase 

recombinante.  A reação foi realizada com uma desnaturação inicial a 94ºC por 

 38



Métodos 
 

5 minutos; seguida de 24 ciclos de 94ºC por 30 segundos, 55ºC por 30 

segundos e 72ºC por 1 minuto; e extensão de 72ºC por 10 minutos. As 

amostras de RNA total, antes e depois de serem tratadas com DNase I, 

também foram submetidas a esta reação para descartar a hipótese da 

amplificação do gene ser decorrente de uma contaminação por DNA genômico. 

Este controle positivo sempre era feito quando se utilizava um cDNA pela 

primeira vez e quando nova alíquota do mesmo era feita a partir do estoque. 

Além deste controle, em todas as PCRs realizadas, utilizamos como controle 

negativo, reações sem a adição de cDNA, para garantir que os reagentes 

utilizados estavam livres de contaminação. 

 As amostras foram analisadas por eletroforese em gel de agarose 1% 

preparado em tampão TBE (Tris base 89 mM, ácido bórico 89 mM e EDTA 2 

mM, pH 8,0). A corrida eletroforética foi realizada a 100 volts, em tampão TBE, 

até que as amostras alcançassem 2/3 da extensão total do gel. O gel foi 

visualizado em transiluminador de luz ultravioleta acoplado a uma câmera e 

sua imagem, digitalizada por um sistema Kodak de imagens (ambos 

equipamentos procedentes da Kodak digital Science-Eletrophoresis 

Documentation and Analysis System 120).. 

 

10. RT-PCR semiquantitativo 

 Diversas ciclagens foram utilizadas para a amplificação do gene Tert e 

da β- actina (controle interno da reação). As reações foram realizadas em um 

volume final de 25 μL, utilizando-se 1 μL da primeira fita de cDNA, tampão 

contendo 75 mM de Tris–HCl (pH 9.0), 2 mM de MgCl2, 50 mM de KCl, 20 mM 

de (NH4)2SO4, 0,36 mM de dNTP Mix, 0,36 mM de cada oligonucleotídeo, e 1 

unidade de DNA polimerase. Todas as reações foram realizadas em 

termociclador Personal Eppendorf (Hamburg, Germany). Para análise 

semiquantitativa da expressão de Tert, foram realizadas três reações para cada 

amostra tendo apenas o número de ciclos diferentes entre elas. As condições 

de ciclagem utilizadas foram iniciadas com desnaturação a 94ºC por 5 minutos; 

seguida de 29, 32 e 35 ciclos a 94°C por 30 segundos, 66°C por 45 segundos e 

72°C por 1 minuto, e extensão de 72ºC por 10 minutos. Para o gene da β- 
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actina foi utilizada ciclagem iniciada pela desnaturação a 94°C por 5 minutos, 

19, 22 e 25 ciclos a 94°C por 30 segundos, 55°C por 45 segundos e 72°C por 1 

minuto. Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de 

agarose 1% contendo brometo de etídio e preparado em tampão TBE. O gel foi 

visualizado em transiluminador sob luz ultravioleta e a imagem, capturada por 

um sistema automático Kodak (ambos equipamentos procedentes da Kodak 

digital Science-Eletrophoresis Documentation and Analysis System 120). A 

intensidade emitida pelas bandas foi quantificada através do programa 

ImageJ1.38b. Os resultados foram normalizados através da relação dos 

valores obtidos na amplificação dos dois genes (razão da expressão de Tert/β- 

actina). 

 

11. Ensaio da Telomerase (TRAP assay)  

 A atividade da enzima telomerase foi analisada utilizando-se o kit 

TRAPeze® S7700. Aproximadamente 106 células foram tripsinizadas e 

centrifugadas por 5 minutos a 2000 rpm, o pellet foi então lavado em 1xPBS e 

após nova centrifugação o pellet  foi ressuspenso em 200 μl de tampão de lise 

CHAPS ( fornecido no kit) contendo 10 mM Tris-HCl, pH 7.5, 1 mM MgCl2,  1 

mM EGTA, 0.1 mM Benzamidina, 5 mM β-mercaptoetanol, 0.5% CHAPS e 10% 

Glicerol. As amostras foram incubadas em gelo por 30 minutos, e precipitadas 

por centrifugação a 12000 rpm por 20 minutos a 4ºC. O sobrenadante foi então 

recuperado e transferido para tubos novos. A concentração protéica foi 

determinada através do reagente Bio-Rad protein assay dye reagente 

concentrate, em leitor de ELISA em comprimento de onda de 570 nm e a 

mesma quantidade protéica (0.1μg do extrato protéico total) de cada amostra 

foi utilizada no ensaio. 

 A metodologia utilizada neste kit é baseada no método descrito por Kim 

e colaboradores (1994) e consiste em um sistema de duas enzimas e um 

tampão que utiliza a tecnologia de PCR. Em um primeiro momento, a 

telomerase presente nos extratos celulares adiciona certo número de 

repetições teloméricas (GGTTAG) na ponta 3´ de um oligonucleotídeo (TS) 

oferecido como substrato. Após incubação por 30 minutos a 30ºC, os diferentes 
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produtos criados pela extensão deste substrato são amplificados através da 

reação em cadeia da polimerase (PCR) usando os iniciadores TS e RP 

(iniciador reverso), gerando uma escala crescente de produtos com 6 bases de 

diferença, começando em 50 nucleotídeos (50, 56, 62, 68, etc). 

 Para a análise das amostras, 5 μl de tampão de amostra foram 

adicionados a cada 25 μl de reação, e os produtos foram então separados em 

gel de poliacrilamida 12%, a 200 V por 2 horas em 0.5 x TBE. Como controles 

negativos foram utilizadas a mesma quantidade de extrato (0.1 μg) de cada 

amostra aquecida por 10 minutos a 85ºC (inativando a telomerase) e uma 

reação sem adição de extrato celular. 

  As images foram capturadas usando uma câmera digital FinePix S9000 

(Fujifilm, Minato, Tokio, Japan). 

 

12. Preparação de lâminas para análise de núcleos interfásicos  

 Todas as linhagens foram cultivadas em placas plásticas de cultura de 

100 mm de diâmetro, em meio R5, até atingirem subconfluência. As células 

então foram tripsinizadas e 2  105 células de cada linhagem foram 

ressuspensas em 500 l de meio R5 e dispostas sob uma lâmina de vidro em 

uma placa de cultura de 100 mm de diâmetro. As placas foram então 

incubadas por 4 horas em estufa com atmosfera de 5% de CO , a 37C. 2 Após 

este período, 10 ml de meio R5 foram adicionados a cada uma das placas e 

estas foram mantidas na estufa até atingirem subconfluência. 

 

13. Preparação de metáfases  

 Culturas subconfluentes foram tripsinizadas e divididas em 2 placas 24 

horas antes de serem utilizadas para a preparação dos cromossomos em 

metáfase. As células foram removidas das placas, lavadas em 1  PBS, 

ressuspensas em 5 ml de solução hipotônica (0,075 M KCl) em um tubo cônico 

de 15 ml e incubadas por 30 minutos a temperatura ambiente. 
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 A suspensão de células foi centrifugada a 800 rpm por 10 minutos, o 

sobrenadante descartado e, a cada dois minutos, 5 gotas de uma solução 

fixadora (3:1 metanol/ácido acético) foi adicionada ao pellet celular. Este 

procedimento foi repetido até que o volume da solução atingisse 5 ml. 

Posteriormente, o pellet foi ressuspenso na própria solução fixadora com a 

ajuda de uma pipeta Pasteur, as células foram centrifugadas sob as mesmas 

condições descritas acima e o sobrenadante, descartado. Cinco ml de fixador 

foram então adicionados, o pellet foi ressuspenso e a solução, incubada a 

temperatura ambiente por 10, 20 e 30 minutos. Após nova centrifugação, 2 a 5 

ml de fixador foram adicionados e as lâminas foram montadas. 

 

14. Peptide-nuclei-acid (PNA)-FISH (hibridação in situ fluorescente) em 

núcleo interfásico 

 As lâminas foram retiradas das placas de cultura e imediatamente 

incubadas em uma solução de 3,7% formaldeído/ 1  PBS por 20 minutos para 

que as células fossem fixadas. As lâminas foram então lavadas em 1  PBS e 

incubadas por 10 minutos em 0.01 N HCl/ 50 µg/ml pepsina a 37ºC. Em 

seguida, foram lavadas com 1  PBS e mais uma vez fixadas em solução de 

3,7% formaldeído por 10 minutos a temperatura ambiente. 

 Uma nova lavagem em 1  PBS foi realizada para remover traços de 

formaldeído e uma série de soluções de etanol (70%, 90% e 100%) foi utilizada 

para a desidratação dos espécimes. 

 Em cada lâmina foram aplicados 5 µl da sonda PNA e uma lamínula de 

15  15 mm foi colocada sobre ela e selada com Rubber Cement. As lâminas 

foram colocadas no sistema HybriteTM (Vysis; Abbott Diagnostics, Des Plains, 

IL), onde sofreram  desnaturação por 3 minutos a 80ºC, e subsequente 

hibridização por 2 horas a 30ºC.  O Rubber Cement e as lamínulas foram 

delicadamente removidos, e as lâminas foram lavadas 2 vezes por 15 minutos 

em uma solução de 70% formamida/ 2  SSC (0,3M de cloreto de sódio, 30mM 

de citrato trissódico, pH 7.0), seguida de uma lavagem em 2  SSC/ 0.05% 

Tween 20 por 5 minutos a 55ºC, antes da aplicação de 50 µl de DAPI (0.1 

µg/ml). Finalmente, foi aplicada uma gota de anti-fade Vectashield e novas 
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lamínulas foram adicionados às lâminas, que foram então estocadas a -20oC 

por 12 horas para evitar mudanças nas condições da imagem. 

 

15. Aquisição de Imagem 3D 

 Foram adquiridas imagens de 30 núcleos interfásicos por linhagem 

celular, usando o microscópio AxioImager Z1 e a câmera Zeiss Axio Cam HRm. 

As imagens foram capturadas com o auxílio de uma objetiva de 63/1.4 oil 

(todos os equipamentos procedentes da Carl Zeiss Inc. Canadá) e o tempo de 

exposição para Cy3 (telômero) foi de 100 ms e de 15-45 ms para DAPI 

(núcleo).  

 Para cada núcleo, 100 planos foram adquiridos a uma distância 

xy:107nm e z: 200nm. O software Axiovision 4.6 e o algorítmo constrained 

iterative (Schaefer e col., 2001) foram usados para a deconvolução das 

imagens. 

 Os sinais teloméricos a uma distância de 200 nm são detectados como 

um único sinal (Vermolen e col, 2005). 

 

16. Análise das imagens 3D pelo software Teloview  

 As imagens Z-stack foram convertidas para arquivos tif e então lidas 

pelo software TELOVIEW. Cada imagem foi processada de acordo com o 

descrito anteriormente por Louis e colaboradores (2005) e Vermolen e 

colaboradores (2005). A medida dos telômeros foi obtida utilizando-se o 

software TELOVIEW. Através da escolha de um threshold para os telômeros, 

uma imagem binária é produzida. Baseado nisso, o centro de gravidade das 

intensidades é calculado para cada objeto, resultando em uma série de 

coordenadas (x, y, z) que define a posição das cruzes que aparecem na tela. A 

intensidade integrada de cada telômero é então calculada, já que ela é 

proporcional ao comprimento do telômero. A região de integração é 

determinada através do crescimento de uma esfera no topo da coordenada 

encontrada. Depois de cada etapa de crescimento (iteration), a soma deste 

volume (o telômero) é subtraída pela soma das regiões ao redor dele 
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(background). Quando o processo de crescimento da esfera não contribui para 

um aumento integrado de intensidade, o algorítmo pára, uma correção 

automática de background é obtida e a nova intensidade integrada do telômero 

é calculada.  

 Uma vez que todas as análises foram concluídas, os dados foram 

transferidos para um arquivo Excel e gráficos foram construídos para 

demonstrar a distribuição da intensidade dos telômeros em cada linhagem 

celular.  

 

17. PNA-FISH em metáfases 

 PNA-FISH foi realizado em metáfases 2D derivadas das diferentes 

linhagens celulares. Sonda centroméricas humanas PNA foram sintetizadas 

com as seqüências listadas abaixo. 

 

Seqüência 1: (N-terminal)Flu-OEE-ATTCGTTGGAAACGGGA-EE(C-terminal) 

Seqüência 2: (N-terminal)Flu-OEE-CACAAAGAAGTTTCTGAG-EE(C-terminal) 

Seqüência 3: (N-terminal) Flu-OEE-CAGACAGAAGCATTCTCA-EE(C-terminal) 

Seqüência 4: (N-terminal)Flu-OEE-TGCATTCAACTCACAGAG-EE(C-terminal) 

  

 Este coquetel de sondas hibrida em todos os centrômeros de 

camundongo como já demonstrado por Guffei e colaboradores (2007). As 

sondas centroméricas foram desnaturadas a 55ºC por 10 minutos e então 

adicionadas nas lâminas em conjunto com a sonda PNA telomérica. As lâminas 

foram desnaturadas a 80ºC por 3 minutos, subseqüenciamente hibridadas por 

duas horas a 30ºC usando o HybriteTM (Vysis; Abbott Diagnostics, Des Plains, 

IL), e então lavadas em 70% formamida/ 2  SSC. 

 Por fim, uma solução de DAPI (0.1 mg/ml) foi aplicada, e uma gota de 

anti-fade Vectashield foi adicionada à lâmina. Todas as imagens foram 

capturadas imediatamente ao final do experimento para evitar mudanças nos 

parâmetros de obtenção das mesmas. Foram adquiridas imagens de, no 

mínimo, 20 metáfases por linhagem celular (melan-a, 4C3- e 4C3+), usando o 

microscópio Axioplan 2 e a câmera Zeiss Axio Cam HRm. As imagens foram 
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capturadas com o auxílio de uma objetiva de 63/1.4 oil (todos os 

equipamentos procedentes da Carl Zeiss Inc. Canadá). 

 

18. Spectral Karyotyping Analysis (SKY) 

 SKY foi realizado usando o kit para camundongo da ASI, como descrito 

abaixo. 

 As lâminas preparadas com as metáfases foram incubadas em 2 x SSC 

por 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, 100 µl de uma 

solução 100 µg/ml de RNAase A em 2  SSC foram aplicados sobre a lâmina, 

essas foram então cobertas por uma lamínula e incubadas por 1 hora a 37°C 

em estufa umidificada. Após incubação, as lâminas foram lavadas três vezes 

com uma solução 2  SSC sob agitação a temperatura ambiente e então 

incubadas por 12 minutos a 37°C em uma solução 0.01 M de HCl pré-aquecida 

contendo 50 µg/ml de pepsina. 

 Um volume igual a 5 µl por lâmina da solução contendo as sondas 

cromossômicas (tubo 1) foi transferido para um eppendorf e então denaturado 

a 85°C por 5 minutos e depois incubado por uma hora a 37°C. Durante essa 

incubação, as lâminas foram lavadas duas vezes em 1  PBS por 5 minutos a 

temperatura ambiente sob agitação, e depois mais uma vez em 1  PBS/ 

50mM MgCl2. As lâminas foram então fixadas por 10 minutos a temperatura 

ambiente em uma solução de 1% formaldeído/ 1  PBS/ 50 mM MgCl2 recém 

preparada. Posteriormente, foram lavadas em 1  PBS e desidratadas através 

da incubação por 3 minutos em uma série de diluições de etanol (70%, 90% e 

100%). 

 As lâminas foram então pré-aquecidas por 5 minutos a 70°C no forno de 

hibridação e imediatamente transferidas para uma solução já aquecida (70°C) 

de 70% formamida em 2  SSC pH 7.0 e incubadas por 2 minutos a 70°C. 

Após essa incubação, foram imediatamente transferidas para uma nova série 

de diluições de etanol gelado (-20°C), e deixadas secar por 5 minutos em 

temperatura ambiente. 

 Em cada lâmina, foi adicionado 5 µl da solução do tubo 1 (após 

denaturação), uma lamínula de 22  22 mm foi colocada sobre ela e selada 
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com Rubber Cement e, então, as lâminas foram incubadas em uma estufa 

umidificada por 36 horas a 37°C. 

 Após a incubação, as lamínulas foram retiradas e as lâminas, lavadas 

três vezes, sob agitação, por cinco minutos em uma solução pré-aquecida 

(45°C) de 50% formamida em 2  SSC e posteriormente lavadas por mais duas 

vezes em 1 x SSC sob as mesmas condições. 

 O reagente de bloqueio (80 µl) (tubo 2) foi aplicado sobre a lâmina, uma 

lamínula de 22  22 mm foi colocada sobre a mesma e as lâminas, incubadas 

por mais 30 minutos a 37°C em estufa umidificada. Após a incubação, 80 µl de 

anti-Digoxigenina (tubo 3) foram adicionados às lâminas, novas lamínulas 

foram colocadas sobre elas e as lâminas, novamente incubadas por 45 minutos 

sob as mesmas condições anteriores. 

 Terminada a incubação, as lâminas foram lavadas por 3 vezes de cinco 

minutos em uma solução de 4  SSC/ 0.1%Tween 20 a 45°C, sob agitação. 

Oitenta microlitros de Cy5 e Cy5.5 (tubo 4) foram adicionados por lâmina, uma 

lamínula colocada sobre ela e estas incubadas por mais 45 minutos a 37°C em 

estufa umidificada. Novas lavagens com de 4  SSC/ 0.1% Tween 20 foram 

feitas sob as mesmas condições acima descritas. Finalmente, 20 µl de uma 

solução de DAPI/Antibleach (tubo 5) foram adicionados às lâminas e lamínulas 

de 22  22 mm foram colocadas sobre as mesmas. 

Para a análise, foi utilizado o Spectra Cube (ASI) no microscópio 

Axioplan 2 (Carl Zeiss, Inc. Canadá) com uma objetiva 63/1.4 oil e o Case 

Data Manager 4.0 software (ASI) para PC. Pelo menos 40 metáfases foram 

capturadas, sendo 20 examinadas para cada linhagem celular. 

 A média e o número de cada cromossomo foi observado e comparado 

entre as diferentes linhagens através da análise de Kruskal-Wallis e teste de 

comparação múltipla de Dunn. 

 Além disso, análises estatísticas utilizando os mesmos testes citados 

acima foram realizadas para a ocorrência de translocações, quebras e fusões 

de cromossomos. Valores de P iguais a 0.05 foram considerados significantes. 
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19. FISH centromérico em metáfases 

 Depois das imagens decorrentes da técnica de SKY serem capturadas e 

analisadas, as mesmas lâminas foram lavadas três vezes, por cinco minutos, 

em 1  PBS sob agitação a temperatura ambiente, para remoção da marcação 

anterior e posterior hibridação com uma nova sonda. Neste experimento, foi 

utilizada uma sonda pan-centromérica murina conjugada com FITC para 

marcação dos centrômeros. 

Após retirada a marcação do SKY, as lâminas foram lavadas a 

temperatura ambiente sob agitação em 1  PBS/ 50mM MgCl2 e então fixadas 

por 10 minutos a temperatura ambiente em uma solução recém preparada de 

1% formaldeído/ 1  PBS/ 50 mM MgCl2. Após a fixação, as lâminas foram 

lavadas em 1  PBS e desidratadas através da incubação por 3 minutos em 

uma série de diluições de etanol (70%, 90% e 100%) e secas em temperatura 

ambiente. 

 As lâminas foram aquecidas a 70°C por 5 minutos no forno de hibridação 

e transferidas imediatamente para uma solução contendo 70% formamida/ 2 x 

SSC pH7.0 a 70°C e incubadas por dois minutos. Posteriormente, foram 

transferidas para uma nova série de diluições de etanol gelado (-20°C), e secas 

por 5 minutos em temperatura ambiente. 

 A sonda centromérica foi denaturada por 5 minutos a 95°C e depois 

mantida no gelo até que fosse utilizada. A sonda (20 µl) foi então aplicada às 

lâminas secas, lamínulas de 22  22 mm foram colocadas sobre as mesmas e 

seladas com Rubber Cement. As lâminas foram levadas à estufa umidificada e 

mantidas a 37°C por 16 horas. 

 Após a incubação, as lamínulas foram retiradas e as lâminas, lavadas 

três vezes, sob agitação, por cinco minutos em uma solução pré-aquecida 

(45°C) de 50% formamida em 2  SSC e, em seguida, lavadas por mais 3 

vezes de cinco minutos em uma solução de 4  SSC/ 0.1% Tween 20 a 45°C, 

sob agitação. 

 Finalmente, foram adicionados 50 µl de uma solução 0.1 µg/ml de DAPI, 

o volume coberto por uma lâminula de 24  60 mm e as lâminas, incubadas por 

5 minutos a temperatura ambiente. As lâminas foram lavadas em água 

deionizada, uma gota de antifade foi aplicada à lâmina, novas lamínulas de 22 
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 22 mm foram colocadas sobre a área de interesse as lâminas, levadas para 

captura e análise das imagens. 

As imagens foram capturadas em um microscópio Axioplan 2 (Carl 

Zeiss, Inc. Canadá) com uma objetiva de 63/1.4 oil e as mesmas metáfases 

capturadas para a análise de SKY foram adquiridas para análise comparativa 

dos fragmentos encontrados. O intuito desse experimento foi confirmar que os 

cromossomos marcadores observados pela técnica de SKY eram originados de 

centrômeros. 
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1. Características do modelo 

 

 As linhagens celulares obtidas após os ciclos seqüenciais de 

impedimento de ancoragem da linhagem de melanócitos, melan-a, foram 

analisadas simultaneamente quanto à morfologia, taxa de proliferação in 

vitro, capacidade de formar tumores in vivo e capacidade metastática. 

 

 
 1.1 Morfologia das linhagens ao longo da transformação maligna. 
  
 Como observado na Figura 4, as linhagens 2C e 4C já apresentam 

modificações marcantes em sua morfologia, tendo um aspecto fusiforme, 

diferente da linhagem parental melan-a, que apresenta morfologia mais 

dendrítica. Essa morfologia apresentada pelas linhagens derivadas de melan-a 

muito se assemelha a das linhagens de melanoma 4C3- e 4C11-, a qual muda 

drasticamente quando comparada àquela apresentada pelas linhagens de 

melanoma 4C3+, 4C11+, Tm1 e Tm5, de aspecto dendrítico e com menos 

pontos de adesão ao substrato, semelhante à apresentada pela linhagem de 

melanoma B16F10 (Figura 6). 
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FIGURA 6. Morfologia dos melanócitos melan-a e das linhagens obtidas após ciclos 
seqüenciais de bloqueio de ancoragem. As diferentes linhagens celulares foram cultivadas 
em placas plásticas de cultura em meio completo e fotomicrografadas utilizando microscópio 
invertido (Zeiss). As fotomicrografias foram obtidas em aumento de 20X. Três padrões 
morfológicos distintos são observados nestas linhagens: 1) melanócitos melan-a: padrão 
dendrítico com corpo celular bem espalhado na superfície da placa; 2) linhagens não 
tumorigênicas 2C e 4C e linhagens de melanoma de crescimento lento, 4C3- e 4C11-: padrão 
fibroblastóide com aspecto fusiforme e corpo celular bem espalhado na superfície da placa; 3) 
linhagens de melanoma de crescimento rápido, 4C3+, 4C11+, Tm1 e Tm5: padrão dendrítico 
com corpo celular pouco aderido à superfície da placa. ma: melanócitos melan-a; 2C e 4C: 
melanócitos melan-a submetidos a 2 e 4 ciclos de bloqueio de ancoragem, respectivamente; 
4C3- e 4C11-: linhagens de melanoma de crescimento lento; 4C3+, 4C11+, Tm1 e Tm5: 
linhagens de melanoma metastático; B16F10: linhagem estabelecida de melanoma 
metastático. 
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1.2 Análise da proliferação celular in vitro e tumorigenicidade in vivo da 

linhagem melan-a e suas derivadas. 

 

  Para avaliar o índice de proliferação das diferentes linhagens celulares 

do modelo, foi utilizado o método colorimétrico baseado na redução metabólica 

do corante tetrazólico amarelo solúvel (MTT). A linhagem de melanócitos 

melan-a não apresentou diferenças significativas em relação às linhagens 2C e 

4C, em nenhum dos tempos estudados (24, 48, 72 e 96 horas), da mesma 

maneira que não houve diferença entre as taxas proliferativas das linhagens 2C 

e 4C. As linhagens de melanoma 4C3- e 4C11- apresentaram menor taxa de 

proliferação in vitro quando comparadas às linhagens 4C3+, 4C11+, Tm1 e 

Tm5 (p<0.05). No entanto, a maior diferença foi encontrada quando 

comparamos as linhagens melan-a, 2C e 4C às linhagens 4C3+, 4C11+, Tm1 e 

Tm5 (p<0.001) (Figura 7).  

 Além disso, ensaios de tumorigenicidade confirmaram que as linhagens 

melan-a, 2C e 4C não foram capazes de formar tumores, enquanto que as 

linhagens que apresentaram menor velocidade de proliferação in vitro, 4C3- e 

4C11-, foram capazes de formar melanomas de crescimento lento após longos 

períodos de latência para seu aparecimento. Por outro lado, a inoculação das 

linhagens que apresentaram maior velocidade de proliferação in vitro, 4C3+, 

4C11+, Tm1 e Tm5, resultou em tumores de crescimento bastante rápido, 

palpáveis após curto tempo de latência (Figura 8). 

Estes dados mostraram que as linhagens tumorigênicas neste modelo 

murino de melanoma podem ser classificadas basicamente em dois grupos, 

onde as células 4C3+, 4C11+, Tm1 e Tm5 apresentam características de um 

fenótipo agressivo in vivo, enquanto que as células 4C3- e 4C11- se 

comportam como linhagens de melanomas indolentes. 

 

 

 

 

 

 

 

 52



Resultados 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 7. Proliferação celular in vitro. A taxa de proliferação das diferentes linhagens 

celulares utilizadas neste trabalho foi avaliada por ensaio de MTT. As linhagens celulares foram 

inicialmente cultivadas em placas de 96 poços (2,5×103 células/poço/200μL de meio R5), 

sendo o número de células estimado nos tempos 0, 24, 48, 72 e 96 horas de cultivo em estufa 

de CO2 a 37°C. ma: células melan-a; 2C e 4C: células melan-a submetidas a dois e quatro 

ciclos de bloqueio da adesão ao substrato, respectivamente; 4C3-, 4C11-: linhagens de 

melanoma de crescimento lento; 4C3+, 4C11+, Tm1 e Tm5: linhagens de melanoma de 

crescimento rápido (símbolos pretos). Os valores representam a média ± o desvio padrão dos 

valores obtidos de sextuplicatas. 
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FIGURA 8. Tumorigenicidade in vivo das linhagens derivadas dos melanócitos melan-a. 

A capacidade das diferentes linhagens celulares derivadas de melan-a de formar tumores in 

vivo foi avaliada pela inoculação de 106 células no tecido subcutâneo do dorso direito de 

camundongos fêmeas singenêicos C57BL/6. Os animais foram observados diariamente quanto 

ao aparecimento de tumores palpáveis. O volume dos tumores foi calculado pela fórmula 

[(menor diâmetro)2 × maior diâmetro]/2. ma: células melan-a; 2C e 4C: células melan-a 

submetidas a dois e quatro ciclos de bloqueio da adesão ao substrato, respectivamente; 4C3-, 

4C11-: linhagens de melanoma de crescimento lento; 4C3+, 4C11+, Tm1 e Tm5: linhagens de 

melanoma de crescimento rápido. Os valores representam a média ± o desvio padrão dos 

valores obtidos de um grupo de cinco animais. 
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1.3 Análise da capacidade metastática das linhagens de melanoma 

obtidas a partir da linhagem de melan-a. 

 

As diferenças nos tempos de latência e velocidade de crescimento 

tumoral encontradas entre as diferentes linhagens de melanoma do modelo nos 

levaram a investigar a capacidade metastática dessas células. Para isso, 2x105 

células das linhagens 4C3- e 4C3+ foram inoculadas por via intravenosa em 

camundongos C57Bl6. Cada grupo experimental consistiu de cinco animais. 

Após 20 dias, os pulmões dos camundongos inoculados foram retirados para 

verificar a existência de focos metastáticos. Todos os animais inoculados com 

4C3+ apresentaram focos metastáticos em seus pulmões e pericárdios (Figura 

7A). No entanto, nenhum animal inoculado com a linhagem 4C3- apresentou 

focos metastáticos durante após este período. Em seguida, outros quatro 

grupos experimentais foram inoculados novamente com a linhagem 4C3-. Os 

animais desses grupos foram sacrificados após 20, 40, 60 e 80 dias para 

verificar a possibilidade de uma metastatização mais tardia dessa linhagem, 

mas mesmo após 80 dias da inoculação, nenhum animal apresentou focos 

metastáticos em seus pulmões (Figura 9B, C e D).  

Resultados anteriores do laboratório mostravam resultados similares 

para as demais linhagens do modelo, onde as linhagens que apresentavam 

crescimento tumoral mais rápido in vivo apresentavam capacidade de 

metastatizar (4C11+, Tm1 e Tm5), enquanto que aquela que apresentava uma 

velocidade mais lenta não (4C11-). 
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FIGURA 9 - Ensaio de metástase experimental. Inóculos de 2×105  células 4C3+ (A) e 4C3- 
(B, C e D) foram injetados via veia da cauda em camundongos fêmeas C57Bl6. Os animais 
foram sacrificados 20 (A and B), 40 (C) e 80 (D) dias depois da inoculação. Os pulmões foram 
removidos e focos metastáticos foram identificados – alguns estão indicados por setas brancas 
no painel. 
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2. Evolução cariotípica no modelo experimental de melanoma 

   

Com base nas mudanças fenotípicas e no aumento da agressividade 

encontrada ao longo do modelo de transformação de melanócitos, decidimos 

avaliar o cariótipo destas linhagens e verificar possíveis alterações 

cromossômicas relacionadas às características fenotípicas já encontradas. A 

técnica de cariótipo espectral (SKY) foi então realizada para melan-a e todas 

suas sublinhagens (Figura 10). 

