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RESUMO 

 

 

RODRIGUES, Eliane Ferreira. Caracterização das alterações cromossômicas e moleculares 

em síndrome mielodisplásica primária na infância no Estado do Rio de Janeiro. 2014. 172 f. 

Tese (Doutorado em Ciências Médicas) – Faculdade de Ciências Médicas, Universidade do 

Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2014. 

 

 A Síndrome Mielodisplásica (SMD) primária é rara na infância, representando cerca 

de 4% de todas as malignidades hematológicas da faixa pediátrica. A história natural desta 

doença é extremamente variável, alguns pacientes podem apresentar formas brandas, com 

sobrevida alta e baixa taxa de transformação leucêmica. No entanto, cerca de 10 a 40% dos 

casos evoluem para leucemia mielóide aguda (LMA). Este trabalho apresentou como objetivo 

principal analisar células de medula óssea de pacientes com SMD primária na infância para 

suas características citogenéticas, moleculares e clínicas, no sentido de identificar marcadores 

genéticos e epigenéticos que auxiliem o diagnóstico e o prognóstico, além de contribuir para o 

conhecimento das alterações que levam ao desenvolvimento da doença e sua evolução para 

LMA. Nossos resultados mostraram a presença de cariótipos anormais em 56,5% (65/115) 

nos pacientes pediátricos com SMD primária. De acordo com a classificação para SMD da 

infância, 78 pacientes apresentaram CR, 22 AREB e 15 AREB-t. Foram incluídos em nosso 

estudo 3 pacientes com síndrome de Down apresentando SMD. Nos subtipos mais avançados 

da doença a frequência de casos com alterações cromossômicas foi maior. As anomalias 

cromossômicas mais frequentes foram: -7/7q e del(11q). A análise citogenética auxiliou no 

diagnóstico dos casos com suspeita de SMD primária pediátrica e foi uma importante 

ferramenta para a escolha do tratamento. O estudo da presença de metilação na região 

promotora dos genes p15
INK4b

 e p16
INK4a

 revelou que 28,6% (22/77) dos pacientes 

apresentaram metilação para o gene p15
INK4b

 e apenas 7,8% (6/77) para o gene p16
INK4a

, sendo 

as maiores frequências observadas nos subtipos mais avançados de SMD. A análise de 

metilação do gene MDR-1 mostrou ausência de metilação na região estudada, tanto nas 

amostras de medula óssea dos 7 indivíduos saudáveis (doadores de medula óssea) quanto nos 

77 pacientes pediátricos com SMD. Metilação em p15
INK4b

 mostrou uma forte associação com 

alterações envolvendo o cromossomo 7, sugerindo uma provável via de evolução da doença. 

A mediana referente aos níveis relativos de expressão dos genes EZH2 e MDR-1 nos 

pacientes foi maior em relação a mediana dos doadores. Os níveis relativos de expressão do 

gene EZH2 foram maiores nos subtipos AREB/AREB-t. No entanto, os níveis relativos de 

expressão do gene MDR-1 foi semelhante em CR e AREB/AREB-t. Em relação aos 

cariótipos, observamos que os pacientes com cariótipos anormais, apresentaram maior níveis 

relativos de expressão dos genes EZH2 e MDR-1 quando comparado com pacientes com 

cariótipo normal. Nossos resultados sugerem que as alterações cromossômicas, -7/7q-,   

del(11)(q23) e cariótipos complexos e a presença de metilação em p15
INK4ba

 estão associadas 

com mau prognóstico, sendo prováveis biomarcadores de evolução da doença.  
 

Palavras-chave: Síndrome mielodisplásica primária. Infância. Alterações citogenéticas. 

Alterações epigenéticas. Padrão de expressão. Genes p15
INK4b

, p16
INK4a

, 

MDR-1 e EZH2.  



  

 

ABSTRACT 

 

 

RODRIGUES, Eliane Ferreira. Characterization of chromosomal and molecular alterations 

in childhood primary myelodysplastic syndrome in Rio de Janeiro State. 2014. 172 f Tese 

(Doutorado em Ciências Médicas) – Faculdade de Ciências Médicas, Universidade do Estado 

do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2014. 

 

 The primary myelodysplastic syndrome (MDS) is rare in childhood, representing 

about 4% of all pediatric hematologic malignancies. The natural history of this disease is 

extremely variable, some patients may have milder forms, with high survival and low rate of 

leukemic transformation. However, about 10 to 40% of cases progress to acute myeloid 

leukemia (AML). This work had as principal aim analyse bone marrow cells of pediatric 

patients with primary MDS for their cytogenetic, molecular and clinical features, in order to  

identify genetic and epigenetic markers to aid diagnosis and prognosis, as well as to 

contribute for the knowledge of alterations that lead to disease development and its evolution 

to AML. Our results showed the presence of abnormal karyotypes in 56.5% (65/115) in 

pediatric patients with primary MDS. According to the classification of childhood MDS, 78 

patients had CR, 22 RAEB and 15 RAEB-t. It was included in our study three patients with 

Down Syndrome who had MDS. In more advanced disease subtypes the frequency of cases 

with chromosomal abnormalities was higher. The most frequent chromosomal abnormalities 

were -7/7q and del(11q). Cytogenetic analyses aided in the diagnosis of cases with suspected 

of primary pediatric MDS and it was an important tool for the treatment choice. The study of 

the presence of methylation in the promoter region of p15
INK4b

 and p16
INK4a

 genes revealed 

that 28.6% (22/77) showed methylation for the p15
INK4b

 gene and only 7.8% (6/77) for the 

p16
INK4a

 gene, being the higher frequencies observed in more aggressive subtypes of MDS. 

The methylation analysis of the MDR- 1 gene showed that both, the bone marrow samples 

from 7 health individuals (bone marrow donors) as the 77 pediatric patients, showed 

unmethylation at the investigated region. Methylation at p15
INK4b

 gene showed a strong 

association with abnormalities involving chromosome 7, suggesting a possible pathway of 

disease progression. The analysis of relative expression of MDR -1 and EZH2 genes showed 

that both genes had high expression levels in patients with MDS compared to the health 

individuals. The median of relative expression levels of EZH2 and MDR-1 genes in MDS 

patients was higher than the median obtained in donors. The relative expression levels of 

EZH2 gene were higher in the RAEB / RAEB-t subtypes. However, the relative expression 

levels of MDR-1 gene were similar in CR and RAEB / RAEB-t. Regarding karyotypes, we 

observed that abnormal karyotypes showed higher relative expression levels of EZH2 and 

MDR-1 when compared with normal karyotypes. Our results suggest that the chromosomal 

alterations, -7/7q-, del (11)(q23) and complex karyotype; and the presence of methylation in  

p15
INK4b

 are associated with poor prognosis and they are probably biomarkers of disease 

evolution. 

 

Keywords: Primary myelodysplastic syndrome. Childhood. Cytogenetic alterations. 

Epigenetic alterations. Expression pattern. p15
INK4b

, p16
INK4a

, MDR-1 and EZH2 

genes. 
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OMS  Organização Mundial de Saúde 

p    braço curto do cromossomo 

PCR reação em cadeia da polimerase 

PRC1/2 complexo de proteínas repressivo 1/2 

PcG grupo de proteínas Polycomb 

Ph  cromossomo Philadelphia 

pRB proteína de retinoblastoma 

PTEN gene "phosphatase and tensin homolog" 

q  braço longo do cromossomo 

QMS-PCR quantificação da metilação através da reação em cadeia da polimerase 

(“quantitative methylation specific - Polymerase chain reaction") 

RBAP48 gene "retinoblastoma associated protein 48" 

RIZ gene "retinoblastoma protein interacting zing finger" 

RNA ácido ribonucleico 

RPL23 gene "ribosomal protein L23" 

rpm   rotações por minuto 

RPMI  “Roswell Park  Memorial Institute” - meio de cultivo de células 

RPS25 gene "ribosomal protein subunits 25" 

RPS4X gene "ribosomal protein subunits 4, X-linked" 

RT-qPCR reação em cadeia da polimerase da transcrição reversa em tempo real 

RUNX1  gene "runt-related transcription factor 1" 

SAM S-adenosil-L-metionina 

SD Síndrome de Down 

SETBP1 gene "set  binding protein 1" 

SF3B gene "splicing factor 3b" 

SMD   Síndrome Mielodisplásica 

SMP  Síndrome Mieloproliferativa 

SOCS gene "suppressor of cytokine signaling"  

SP sangue periférico 



  

 

SRSF gene "serine/arginine rich splicing factor" 

SUZ12 gene do complexo repressivo Polycomb  PRC2  

T timina 

t   translocação 

TCTCU transplante de células tronco de cordão umbilical 

TCTH transplante de células tronco hematopoéticas 

TET gene "ten-eleven translocation" 

TGFβ gene fator de crescimento transformante beta  ("transforming growth 

factor beta") 

TNF-α                 gene fator de necrose tumoral- alfa ("tumor necrosis factor") 

TNFR-α              gene receptor de  fator de necrose tumoral- alfa ("tumor necrosis factor 

receptor") 

TP53 gene supressor de tumor p53  

U não metilado 

U2AF1 gene "U2 small nuclear RNA auxiliary factor 1" 

WPSS sistema de escala prognóstica baseado na classificação OMS (" WHO 

classification-based Prognostic Scoring System")   
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INTRODUÇÃO 

 

 

 A síndrome mielodisplásica (SMD) compreende um grupo heterogêneo de doenças 

hematopoéticas de natureza clonal de célula tronco pluripotente. É caracterizada por uma 

hematopoese ineficaz, apoptose intramedular aumentada, presença de displasias na medula 

óssea e citopenias em uma ou mais linhagens no sangue periférico. A SMD ocorre com maior 

incidência em indivíduos acima dos 55 anos de idade, sendo considerada rara na infância. 

