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IDENTIFICAGAO DE CROMOSSOMOS POR TECNICAS
DE FORMAGAO DE BANDAS: OBSERVAGOES PRATICAS -

Lilig Maria de Azevedo Moreira
RESUMO

Este trabalho apresenta uma revisic na metndologia de
formagio de bandas cromoss@nicas com diferentes coloragles,
evidenciando 2 sua aplicagdio no cariotipo humano. Além  dis
so, € apresentado o desenvolvimento detalhado das técni:a;
de formagZo de handas ¢, pelo Ba (OH}'; bandas R, com colara
gdo pelo Pinacyanol ou Fucsina bdsica e a fluorescdncia cen:
tromética dos cromossomes n2 1, 9, 15, 16 e Yq pela técnica
do DAPI.

1 - INTRODUGAQ

A Gltima década proporcionocu acs citogeneticis
tas importantes avangos no processo de conhecimento
de caridétipo humano, com a possibilidade de identi
ficacdo de cada cromossomo individuaimente,

Até o inicic de 1970, pouco mais da metade do
complemento hapldide humano poderia ser reconhecido
com as técnicas existentes que consistiam nos critg
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rios morfoldgicos e na autcradiografia. Umnove avan-
¢o foi proporcionado pelos trabalhos de Caspersson
et alii, (1968, 1970) que corando oS Cromossomos Com
o fluorocromo guinacrina mustarda e a seguir, exami
nando-os com iluminagéc ultraviocleta,verificaram um
padrio consistente e unico de bandas para cada par.

Os resultades desta aplicag3o foram excelentes
e a técnica da formagldo de bandas pela quinacrina
(Bandas Q) continua a ser aplicada, apesar do seu
caradter efémero se constituir em uma desvantagem des
ta metodcleogia. O desenvolvimento de novas técnicas
que permitem a identificaglo do cromossomo ou de es
truturas cromossfmicas especificas, também com ilu
minagdo usual, se constitul em um novo avango no
campo da Citogenética. Na Tabela I estdc relacicna-
das as diferentes técnicas de formagdo de bandas,in
formes metocdolégicos & as referéncias bibliografi
cas iniciais.

Nng Ultimos anos, a utilizag3o combinada da hi
bridizagdo celular, formagic de bandas e a analise
de ligagdo génica, tem fornecido novos dados para a
localizacdo especifica de pgenes nos cromossomes hu
manos. Neste sentido, importante contribuigdo foi
obtida com o desenvolvimento de técnicas apropria-
das para analise de cromossomcs profasicos ou prema
turamente condensados (Unakul et alii, 1973) que a
presentam uma resclugio semelhante A observada nos
cromossomos  gigantes de Drosophila. Recentemente,Ele
jalde et alii (1984) relatam a utilizagao do mercaE
toetanol na produc3o de bandas de alta resclugdo,
com a técnica R G B (btandas R com BudR e Giemsa).Cs
autores descrevem a metcdologia como sendo reprodu
zivel, requerendo no entantc material nem sempre ag
cessivel a muitcs servigos de Citogenética.

Neste relato s3o apresentadas consideragdes pra
ticas referentes as cecnicas de formac3o de bandas
cromossdmicas, testadas em grandes centros de Cito
genética (Institut fir Humangenetik und Anthropolo-
gie - Universitdt Disseldorf e Universitéat Freiburg-
RepGblica Federal da Alemanha), principalmente no
que concerne & sua aplicag@c no estudo do cariétipo
humano.
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TABELA 1 - Técnicas propostas para identifice¢Ses cromossdmicas

TECNICA

ESTRUTURA BANDEADA

TRATAMENTO

REFERENCIA
INICIAL

BUDR

Colcemide

<

cd

G11

1 humanc

Todo o cromossome, bandas escuras enri-

quecidas em A/T, bandas cleras em G/C.

" " "

Todo o cromossomo: bandas G atipicas,

Tode ¢romossomo, padrdes inversos aos
obtidus com as técnicas G e Q.

Todo o cromossomo; marcagdo diferen -
cial em cromatides.Segmentagdc do X,
4 e 5.

Todo cromossomo, semelhantes & BUDR,
Centrdmerce, algumas constrigdes BE-
cundérias, parte distal do brago lon
go do Y.