Os tipos e freqüências de aberrações cromossômicas espontâneas 

foram examinados em pelo menos 20 metáfases e estão descritos na Tabela 2. 

A mediana da ploidia de todas as linhagens celulares também está descrita na 

Tabela 2. Um aumento no número individual de cromossomos foi observado 

durante a transformação maligna e está mostrado na Tabela 3. 

A célula parental melan-a aparece neste trabalho como sendo quase 

triplóide com uma média de 54 cromossomos por núcleo celular, o que 

provavelmente é conseqüência do tempo em cultura, uma vez que esta 

linhagem celular foi descrita pela primeira vez como apresentando cariótipo 

normal diplóide (Bennett et al, 1987). É importante ressaltar que a linhagem de 

melanócitos melan-a, apesar de não apresentar cariótipo diplóide normal nesta 

análise, também não apresentou nenhum tipo de alteração cromossômica 

estrutural.  

Todas as demais linhagens, mesmo as não tumorigênicas, 

apresentaram alterações estruturais, como mostrado nas Figuras 10, 11A e 

Tabela 2. 

 Correlações entre as mudanças no cariótipo e o fenótipo foram 

observadas. Note que determinados rearranjos são mantidos entre as 

linhagens celulares não tumorigênicas (2C e 4C) e os melanomas não 

metastáticos (4C3- e 4C11-) como, por exemplo, T(8;14), T(14;8) e Fus(8,6). O 

fenótipo tumorigênico coincide com o surgimento de uma translocação 

adicional T(5,18) e T(7,X) nas linhagens 4C3- e 4C3+ respectivamente. 

 A manutenção de determinados rearranjos ao longo da transformação 

também acontece entre os melanomas metastáticos (4C3+, 4C11+, Tm1 e 

Tm5), mesmo com cariótipos mais complexos, indicativo de que uma maior 

 57



Resultados 
 

instabilidade ocorre nessas células. Estas linhagens ainda apresentam 

determinados rearranjos em comum, entre eles translocações Robertsonianas 

envolvendo os cromossomos 8 e 12 (Tabela 2 e 4 e Figura 11B). Além do 

aumento significativo no número de aberrações estruturais, um aumento 

significativo da ploidia celular foi também observado nas linhagens de 

melanoma metastático (p <0,001) (Figura 11C).  

 Diferenças nos tipos de aberrações estruturais também foram notadas 

ao longo da progressão. Enquanto nas linhagens não tumorigênicas e nos 

melanomas indolentes prevaleciam translocações recíprocas e fusões, nas 

linhagens metastáticas as translocações robertsonianas caracterizaram o 

fenótipo (Tabela 2). 

 Além de alterações cromossômicas como translocações e fusões, a 

presença constante de estruturas não classificadas (marcadores) entre as 

linhagens nos chamou a atenção. Estas estruturas estavam presentes em 

todas as linhagens, sendo mais numerosas nas linhagens de melanoma 

indolentes e quase desaparecendo nas linhagens tumorigênicas (Tabela 2), 

além disso, quando analisadas por banda DAPI invertida apresentavam 

características de heterocromatina, sugerindo uma origem centromérica que 

mais tarde foi confirmada por FISH (Figura 12). 
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FIGURA 10 – Evolução cariotípica – Imagens representativas da técnica de SKY para cada 
uma das linhagens celulares do modelo. Note o aumento no número de anormalidades 
cromossômicas durante a progressão tumoral no modelo e o aumento no número de 
cromossomos a partir da linhagem 4C3+. Painel esquerdo: banda DAPI invertida; painel 
central: imagem espectral; painel direito: imagem com cores classificatórias determinadas pelo 
software de análise SKYView e painel maior: cariótipo espectral. ma: células melan-a; 2C e 4C: 
células melan-a submetidas a dois e quatro ciclos de bloqueio da adesão ao substrato, 
respectivamente; 4C3-, 4C11-: linhagens de melanoma de crescimento lento; 4C3+, 4C11+, 
Tm1 e Tm5: linhagens de melanoma de crescimento rápido. 
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FIGURA 11 – Rearranjos cromossômicos. Um total de 20 metáfases foi examinado para 
cada linhagem celular. A: Número de rearranjos encontrados em cada linhagem celular por 
metáfase; B: Número de cromossomos Robertsonianos encontrados por metáfase do modelo 
de melanoma; C: Variação na ploidia encontrada durante a progressão tumoral no modelo. ma: 
células melan-a; 2C e 4C: células melan-a submetidas a dois e quatro ciclos de bloqueio da 
adesão ao substrato, respectivamente; 4C3-, 4C11-: linhagens de melanoma de crescimento 
lento; 4C3+, 4C11+, Tm1 e Tm5: linhagens de melanoma de crescimento rápido. 
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Tabela 2. Sumário dos rearranjos encontrados no modelo de melanoma. 
 

Linhagem 
celular 

Número de 
cromossomos* 

Fragmentos 
centroméricos** 

Aberrações estruturais 

melan-a 54 sim [21] nenhuma 

2C 51 sim [24] T(8;14)[13] / T(14;8)[20] / F(8;6)[19] / 

Del(11)[18] 

4C 51 sim [31] T(8;14)[19] / T(14;8)[21] / T(15;X)[18] / 

F(8;6)[4] / Del(11)[18] 

4C3- 53 sim [51] T(8;14)[18] / T(14;8)[21] / T(5;18)[9] / 

T(15;X)[18] / F(8;6)[15] / Del(11)[17] 

4C11- 51 sim [31] T(8;14)[13] / T(14;8)[14] / T(7;X)[6] / 

T(15;X)[11] / F(8;6)[19] / Del(11)[16] 

4C3+ 72 sim [8] 
T(1;16)[18] / T(8;1)[17] / T(1;12)[15] / 

T(3;13)[20] / T(13;3)[20] / T(X;15)[19] / 

T(10;16)[16] / Rb(8.12)[15] / Rb(12.12)[26] / 

Del(1)[18] / Del(6)[12] / Del(11)[20] 

4C11+ 70 sim [5] T(1;16)[19] / T(8;1)[20] / T(1;12)[10] / 

T(3;13)[19] / T(13;3)[15] / T(X;15)[15] /  

Rb(8.12)[14] / Rb(12.12)[30] / Del(1)[18]  / 

Del(11)[16] 

Tm1 71 não T(1;16)[19] / T(8;1)[18] / T(1;12)[14] / 

T(3;13)[19] / T(13;3)[18] / T(X;15)[16] /  

F(6;15)[14] / Rb(8.12)[13] / Rb(12.12)[18] / 

Rb(19.19)[16] / Del(1)[18]  / Del(11)[17] / 

Del(8)[6] / Del(6)[6] 

Tm5 69 sim [3] T(1;16)[14] / T(8;1)[17] / T(1;12)[7] / 

T(3;13)[19] / T(13;3)[17] / T(X;15)[15] /  

Rb(8.12)[13] / Rb(12.12)[30] / Del(1)[18]  / 

Del(11)[16] 

 
Os dados acima são derivados da análise de 20 metáfases. Os colchetes indicam o número de 
vezes que determinado rearranjo foi visto no total de 20 metáfases. Somente rearranjos 
encontrados mais de duas vezes estão descritos na tabela. * Média do número de 
cromossomos de 20 metáfases. ** Ausência ou presença de fragmentos centroméricos nas 
metáfases. Os colchetes indicam o número de fragmentos encontrados na análise. ma: células 
melan-a; 2C e 4C: células melan-a submetidas a dois e quatro ciclos de bloqueio da adesão ao 
substrato, respectivamente; 4C3-, 4C11-: linhagens de melanoma de crescimento lento; 4C3+, 
4C11+, Tm1 e Tm5: linhagens de melanoma de crescimento rápido. 
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Tabela 3. Aumento do número individual de cromossomos no modelo de melanoma 
 

Cromossomo Ma 2C 4C 4C3- 4C11- 4C3+ 4C11+ Tm1 Tm5 

1 2 3 4 4 4 5 4 5 5 

2 3 3 3 3 3 4 4 3 3 

3 2 2 2 2 2 3 3 3 3 

4 3 3 3 3 3 3 3 3 3 

5 3 3 3 3 3 4 4 4 4 

6 4 3 3 3 2 6 6 7 6 

7 2 2 2 2 3 3 3 3 3 

8 3 3 2 3 3 4 4 4 4 

9 2 2 2 2 2 4 4 4 4 

10 2 2 2 2 2 4 4 4 4 

11 2 3 3 3 3 5 5 5 5 

12 2 2 2 2 2 5 4 4 4 

13 2 2 2 2 2 3 3 3 3 

14 3 3 3 3 3 3 3 3 4 

15 3 4 4 4 4 4 4 3 4 

16 4 3 3 2 2 3 3 3 3 

17 3 3 3 3 3 4 4 4 4 

18 3 2 2 2 2 3 3 3 3 

19 4 2 2 3 3 3 3 3 3 

X 2 1 2 2 2 2 2 2 2 

Y 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

 
Os números apresentados correspondem à mediana da análise de 20 metáfases.  
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Tabela 4 – Resumo dos cromossomos envolvidos na formação 

translocações Robertsonianas nas linhagens metastáticas do modelo de 

melanoma. 

Linhagem celular cromossomo 
Número de vezes envolvidos em 

cromossomos Rb 
P 

8 15 <0.01 

4C3+ 

12 67 <0.001 

8 14 <0.01 

4C11+ 

12 74 <0.001 

8 13 <0.01 

12 49 <0.001 Tm1 

19 32 <0.001 

8 13 <0.01 

Tm5 

12 73 <0.001 

Os números apresentados são derivados da análise de 20 metáfases. Toda as metáfases 

carregavam pelo menos um cromossomo Robertsoniano. O envolvimento de cada cromossomo 

na formação de translocações robertsonianas é indicado, assim como sua respectiva 

significância. 4C3+, 4C11+, Tm1 e Tm5: linhagens de melanoma de crescimento rápido 
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3. Instabilidade e fragmentação centromérica 

 

Para confirmar a origem das estruturas marcadoras observadas por 

SKY, uma sonda centromérica específica para camundongo foi utilizada sob as 

mesmas lâminas utilizadas anteriormente na análise de SKY. Desta maneira, 

foi possível obter imagens das mesmas metáfases capturadas anteriormente e 

então confirmar como centroméricos os fragmentos marcadores.  

A linhagem 4C3- foi escolhida para este experimento por apresentar o 

maior número de fragmentos centroméricos por metáfase. A figura 9 mostra o 

resultado do FISH centromérico. É possível visualizar o fragmento marcador 

sob a fluorescência DAPI (Figura 12A), e a marcação centromérica sob a 

fluorescência FITC (Figura 12B). 

 Apesar de presente em praticamente todas as linhagens (com exceção 

da linhagem Tm1), o número de fragmentos centroméricos aumentava ao longo 

da transformação maligna, das linhagens não tumorigênicas aos melanomas 

indolentes, tornando-se insignificante nos melanomas metastáticos (p<0,0001) 

(Figura 12C).  
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FIGURA 12 – Fragmentação centromérica – Cromossomos multicêntricos e fragmentos 
centroméricos identificados por FISH. Metáfases da linhagem celular 4C3- foram hibridadas 
usando uma sonda pan-centromérica específica para camundongo conjugada com FITC 
(verde) (Cambio, UK). A: DAPI invertido; B: sonda centromérica. Os quadrados brancos 
mostram os fragmentos centroméricos. C: número de fragmentos centroméricos encontrados 
nas diferentes linhagens celulares. ma: células melan-a; 2C e 4C: células melan-a submetidas 
a dois e quatro ciclos de bloqueio da adesão ao substrato, respectivamente; 4C3-, 4C11-: 
linhagens de melanoma de crescimento lento; 4C3+, 4C11+, Tm1 e Tm5: linhagens de 
melanoma de crescimento rápido. 
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4. Avaliação do perfil telomérico no modelo de transformação 

maligna de melanócitos 

 

 O encurtamento telomérico crítico, assim como defeitos na 

funcionalidade destas estruturas podem gerar instabilidade genética através 

dos ciclos de quebra, fusão e ponte cromossomal. Estes ciclos iniciam-se com 

a fusão terminal das cromátides irmãs, que formam uma ponte e 

posteriormente se fragmentam com a separação dos centrômeros. Desta 

forma, uma das células filhas adquire um cromossomo com duplicação final, 

enquanto a outra fica com uma deleção terminal. Em decorrência da falta de 

telômeros, nas próximas divisões as cromátides continuam se fundindo e se 

fragmentando, a não ser que as cromátides adquiram novos telômeros, 

tornando-se novamente estáveis (Murnane, 2006). Sendo assim, decidimos 

avaliar o status telomérico das linhagens celulares estudadas e verificar o papel 

dos telômeros na evolução cariotípica identificada durante a progressão 

tumoral em nosso modelo. Analisamos, portanto, o tamanho telomérico, a 

atividade da enzima telomerase e a expressão do gene Tert na linhagem 

parental melan-a e suas linhagens derivadas. 

 

  A partir daqui, dado à semelhança entre algumas das linhagens e por 

motivos didáticos, somente as linhagens melan-a, 2C, 4C, 4C3- e 4C3+ foram 

avaliadas. 

 

3.1 Diminuição no tamanho absoluto e variabilidade do 

comprimento telomérico ao longo do modelo de transformação maligna 

de melanócitos. 

 

Para analisar o status telomérico das diferentes linhagens no nosso 

modelo de melanoma, foi utilizada a técnica de hibridação fluorescente in situ 

quantitativa (Q-FISH). Um total de 30 núcleos interfásicos, fixados de maneira a 

preservar sua integridade estrutural, foram analisados para cada linhagem 

celular.  
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Foi observada progressiva redução do tamanho telomérico cada vez que 

ciclos de impedimento de ancoragem ao substrato eram realizados. Ou seja, à 

medida que as células avançavam em direção a um fenótipo maligno, seus 

telômeros eram encurtados (Figura 13A). A linhagem celular imortalizada, 

melan-a, e as linhagens celulares não tumorigênicas (2C, 4C) mostraram 

grande variação no tamanho telomérico e um tamanho absoluto maior em 

comparação às linhagens tumorigênicas (4C3- e 4C3+), onde a variação assim 

como o tamanho absoluto eram menores. Em comparação com a linhagem 

parental (melan-a), a variação no comprimento telomérico foi significativa 

quando comparado às linhagens 2C (P <0,0005), 4C (P <0,009), 4C3- e 4C3+ 

(P <0,0001). Em todos os casos, as diferenças no comprimento telomérico em 

relação à linhagem celular de melanoma metastático (4C3+) foram altamente 

significativas (P <0,0001).  

Visto que existiam diferenças entre as linhagens quanto ao comprimento 

telomérico, decidimos avaliar a atividade da enzima telomerase no modelo. 

Todas as linhagens celulares apresentaram atividade da telomerase, como 

mostrado pelo ensaio TRAP (Figura 13B). Devido à má resolução deste 

ensaio, utilizamos a quantificação do gene Tert por RT-PCR para avaliar 

possíveis diferenças nos níveis de expressão da telomerase no modelo. 

Embora indireta, a quantificação da subunidade Tert tem sido sugerida como 

um indicador da atividade da telomerase, uma vez que a transcrição deste 

gene parece ser o principal fator limitante da atividade desta enzima.  

O nível de expressão do gene Tert foi quantificado para todas as 

linhagens celulares envolvidas neste estudo e nenhuma diferença estatística foi 

encontrada entre as linhagens (Figura 13C).  
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FIGURA 13 – Encurtamento telomérico na presença de telomerase – A: Distribuição dos 
tamanhos dos telômeros nas diferentes linhagens do modelo determinada por Q-FISH. As 
linhas verticais e as setas indicam diminuição da heterogeneidade dos comprimentos 
teloméricos através do modelo de transformação de melanócitos. B: Atividade da telomerase 
no modelo determinada pelo ensaio TRAP. (-) extrato celular não aquecido, (+) extrato celular 
aquecido, CI: controle interno da PCR, C-: controle negativo e DP: dímeros de primer. C: 
Expressão de Tert analisada em melan-a e suas linhagens derivadas por RT-PCR, a expressão 
da ß-actina foi usada como controle de normalização. Nenhuma diferença significativa foi 
observada entre as amostras. ma: células melan-a; 2C e 4C: células melan-a submetidas a 2 e 
4 ciclos de bloqueio de adesão ao substrato, respectivamente; 4C3-: linhagem de melanoma de 
crescimento lento; 4C3+: linhagem de melanoma metastática.  

 

 71



Resultados 
 

3.2 Análise da perda completa de seqüências teloméricas. 

 

Como já discutido, além do encurtamento telomérico, outra característica 

de células com disfunção telomérica é a perda completa das seqüências dos 

telômeros. A fim de analisar possíveis perdas teloméricas durante o modelo de 

progressão, foi realizada a hibridação fluorescente in situ (FISH), utilizando 

uma sonda telomérica em lâminas preparadas com células em metáfase. Como 

controle normal, utilizamos fibroblastos de rato T38Ha procedentes de cultura 

primária onde praticamente 100% dos cromossomos analisados apresentavam 

quatro sinais distintos em suas extremidades. O experimento foi realizado 

também nas células melan-a e nas linhagens de melanoma 4C3- e 4C3+ 

(Figura 14). 

  Todas as linhagens tumorigênicas exibiram acentuada perda de sinais 

teloméricos, quando comparados ao controle normal (p<0,0001). O maior 

número de extremidades livres de sinal foi observado na linhagem 4C3+, onde 

mais de 30% das extremidades não apresentava sinal telomérico detectável 

(p<0,001). A linhagem tumorigênica 4C3-, por sua vez, mostrou perda de sinais 

em 15% (p<0,001) de todas as extremidades e a linhagem parental melan-a 

mostrou extremidades livres de sinais em 9% dos potenciais sítios teloméricos 

(p<0,05).   

 Os fragmentos centroméricos identificados anteriormente por FISH e 

SKY são também visíveis por esta técnica e alguns deles aparecem como mini 

cromossomos contendo quatro sinais teloméricos nas pontas (Figura 14 G, H, 

I) e são provavelmente resultado de fusão e quebra de centrômeros de 

cromossomos distintos. Por outro lado, nenhum sinal telomérico foi observado 

sob o ponto de fusão centromérico das translocações Robertsonianas (Rb) 

(Figura 14 J, K, L).  
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FIGURA 14 – Translocações robertsonianas e outras anormalidades centroméricas – 
Imagens representativas de fibroblastos normais de camundongos T38Ha e das linhagens 
celulares melan-a, 4C3- e 4C3+. Células em metáfases hibridadas com sondas contra 
seqüências centroméricas e teloméricas. Nos painéis G, H e I, está representada a linhagem 
celular 4C3-. Note os fragmentos centroméricos na imagem ampliada no canto direito inferior 
do painel G e os quatro sinais teloméricos no inserto do painel H. Nos painéis J, K e L,  são 
mostradas metáfases representativas da linhagem 4C3+. Uma translocação robertsoniana é 
mostrada no inserto do painel J. Atenção ao fato de que sob o ponto de fusão centromérico não 
há nenhum sinal telomérico. Note que em todas as linhagens celulares existem cromossomos 
com ausência de sinais teloméricos nas terminações dos cromossomos, mas a linhagem 4C3+ 
apresenta a maior porcentagem de cromossomos com esta característica. T38Ha: fibroblastos 
normais de camundongos T38Ha; melan-a: células melan-a; 4C3-: linhagem de melanoma de 
crescimento lento; 4C3+: linhagem de melanoma metastática. 
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4. Expressão de c-Myc é desregulada no modelo de melanoma  

 

Trabalhos anteriores do nosso grupo demonstraram que a expressão 

anormal do gene c-Myc induz rearranjos cromossômicos e agregações 

teloméricas através da remodelação do núcleo interfásico das células (Louis e 

col., 2005; Mai & Garini, 2005; Caporali e col., 2007), e também sugerem que o 

modo de ação pelo qual tais rearranjos são estabelecidos envolve a regulação 

do complexo protéico que protege e envolve os telômeros (Louis e col., 2005). 

Além disso, sugerimos que c-Myc medeia a formação de translocações 

robertsonianas em células murinas através da promoção de fusões teloméricas 

(Guffei e col., 2007). A expressão constitutiva do gene c-Myc devido a 

translocações cromossômicas, mutação ou amplificação contribui para o 

desenvolvimento e progressão de muitos cânceres (Nesbit e col., 1999; Potter 

& Marku, 1997; Kuttler & Mai, 2006). É sabido que 70% dos cânceres humanos 

mostram expressão desregulada deste gene, o que coloca c-Myc entre os mais 

importantes proto-oncogenes humanos (Kuttler & Mai, 2006). 

Em nosso estudo, todas as células estudadas apresentaram expressão 

constitutiva deste gene, representada pela marcação nuclear nos ensaios de 

imunofluorescência com anticorpo anti-c-Myc em células não sincronizadas. 

Este tipo de marcação é um indicativo de expressão aberrante de c-Myc, uma 

vez que este gene é expresso de maneira transiente ao longo do ciclo celular 

de células normais (Figura 15) (Kuttler & Mai, 2006). 

 Embora exista expressão aberrante da proteína c-Myc nas linhagens 

que compõe o nosso modelo, aparentemente o mecanismo responsável pelos 

rearranjos cromossômicos encontrados em nossas células difere daquele 

descrito anteriormente pelo nosso grupo (Guffei e col., 2007). 
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FIGURA 15 – Expressão de c-Myc. Cada painel mostra uma imagem representativa para cada 
linhagem celular. Coluna da esquerda: marcação da proteína c-Myc (Alexa 488, Molecular 
Probes), coluna central: marcação nuclear (DAPI), Coluna da direita: imagens sobrepostas. 
Macrófagos: macrófagos extraídos de cultura primária de peritônio de camundongos C57Bl6; 
ma: células melan-a; 2C e 4C: células melan-a submetidas a 2 e 4 ciclos de bloqueio de 
adesão ao substrato, respectivamente; 4C3-: linhagem de melanoma de crescimento lento; 
4C3+: linhagem de melanoma metastática. B16F10: linhagem de melanoma metastática. 
Barras: 20µm. 
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 Caracterização do modelo 

 

Nosso grupo desenvolveu recentemente um modelo de transformação 

maligna de melanócitos murinos onde a linhagem não tumorigênica, melan-a, 

foi submetida a ciclos seqüenciais de bloqueio de adesão ao substrato, 

processo que resultou no estabelecimento de sublinhagens não tumorigênicas 

de melan-a e várias linhagens de melanoma (Correa e col., 2006; Oba-Shinjo e 

col., 2005).  

 No melanoma, a possibilidade de uma correlação patológica específica 

com uma correspondente alteração genética permite o estudo experimental das 

diferentes fases da progressão deste tumor. No entanto, amostras de fases 

iniciais são geralmente indisponíveis para estudo, impedindo a identificação de 

eventos iniciais associados à transformação maligna. E neste contexto que o 

estudo de modelos como o nosso se torna relevante. 

 Desta forma, estas células têm sido utilizadas como representativas de 

etapas correspondendo a diferentes fases da gênese do melanoma, onde 

melan-a, 2C e 4C poderiam corresponder às fases de nevo a nevo displásico, 

as linhagens de melanoma 4C3- e 4C11- corresponderiam a melanomas pouco 

agressivos e as demais linhagens de melanoma, a melanomas mais agressivos 

ou de fase de crescimento vertical e metastático, já que são capazes de levar à 

formação de metástases à distância (Figura 9A). 

 Diversas características nos levam a fazer tais associações: a linhagem 

parental melan-a foi inicialmente descrita por Bennett e colaboradores (1987) 

como tendo um cariótipo normal diplóide (2n=40)(Bennett e col., 1987) como o 

nevo comum, que normalmente não apresenta mudanças genéticas e/ou 

alterações citogenéticas. Embora neste estudo melan-a apresente um cariótipo 

quase triplóide (Tabela 2), acreditamos que este aumento na ploidia tenha sido 

causado pelo tempo em que estas células permaneceram em cultura. As 

linhagens derivadas de melan-a denominadas 2C e 4C não são capazes de 

formar tumores in vivo (Figura 8), mas assim como os nevos displásicos já 

apresentam anormalidades cromossômicas estruturais (Figura 11 A, B e 

Tabela 2). Linhagens distintas de melanoma (4C3-, 4C11-, 4C3+, 4C11+, Tm1 

e Tm5) obtidas a partir da diluição limitante de esferóides de células 4C são 

capazes de crescer como tumores quando injetadas subcutaneamente em 
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camundongos singenêicos, com diferentes tempos de latência para o 

aparecimento de tumores (Figura 8), e as mais agressivas apresentam 

morfologia semelhante à linhagem estabelecida de melanoma murino B16F10 

(Figura 6) e cariótipos bem mais complexos (Tabela 2). Como pode ser 

observado na Figura 7, há uma diferença marcante na proliferação celular in 

vivo entre as diversas linhagens de melanoma, separando-as em linhagens de 

crescimento lento, menos agressivas (4C3- e 4C11-), e linhagens de 

crescimento rápido, mais agressivas (4C3+, 4C11+, Tm1 e Tm5). Além dessas 

modificações, alterações graduais na morfologia das linhagens estabelecidas 

após submeter os melanócitos melan-a a ciclos seqüenciais de bloqueio de 

ancoragem foram observadas (Figura 6). 

  

  

Evolução cariotípica 

 

 A teoria da evolução clonal do tumor sugere que a instabilidade genética 

precede a progressão tumoral. Células originadas de um mesmo clone 

subseqüentemente podem adquirir alterações genéticas adicionais que 

permitem a seleção dos subclones com maior vantagem de crescimento em 

detrimento àqueles que poderiam não ser viáveis. Este processo de múltiplas 

etapas levaria ao estabelecimento de um clone predominante até que novos 

eventos mutacionais causassem uma próxima evolução clonal (revisto em 

Nowell, 1986).  

  Em nosso modelo, é clara a existência de aberrações clonais (Tabela 2). 

Os rearranjos observados na linhagem 2C são mantidos pelas linhagens 

sucessoras até alcançarem o fenótipo metastático, onde o cariótipo se torna 

muito mais complexo. Essas observações são consistentes com a idéia de que 

cariótipos clonais possuem as vantagens de crescimento necessárias para a 

sobrevivência. Embora seja verdade que um genoma primariamente clonal 

possua a informação genética necessária para crescimento e sobrevivência, a 

adição de novos rearranjos tem importantes implicações na 

evolução/progressão tumoral. Nota-se neste modelo que a cada ciclo de 

impedimento de adesão realizado uma nova translocação era adicionada ao 

genoma da linhagem obtida (Tabela 2). 

 78



Discussão 
 

 Além disso, apesar destas células apresentarem um número anormal de 

cromossomos (aproximadamente 50 cromossomos por núcleo), nenhum 

aumento significativo na ploidia foi observado ao longo da progressão, com 

exceção das linhagens metastáticas (Figura 11C e Tabela 2). 

 Nossos achados estão de acordo com diversos outros estudos feitos em 

tumores epiteliais que indicam que lesões inicialmente diplóides normalmente 

apresentam alguns rearranjos numéricos e estruturais antes de tornarem-se 

tetraplóides e apresentarem cariótipos citogeneticamente complexos (revisto 

em Bayani e col., 2007). 

 

Aberrações recorrentes em melanomas humanos 

 

A tumorigênese do melanoma em humanos envolve uma série de 

deleções alélicas em diversos cromossomos, incluindo 1p, 6q, 9p ou 10q, 11q e 

17q. Um ou mais dos genes de susceptibilidade ao melanoma atuam como 

supressores tumorais, e sua mutação ou perda provavelmente contribui com o 

desenvolvimento desta neoplasia. Dentre estes genes estão CMM, p16 e 

CDK4, localizados nas regiões 1p36, 9p21 e 12q14, respectivamente (revisto 

em Hussein, 2004 e 2007). 

Além das deleções alélicas, outros tipos de alterações como 

translocações e fusões também são freqüentes em melanomas humanos. O 

banco de dados Mitelman (http://cgap.nci.nih.gov/Chromosomes/Mitelman) traz 

uma relação das alterações recorrentes em diversos tipos de câncer, entre eles 

o melanoma humano (Tabela 5). 

 Ainda que nenhuma das técnicas utilizadas neste estudo nos informe a 

localização exata dos pontos de quebra e fusão, podemos sugerir que genes 

importantes no desenvolvimento do melanoma, localizados nos cromossomos 

envolvidos em rearranjos em nosso modelo, possam ter tido sua expressão 

comprometida (perdida ou super expressa) pelas alterações estruturais 

existentes.  Desta maneira, os estudos de ortologia entre humanos e 

camundongos podem nos ajudar a relacionar as alterações encontradas no 

nosso modelo com aquelas descritas em melanomas humanos (Figura 16).  