Cerca de 10 a 40% dos casos evoluem para leucemia mielóide aguda (LMA) e em raros casos 

para leucemia linfóide aguda (LLA) ou leucemia bifenotípica (DELFORGE et al.,  2003; 

NISHINO & CHANG, 2005; JÄDERSTEN & HELLSTROM-LINDBERG, 2009; GARCIA-

MANERO, 2012).  

A SMD primária, ou “de novo”, ocorre quando o paciente não foi submetido a nenhum 

tratamento prévio com medicamentos citotóxicos nem esteve em contato com agentes 

mutagênicos, não havendo, portanto causa conhecida para o aparecimento da doença. 

Entretanto, há um consenso de que fatores hereditários, ambientais e a senescência da 

hematopoese podem influenciar no surgimento da SMD (LORAND-METZE, 2005). Uma 

grande variedade de agentes genotóxicos têm sido implicada na sua etiologia, sendo os mais 

conhecidos e estudados as drogas citotóxicas utilizadas no tratamento de um câncer primário, 

especialmente os agentes alquilantes e os inibidores da topoisomerase II, nestes casos a SMD 

é denominada secundária (NISSE et al., 2001).  

O diagnóstico da SMD é feito inicialmente através de um hemograma (que indica a 

presença de uma ou mais citopenias no sangue periférico e ausência de resposta para vitamina 

B12 e ácido fólico), seguido da análise de biópsia e de mielograma de medula óssea para 

identificar as displasias presentes, a possível presença de blastos caracterizando estágios mais 

avançados da doença e a presença de precursores imaturos com localização anormal (ALIP). 

O diagnóstico da SMD primária é considerado difícil, pois existem várias manifestações 

clínicas que podem apresentar um quadro histopatológico e clínico bastante semelhante ao da 

SMD, como por exemplo, deficiências nutricionais, infecções e condições congênitas. Nestes 

casos existe a necessidade do diagnóstico diferencial onde a presença de clonalidade 

caracteriza a SMD. Desta forma, a análise citogenética pode auxiliar o diagnóstico 

caracterizando alterações cromossômicas clonais e também contribuir para o prognóstico 

(VALLESPI et al., 1998; NISHINO & CHANG, 2005; SOLÉ et al., 2005; LOPES et al., 

2006; HAASE et al., 2007; OLNEY & LE BEAU, 2007; TIU et al., 2011; GIAGOUNIDIS & 
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HAASE, 2013). Outra metodologia que tem sido usada para auxiliar o diagnóstico e o 

prognóstico em SMD primária é a imunofenotipagem (HUANG et al., 2012; WESTERS et 

al., 2012; REIS-ALVES et al., 2013). 

Uma das características da SMD é a presença de citopenias periféricas, isoladas ou em 

associação. As citopenias mais comuns em SMD são anemia, neutropenia e a 

trombocitopenia. Outra característica é a presença de alterações morfológicas decorrentes de 

defeitos de diferenciação celular chamadas de displasias. Estas alterações ocorrem 

principalmente nas linhagens eritróide, granulocítica e megacariocítica (OGATA et al., 2006; 

GIAGOUNIDIS & HAASE, 2013). 

A celularidade da medula óssea é aumentada na maioria dos pacientes com 

mielodisplasia, sendo geralmente, hipercelular ou normocelular. Em alguns casos, os 

pacientes podem apresentar medula óssea hipocelular (WONG & SO, 2002; NIEMEYER & 

BAUMANN, 2011). A SMD é considerada hipocelular quando apresenta menos de 30% de 

celularidade em indivíduos jovens, e menos de 20% em indivíduos idosos (TOMONAGA & 

NAGAI, 2002; GIAGOUNIDIS & HAASE, 2013).  

Como a SMD primária é uma doença extremamente heterogênea, o seu diagnóstico e a 

definição de fatores prognósticos muitas vezes é uma prática clínica dificil. Desta forma, nos 

últimos anos têm sido discutidas as classificações e as escalas prognósticas para os pacientes 

adultos e pediátricos com SMD primária.  

Até 1980 as mielodisplasias incluíam uma variedade de anormalidades hematológicas 

classificadas como síndromes ou estados pré-leucêmicos. Entretanto, essas denominações 

eram insatisfatórias, não agrupando os pacientes que apresentavam uma hematopoese ineficaz 

e nem sempre evoluíam para leucemia aguda, ocorrendo complicações decorrentes das 

citopenias levando ao óbito. A terminologia "pré-leucemia" desapareceu e o termo síndrome 

mielodisplásica tornou-se amplamente aceito, surgindo em 1982 a classificação FAB.  

Em 1982, o grupo internacional de hematologistas franceses, americanos e britânicos 

(o grupo FAB) propôs uma classificação para a SMD primária em 5 subgrupos: anemia 

refratária (AR), anemia refratária com sideroblastos em anel (ARSA), anemia refratária com 

excesso de blastos (AREB), anemia refratária com excesso de blastos em transformação 

(AREB-t) e leucemia mielomonocítica crônica (LMMC). Essa classificação foi baseada nas 

características morfológicas e na porcentagem de blastos na medula óssea e no sangue 

periférico (Tabela 1) (BENNETT et al., 1982).  
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Tabela 1 - Classificação da SMD segundo os critérios propostos pelo Grupo FAB em 1982 

Subtipo 

Monócitos 

(l) Sangue 

Periférico 

Sideroblastos  

em anel (%) 

Medula óssea 

Células Blásticas (%) 

Bastões de Auer 

Medula óssea 
Sangue 

Periférico 

Medula 

óssea 

AR Não < 15 < 1 < 5 Não 

ARSA Não > 15 < 1 < 5 Não 

AREB Não Não < 5 5 - 20 Não 

AREB-t Não Não > 5 20 - 30 Sim ou Não 

LMMC > 1000 Não < 5 < 20 Não 

Legenda: AR- anemia refratária; ARSA- anemia refratária com sideroblastos em anel; AREB- anemia 

refratáriacom excesso de blastos; AREB-t- anemia refratária com excesso de blastos em 

transformação; LMMC- leucemia mielomonocítica crônica.  

Fonte: Bennett et al., 1982. 

 

 

 Desde que foi introduzida, vários estudos comprovaram a utilidade da classificação 

FAB, tanto para o monitoramento de um grande número de pacientes com SMD, permitindo 

comparações entre os diversos estudos, quanto para o tratamento dos pacientes. No entanto, 

para a determinação de um prognóstico preciso, esta classificação apresentava alguns 

problemas: distinguia somente duas categorias de risco, baixo (AR e ARSA) e alto risco 

(AREB, AREB-t e LMMC). Além disso, dentro de um mesmo subgrupo FAB os pacientes 

mostravam grandes variações na evolução da doença e na sobrevivência, especialmente 

dentro dos subgrupos AR e ARSA. A denominação “anemia refratária” nem sempre é 

adequada, sendo a anemia apenas uma de três possíveis citopenias em SMD. Dessa forma, a 

expressão citopenia refratária foi sugerida por alguns autores (GARANDEAU et al., 2000; 

HASLE et al., 2007). A LMMC apresenta em alguns casos características de síndrome 

mielodisplásica e em outros de síndrome mieloproliferativa. Desta forma, sua inclusão na 

SMD vem sendo discutida em outras classificações, como a classificação da organização 

mundial da saúde (OMS) (HARRIS et al., 2000; MALCOVATI & NIMER, 2008). 

A classificação da Organização Mundial de Saúde (OMS) foi criada em 2000. Essa 

classificação utilizou muitos conceitos e definições da classificação FAB e os conhecimentos 

das características citogenéticas e moleculares para melhorar a definição dos subgrupos, assim 

como a relevância clínica, no sentido de aperfeiçoar os critérios de diagnóstico e melhorar a 

definição do prognóstico (HARRIS et al., 2000). A maior diferença entre as duas 
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classificações é o desaparecimento do subgrupo AREB-t, sendo considerada a evolução para 

LMA a partir de 20% de blastos na medula óssea.  

No sistema de classificação proposta pela OMS foram considerados os seguintes 

subgrupos: as anemias refratárias, com ou sem sideroblastos, divididas em AR e ARSA, 

quando a medula óssea apresenta somente uma displasia, e em anemia refratária com displasia 

multi-linhagem (ARDM) e ARDM com sideroblastos em anel (ARDM-SA), quando a medula 

óssea apresenta várias displasias. Foram criados dois subtipos para AREB: AREB-1 (5 a 9% 

de blastos na medula óssea) e AREB-2 (10 a 19% de blastos na medula óssea).  A 

classificação OMS também reconhece a “síndrome 5q-” (SMD primária associada à deleção 

do braço longo do cromossomo 5) como uma entidade clínica separada. Foi criado um grupo 

de SMD inclassificável, o qual inclui os pacientes com displasia significativa de uma única 

linhagem, mas sem outros critérios de classificação (OLNEY & LE BEAU, 2001; MUFTI et 

al., 2008; JÄDERSTEN & HELLSTROM-LINDBERG, 2009). Também foi criada uma 

categoria separada para a LMMC, a categoria “doenças mielodisplásicas/mieloproliferativas”, 

por ainda existir polêmica sobre a natureza mielodisplásica ou mieloproliferativa desta doença 

(HARRIS et al., 2000; VARDIMAN et al., 2002).   

