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IDENTIFICAÇÃO DE CROMOSSOMOS POR TÉCNICAS

DE FORMAÇÃO DE BANDAS*OBSERVAÇÕES PRATICAS -

Lilia Maria de Azevedo Moreira

RESUMO

Este trabalho apresenta uma revisão na metodologia de

formação de bandas cromossônicas com diferentes colorações,

evidenciando a sua aplicação no cariotipo humano. Além dis

so, é apresentado a desenvolvimento detalhado das técnicas

de formação de bandas C, pelo Ba (OH ) '; bandas R, com colora

ção pelo Pinacyanol ou Fucsina básica e a fluorescgncia cen-

tromética dos cromossomos no 1, 9, 15, 16 e Yq pela técnica

do DAPI.

1 - INTRODUÇÃO

A última década proporcionou aos citogeneticis

tas importantes avanços no processo de conhecimento

do cariótipo humano, com a possibilidade de identi

ficação de cada cromossomo individualmente.

Até o início de 1970, pouco mais da metade do

complemento haplóide humano poderia ser reconhecido

com as técnicas existentes que consistiam nos crité

Trabalho realizado com o auxilio do DAAD ( Deutscher Akademischer Austaus-

chdienst ), Kennziffer 4315050038.

Universitas. Ciência. Salvador, (34): 21-30, out./ dez. 1985



22

rios morfológicos e na autoradiograf ia . Um novo avan-

ço foi proporcionado pelos trabalhos de Caspersson

et alii, (1968, 1970) que corando os cromossomos com

o fluorocromo quinacrina mustarda e a seguir, exami

nando-os com iluminação ultravioleta,verificaram um

padrão consistente e único de bandas para cada par.

Os resultados desta aplicação foram excelentes

e a técnica da formação de bandas pela quinacrina

(Bandas Q) continua a ser aplicada, apesar do seu

caráter efêmero se constituir em uma desvantagem des

ta metodologia. 0 desenvolvimento de novas técnicas

que permitem a identificação do cromossomo ou de es

truturas cromossômicas específicas, também com ilu

minação usual, se constitui em um novo avanço no

campo da Citogenética. Na Tabela 1 estão relaciona-

das as diferentes técnicas de formação de bandas,in

formes metodológicos e as referências bibliográfi

cas iniciais.

Nos últimos anos, a utilização combinada da hi

bridização celular, formação de bandas e a análise

de ligação gênica, tem fornecido novos dados para a

localização específica de genes nos cromossomos hu

manos . Neste sentido , importante contribuição foi

obtida com o desenvolvimento de técnicas apropria-

das para análise de cromossomos profásicos ou prema

turamente condensados (Unakul et alii, 1973) que a

presentam uma resolução semelhante à observada nos

cromossomos gigantes de Drosophila . Recentemente, Ele

jalde et alii (1984) relatam a utilização do mercap

toetanol na produção de bandas de alta resolução,

com a técnica R G B (bandas R com BudR e Giemsa).Os

autores descrevem a metodologia como sendo reprodu

zivel, requerendo no entanto material nem sempre ac

cessível a muitos serviços de Citogenética.

Neste relato são apresentadas considerações prá

ticas referentes às cecnicas de formação de bandas

cromossômicas , testadas em grandes centros de Cito

genética (Institut für Humangenetik und Anthropolo-

gie - Universitãt Düsseldorf e Universitãt Freiburg-

República Federal da Alemanha), principalmente no

que concerne à sua aplicação no estudo do cariótipo

humano.
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TABELA I - Tecnicas propostas para iden

TÉCNICA

Q

G

A

R

SUOR

Colcemide

C

Cd

Gil

N

1 humano

ESTRUTURA BANDEADA

Todo o rom , bandas escuras

-quecides em A/T, bandas claras em G/C1
e 11 1.

Todo o cromossomo bandas G atípicas.

Todo c mossoo , padrões i nversas aos

obtidos com as técnicas G eO.

Todo o cromossomo; cação diferen -

cial e

m

cromatides . Segmentação do x,

4 e 5.