 Sob este contexto podemos citar o oncogene BRAF, que age na via de 

sinalização das MAP quinases/ERKs, e afeta a divisão celular, diferenciação e 
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secreção. A mutação deste gene é um dos eventos mais precoces e comuns 

descritos em melanoma humanos (Thomas, 2006). Em camundongos, BRAF 

está localizado no cromossomo 6 e, em nosso modelo, alterações estruturais 

envolvendo o cromossomo 6 também são eventos iniciais e parecem ser 

importantes na aquisição do fenótipo maligno, visto que tal rearranjo é mantido 

até que as células adquiram um fenótipo tumorigênico (Tabela 2).  Embora não 

possamos afirmar que BRAF esteja ativado em nosso modelo, e muito menos 

que a fusão cromossômica seja a causa desta ativação, análises comparativas 

como esta podem apontar candidatos interessantes para estudos futuros. 

 Ainda sob o mesmo ponto de vista, nós analisamos alterações 

envolvendo o gene supressor tumoral p53, localizado na região terminal do 

cromossomo 11 em camundongos. Em nosso modelo, deleções 

aparentemente terminais acontecem precocemente, e poderiam levar à perda 

deste importante supressor tumoral. No entanto, diferentemente de BRAF, 

resultados prévios do laboratório mostram que todas as linhagens celulares 

estudadas com exceção das metastáticas apresentam expressão de p53. Com 

base nestes resultados, é plausível supor que a deleção parcial do 

cromossomo 11 não afeta o lócus onde está localizado o gene p53 nas 

linhagens não metastáticas, mas pode ser a causa da perda de expressão 

deste gene nas linhagens metastáticas. 

 Outro gene interessante localizado também nos cromossomos que 

sofrem alterações estruturais em nosso modelo é o gene c-Myc localizado no 

cromossomo 15 em camundongos. A expressão constitutiva de c-Myc pode 

ocorrer como resultado de translocações, mutações ou amplificações, e 

contribui para o desenvolvimento e progressão de muitos tipos de câncer 

(Potter & Marcu, 1997; Nesbit e col.,1999). Em humanos, mais de 70% de 

todos os tumores apresentam expressão alterada de c-Myc, fazendo deste 

gene um dos mais importantes proto-oncogenes (Kutler & Mai, 2006). Em 

nosso modelo, a expressão de c-Myc é desregulada em todas as linhagens 

celulares, incluindo a parental melan-a. Estudos recentes mostram que a super 

expressão de c-Myc em lesões iniciais de melanoma pode ser associada à 

supressão da senescência induzida pela ativação de BRAF (Zhuang e col., 

2008), este mesmo mecanismo pode ter ocorrido nas células melan-a uma vez 

que estas células foram imortalizadas espontaneamente. Além disso, a 
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translocação entre os cromossomos X e 15, encontrada a partir da linhagem 

2C, pode ter um papel na manutenção desta expressão ao longo do modelo. 

Estudos mais detalhados são necessários para avaliar o verdadeiro 

papel das alterações estruturais sobre a expressão gênica celular em nosso 

modelo. 
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Figura 16 – Mapa de ortologia do genoma: genoma humano sob o genoma de 

camundongo. Este mapa nos fornece um panorama das informações de ortologia gênica entre 

humanos e camundongos. Ao lado de cada cromossomo murino existe uma série de 

histogramas que correspondem a cromossomos humanos. O número de cada cromossomo é 

mostrado logo acima do histograma. Cada barra no histograma é posicionada na localização 

em que os ortólogos se localizam. O comprimento da barra indica o número de ortologias 

encontradas na região (extraído de Mouse Genome Database - 

http://www.informatics.jax.org/reports/homologymap/mouse_human.shtml). 
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Tabela 5 – Alterações estruturais freqüentes em melanomas humanos 

Translocações Balanceadas 

Banda Anormalidade 
1q11 t(1;6)(q11;q11)   
1q12 t(1;19)(q12;p13)   
1q21 t(1;14)(q21;q32)   
6q11 t(1;6)(q11;q11)   
14q32 t(1;14)(q21;q32)   
19p13 t(1;19)(q12;p13)   

Translocações Não-Balanceadas 

Banda Anormalidade 
1p11 del(1)(p11) 
1p13 del(1)(p13) 
1p22 del(1)(p22) 
1q10 i(1)(q10) 
1q11 del(1)(q11) 
1q32 del(1)(q32) 
1q42 del(1)(q42) 
2p11 del(2)(p11) 
2p21 del(2)(p21) 
2q11 del(2)(q11) 
3p14 del(3)(p14p22)  
3p22 del(3)(p14p22)  
3p25 add(3)(p25) 
4q21 del(4)(q21) 
6p10 i(6)(p10) 
6p21 del(6)(p21) 
6q13 del(6)(q13) 
6q14 del(6)(q14) 
6q15 del(6)(q15) 
6q21 del(6)(q21) 
6q23 add(6)(q23) 
7p11 der(7)t(7;9)(p11;q11) 
7q10 i(7)(q10) 
8p21 del(8)(p21) 
8q10 i(8)(q10) 
9p11 del(9)(p11) 
9p11 der(9)del(9)(p11)del(9)(q22) 
9p21 del(9)(p21) 
9p22 del(9)(p22) 
9q11 der(7)t(7;9)(p11;q11) 
9q22 der(9)del(9)(p11)del(9)(q22) 
11p15 add(11)(p15) 
11q23 del(11)(q23) 
12q21 add(12)(q21) 
16q24 del(16)(q24) 
17p13 del(17)(p13) 

 

Alterações estruturais recorrentes em melanomas humanos, segundo o Banco de Dados 

Mitelman (http://cgap.nci.nih.gov/Chromosomes/Mitelman). Del: deleção; Add: adição; der: 

derivativo, i: inserção, t: translocação. 
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Avaliação telomérica 

 

 O encurtamento telomérico e a ativação da telomerase são as 

aberrações mais prevalentes em lesões pré-cancerosas (Raynaud e col., 

2008). Anormalidades no comprimento telomérico foram descritas em lesões 

pré-invasivas da mama (Meeker & Argani, 2004), pâncreas (van Heek e col., 

2002), próstata (Joshua e col., 2008; Vukovic e col., 2007; Meeker e col., 

2002), e muitos outros tipos de lesões precursoras de tumores epiteliais 

humanos (Meeker e col., 2004). Do mesmo modo, atividade de telomerase foi 

detectada no início de carcinogênese de diversos tecidos (Lantuejoul e col., 

2005; Gulmann e col., 2005; Lancelin e col., 2000).  

Para estudar o momento da ocorrência do encurtamento telomérico 

durante a transformação maligna de melanócitos, analisamos em nosso 

modelo, o perfil telomérico por Q-FISH e constatamos que, em comparação 

com a linhagem celular parental (melan-a), todas as demais linhagens 

apresentaram seus telômeros diminuídos (Figura 13A). Além disso, a variação 

entre o comprimento telomérico nas linhagens diminuiu significativamente à 

medida que novos ciclos de bloqueio de adesão eram realizados, direcionando 

o perfil telomérico destas células para uma distribuição característica de células 

tumorais (telômeros curtos e com pouca variação em tamanho). Estes achados 

estão em concordância com a idéia de que anormalidades no comprimento 

telomérico parecem ser uma das primeiras alterações genéticas adquiridas 

durante o processo de transformação maligna (Raynaud e col., 2008; Vukovic e 

col., 2007; Meeker & Argani, 2004).  

Em nosso modelo, observamos o encurtamento telomérico ocorrendo 

em paralelo com a instabilidade genômica, e na presença de atividade da 

telomerase (Figura 13B). Essas observações são consistentes com o fato de 

que altas taxas de perda telomérica são freqüentemente observadas em 

tumores humanos e linhagens celulares tumorais que expressam telomerase, 

sugerindo que, mesmo quando as células tumorais mantêm ativamente seus 

telômeros, eles continuam a mostrar defeitos fundamentais que promovem 

perda de parte de suas seqüências (Lo e col., 2002; Chin e col., 2004) e que, 

embora a telomerase seja responsável pela adição de seqüências teloméricas 

nas pontas dos cromossomos a cada ciclo celular, uma infinidade de outras 
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proteínas também desempenha papéis importantes na regulação do 

comprimento telomérico, na sua manutenção e na formação de um complexo 

protetor que impede fusão cromossômica e erosão telomérica (de Lange, 2005; 

de Lange, 2002). Adicionalmente a isso, várias linhas de evidência sugerem 

também uma função protetora para telomerase, além do seu papel no 

elongamento telomérico (Kim e col., 2003; Zhu e col., 1999). Em recente 

trabalho, Xu e Blackburn (2007) descreveram uma classe distinta de telômeros 

extremamente curtos denominados t-stumps em células de câncer humano 

com telomerase ativa e ausência de expressão de alguns checkpoints do ciclo 

celular. Tais estruturas, além de serem toleradas por essas células, parecem 

também serem protegidas por pelo menos um componente da telomerase. 

 Muitos estudos em telômeros têm sido feitos em cromossomos 

metáfasicos, e o estudo dessas estruturas permitiu aos pesquisadores 

identificar alterações cromossômicas, como translocações não balanceadas, 

cromossomos dicêntricos e deleções terminais, associadas a telômeros 

disfuncionais (Artandi e col., 2000; Gisselsson e col., 2001; Lo e col., 2002; 

Louis et al., 2005). 

  No nosso modelo, o estudo dos cromossomos em metáfase de algumas 

das linhagens mostra um aumento na freqüência de extremidades livres de 

sinais teloméricos (Figura 14) ao longo da progressão, juntamente com o 

aumento de alterações cromossômicas estruturais que, como discutido acima, 

já foram anteriormente associadas à disfunção telomérica. Além disso, o 

aumento gradual de alterações associadas aos telômeros vista no nosso 

modelo parece concordar com a proposta feita por Tussel e colaboradores 

(2008) de que, nos estágios iniciais da progressão onde a disfunção telomérica 

é limitada, fusão intracromossômica seria o evento principal e causaria 

somente amplificações e deleções nos cariótipos das células filhas. Mais tarde, 

visto que os telômeros encurtam progressivamente a cada ciclo de replicação, 

a disfunção telomérica afetaria mais terminais cromossômicos, levando a 

fusões intercromossômicas que, por sua vez, produziriam rearranjos mais 

complexos. 

Tem sido proposto que em câncer rearranjos cromossômicos resultantes 

de perdas teloméricas resultariam primariamente da extensiva fusão 

cromossômica que ocorre quando os telômeros se tornam extremamente 
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curtos ou instáveis durante a crise. Estas fusões ocorreriam através de eventos 

denominados BFB (breakage/fusion/bridge) (de Lange, 2002).  

Ao que tudo indica somente uma célula que tenha deficiência dos 

checkpoints de ciclo celular ou apoptose escaparia da entrada na senescência 

e participaria de ciclos BFB. Em outras palavras, a ausência da expressão de 

genes checkpoints para ciclo celular e apoptose, como Rb, p53, p21 e p16, por 

exemplo, precederia o processo de perda telomérica (Guney & Sedivy, 2006; 

Herbig & Sedivy, 2006; Bailey & Murnane, 2006). 

No nosso modelo, a linhagem 4C3+ parece ter alcançado o estágio de 

crise. Estas células são caracterizadas por um tamanho muito diminuído de 

telômero, uma pequena variabilidade intratelomérica e um cariótipo repleto de 

translocações não balanceadas e deleções terminais. Dados do laboratório 

mostram que o fenótipo telomérico de crise encontrado nestas células coincide 

com a perda de expressão de um dos mais importantes checkpoints celulares, 

o gene p53 (dados não mostrados). 

Contudo, o encurtamento telomérico ou uncapping e a ativação da 

telomerase parecem ter tanto um papel supressor tumoral como oncogênico: a 

instabilidade genômica gerada pelo encurtamento telomérico poderia gerar 

sinais pró-apoptóticos que levariam a célula em questão à morte, agindo assim 

como um mecanismo de supressão tumoral. Por sua vez, a ativação da 

telomerase poderia levar à manutenção da instabilidade genômica, pela 

estabilização dos telômeros extremamente curtos e diminuição da variação do 

comprimento, perpetuando cariótipos complexos (Hackett & Greider, 2002).  

 

Instabilidade centromérica 

 

Além de anomalias teloméricas, uma das mais notáveis características 

deste modelo é a abundância de instabilidade centromérica que se manifesta 

através de fragmentos e fusões centroméricas (Figura 12 e Figura 14J). Esses 

fragmentos podem conter apenas heterocromatina e não serem capazes de 

produzir nenhuma anormalidade na célula, no entanto outros fragmentos 

podem transportar material eucromático, podendo causar instabilidade genética 

através da expressão dos genes que poderiam estar neles presentes.  
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Esses fragmentos aumentam durante o modelo de melan-a até 4C3-, 

quase desaparecendo na linhagem de melanoma 4C3+, onde as fusões Rb 

estão presentes (Figura 11B). A perda desses fragmentos é possivelmente 

associada à alta taxa de replicação destas células, visto que se tratam de 

estruturas muito pequenas, que poderiam ser facilmente perdidas durante a 

replicação de células que já não detém todos os checkpoints de ciclo celular. 

Visto que os telômeros são estruturas especializadas responsáveis pela 

integridade e estabilidade cromossômica, um pré-requisito para a formação de 

translocações robertsonianas poderia ser tanto a eliminação como a inativação 

telomérica. É sabido que existem na natureza camundongos de laboratório que 

possuem translocações Rb em seus cariótipos e, ainda, que a maioria dos 

fetos humanos naturalmente abortados apresenta esse mesmo tipo de 

rearranjo. No entanto, tendo em visto que células germinativas apresentam 

atividade de telomerase, espera-se que o padrão telomérico nestas células seja 

mantido e não haja encurtamento dessas regiões. Sendo assim, deve haver 

outro mecanismo pelo qual as translocações Rb são formadas nestes casos. 

Sob este contexto Slijepcevic discute em uma revisão publicada em 

1998 que existem três mecanismos possíveis de formação de translocações 

Robertsonianas: encurtamento, eliminação e disfunção telomérica. 

Os cromossomos dos camundongos (com exceção do cromossomo Y) 

são classificados citogeneticamente como acrocêntricos. No entanto, até hoje 

nenhuma seqüência codificadora de DNA foi encontrada entre os centrômeros 

e os telômeros do braço curto destes cromossomos, o que os torna 

telocêntricos. Os telômeros dos braços curtos dos cromossomos de 

camundongos são menores do que os dos braços longos (Zijlmans e col., 

1997) e, já que se espera que a taxa de encurtamento telomérico seja a 

mesma para todos os terminais cromossomos (4.8Kb por geração), os braços 

curtos dos cromossomos são mais sensíveis à perda de seqüências 

teloméricas que os braços longos, levando a maiores taxas de translocações 

Rb do que fusões terminais envolvendo dois braços longos (revisto em 

Slijepcevic, 1998). Além disso, o encurtamento telomérico resultante da 

inativação da telomerase leva a um aumento na freqüência de fusões 

Robertsonianas em células de camundongos (Blasco e col., 1997). 
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A disfunção telomérica também parece ter um papel na formação das 

fusões Rb. Recentes trabalhos do nosso grupo demonstraram que a expressão 

constitutiva de c-Myc pode mediar a formação de fusões Robertsonianas 

através do remodelamento centromérico no núcleo interfásico e subseqüente 

promoção de fusões teloméricas em cromossomos de camundongos sem 

afetar o comprimento telomérico (Guffei e col., 2007).  

Em camundongos, a formação de fusões Rb pela eliminação completa 

dos telômeros dos braços curtos também já foi descrita. Neste caso, eventos 

de quebra nas seqüências minor centroméricas levariam à completa perda dos 

telômeros dos braços curtos, facilitando a formação de fusões centroméricas 

(Garagna e col., 1996; Nanda e col., 1995). 

Em nosso modelo, as fusões Rb identificadas não apresentaram sinais 

teloméricos sob ponto de fusão centromérica (Figura 14K, L), e todos os 

fragmentos centroméricos encontrados apresentam sinais teloméricos 

associados, alguns deles aparecem como mini cromossomos contendo quatro 

sinais teloméricos nas suas extremidades e, provavelmente, foram produzidos 

pela fusão de dois fragmentos centroméricos individuais (Figura 14G, H, I).  

Tendo em vista o que foi discutido acima, um mecanismo similar ao 

descrito por Garagna e colaboradores e Nanda e colaboradores em 1995 

poderia estar acontecendo nas células do nosso modelo. As quebras nas 

regiões centroméricas poderiam explicar não só a formação das translocações 

Robertsonianas em nosso modelo, mas também o aumento no número de 

fragmentos centroméricos (Figura 12C) e o concomitante aumento na taxa de 

extremidades livres de seqüências teloméricas encontradas linhagem 4C3-. 

As translocações Robertsonianas em humanos constituem a mais 

comum das anomalias genéticas estruturais em fetos abortados e recém-

nascidos (Kim & Shaffer, 2002; Nielsen & Wohrlet, 1991; Jacobs, 1981). Além 

disso, estas estruturas foram encontradas em cânceres hematológicos 

(Welborn, 2004; Qian e col., 2002), em tumores sólidos (Bayani e col., 2003; 

Padilla-Nash e col., 2001), e em fases iniciais da leucemia mielóide aguda 

(Shimokawa e col., 2004). A presença de translocações Robertsonianas no 

nosso modelo correlaciona-se com o fenótipo metastático, visto que a única 

linhagem celular a apresentar tais estruturas é também a única linhagem do 

modelo a apresentar tal característica.  
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 A instabilidade cromossômica demonstrada nas diferentes linhagens que 

compõem o nosso modelo de transformação maligna de melanócitos murinos 

sugere que a progressão das aberrações cromossômicas e a conseqüente 

evolução cariotípica é mediada por instabilidade centromérica e telomérica. 

Este fenótipo parece depender do processo de impedimento de adesão ao 

substrato e dos insultos genômicos e/ou epigenômicos submetidos à linhagem 

de melanócitos imortalizados, melan-a, e estes dois tipos de instabilidade 

parecem ser eventos precoces na progressão maligna de melanócitos murinos. 
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Abstract 
 

  

 Aneuploidy and chromosomal instability are hallmarks of most solid 

tumors. These alterations may result from inaccurate chromosomal segregation 

during mitosis, which can occur through several mechanisms including 

defective telomere metabolism, centrosome amplification, dysfunctional 

centromeres and/or defective spindle checkpoint control. In this work, we used 

an in vitro murine melanoma model that utilizes the cell adhesion blockade as a 

transforming factor to characterize telomeric and centromeric alterations that 

accompany melanocyte malignant transformation. To study the timing of the 

occurrence of telomere shortening during the transformation model, we 

analyzed the profile of telomere length by Q-FISH and found that telomere 

length significantly decreased as additional rounds of cell adhesion blockages 

were performed. Together with it, increase in telomere free ends and karyotype 

complexity were also found, which includes Robertsonian fusions in 100% of 

metaphases of the metastatic melanoma cells. These findings are in agreement 

with the idea that telomere length abnormalities appear to be one of the earliest 

genetic alterations acquired in the multistep process of malignant transformation 

and that telomere abnormalities result in telomere aggregation, breakage-

bridge-fusion cycles and chromosomal instability. Another remarkable feature of 

this model is the abundance of centromeric instability manifested as centromere 

fragments and centromeric fusions. Taken together, our results illustrate for this 

melanoma model chromosomal instability with a structural signature of 

centromere breakage and telomeric loss. 
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Abstract 
Aneuploidy and chromosomal instability are hallmarks of most solid tumors. These 

alterations may result from inaccurate chromosomal segregation during mitosis, 

which can occur through several mechanisms including defective telomere 

metabolism, centrosome amplification, dysfunctional centromeres and/or defective 

spindle checkpoint control (Bayani et al, Semin Cancer Biol., 2007). In this work, 

we used an in vitro murine melanoma model that utilizes a cellular adhesion 

blockade as a transforming factor to characterize telomeric and centromeric 

alterations that accompany melanocyte transformation. To study the timing of the 

occurrence of telomere shortening during the transformation model, we analyzed 

the profile of telomere length by Q-FISH and found that telomere length 

significantly decreased as additional rounds of cell adhesion blockages were 

performed. Together with it, increase in telomere free ends and karyotype 

complexity were also found, which includes Robertsonian fusions in 100% of 

metaphases of the metastatic melanoma cells. These findings are in agreement 

with the idea that telomere length abnormalities appear to be one of the earliest 

genetic alterations acquired in the multistep process of malignant transformation 

and that telomere abnormalities results in telomere aggregation, breakage-bridge-

fusion cycles and chromosomal instability (Raynaud et al, Crit Rev Oncol Hematol., 

2008). Another remarkable feature of this model is the abundance of centromeric 

instability manifested as centromere fragments and centromeric fusions. Taken 

together, our results illustrate for this melanoma model chromosomal instability 

with a structural signature of centromere breakage and telomeric loss. 

 

Abbreviations: CIN, chromosomal instability; BBF, breakage – bridge – fusion; 
FISH, fluorescence in situ hybridization; MIN, microsatellite instability; Rb, 
Robertsonian; SKY, spectral karyotyping. 



Introduction   

 Melanoma is the most severe form of skin cancer. It is the sixth most 
common cancer in the United States and the most common fatal malignancy 
among young adults [1]. The incidence of cutaneous malignant melanomas is 
growing faster than any other cancer in the world. It is estimated that 68,720 
people will be diagnosed with and 8,650 will die of melanoma in 2009 [2]. By 2010, 
current estimates indicate that one of every 50 people will be diagnosed with 
melanoma during their lifetime [3].  

  The progression of a transformed melanocyte to a malignant melanoma is a 
multistep process where the gradual acquisition of genetics and epigenetics 
alterations can generate loss of tumor suppressor genes, microsatellite instability, 
alterations of the mismatch repair pathway and chromosomal instability [4]. 
Malignant melanomas display both types of instability found in cancer, 
microsatellite instability (MIN) and chromosomal instability (CIN) [4,5]. MIN has 
been found at low levels in cutaneous melanoma [6-8], while CIN has been found 
in almost all cases analyzed  by different cytogenetic methods [7,9,10]. 
 Aneuploidy and chromosomal instability are hallmarks of most solid tumors 
[5,11-14]. These alterations may result from inaccurate chromosomal segregation 
during mitosis, which can occur through several mechanisms including defective 
telomere metabolism, centrosome amplification, dysfunctional centromeres and/or 
defective spindle checkpoint control [15,16]. 

The centromere is a unique and functional chromosomal domain 
responsible for the accurate segregation of chromosomes during cell division 
[17,18]. Insults to the centromeres may impact on the assembly of the kinetochore, 
leading to improper sister-chromatid segregation and chromosomal instability. 
Functional centromeres are therefore essential in maintenance of genetic stability. 
Pericentromeric regions are often hotspots for both recombination events during 
evolution [19] and in cancer [20,21].  

There are several examples where defects in centromere function are 
associated with aneuploidy causing birth defects or with cancer. Pericentric 
inversions in humans are often associated with decreased male fertility [22-24], 
cancer [25-27], mental retardation [28,29] and other diseases.  

Centromeres are dynamic structures that permit evolutionary remodeling of 
chromosomes, and this in turn facilitates speciation. The centromeres are also 
substrates for rearrangements that are associated with structural genetic 
abnormalities in cancer where, in the same fashion as evolution, selection occurs 
at the cellular level in an accelerated fashion (for review, see Gonçalves dos 
Santos Silva et al [30]). 

Telomeres are nucleoprotein structures consisting of tandem repeats of 
short G-rich sequences that cap the ends of chromosomes, preventing them from 
being illegitimately recognized as DNA damage. Despite the high efficiency of the 
DNA replication machinery, telomeric DNA is not fully replicated; about 50–200 
base pairs are lost every time a somatic human cell divides [31]. When replication 
continues until a critical length of telomeres is reached, it is possible that telomeres 
lose their protective functions, allowing for chromosomal fusions and “breakage-
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fusion-bridge” (BFB) cycles [32,33] that contribute to chromosomal instability. 
Alternatively, it has been shown that dysfunction of the telomere capping proteins 
can lead to the uncapping of normal length telomeres. Uncapping of telomeres 
results in telomere aggregation, BFB cycles and CIN [34,35].  

The global transcription factor and oncogene, c-Myc, has been shown to 
induce chromosomal rearrangements and telomeric aggregates through telomere 
remodeling in the interphase nucleus of cancer cells [35,36]. It has been suggested 
that c-Myc deregulation results in aberrant regulation of telomere capping proteins 
[34]. Additionally it has been implicated in mediating Robertsonian translocations in 
mouse cells through telomere fusions [37]. Deregulation of c-Myc may be a central 
contributing factor in genomic instability resulting from our model of anchorage 
blockage in melanocytes. 

In this work, we used a murine model of melanoma, established by 
submitting a non-tumorigenic murine melanocyte lineage, melan-a [38], to 
sequential substrate adhesion impediment cycles. This process resulted not only in 
the establishment of non-tumorigenic melan-a sublines, but also different 
melanoma cell lines. 2C and 4C are non-tumorigenic melan-a sublines which could 
correspond to intermediate phases of tumor progression. 4C3- and 4C3+ are 
melanoma cell lines presenting an in vitro and in vivo slow and fast growing rate, 
respectively [39,40]. 

As previously reported, altered morphology was observed in all melan-a–
derived cell lines, which demonstrated stable phenotypic characteristics and 
melanin production [39]. Although melan-a cells require phorbol-12-myristate-13-
acetate (PMA) as a growth factor [38], all these lineages showed PMA-
independent growth, as described for human melanoma cell lines [41]. 
Furthermore, all lineages obtained after five de-adhesion cycles were able to grow 
as tumors when injected subcutaneously in syngeneic mice, with different latency 
times for tumor appearance [39,40]. 

The melanocytic system encompasses a full range of lesion steps from 
benign naevi to metastatic malignancy [42], making melanoma an ideal model for 
studying the carcinogenic process, but until now, the majority of experimental 
models of tumorigenesis utilize chemical or environmental carcinogens and genetic 
manipulations to study the progression of this disease (for reviews, see Foijer [43] 
and Wu [44]). Here, we used an in vitro murine model [39] that utilizes a substrate 
adhesion blockade as a transforming factor to characterize alterations that 
accompany melanocyte transformation. We demonstrate that telomere length 
alterations, defects in centromere stability and karyotype evolution accompany 
melanocyte transformation. 
 
 
Materials and Methods 
 
Cells and Cell Culture Conditions 
The nontumorigenic murine melanocyte lineage, melan-a was grown in RPMI (pH 
6.9; Gibco, Carlsbad, CA, USA), supplemented with 5% fetal bovine serum (Gibco, 
Carlsbad, CA, USA) and 200 nM 12-o-tetradecanoyl phorbol-13-acetate (PMA; 
Tocris, Ellisville, MO) at 37ºC in a humidified atmosphere and 5% CO2. All the 
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other cell lines (2C, 4C, 4C3-, 4C3+) derived from melan-a cells after sequential 
cycles of substrate adhesion impediment were cultured in the same conditions, 
without PMA. Cells were maintained at a density of around 105 to 106 cells/ml.  
 
Cell Fixation and Chromosome Preparations 
Cells were directly harvested from cell culture. They were spun down at 800rpm for 
10 minutes and for chromosome preparation they were resuspended in 5 ml of 
0.075 M KCl for 30 minutes at room temperature. For chromosome fixation, the 
drop fixation method [45] was used. For the fixation of 3D interphase nuclei, all 
cells were cultured on glass slides until subconfluence and 3D fixed using 3.7% 
formaldehyde/phosphate-buffered saline for 15 minutes at room temperature.  
 
Immunofluorescence (IF) 
Different cell lines were cultured on glass coverslips (Glasstécnica, São Paulo, 
Brazil) until subconfluence and fixed in 1% paraformaldehyde in PBS. Fluorescent 
detection of c-Myc protein was performed as described in Garagna et al [46] by 
using a polyclonal anti-c-Myc antibody (N262; Santa Cruz Biotechnology, Santa 
Cruz, CA, USA) and a goat anti-rabbit IgG FITC antibody, at a 1:100 and 1:1000 
dilution respectively. Analysis was performed by using a Bio-Rad 1024 UV confocal 
system attached to a Zeiss Axiovert 100 microscope (Carl Zeiss, Inc. Canada), 
with a a 63x/1.4 oil objective lens. 
 
Quantitative Fluorescence in Situ Hybridization (Q-FISH) 
On slides with 3D interphase nuclei fixed, telomere FISH protocol was performed 
as described above by using Cy3-labeled peptide nucleic acid (PNA) probes 
(DAKO, Glostrup, Denmark). At least 30 nuclei were analyzed for each cell line. 
AXIOVISION 4.6 (Carl Zeiss, Inc. Canada ) with deconvolution module was used. 
For every fluorochrome, the 3D image consists of a stack of 50 images with a 
sampling distance of 200 nm along the z and 107 nm in the xy direction. 3D Image 
acquisition was performed on at least 30 nuclei per cell line using an AxioImager 
Z1 microscope (Carl Zeiss, Inc. Canada) and an AxioCam HR charge-coupled 
device (Carl Zeiss, Inc. Canada) with a 63x/1.4 oil objective lens (Carl Zeiss, Inc. 
Canada). The constrained iterative algorithm option was used [47]. Note that 
telomeric signals at a distance of <200 nm will be detected as one signal [48]. 
Telomere measurements were done with TELOVIEWTM version 2.3 [49]. 
 