 Apesar de ter como objetivos melhorar o valor prognóstico e clínico da classificação 

FAB, esta classificação também recebeu críticas (HELLSTRÖM-LINDBERG, 2000; HEAD 

et al., 2002). As principais falhas apontadas foram a criação de categorias imprecisas e sem 

bases biológicas, clínicas ou genéticas (citopenias refratárias com displasias de várias 

linhagens e SMD inclassificável) e a falta de precisão prognóstica. Nösslinger e colaboradores 

(2001) aplicaram as duas classificações em 431 pacientes com SMD primária e 

correlacionaram com os dados clínicos, morfológicos e citogenéticos; concluíram que a 

classificação OMS não apresentava vantagens em relação à classificação FAB, que continuou 

sendo a mais utilizada até 2008 (VARMA & VARMA, 2009). 

Em 2008, a OMS fez uma revisão de sua classificação com o objetivo de reduzir os 

pacientes classificados como SMD inclassificáveis e tornar as categorias mais precisas 

(Tabela 2). No novo sistema de classificação da OMS foram definidas três categorias de 

citopenia refratária com displasia unilinhagem (CRDU): anemia refratária (AR), neutropenia 

refratária (NR) e trombocitopenia refratária (TR); e as citopenias refratárias com displasia 

multilinhagem com ou sem sideroblastos em anel não são categorizadas como grupos 

separados, uma vez que apresentam essencialmente o mesmo prognóstico. Nesta nova 

classificação o grupo LMMC é considerado como uma doença mieloproliferativa 
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(JÄDERSTEN & HELLSTROM-LINDBERG, 2009). A classificação OMS-2008 vem sendo 

utilizada na prática clínica, no entanto, diversos estudos continuam sendo publicados 

utilizando a classificação FAB, por esta ser mais simples e também por apresentar o subgrupo 

AREB-t que possibilita caracterizar as alterações citogenéticas e moleculares envolvidas no 

estágio de transformação de SMD para LMA (STEENSMA et al., 2009; 

ECONOMOPOULOU et al., 2010; SEYMOUR et al., 2010).  

 

 

Tabela 2 - Classificação da SMD segundo a proposta da OMS em 2008 

Subtipo Sangue Periférico Medula Óssea 

- CRDU 

- AR 

- NR 

- TR 

Unicitopenia ou bicitopenia 

Blastos raros (<1%) ou ausentes 

 

Displasia unilinhagem; ≥10% das células da 

linhagem afetada são displásicas; <5% blastos;  

<15% precursores eritróides são sideroblastos em 

anel 

ARSA 
Anemia, eritrócitos anormais 

Blastos ausentes  

Apenas displasia eritróide; <5% blastos;  

≥15% sideroblastos em anel 

CRDM 

Citopenia(s) ;Blastos raros (<1%) 

ou ausente;Monócitos <1×10
9
/L  

Ausência de corpos de Auer 

Displasia em ≥10% das células em duas ou mais 

linhagens mielóides;  <5% de blastos;   +/-15% de 

sideroblastos em anel; Ausência de corpos de Auer 

AREB-1 

Citopenias;  <5% de blastos  

Ausência de corpos de Auer 

Monócitos <1×10
9
/L

 

Displasia uni ou multilinhagem 5-9% blastos  

Ausência de corpos de Auer  

AREB-2 

Citopenias ; 5-19% de blastos  

Corpos de Auer +/- ;  

Monócitos <1×10
9
/L 

Displasia uni ou multilinhagem ; 10-19% de  

blastos Corpos de Auer +/-   

Síndrome 

5q- 

 

Anemia  

Contagem de plaquetas normal ou 

aumentada  

Blastos raros (<1%) ou ausentes  

Ausência de corpos de Auer  

 

Megacariócitos normais a  

aumentados com núcleo hipolobulado  

del(5q) isolada  

<5% de blastos  

Ausência de corpos de Auer 

SMD não 

classificada 

Citopenias  

Blastos raros ou ausentes (<1%)  

Ausência de corpos de Auer 

 

Displasia em <10% das células em duas ou mais 

linhagens celulares mielóides  

<5% de blastos  

Ausência de corpos de Auer 

 
Legenda: CRDU: Citopenia Refratária com Displasia Unilinhagem; AR: Anemia Refratária; NR: Neutropenia 

Refratária; TR: Trombocitopenia Refratária; ARSA: Anemia Refratária com Sideroblastos em Anel; 

CRDM: Citopenia Refratária com Displasia Multi-linhagem; AREB: Anemia Refratária com Excesso 

de Blastos.  

Fonte: Adaptado de JÄDERSTEN & HELLSTRÖM-LINDBERG, 2009. 
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Vários estudos têm sido realizados com o objetivo de determinar quais os fatores que 

mais influenciam a sobrevivência e evolução da SMD para LMA, de modo a permitir a 

elaboração de escalas prognósticas auxiliando na escolha do tratamento.  

A classificação de grupos de risco em SMD primária mais utilizada corresponde ao  

Sistema Internacional de Escala Prognóstica (IPSS) desenvolvido em 1997 (GREENBERG et 

al., 1997). Greenberg e colaboradores (1997) após estudarem retrospectivamente 816 

pacientes adultos com SMD, concluíram que a porcentagem de blastos na medula óssea, o 

número de citopenias no sangue periférico e a citogenética são os fatores prognósticos de 

maior importância, tanto para o tempo de sobrevida, quanto para a taxa de transformação 

leucêmica. A maneira como a pontuação foi atribuída a cada parâmetro está descrita na tabela 

3. O IPSS dividiu, então, a SMD primária em quatro grupos: baixo, intermediário 1, 

intermediário 2 e alto risco. Esse sistema apresenta uma importante aplicação clínica, 

auxiliando na escolha do tratamento dos pacientes com SMD primária. 

 

 

Tabela  3 - Pontuação segundo os parâmetros críticos do IPSS (1997) em SMD primária 

Variáveis Prognósticas 
Pontuação 

0 0,5 1 1,5 2,0 

Blastos M.O. < 5% 5 -10% - 11 - 20% 21 - 30% 

Prognóstico Cariotípico *  Bom Intermediário Mau   

Citopenias 0 – 1 2 – 3    

Legenda: “Pontuação” para os grupos de risco: Baixo risco (0 pontos); Intermediário 1 (0,5-1,0 pontos); 

Intermediário 2 (1,5-2,0); Alto risco ( ou = 2,5). Cariótipos*: bom prognóstico: cariótipos normais,   

-Y, del(5q), del(20q), mau prognóstico: cariótipos complexos, anomalias envolvendo o cromossomo 

7; prognóstico intermediário: outras anomalias cromossômicas.  

Fonte: GREENBERG et al., 1997. 

 

 

Em 2007, Malcovati e colaboradores verificaram que a dependência de transfusão 

apresentava um efeito significativo na sobrevida dos pacientes com SMD primária. Portanto, 

pode ser visto como um indicador independente da severidade da doença. Dessa forma, este 

grupo, desenvolveu o sistema de escala prognóstica baseado na classificação da organização 

mundial da saúde (WPSS), o qual  utiliza como variáveis a classificação OMS, a citogenética 

e a dependência transfusional para indicar a sobrevida e a evolução leucêmica de pacientes 

com SMD primária (MALCOVATI et al., 2007). 
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O WPSS identificou 5 grupos de risco em pacientes com SMD: muito baixo, baixo, 

intermediário, alto e muito alto. A vantagem mais relevante na capacidade prognóstica desta 

escala foi observada entre os grupos de SMD sem excesso de blastos (MALCOVATI et al., 

2007). Poucos estudos de comparação entre essas duas escalas prognósticas foram realizados. 

Park e colaboradores (2008), em um estudo com 190 pacientes, observaram que o WPSS 

ofereceu uma estratificação de risco bastante acurada para os pacientes com SMD. As três 

variáveis do WPSS tiveram boa correlação com a sobrevida global e o tempo de evolução 

para leucemia.  

  Apesar de alguns estudos procurarem introduzir novos parâmetros prognósticos, o IPSS 

continua sendo amplamente utilizado (VARMA & VARMA, 2009; GARCIA-MANERO, 

2012). No entanto, este sistema tem apresentado algumas críticas em relação a variação do 

prognóstico para os pacientes classificados no grupo de baixo risco e principalmente em 

relação ao valor prognóstico de algumas alterações cromossômicas (GARCIA-MANERO, 

2012). Recentemente foi feita uma revisão do IPSS (IPSS-R), sendo agora reconhecidos 5 

grupos de risco: muito baixo, baixo, intermediário, alto e muito alto (GREENBERG et al., 

2012). Nessa nova escala prognóstica, houve a inclusão de novas classificações de risco para a 

citogenética, a qual dividiu os pacientes em cinco grupos de risco: muito bom, bom, 

intermediário, mau e muito mau (tabela 4).  