Provavelmente cinetocéros

Prelferencialmente centrémero e cons-
trigdo secundadria do Cr 9 humano.DNA
satélite 111

Organizadores nucleolares

Preferencialmente constriciec ?a. do
Cr 1 humano e mencs evidentemente nos

Cr 8,16,19 DNA satélite II

Preferencialmente os teldmeros

Quinacrina mustarda e outras
fluorocremos .,

Coloragac pelo Giemsa ou ou
tros corantes, com ou sem
prétratamento diferentes.
Técnicss para bandas G, em
léminas velhas (preparadas ha
mais de 3 meses).
Desnaturagdc térmica controla
da e posterior coloracgio,
BUDR par 5 a 6 horas.

Colcemide por 12 hs.

Hidrélise, tratamente com ba—
se forte; incubacfo com 2xS55C;
produgdo sequencial a bandas G,
com uso de efizimas protecliti-
cas; coloraco com fluorocromos
lncubagdo em salina a 85% C.
Coloragdo com Giemsa

Giemsa pH 11,

Incubagdo em TCA 5% seguido de
incubagdo HE1 O,1N, Giemsa
Desnaturag@c cromossdmice em
salina fervends. Incubagio em
CsCl. 657 C por 10'. Coloracio
com Leischman.

Desnaturacdo térmica controla-
da do cromossomo. Produglo se-
quencial ds bandas R.

T, Caspersson; et al.
1968, 1970,
M.E.Dretts e M. Shaw,
1271.

P.E. Crossen, 1874

B. Dutrillaux e J.
Lejeune, 1971,

A.F. ZakKharov et al
1971, 1972.

E. Stubblefield, 1564

F.E. Arrighi e T, C.
Hsu, 1971,

H.Eiberg, 1974
M.Bebrow et al, 1972
S.Matsui e¢ M.Sasak,
1973,

V. Geraedts e P.Pear-
son, 1973.

B. Dutrillaux, 1973
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2 - MATERIAL E METODOS

Em cromossomcs metafasiccs, cbtidos pela técni
ca usual de cultura de linfocitos (Moohread et alii,
1960), foram testados e adaptados os procedimentes
para a obtengdo das bandas C, R e pelo DAPI.

I - Bandas - C (Scheres, 1978}
Material

- Ba (OH)2 5%

- 2 x 55C pH 7.0

- TampZo fosfatc O0,01M pH 6.8

Giemsa a 3% diluide no tampic fosfato

Preparac¢des cromossémicas recentes,

Prccedimento

a. Incubar as prepara¢des na solugdc de Ba (OH), a
60%c, em banho-maria, por 4 minutos,.

b. Lavar em Agua corrente.
¢. Incubar em 2x53C a 60°2C por 10 minutos,
d. Lavar em agua corrente.

e. Corar na soluglio de Giemsa a 3% por 15 a 18 mi-
nutos.

f. Lavar em agua corrente.

g. Secar e obhservar ao microscépio.

II - Bandas R (Scheres, 1978)
Material
- Ba (OH), 5%

- Sclugdc corante: 125 mg de cloreto de Pinacynol
Chlorid (ou de Fucsina basica) dissolvidos em 15ml
de tampdo tetraborato NaOH pH 10.2 + 35 ml de Me
tanel p.a.

- Tampdo tetraborato: 0,8g de tetraborato (di-natri
um tetraborato 10 - hydrat - Nap B,”7 - 10H,0,Mer
ck Art. 6308)
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dissolvido em 50 ml de NaOH 0,1N e 50 ml de agua
destilada. Acertar o pH 10.2 com a cerca de 10 go
tas de HCl 1IN

- Preparac¢des cromossBmicas recentes.
Procedimento

a. Imergir as preparacfes em solucdo saturada de Ba
ric a 60 por 5 a 7 minutos.

b. Passagens sucessivas em agua destilada, HC O0,1N
¢. Secar ao ar.

d. Corar por 1 a 3 segundcs na soluglo de Pinacynol
ou por 10-15 minutos na solugdc de Fucsina basi
ca.

e. Lavagem em Agua corrente.
f. Secar e ohservar ao microscépic.