Dual-color FISH with PNA telomeric and centromeric probe 
PNA-FISH was performed on two-dimensional (2D) metaphase samples derived 
from different cell lines (T38Ha fibroblast, melan-a, 4C3- and 4C3+). A PNA human 
centromeric probe (Applied Biosystems, Foster City, CA) was custom-made to the 
sequences listed below. The PNA centromere probe sequences used in this study 
are as follows: 
Sequence 1: (N-terminus)Flu-OEE-ATTCGTTGGAAACGGGA- EE(C-terminus) 
Sequence 2: (N-terminus)Flu-OEE-CACAAAGAAGTTTCTGAG- EE(C-terminus) 
Sequence 3: (N-terminus)Flu-OEE-CAGACAGAAGCATTCTCA- EE(C-terminus) 
Sequence 4: (N-terminus)Flu-OEE-TGCATTCAACTCACAGAG- EE(C-terminus). 
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This probe cocktail hybridized to all mouse centromeres [17]. A Cy3-labelled PNA 
telomeric probe was purchased from DAKO (Glostrup, Denmark). The PNA human 
centromeric probe was denatured at 80ºC for 5 minutes and then added to slides in 
conjunction with the PNA telomeric probe. The slides were denatured at 80ºC for 3 
minutes, subsequently hybridized for 2 hours at 30ºC using the HybriteTM  system 
(Vysis; Abbott Diagnostics, Des Plains, IL), and then washed in 70% 
formamide/2xSSC. DAPI (0.1 µg/ml) was applied, and, finally, one drop of 
Vectashield (Vector Laboratories, Burlington, ON, Canada) was added. All slides 
were imaged right away to avoid changes in imaging conditions. 3D Image 
acquisition was performed on 20 metaphase per cell line using an Axioplan 2 
microscope (Carl Zeiss, Inc. Canada) and an AxioCam HR charge-coupled device 
(Carl Zeiss, Inc. Canada) with a 63z/1.4 oil objective lens (Carl Zeiss, Inc. 
Canada). 
 
FISH with mouse pan centromeric probe 
FISH experiments were carried out as described by Mai & Wiener [45]. Metaphase 
chromosomes were hybridized with a mouse pan-centromeric probe conjugated 
with FITC from Cambio (Dry Drayton,Cambridge, UK). Images were captured on 
an Axioplan 2 microscope (Carl Zeiss, Inc. Canada) with a 63x/1.4 oil objective 
lens (Carl Zeiss, Inc. Canada). 
 
Spectral Karyotyping (SKY) Analysis 
SKY was performed using the ASI (Applied Spectral Imaging,Vista, CA, USA) kit 
for mice in accordance with the supplier’s hybridization protocols. We used the 
Spectra Cube (ASI) on an Axioplan 2 microscope (Carl Zeiss, Inc. Canada) with a 
63x/1.4 oil objective and the Case Data Manager 4.0 software (ASI) for PC to 
perform analyses. A minimum of 20 metaphases were examined for each cell line. 
 
Proliferation Rates Index - MTT assay 
For measurements of cell viability, 2,5 × 103 cells/100 μl medium were plated into 
each well of 96-well plates. After 24, 48, 72 or 96 h incubation, 10 μl MTT solution 
(Calbiochem, Darmstadt, Germany) was added into each well, and plates were 
incubated for 4 h at 37°C, and 450 nm UV absorbance of each sample was 
measured in a microplate reader. The assay was done in triplicate wells and p 
values of <0.05 were considered significant. 
 
Tumorigenicity Assay 
Cells were harvested after trypsin treatment of subconfluent monolayers, counted, 
and then suspended in PBS. Melan-a cells and their derived clones (1 x106 cells) 
were injected subcutaneously in the flank of syngeneic 6- to 8-week-old C57Bl/6 
female mice and determined as follows: [maximum diameter х (minimum 
diameter)2]/2. Animals were kept under 12-hour daylight cycles, without food or 
water restriction, and checked daily for tumor development. Each experimental 
group consisted of at least five animals (CEP 0738.07). The p value for the overall 
study was <0.001. 
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Experimental Metastasis Assay 
Female 7-week-old C57Bl/6 mice were inoculated intravenously with 2×105 cells. 
Lungs were harvested 20, 40, 60 and 80 days later and metastatic foci in the lungs 
identified. The experimental groups consisted of fifteen animals for the 4C3- cell 
line and seven for the 4C3+ cell line. 
 
Telomeric Repeat Amplification Protocol (TRAP) 
Telomerase activity of cell lysates was analyzed by the telomeric repeat 
amplification protocol (TRAP) assay with a TRAPeze® Telomerase Detection Kit –
S7700 – Chemicon (Millipore, Billerica, MA, USA) according to the manufacturer's 
instructions. Each reaction was carried out by using 0.05 µg of extract. PCR 
products were electrophoresed in a 12,5% acrylamide gel (0.5×TBE 
(Tris/Borate/EDTA) buffer using the protean II xi gel system (Biorad, Hercules, CA, 
USA). Gels were silver stained according to the protocol described elsewhere [50]. 
Images were capture by using FinePix S9000 digital camera (Fujifilm, Minato, 
Tokio, Japan). 
 
Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) 
The total RNA was isolated from cells with TRizol® (Invitrogen, Carlsbad, CA, 
USA). One microgram of RNA was reverse-transcribed to cDNA with Superscript III 
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). The resulting single-strand cDNAs were amplified 
by PCR in a reaction mixture containing 75 mM Tris-HCl pH9.0, 2 mM MgCl2, 50 
mM KCl, 20 mM (NH4)2SO4, 0.4 mM of each deoxynucleotide triphosphate 
(dNTP), 0.4 μM of each primer, 1 unit of BioTools DNA Polymerase - Recombinant 
from Thermus thermophilus (BioTools, Madrid, Spain). The thermal cycling 
conditions were as follows: initial 5 minutes at 94°C, followed by cycles (30 for Tert 
and 20 for beta-actin amplifications) of 94°C for 45 seconds, 65°C for 45 seconds 
and 72°C for 60 seconds. The beta-actin mRNA was used as control. PCR 
fragment amplification was confirmed by 1% agarose gel. The PCR primers were 
as f : Tert Forward 5’CATGGGTGCCAAGTCCTGCTC3’; Te Reverse 
5’CTGTGCAGGCGGAGCAAATCC3’; Actin Forward  5’CGAGGCCCAGAGCAAG 

ollow rt 

AGAG3’; Actin Reverse 5’AGGAAGAGGATGCGGCAGTGG 3’. 
 
Statistical Analysis  
A Student´s test with two tails was used to calculate the statistical significance of 
the observed differences in telomere length. To calculate the differences in c-Myc 
and Tert expression the bands intensity were quantified using ImageJ 1.38 
software (Image Processing and Analysis in JAVA, Wayne Rasband, National 
Institute of Health, USA, http://rsb.info.nih.gov/ij/) and p values were determined by 
One-way analysis of variance (ANOVA). To calculate the statistical significance of 
the proliferation index and tumorigenesis assay, one-way ANOVA was used with 
Tukey’s post test. For the comparison of survival curves, Logrank test was 
performed. For chromosome rearrangements and changes in ploidy we used 
nonparametric Kruskall-Wallis with Dunn´s post test. GraphPad Prism version 4.00 
for Windows, GraphPad Software, San Diego California USA, www.graphpad.com, 
was used for the all calculations. 
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Results 
 
Characterization of the model 
To better evaluate the behavior of the cells lines studied we performed the MTT 
assay to analyze the proliferation rates of the cells. Apart from 4C3- and 4C3+, 
none of the cells showed significant differences in their proliferative ability. A 
significant difference in proliferation was observed between the two tumorigenic 
cell lines (p<0.05), but in all other cases the differences in proliferation with respect 
to the metastatic melanoma cell line (4C3+) were the greatest (P <0.0001) (Figure 
1A). Since there were differences in the cell proliferation in vitro, we decided to 
evaluate their behavior in vivo. All cell lines were injected subcutaneously in 
syngeneic mice and tumor measurements were made daily. As predicted and 
previously described, melan-a, 2C and 4C did not cause tumor formation [39,40] 
whereas the injection of 4C3- cells led to tumor formation with slow growth when 
compared to tumors produced by the inoculation of 4C3+ cells (Fig 1B). The 
latency time for tumor development after inoculation of the 4C3- cell line was 
almost twice the time of 4C3+ being 25 and 14 days respectively.  The survival 
curves showed that mice injected with the 4C3+ cell line started to die at day 20 
with their average lifespan of 24 days compared to 46 days for the average 
lifespan of the 4C3- cell line injections (Figure 1C). Based on this data, 4C3+ 
showed in vivo characteristics of an aggressive phenotype, whereas 4C3- was 
considered indolent melanoma lineage. 
 Next we decided to determine the metastatic capacity of those cells. 2x105 
cells were inoculated intravenously and lungs were harvested 20, 40, 60 and 80 
days later to check for metastatic foci in the lungs. After just 20 days every animal 
that was inoculated with 4C3+ cell lines had several metastatic foci (indicated in 
the figure 1D by the white arrows) in their lungs (Figure 1D). Conversely, 
metastatic foci were not found in the lungs of animals that were inoculated with 
4C3- cell line even after 80 days after injection (Figure 1E, F and G).  
 
Telomere shortening in the presence of TERT expression and telomerase 
activity. 
 To analyze the telomere length on our model we performed quantitative 
fluorescence in situ hybridization (Q-FISH) on 3D fixed interphase nuclei with a 
Cy3 telomeric PNA probe. To this end thirty nuclei were analyzed per cell line. The 
analysis of telomere length showed a progressive shortening of telomere through 
the melanoma genesis model represented by the column scatter graph on the 
Figure 2A. The immortalized cell line, melan-a, and the non-tumorigenic cell line 
(2C, 4C) showed a highly heterogeneous range of telomeres sizes in comparison 
with the tumorigenic ones (4C3- and 4C3+), where the range and the absolute 
sizes of telomeric signals were smaller. In comparison to the parental cell (melan-
a) the variation in telomere length was very significant for 2C (P <0.0005), 
significant for 4C (P <0.009) and highly significant for 4C3- and 4C3+ (P <0.0001). 
In all cases the differences in telomere length with respect to the metastatic 
melanoma cell line (4C3+) were highly significant (P <0.0001). 
 The difference found in telomere length prompted us to analyze the 
telomerase activity in the model. All cell lines were positive for telomerase activity 
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as measured by the TRAP assay (Figure 2B). Because of the poor resolution of the 
TRAP assay no measurements were made to quantify telomerase activity for those 
cells. Since the Tert subunit seems to be the main rate-limiting determinant of 
telomerase and it has been suggested to be an indicator of its activity, we opted to 
analyze the expression of this gene by RT-PCR. Tert was then quantified for all cell 
lines involved on this study and no statistical difference among the cells was found 
(Figure 2C). 
 Loss of telomere-specific fluorescence in situ hybridization (FISH) signal or 
“telomere-free end analysis” was examined using the telomere probe in metaphase 
spreads of  primary cultures of mouse T38Ha fibroblasts (used as a normal control 
– data not shown), melan-a (data not shown) and on the non-metastatic and 
metastatic melanoma cell lines (4C3- and 4C3+ respectively) (Figure 3). 
 All cell lines but the normal control displayed marked loss of telomere-
specific signals, when compared to the control (p<0.0001). The highest number of 
signal free ends was observed in 4C3+ where more than 30% of the ends had no 
distinguishable telomere signal (p<0.001). While melan-a showed telomere free 
ends on 9% of potential telomere signals (p<0.05), the non-metastatic cell line 
4C3-, showed telomere free ends on 15% (p<0.001). All together, these results 
indicate an ongoing telomeric instability in this model. 
 
C-Myc is disrupted in the melanoma model 
 Previous work from our group has shown that c-Myc induces chromosomal 
rearrangements and telomeric aggregates through telomere remodeling in the 
interphase nucleus of cells [34-36], and also has suggested that the mode of action 
results for aberrant regulation of telomere capping proteins [34]. Furthermore, we 
suggested that c-Myc mediates Robertsonian translocations in mouse cells through 
telomere fusions [37]. Constitutive expression of c-Myc due to chromosomal 
translocations, mutation, or amplification contributes to the development and 
progression of many cancers [51,52]. Indeed, up to 70% of human cancers show 
deregulated expression of c-Myc, placing the c-Myc gene among the most 
important human proto-oncogenes [53]. Analyses by immunofluorescence showed 
nuclei staining for all non-synchronized cell lines studied implying deregulation of 
this gene (Figure 4) as it is not present throughout the cell cycle of normal cells 
[53].  
 
Centromere instability and fragmentation 
 In our work centromeric fragments were first observed by the dual-color 
FISH (Figure 3A) and by inverted DAPI during the SKY analysis (Figure 5). In order 
to confirm these observations, a more specific mouse centromeric probe was then 
hybridized against the same slides used for SKY. The centromere hybridization 
matched the structures previously identified by the inverted DAPI. The number of 
centromere fragments increases from melan-a to 4C3-, becoming negligible in 
4C3+ (p< 0.0001) (Figure 6). 
 Some of the centromere fragments appeared like mini chromosomes 
containing four telomeric signals (Figure 3B). In addition, a specific Rb 
translocation was noted, indicating centromere instability (Figure 3D). The Rb 
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chromosomes identified in the 4C3+ cell line are present in a non-random manner 
where chromosome 8 and 12 are exclusively involved (Table 1).  
 
Karyotype evolution 
 The types and frequencies of spontaneous chromosomal aberrations were 
examined using SKY (Table 2). An increase in number of individual chromosomes 
was seen in all stages of the model and is shown in Table 3. The total number of 
centromere fragments detected, as well as the median of ploidy of all cell lines is 
shown in Table 2.  The melan-a cell line appears in this work as a near triploid cell 
with a median of 54 chromosomes, which is probably a result of the time in culture, 
since this cell line has been first described having a normal diploid karyotype [38]. 
While no chromosomal translocations of any kind were detectable in melan-a cell 
line, chromosomal translocations including breaks, translocations, fusions and 
centromere breakages were observed in all the other cell lines, as shown in Figure 
7 and Table 2. The correlation between changes in karyotype and phenotype was 
also observed. Note that between the non-tumorigenic cell lines (melan-a, 2C and 
4C) and the tumorigenic but non-metastatic melanoma lineage (4C3-), common 
rearrangements are kept such as T(8;14), T(14;8) and Fus(8.6), while the 
metastatic melanoma cell line (4C3+) has a more heterogeneous karyotype, 
indicative that higher instability occurs in those cells (Table 2).  Supporting the 
case for increased genomic instability, Robertsonian fusions were found in 100% of 
metaphases analyzed from 4C3+ (Figure 7B), and a highly significant increase of 
the cell ploidy was also noticed (p<0.001) (Figure 7C).  
 
 
DISCUSSION 
 Our group has recently established a melanocyte malignant transformation 
model where a murine non-tumorigenic melanocyte lineage (melan-a) was 
submitted to sequential cycles of substrate adhesion blockade resulting in the 
establishment of non-tumorigenic melan-a sublines and several melanoma 
lineages [39,40].  
 In melanoma, the possibility of correlating a specific pathological stage with 
a corresponding genetic alteration has allowed the experimental study of different 
stages of tumor progression. However, samples from early stages are usually 
unavailable for the study, preventing the identification of initiating events in tumors. 
It is in this context that the study of models like ours becomes relevant. 
 Chromosomal instability is increasingly appreciated as a key component of 
tumorigenesis in mammals. It has been postulated that telomere dysfunction and 
cell-cycle checkpoint deficiency could play a causal role in early carcinogenesis by 
instigating chromosomal instability, thus promoting neoplastic transformation 
[54,55]. 
 To study the timing of the occurrence of telomere shortening during 
melanocyte transformation, we analyzed in our model the profile of telomere length 
by Q-FISH and found that in comparison to the parental cell line (melan-a) that  
telomere length significantly decreased as additional rounds of cell adhesion 
blockages were performed. Additionally, variation among telomere length for 
individual cell lines significantly decreased in parallel with telomere length as 
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subsequent cell adhesion blockages were performed. These findings are in 
agreement with the idea that telomere length abnormalities appear to be one of the 
earliest genetic alterations acquired in the multistep process of malignant 
transformation. 
   Indeed, telomere shortening and telomerase activation are the most 
prevalent aberrations in pre-cancerous lesions [31]. Telomere length abnormalities 
have been described in pre-invasive breast lesions [56], pancreas [57], prostate 
[58-60], and many different types of human epithelial cancer precursor stages [61]. 
Likewise, telomerase activity has been detected early in carcinogenesis [62-64]. In 
addition, an in vivo study in human breast cancer found that cancer cells continue 
to experience telomere loss and anaphase bridges even after expression of 
telomerase. These results demonstrate that even when cancer cells actively 
maintain their telomeres, they continue to show fundamental defects that promotes 
telomere loss [65]. 
 In our model, we observe telomere shortening in parallel to genomic 
instability in the context of telomerase positive cell lines. These observations are 
consistent with the fact that although telomerase is responsible for addition of 
telomeric sequences with every cell cycle, a plethora of other proteins also play 
important roles in the regulation of telomere length maintenance and in the 
formation of a protective end-cap that prevents chromosome fusion and telomere 
erosion [66,67]. Additionally to it, several lines of evidence also suggest a 
protective function for telomerase apart from its role in telomere elongation [68,69]. 
In recent work Xu and Blackburn (2007) [70] described a distinct class of extremely 
short telomeres (t-stumps) in human cancer cells with active telomerase and 
lacking checkpoints pathways. Those structures are not just tolerated by these 
cells, but at least one component of telomerase might have a protection function at 
them.  
 We previously showed that c-Myc can mediate the formation of Rb 
chromosomes during the remodeling of centromere positions and by telomere–
telomere fusions at the telocentric termini of mouse chromosomes [37]. 
 In contrast to our previous findings the Rb fusions identified in this work do 
not show telomere signals at the centromeric fusion points, but this does not 
exclude that a similar mechanism could be responsible for those rearrangements in 
our model. Apart from telomere abnormalities, one of the most remarkable features 
of this model is the abundance of centromeric instability manifested as centromere 
fragments and centromeric fusions. Those centromere fragments increase from 
melan-a to 4C3- almost disappearing in 4C3+ where the Rb fusions are present. 
Some of the centromere fragments appeared like mini chromosomes containing 
four telomeric signals, which were likely produced by the fusion of two individual 
centromere fragments or by the fusion followed by breakage of two chromosomes. 
In this case the shortening of telomeres would lead to a telocentric fusion that 
would appears in the cell karyotype as two chromosomes with terminal deletions 
and one centromere fragment with four telomeric signals. Later those unstable 
chromosomes could fuse and produce an Rb chromosome with no telomeres at 
the fusion point. This model is supported by the idea that the rate of telomere free 
ends increases as additional rounds of cell adhesion blockages are performed. 
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 Some of those fragments are likely to contain only heterochromatin material 
and may not be able to produce any abnormalities in the cell, whilst other 
fragments carrying euchromatin material can cause genetic instability by the 
expressed genes they might be carrying.  
  Rb translocations in humans constitute the most common structural genetic 
abnormalities in aborted fetuses and newborns [71-73]. Moreover, human Rb 
translocation chromosomes have been found as acquired or constitutional genetic 
lesions in hematological cancers [74,75], in solid tumors [76,77], and at the onset 
of acute myelogenous leukemia [78]. The presence of Rb fusions in our model 
correlates with oncogenesis as the metastatic cell line is the only cell line with this 
structure.  
 Chromosome rearrangements resulting from telomere loss in cancer have 
been proposed to result primarily from the extensive chromosome fusion that 
occurs when telomeres become critically short or uncapped during a crisis event 
through breakage/fusion/bridge (BFB) cycles [67]. However, telomere loss is not 
confined to cell in crisis, since as discussed before many early passages in human 
tumor cells and cell lines demonstrate telomere instability.  
 Therefore, telomere shortening or uncapping and telomerase activation 
appear to have both tumor suppressive and oncogenic roles: the apparent tumor 
suppressive role of telomere shortening may help to initiate genomic instability 
generating pro-apoptotic signals in an apoptotically functioning cell. Conversely, 
the apparent oncogenic role of telomerase activation may help to stabilize genomic 
instability through telomere stabilization and decreased variation in telomere length 
for critically short telomeres [79].  
 Taken together, our results illustrate for our melanoma model chromosomal 
instability with a structural signature of centromere breakage and telomeric loss. 
This phenotype seems to depend on and dynamically develop during cell adhesion 
blockade signaling and initial genomic or epigenomics insults present in the 
immortalized melanocyte melan-a cell line.  
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Figure and Tables legends. 
 
Figure 1 – Characteristics of the model – A: Cell viability was determined by the 
MTT assay in triplicate. B: Tumorigenicity assay in vivo. Mice were subcutaneously 
injected with 2×105 cells. Bars: SD of the mean of 5 animals per group. 
***p<0.0001.  C: Survival curves (100% х number of mice alive after each day/total 
number of mice at day 0) for mice inoculated with 4C3- and 4C3+. Experimental 
metastasis assay, 2×105 4C3+ cells (D) and 4C3- (E, F, and G) were injected via 
the caudal vein. Mice were sacrificed 20 D and E), 40 (F) and 80 (G) days later, 
their lungs were removed and metastatic foci in the lungs were identified and some 
are indicated in the panel D by the white arrows. ma: melan-a cells; 2C and 4C: 
melan-a cells submitted to 2 and 4 substrate adhesion blockade cycles, 
respectively; 4C3-: slow-growing melanoma cell line; 4C3+: fast-growing 
melanoma cell line. 
 
Figure 2 – Shortening of telomeres in the presence of telomerase activity – A: 
Telomere length distribution in the model as determined by PNA telomere Q-FISH. 
The vertical lines and the arrows highlight the decreased heterogeneity of telomere 
lengths through the melanoma genesis model. B: Telomerase activity in the model 
by the TRAP assay. (-) non-heated extract, (+) heated extract, IC: internal PCR 
control, C-: negative control and PD: primer dimmers. C: Tert expression analyzed 
in melan-a cells and melan-a-derived cell lines by RT-PCR, ß-actin expression was 
used as a normalization control. No significant difference was observed between 
the samples. ma: melan-a cells; 2C and 4C: melan-a cells submitted to 2 and 4 
substrate adhesion blockade cycles, respectively; 4C3-: slow-growing melanoma 
cell line; 4C3+: fast-growing melanoma cell line. 
 
Figure 3 – Robertsonian Fusions and other Centromere Abnormalities - 
Representative FISH images of 4C3- and 4C3+ metaphases hybridized with 
probes against centromere and telomere. 4C3- cell line is shown in panels A, B 
and C. Note the centromere fragment in the magnification box, it shows under the 
centromere staining (A) four telomeric signals (B). In panels D, E and F, the 
representative metaphase of 4C3+ cell line. Rb fusion is shown on the 
magnification boxes. Attention to the fact that under the centromeric fusion point 
(D) there is no telomeric signals (E). A and D: centromeric signals only; B and E: 
telomeric signals only. Note that in both cell lines chromosomes with missing 
signals are present, but 4C3+ had the highest percentage of telomere free ends 
(see text). 4C3-: slow-growing melanoma cell line; 4C3+: fast-growing melanoma 
cell line. 
 
Figure 4 – Indirect Immunofluorescence using a c-Myc-specific antibody. c-Myc 
staining in the melanoma model. Each panel shows a representative image for 
each cell type; however, the layout is kept constant. Left column: c-Myc staining 
(Alexa 488, Molecular Probes), central column: nuclear staining (DAPI), right 
column: merge images. ma: melan-a cells; 2C and 4C: melan-a cells submitted to 
2 and 4 substrate adhesion blockade cycles, respectively; 4C3-: slow-growing 
melanoma cell line; 4C3+: fast-growing melanoma cell line. Bars: 20µm. 



 
Figure 5 – Karyotype evolution - SKY of metaphases derived from cell lines 
corresponding to phases of melanocyte malignant transformation. Representative 
images from SKY are shown: Panel (A) melan-a; Panel (B) 2C; Panel (C) 4C; 
Panel (D) 4C3- and Panel (E) 4C3+. White arrows point to Rb fusion 
chromosomes. Note the increase of abnormalities through the model and the 
increase of chromosome number in the 4C3+ cell line. Each panel shows a 
representative image for each cell type; however, layout is the same for all. Left 
panel: the raw image of a metaphase; central panel: the classified image of the 
metaphase; right panel: the inverted DAPI-banded image of the metaphase; and 
larger panel: the karyotype table of the metaphase. ma: melan-a cells; 2C and 4C: 
melan-a cells submitted to 2 and 4 substrate adhesion blockade cycles, 
respectively; 4C3-: slow-growing melanoma cell line; 4C3+: fast-growing 
melanoma cell line. 
 
Figure 6 – Centromere fragments - Multicentric chromosomes and centromere 
fragments are visible by FISH. Metaphases of 4C3- cell line were hybridized using 
a mouse pan-centromeric probe conjugated to FITC (green) (Cambio, UK). A: 
inverted DAPI image; B: pan-centromeric probe. White squares highlight the 
centromere fragments and they are shown on the magnification boxes in both 
panels. C: the number of centromere fragments in all the cell lines. Note that the 
number increase from melan-a to 4C3-, almost disappearing on 4C3+. 4C3-: slow-
growing melanoma cell line; 4C3+: fast-growing melanoma cell line. 
 
Figure 7 – Chromosome rearrangements. A total of 20 metaphases were examined 
for each cell line. A: Number of rearrangements found in each cell line per 
metaphase; B: Number of Rb chromosome found per metaphase in the melanoma 
model; C: Variation in ploidy found in the tumorigenesis model. 
 
Table 1 - Summary of chromosomes involved in the formation of Rb chromosomes 
in 4C3+ cells in a non-random manner. The numbers given are derived from the analysis of 
20 metaphases. All metaphases carried at least one Rb chromosome, fifteen of these 20 
metaphases carried two or more Rb fusions. The involvement of each chromosome in the formation 
of Rb chromosomes is given, and the respective significance is indicated. Fifteen of twenty 
metaphases (75%) carried one Robertsonian fusion involving chromosomes 8 and 12, while 100% 
of the metaphases analyzed carried at least one Rb(12.12). For further details, see text and 
Material and Methods section. 
 
Table 2. Summary of the rearrangements found throughout melanocyte malignant 
transformation. The data given are derived from the analysis of 20 metaphases. The braces 
indicate how often each rearrangement was seen in 20 metaphases. Only rearrangements that 
were present in more than 2 metaphases are presented here. * Median of chromosome number 
from 20 metaphases. ** Absence or presence of centromere fragments in the metaphases, braces 
represent the number of fragments found in the analysis.  
 
Table 3. Increase of chromosome number in the melanocyte malignant 
transformation model. The numbers given are the median value derived from the analysis of 20 
metaphases.
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Table 1.  

Chromosome Number Times Involved in Rb Fusions P 

8 15 <0.01 

12 67 <0.001 



Table 2.  

Cell line 
Number of 

Chromosomes* 

Centromere 

fragments** 
Aberration chart (structural aberrations) 

melan-a 54 yes {21} none 

2C 51 yes {24} T(8;14){13} / T(14;8){20} / F(8;6){19} / 

Del(11){18} 

4C 51 yes {31} T(8;14){19} / T(14;8){21} / T(15;X){18} / 

F(8;6){4} / Del(11){18} 

4C3- 53 yes {51} T(8;14){18} / T(14;8){21} / T(5;18){9} / 

T(15;X){18} / F(8;6){15} / Del(11){17} 

4C3+ 72 yes {8} T(1;16){18} / T(8;1){17} / T(1;12){15} / 

T(3;13){20} / T(13;3){20} / T(X;15){19} / 

T(10;16){16} / Rb(8.12){15} / Rb(12.12){26} / 

Del(1){18} / Del(6){12} / Del(11){20} 
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Table 3.  
 

Chromosome Number Ma 2C 4C 4C3- 4C3+ 

1 2 3 4 4 5 

2 3 3 3 3 4 

3 2 2 2 2 3 

4 3 3 3 3 3 

5 3 3 3 3 4 

6 4 3 3 3 6 

7 2 2 2 2 3 

8 3 3 2 3 4 

9 2 2 2 2 4 

10 2 2 2 2 4 

11 2 3 3 3 5 

12 2 2 2 2 5 

13 2 2 2 2 3 

14 3 3 3 3 3 

15 3 4 4 4 4 

16 4 3 3 2 3 

17 3 3 3 3 4 

18 3 2 2 2 3 

19 4 2 2 3 3 

X 2 1 2 2 2 
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Amanda Gonçalves dos Santos Silva,1,2 Rahul Sarkar,1,3 Jana Harizanova,1 Amanda Guffei,1

Michael Mowat,1 Yuval Garini,4 and Sabine Mai1*
1Manitoba Institute of Cell Biology, CancerCare Manitoba, University of Manitoba, Winnipeg,
Manitoba, Canada
2Disciplina de Imunologia, Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia,
Universidade Federal de São Paulo (UNIFESP), São Paulo/SP, Brazil
3Department of Imaging Research, Sunnybrook Health Sciences Center, Toronto, Canada
4Department of Physics and Nanotechnology Institute, Bar Ilan University, Ramat Gan, Israel
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variety of contexts. Here, we will review current knowledge about this unique chromosomal region and its relevance for
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The study of the cell nucleus and its compo-
nents has a long history that began in the
19th century and is closely interlaced with
the history of cell biology and genetics. An
important contribution made by previous gene-
rations of researchers was the careful and
detailed observations and illustrations of cells,
nuclei, and chromosomes. Prior to photographic
representations and digital imaging, hand-
drawn representations guided the research
community. Continued progress in the field
was made possible by the critical analyses by
these pioneers on cells of many species. This

work greatly benefited from the development of
microscopes, photography and imaging. Phase
contrast, polarization, differential interference
contrast, fluorescence and electron microscopy
and live cell imaging—to name just a few—have
given us higher resolutions and further knowl-
edge gain. The foundation for our current
studies was laid by the forerunners of cell
biology and genetics through their dedication
and precise observations.