 

 

Tabela 4 - Distribuição de grupos de risco citogenéticos para SMD primária 

 

Subgrupos 

citogenéticos 

 

 

muito 

bom 

 

Bom 

 

intermediário 

 

mau 

 

muito mau 

Cariótipos -Y 

del(11q) 

normal 

del(5q) 

del(12p) 

del(20q) e 

del(5q) 

acompanhada 

de outra 

alteração 

del(7q) 

+8 

+19 

i(17q) 

outras e 

mais de uma 

alteração 

-7 

inv(3) 

t(3q) 

del(3q); 

-7/ del(7q) 

acompanhadas de 

outras alterações e 

complexo 

(até 3 alterações) 

complexo: 

 3 anormalidades 

 Fonte: GARCIA-MANERO, 2012. 
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 Os sistemas de classificação tradicionais (FAB e OMS) e o sistema de escala 

prognóstica (IPSS) foram desenvolvidos com base nas características morfológicas, 

citogenéticas e clínicas de pacientes adultos. Isso porque existem vários estudos com um 

número significativo de pacientes adultos que permitiu a utilização de métodos estatísticos 

validando os fatores que hoje são utilizados para o diagnóstico e para o prognóstico em SMD 

primária.  

Embora a SMD primária na infância seja considerada uma doença com características 

displásicas e hematopoese ineficaz, como a SMD do adulto, as características clínicas, a 

presença de anormalidades genéticas associadas e a caracterização das alterações 

cromossômicas têm refletido uma diferente questão biológica da SMD durante a infância 

(POLYCHRONOPOULOU et al., 2004; HASLE & NIEMEYER, 2011; GLAUBACH et al., 

2014). 

A SMD primária é uma doença rara na infância representando cerca de 4% de todas as 

malignidades hematológicas da infância (NIEMEYER & KRATZ, 2008; HASLE & 

NIEMEYER, 2011; RAU et al., 2012; CHATTERJEE & CHOUDHRY, 2013; GLAUBACH 

et al., 2014). O termo síndrome pré-leucêmica pediátrica apareceu na literatura inicialmente 

em 1970 (HUMBERT et al., 1971). Em 1980, somente 11 pacientes pediátricos foram 

descritos e todos eles evoluíram para LMA (KLEIHAUER, 1980). O primeiro grande estudo 

em SMD na infância foi publicado em 1987, sendo incluídos 21 pacientes, os quais 

apresentaram um curso agressivo da doença (CREUTZIG et al., 1987). 

Em geral, o prognóstico da SMD primária na infância é considerado desfavorável, a 

maioria dos pacientes evolui a óbito. De acordo com dados do Grupo Cooperativo Brasileiro 

de Síndrome Mielodisplásica em Pediatria (GCB-SMD-PED), a sobrevida para as crianças 

que não possuem um doador de medula óssea compatível para o transplante de células tronco 

hematopoéticas alogênico é de apenas 20-25% em 5 anos nos subgrupos mais agressivos 

(LOPES & LATORRE., 2003). Essa baixa taxa de sobrevida se deve, principalmente, em 

decorrência da transformação leucêmica ou por complicações, como infecções e hemorragias. 

Em crianças a transformação leucêmica é mais rápida e pode ser observada em 15 a 70% dos 

pacientes, dependendo do tipo de SMD (JAKAB et al., 1999; LOPES et al., 2002; WOODS et 

al., 2002).  

Estudos têm mostrado algumas diferenças entre a SMD primária na infância e no 

adulto como: a incidência extremamente rara do subtipo ARSA em pacientes pediátricos, ao 

passo que em pacientes adultos consiste em cerca de 25% dos casos; a monossomia do 7 é a 
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alteração cromossômica mais frequente na infância e nos adultos é a deleção do braço longo 

do cromossomo 5; as possibilidades terapêuticas em pacientes adultos com SMD são 

limitadas devido a idade avançada, sendo indicado geralmente uma terapia  paliativa, 

enquanto que nas crianças com SMD a principal terapia é a curativa, através do transplante de 

células tronco hematopoéticas alogênico (HASLE & NIEMEYER, 2003; HASLE & 

NIEMEYER, 2011). Na tabela 5 podemos observar as principais diferenças entre a SMD 

primária em pacientes pediátricos e adultos. 

 

 

Tabela 5 - Diferenças entre SMD primária em pacientes pediátricos e adultos 

Parâmetros Crianças Adultos 

 Incidência/milhão 3.6 >35 

 ARSA <2% 25% 

 Alterações Citogenéticas 60% 40% 

 -7/7q- 30% 10% 

 -5/5q- 1-2% 20% 

 Anormalidades clínicas associadas 30% <5% 

 Objetivo principal do tratamento Curativo Paliativo 

Fonte: HASLE & NIEMEYER, 2003. 

 

 

A SMD primária na infância pode ocorrer em pacientes com alterações genéticas 

congênitas como: anemia de Fanconi, disqueratose congênita, neutropenia congênita severa, 

síndrome de Shwachman-Diamond, anemia aplástica adquirida ou SMD familiar. No entanto, 

até o momento, não existem estudos que realmente comprovem que a SMD pediátrica que 

ocorre em pacientes com anormalidades constitucionais difere daquela sem estas 

anormalidades (HASLE & NIEMEYER, 2011).  

A utilização dos sistemas de classificação tradicionais como: FAB (BENNETT et al., 

1982) e OMS (HARRIS et al., 2000), baseados em SMD do adulto, foi tema de muita 

discussão em SMD na infância. Isso porque a SMD na infância apresenta características 

específicas que dificultam a sua inclusão nestes sistemas de classificação. Hasle e 

colaboradores em 2003 sugeriram novos critérios para classificação da SMD da infância, 

sendo os critérios mínimos: citopenias sem uma causa esclarecida (anemia, neutropenia e 

trombocitopenia), pelo menos duas linhagens apresentando displasias, alteração citogenética 

clonal adquirida e número de blastos igual ou maior que 5% na medula óssea. A classificação 

da SMD na infância reconhece os seguintes subgrupos: o subgrupo da SMD primária 
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propriamente dita, o qual foi subdividido em citopenia refratária ( 2 % de blastos no S.P. e  

5% na M.O.), anemia refratária com excesso de blastos (2 – 19% de blastos no S.P e 5–19% 

na M.O.) e anemia refratária com excesso de blastos em transformação (20 -29% de blastos 

no S.P e 20–29% na M.O.); o subgrupo dos pacientes com Síndrome de Down que 

apresentam SMD e o subgrupo das  doenças mielodisplásicas /mieloproliferativas (SMP) 

representado pela leucemia mielomonocítica juvenil (LMMJ) (Figura 1).  

 

 

Figura 1 - Classificação da síndrome mielodisplásica na infância 
 

Legenda: CR: Citopenia Refratária; AREB: Anemia Refratária com Excesso de Blastos; AREB-t: Anemia 

 Refratária com Excesso de Blastos em transformação; LMMJ: Leucemia Mielomonocítica Juvenil; 

 SP: Sangue Periférico; MO: Medula Óssea.  

Fonte: adaptada de HASLE et al., 2003. 

 

 

A LMMJ ocorre principalmente em meninos com menos de 2 anos de idade. Esses 

pacientes apresentam em geral hepato-esplenomegalia, febre, infecção, sangramento, alta 

contagem leucocitária com uma monocitose absoluta, anemia, trombocitopenia e hemoglobina 

fetal aumentada. Citogeneticamente, a LMMJ é caracterizada em 25-30% dos casos pela 

monossomia do cromossomo 7. Cerca de 10% dos pacientes apresentam outras alterações 

cromossômicas e em cerca de 60% dos casos os cariótipos são normais. Molecularmente, a 

LMMJ é frequentemente caracterizada por mutações nos genes NF1, N-ras e PTPN11, 

apresentando a via de sinalização para proliferação celular ativada (CHAN et al., 2009). 

Devido a LMMJ apresentar características clínicas e biológicas definidas, atualmente este 
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subgrupo foi retirado da classificação da SMD, sendo considerada uma doença 

mieloproliferativa (CHAN et al., 2009).  

Como podemos notar, a classificação da SMD pediátrica retirou o subgrupo anemia 

refratária com sideroblastos em anel (ARSA) devido a sua frequência ser muito baixa na 

infância, aproximadamente 2% dos casos (CHAN et al., 1997;  HASLE et al., 2003). 

Outra característica desta classificação é o fato do paciente apresentar uma alteração 

citogenética, isso tem gerado uma discussão, uma vez que, muitos pacientes com SMD 

primária na infância apresentam cariótipos normais (POLYCHRONOPOULOU et al., 2004).  

Em relação à distribuição de casos segundo o subtipo da SMD, a CR tem sido 

apontada por alguns estudos como relativamente comum, acometendo em torno de 40-60% 

dos pacientes pediátricos (POLYCHRONOPOULOU et al., 2004). Enquanto os subtipos 

AREB e AREB-t aparecem em cerca de 15-20% da SMD na infância (WEBB et al, 2002; 

PASSMORE et al, 2003).  

O diagnóstico da SMD primária em pediatria é considerado em muitos pacientes uma 

prática difícil. Estudos de biópsia de medula óssea revelaram a presença de hipocelularidade 

nos pacientes do subtipo CR em cerca de 60% dos casos. Nestes casos existe a dificuldade de 

diagnóstico entre SMD hipocelular e anemia aplástica (POLYCHRONOPOULOU et al., 

2004). Baumann e colaboradores (2012) mostraram a importância de uma boa avaliação 

morfológica para diferenciar a citopenia refratária hipocelular na infância da anemia aplástica, 

sendo essencial para a escolha da estratégia terapêutica. Além disso, quadros de infecção, 

desnutrição e doenças congenitas podem dificultar o diagnóstico de SMD. 

