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1. CROMOSSOMOS

Cromossomos sao estruturas filamentosas compostas por DNA e
proteinas que estdo situadas dentro do nucleo das células. A célula
humana, chamada de eucarionte, possui 46 cromossomos, onde 44
sdo autossOmicos e dois sexuais (X € y), sendo organizados em 23
pares (figura 1.1). Estes podem ser diferenciados utilizando os
seqguintes critérios:

e Através do tamanho dos cromossomos;

e Pelo centrbmero, que une os cromossomos em pares e divide
em braco curto (p) e braco longo (q), denominando-os em:
metacéntrico, acrocéntrico, submetacéntrico e telocéntrico, de
acordo com a localizagdo do centrbmero na extensdo do
cromossomo (figura 1.2);

e Por um padrédo de bandas que sao caracteristicos para cada
par cromossdmico e sO € possivel serem visualizadas a partir
de uma coloragao especial.

Figura 1. 1. Caridtipo normal do sexo feminino. Na figura € possivel visualizar
os 23 pares de cromossomos, a diferenga no seu tamanho e um padrao de
bandas claras e escuras.




Figura 1.2. Estrutura e classificagdo do cromossomo de acordo com a
localizagédo do centrébmero.
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2. LEUCEMIA MIELOIDE CRONICA

A LMC é uma doenca mieloproliferativa clonal maligna das células
de linhagem mieléide da medula Ossea, onde ha intensa
proliferagdo de granuldcitos e megacariocitos, com presenca de
eosinofililia e basofilofilia na maioria dos casos. A LMC pode
acometer todas as idades. Possui trés estagios de evolucgéio clinica:
fase crbnica, fase acelerada e fase blastica (Tabela 2.1).

Estd associada a uma alteracdo genética denominada como
cromossomo ‘“Philadelphia” (Ph). O cromossomo Ph € o resultado
de uma translocacédo reciproca entre os bracos longos (q) dos
cromossomos 9 e 22, isto &, t(9; 22), resultando no gene bcr-abl,
que possui uma atividade tirosina-quinase desregulada,
desencadeando uma mieloproliferacdo continua na medula déssea.
Aproximadamente 90% dos casos de Leucemia Mieldide Cronica
apresentam o cromossomo Ph.



Tabela 2.1: Fases de evolucao clinica da Leucemia mieldide crénica e suas
principais caracteristicas.

FASES CARACTERISTICAS

Hiperplasia medular e capacidade de maturagao das
Crénica células mieldides. Manifestacdes no sangue
periférico facilmente controladas pela terapia
medicamentosa convencional. Fase Benigna.

Evolucéao clonal das células de MO e aumento de
Acelerada | blastos, pré mieldcitos e basofilos com diminuicéo
de plaquetas. Resistente a terapia medicamentosa.

Aumento de blastos no sangue periférico ou medula
Blastica O0ssea. Resistente a terapia medicamentosa
convencional. Paciente apresenta quadro clinico de
Leucemia aguda com sobrevida muito curta.

A LMC pode ser diagnosticada através de varios exames, dentre
eles a Citogenética Classica, onde é possivel observar o
cromossomo Ph.

3. CITOGENETICA

As técnicas citogenéticas permitem a visualizagao e caracterizacao
dos cromossomas através de técnicas de bandeamento e
coloragdo, onde é possivel identificar anomalias cromossdémicas
estruturais ou numéricas. Para identificacdo do cromossomo Ph a
técnica de bandeamento utilizada € a de bandas G, onde os
cromossomos apresentam bandas claras e escuras, no qual as
faixas escuras caracterizam DNA rico em bases AT (adenina e
timina) e poucos genes ativos; as bandas claras tém DNA rico em
bases GC (guanina e citosina) e apresentam muitos genes ativos.




No caso da Leucemia Mieldide crbénica, a citogenética € importante
para identificar a presenca do cromossomo Philadelphia e apds
transplante ou tratamento para monitorar a doenca.

Para se fazer uma analise cromossOémica sdo mais comumente
utilizados os linfocitos, por serem capazes de crescer e se dividir
rapidamente em meios de cultura e por serem encontrados em
maior concentragdo na circulagao sanguinea.

As amostras podem ser de sangue periférico ou medula éssea. O
sangue periférico € o material mais facil de ser obtido.

3.1.

Técnica de Citogenética Classica - Cariétipo

A amostra deve ser coletada com o uso de anticoagulante
heparina e permanecer em repouso de 30 a 60 minutos para
gue ocorra a sedimentacao.

Coleta-se a o plasma, rico em linfocitos.

E feita uma lavagem com solugdo contendo polissacarose e
diatrizoato sddico para isolamento dos linfocitos.

Em seguida faz-se a cultura com meio especifico apropriado
contendo estimulante mitético e inibidor microbiano. Icuba-se
em estufa de gas carbdnico (CO?).

A coleta do material é feita apds um periodo de 76 horas para
linfocitos estimulados, ou 48 horas para linfocitos né&o
estimulados. Apos esse periodo é utilizada uma substancia
para que as células parem de se dividir. A substancia mais
utilizada é a solucao de colchicina.

O choque hipoténico com solucdo salina (KCL) faz com que
0S Cromossomos se separem e elimina restos citoplasmaticos.
O material é fixado com metanol-absoluto e acido acético.

O material entdo deve ser bem espalhado em lamina limpa e
seca e em seguida corado com corante convencional, Giemsa
ou Leishman.

Deve ser feita uma analise de, no minimo, 20 metafases,
fazendo uma varredura na lamina e analisando as melhores
células.

E necessaria a presenga de pelo menos quatro cromossomos
Philadelphia para a positividade do exame (figura 3.1.1).



Figura 3.1.1.: Caridtipo de paciente feminino portadora do cromossomo Ph. As
setas indicam o translocamento dos cromossomos 9 e 22, {(9;22).
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