ThenucleuswasfirstdescribedbyRobertBrown
in 1833. In 1873, Fol, Bütschli, and Strasburger
discovered ‘‘karyokinetic figures’’—today called
the mitotic apparatus [for review see, Gourret,
1995]. In 1882, Walther Flemming described the
processofmitosis for thefirst timeindetail.During
cell division, he observed a ‘‘stainable substance of
the nucleus’’ that separates into thread-like
strings. Hence, he coined the term ‘‘mitosis’’ from
Greek for ‘‘thread.’’ Six years later, these threads
were defined as chromosomes by Heinrich
Waldeyer [1888] [http://www.laskerfoundation.org/
news/gnn/timeline/timeline_top.html; Cremer,
1985]. Flemming had used aniline dyes to stain
and then visualize these ‘‘threads’’ and com-
mented ‘‘we will designate as chromatin that
substance, in the nucleus, which upon treatment
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with dyes known as nuclear stains does absorb
the dye’’ (1882) (Fig. 1). Due to the staining
method and his gift of detailed observation,
Flemming was able to state that the threads—
chromosomes—split along their length into two
identical halves (sister chromatid separation).
He published these findings in Zellsubstanz,
Kern und Zelltheilung (1882) [for review see
also, Rieder and Khodjakov, 2003]. Although
Flemming observed cell divisions in detail, the
centromere, the focus of this article, was not yet
described. Instead, he showed chromosomes
with multiple spindle fibers attaching all over
the length of the chromosome [Flemming, 1882;
Cremer, 1985]. Although, Boveri [1902, 1914,
1929] had postulated that chromosome and
centrosome errors contribute to the develop-
ment of malignant tumors, the centromere was
also unknown to him.

The name ‘‘centromere’’ was given to the
primary constriction of the chromosome by

Darlington [1936a]. He defined it as the ‘‘site
of spindle fiber attachment’’ [1936a]. ‘‘The
centromeres are active in moving the chromo-
somes on the spindle’’ [Darlington, 1936b]. In
Darlington’s time, the centromere was thus
already recognized for its key role in cell
division; spindle attachment and chromosome
movements were described in detail and
depicted in hand-drawn figures. Importantly,
naturally occurring or irradiation-induced mis-
divisions of the centromere were already
described [McClintock, 1932, 1933; Darlington,
1936b]. The resulting consequences of centro-
mere mis-division were illustrated for the
chromosome constitution of the resulting
daughter cells, and hypotheses for the mecha-
nisms leading to this event were discussed in
great detail [Darlington, 1936b]. Some of these
questions are still valid today and have not been
resolved. These include aspects of the regula-
tion and timing of sister chromatid separation

Fig. 1. Cell division cycles. Historical drawings by Walther
Flemming (1843–1905) showing for the first time cell division
that he termed mitosis and ‘‘threats’’ (later called chromosomes)
that are evenly distributed during mitosis to daughter cells. The
drawings represent the green algae Spirogyra (Figs. 47–60), the
plants Lilium corceum (Fig. 61), Lilium corceum (Figs. 62–68),

Iris sibirica (Fig. 69), and Lilium tigrinum (Fig. 70), the human
cornea (Figs. 71–73), testes of salamander (Figs. 74, 75), and the
egg of the sea urchin Toxopneustes lividus (Fig. 75). All images
are reproduced from Flemming’s book Zellsubstanz, Kern und
Zelltheilung, 1882.
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and centromere division and consequences
of their dysregulation, the mechanisms of
iso-chromosome formation, and the effects
of mis-segregation on the subsequent cell
divisions, cell lineages and the organism.

THE CENTROMERE

The centromere, cytogenetically is the
primary constriction of each chromosome and
is defined as the chromosomal region that will
determine the formation of the kinetochore and
sister chromatid cohesion during cell division.
Through the kinetochore, the chromosome
interacts with the spindle microtubules and
ensures chromatid segregation [Villasante
et al., 2007]. Crucial to proper chromosome
segregation is the bi-orientation of each chro-
mosome. Each sister kinetochore is positioned
on the opposite sides of the centromere and
attaches to microtubules derived from the
opposite spindle pole [Loncarek et al., 2007].
Failure to perform this bi-orientation, leads to
syntelic chromosomes whose two kinetochores
attach to one spindle pole. This error can be
corrected through the force of astral micro-
tubules, and this event is dependent on the
presence of functional centrosomes [Loncarek
et al., 2007].

The DNA sequence associated with all
primate centromeres is the alpha-satellite
DNA. It consists of tandem repeats of 171 base
pairs (defining one monomer), and it is AT rich
[Choo, 1997]. A large fraction of these mono-
mers is organized into higher order repeats,
with a repeat unit ranging in size from 3 to 5 Mb.
The difference in sequence between these units
is <2% [Alkan et al., 2007]. The evolutionary
analysis of primate centromeric DNA showed
that gibbon alpha-satellite sequences have only
limited relationship with human sequences. In
contrast, human and chimpanzee higher order
centromeric repeats show a common origin
[Alkan et al., 2007]. A very detailed description
of a human functional centromere is presented
for the X chromosome by Schueler et al. [2001].

Centromeres are surrounded by pericentro-
meres. These are chromosomal regions rich in
transposons, retroelements, pseudogenes, and
expressed genes [Saffery et al., 2003; Hall et al.,
2006]. All of these elements contribute to the
dynamic evolution of these sequences as shown
for four Brassica species [Hall et al., 2006].
Centric breakage and fusion has been observed

in Robertsonian translocation chromosomes of
wheat and rye [Zhang et al., 2001]. Pericentric
inversions in humans are often associated with
decreased male fertility [Collodel et al., 2006;
Chantot-Bastaraud et al., 2007, for review,
see Anton et al., 2005], cancer [Mathew et al.,
2002; Anelli et al., 2005; Pedrazzini et al., 2006],
mental retardation [Ramadevi et al., 2002;
Ulucan et al., 2006] and other diseases
such as: [epilepsy: Grosso et al., 2004; cleft lip:
Beiraghi et al., 2003; schizophrenia and learn-
ing disability: Hampson et al., 1999]. Such
inversions may also be associated with duplica-
tions and deletions [López-Exposito et al., 2006;
Patil and Phadke, 2007].

It is thus not surprising that pericentromeric
regions are both hotspots for recombination
events during evolution [Yue et al., 2005] and
in cancer [Shaw and Lupski, 2004; Jamet
et al., 2005]. In this context, we note that DNA
double-strand-break hotspots are positioned
near centromeres and telomeres [Blitzblau
et al., 2007]. Mapping of the meiotic single-
stranded DNA molecules revealed hotspot
breakpoints in pericentromeric regions as well
as within �100 kb region at the telomeric ends
of chromosomes. Thus, evolutionary hotspots
at pericentromeres are also hotspots of DNA
double-strand-breaks during meiosis and sites
of genomic instability in cancer.

Centromere Evolution, Speciation,
Structural Abnormalities and Cancer

The centromere contributes to speciation.
There are many examples but, we will focus on
two, the speciation of macropodine marsupials
[Bulazel et al., 2007; Metcalfe et al., 2007] and
mice [Capanna and Castiglia, 2004]. Examining
centromere sequence composition and break-
point reuse in wallabies, wallaroos and kanga-
roos, Bulazel et al. [2007] described species-
specific shifts in the composition of centromere
sequences. Metcalfe et al. [2007] who studied
four marsupial hybrids found that all hybrids
exhibited a low frequency of de novo rearrange-
ments. The type of centromere instability
described included the amplification of alpha
satellites and of a transposable elements, de
novo whole chromosome arm rearrangements
and changes in chromatin structure.

In mice, speciation is commonly achieved
with telocentric chromosomes that display
a high grade of homogenization. There is
greater than 99% sequence identity between
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the telocentric sequences for all mouse chromo-
somes, leading to frequent recombinations and
stable evolutionary maintenance. This genetic
similarity however, also enables the possibility
of Robertsonian (Rb) translocations [Garagna
et al., 2001; Kalitsis et al., 2006]. Rb trans-
location chromosomes were first discovered in
1916 in grasshoppers by W R B Robertson [for
review, see Gardner and Sutherland, 2004].
Mice with Rb translocation chromosomes exist
in nature [Nachman and Searle, 1995; Gazave
et al., 2003], and these translocations are
also common in some laboratory mice. In
nature, whenever they occur in hybrid zones,
the mice that are Rb translocation chromosome
carriers often display reduced fertility. This
is due to reduced chiasmata formation and
meiotic recombination leading to sperma-
togonic impairment when mating with non-
carriers or carriers of different types of Rb
chromosomes [Bidau et al., 2001; Merico et al.,
2003]. Rb chromosomes contribute to non-
disjunction and to transmission ratio distortion
(TRD) [Underkoffler et al., 2005; Schulz et al.,
2006].

End-to-end fusions of human acrocentric
chromosomes generate human Robertsonian
(Rb) translocation chromosomes. Rb transloca-
tions in humans constitute the most common
structural genetic abnormalities in aborted
fetuses and newborns [Jacobs, 1981; Nielsen
and Wohlert, 1991; Kim and Shaffer, 2002].
Moreover, human Rb translocation chromo-
somes have been found as acquired or constitu-
tional genetic lesions in hematological cancers
[Qian et al., 2002; Welborn, 2004], in solid
tumors [Padilla-Nash et al., 2001; Bayani et al.,
2003], and at the onset of acute myelogenous
leukemia [Shimokawa et al., 2004].

Cancer cells follow evolutionary principles
when they develop into highly malignant
tumors. Work by Darai et al. [2005] illustrates
this in that the breakpoints in human tumors
from chromosome 3p21.3 region coincides
with the evolutionary breakpoints seen in
Caenorhabditis elegans, Drosophila mela-
nogaster, Fugu rubripes, Gallus gallus, Mus
musculus, Rattus norvegicus, and Canis famil-
iaris. CER1, a 2.4 Mb region at 3p21.3, shows
breakpoints clustered within 200 kb of the
telomeric and centromeric borders. The frequent
involvement of centromeric regions in genomic
instability of cancers is also discussed in a recent
review by Bayani et al. [2007]. Examples for such

centromeric involvement is seen in prostate
cancer [Beheshti et al., 2000; Vukovic et al.,
2007] and osteosarcomas [Bayani et al., 2003].

It is evident that centromeres are dynamic
structures that permit evolutionary remodeling
of chromosomes, and that facilitates speciation.
The centromeres are also substrates for rear-
rangements that are associated with structural
genetic abnormalities in cancer where, in the
same fashion as evolution, selection occurs at
the cellular level in an accelerated fashion.

Centromeric Nucleosomes

Mammalian centromeres are defined based on
their epigenetic higher order chromatin organi-
zation [Taddei et al., 2001]. The centromeres of
all species examined to date have a universal
histone composition consisting of CENP-A
(CenH3), a histone H3 variant, histone H4,
histone H2A and H2B [Dalal et al., 2007].
Centromeric histones do not contain the usual
histone H3 but the CENP-A (CenH3) [Dalal
etal., 2007]. The centromericnucleosomeorgani-
zation is also unique in that its histones do not
show an octamer organization but rather form a
hemisome with one molecule each of CENP-A,
H4, H2A, and H2B [Dalal et al., 2007]. The
histone variant H2A.Z is found interspersed in
between subdomains of CENP-A [Greaves et al.,
2007]. Orthaus et al. [2008] recently illustrated
the association of CENP-A and CENP-B in
living human cells using fluorescence resonance
energy transfer (FRET), a technique that allows
one to visualize the close association of target
molecules that are found in the vicinity of 10 nm.

Functional Studies Addressing the Role of
Specific Proteins in Centromere Biology,

Cell Division and Development

Functional understanding of centromeric
histones, the role of the securing-separase
complex and of epigenetic modifications at the
centromere is due to specific mouse models that
addressed the role of centromeric histones in the
context of a living organism. As well, study of a
rare human syndrome, ICF (immunodeficiency,
centromere instability, facial abnormalities),
helped to elucidate the crucial role of epigenetic
modifications at the centromere for normal
cellular functions and development.

CENP-A, CENP-B, and CENP-C Functions

Using gene targeting, Howman et al. [2000]
describe that CENP-A�/� mice do not survive
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beyond embryonic day E6.5, while CENP-A�/þ

mice are viable and fertile. CENP-A�/� embryos
displayed mitotic problems such as the forma-
tion of micro- and macronuclei, chromosome
hypercondensation, nuclear bridges, and bleb-
bing with chromatin fragmentation. In the
absence of CENP-A, CENP-B and CENP-C are
dispersed throughout the nucleus and are not
localized at centromeres. Using a partially
functional CENP-A GFP fusion protein, Kalitsis
et al. [2003] confirmed that CENP-A is required
for embryonal development. CENP-A-GFP
homozygote mice die at day E10.5 of embryonic
development showing much aneuploidy, mis-
segregation of chromosomes and increased
apoptosis [Kalitsis et al., 2003]. In this context,
Black et al. [2004] showed that CENP-A confers
a unique structural rigidity to the centromeric
nucleosome. The disruption of CENP-B is not
lethal, but mice with disrupted CENP-B have
lower body and testis weight [Hudson et al.,
1998]. CENP-C heterozygous mice are fertile
and viable however, CENP-C null mice are not
viable. Developmental problems including
mitotic arrest, morphological degeneration,
micronuclei and aberrant chromosome segre-
gation patterns that become apparent at the
morula stage [Kalitsis et al., 1998]. Recent data
from Shen et al. [2007] indicated that mutations
in PTEN prevented the normal physical associ-
ation with CENP-C and this caused centromere
instability resulting in centromere breakage
and chromosomal translocations.

The Separase/Securing-Complex and
Centromeric Division

Kumada et al. [2006] addressed the func-
tional importance of mammalian separase
and securin proteins for cell division and found
that separase is required for the early develop-
ment of mice. In the absence of separase,
centromeres are unable to separate in mitosis
and remain continuously linked in interphase.
Karyotype analysis showed that two to four
chromatids were linked at the centromere.
Because these were all derived from the inabil-
ity of the centromeres to separate, all centro-
merically clustered chromosomes contained
either diploid or quadruple copies of the same
chromosome. Heterozygous separase mice
are viable, but separase null mice stop their
development at day E3.5. Culture of 1–3 day
blastocytes indicated that the overall cell
number in separase�/� blastocytes was lower,

and that the size of individual cells was twice
that of separase heterozygous mice. Moreover,
the absence of separase induced increased
ploidy, aberrant numbers of centrosomes,
and growth retardation. When homozygous
securinnull/null mice, which is not lethal,
were crossed with heterozygous securinnull/þ

separasenull/þ mice the securinnull/nullseparasenull/þ

combination was embryonically lethal.

Centromeric Fusions in the Immunodeficiency,
Centromeric Region Instability,

Facial Anomalies (ICF) Syndrome

ICF is a rare recessive genetic disorder [Choo,
1997] with only 50 reported cases throughout
the world [Ehrlich et al., 2006]. This immuno-
deficiency and chromosome instability syndrome
is generally lethal before adulthood due to
epigenetic changes. The identification of muta-
tions in DNA methyltransferase 3B (DNMT3B)
located on chromosome 20q11-13 by Xu et al.
[1999] led to the mechanistic understanding of
the disease. In ICF syndrome, the centromeric
satellites are almost completely unmethylated
in all tissues, whereas these regions are heavily
methylated at cytosine residues in normal
cells [Xu et al., 1999]. Thus, the absence of a
functional DNMT3B methyltransferase causes
the elongation of juxtacentromeric heterochro-
matin. In metaphase, such defects give these
chromosomal regions a thread-like appearance.
In interphase cells, these regions show self-
associations. Blebs and micronuclei containing
these sequences are also common. Chromoso-
mal abnormalities are most common for the
classical satellites 2 and 3 at the juxtacentro-
meric regions of chromosomes 1, 9, and 16.
These three chromosomes are frequently fused
to each other in centromeric clusters.

Hypomethylation of Centromeric
Alpha Satellite Regions in Cancer

Cancer cells frequently display hypomethyla-
tion of satellite regions, and this is commonly
associated with rearrangements in these regions
[Qu et al., 1999a,b; Ehrlich et al., 2006].
Hypomethylation of satellite 2 DNA is found
in ovarian cancers including cystadenomas,
low malignant potential tumors and epithelial
carcinomas [Qu et al., 1999a]. The authors
reported a statistical correlation between the
extent of hypomethylation and the degree of
malignancy. The study by Widschwendter et al.
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[2004] examined DNA methylation and ovarian
cancer (115 ovarian tumors) and found that
hypomethylation of satellite 2 of chromosome
1 increased from non-neoplastic to neoplastic
tumors with poor prognosis. Fifteen 50regions of
genes implicated in ovarian cancer were also
examined. They found hypermethylation of
CDH13 (16q24) and RNR1 (13p12) were strongly
correlated with hypomethylation of satellite
2 DNA. Another example is in Wilm’s tumor,
where there are rearrangements in hypomethy-
lated pericentromeric heterochromatin of chro-
mosomes 1 and 16 with classical satellite 2 DNA
[Qu et al., 1999b]. All of the above findings
are highly relevant for our understanding of
aberrant methylation at centromeric regions and
the consequences thereof. These data, however,
have to be viewed in the context of global
genomic changes in methylation patterns—and
epigenetic changes in general—during carcino-
genesis [Virmani et al., 2001; D’Alessio and Szyf,
2006; Esteller, 2007].

NEOCENTROMERES

Neocentromeres are functional centromeres
that are situated at non-centromeric regions
and they are able to assemble a functional
kinetochore [Amor and Choo, 2002]. The first
neocentromere was described by du Sart et al.
[1997], and since then another 60 examples of
neocentromeres have been characterized [Amor
and Choo, 2002]. In a study that focused
on greater than 20 functionally important
kinetochore-associated proteins, Saffery et al.
[2000] showed that all proteins investigated but
one, CENP-B, are present at both centromeres
and neocentromeres. CENP-B is thus missing at
neocentromeres. Neocentromeres do not carry
alpha-satellite DNA [Amor and Choo, 2002]
and they are frequently found on marker
chromosomes in cancer. They can also be
experimentally induced in Drosophila (ibid.).
Occasionally, neocentromeres are observed in
individuals with stable karyotypes [Amor and
Choo, 2002; Amor et al., 2004; Ventura et al.,
2004]. They can play an important role for
chromosome and karyotype evolution [Amor
et al., 2004; Warburton, 2004].

An example in karyotype evolution is a
neocentromere located at chromosome 4p21.3
[Amor et al., 2004]. The family that carries this
neocentromere has transmitted it to the second
generation and shows a normal and stable
karyotype. The normal centromere on chromo-

some 4 is inactivated. The neocentromere is
fully functional in binding CENP-A, CENP-C,
CENP-E, and CENP-I, Bub1 and HP1, a Swi6
homologue. However, the levels of CENP-A are
reduced and a moderate reduction in sister
chromatid cohesion was noted suggesting the
possibility of subtle structural and functional
differences between the neocentromere and
the normal centromere. Ventura et al. [2004]
reported on two human neocentromeres.
The one found at 3q26 is a chromosomal
region where a new centromere evolved from a
common ancestor of Old World Monkeys about
25–40 million years ago. The other neocentro-
mere was found at 3q24 with inactivation of
the normal centromere and this new chromo-
some 3 was stably transmitted to the next
generation.

Centromeres and the Nuclear Matrix

Are centromeres freely moving through the
nucleus or are they attached to some nuclear
structure in a regulated fashion?

He and Brinkley showed in [1996] that
individual centromeres/prekinetochores form
stable associations with the nuclear matrix.
They proposed that the arrangement of individ-
ual centromeres within the nucleus may have
influenced the occurrence of specific fusion and
translocation events during evolution. In addi-
tion, they speculate that this centromere/
kinetochore complex may play a role during
chromosome movements and associations in
the interphase nucleus. Sumer et al. [2003]
described, tested and confirmed a 2.5 Mb region
with enhanced scaffold/matrix attachment
properties at a human neocentromere. Thus,
we conclude that centromeres have the poten-
tial to attach to the nuclear matrix. Whether
they attach to it all the time or only during
specific phases of the cell cycle is presently not
known.

Nuclear Organization of Centromeres
During the Cell Cycle

The three-dimensional (3D) organization of
centromeres in the interphase nucleus has been
studied in the context of cellular differentiation,
cell cycle, embryonic development, and cellular
transformation. Studying human diploid fibro-
blasts using anti-centromere antibody stain-
ing and laser scanning confocal microscopy,
Bartholdi [1991] described that centromere
positions vary during the cell cycle. In G1, the
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author describes centromeres associated with
nucleoli or fused in chromocentres, with very
few single centromeres. The latter are dispersed
throughout the nucleus. In S phase, the fused
centromeres dispersed into single centromere
signals and formed distinct patterns (rings or
lines). In prophase, the fluorescent centromere
signals were found to condense into distinct
double spots.

The analysis of human lymphocytes [Weimer
et al., 1992] also indicated a cell-cycle specific
organization of centromeres in the interphase
nucleus. Using anti-centromere antibodies
(ACAs) from patients with CREST syndrome,
these authors described a peripheral position-
ing of centromeres in G0 and G1, which
weakened in S phase. G2 cells had a random
distribution of centromeres.

Solovei et al. [2004] investigated a series of
human cell types and found differences in
centromere positions in cycling and postmitotic
cells. The cells they examined included G0

peripheral blood lymphocytes, terminally dif-
ferentiated monocytes, cycling, PHA-stimu-
lated lymphocytes, diploid lymphoblastoid
cells, normal fibroblasts, and neuroblastoma
(SH-EP) cells. They used immunostaining,
confocal microscopy and 3D image analysis
and observed that the localization of the
centromeres was similar in all cell types, with
a peripheral location in G0 cells. In G1 and early
S, the centromeres were found in clusters at the
periphery of the nucleus, in late S/G2, the
centromeres declustered and migrated towards
the center of the nucleus.

Our work [Sarkar et al., 2007] described
the 3D organization of centromeres in mouse
lymphocytes during the cell cycle. We found
centromere localization is cell cycle dependent.
The centromeres were mainly found in the
peripheral regions in G1- and G2-arrested
lymphocytes whereas a more general distribu-
tion throughout the nucleus was found during
logarithmic growth. To measure the 3D organ-
ization of centromeres, we developed a software
program, named CentroView [Sarkar et al.,
2007]. We used a 3D-centromere FISH
approach rather than the anti-centromere
fluorescent immunohistochemistry. Image
acquisition was performed using deconvolution
microscopy [Schaefer et al., 2001] and Zeiss
AxioVision on an Axioplan 2 microscope (Zeiss).
Sampling sizes were 200 nm in z and 107 nm in x
and y axes.

From the data presented above, we concluded
that there is agreement of cell-cycle dependent
centromere distribution in interphase nuclei
of all human and mouse cells examined so
far. It is important to note that a cell-type
specific centromere organization has also
been described in plants. Work by Fang and
Spector [2005] showed by live cell imaging
of centromere-specific histone H3-GFP, that
centromeres of transgenic Arabidopsis lines
are positioned at the nuclear periphery during
interphase. The position of duplicated sister-
centromeres is cell-type dependent. They are
found clustered in root epidermal cells and
dispersed in leaf epidermal cells.

Differentiation and Distribution of
Centromeres in the Interphase Nucleus

Beil et al. [2002 and 2005] studied the
organization of centromeres during differentia-
tion of the promyelocytic leukemia cell line NB4.
The authors used the CREST serum to stain
centromeres and confocal microscopy to assess
centromere positions. Induction of differentia-
tion by retinoic acid in NB4 cells induces an
alternative nuclear distribution of centromeres
compared with undifferentiated cells. The dif-
ferentiated cells exhibited a decreased number
of centromere clusters (chromocentres) and the
distance between them increased from 350 to
800 nm.

Differentiating mouse T cells display an
altered organization of centromeres when com-
pared to their non-differentiated counterparts
[Kim et al., 2004]: While undifferentiated cells
have centromeres localized within the nuclear
interior, differentiated CD4þ and CD8þ T cells
have their centromere positioned more to the
periphery. Similarly, human embryonic stem
cells have a smaller portion of their centromeres
located at the nuclear periphery compared with
differentiated cells [Wiblin et al., 2005].

We conclude that differentiation requires
altered nuclear centromere positions which
may be linked to the global remodeling of
nuclear functions during this process such as
changes in transcription of genes and cessation
of replication. The nuclear periphery seems to
be the preferred region occupied by centromeres
when cells differentiate. This is also the pre-
ferred position of centromeres in G0 and G1 cells
(see above) and thus probably the position that
is most conceivable with a resting and end-stage
differentiated cells.
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Remodeling of Centromere Positions
During Mouse Embryongenesis

Mouse embryos remodel their nuclear organ-
ization as they progress from the one-cell-stage
to the blastocyst stage of embryonic develop-
ment. This remodeling includes both the cen-
tromeres and the pericentric heterochromatin
[Martin et al., 2006a]. Martin et al. [2006b] also
showed nuclear remodeling during nuclear
transfer. During early embryonic development,
after the transfer of ES cell chromosomes into
mouse ooplasm, centromeres adopted the same
nuclear organization as seen in normal mouse
embryos.

Remodeling of Centromere Positions
During Cellular Transformation

Centromere repositioning in the interphase
nucleus contributes to the remodeling of
the nucleus when cells become transformed.
There is a significant redistribution of centro-
mere positions in nuclei of immortalized and
transformed lymphocytes as compared with
normal nuclei [Sarkar et al., 2007]. While
centromeres of normal mouse lymphocytes
assume a peripheral position in interphase
nuclei, those of tumor cells redistribute towards

a more central nuclear position (Fig. 2). These
changes are highly significant [Sarkar et al.,
2007]. The remodeling of centromere positions
can be induced through conditional c-Myc
oncoprotein expression in otherwise diploid
mouse PreB lymphocytes and is dependent on
the myc box II region [Guffei et al., 2007]. The
remodeling of centromere positions enables
the development of mouse Robertsonian (Rb)
translocation chromosomes after conditional
c-Myc deregulation [Guffei et al., 2007]. The
latter are also observed in cells with constitutive
c-Myc deregulation [McCormack et al., 1998;
Guffei et al., 2007].

Centromeres and their pericentric regions
are evolutionary dynamic. These features
strongly enhance the likelihood that spatially
repositioned centromeres can then interact
with each allowing increased recombination,
breakage and fusion events. We conclude that
centromere remodeling during cellular trans-
formation may permit the occurrence of specific
chromosomal rearrangements and favor new
gene expression and replication profiles as
centromeres (and thus chromosomes and their
respective genes) are more frequently localized
in the nuclear interior. The nuclear interior
regions are associated with both transcription

Fig. 2. Nuclear organization of centromeres in normal and
tumor cells. The peripheral organization of centromeres (green)
in normal mouse lymphocyte nuclei (blue) is shown in a–c. Two-
dimensional (2D) images of normal nuclei and centromeres are
shown in (a) and (b), and the three-dimensional (3D) organization
of centromeres is shown in (c). The nuclear organization of

centromeres (green) in mouse tumor cell (plasmacytoma) nuclei
(blue) are shown in figures (d–f). Representative 2D images are
given in (d) and (e), and the 3D representation of the same
nucleus is shown in (f). Note the peripheral organization of
the centromeres in normal cells and the central location in tumor
cells [for details, see text and Sarkar et al., 2007].
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and replication [Casolari et al., 2005; Lanctôt
et al., 2007].

It is too early to say whether the nuclear
matrix interactions with centromeres are
altered during centromere remodeling or
whether the methylation status of the centro-
meric regions is altered under these conditions.
It is also important to assess whether centro-
mere remodeling occurs during cellular trans-
formation of different cell lineages. This would
allow one to conclude whether or not centromere
remodeling is a general phenomenon of cellular
transformation or just applicable to the trans-
formation of lymphocytes. It is most important
not to gather a series of different tumor cell
lines to answer this question, but to work with
primary cells of different lineages and follow
them as they are transformed. Only a rigorous
approach in the selection of appropriate model
systems will give us the answers to the above
questions.

Treatments Targeting the Centromere
and Cell Division Cycles

Due to the key role of centromeres in normal
cell division and in cancer, it is not surprising
that much effort is and has been devoted to
inhibiting centromere function. The concept
behind these approaches is that a non-func-
tional centromere/kinetochore will induce a cell
cycle checkpoint and thus inhibit the spread of
malignant cells.

There are general approaches, such as the use
of taxanes and vinca alkaloids that target the
microtubules [Kelling et al., 2003]. However,
Schmidt and Bastians [2007] noted that the
targeting of mitosis also affects non-cancerous
cells and thus has significant side effects. Thus
novel anti-mitotic drugs that target non-micro-
tubule structures, such as mitotic kinesins and
Aurora or polo-like kinases, are being tested
in clinical trials as well [Liu et al., 2006;
Strebhardt and Ullrich, 2006; Schmit and
Ahmad, 2007; Schmidt and Bastians, 2007].
Mitosis is also being targeted by inhibitors of
farnesyl transferase, histone deacetylase and
Hsp90 [for review, see Sudakin and Yen, 2007].