Toda c mosn melhantes à BUDR.

Centrõmero , algumas constrições se-

rondarias . parte distal do braço lon

go do Y.

Provavelmente cinetocóros

Preferencialmente centrõmero e -

trição secundária do Cr 9 humano.DNA

satélite III

Organizadores nucleolares

Preferencialmente c onstrição 2a. do

Cr 1 humano e menos evidentemente nos

Cr 9.16,19 UNA satélite U

T Preferencialmente os telõmeros

iCaçõe cromossamrc

TRATAMENTO REFERÊNCIA

INICIAL

Quinacrina mustarda e outros
fluo remos.
Coloração pelo Cismas ou eu

tina antes, m sem

prétratamento diferentes.

Técnicas para bandas G,

láminas velhas (,,".rad., háe

mais de 3 meses).

Desnaturação térmica controla

da e posterior coloração.

SUOR por 5 a 6 horas.

Colcemide por 12 hs.

Hidrólis e, tratamento c om ba-

se forte

;

incubação com 2sSSC;

produção sequencial a bandas G,

com u so de enzi mas proteoliti-

a, coloraçãoc m fluorocromos

T. Caspersson ; et al.,

1968, 1970.

M.E. Dretts e M. Shaw,

1971.

P.E. Crossen, 1974

B. Dutrillaux e J.

Lejeune, 1971.

A.F. Zakharov et al

1971, 1972.

E. Stubblefield, 1964

F.E. Arrighi e T. C.

Hsu, 1971.

Incubação em salina a 859 C. Eiberg, 1974

Coloração com Nichos

Giemsa pH 11. M.BObrow et al, 1972

Incubação em TCA 5% seguido de S.Matsui e M.Sasak,

incubação HCI O,1N. Ciemsa 1973.

Desnaturação t r mossôm ica em V. Geraedts e P.Pear-

selina fervendo. Incubação em soa, 1973.

CaC1. 659 C por 10'. Coloração

m Leischman.

Desnaturação térmica controla- B. Dutrillaux, 1973

da do e r

o s

. Produção se-

quencial às bandas R.
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2 - MATERIAL E MÉTODOS

Em cromossomos metafásicos , obtidos pela técni

ca usual de cultura de linfócitos ( Moohread et alii,

1960 ), foram testados e adaptados os procedimentos

para a obtenção das bandas C, R e pelo DAPI.

I - Bandas - C (Scheres, 1978)

Material

- Ba (OH) 2 5%

- 2 x SSC pH 7.0

- Tampão fosfato O , O1M pH 6.8

- Giemsa a 3% diluido no tampão fosfato

- Preparações cromossômicas recentes.

Procedimento

a. Incubar as preparações na solução de Ba (OH)2 a

602c, em banho -maria, por 4 minutos.

h. Lavar em água corrente.

c. Incubar em 2xSSC a 60"C por 10 minutos.

d. Lavar em água corrente.

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

nutos.

f. Lavar em água corrente.

g. Secar e observar ao microscópio.

II - Bandas R (Scheres, 1978)

Material

- Ba (OH)2 5%

- Solução corante : 125 mg de cloreto de Pinacynol

Chlorid ( ou de Fucsina básica ) dissolvidos em 15m1

de tampão tetraborato NaOH pH 10.2 + 35 ml de Me

tanol p.a.

- Tampão tetraborato : 0,8g de tetraborato ( di-natri

um tetraborato 10 - hydrat - Na2 B4o7 - 10H20,Mer

ck Art. 6308)
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dissolvido em 50 ml de NaOH 0,1N e 50 ml de água

destilada. Acertar o pH 10. 2 com a cerca de 10 92

tas de HC1 1N

- Preparações cromossômicas recentes.

Procedimento

a. Imergir as preparações em solução saturada de Ba

rio a 602C por 5 a 7 minutos.

b. Passagens sucessivas em água destilada, HC 0,1N

c. Secar ao ar.

d. Corar por 1 a 3 segundos na solução de Pinacynol

ou por 10 - 15 minutos na solução de Fucsina bási

ca.

e. Lavagem em água corrente.

f. Secar e observar ao microscópio.