Em relação a escala prognóstica, tem sido utilizado o IPSS, uma vez que os 

parâmetros considerados mais importantes para predizer evolução da doença e tempo de 

sobrevivência são: % de blastos na medula óssea, citogenética e citopenias. Entretanto, alguns 

estudos sugerem que a utilização do IPSS para SMD pediátrica apresenta limitações. Uma 

dessas limitações está associada ao parâmetro da citogenética, pois como existem poucos 

estudos abordando o padrão cromossômico em SMD primária pediátrica na literatura, muitas 

alterações cromossômicas não apresentam seu valor prognóstico definido (HASLE et al., 

2004; SASAKI et al., 2001; PASSMORE et al., 2003).  

 As alterações citogenéticas clonais podem ser detectadas em 30–50% dos pacientes 

adultos com SMD primária (PANANI & ROUSSOS, 2005; BACHER et al., 2009; WANG et 

al., 2010). Na infância existem poucos estudos com um grande número de pacientes devido a 

sua raridade. No entanto, tem sido observado alta incidência de alterações cromossômicas, em 
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torno de 50-70% dos casos (WEBB et al., 2002; KARDOS et al , 2003; YUSUF et al., 2004; 

GÖHRING et al., 2010). Essas alterações variam de uma simples mudança estrutural ou 

numérica até complexas lesões genômicas envolvendo três ou mais cromossomos distintos. 

Alterações citogenéticas simples ocorrem frequentemente nos estágios iniciais da doença. 

Entretanto, em estágios de transformação leucêmica e/ou durante a evolução da doença é 

comum mudanças citogenéticas mais complexas (FERNANDEZ et al., 2000, WANG et al., 

2010).  

Os estudos citogenéticos mostraram um papel fundamental no diagnóstico dos casos 

de SMD, principalmente nas crianças, sendo utilizado para a confirmação de clonalidade 

(SASAKI et al., 2001; PASSMORE et al., 2003, HAASE, 2008). A monossomia do 7 é a 

alteração cromossômica mais frequente em pacientes com SMD primária da infância, sendo 

encontrada em aproximadamente 25% dos casos (HASLE & NIEMEYER, 2011). Esta 

alteração está associada com mau prognóstico e uma rápida progressão para LMA (SASAKI 

et al., 2001; PASSMORE et al, 2003; AKTAS et al, 2006). A deleção 7q é também 

frequentemente encontrada em SMD, sendo geralmente acompanhada de outras alterações 

cromossômicas e associada com mau prognóstico (MHAWECH & SALEEM, 2001). Em 

SMD de adultos esta alteração é mais observada nos casos de mielodisplasia secundária 

(KWONG, 2010). 

 A trissomia do cromossomo 8 é a segunda alteração númerica mais comum em 

pacientes pediátricos com SMD (RAU et al, 2012; HASLE & NIEMEYER, 2011). A 

incidência do ganho do cromossomo 8 em SMD primária é de aproximadamente 10%, sendo 

observada em todos os subgrupos (PANANI & ROUSSOS, 2005). Tanto o IPSS quanto 

IPSS-R classificam esta alteração como de risco intermediário. Entretanto, alguns estudos 

apontam que pacientes com esta alteração têm um risco aumentado de transformação 

leucêmica (SOLÉ et al., 2000; FERNANDEZ et al., 2000). 

Outras alterações aparecem com menor frequência em SMD na infância, sendo 

observada com maior incidência em adultos como: deleção do braço longo dos cromossomos 

5 (del 5q) e 20 (del 20q), a deleção do braço curto dos cromossomos 17 (del 17p) e 12 (del 

12p) e a inversão do cromossomo 3 (inv 3). Translocações recíprocas são raras e incluem 

t(1;7)(q10;p10), t(1;3)(p36;q21), t(3;3)(q21;q26); t(6;9)(p23;q34), t(5;12)(q33;p13), e 

t(5;7)(q33;p11) (DELFORGE et al., 2003; PANANI & ROUSSSOS, 2005, BORGONOVO et 

al., 2005; HAASE et al., 2008; BELLI et al., 2011).  
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Alterações citogenéticas envolvendo o cromossomo 5 incluem a del(5q), -5 e as 

translocações não balanceadas. A deleção do braço longo do cromossomo 5 pode ser terminal 

ou na maioria dos casos intersticial, com o ponto de quebra na região 5q13q33 ou 5q31q33. 

Neste caso, não se observa uma frequência aumentada de evolução para leucemia, a menos 

que exista uma combinação com outros defeitos cromossômicos (PANANI & ROUSSOS, 

2005). A del(5q) é considerada a alteração cromossômica mais frequente em adultos com 

SMD primária. Esta alteração quando se manifesta isoladamente pode ser reconhecida como 

síndrome 5q-. Esta síndrome é associada geralmente com pacientes do sexo feminino e idades 

avançadas. O quadro clínico característico é composto por anemia macrocítica, hiperplasia 

eritróide na medula óssea, megacariócitos pequenos e hipolobulados, trombocitose, menos de 

5% de blastos na medula óssea e diagnóstico de AR (HARRIS et al., 2000; HAASE, et al., 

2007).  Esta alteração cromossômica é rara na infância e, quando observada geralmente ocorre 

em um contexto de cariótipo complexo (NIEMEYER & KRATZ, 2008).  

  Alterações do braço longo do cromossomo 11 são comuns em malignidades 

mielóides, sendo encontradas em 5% dos casos de SMD primária. Geralmente esta alteração 

está acompanhada de cariótipos complexos e tem um prognóstico não favorável (PANANI & 

ROUSSOS, 2005). No entanto, o IPSS-R considera esta alteração cromossômica associada 

com bom prognóstico.  

 A deleção do braço curto do cromossomo 17 (17p-) tem sido descrita em 4% dos 

pacientes com SMD, estando frequentemente associada com alterações adicionais envolvendo 

principalmente os cromossomos 5 e 7. Pacientes com esta alteração geralmente apresentam as 

seguintes características morfológicas: disgranulopoese com hipolobulação pseudo-Pelger-

Hüet, hipo-granulação e vacúolos observados em pequenos neutrófilos (VALLESPI et al., 

1998). Clinicamente a doença é agressiva com resistência ao tratamento e sobrevida mais 

curta. O gene TP53 localizado na região 17p13 é tipicamente perdido nestes casos e a 

inativação do segundo alelo no cromossomo homólogo ocorre em aproximadamente 70% dos 

casos (LAI et al., 1995; SAITO et al, 2011). No entanto, em  malignidades hematológicas 

pediátricas, existem controvérsias em relação a frequência de alterações cromossômicas e 

moleculares envolvendo o gene TP53 (FELIX et al, 1996; SAITO et al, 2011).  

 Deleção do braço longo do cromossomo 20, como anomalia única ou em associação 

com outras alterações, ocorre com uma incidência de aproximadamente 5%. A deleção 20q é 

usualmente intersticial, afetando em geral a região 20q11 e 20q13 (PANANI & ROUSSOS, 

2005). Inicialmente alguns estudos mostraramm que esta anomalia estava associada com um 
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pior prognóstico (CAMPBELL & GARSON, 1994). Entretanto, estudos mais recentes e o 

IPSS sugerem que pacientes que apresentam esta alteração de forma isolada apresentam um 

prognóstico favorável (GREENBERG et al., 1997; LIU et al., 2006; GREENBERG et al., 

2012; BACHER et al., 2014).  

A incidência das alterações citogenéticas pode refletir em uma instabilidade genômica 

clonal, levando a uma pré-disposição para a aquisição de lesões genéticas adicionais. Estudos 

citogenéticos de acompanhamento de evolução da SMD para LMA  demonstraram que 

alterações cromossômicas simples ocorrendo em subtipos de SMD são acrescidas de outras 

alterações durante a progressão da doença (FERNANDEZ et al., 2000; WANG et al., 2010), 

estando envolvidas alterações em oncogenes e genes supressores de tumor (MORI et al., 

2000; MHAWECH & SALEEM, 2001; JÄDERSTEN& HELLSTROM-LINDBEERG, 

2010).  

A progressão histopatológica do tecido normal para o câncer é um processo que ocorre 

em múltiplas etapas, no qual o somatório de várias lesões genéticas culmina na transformação 

malígna. O desenvolvimento e a evolução da SMD primária a partir de estágios precoces até 

estágios mais avançados da doença e sua eventual transformação para leucemia parecem estar 

de acordo com este conceito (STEENSMA & TEFFERI, 2003). Por isso, a SMD é 

considerada um modelo ideal para estudo da leucemogênese. 

Embora muitas alterações cromossômicas tenham sido identificadas em SMD 

primária, alterações moleculares responsáveis pelo início e evolução desta doença ainda são 

pouco conhecidas nos pacientes adultos e principalmente nos pacientes pediátricos 

(QUESNEL et al., 1998; TIEN et al., 2001, LOOK., 2005). No entanto, recentes descobertas 

moleculares têm proporcionado novos conhecimentos identificando alterações genéticas e 

epigenéticas específicas relacionadas com os programas de proliferação, diferenciação  e 

morte celular (apoptose), alterando processos de sinalização molecular. Muitos desses genes 

mutados têm sido indicados como importantes fatores prognósticos, sendo críticos para o 

desenvolvimento da doença e sua evolução para LMA (tabela 6) (GREENBERG, 2013).  
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Tabela 6 - Mutações em genes relacionados ao prognóstico desfavorável em SMD primária 

Genes Função 

RUNX1, N-Ras , ETV6, FMS, FLT3, SETBP1 Sinalização /diferenciação celular 

TP53, NPM1 Regulação do ciclo celular 

BCL2 Apoptose  

RPS1, RPL23, RPS4X, RPS25, RPS19 Transcrição 

SF3B, SRSF, SETBP1, CUX1, U2AF1 Reguladores transcricional  

ASXL1, EZH2, TET, DNMT3A Reguladores epigenéticos  

Fonte: GREENBERG, 2013. 

