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RESUMO: Foram analisados em termos comparativos, os seguintes mé-
todos de coloragdo empregados para a demonstracdo da cromatina sexual no
microscépio comum: Hematoxilina de Harris, Cresil violeta, Shorr, Tionina, Guard
e Reagdo de Feulgen. Concluiu-se pela superioridade do método de Guard, pois
proporcionou melhores condigées de diferenciacao dos elementos cromatinicos.
Salienta-se, ainda, a possibilidade de se utilizar, com bons resultados em labora-
tério de citologia exfoliativa, o método de Shorr.
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Os estudos realizados por BARR
e BERTRAN em 1949 sobre o aglo-
merado cromatinico observado no
nucleo interfasico, junto ao nucléolo,
nos neurdnios da gata, constituem
o ponto de partida para uma sé-
rie de trabalhos cientificos que en-
focaram o dimorfismo sexual, basea-
dos na deteccido desse elemento. As
aplicacOes clinicas desse achado sur-
giram a partir de 1953, com os traba-
lhos de MOORE e BARR (1953) que
estudaram essa cromatina em varias
ordens de mamiferos e posteriormen-
te confirmaram sua existéncia na es-
pécie humana (MOORE e BARR,
1954).

* Disciplina de Histologia e Embriologia

A determinacdo dessa particula
constitui o teste da cromatina, atra-
vés do qual reconhece-se 0 seXo Cro-
matinico ou nuclear. As células sdo
consideradas positivas quando estdo
presentes esses elementos no nucleo,
e negativas quando ausentes.

As células somaticas apresentam
portanto, diferencas relacionadas com
0 sexo, o dimorfismo celular sexual
determinado por essa particula. Esse
achado, longe de ter valor meramente
académico, trouxe implicagbes de
grande importancia biologica e clini-
ca, oferecendo subsidios valiosos, pa-
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ra avaliacdo correta dos disturbios
genéticos ligados as alteraces se-
xXuais.

Esse método foi demonstrado
(MOORE e BARR, 1955; MERBER-
GER e colabs. 1955) que o teste para
visualizacdo da cromatina sexual po-
de ser realizado simplesmente com
um esfregaco das células que se des-
¢Gamam quando a superficie interna
da bochecha é raspada com uma es-
patula. O esfregaco bucal é material
de facil obtengdo, por manobras nio
cruentas, indolores e permitindo va-
rias repeticdbes quando necessario,
possibilitando o estudo com conclu-
sdes fiéis, razdo pela qual tem se
constituido no método de eleicdo. A
cromatina sexual, na citologia oral,
entretanto apresenta-se, as vezes em
percentual muito baixo (25 a 30% de
células femininas) e com volume
menor que o encontrado em outros
tecidos (BARR, 1960) dificultando o
seu estudo e obrigando o exame de
cerca de 100 células.

Nesse material a cromatina se-
xual apresenta-se como uma massa
plano-convexa, pequena, tamanho
médio de 1 micrémetro, constituida
de material heterocromatico, situada
junto a membrana nuclear, em sua
face interna.

Segundo BARR e cols. (1950),
essa particula além de sua localiza-
c¢do junto a membrana poderia ser
encontrada em outras regides nuclea-
res. Nos neurdnios situa-se adjacen-
te ao nucléolo, razdo pela qual foi
chamada originariamente de satélite
nucleolar, distinguindo-se deste pela
coloracdo seletiva de Feulgen, ja4 que
¢ constituido de D.N.A.

Apbés estudos de OHNO e cols.
(1959), LYON (1962), RUSSEL e cols.
(1959) e BEUTLER (1959), ficou pro-
vado que a cromatina sexual é um
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cromossoma X, inativo, heterocroma-
tico que se enrola apertadamente du-
rante a interfase constituindo assim
um corpusculo suficientemente denso
para ser visualizado, quer com colo-
racdo nha microscopia 6tica. quer a
fresco na microscopia de contraste de
fase. Entretanto, dificuldades para
sua evidenciacdo em citologia oral, ja
apontadas, levaram-nos a analisar,
comparativamente, os varios métodos
de coloragdo utilizados para visualiza-
¢éo da cromatina sexual em esfregacos
da mucosa oral de recém nascidos.

Material e Método

Para esta pesquisa, utilizou-se
material obtido de 140 recém nascidos
de ambos os sexos, sendo 100 femini-
nos e 40 masculinos da Maternidade
“Gota de Leite” e Maternidade
“Yolanda Carvalho Filho” da Santa
Casa de Misericérdia de Araraquara.

Esse material foi colhido por le-
ve escarificacdo da mucosa da boche-
cha, com espatula de madeira, nos in-
tervalos das mamadas, desprezando-
se a primeira escarificacdo, com a fi-
nalidade de se obter células das ca-
madas mais profundas, onde os nu-
cleos sdo volumosos. O material obti-
do foi distribuido sob a forma de es-
fregaco fino, em 6 laminas e fixado
em Aalcool-éter.

Para a analise morfolégica da
cromatina sexual foram usados os se-
guintes métodos de coloracio: hema-
toxilina de Harris, reacdo de Feulgen
e Rossembeck (segundo PEARSE,
1960), reacdo para tionina (KLIN-
GER e LUDWIG, 1957), cresil violeta
(MOORE e BARR, 1953), reacdo de
Shorr (FREIRE e colabs. 1974) e de
Guard (1959).