OBS.: Não havendo formação de bandas R, descorar a

lâmina por passagens sucessivas em HC1 0,1N - Etanol

absoluto , deixar secar . Repetir o procedimento,dei

xando por 3 a 4 minutos na solução de bário.

III - Bandas pelo DAPI - fluorescência das regiões

centroméricas dos cromossomos 1,9,15 , 16 e par

te distal do Y (Schweizer et alii , 1978).

Material

- 4' , 6' - Diamino - 2 phenylindol 2H C1

P.A. (DAPI ) C16 H15 N5 - 2HC1; M = 350,3

Solução mãe : 2 mg /100 ml de tampão;

Solução a ser usada : 1 ml da solução mãe em 100 ml

de tampão.

Concentração final - 0 , 2 mg/100 ml.

- Distamycin A. HC1 ( C22 H27 N9 _04 HC1)

M. 6517 , 9 - 1 mg / 5 ml de tampao

- Tampão fosfato p H 7.3.

- Preparações, cromossômicas recentes ( de até 4 sema

nas). Preparações muito novas devem ser colocadas

em estufa a 902 por 10 minutos ou deixadas por una

noite em estufa a 60°C.
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Procedimento

a. Imergir a preparação em solução do antibiótico

Distamycin A por 10 minutos.

b. Lavar em tampão.

c. Levar a preparação à solução do DAPI.

d. Lavar em tampão p H 7.3.

e. Montar em tampão, veaar com esmalte, observar em

fluorescencia e fotografar rapidamente.

3 - RESULTADOS

_As figuras 1, 2 e 3 são representativas das ban

das cromossômicas formadas com as diferentes metodo

logias.

4 - DISCUSSÃO E CONCLUSÕES

0 desenvolvimento das técnicas de formação de

bandas C e R, obtidas por comunicação pessoal de Sche

res (1978), e a utilização rotineira do DAPI permi-

tiram a esquematização dos procedimentos aqui apre

sentados.

As duas primeiras metodologias são de ampla apli

cação no conhecimento do cariotipo humano, permitin

do ainda a caracterização de novas síndromes cromos

sômicas, com a marcação de cromossomos dicêntricos

(Bandas C) e detectando deleções terminais e outros

rearranjos nas regiões cromossômicas marcadas(Bandas

R). A formação de bandas pelo DAPI fornece importan

te avanço na investigação da origem de cromossomos

marcadores . Schreck et alii (1977) realizando o es

tudo cromossômico de pacientes portadores de peque

no acrocêntrico extra, verificaram que em 75% dos

casos, o cromossomo adicional ligava - se a anticor

pos específicos para a 5 - methylcitidina,uma carac

terística do braço curto do cromossomo 15.Assim, os

autores propuseram que nos casos referidos,o marca

dor derivava- se do cromossomo 15. A 5 - methylciti

diva, localizada no braço curto do cromossomo 15, é

também detectável pela técnica de coloração DAPI que

oferece em adição possibilidades de melhor compreen

são da estrutura do cromossomo.
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FIG.1. Cromossomos metafásicos humanos após o tratamento para

a formação de bandas C pela técnica do hidróxido de bá

rio.
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FIG.2 . Cariotipo humano normal identificado por formação de

bandas R com coloração pelo Pinacyanol.



FIG.3. Metafase parcial tratada com Distamicyn A/DAPI. A le-

tra b indica o par cromossômico n° 15.
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Em conseqüência dos novos avanços adquiridos,a

Citogenética tem mudado gradativamente a sua área
de atuação que de um aspecto geral de citologia,pas

sou a um campo específico - a citogenética molecu-

lar, tendência esta cada vez mais direcionada.
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SUMMARY

The present paper presents a review in chromossmee banding methodology

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 (OH)2; R - banding by Pinacyannl or basic Fucsin and the cen

tromeric fluorescente of the chromossomes nr. 1,9,15,16 and Y q by DAPI ban

ding.
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