 

 

As alterações moleculares envolvidas com o desenvolvimento da SMD e sua evolução 

para LMA levam a ativação de oncogenes e inativação de genes supressores de tumor. Entre 

os oncogenes envolvidos na leucemogênese destaca-se o N-ras. Mutação no proto-oncogene 

N-ras sinaliza de forma constitutiva para a proliferação celular. Estudos demonstraram 

mutação pontual no oncogene N-ras em 10% a 40% dos casos de SMD primária em pacientes 

adultos, sendo esta alteração associada com diminuição na sobrevida e alta incidência de 

progressão leucêmica (NIIMI, 2006). Entretanto, alguns estudos sugerem que a mutação N-

ras ocorre em estágios iniciais da SMD, uma vez que pacientes com cariótipos normais dos 

subtipos menos agressivos da doença AR e ARSA podem apresentar N-ras mutado 

(FERNANDEZ et al., 1998). Os achados de mutação N-ras em SMD primária ainda são 

controversos. Tem sido sugerido que a mutação no oncogene N-ras pode ocorrer em estágios 

inicias ou avançados da doença, podendo contribuir para a patogênese da SMD por estimular 

inicialmente a expansão clonal ou tardiamente a transformação leucêmica (NISHINO et al., 

2005). Em SMD da infância, a presença de mutações nos onocogenes N-ras e K-ras ocorrem 

em uma frequência muito baixa. Jekic e colaboradores (2004) estudaram 35 pacientes 

pediátricos com SMD primária e verificaram a presença de mutação no gene ras em apenas 

três pacientes, estando esse grupo associado com cariótipos normais. 

 Outro gene alterado descrito em pacientes com SMD é o c-fms. O gene c-fms  codifica 

o receptor do fator estimulador de colônia CSF-1 ou CSF de macrófagos, sendo sua atividade 

dependente da ligação à tirosina quinase. CSF-1 quando ativo promove a proliferação e 

diferenciação de células hematopoéticas da série monócito-macrófago. Mutações no gene c-

fms resulta em uma proteína com alterações conformacionais, levando a expressão 

constitutiva do receptor. Mapeado na região q33 do cromossomo 5, o gene c-fms  tem sido 

implicado na patogênese de doenças hematológicas da linhagem mielóide. Mutação pontual 

no códon 969, deste gene ocorre com maior incidência em subtipos mais avançados de SMD 
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(NISHINO et al., 2005). Além disso, alguns estudos indicam que genes supressores de tumor 

críticos para o desenvolvimento dos subtipos mais agressivos da SMD e da LMA estão 

localizados na região 5q31 (ROYER-POKORA, 2006). Estudos de haploinsuficiência 

sugerem genes como EGR1 (“Early Growth Response 1”), CSF1R (“Colony stimulating 

factor 1 receptor”), e RPS14 (“Ribosomal protein S14”) possam contribuir para a 

transformação maligna (DE SOUZA et al., 2010; BAJAJ et al., 2011). Recentemente, o gene 

EGR1 tem sido demonstrado como um regulador direto dos genes supressores de tumor TP53, 

CDKN1A/p21, TGFB e PTEN, e a perda de função destes genes supressores está 

correlacionada com a imortalidade celular e a “fuga” do programa de apoptose (BARON et 

al., 2006). Estes estudos foram realizados em pacientes adultos. 

O gene MLL, localizado na região q23 do cromossomo 11, encontra-se rearranjado em 

70% dos casos das leucemias agudas da infância e 10% dos casos das leucemias agudas de 

adultos (KRIVTSOV & ARMSTRONG, 2007; MEYER et al., 2009; LIM et al., 2014). O 

gene MLL codifica uma  proteína com múltiplos domínios, pertencente ao grupo de proteínas 

Trithorax (TrxG), sendo expressa tanto em células hematopoéticas pluripotentes quanto na 

população de células progenitoras. Membros da família Trithorax estão associados com a 

regulação positiva de expressão de genes-alvo. A proteína MLL é processada pós-tradução 

por clivagem proteolítica, gerando os fragmentos N-terminal e C-terminal. Os domínios 

associados a porção C-terminal auxiliam na preparação da cromatina para a transcrição 

eficiente e, os domínios associados a porção N-terminal contém características essenciais para 

o correto direcionamento do complexo MLL. Desta forma, o complexo MLL coordena três 

principais mecanismos de modificação da cromatina: metilação, acetilação e remodelamento 

nucleossômico (KRIVTSOV & ARMSTRONG, 2007; JOBE et al., 2012). Em pacientes 

adultos com SMD, este gene foi descrito estando associado com a transformação para LMA 

(IBRAHIM et al., 2000). No entanto,  existem poucos estudos mostrando o envolvimento do 

gene MLL em SMD primária pediátrica (RODRIGUES et al., 2007).   

Interessantemente, muitos dos genes, frequentemente mutados em SMD primária 

codificam proteínas envolvidas na maquinaria epigenética da célula, sugerindo uma ligação 

entre os mecanismos genéticos e epigenéticos na patogênese desta doença.  

O termo epigenética refere-se a modificações covalentes reversíveis e herdadas da molécula 

de DNA, sem que haja alteração na sequência de bases (GALM et al., 2006). Mecanismos 

epigenéticos desempenham um papel essencial no silenciamento transcricional em muitos 

processos, tais como a inativação do cromossomo X, o "imprinting", o controle da expressão 
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gênica tecido-específica e a manutenção da integridade cromossômica, agindo também na 

defesa do genoma contra elementos genéticos móveis (LAIRD & JAENISCH, 1996; 

BARROS & OFFENBACHER, 2009). Existem dois mecanismos principais evolvidos na 

epigenética: a metilação do DNA e a modificação de histonas. 

 A metilação do DNA é um processo epigenético natural que constitui na modificação 

endógena mais comum no genoma de mamíferos, sendo essencial para o desenvolvimento do 

organismo (GALM et al, 2006).  A metilação ocorre somente nas bases citosina que estão 

localizadas próximas das bases guanina de um dinucleotídeo simétrico, CpG (Figura 2A). 

Citosinas metiladas representam 0,75-1% do total de bases do DNA (WORN & GULDBERG, 

2002).  

As ilhas CpGs são encontradas em pequenas regiões de 1-2 Kb, representando, 

aproximadamente, 2% do genoma, e possuem propriedades distintas quando comparadas com 

o restante do DNA genômico. Com relação a sua distribuição, as ilhas CpGs são comumente 

encontradas dentro ou próximas a promotores de genes de manutenção (RAKYAN et al., 

2001). Aproximadamente 70% dos dinucleotídeos CpGs estão metilados, no entanto, muitas 

ilhas CpGs apresentam-se livres de metilação, estando associadas com a atividade 

transcricional do gene. O padrão de metilação da célula é precisamente reproduzido após a 

síntese do DNA e estavelmente transmitido para as células filhas. A adição de um grupamento 

metila (CH3) na posição 5 da citosina é um evento catalisado por um grupo de enzimas 

chamadas DNA metiltransferases (DNMT). A DNMT3A e DNMT3B estão envolvidas na 

metilação "de novo" e DNMT1 promove a manutenção do DNA semi-metilado durante a 

replicação. A S-adenosil-metionina (SAM) serve como doadora de radicais metila nas reações 

de transmetilação (Figura 2B) (WORM & GULDBERG, 2002). 
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Figura 2 - Região de metilação na sequência do DNA e adição do grupamento metila pelas 

 enzimas DNMTs  

Legenda: A - O genoma humano apresenta grupos metil, os quais ocorrem exclusivamente em resíduos de 

citosina dentro de um dinucleotídeo simétrico CpG; B - A adição do grupo metil a citosina é catalizada 

pela DNA metiltransferase (DNMT), usando a S-adenosil-L-metionina (SAM) como um substrato. 

Fonte: WORN & GULDBERG, 2002. 

 

 

A metilação do DNA promove mudanças na estrutura da cromatina, modificando as 

interações entre o DNA e os fatores de transcrição. Tais mudanças podem regular, reversível 

ou irreversivelmente, as funções do genoma atuando na repressão transcricional e na 

organização da cromatina. Genes que são ativamente transcritos tendem a ter baixos níveis de 

metilação das suas regiões promotoras, enquanto que genes silenciosos, isto é, que não se 

expressam em determinados tecidos ou circunstâncias, têm sua região promotora altamente 

metilada (Figura 3) (WORM & GULDBERG, 2002).  
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Figura 3 - Atividade transcricional do gene de acordo com o padrão de metilação 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Citosinas não metiladas são amplamente encontradas em ilhas CpGs, as quais usualmente estão 

localizadas no promotor e nas regiões do primeiro éxon de genes “housekeeping”. A - O estado 

completamente desmetilado de uma ilha CpG na região promotora está relacionado com a atividade 

transcricional, entretanto;   B -  metilação completa, causa o silenciamento transcricional.  