0BS.: NAo havendo formag3o de bandas R, descorar a
lamina por passagens Sucessivas em HC1 O,1N - Etanol
absoluto, deixar secar. Repetir o prccedimento,dei
xando por 3 a 4 minutos na sclugdc de bario.

TII -~ Bandas pelo DAPI - flucrescéncia das regides
centroméricas dos cromossomos 1,9,15,16 e par
te distal do Y (Schweizer et alii, 1978).

Material

- 4' , ' - Diamino - 2 phenylindol 2H Cl
p.A. (DAPI) Cyg His No - 2HCl; M = 350,3
Solugdo mie: 2 mg /100 ml de tampdo;
Jolugdo a ser usada: 1 ml da solugdo mie em 100 ml
de tampao.
Cencentragdo final - 0,2 mg/100 ml.

- Distamycin A. HCl (Cpp Hpy Ng 04 HC1)
M. 6517,9 - 1 mg/S ml de tampao

- Tampdo fosfatco p H 7.3.

- PreparagBes) cromossdémicas recentes {de até 4 sema
nas). Preparac¢des muitc novas devem ser colocadas
em estufa a 90?2 pecr 10 minutos ou deixadas por uma
noite em estufa a 602C,
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Procedimento
a. Imergir a preparacgdc em solugdc do antibidtico
Distamycin A pcr 10 minutcs.

b. Lavar em tampiac.
c. Levar a preparagdc a sclugdop do DAPI.
d. Lavar em tampdo p H 7.3.

e. Montar em tampdo, vedar com esmalte, observar em
flucrescencia e fotografar rapidamente.

3 - RESULTADOS

As figuras 1, 2 e 3 s#o representativas das ban
das cromossdmicas formadas com as diferentes metodo
logias.

4 - DISCUSSAQ E CONCLUSOES

0 desenvolvimento das técnicas de formagdo de
bandas C ¢ R, obtidas por ccmunicag¢fio pessoal de Sche
res (1978), e a utilizagdo rotineira do DAPI permi-
tiram a esquematizag8c dos procedimentos agul apre
sentados.

As duas primeiras metcdologlas sfoc de ampla apli
cagBo no conhecimento do cariotipo humano, permitin
do ainda a caracterizagido de novas sindromes cromcs
sdmicas, com a marcacio de cromossomos dicéntricos
{Bandas C) e detectando delegdes terminais e ocutros
rearranjos nas regides cromossmicas marcadas(Bandas
R). A formag3o de bandas pele DAPI fornece importan
te avango na lnvestigagdo da origem de cromossomos
marcadores. Schreck et alii (1977) realizando o eg
tudo cromossdmico de pacientes portadores de peque
no acrocdntrico extra, verificaram gque em 75% dos
casos, o cromossomo adicional lipava — se a anticor
pos especificos para a 5 — methylcitidina,uma carac
teristica do brago curtc do cromocssomo 15.Assim, os
autores propuseram que nos casos referidos,o marca
dor derivava-se do cromossomo 15. A 5 — methylciti
dina, localizada no brago curto do c¢romossomo 15, &
também detectavel pela técnica de coloragdo DAPI que
oferece em adig8c possibilidades de melhor compreen
s80 da estrutura do ¢romossomo.
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FIG.1. Cromossomos metafdsicos humanos apés o tratamento para
a formacBio de bandas C pela técnica do hidréxide de ba
rio.

FIG.2. Cariotipo humano normal identificado por formagi3o de
bandas R com coloracdo pelo Pinacyanol.



FIG.3. Metafase parcial tratada com Distamicyn A/DAPI. A le-
tra b indica o par cromossdmico n2 15,
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Em conseqiiéncia dos novos avangos adquiridos,a
Citogenética tem mudado gradativamente a sua area
de atuagdo que de um aspecto geral de citologia,pas
50u a um campo especifico -~ a citogenética molecu-
lar, tend&ncia esta cada vez mais direcionada.
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SUMMARY

The present paper presents a reyiew in chromessome banding  methedology
by different stains and shows this application on human karyotype. In addi-
tion are presented detailled description on the development of C -  banding
technique by Ba {0H)2; R - banding by Pinacyannl or basic Fucsin and the cen
tromeric fluorescence of the chromossomes nr, 1,9,15,16 and ¥ g by DAPL baE

ding.
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