Several recent studies have looked at the
effects of inhibiting histone deacetylation
(HDAC) on centromere function and cell divi-
sion. Taddei et al. [2001] investigated the
impact of histone deacetylase inhibition on the
disruption of pericentromeric heterochromatin
and on centromere function. The authors found

that pericentromeric regions will relocate to the
nuclear periphery. HP1 is not retained at
the centromere and defects in chromosome
segregation occur. This process is reversible
when the drug is removed [Taddei et al., 2001].
The authors concluded that underacetylation of
pericentromeric heterochromatin is necessary
for centromere function and localization within
the nucleus. Moreover, HP1 will only associate
with heterochromatin when the pericentro-
meric region is underacetylated. Of note is the
finding of Gilchrist et al. [2004], who did not
observe a relocation of centromeres by the
inhibition of histone deacetylases. The reason
for these different results is not known at
this time.

In a recent study, Magnaghi-Jaulin et al.
[2007] showed that inhibition of HDAC causes
premature sister chromatid separation in cells
when the mitotic spindle assembly checkpoint
(SAC) is already activated. As a result, SAC and
the cyclin-dependent kinase 1 are inactivated,
histone H3 dephosphorlyated and MAD2 is lost
from the kinetochore [Magnaghi-Jaulin et al.,
2007].

Sumer et al. [2004] described that the inhibi-
tion of histone deacetylases led to a shift
in binding of CENP-A and a reduced size
of the scaffold/matrix attachment region
(S/MAR) both at a neocentromere and at a
native centromere. Treatment with DNA-
intercalating drug distamycin A further re-
duced the S/MAR domain and centromere
proteins binding and increased chromosome
mis-segregation. These treatments did not
alter the transcriptional competence for
47 underlying genes tested by the group.

A word of caution: while the goal of mitosis
and centromere targeted therapies is to disrupt
further cell divisions of aberrant cells, some of
these treatments will affect normal cells, while
others will select for ‘‘survivors’’ that manage
to escape the treatment regime and will exit
mitosis. Such cells are expected to be aneuploid
and highly malignant. Thus, while the concept
of inhibiting mitosis is excellent, the con-
sequences of generating a few survivors is
detrimental, unless a combination treatment
can be sought that will target such cells as well.

Treatments Targeting the
Centromere–Matrix Interaction

As summarized above, there is experimental
evidence for a centromere–matrix interaction
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[He and Brinkley, 1996; Sumer et al., 2003]. Is it
possible to use this interaction to inhibit cell
division in tumor cells? First, the nature of the
interaction of the centromere with the nuclear
matrix in cancer cells needs to be investigated.
Since centromeres alter their positions in
cancer cells [Sarkar et al., 2007] with con-
sequences for genome stability [Guffei et al.,
2007], it is likely that the associations of
centromeres with the matrix is dynamic and
an adaptable event. In other words, centro-
meres can be altered and possibly modulated
according to the selective pressures under
which a transformed cell finds itself. Since
there is a precedence for a reduced size of the
centromere-associated S/MAR [Sumer et al.,
2004], therefore centromere attachment to the
matrix may be less stable in transformed cells.
Although the attachment of the centromere
may be different in nature, cell division still
continues. Moreover, the new organization of
the centromeres is not concordant with that of
a resting or differentiated cell and is different
from that of a cycling cell [Sarkar et al., 2007].
The novel nuclear compartmentalization of
centromeres in transformed cells may allow
for new targeted treatments. This will only be
possible after we learn more about the altered
interaction of centromeres with the nuclear
matrix in cancer cells.

Several lines of evidence suggest that the
nuclear matrix may be a good substrate for
anti-cancer therapies. For example, Pienta and
Lehr [1993] demonstrated that estramustine,
an estradiol-nitrogen mustard conjugate that
binds to the nuclear matrix, and etoposide, a
topoisomerase II inhibitor showed promise in
treating hormone-refractory prostate cancer
cells. DNA synthesis at the nuclear matrix
was inhibited and tumor cell growth was
inhibited in vitro in the Mat-LyLu rat prostate
carcinoma cell line, the PC-3 human pro-
state adenocarcinoma cell line and in vivo in
the Dunning Copenhagen rat adenocarcinoma
prostate model. Estramustine has been part of
phase II clinical trials and used in combination
with other drugs for androgen-independent
prostate cancer [Clark et al., 2001; Millikan
et al., 2003; Dimopoulos et al., 2004; Thall et al.,
2007]. Catapano et al. [1996] have discussed
the possibility of using the nuclear matrix as
target for anti-cancer therapy. Roti et al. [1998]
promote the concept of hyperthermic killing of
cancer cells by targeting the matrix and this

notion was further promoted by Coffey et al.
[2006].

It may be feasible to target CENP-A, a
component of the centromeric nucleosome
that is not found in the nucleosome of other
chromosomal regions [Dalal et al., 2007].

As we learn more about nuclear matrix
association with chromosomes and centro-
meres, it may be feasible to design specific
treatments that target this interaction in a
way that renders cell division impossible. The
best approaches may be those that succeed to
target only cancer cells, using the cancer-cell
restricted expression of inhibitors, cancer-cell
restricted delivery of small molecules [Sun
et al., 2008; Tyler et al., 2007] and/or intrabodies
[Williams and Zhu, 2006] that target any of the
centromere–matrix and mitotic machinery-
associated components within the cancer cell.

Imaging Considerations for the Centromere

The study of the nuclear organization of
centromeres is now possible due to recent
advances in imaging techniques. To enable the
detailed analysis that such complex structures
require, a variety of measurement methods are
generally applied. In this section, we provide a
short overview of the most commonly used
methodologies that have already led to signi-
ficant discoveries in the field and describe other
methods that will have potential application for
future refinement of analysis.

CONVENTIONAL FLUORESCENCE MICROSCOPY

Fluorescence microscopy has grown to be-
come a central tool for imaging centromere
organization within the nucleus. However,
there are still limitations that should be well
understood. To date, the most common optical
microscopy methods are based on wide-field or
confocal microscopy. These methods provide a
spatial resolution of about 200–250 nm in the
image plane and 400–500 nm along the optical
axis [Garini et al., 2005]. Both methods provide
the ability to measure the three dimensional
nucleus by acquiring set of images at different
focal planes. This has become an established
technique for investigating the structural and
functional characteristics of cells [Wolf, 2007].
With the development of high-efficiency detec-
tors based on charged coupled devices (CCD)
cameras, it is possible to observe even single
fluorescent molecules in the nucleus [Xie et al.,
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2006]. Since centromeres are larger structures,
each can be labeled with many fluorescent
molecules. It can therefore be observed with
very short exposure times that minimize photo-
bleaching and phototoxicity and allow imaging
for very long periods of time when live-imaging
is performed [Stephens and Allan, 2003; Elf
et al., 2007]. Additionally, these methods pro-
vide the ability to detect multiple centromeres
simultaneously. This is possible due to spectral
and color imaging methods that now allow the
simultaneous detection of many probes [Bolzer
et al., 2005; Garini et al., 2006].

The use of microscopic techniques for quanti-
tative assessment of centromere distribution
requires careful data analysis. Imaging systems
introduce blurring effects of the true signals,
creating artificially expanded representation of
the signals. This blurring is due to the physical
limitations of the optical microscope and it is
governed by the blurring function called the
point spread function (PSF) of the system
[Garini et al., 2005]. This has particular rele-
vance when centromeres are close to each other
or when aggregates of centromeric DNA are
formed. In these cases, the collective signal from
each aggregate result from the summed effect
of the signal from all labeled DNA in the
aggregate. When two aggregates are spatially
adjacent, the artificially blurred regions from
each can overlap and sum to create regions of
signal intensity that are typically only slightly
less than the signal intensity observed within
the aggregates themselves, creating the appea-
rance that the two aggregates actually collec-
tively form a larger aggregate [Sarkar et al.,
2007]. If the metric used to assess centromere
distribution is sensitive to aggregates, it is
important that controls be used to characterize
these effects, which should then be incorporated
into the analysis.

One method of avoiding misclassification
of aggregates due to blurring is to use a multi-
level thresholding approach [Sarkar, 2007]. In
such an approach, primary segmentation of
distinct centromere regions can be performed
using an automatic thresholding technique
such as the Isodata algorithm [Ridler and
Calvard, 1978]. To separate artificially con-
nected regions, a second threshold is then
applied based upon a user-given parameter
expressed as some multiple of the original
threshold. This parameter requires calibration
based upon the imaging system and deconvolu-

tion parameters used, and is set based upon
visual agreement of the observed region sepa-
ration by the user. Blurred regions will fall
below the appropriate threshold while the
majority of signal from the aggregates will
remain above. Once the regions have been
separated at the higher threshold, a signal is
assigned to each region that is proportional to
its relative contribution to the artificially con-
nected region observed at the lower threshold.
In this way, the approach allows for accurate
region separation without introducing bias into
the quantification of region intensities. How-
ever, it is important to note that the technique
is ineffective if the blur effects are extensive
enough to cause the artificial connections to
have intensity values similar to those observed
within the regions themselves.

Structural differences between samples must
also be considered. Analysis of spatial distri-
bution may be performed using concentric
shells between the nuclear center and boun-
dary, for example, describing the position of
each centromere signal by their radius along
the line connecting the nucleus center and the
boundary (Fig. 3). Such methods have been
successfully used [Wiblin et al., 2005]; however,
their validity relies on consistency between the
inherent assumptions about nuclear geometry
and the physical geometry of the samples.
Depending upon the preparation and physical
processing involved, samples may vary widely
in physical geometry, and alternative methods
that are independent of such differences may be
needed. One solution is to determine the center
of each segmented region (weighted by inten-
sity), and determine the position of each center
along a radial line projected from the nuclear
center to the nuclear boundary (Fig. 4) [Sarkar,
2007]. In studying centromere distribution
across multiple samples, this position may
be expressed as a percent distance from the
nuclear center, where 100% represents the
nuclear periphery. For each sample, the sum
of the background-corrected intensities off all
pixels within each region may then be divided
by the total sum of these intensities across
all regions in the image, resulting in a norma-
lization of the total signal intensity for each
sample to a total of 1, and the total intensity
in each observed centromere region being
expressed as a fractional amount representing
its contribution to the total signal intensity.
Such normalization ensures that larger
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segmented regions that comprise multiple
centromeres are represented with respect to
their proportional signal output, as opposed to
being equated with smaller regions composed
of fewer or single centromeres. In addition,
data may then be directly combined across
samples in order to observe spatial distribution
trends, since each sample is normalized to
the same standard. This method thus allows
for effective estimation of spatial distribution
without making assumptions about nuclear
shape.

The dependence of the final data on image
analysis algorithms to account for such issues
represents a current challenge for the stan-
dardization of fluorescence microscopy as a tool
for quantitative assessment of the organization
of centromeres. To this end, efforts should
always be made to establish relationships

between the parameters of the imaging
system and the analytic parameters used in
the assessment of the images, and should
be applied towards the development of stan-
dardized imaging protocols and analysis meth-
ods. Without such standardization, it is difficult
to compare data across studies since the
variation in methods will be represented in the
data as well. Developing such standardized
techniques demands a strong understanding of
the imaging system and underlying physical
factors in order to develop appropriate process-
ing and analysis algorithms that will allow
reliable and valid conclusions to be drawn from
the data.

Fig. 4. Illustration of a radial projection approach. a: The center
of mass of each centromere signal region is determined, after
which the lengths of the radial arms from the nuclear center
to each center of mass is calculated. b: Each radial arm is then
further projected to the nuclear boundary, and the radial
distance of the signal region is calculated relative to the nuclear
boundary.

Fig. 3. Illustration of a concentric shells approach. a: The
nuclear territory is divided into several concentric shells, each at
a fixed radial distance. b: Centromere signal in each shell is
measured and binned as appearing at the known radial distance
of the shell. Centromere signal regions spanning multiple shells
are divided amongst the shells proportionately.
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FLUORESCENCE RESONANCE ENERGY
TRANSFER (FRET) MICROSCOPY

FRET is a powerful technique for studying
molecular interaction in single cells [Rieder
and Khodjakov, 2003; Rheenen et al., 2004;
Orthaus et al., 2007]. This method provides
signal sensitivity to intra- and intermolecular
distances in the 1–10 nm range with a spatial
resolution that significantly overcome that
seen in typical conventional optical microscopy
[Jares-Erijman and Jovin, 2003]. Also, it allows
in vivo and in vitro measurements of protein–
protein interactions within cells [Chen et al.,
2007]. In a recent study using FRET it was
confirmed that the two kinetochore proteins
CENP-A and CENP-B were colocalized in vivo
at centromeres [Orthaus et al., 2007].

The major approaches used to assess FRET
are based on emission measurement and on
acceptor photobleaching [Berney and Danuser,
2003]. The quantitative estimation of the
observed signals could be made by determina-
tion of the FRET index or the transfer efficiency,
however a direct comparison between results
obtained with different indices can be difficult
[Berney and Danuser, 2003]. The one essential
requirement for stable FRET measurement
is strong spectral overlap of the donor and
acceptor and this introduces substantial back-
ground in the registered signals [Berney and
Danuser, 2003; Chen et al., 2007]. The other
major sources of background noise that should
be considered are autoflorescence, detector
noise, spectral sensitivity variation in both
acceptor and donor channels [Chen et al., 2007].

Novel High Resolution Optical
Microscopy Methods

In the last few years, there have been
successful developments of a number of high
resolution methods that overcome the tradi-
tional optical diffraction limit. Each of these
methods uses a different physical and optical
principle and an excellent spatial resolution of
50 nm and better is achieved [Garini et al.,
2005]. One of these methods, photo-activated
localization microscopy PALM measures small
well-apart fluorescent probes and registers the
intensity at the center of the PSF. When many
images are measured and registered, a high-
resolution image emerges [Betzig et al., 2006;
Patterson et al., 2007]. To ensure the coverage of
the whole object volume, the fluorescent probes

are turned on and off by photoactivation. At
this time the method is extremely slow, but has
the potential to become faster in the future.
Another method is saturation emission deple-
tion (STED) that makes use of a nonlinear
depletion effect of an excited spot such that a
very small volume at the center of the excited
spot is fluorescent, when scanning the image
point-by-point, a high resolution image is
achieved [Hell, 2003; Westphal et al., 2003].
A third method is structured illumination
microscopy, in which two powerful integrating
beams of light forms a structured light illumi-
nation with a well-defined interference pattern.
Measurement of a few images and correct
analysis of the data results in an improved
resolution. When nonlinear effects are com-
bined with the interference pattern, an even
better resolution is achieved [Gustafsson,
2005]. These methods will surely enable the
study of high-resolution optical microscopy of
centromeres in the nucleus.

Alternative Methods for Centromere
Organization Measurements

Alterative imaging modalities that may be
used to study the organization of centromeres
include techniques such as electron microscopy
(EM) and synchrotron based transmission
X-ray microscopy (TXM). Transmission electron
microscopy (TEM) provides a resolution of �2–
8 nm [Ottensmeyer et al., 1978; Koster et al.,
1997; Steven and Aebi, 2003] allowing
the observation of fine structural details of the
investigated samples. The thickness of the
samples is a crucial parameter as the electrons
are strongly scattered or absorbed rather than
transmitted from the matter [Egerton, 2006],
which limits the sectioning of the specimen
(<0.5 mm). The propagation of the electron beam
in a vacuum requires water from the sample to
be removed or immobilized. The cryofixation
methods for specimen preparation such as high-
pressure freezing and freeze-substitution offers
preservation of the ultrastructure of the cells,
which is close to their native state [McDonald,
2007]. The combination of tomographic imaging
principles with TEM can allow 3D reconstruc-
tion of centromeres within the nucleus. The
resolution of the reconstructed volume depends
on the number of registered 2D projections,
which are restricted by the specificity of
the specimen holder and stage [Adam et al.,
2005; Lebbink et al., 2007]. However, a suitable
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compromise should be made between achieving
higher resolution and radiation damage to
the sample [Egerton et al., 2004; Lebbink
et al., 2007]. To date the application of EM
combined with serial section reconstructions to
centromere studies confirms the importance of
centromere geometry for mitosis. It has been
shown that the shape of the centromere can be a
major factor in spindle formation, as the proper
centromere organization promotes bipolarity
[Loncarek et al., 2007].

The measurement techniques relayed by
synchrotron based transmission X-ray micro-
scopy (STXM) offer a good agreement between
resolution, thickness of the investigated speci-
men and accumulated structural damage.
In the spectral region of 2.34–4.38 nm, the so-
called ‘‘water window’’ between the absorption
edges of carbon and oxygen (corresponding to
284–543 EV), linear absorption coefficients
of organic matter and water are significantly
different [Meyer-Ilse et al., 2001; Adam
et al., 2005]. Thus, the measurement of whole,
hydrated cells (up to 10 mm) without any
chemical fixation for contrast enhancement is
possible [Weis et al., 2000; Meyer-Ilse et al.,
2001; Paunesku et al., 2006]. The cellular
architecture and different cell organelles are
registered in close to their native stage, and
the application of markers (conjugated gold
colloids) allows identification of specific
targets of interest in the cell [Gros et al.,
2005]. The reported resolution down to 30 nm,
together with the possibility of 3608 tomo-
graphic measurement and golden nano-par-
ticles labeling [Weis et al., 2000; Larabell and
Gros, 2004] will allow for high precision 3D
reconstruction for the study of the nuclear
organization of centromeres in the future.

CONCLUSIONS

Centromeres are unique chromosomal struc-
tures that permit proper chromosome segrega-
tion. They are evolutionary hotspots, carry
unique centromeric chromatin and a specific
nucleosome organization. The pericentric regions
contribute to genomic plasticity during speciation
and disease. The nuclear positions that centro-
meres occupy during embryonic development,
differentiation, cell cycle, and transformation are
key to functional requirements of the cell that
require further elucidation. Future work will
further examine the interplay of centromere

topology and function during development, dif-
ferentiation and tumorigenesis.
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Abstract

Robertsonian (Rb) translocation chromosomes occur

in human and murine cancers and involve the aberrant

joining of two acrocentric chromosomes in humans

and two telocentric chromosomes in mice. Mecha-

nisms leading to their generation remain elusive, but

models for their formation have been proposed. They

include breakage of centromeric sequences and their

subsequent fusions, centric misdivision, misparing

between highly repetitive sequences of p-tel or p-arm

repeats, and recombinational joining of centromeres

and/or centromeric fusions. Here, we have investi-

gated the role of the oncoprotein c-Myc in the forma-

tion of Rb chromosomes in mouse cells harboring

exclusively telocentric chromosomes. In mouse plas-

macytoma cells with constitutive c-Myc deregulation

and in immortalized mouse lymphocytes with con-

ditional c-Myc expression, we show that positional

remodeling of centromeres in interphase nuclei co-

incides with the formation of Rb chromosomes. Fur-

thermore, we demonstrate that c-Myc deregulation in

a myc box II–dependent manner is sufficient to induce

Rb translocation chromosomes. Because telomeric

signals are present at all joined centromeres of Rb

chromosomes, we conclude that c-Myc mediates Rb

chromosome formation in mouse cells by telomere

fusions at centromeric termini of telocentric chromo-

somes. Our findings are relevant to the understanding

of nuclear chromosome remodeling during the initia-

tion of genomic instability and tumorigenesis.

Neoplasia (2007) 9, 578–588

Keywords: Centromere, nuclear organization, Robertsonian chromosome,
c-Myc, genomic instability.

Introduction

c-Myc deregulation is frequent in human and murine can-

cers [1–3]. In fact, > 70% of all cancers—including breast,

ovarian, prostate, colon, liver, and gastric cancers; neuro-

blastoma; myeloma; and Burkitt’s lymphoma [1,2] (http://

www.myccancergene.org/site/cancerDB.asp)—have a

known Myc component. Invariably, these cancers display Myc

oncoprotein deregulation/overexpression, which is achieved

through various mechanisms, such as enhanced mRNA and/

or protein stability, myc gene amplification, or myc activation

through chromosomal translocation. Because so many cancers

show a direct association with Myc, current research by many

groups is dedicated to elucidating the role(s) these oncoproteins

play in tumor initiation and promotion [3–5] and to exploring

them as potential therapeutic targets [6].

c-Myc is a potent inducer of genomic instability (for reviews,

see Kuttler and Mai [5] and Mai and Mushinski [7]). Recently, it

has become apparent that c-Myc not only acts on the level of

genes [8] and chromatin [9,10] but also actively contributes to

the remodeling of chromosome and telomere positions in inter-

phase nuclei [11] (for reviews, see Mai and Garini [12,13]).

Remodeling of chromosome positions leads to temporary al-

terations in the spatial organization of chromosomes in the

nucleus. As we have shown recently, nuclear reorganization of

telomeres may result in the formation of telomeric aggregates

and may lead to the formation of dicentric chromosomes [11].

In this study, transient c-Myc deregulation mediated the forma-

tion of telomeric aggregates in interphase nuclei. Telomeric

aggregates are clusters of telomeres that cannot be further

resolved at a resolution of 200 nm [14]. As assessed by

metaphase chromosome preparations, such telomeric aggre-

gates represent, in part, telomeric fusions that generate dicen-

tric chromosomes and initiate breakage–bridge–fusion (BBF)

cycles. Louis et al. [11] also demonstrated that chromosomes

Abbreviations: FISH, fluorescence in situ hybridization; SKY, spectral karyotyping; Rb,

Robertsonian; 3D, three-dimensional; 2D, two-dimensional; BBF, breakage – bridge – fusion;

TCT, telomere – centromere – telomere; CTC, centromere – telomere – centromere
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alter their positions when c-Myc is experimentally deregu-

lated. Together, these two events of c-Myc–dependent nu-

clear remodeling profoundly alter the genomic stability of the

cell, directly resulting in BBF cycles and karyotypic abnor-

malities such as terminal deletions and unbalanced translo-

cations. Consequently, more complex chromosomal changes

evolve [11–13].

In this present study, we have investigated whether c-Myc

plays an initiating role in the remodeling of centromeric

positions in interphase nuclei, using mouse cells. The kar-

yotype of standard laboratory mouse strains consists of

40 telocentric chromosomes. However, some wild-type

and laboratory mouse strains contain centromerically fused

chromosomes, also known as Robertsonian (Rb) chromo-

somes [15–18].

The three-dimensional (3D) nuclear organization of

mouse centromeres in primary, immortalized, and tumor cells

has been recently determined using mouse lymphocytes

with telocentric chromosomes [19]. This study showed that

nuclear centromeric positions typical of primary mouse lym-

phocytes are significantly altered in immortalized and malig-

nant mouse lymphocytes. The malignant lymphocytes

examined in this study were mouse plasmacytoma cells

(i.e., cells with c-myc activation through chromosomal trans-

location). In this present study, we therefore focused on the

potential impact of c-Myc on alterations in 3D nuclear distri-

butions of mouse centromeres. We reasoned that nuclear

centromere positions might have been altered due to cellular

transformation and/or nuclear remodeling as a result of c-Myc

oncogene activation. To distinguish between these possibil-

ities, we investigated, using a model of conditional and con-

stitutive c-Myc oncoprotein deregulation, whether c-Myc

deregulation was sufficient to mediate changes in 3D nuclear

centromere positions. Moreover, we determined whether a

potential c-Myc–dependent remodeling of the overall centro-

mere organization permitted the generation of Rb chromo-

somes. To address the specificity of c-Myc–dependent effects

on chromosome organization, we examined D106-Myc, a myc

box II deletion mutant Myc protein [20]. The latter does not

confer tumorigenic potential when overexpressed in mouse

proB lymphocytes (Ba/F3) [21] and is unable to mediate the

formation of telomeric aggregates and dicentric chromosomes

in these cells [22]. The present study shows that c-Myc, in a

myc box II–dependent manner, mediates the formation of Rb

chromosomes during the remodeling of centromere positions

and by telomere–telomere fusions at the telocentric termini of

mouse chromosomes.

Materials and Methods

Cells and Cell Culture Conditions

All cells used are listed in Table 1. Primary splenic lym-

phocytes and primary plasmacytoma cells (PCT1G1) were

directly isolated from mice without any in vitro cultivation from

T38HxBalb/c mice (Central Animal Care protocol no. 02-039/

1/2/3). PreB lymphocytes [11,23] were grown in RPMI 1640

with 10% fetal bovine serum (FBS), 1% L-glutamine, 1%

sodium pyruvate, 1% penicillin–streptomycin, and 0.1% b-

mercaptoethanol (Invitrogen/Gibco, Burlington, ON, Canada)

at 37jC in a humidified atmosphere and 5% CO2. Cells were

maintained at a density of around 105 to 106 cells/ml. The

plasmacytoma cell line MOPC460D (a gift from Dr. J. F.

Mushinski, National Institutes of Health) was grown in RPMI

1640 with 10% FBS, 1% L-glutamine, 1% sodium pyruvate,

1% penicillin–streptomycin (all the above reagents are from

Invitrogen/Gibco), and 100 ml of interleukin-6 hybridoma su-

pernatant per 10-ml plate at 37jC in a humidified atmosphere

and 5% CO2. Ba/F3 cells [20,21] with D106-MycER were

grown in RPMI 1640 (Invitrogen, Burlington ON, Canada),

containing 10% FBS (Gibco, Burlington ON, Canada), 1%

WEHI supernatant (interleukin-3), and 0.021% plasmocin

(Cayla, Toulouse, France). Cells were grown and maintained

at a density of approximately 105 to 106 cells/ml.

Conditional c-Myc Expression

MycER in preB cells and MycER or D106-MycER in Ba/F3

cells were activated by 4-hydroxytamoxifen (4HT; Sigma-

Aldrich, Oakville, ON, Canada) at a final concentration of

100 nM in 105 cells/ml [11]. Cells were split 24 hours prior

to induction.

Induction of c-Myc was confirmed by fluorescence immu-

nohistochemistry, as described previously [24]. A cytospin

was made for each time point and for positive and nega-

tive controls (c-Myc–overexpressing mouse plasmacytoma

cells and non–Myc-activated resting B lymphocytes, re-

spectively). Anti–c-Myc (N262) primary antibody was used

at a dilution of 1:100 (Santa Cruz Biotechnology, Santa

Cruz, CA) and visualized by goat anti-rabbit IgG fluorescein

isothiocyanate (FITC) secondary antibody at a dilution of

Table 1. List of Cells Used in This Study.

Cells Studied Characteristics Karyotype

Primary mouse lymphocytes Diploid 40,XX in all cells

Immortalized preB cells carrying MycER Diploid; nontumorigenic in the absence of MycER activation [11,23] 40,XX in all cells

Plasmacytoma cell line MOPC460D Near-tetraploid; from female BALB/c mouse; tumorigenic [11] 75– 82,XXXX,T(12;15)

Primary plasmacytoma cell line PCT1G1 Near tetraploid; v-abl/myc– induced; tumorigenic (unpublished data) 81,XXXX,T(X;11); TsT(X;11)

Immortalized proB cells (Ba/F3) Near-tetraploid; nontumorigenic; from male BALB/c mouse [20,21] 69– 80,XXYY

Carrying MycER Near-tetraploid; tumorigenic only in the presence of MycER activation

[20,21]

69– 80,XXYY

Carrying myc box II deletion mutant D106-MycER Near-tetraploid; nontumorigenic in the presence or in the absence

of D106-MycER activation [20,21]

69– 80,XXYY

More details on these cells can be found in Materials and Methods and in the accompanying references.
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1:100 (Sigma-Aldrich). Imaging and analysis were performed

as described in Fest et al. [21].

Cell Fixation and Chromosome Preparations

Cells were directly harvested from mice or from cell

culture. They were spun down at 200g for 10 minutes and

resuspended in 5 ml of 0.075 M KCl for 10 minutes at room

temperature for subsequent 3D fixation of nuclei or for

30 minutes at room temperature for chromosome prepara-

tion. For 3D fixation, a hypotonic solution was overlaid with

1 ml of freshly prepared fixative (methanol/acetic acid, 3:1),

inverted carefully for a couple of times, and centrifuged at

200g for 10 minutes at room temperature. Thereafter, pellets

were resuspended with 5 ml of fixative and washed for two

more times as above. This fixation method yielded nuclei

ready for 3D image acquisition, and results were identical to

those with 3.7% formaldehyde fixation, as also stated else-

where [25]. The ellipsoid nature of lymphocytes was con-

firmed by confocal microscopy [22].

For chromosome fixation, the drop fixation method [26]

was used. For all assays involving metaphase chromo-

somes, a minimum of twenty metaphases was scored.

Peptide Nuclei Acid Fluorescence In Situ Hybridization

(PNA-FISH) with Centromeres and Telomeres

PNA-FISH was performed on both 3D interphase and

two-dimensional (2D) metaphase samples derived from the

above cells. A PNA human centromeric probe (Applied

Biosystems, Foster City, CA) was custom-made to the

sequences listed below.

The PNA centromere probe sequences used in this study

are as follows:

Sequence 1: (N-terminus)Flu-OEE-ATTCGTTGGAAAC-

GGGA-EE(C-terminus)

Sequence 2: (N-terminus)Flu-OEE-CACAAAGAAGTTT-

CTGAG-EE(C-terminus)

Sequence 3: (N-terminus)Flu-OEE-CAGACAGAAGCAT-

TCTCA-EE(C-terminus)

Sequence 4: (N-terminus)Flu-OEE-TGCATTCAACTCA-

CAGAG-EE(C-terminus).

This probe cocktail hybridized to all mouse centromeres

(Figure 3).

A PNA telomeric probe was purchased from DAKO

(Glostrup, Denmark). 3D fixed interphase nuclei were fixed

onto slides using 3.7% formaldehyde/phosphate-buffered

saline. The PNA human centromeric probe was denatured

at 80jC for 5 minutes and then added to slides in conjunction

with the PNA telomeric probe. The slides were denatured at

80jC for 3 minutes, subsequently hybridized for 2 hours at

30jC using the Hybrite system (Vysis; Abbott Diagnostics,

Des Plains, IL), and then washed in 70% formamide/2�SSC.