Fonte: WORN & GULDBERG, 2002.  

 

 

Estudos iniciais sobre o mecanismo do efeito inibitório da metilação sugeriram uma 

interferência direta dos grupamentos metila na ligação de fatores de transcrição a seus sítios 

de reconhecimento na cromatina. Sendo assim, os fatores de transcrição que se associam a 

sequências que contêm dinucleotídeos CpG não conseguem se ligar a essas sequências 

quando os resíduos CpG estão metilados. No entanto, modelos alternativos referem-se a 

mudanças na arquitetura nucleossomal como um elemento de repressão. Este modelo foi 

reforçado pela identificação de uma família de proteínas que preferencialmente ligam-se a 

CpGs metilados (MBPs - proteínas ligadoras de CpG metilados) (WADE, 2001). Algumas 

destas proteínas têm sido diretamente implicadas no silenciamento de genes metilação-

dependentes, por recrutar histonas desacetilases (HDACs) para o local da metilação. HDACs 

catalizam a remoção dos grupos acetil dos nucleossomos, convertendo a estrutura da 

cromatina aberta para transcrição para uma estrutura fechada, a qual se torna inacessível a 

maquinaria transcricional basal (Figura 4) (WORN & GULDBERG, 2002; GALM et 

al.,2006). 
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Figura 4 - Modelo para o silenciamento transcricional dependente de metilação  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: Citosinas metiladas são reconhecidas por proteínas ligadoras de metil CpG (MBPs), as quais recrutam 

histonas desacetilases (HDACs) para o local da metilação, convertendo a cromatina em uma estrutura 

fechada, que se torna inacessível a maquinária de transcrição.  

Fonte: WORN & GULDBERG, 2002.  

 

 

No câncer a hipermetilação de regiões promotoras de genes supressores de tumor é 

uma importante alteração epigenética que está despertando um grande interesse no estudo de 

desenvolvimento de novas terapias. Estudos em malignidades hematológicas têm mostrado 

uma forte relação entre metilação e fenótipo neoplásico.  

Em SMD, numerosos estudos de metilação do DNA têm revelado a complexidade da 

doença a nível epigenético. Uma recente revisão em metilação do DNA em SMD primária 

descreve os diversos genes frequentemente metilados (tabela 7). Estes genes estão envolvidos 

em diversas funções como: reparo do DNA, apoptose, proliferação e regulação do ciclo 

celular (KHAN et al., 2013; SANTINI et al., 2013).  
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Tabela 7 - Genes frequentemente metilados em SMD primária  

Fonte: SANTINI et al., 2013  

 

 

Diversos genes envolvidos no controle do ciclo celular encontram-se alterados por 

metilação nas doenças hematológicas, principalmente os membros da família Ink4, p15 e p16 

(LEHMANN, 2004, CANDILORO et al., 2008).  

Os genes p15
INK4b

 e p16
INK4a

  estão localizados na região p21 do cromossomo 9. As 

proteínas codificadas por esses genes induzem a parada do ciclo celular na fase G1-S através 

da inibição da atividade do complexo ciclina D e CDK4 e CDK6. A transição da fase G1 para 

S representa um ponto extremamente importante no relógio do ciclo celular (figura 5). 

Metilação em regiões promotoras dos genes p15
INK4b

 e p16
INK4a

 induzem a repressão 

transcricional desses dois genes, contribuindo para a passagem direta da célula para a fase S. 

Dessa forma, a inibição da expressão desses genes está associada com alta taxa de 

proliferação celular (LEES, 1995; COTRAN  et al., 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Genes  Função 

p15
INK4b

, p16
INK4a

 regulação do ciclo celular  

Calcitonina  metabolismo do cálcio e fósforo 

DAPK-1 Apoptose  

E-caderina (CDH1) Adesão celular 

ER receptor de hormônio  

SOCS-1 supressor de citocinas  

RIZ1 regulação do ciclo celular 
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Figura 5 - Genes p15 e p16, membros da família INK4 de inibidores do ciclo celular  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: O ciclo celular é dividido em quatro fases – G1, S, G2 e M. Estão representados os períodos de 

atividade dos complexos ciclina-Cdks durante a progressão do ciclo. Várias proteínas inibidoras 

podem parar o avanço deste ciclo em fases específicas G1 S e G2 M. Por  exemplo, os membros 

da família de inibidores INK4 p15 e p16, atuam bloqueando a atividade do complexo ciclina D e 

CDK4 e CDK6, impedindo o avanço do ciclo da fase G1 para S.  

Fonte: COTRAN et al., 2000.  

 

 

Em neoplasias hematológicas, tem sido verificado que os genes p15
INK4b

 e p16
INK4a

 

estão frequentemente deletados em leucemia linfóide aguda em crianças e adultos 

(STREFFORD, 2007; IACOBUCCI et al., 2011). No entanto, em SMD primária, estes dois 

genes são raramente mutados ou deletados (NAKAMAKI et al, 1997; MARISAVLJEVIC et 

al., 2013). Estudos mostraram que p15
INK4b

 atua como um importante regulador da 

proliferação e diferenciação das linhagens mielóides, monocítica e megacariocítica, inibindo 

esses processos (TEOFILI et al, 2001). Posteriormente, foi demonstrado, que o silenciamento 

transcricional dos genes p15
INK4b

 e p16
INK4a 

 via metilação aberrante é um evento crítico na 

leucemogênese. A metilação na região promotora do gene p15
INK4b

 tem sido observada em 

SMD e leucemias agudas, tanto linfóide quanto mielóide (HERMAN et al., 1996a, AU et al., 

2003; GARCIA-MANERO et al., 2002; KIM et al., 2010).  

No sentido de verificar o papel desses dois genes no processo de desenvolvimento e 

evolução da SMD para LMA foram realizados alguns estudos correlacionando alterações 
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nesses genes com os subtipos da doença segundo a classificação FAB. Alguns grupos 

demonstraram que a metilação aberrante de p15
INK4b 

ocorre com maior incidência nos casos 

de expansão blástica como AREB, AREB-t e LMA resultante de transformação de SMD e 

mais raramente nos subtipos iniciais da doença (UCHIDA et al., 1997; QUESNEL et al., 

1998). No entanto, outros estudos mostraram que alterações nos padrões de metilação em 

p15
INK4b

 podem ocorrer em todos os subtipos da doença (TIEN et al., 2001; AGGERHOLM et 

al., 2006; HOFMANN et al., 2006). Dessa forma, não é claro se esta alteração epigenética 

ocorre em fases iniciais do diagnóstico ou se é um evento associado à transformação 

leucêmica e qual o seu verdadeiro impacto prognóstico.  

A maioria desses trabalhos foi realizada em pacientes adultos com SMD primária, 

existindo poucos estudos de investigação da incidência e do papel da metilação dos genes 

p15
INK4b

 e p16
INK4a

 em SMD primária na infância (HASEGAWA et al., 2005, VIDAL et al., 

2007; KIM et al., 2013).   

Um grupo de genes que possuem um papel central em eventos de re-programação 

epigenética é o grupo da família Polycomb (PcG). Os genes Polycomb codificam as proteínas 

(PcG) que possuem um papel importante no controle da expressão gênica. Essas proteínas 

associam-se a cromatina de genes-alvo e atuam como uma plataforma de recrutamento para as 

enzimas metiltransferases, promovendo o silenciamento do gene (TAKIHARA, 2008; HOCK, 

2012). As proteínas PcG compreendem dois complexos repressivos: PRC1, formado pelos 

genes MEL-18, RING1, PC, PH e Bmi-1, e PRC2, do qual fazem parte os genes EED, SUZ12, 

RBP48 e EZH2. O complexo PRC2 exerce uma atividade metiltransferase levando a 

metilação da histona H3 na lisina 27 (H3K27me) via domínio SET de EZH2. H3K27me 

recruta o complexo PRC1, o qual ubiquitina a histona H2AK119, DNA metiltransferases e 

histonas desacetilases, levando a compactação da cromatina e a repressão transcricional 

(figura 6) (LUND et al., 2014). A expressão alterada de proteínas da família Polycomb tem 

sido relacionada com a desregulação da proliferação celular e o desenvolvimento do câncer, 

entre elas destaca-se EZH2 (TAKIHARA, 2008; CHASE & CROSS, 2011). 
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Figura 6 - Interação e efeitos do gene EZH2 na regulação da repressão transcricional 

 

Legenda: O complexo repressivo Polycomb 2 (PRC2) exerce uma atividade metiltrasnferase atuando na histona 

H3K27 via dominio SET da subunidade EZH2 no gene-alvo. A metilação H3K27 leva ao recrutamento 

do complexo PRC1, o qual ubiquitina a histona H2AK119, das DNAs metiltransferases e das histonas 

desacetilases, levando a compactação da cromatina e a repressão transcricional.  

Fonte: LUND et al., 2014. 