As leituras ao microscopio foram
feitas com grande aumento (450x) e
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depois em imersdo (1000x), deslizan-
do-se a lamina de um lado para o
outro, a semelhanca do que se faz na
contagem das células sanguineas.
Considerando-se somente células nao
sobrepostas, de ntcleo vesiculoso e ca-
rioteca bem delimitada. Foram ana-
" lisados, 100 nucleos e estabelecido o
percentual de frequéncia dessa cro-
matina.

Resultados e Discussao

O estudo comparativo ientre os
varios métodos permitiu-nos eleger o
de Guard, apesar desta técnica ser a
mais complexa e com tempo de colo-
loracdo prolongada. Esse método per-
mitiu boa diferenciacdo dos elemen-
tos nucleares, possibilitando, assim a
distincio da cromatina sexual de ta-
manho as ‘vezes bastante reduzido.
Foi o método que apresentou menos
interferéncia de elementos estra-
nhos que pudessem trazer confusdo a
leitura. A cor avermelhada da croma-
tina sexual ndo foi evidenciada na
grande maioria dos preparados, que a
distinguiria dos outros elementos cro-
maticos do nucleo, descritos nesse mé-
todo (Fig. 1).

Computamos em nossos resulta-
dos apenas a presenca dessa particula
junto & membrana do nucleo, embo-
ra se saiba que sua projecdo possa
ser feita em outras partes deste, co-
mo foi demonstrado por NAHOUM e
colabs. (1969). Esse autor demonstrou
em cortes histologicos, com técnicas
especiais, que a cromatina sexual exis-
te praticamente em 100% das células.

Os métodos de cresil violeta e o
de Feulgen foram os primeiros a se-
rem utilizados, permitiram evidencia-
¢ao da cromatina sexual de forma ra-
zoavel em nosso material, confundin-
do-se essa particula com os outros ele-

mentos cromaticos do nucleo acresci-
do do fato de que as bactérias, quando
presentes coram-se principalmente
com o ultimo e podem trazer sérios
embaracos a leitura.

A hematoxilina de Harris ofere-
ceu maior dificuldade para a pesquisa
dessa particula sendo superada pelos
outros métodos.

O método da tionina, que nos pa-
receu durante algum tempo, pela sua
simplicidade e fidelidade de resulta-
dos, atender aos interesses desta pes-
quisa, tendo inclusive sido eleito como
melhor método de coloracéo, teve que
ser abandonado pela dificuldade de
montagem e conservagdo das laminas
e pelas alteracdes que o material so-
fre com o tempo (Fig. 2).

O método de Shorr (Hematoxili-
na), de acordo com a técnica utiliza-
da de rotina em colpocitologia, per-
mitiu a evidenciacao dessa particula,
de modo satisfatério, melhorando os
resultados quando se utiliza hemato-
xilina diluida a 1/10. Esses achados
estao de acordo com a observacido de
FREIRE e colabs. (1974) e revestem-se
de especial interesse na pratica por per-
mitir estudo da cromatina sexual em
laboratérios de colpocitologia, sem a
necessidade de métodos especiais de
coloracdo, aproveitando-se assim sua
rotina laboratorial (Fig. 3).

Resumo e Conclusdes

Os autores analisaram, em ter-
mos comparativos, os seguintes méto-
dos de coloracdo empregados para a
demonstracao da cromatina sexual no
microscoépio 6tico comum: Hematoxi-
lina de Harris, Cresil violeta, Shorr,
Tionina, Guard e Reacdo de Feulgen.

Dos métodos testados para o es-
tudo da Cromatina X, o de Guard foi
o que ofereceu melhores resultados
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para a evidenciacao dessa particula.
O método de tionina, embora fiel nos
resultados, foi preterido pela dificul-
dade de montagem e pelas alteracoes
sofridas com o tempo. Nos laboraté-

Rev. Odont. UNEST
1979/1980 - vol. 8/9

rios de Citologia, aproveitando a ro-
tina de coloragdo, pode-se utilizar,
com bons resultados, também o mé-
todo de Shorr.

SABBAG, Y., UTRILLA, L.S. & RODRIGUES, V.C. — A comparative study of
various coloration methods for the sexual cromatina (X cromatine) in
newborns. Rev. Odont. UNESP, 8/9:19-25, 1979/1980.

SUMMARY: The authors comparatively analysed the following coloration
methods for the evidency of sexual cromatine: Harris hematoxylin, Tionin, Shorr,
Cresyl Violet, Guard”s and Feulgen reactions.

They atested the superiority of Guard’s method for it provides better condi-
tions for the visualization of the cromatine elements, aithough they also concluded
that Shorr’s method can be used with good results.
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LEGENDAS

Fig. 1. Citologia bucal. Célula intermedidria onde se observa cromatina X junto
4 carioteca. Guard, 1000x.

Fig. 2. Citologia bucal. Células intermedidrias notando.se em ambas cromatina X
junto a carioteca, bactérias bem coradas. Tionina, 1000x.

Fig. 3. Citologia bucal. Células intermedidrias observando-se cromatina X junto
4 carioteca para diferenciacio dos elementos cromatfnicos. Shorr, 1000x