DAPI (0.1 mg/ml) was applied, and, finally, one drop of

Vectashield (Vector Laboratories, Burlington, ON, Canada)

was added. All slides were imaged right away to avoid

changes in imaging conditions and were handled as de-

scribed in 3D Image Acquisition section.

3D Image Acquisition

Image acquisition was performed on 30 interphase nuclei

per cell line using an Axioplan 2 microscope (Carl Zeiss,

Inc. Canada) and an AxioCam HR charge-coupled device

(Carl Zeiss, Inc. Canada). A 63�/1.4 oil objective lens (Carl

Zeiss, Inc. Canada) was used at acquisition times of 300 milli-

seconds for FITC (centromere), 200 milliseconds for Cy3

(telomere), and 20 to 50 milliseconds for DAPI (nuclei). Eighty

to 90 z-stacks were acquired at a sampling distance of xy:

107 nm and z :200 nm for each slice of the stack. Axiovision

3.1 software (Carl Zeiss, Inc. Canada) and constrained itera-

tive algorithm [27] were used for deconvolution.

Scoring of Centromere–Telomere Signals in 3D Nuclei

Centromere–telomere hybridization signals were scored

as follows: In nuclei with declustered centromeres, telomere

signals that flanked centromeres from one or two sides were

counted as normal. In contrast, when telomere signals were

flanked by centromere signals on two sides, such signals

were scored as aberrant. Telomere–centromere–telomere

(TCT) signals thus represent a normal nuclear organiza-

tion, whereas centromere–telomere–centromere (CTC) sig-

nals represent an aberrant nuclear organization. Nuclear

domains with clustered centromeres were not included in

this analysis. Note that telomeric signals at a distance of

V 200 nm will be detected as one signal [14].

Spectral Karyotyping (SKY) Analysis

SKY was performed using the ASI (Applied Spectral Im-

aging, Vista, CA) kit for mice in accordance with the supplier’s

hybridization protocols. We used the Spectra Cube (ASI) on an

Axioplan 2 microscope (Carl Zeiss, Inc. Canada) with a 63�/

1.4 oil objective and the Case Data Manager 4.0 software

(ASI) for PC to perform analyses. A minimum of 20 meta-

phases was examined for preB (induced and noninduced),

MOPC460D, T38HxBalb/c, and D106 (induced and non-

induced). Metaphases were then analyzed for Rb fusions,

and matching control time points were statistically compared

using Fisher’s exact test. P < .05 was considered significant.

Results

Myc and myc Box II–Dependent Nuclear Remodeling

of Centromere Positions

The 3D nuclear distribution frequencies of centromeres

are significantly changed during immortalization and malig-

nant transformation: Centromeres assume higher distribu-

tion frequencies toward central nuclear positions in mouse

tumor cells than in immortalized and normal mouse lympho-

cytes [19]. To determine the consequences of altered cen-

tromeric organization for the structural organization of

chromosomes, we performed a detailed analysis of the nu-

clear organization of centromeres and telomeres in primary,

immortalized, and malignant mouse lymphocytes (Table 1).

These cell lines were chosen to enable the analysis of

centromeric positions and their remodeling within the same

cell lineage, as cell type–specific variations in centromere

580 Robertsonian Chromosome Formation Guffei et al.

Neoplasia . Vol. 9, No. 7, 2007



positions do not lend themselves to a direct comparison of

their respective centromeric distribution frequencies.

Figure 1 highlights representative images of primary

mouse lymphocytes, immortalized mouse preB and proB

lymphocytes, and tumor cells (mouse plasmacytoma cells)

in the absence or in the presence of constitutive or conditional

wild-type or myc box II–deletion mutant (D106) Myc expres-

sion (Table 1). After dual-color hybridization with centromeres

(green) and telomeres (red), the nuclei of primary lympho-

cytes and immortalized preB cells show a predominantly

peripheral organization of centromeres; their telomeres are

found throughout nuclear space (Figure 1, A and B). In

contrast to this nuclear organization, the nuclei of MOPC460D

tumor cells with constitutive deregulation of c-Myc protein due

to T(12;15) exhibit a more central nuclear distribution of

centromeres (Figure 1C ). Their telomeres (red) are shorter,

and some are found in close association with centromeres

(Figure 1C, yellow arrows; data not shown).

Each telocentric mouse chromosome is expected to have

four telomeres because there are four chromatid ends (i.e., two

at each end of the long arm and two at the short centromeric

end of a chromosome). Therefore, the expected hybridization

signals of telomeres and centromeres in mouse interphase

nuclei would be found in the following sequence: Telomeres

(red) will be observed both adjacent to a centromere (green)

and distant from a centromere (Figure 1A, cartoon). This

is due to the presence of telomeres at the short and long

ends of mouse chromosomes, respectively. Nuclear telomere

(red)–centromere (green)–telomere (red) (TCT) signals may

also touch each other if a chromosome is bent.

Our data show that primary mouse lymphocytes display

expected TCT signals (Figure 1A). Similarly, immortalized

preB cells exhibit TCTsignals (Figure 1B). However, the nuclei

of MOPC460D plasmacytoma cells display a different orga-

nization; TCT signals are frequently altered into centromere

(green)–telomere (red)–centromere (green) (CTC) signals,

suggesting a centromere–centromere association, with telo-

meric signals bridging the centromeres (Figure 1C, yellow

arrows, cartoon, and enlarged CTC images in e) (P < .0001).

To examine the 3D distribution patterns of centromeres

and telomeres in conditionally Myc-expressing cells, we

studied preB cells stably transfected with MycER [11,23]

(Table 1). These cells allow for the conditional expression of

c-Myc (Figure W1, A and B). Moreover, in the absence of

c-Myc activation, these cells are diploid (Table 1). Figure 1, D

and E, illustrates the data obtained for preB cells in the

absence of MycER activation (D) and in its presence (E ).

The nuclear organization of CTC is apparent only after

MycER activation (Figure 1E, yellow arrow, cartoon, and

zoomed image e) (P = .02), suggesting an Myc-dependent

nuclear remodeling of centromeres. To verify the Myc de-

pendency of this process, a myc box II deletion mutant

D106-MycER was tested under identical conditions (Figure 1,

F and G; Figure W1, C and D). This deletion mutant, when

overexpressed, is unable to initiate in vivo tumorigenesis of

spontaneously immortalized proB lymphocytes (Ba/F3) [21].

D106-MycER did not induce the nuclear remodeling of cen-

tromeres, and no CTC signal was found (Figure 1, F and G,

cartoon). For the cells studied here, we conclude that the

formation of CTC appears to be dependent on the presence of

Myc and on the presence of myc box II.

c-Myc and myc Box II–Dependent Formation

of Rb Chromosomes

The analysis of TCT versus CTC signals in 3D images is

complex, and not all potential CTC signals will be found or

will be correctly assessed due to the clustering of centro-

meres at the nuclear periphery (see also Sarkar et al. [19],

Solovei et al. [28], and Weierich et al. [29]). We therefore

decided to tackle the question of centromere remodeling by

molecular cytogenetics. Using this approach, we investigat-

ed whether the altered nuclear organization of centromeres

impacts on the structural organization of chromosomes, par-

ticularly on the formation of Rb chromosomes. In mouse Rb

chromosomes, telocentric chromosomes become biarmed

due to the fusion of centromeres of the two individual telo-

centric chromosomes.

To address the question of Rb chromosome formation in

our cell models, we performed SKY of primary mouse lym-

phocytes, mouse plasmacytoma cells (MOPC460D), mouse

diploid immortalized preB cells with and without MycER

activation, and near-tetraploid mouse BaF/3 cells (immortal-

ized proB cells) in the presence or in the absence of wild-type

MycER or D106-MycER activation (Table 1 and Figure 2;

Figure W1). Twenty metaphases were examined for each

cell type. In contrast to primary lymphocytes of T38HxBalb/c

mice that did not exhibit Rb chromosomes (Figure 2A),

MOPC460D tumor cells showed a significant number of Rb

chromosomes per metaphase (P < .0001): Fifteen of 20

MOPC460D metaphases showed one or more Rb chromo-

somes; 26 Rb chromosomes were observed in 15 meta-

phases (Figure 2B, white arrows).

It is noteworthy that MOPC460D cells displayed a non-

random involvement of specific chromosomes in the forma-

tion of Rb chromosomes, such as chromosomes 1, 3, 8, 14,

15, 17, and X (Table 2). Out of these, chromosome 15 was

Figure 1. Nuclear centromere and telomere distribution patterns. Representative images of dual-color hybridization of mouse lymphocytes with a centromere probe

(green) and a telomere probe (red) on interphase nuclei (blue). Panel (A–G) Different lymphocyte cell nuclei: Panel (A) primary lymphocyte nucleus of T38HxBalb/c;

Panel (B) nucleus of preB cell; Panel (C) nucleus of MOPC460D; Panel (D) preB cell nucleus without MycER activation 30 hours after mock treatment with etha-

nol; Panel (E) preB cell nucleus 30 hours after MycER activation; Panel (F) Ba/F3 cell nucleus withoutD106-MycER activation 30 hours after mock treatment with ethanol;

Panel (G) Ba/F3 cell nucleus 30 hours after D106-MycER activation. Each panel illustrates a nucleus in 2D Panel (A–G, a) and in 3D Panel (A–G, b–d). Among 3D

panels, (b) represents dual-color hybridization, with centromeres in green and telomeres in red; (c) illustrates centromeric signals only; and (d) shows telomeric

hybridization signals. Panels (C and E, e) Enlarged 3D views of CTC hybridization signals (green–red–green) that are also highlighted by yellow arrows in Panel (C) and

Panel (E), respectively. In addition, telomere–centromere hybridization signals are highlighted in small cartoons on the right side of each panel. Scale bars are given in

3D panels and represent sizes in nanometers.
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most frequent (found 24 times in Rb fusions in the 15 Rb

chromosome–carrying metaphases), followed by chromo-

somes 1 and 14 (found 21 times in 15 Rb chromosome–

carrying metaphases) (Table 2).

To analyze the impact of Myc on the formation of Rb chromo-

somes, we used preB cells and studied them in the absence

and in the presence of MycER activation (Figure 2, Panels C

and D, respectively). Although non–MycER-activated preB

cells did not exhibit Rb chromosomes (Figure 2, Panel C),

MycER-activated preB cells showed Myc-dependent forma-

tion of Rb chromosomes. Thirty-three percent of metaphases

(6/20) showed formation of Rb chromosomes within 30 hours

Figure 2. SKY of metaphases derived from the cells of this study. Representative images from SKY analyses are shown: Panel (A) primary lymphocytes from

T38HxBalb/c mice; Panel (B) MOPC460D; Panels (C and D) preB cells in the absence Panel (C) or in the presence Panel (D) of MycER activation; Panels (E and F)

Ba/F3 D106-MycER without Panel (E) or with Panel (F) D106-MycER activation. White arrows point to Rb fusion chromosomes. The Rb (8;8) in Ba/F3 cells is

constitutional and has been noted previously [21]. Each panel shows a representative image for each cell type; however, layout is the same for all: (a) the raw image of

a metaphase; (b) the classified image of the metaphase; (c) the inverted DAPI-banded image of the metaphase; and (d) the karyotype table of the metaphase.
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(Figure 2, Panel D, arrows; P = .02). During this observation

period, we did not note any specific chromosome combina-

tions that were involved in the formation of Rb chromosomes.

The Myc dependency of this structural chromosomal

change was confirmed with the myc box II deletion mutant

D106. The conditional expression of D106-MycER did not

lead to the formation of Rb chromosomes in Ba/F3 cells

(Figure 2, Panels E and F, respectively), whereas the induc-

tion of wild-type MycER in Ba/F3 cells did. Chromosomes X

and 5 were most frequently involved in the formation of Rb

chromosomes subsequent to wild-type MycER activation of

Ba/F3 cells (P = .0001 and P = .02, respectively, 30 hours

after Myc activation) (data not shown).

The above data suggest that: 1) nuclear centromere

organization impacts on chromosomal order permitting the

formation of Rb chromosomes; and 2) Myc deregulation

leads to the formation of Rb chromosomes in a myc box II–

dependent manner.

Rb Chromosomes Form By Centromere–Telomere–Fusion

in an Myc-Dependent Manner

Using dual-color FISH with centromeres and telomeres

on metaphase chromosomes, we next examined whether

the Rb chromosomes seen displayed centromere–telomere

fusions. Using the cell lines listed in Table 1, we analyzed

20 metaphases per cell type and determined the presence

of telomeric signals at the fusion points of centromeres in Rb

fusion chromosomes (Figure 3). We noted the presence of

telomeric hybridization signals on Rb chromosomes formed

after MycER activation in preB cells (Figure 3, Panel E,

arrows and zoomed images), MOPC460D cells (Figure 3,

Panel B, arrows and zoomed images), and PCT1G1 cells

(a primary mouse plasmacytoma cell line; Figure 3, Panel C,

(arrows and zoomed images)). In contrast, no Rb chromo-

somes were seen in primary lymphocytes (Figure 3, PanelA),

non–MycER-activated preB cells (Figure 3, Panel D), or

D106-MycER–activated and control Ba/F3 cells (Figure 3,

Panels G and F, respectively). We conclude that constitutive

or conditional wild-type Myc deregulation, but not deregu-

lated D106-Myc protein expression, led to the formation

Table 2. Summary of Chromosomes Participating in the Formation

of Rb Chromosomes in MOPC460D Cells in a Nonrandom Manner.

Chromosome Number Times Involved in Rb Fusions P

1 21 < .0001

3 11 .001

8 18 < .0001

14 21 < .0001

15 24 < .0001

17 14 .0001

X 11 .001

The numbers given are derived from the analysis of 20 metaphases. Fifteen

of these 20 metaphases carried one or more Rb chromosomes. The

involvement of each chromosome in the formation of Rb chromosomes is

given, and the respective significance is indicated. For further details, see text

and Materials and Methods section.

Figure 3. Centromere– telomere FISH performed on metaphases of mouse lymphocytes. Representative images are shown: Panel (A) primary lymphocyte meta-

phase from a T38HxBalb/c mouse; Panel (B) metaphase of MOPC460D; Panel (C) partial metaphase of the primary mouse plasmacytoma PCT1G1; Panel (D)

preB cell metaphase without MycER activation; Panel (E) preB metaphase 30 hours after MycER activation; Panel (F) Ba/F3 cells without D106-MycER activa-

tion; Panel (G) Ba/F3 cells 30 hours after D106-MycER activation. In each panel, (a) represents dual-color FISH hybridization signals of telomeres (red) and

centromeres (green); (b) shows only centromeric signals; and (c) shows only telomeric signals. Rb chromosomes shown in Panel (B), Panel (C), and Panel (E) are

highlighted with white boxes and arrows, and then enlarged (d) to observe CTC signals. Note small telomeric signals at Rb fusion in Panel (B, d). The overall

telomeric length in MOPC460D is reduced in comparison to the telomeric length of primary B cells and preB cells (data not shown; Figure 1, Panel C).
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Figure 3. (continued).

Robertsonian Chromosome Formation Guffei et al. 585

Neoplasia . Vol. 9, No. 7, 2007



of Rb chromosomes that carry telomeric signals at their

fusion points.

The above data further suggest that critically shortened

telomeres are unlikely to cause the formation of Rb translo-

cation chromosomes in this experimental setting. Instead, it

is likely that c-Myc–dependent uncapping of telomeric se-

quences plays an initiating role in this event. This conclusion

is very likely due to the short time period required to permit

such fusions: 30 hours after a single c-Myc deregulation were

sufficient to allow for the formation of Rb translocation chro-

mosomes that carry telomeric signals in fused centromeres.

The latter was observed for both preB and Ba/F3 cells.

Discussion

Rb Chromosomes in Different Species and in Cancer

Rb chromosomes represent structural genetic changes

that occur in many species, including plants [30], cattle [31],

some strains of mice [16,32], fish [33], and humans [34].

In humans, such Rb chromosomes are among the most

common structural aberrations in aborted fetuses and new-

borns [35–37]. Moreover, Rb chromosomes in humans have

been found as acquired or constitutional genetic lesions in

hematologic cancers [34,38] and in solid tumors [39,40].

In addition, they have been reported at the onset of acute

myelogenous leukemia [41].

Does It Matter to Have De Novo Rb Chromosomes

in a Cell?

One could assume that Rb chromosomes merely remodel

nuclear organization, thereby placing two chromosomes into

a ‘‘forced’’ unit and into a new nuclear position or environ-

ment, without any further impact on the cell. Several lines of

evidence suggest, however, that this new fused entity can be

different and that the remodeling of two chromosomes into

one Rb chromosome may possibly have wide-ranging

effects. For example, it has been described that the forma-

tion of an Rb chromosome suppresses somatic recombina-

tion [42]. Another study linked Rb chromosomes to altered

nuclear architecture and subfertility in mice [43]. In tumor

induction studies with Rb-carrying or non–Rb-carrying

BALB/c mice and congenics, it has been shown that the

type of c-myc–activating chromosomal translocations in

mouse plasmacytoma cells is altered in Rb6.15–carrying

mice compared to BALB/c mice with telocentric chromo-

somes [44]. In humans, Rb translocations occur between

acrocentric chromosomes of the D and G groups 13–15 and

21–22. These Rb translocations most frequently involve

chromosomes 13 and 14. Carriers of such chromosomes

are at risk for chromosomal nondisjunction leading to off-

spring with trisomy or uniparental disomy (UPD) following

pregnancy rescue. Although UPD for chromosomes 13, 21,

and 22 does not show apparent phenotypes, UPD for

chromosomes 14 and 15 results in abnormal phenotypes

[37]. Altogether, the above data suggest that a nuclear

reorganization of two single chromosomes into one Rb

chromosome may have a broad impact on the overall

physiological state of Rb-carrying cells, on the function of

the organism, and on oncogenesis.

Randomness and Nonrandomness of

Rb Chromosomes Formed

Our present data show that mouse plasmacytoma cells

(MOPC460D) with constitutive c-Myc deregulation and in

long-term culture develop significant numbers of Rb chro-

mosomes. Specific Rb chromosomes are found more fre-

quently than others. For example, chromosomes 1, 3, 8, 14,

15, 17, and X are involved in Rb translocations almost all the

time, although with different individual frequencies (Table 2).

It is possible that the nonrandom composition of Rb fusions

was selected during long-term culture, in combination with

constitutively elevated levels of c-Myc protein. However, the

above data also support current concepts suggesting that

chromosomal proximity in interphase nuclei is required for

intrachromosomal rearrangements (for review, see Meaburn

et al. [45]). One could therefore assume that those chromo-

somes that were involved in Rb fusions more often than

others resided in centromere clusters or in close nuclear

proximity to each other in interphase nuclei. In fact, a

previous study undertaken by our group suggested that

specific chromosomes involved in unbalanced translocations

were found in close nuclear proximity, showing considerable

overlap as a result of c-Myc deregulation [11]. Moreover,

studies into the 3D organization of centromeres suggest

that their distribution is altered in tumor cells such as

MOPC460D, where centromeres are no longer found with

high frequency toward the nuclear periphery (as is commonly

observed for primary lymphocytes) but are instead located in

a more central nuclear space [19]. If we also consider that

mouse chromosomes have a > 99% sequence homology in

their telocentric regions [46], fusion events become very

possible. They have indeed been reported in detail for Mus

musculus speciation [15–18]. Thus, we propose that chro-

mosomal positions and telocentric sequences contribute to

both the specificity and the randomness of Rb chromosome

formation in mouse cells. In accordance with this notion, we

have observed that a single MycER activation in preB cells

led to the formation of Rb chromosomes but did not result in

the generation of nonrandom combinations of Rb chromo-

somes. Of note, PCT1G1, a primary plasmacytoma cell line

that displayed Rb chromosomes (Table 1 and Figure 3), also

did not show nonrandom constitution of Rb chromosomes,

whereas a single wild-type MycER activation in Ba/F3 cells

led to preferential formation of certain Rb chromosome combi-

nations. From these findings, we conclude that c-Myc dereg-

ulation permits the formation of random and nonrandom Rb

chromosomes within the given context of nuclear chromosomal

and centromeric positions and of telocentric sequences.

Mechanisms of Rb Chromosome Formation in the Context

of c-Myc–Dependent Oncogenic Nuclear Remodeling

Previous studies have suggested that Rb chromosomes

form after recombination [46,47], centric misdivision and

rejoining [30], or fusion [48]. Our data support the concept of

fusion but add a new dimension: Rb fusions are initiated by
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c-Myc oncogene deregulation and depend onmyc box II. After

c-Myc deregulation, Rb chromosomes are generated when

centromeric telomeres of mouse telocentric chromosomes

fuse. This telomeric fusion is a direct consequence of the

recently described Myc-dependent formation of telomeric

aggregates [11] and of the nuclear remodeling of centromeres

(this study and Sarkar et al. [19]). In this context, c-Myc–

induced telomeric aggregates will lead to end-to-end fusions

of telomeres on both ends of the chromosomes. Telocentric

telomere fusions will generate Rb chromosomes, whereas

telomeric fusions of the long arms of two chromosomes will

create dicentric chromosomes. The latter usually initiates BBF

cycles, which we have described recently [11].

The novel finding of this study, thus, is a direct link

between Rb chromosome formation and c-Myc deregulation

that occurs in a myc box II–dependent manner and through

telomeric fusions at telocentric ends of mouse chromo-

somes. Whether previously observed mouse and rat Rb

fusions involve myc box II and telomeric fusions is currently

unknown. For example, Rb chromosomes were observed in

Rat1A fibroblasts [49,50] and in transgenic MMTV-myc/p53

mice [51]. One of the primary tumors that formed in these

mice, 67a5, contained RbX.15 and Rb11.15 [51]. Further-

more, Rb chromosomes were common in a model of mouse

skin tumorigenesis (unpublished data).

Theoretically, the c-Myc–dependent telomere-mediated

centromeric fusion process that creates mouse Rb chromo-

somes does not require additional mechanisms. However, it

is likely that c-Myc’s ability to induce DNA breaks [52–54]

may contribute to a second molecular pathway of Rb chro-

mosome formation. Whether the latter mechanism would act

alone or in concert with the former is currently unknown.

The requirement of myc box II for mouse Rb chromosome

formation confirms that the process of Rb chromosome

formation is Myc-dependent and involves telomeric fusions

[22]. The present study opens new avenues into investiga-

tions about myc box II–related Myc-cooperating proteins

that may play a role in this Myc-induced nuclear remodeling

of centromeres.

Finally, this study highlights the fact that c-Myc–depen-

dent telomeric fusions at telocentric mouse chromosomes do

not require critically short telomeres. This conclusion is

based on the following: 1) compared to human telomeres,

mouse telomeres are long (in the range of 20–60 kb,

depending on the mouse strain) [55]; and 2) telomeric

fusions at telocentric chromosomes occurred within 30 hours

of experimentally induced c-Myc deregulation. This fact

precludes the idea that, in this experimental context, after

multiple divisions and/or mouse generations, telomeres

reached a critically short state that predisposed them to

fusions. Instead, these findings suggest a direct impact of

c-Myc on the capping of telomeres. Future studies will

address these potential interactions.
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Figure W1. MycER activation in preB and D106-carrying Ba/F3 cells. preB cells are shown without (A) and after (B) 4HT activation of MycER (see also Materials

and Methods section). Representative images illustrate D106-MycER activation for D106-carrying Ba/F3 cells without (C) and with (D) D106-MycER activation.

White arrows (A and C) point to nonactivated cells containing D106-MycER in the cytoplasm of the cell, and yellow arrows (B and D) demonstrate that D106-MycER

is translocated to the nucleus on D106-MycER activation.
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Abstract

Robertsonian (Rb) translocation chromosomes occur

in human and murine cancers and involve the aberrant

joining of two acrocentric chromosomes in humans

and two telocentric chromosomes in mice. Mecha-

nisms leading to their generation remain elusive, but

models for their formation have been proposed. They

include breakage of centromeric sequences and their

subsequent fusions, centric misdivision, misparing

between highly repetitive sequences of p-tel or p-arm

repeats, and recombinational joining of centromeres

and/or centromeric fusions. Here, we have investi-

gated the role of the oncoprotein c-Myc in the forma-

tion of Rb chromosomes in mouse cells harboring

exclusively telocentric chromosomes. In mouse plas-

macytoma cells with constitutive c-Myc deregulation

and in immortalized mouse lymphocytes with con-

ditional c-Myc expression, we show that positional

remodeling of centromeres in interphase nuclei co-

incides with the formation of Rb chromosomes. Fur-

thermore, we demonstrate that c-Myc deregulation in

a myc box II–dependent manner is sufficient to induce

Rb translocation chromosomes. Because telomeric

signals are present at all joined centromeres of Rb

chromosomes, we conclude that c-Myc mediates Rb

chromosome formation in mouse cells by telomere

fusions at centromeric termini of telocentric chromo-

somes. Our findings are relevant to the understanding

of nuclear chromosome remodeling during the initia-

tion of genomic instability and tumorigenesis.

Neoplasia (2007) 9, 578–588

Keywords: Centromere, nuclear organization, Robertsonian chromosome,
c-Myc, genomic instability.

Introduction

c-Myc deregulation is frequent in human and murine can-

cers [1–3]. In fact, > 70% of all cancers—including breast,

ovarian, prostate, colon, liver, and gastric cancers; neuro-

blastoma; myeloma; and Burkitt’s lymphoma [1,2] (http://

www.myccancergene.org/site/cancerDB.asp)—have a

known Myc component. Invariably, these cancers display Myc

oncoprotein deregulation/overexpression, which is achieved

through various mechanisms, such as enhanced mRNA and/

or protein stability, myc gene amplification, or myc activation

through chromosomal translocation. Because so many cancers

show a direct association with Myc, current research by many

groups is dedicated to elucidating the role(s) these oncoproteins

play in tumor initiation and promotion [3–5] and to exploring

them as potential therapeutic targets [6].

c-Myc is a potent inducer of genomic instability (for reviews,

see Kuttler and Mai [5] and Mai and Mushinski [7]). Recently, it

has become apparent that c-Myc not only acts on the level of

genes [8] and chromatin [9,10] but also actively contributes to

the remodeling of chromosome and telomere positions in inter-

phase nuclei [11] (for reviews, see Mai and Garini [12,13]).

Remodeling of chromosome positions leads to temporary al-

terations in the spatial organization of chromosomes in the

nucleus. As we have shown recently, nuclear reorganization of

telomeres may result in the formation of telomeric aggregates

and may lead to the formation of dicentric chromosomes [11].

In this study, transient c-Myc deregulation mediated the forma-

tion of telomeric aggregates in interphase nuclei. Telomeric

aggregates are clusters of telomeres that cannot be further

resolved at a resolution of 200 nm [14]. As assessed by

metaphase chromosome preparations, such telomeric aggre-

gates represent, in part, telomeric fusions that generate dicen-

tric chromosomes and initiate breakage–bridge–fusion (BBF)

cycles. Louis et al. [11] also demonstrated that chromosomes

Abbreviations: FISH, fluorescence in situ hybridization; SKY, spectral karyotyping; Rb,

Robertsonian; 3D, three-dimensional; 2D, two-dimensional; BBF, breakage – bridge – fusion;

TCT, telomere – centromere – telomere; CTC, centromere – telomere – centromere
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alter their positions when c-Myc is experimentally deregu-

lated. Together, these two events of c-Myc–dependent nu-

clear remodeling profoundly alter the genomic stability of the

cell, directly resulting in BBF cycles and karyotypic abnor-

malities such as terminal deletions and unbalanced translo-

cations. Consequently, more complex chromosomal changes

evolve [11–13].

In this present study, we have investigated whether c-Myc

plays an initiating role in the remodeling of centromeric

positions in interphase nuclei, using mouse cells. The kar-

yotype of standard laboratory mouse strains consists of

40 telocentric chromosomes. However, some wild-type

and laboratory mouse strains contain centromerically fused

chromosomes, also known as Robertsonian (Rb) chromo-

somes [15–18].

The three-dimensional (3D) nuclear organization of

mouse centromeres in primary, immortalized, and tumor cells

has been recently determined using mouse lymphocytes

with telocentric chromosomes [19]. This study showed that

nuclear centromeric positions typical of primary mouse lym-

phocytes are significantly altered in immortalized and malig-

nant mouse lymphocytes. The malignant lymphocytes

examined in this study were mouse plasmacytoma cells

(i.e., cells with c-myc activation through chromosomal trans-

location). In this present study, we therefore focused on the

potential impact of c-Myc on alterations in 3D nuclear distri-

butions of mouse centromeres. We reasoned that nuclear

centromere positions might have been altered due to cellular

transformation and/or nuclear remodeling as a result of c-Myc

oncogene activation. To distinguish between these possibil-

ities, we investigated, using a model of conditional and con-

stitutive c-Myc oncoprotein deregulation, whether c-Myc

deregulation was sufficient to mediate changes in 3D nuclear

centromere positions. Moreover, we determined whether a

potential c-Myc–dependent remodeling of the overall centro-

mere organization permitted the generation of Rb chromo-

somes. To address the specificity of c-Myc–dependent effects

on chromosome organization, we examined D106-Myc, a myc

box II deletion mutant Myc protein [20]. The latter does not

confer tumorigenic potential when overexpressed in mouse

proB lymphocytes (Ba/F3) [21] and is unable to mediate the

formation of telomeric aggregates and dicentric chromosomes

in these cells [22]. The present study shows that c-Myc, in a

myc box II–dependent manner, mediates the formation of Rb

chromosomes during the remodeling of centromere positions

and by telomere–telomere fusions at the telocentric termini of

mouse chromosomes.

Materials and Methods

Cells and Cell Culture Conditions

All cells used are listed in Table 1. Primary splenic lym-

phocytes and primary plasmacytoma cells (PCT1G1) were

directly isolated from mice without any in vitro cultivation from

T38HxBalb/c mice (Central Animal Care protocol no. 02-039/

1/2/3). PreB lymphocytes [11,23] were grown in RPMI 1640

with 10% fetal bovine serum (FBS), 1% L-glutamine, 1%

sodium pyruvate, 1% penicillin–streptomycin, and 0.1% b-

mercaptoethanol (Invitrogen/Gibco, Burlington, ON, Canada)

at 37jC in a humidified atmosphere and 5% CO2. Cells were

maintained at a density of around 105 to 106 cells/ml. The

plasmacytoma cell line MOPC460D (a gift from Dr. J. F.

Mushinski, National Institutes of Health) was grown in RPMI

1640 with 10% FBS, 1% L-glutamine, 1% sodium pyruvate,

1% penicillin–streptomycin (all the above reagents are from

Invitrogen/Gibco), and 100 ml of interleukin-6 hybridoma su-

pernatant per 10-ml plate at 37jC in a humidified atmosphere

and 5% CO2. Ba/F3 cells [20,21] with D106-MycER were

grown in RPMI 1640 (Invitrogen, Burlington ON, Canada),

containing 10% FBS (Gibco, Burlington ON, Canada), 1%

WEHI supernatant (interleukin-3), and 0.021% plasmocin

(Cayla, Toulouse, France). Cells were grown and maintained

at a density of approximately 105 to 106 cells/ml.

Conditional c-Myc Expression

MycER in preB cells and MycER or D106-MycER in Ba/F3

cells were activated by 4-hydroxytamoxifen (4HT; Sigma-

Aldrich, Oakville, ON, Canada) at a final concentration of

100 nM in 105 cells/ml [11]. Cells were split 24 hours prior

to induction.

Induction of c-Myc was confirmed by fluorescence immu-

nohistochemistry, as described previously [24]. A cytospin

was made for each time point and for positive and nega-

tive controls (c-Myc–overexpressing mouse plasmacytoma

cells and non–Myc-activated resting B lymphocytes, re-

spectively). Anti–c-Myc (N262) primary antibody was used

at a dilution of 1:100 (Santa Cruz Biotechnology, Santa

Cruz, CA) and visualized by goat anti-rabbit IgG fluorescein

isothiocyanate (FITC) secondary antibody at a dilution of

Table 1. List of Cells Used in This Study.

Cells Studied Characteristics Karyotype

Primary mouse lymphocytes Diploid 40,XX in all cells

Immortalized preB cells carrying MycER Diploid; nontumorigenic in the absence of MycER activation [11,23] 40,XX in all cells

Plasmacytoma cell line MOPC460D Near-tetraploid; from female BALB/c mouse; tumorigenic [11] 75– 82,XXXX,T(12;15)

Primary plasmacytoma cell line PCT1G1 Near tetraploid; v-abl/myc– induced; tumorigenic (unpublished data) 81,XXXX,T(X;11); TsT(X;11)

Immortalized proB cells (Ba/F3) Near-tetraploid; nontumorigenic; from male BALB/c mouse [20,21] 69– 80,XXYY

Carrying MycER Near-tetraploid; tumorigenic only in the presence of MycER activation

[20,21]

69– 80,XXYY

Carrying myc box II deletion mutant D106-MycER Near-tetraploid; nontumorigenic in the presence or in the absence

of D106-MycER activation [20,21]

69– 80,XXYY

More details on these cells can be found in Materials and Methods and in the accompanying references.
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1:100 (Sigma-Aldrich). Imaging and analysis were performed

as described in Fest et al. [21].

Cell Fixation and Chromosome Preparations

Cells were directly harvested from mice or from cell

culture. They were spun down at 200g for 10 minutes and

resuspended in 5 ml of 0.075 M KCl for 10 minutes at room

temperature for subsequent 3D fixation of nuclei or for

30 minutes at room temperature for chromosome prepara-

tion. For 3D fixation, a hypotonic solution was overlaid with

1 ml of freshly prepared fixative (methanol/acetic acid, 3:1),

inverted carefully for a couple of times, and centrifuged at

200g for 10 minutes at room temperature. Thereafter, pellets

were resuspended with 5 ml of fixative and washed for two

more times as above. This fixation method yielded nuclei

ready for 3D image acquisition, and results were identical to

those with 3.7% formaldehyde fixation, as also stated else-

where [25]. The ellipsoid nature of lymphocytes was con-

firmed by confocal microscopy [22].

For chromosome fixation, the drop fixation method [26]

was used. For all assays involving metaphase chromo-

somes, a minimum of twenty metaphases was scored.

Peptide Nuclei Acid Fluorescence In Situ Hybridization

(PNA-FISH) with Centromeres and Telomeres

PNA-FISH was performed on both 3D interphase and

two-dimensional (2D) metaphase samples derived from the

above cells. A PNA human centromeric probe (Applied

Biosystems, Foster City, CA) was custom-made to the

sequences listed below.

The PNA centromere probe sequences used in this study

are as follows:

Sequence 1: (N-terminus)Flu-OEE-ATTCGTTGGAAAC-

GGGA-EE(C-terminus)

Sequence 2: (N-terminus)Flu-OEE-CACAAAGAAGTTT-

CTGAG-EE(C-terminus)

Sequence 3: (N-terminus)Flu-OEE-CAGACAGAAGCAT-

TCTCA-EE(C-terminus)

Sequence 4: (N-terminus)Flu-OEE-TGCATTCAACTCA-

CAGAG-EE(C-terminus).

This probe cocktail hybridized to all mouse centromeres

(Figure 3).

A PNA telomeric probe was purchased from DAKO

(Glostrup, Denmark). 3D fixed interphase nuclei were fixed

onto slides using 3.7% formaldehyde/phosphate-buffered

saline. The PNA human centromeric probe was denatured

at 80jC for 5 minutes and then added to slides in conjunction

with the PNA telomeric probe. The slides were denatured at

80jC for 3 minutes, subsequently hybridized for 2 hours at

30jC using the Hybrite system (Vysis; Abbott Diagnostics,

Des Plains, IL), and then washed in 70% formamide/2�SSC.

DAPI (0.1 mg/ml) was applied, and, finally, one drop of

Vectashield (Vector Laboratories, Burlington, ON, Canada)

was added. All slides were imaged right away to avoid

changes in imaging conditions and were handled as de-

scribed in 3D Image Acquisition section.

3D Image Acquisition

Image acquisition was performed on 30 interphase nuclei

per cell line using an Axioplan 2 microscope (Carl Zeiss,

Inc. Canada) and an AxioCam HR charge-coupled device

(Carl Zeiss, Inc. Canada). A 63�/1.4 oil objective lens (Carl

Zeiss, Inc. Canada) was used at acquisition times of 300 milli-

seconds for FITC (centromere), 200 milliseconds for Cy3

(telomere), and 20 to 50 milliseconds for DAPI (nuclei). Eighty

to 90 z-stacks were acquired at a sampling distance of xy:

107 nm and z :200 nm for each slice of the stack. Axiovision

3.1 software (Carl Zeiss, Inc. Canada) and constrained itera-

tive algorithm [27] were used for deconvolution.

Scoring of Centromere–Telomere Signals in 3D Nuclei

Centromere–telomere hybridization signals were scored

as follows: In nuclei with declustered centromeres, telomere

signals that flanked centromeres from one or two sides were

counted as normal. In contrast, when telomere signals were

flanked by centromere signals on two sides, such signals

were scored as aberrant. Telomere–centromere–telomere

(TCT) signals thus represent a normal nuclear organiza-

tion, whereas centromere–telomere–centromere (CTC) sig-

nals represent an aberrant nuclear organization. Nuclear

domains with clustered centromeres were not included in

this analysis. Note that telomeric signals at a distance of

V 200 nm will be detected as one signal [14].

Spectral Karyotyping (SKY) Analysis

SKY was performed using the ASI (Applied Spectral Im-

aging, Vista, CA) kit for mice in accordance with the supplier’s

hybridization protocols. We used the Spectra Cube (ASI) on an

Axioplan 2 microscope (Carl Zeiss, Inc. Canada) with a 63�/

1.4 oil objective and the Case Data Manager 4.0 software

(ASI) for PC to perform analyses. A minimum of 20 meta-

phases was examined for preB (induced and noninduced),

MOPC460D, T38HxBalb/c, and D106 (induced and non-

induced). Metaphases were then analyzed for Rb fusions,

and matching control time points were statistically compared

using Fisher’s exact test. P < .05 was considered significant.

Results

Myc and myc Box II–Dependent Nuclear Remodeling

of Centromere Positions

The 3D nuclear distribution frequencies of centromeres

are significantly changed during immortalization and malig-

nant transformation: Centromeres assume higher distribu-

tion frequencies toward central nuclear positions in mouse

tumor cells than in immortalized and normal mouse lympho-

cytes [19]. To determine the consequences of altered cen-

tromeric organization for the structural organization of

chromosomes, we performed a detailed analysis of the nu-

clear organization of centromeres and telomeres in primary,

immortalized, and malignant mouse lymphocytes (Table 1).

These cell lines were chosen to enable the analysis of

centromeric positions and their remodeling within the same

cell lineage, as cell type–specific variations in centromere
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positions do not lend themselves to a direct comparison of

their respective centromeric distribution frequencies.

Figure 1 highlights representative images of primary

mouse lymphocytes, immortalized mouse preB and proB

lymphocytes, and tumor cells (mouse plasmacytoma cells)

in the absence or in the presence of constitutive or conditional

wild-type or myc box II–deletion mutant (D106) Myc expres-

sion (Table 1). After dual-color hybridization with centromeres

(green) and telomeres (red), the nuclei of primary lympho-

cytes and immortalized preB cells show a predominantly

peripheral organization of centromeres; their telomeres are

found throughout nuclear space (Figure 1, A and B). In

contrast to this nuclear organization, the nuclei of MOPC460D

tumor cells with constitutive deregulation of c-Myc protein due

to T(12;15) exhibit a more central nuclear distribution of

centromeres (Figure 1C ). Their telomeres (red) are shorter,

and some are found in close association with centromeres

(Figure 1C, yellow arrows; data not shown).

Each telocentric mouse chromosome is expected to have

four telomeres because there are four chromatid ends (i.e., two

at each end of the long arm and two at the short centromeric

end of a chromosome). Therefore, the expected hybridization

signals of telomeres and centromeres in mouse interphase

nuclei would be found in the following sequence: Telomeres

(red) will be observed both adjacent to a centromere (green)

and distant from a centromere (Figure 1A, cartoon). This

is due to the presence of telomeres at the short and long

ends of mouse chromosomes, respectively. Nuclear telomere

(red)–centromere (green)–telomere (red) (TCT) signals may

also touch each other if a chromosome is bent.

Our data show that primary mouse lymphocytes display

expected TCT signals (Figure 1A). Similarly, immortalized

preB cells exhibit TCTsignals (Figure 1B). However, the nuclei

of MOPC460D plasmacytoma cells display a different orga-

nization; TCT signals are frequently altered into centromere

(green)–telomere (red)–centromere (green) (CTC) signals,

suggesting a centromere–centromere association, with telo-

meric signals bridging the centromeres (Figure 1C, yellow

arrows, cartoon, and enlarged CTC images in e) (P < .0001).

To examine the 3D distribution patterns of centromeres

and telomeres in conditionally Myc-expressing cells, we

studied preB cells stably transfected with MycER [11,23]

(Table 1). These cells allow for the conditional expression of

c-Myc (Figure W1, A and B). Moreover, in the absence of

c-Myc activation, these cells are diploid (Table 1). Figure 1, D

and E, illustrates the data obtained for preB cells in the

absence of MycER activation (D) and in its presence (E ).

The nuclear organization of CTC is apparent only after

MycER activation (Figure 1E, yellow arrow, cartoon, and

zoomed image e) (P = .02), suggesting an Myc-dependent

nuclear remodeling of centromeres. To verify the Myc de-

pendency of this process, a myc box II deletion mutant

D106-MycER was tested under identical conditions (Figure 1,

F and G; Figure W1, C and D). This deletion mutant, when

overexpressed, is unable to initiate in vivo tumorigenesis of

spontaneously immortalized proB lymphocytes (Ba/F3) [21].

D106-MycER did not induce the nuclear remodeling of cen-

tromeres, and no CTC signal was found (Figure 1, F and G,

cartoon). For the cells studied here, we conclude that the

formation of CTC appears to be dependent on the presence of

Myc and on the presence of myc box II.

c-Myc and myc Box II–Dependent Formation

of Rb Chromosomes

The analysis of TCT versus CTC signals in 3D images is

complex, and not all potential CTC signals will be found or

will be correctly assessed due to the clustering of centro-

meres at the nuclear periphery (see also Sarkar et al. [19],

Solovei et al. [28], and Weierich et al. [29]). We therefore

decided to tackle the question of centromere remodeling by

molecular cytogenetics. Using this approach, we investigat-

ed whether the altered nuclear organization of centromeres

impacts on the structural organization of chromosomes, par-

ticularly on the formation of Rb chromosomes. In mouse Rb

chromosomes, telocentric chromosomes become biarmed

due to the fusion of centromeres of the two individual telo-

centric chromosomes.

To address the question of Rb chromosome formation in

our cell models, we performed SKY of primary mouse lym-

phocytes, mouse plasmacytoma cells (MOPC460D), mouse

diploid immortalized preB cells with and without MycER

activation, and near-tetraploid mouse BaF/3 cells (immortal-

ized proB cells) in the presence or in the absence of wild-type

MycER or D106-MycER activation (Table 1 and Figure 2;

Figure W1). Twenty metaphases were examined for each

cell type. In contrast to primary lymphocytes of T38HxBalb/c

mice that did not exhibit Rb chromosomes (Figure 2A),

MOPC460D tumor cells showed a significant number of Rb

chromosomes per metaphase (P < .0001): Fifteen of 20

MOPC460D metaphases showed one or more Rb chromo-

somes; 26 Rb chromosomes were observed in 15 meta-

phases (Figure 2B, white arrows).

It is noteworthy that MOPC460D cells displayed a non-

random involvement of specific chromosomes in the forma-

tion of Rb chromosomes, such as chromosomes 1, 3, 8, 14,

15, 17, and X (Table 2). Out of these, chromosome 15 was

Figure 1. Nuclear centromere and telomere distribution patterns. Representative images of dual-color hybridization of mouse lymphocytes with a centromere probe

(green) and a telomere probe (red) on interphase nuclei (blue). Panel (A–G) Different lymphocyte cell nuclei: Panel (A) primary lymphocyte nucleus of T38HxBalb/c;

Panel (B) nucleus of preB cell; Panel (C) nucleus of MOPC460D; Panel (D) preB cell nucleus without MycER activation 30 hours after mock treatment with etha-

nol; Panel (E) preB cell nucleus 30 hours after MycER activation; Panel (F) Ba/F3 cell nucleus withoutD106-MycER activation 30 hours after mock treatment with ethanol;

Panel (G) Ba/F3 cell nucleus 30 hours after D106-MycER activation. Each panel illustrates a nucleus in 2D Panel (A–G, a) and in 3D Panel (A–G, b–d). Among 3D

panels, (b) represents dual-color hybridization, with centromeres in green and telomeres in red; (c) illustrates centromeric signals only; and (d) shows telomeric

hybridization signals. Panels (C and E, e) Enlarged 3D views of CTC hybridization signals (green–red–green) that are also highlighted by yellow arrows in Panel (C) and

Panel (E), respectively. In addition, telomere–centromere hybridization signals are highlighted in small cartoons on the right side of each panel. Scale bars are given in

3D panels and represent sizes in nanometers.
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most frequent (found 24 times in Rb fusions in the 15 Rb

chromosome–carrying metaphases), followed by chromo-

somes 1 and 14 (found 21 times in 15 Rb chromosome–

carrying metaphases) (Table 2).

To analyze the impact of Myc on the formation of Rb chromo-

somes, we used preB cells and studied them in the absence

and in the presence of MycER activation (Figure 2, Panels C

and D, respectively). Although non–MycER-activated preB

cells did not exhibit Rb chromosomes (Figure 2, Panel C),

MycER-activated preB cells showed Myc-dependent forma-

tion of Rb chromosomes. Thirty-three percent of metaphases

(6/20) showed formation of Rb chromosomes within 30 hours

Figure 2. SKY of metaphases derived from the cells of this study. Representative images from SKY analyses are shown: Panel (A) primary lymphocytes from

T38HxBalb/c mice; Panel (B) MOPC460D; Panels (C and D) preB cells in the absence Panel (C) or in the presence Panel (D) of MycER activation; Panels (E and F)

Ba/F3 D106-MycER without Panel (E) or with Panel (F) D106-MycER activation. White arrows point to Rb fusion chromosomes. The Rb (8;8) in Ba/F3 cells is

constitutional and has been noted previously [21]. Each panel shows a representative image for each cell type; however, layout is the same for all: (a) the raw image of

a metaphase; (b) the classified image of the metaphase; (c) the inverted DAPI-banded image of the metaphase; and (d) the karyotype table of the metaphase.
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(Figure 2, Panel D, arrows; P = .02). During this observation

period, we did not note any specific chromosome combina-

tions that were involved in the formation of Rb chromosomes.

The Myc dependency of this structural chromosomal

change was confirmed with the myc box II deletion mutant

D106. The conditional expression of D106-MycER did not

lead to the formation of Rb chromosomes in Ba/F3 cells

(Figure 2, Panels E and F, respectively), whereas the induc-

tion of wild-type MycER in Ba/F3 cells did. Chromosomes X

and 5 were most frequently involved in the formation of Rb

chromosomes subsequent to wild-type MycER activation of

Ba/F3 cells (P = .0001 and P = .02, respectively, 30 hours

after Myc activation) (data not shown).

The above data suggest that: 1) nuclear centromere

organization impacts on chromosomal order permitting the

formation of Rb chromosomes; and 2) Myc deregulation

leads to the formation of Rb chromosomes in a myc box II–

dependent manner.

Rb Chromosomes Form By Centromere–Telomere–Fusion

in an Myc-Dependent Manner

Using dual-color FISH with centromeres and telomeres

on metaphase chromosomes, we next examined whether

the Rb chromosomes seen displayed centromere–telomere

fusions. Using the cell lines listed in Table 1, we analyzed

20 metaphases per cell type and determined the presence

of telomeric signals at the fusion points of centromeres in Rb

fusion chromosomes (Figure 3). We noted the presence of

telomeric hybridization signals on Rb chromosomes formed

after MycER activation in preB cells (Figure 3, Panel E,

arrows and zoomed images), MOPC460D cells (Figure 3,

Panel B, arrows and zoomed images), and PCT1G1 cells

(a primary mouse plasmacytoma cell line; Figure 3, Panel C,

(arrows and zoomed images)). In contrast, no Rb chromo-

somes were seen in primary lymphocytes (Figure 3, PanelA),

non–MycER-activated preB cells (Figure 3, Panel D), or

D106-MycER–activated and control Ba/F3 cells (Figure 3,

Panels G and F, respectively). We conclude that constitutive

or conditional wild-type Myc deregulation, but not deregu-

lated D106-Myc protein expression, led to the formation

Table 2. Summary of Chromosomes Participating in the Formation

of Rb Chromosomes in MOPC460D Cells in a Nonrandom Manner.

Chromosome Number Times Involved in Rb Fusions P

1 21 < .0001

3 11 .001

8 18 < .0001

14 21 < .0001

15 24 < .0001

17 14 .0001

X 11 .001

The numbers given are derived from the analysis of 20 metaphases. Fifteen

of these 20 metaphases carried one or more Rb chromosomes. The

involvement of each chromosome in the formation of Rb chromosomes is

given, and the respective significance is indicated. For further details, see text

and Materials and Methods section.

Figure 3. Centromere– telomere FISH performed on metaphases of mouse lymphocytes. Representative images are shown: Panel (A) primary lymphocyte meta-

phase from a T38HxBalb/c mouse; Panel (B) metaphase of MOPC460D; Panel (C) partial metaphase of the primary mouse plasmacytoma PCT1G1; Panel (D)

preB cell metaphase without MycER activation; Panel (E) preB metaphase 30 hours after MycER activation; Panel (F) Ba/F3 cells without D106-MycER activa-

tion; Panel (G) Ba/F3 cells 30 hours after D106-MycER activation. In each panel, (a) represents dual-color FISH hybridization signals of telomeres (red) and

centromeres (green); (b) shows only centromeric signals; and (c) shows only telomeric signals. Rb chromosomes shown in Panel (B), Panel (C), and Panel (E) are

highlighted with white boxes and arrows, and then enlarged (d) to observe CTC signals. Note small telomeric signals at Rb fusion in Panel (B, d). The overall

telomeric length in MOPC460D is reduced in comparison to the telomeric length of primary B cells and preB cells (data not shown; Figure 1, Panel C).
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of Rb chromosomes that carry telomeric signals at their

fusion points.

The above data further suggest that critically shortened

telomeres are unlikely to cause the formation of Rb translo-

cation chromosomes in this experimental setting. Instead, it

is likely that c-Myc–dependent uncapping of telomeric se-

quences plays an initiating role in this event. This conclusion

is very likely due to the short time period required to permit

such fusions: 30 hours after a single c-Myc deregulation were

sufficient to allow for the formation of Rb translocation chro-

mosomes that carry telomeric signals in fused centromeres.

The latter was observed for both preB and Ba/F3 cells.

Discussion

Rb Chromosomes in Different Species and in Cancer

Rb chromosomes represent structural genetic changes

that occur in many species, including plants [30], cattle [31],

some strains of mice [16,32], fish [33], and humans [34].

In humans, such Rb chromosomes are among the most

common structural aberrations in aborted fetuses and new-

borns [35–37]. Moreover, Rb chromosomes in humans have

been found as acquired or constitutional genetic lesions in

hematologic cancers [34,38] and in solid tumors [39,40].

In addition, they have been reported at the onset of acute

myelogenous leukemia [41].

Does It Matter to Have De Novo Rb Chromosomes

in a Cell?

One could assume that Rb chromosomes merely remodel

nuclear organization, thereby placing two chromosomes into

a ‘‘forced’’ unit and into a new nuclear position or environ-

ment, without any further impact on the cell. Several lines of

evidence suggest, however, that this new fused entity can be

different and that the remodeling of two chromosomes into

one Rb chromosome may possibly have wide-ranging

effects. For example, it has been described that the forma-

tion of an Rb chromosome suppresses somatic recombina-

tion [42]. Another study linked Rb chromosomes to altered

nuclear architecture and subfertility in mice [43]. In tumor

induction studies with Rb-carrying or non–Rb-carrying

BALB/c mice and congenics, it has been shown that the

type of c-myc–activating chromosomal translocations in

mouse plasmacytoma cells is altered in Rb6.15–carrying

mice compared to BALB/c mice with telocentric chromo-

somes [44]. In humans, Rb translocations occur between

acrocentric chromosomes of the D and G groups 13–15 and

21–22. These Rb translocations most frequently involve

chromosomes 13 and 14. Carriers of such chromosomes

are at risk for chromosomal nondisjunction leading to off-

spring with trisomy or uniparental disomy (UPD) following

pregnancy rescue. Although UPD for chromosomes 13, 21,

and 22 does not show apparent phenotypes, UPD for

chromosomes 14 and 15 results in abnormal phenotypes

[37]. Altogether, the above data suggest that a nuclear

reorganization of two single chromosomes into one Rb

chromosome may have a broad impact on the overall

physiological state of Rb-carrying cells, on the function of

the organism, and on oncogenesis.

Randomness and Nonrandomness of

Rb Chromosomes Formed

Our present data show that mouse plasmacytoma cells

(MOPC460D) with constitutive c-Myc deregulation and in

long-term culture develop significant numbers of Rb chro-

mosomes. Specific Rb chromosomes are found more fre-

quently than others. For example, chromosomes 1, 3, 8, 14,

15, 17, and X are involved in Rb translocations almost all the

time, although with different individual frequencies (Table 2).

It is possible that the nonrandom composition of Rb fusions

was selected during long-term culture, in combination with

constitutively elevated levels of c-Myc protein. However, the

above data also support current concepts suggesting that

chromosomal proximity in interphase nuclei is required for

intrachromosomal rearrangements (for review, see Meaburn

et al. [45]). One could therefore assume that those chromo-

somes that were involved in Rb fusions more often than

others resided in centromere clusters or in close nuclear

proximity to each other in interphase nuclei. In fact, a

previous study undertaken by our group suggested that

specific chromosomes involved in unbalanced translocations

were found in close nuclear proximity, showing considerable

overlap as a result of c-Myc deregulation [11]. Moreover,

studies into the 3D organization of centromeres suggest

that their distribution is altered in tumor cells such as

MOPC460D, where centromeres are no longer found with

high frequency toward the nuclear periphery (as is commonly

observed for primary lymphocytes) but are instead located in

a more central nuclear space [19]. If we also consider that

mouse chromosomes have a > 99% sequence homology in

their telocentric regions [46], fusion events become very

possible. They have indeed been reported in detail for Mus

musculus speciation [15–18]. Thus, we propose that chro-

mosomal positions and telocentric sequences contribute to

both the specificity and the randomness of Rb chromosome

formation in mouse cells. In accordance with this notion, we

have observed that a single MycER activation in preB cells

led to the formation of Rb chromosomes but did not result in

the generation of nonrandom combinations of Rb chromo-

somes. Of note, PCT1G1, a primary plasmacytoma cell line

that displayed Rb chromosomes (Table 1 and Figure 3), also

did not show nonrandom constitution of Rb chromosomes,

whereas a single wild-type MycER activation in Ba/F3 cells

led to preferential formation of certain Rb chromosome combi-

nations. From these findings, we conclude that c-Myc dereg-

ulation permits the formation of random and nonrandom Rb

chromosomes within the given context of nuclear chromosomal

and centromeric positions and of telocentric sequences.

Mechanisms of Rb Chromosome Formation in the Context

of c-Myc–Dependent Oncogenic Nuclear Remodeling

Previous studies have suggested that Rb chromosomes

form after recombination [46,47], centric misdivision and

rejoining [30], or fusion [48]. Our data support the concept of

fusion but add a new dimension: Rb fusions are initiated by
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c-Myc oncogene deregulation and depend onmyc box II. After

c-Myc deregulation, Rb chromosomes are generated when

centromeric telomeres of mouse telocentric chromosomes

fuse. This telomeric fusion is a direct consequence of the

recently described Myc-dependent formation of telomeric

aggregates [11] and of the nuclear remodeling of centromeres

(this study and Sarkar et al. [19]). In this context, c-Myc–

induced telomeric aggregates will lead to end-to-end fusions

of telomeres on both ends of the chromosomes. Telocentric

telomere fusions will generate Rb chromosomes, whereas

telomeric fusions of the long arms of two chromosomes will

create dicentric chromosomes. The latter usually initiates BBF

cycles, which we have described recently [11].

The novel finding of this study, thus, is a direct link

between Rb chromosome formation and c-Myc deregulation

that occurs in a myc box II–dependent manner and through

telomeric fusions at telocentric ends of mouse chromo-

somes. Whether previously observed mouse and rat Rb

fusions involve myc box II and telomeric fusions is currently

unknown. For example, Rb chromosomes were observed in

Rat1A fibroblasts [49,50] and in transgenic MMTV-myc/p53

mice [51]. One of the primary tumors that formed in these

mice, 67a5, contained RbX.15 and Rb11.15 [51]. Further-

more, Rb chromosomes were common in a model of mouse

skin tumorigenesis (unpublished data).

Theoretically, the c-Myc–dependent telomere-mediated

centromeric fusion process that creates mouse Rb chromo-

somes does not require additional mechanisms. However, it

is likely that c-Myc’s ability to induce DNA breaks [52–54]

may contribute to a second molecular pathway of Rb chro-

mosome formation. Whether the latter mechanism would act

alone or in concert with the former is currently unknown.

The requirement of myc box II for mouse Rb chromosome

formation confirms that the process of Rb chromosome

formation is Myc-dependent and involves telomeric fusions

[22]. The present study opens new avenues into investiga-

tions about myc box II–related Myc-cooperating proteins

that may play a role in this Myc-induced nuclear remodeling

of centromeres.

Finally, this study highlights the fact that c-Myc–depen-

dent telomeric fusions at telocentric mouse chromosomes do

not require critically short telomeres. This conclusion is

based on the following: 1) compared to human telomeres,

mouse telomeres are long (in the range of 20–60 kb,

depending on the mouse strain) [55]; and 2) telomeric

fusions at telocentric chromosomes occurred within 30 hours

of experimentally induced c-Myc deregulation. This fact

precludes the idea that, in this experimental context, after

multiple divisions and/or mouse generations, telomeres

reached a critically short state that predisposed them to

fusions. Instead, these findings suggest a direct impact of

c-Myc on the capping of telomeres. Future studies will

address these potential interactions.
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Figure W1. MycER activation in preB and D106-carrying Ba/F3 cells. preB cells are shown without (A) and after (B) 4HT activation of MycER (see also Materials

and Methods section). Representative images illustrate D106-MycER activation for D106-carrying Ba/F3 cells without (C) and with (D) D106-MycER activation.

White arrows (A and C) point to nonactivated cells containing D106-MycER in the cytoplasm of the cell, and yellow arrows (B and D) demonstrate that D106-MycER

is translocated to the nucleus on D106-MycER activation.
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