 

 

O gene EZH2 codifica a proteína histona metil-transferase. Esta proteína é altamente 

conservada e, apresenta um papel crítico na renovação de células tronco, na manutenção e 

diferenciação de linhagens celulares específicas, incluindo a miogênese, adipogênese, 

osteogênese, neurogênese, hematopoese, diferenciação epidermal e hepatogênese (CHEN et 

al., 2012). EZH2 também interage e modula as DNAs metiltransferases, tendo um papel 

importante no remodelamento da cromatina. Este gene está localizado na região 7q36.1, uma 

região frequentemente deletada em neoplasias mielóides, principalmente na SMD primária da 

infância (CARDOSO et al., 2000; FISKUS et al., 2006; GRUBACH et al., 2008). Alguns 

estudos mostraram a presença de mutação pontual do gene EZH2 em 2%- 6% dos pacientes 

com SMD primária, estando à mutação em sua maioria em homozigose ou bi-alélica 

(NIKOLOSKI et al., 2010; MAKISHIMA et al., 2010; ERNST et al., 2010). Experimentos in 

vitro sugerem que mutações em EZH2 encontradas em pacientes com SMD estão associadas 

com um pior prognóstico e menor sobrevida (ERNST et al., 2010).  

Alguns estudos têm mostrado super-expressão de EZH2 em diversas malignidades 

hematológicas e em tumores sólidos, estando associada a um pior prognóstico (TSANG & 

CHENG, 2011). Em SMD primária, foi observada a existência de correlação entre metilação 
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do DNA e um aumento de expressão de EZH2, sugerindo uma possível participação deste 

gene no processo de regulação epigenética (XU et al., 2011). No entanto, até o momento não 

existem estudos com o gene EZH2 em pacientes pediátricos com SMD primária.  

Alterações no padrão de metilação e regulação epigenética têm sido observadas em 

linhagens celulares que adquirem resistência após o tratamento com drogas (VIDAL et al., 

2007). Apesar de, nos últimos anos, vários estudos terem mostrado a incidência e o impacto 

clínico de múltiplas lesões genéticas em SMD, os mecanismos envolvidos na resistência à 

terapia de pacientes que não são submetidos ao transplante de células tronco hematopoéticas 

continuam obscuros. 

 O fracasso da quimioterapia no tratamento do câncer pode ocorrer através do efluxo 

aumentado de agentes quimioterápicos, levando a redução intracelular do nível da droga e 

consequente ausência de resposta ao tratamento. Uma das causas da resistência a múltiplas 

drogas está relacionada com o aumento de expressão de membros da super-família de genes 

da cascata de transportadores ligados a ATP (ABC). Transportadores ABC pertencem a uma 

grande família de proteínas transmembrana, com sete sub-famílias que são designadas de A a 

G. Dentre os transportadores de resistência a múltiplas drogas destaca-se o gene ABCB1, 

também conhecido como MDR-1, o qual codifica a glicoproteína-P (P-gp) que é 

universalmente descrita como um biomarcador de resistência a múltiplas drogas. A P-gp é 

uma proteína trans-membrana, a qual realiza atividade de efluxo de xenobióticos e drogas nas 

células, protegendo o organismo da ação de determinados fármacos. A função da P-gp é 

impedir a entrada de fármacos na célula ou promover a eliminação dos mesmos, dependendo 

de sua localização. A super-expressão de MDR-1 está associada com o fracasso do tratamento 

em muitos tipos de câncer, tanto em tumores sólidos (rins, fígado, intestino), quanto em 

neoplasias hematológicas (linfomas e leucemias) (AMBUDKAR et al., 2003; FLETCHER et 

al., 2010). A descoberta de MDR-1 possibilitou um avanço no entendimento do mecanismo de 

resistência à multiplas drogas e levou a identificação de numerosas proteínas com estrutura 

relacionada e similar capacidade de transporte. Diversos quimioterápicos já foram descritos 

como substratos para a P-gp, dentre eles podemos citar: colchicina, antraciclinas, 

epipodofilotoxinas, taxanes, camptotecinas, imatinib, mitoxantrone e metotrexate 

(FLETCHER et al., 2010).  

Estudos de expressão do gene MDR-1 têm sido realizados em pacientes adultos com 

SMD primária. Estes estudos têm mostrado um aumento de expressão deste gene e, uma 

associação com a evolução para LMA e a diminuição de sobrevida dos pacientes (LIST et al., 
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1991;  LEPELLEY et al., 1994; ZOCHBAUER et al., 1994; KURATA et al., 2006). Uma 

revisão da literatura mostrou que, até o momento, nenhum estudo foi realizado em pacientes 

pediátricos com SMD primária.  

O preciso mecanismo de regulação do gene MDR-1 ainda é desconhecido. Alguns 

estudos em câncer têm demonstrado que a hipometilação da região promotora do gene MDR-1 

está associada com um aumento de expressão da glicoproteína P e a refratariedade ao 

tratamento (SHARMA et al, 2010). Em LMA, a metilação do gene MDR-1 foi observada com 

baixa frequência (TOYOTA et al., 2001). Em SMD primária não existem estudos mostrando 

alterações epigenéticas no gene MDR-1.  

Vários tratamentos vêm sendo utilizados em pacientes adultos e pediátricos com 

SMD primária, com o objetivo de eliminar as citopenias, assim como de recuperar a 

hematopoese. Uma das terapias utilizadas é a de suporte que envolve as transfusões 

sanguíneas e antibióticos; fatores de crescimento isolados ou em combinação, ciclosporina ou 

globulina anti-timócito (ATG) são também utilizadas em pacientes que apresentam medula 

óssea hipocelular. Nos subtipos mais avançados da SMD (AREB, AREB-t, LMMC) é 

utilizada a quimioterapia com agente único: hidroxiurea, etoposídeo, mercaptopurina, baixa 

dose de arabinosídeo citosina (ARA-C). Em alguns casos é utilizada a quimioterapia intensiva 

similar àquela dada à pacientes com LMA, como a combinação de fludarabina e alta dose de 

ARA-C, induzindo inicialmente, a remissão nesses doentes (HELLSTRÖM-LINDBERG, 

2000).  

O transplante de células tronco hematopoéticas (TCTH) alogênico é, atualmente, a 

única opção terapêutica curativa para os pacientes com SMD primária. No entanto, o seu uso 

é limitado para pacientes até 55 anos de idade e que possuam doadores histocompatíveis 

(GIRALT et al., 2005; WONG et al., 2005; KINDWALL-KELLER, 2009). Para pacientes 

jovens (≤ 40 anos) com SMD ou LMA secundária à SMD, o TCTH alogênico é apontado 

como a melhor opção de tratamento (YUSUF et al., 2004; ESPIGADO et al., 2005; SMITH et 

al., 2013). Inicialmente, a medula óssea era a única fonte de células-tronco hematopoéticas 

para o TCTH alogênico, no entanto atualmente o sangue de cordão umbilical tem sido 

utilizado como uma satisfatória fonte de células tronco para diversos grupos de pacientes 

adultos e pediátricos. Estudos demonstraram que após o transplante de sangue de cordão 

umbilical a taxa de recaída, de sobrevida livre da doença e a sobrevida total dos pacientes com 

malignidades mielóides é similar a de outras fontes de células tronco hematopoéticas 

(BALLEN et al., 2006; BRUNSTEIN et al., 2007). Desta forma, o sangue de cordão 
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umbilical é uma fonte alternativa de células tronco hematopoéticas para pacientes que 

necessitam de um transplante alogênico, mas não apresentam doadores histocompatíveis. Em 

pacientes pediátricos, estudos sugerem que o TCTH deve ser indicado no início do curso da 

doença, principalmente para aqueles pacientes que apresentam anormalidades citogenéticas de 

mau prognóstico (CHATTERJEE & CHOUDHRY, 2013; SMITH et al., 2013). No grupo de 

crianças com AREB e AREB-t estudos mostram que o TCTH pode melhorar a sobrevida, 

embora a importância da terapia com citoredutores antes do TCTH permaneça controversa. 

No entanto, devido à presença de complicações clínicas no pós-TCTH, como a doença 

enxerto versus hospedeiro, possíveis recaídas da doença que podem  levar a morte dos 

pacientes, novas formas de tratamento vem sendo avaliadas (KIKUCHI et al., 2012; 

CHATTERJEE & CHOUDHRY, 2013). 

Com o delineamento das características biológicas que norteiam o fenótipo da SMD 

primária, novas drogas introduzidas no tratamento desta doença têm mostrado um grande 

potencial terapêutico. Como por exemplo, agentes imunossupressores, anti-angiogênicos 

(principalmente a talidommida e lenalidomida) (MUSTO et al., 2004; SYED & SCOTT, 

2013), citoprotetores (amifostina), inibidores do receptor da tirosina quinase (mesilato de 

imatinibe) (GILES et al., 2003), inibidor de farnesil transferase (inibidor da via Ras) 

(KURZROCK et al., 2004). Além disso, uma nova classe terapêutica chamada inibidores da 

metiltransferase (IMT) vem sendo utilizada no tratamento da SMD. Os representantes desta 

classe incluem a azacitidina (5-azacitidina) e decitabina (5-aza 2’ deoxicitidina). Ambos são 

agentes hipometilantes que se incorporam no DNA e, então irreversivelmente ligam-se e 

inibem a ação da DNA metiltransferase. Esta interação resulta inicialmente em um DNA 

semi-metilado. Após outros ciclos celulares, este, torna-se totalmente não metilado. A ação 

destes fármacos leva a reativação de genes epigeneticamente reprimidos, como genes 

supressores de tumor. Agentes  desmetilantes têm sido utilizados no tratamento da SMD 

primária em pacientes adultos de alto risco e, tem sido observado um aumento  no tempo de 

progressão da SMD para LMA. Estudos com azacitidina mostraram um aumento significativo 

na sobrevida e melhora na qualidade de vida desses pacientes quando comparado com a 

quimioterapia (SILVERMAN & MUFTI, 2005; ATALLAH et al., 2007, FENAUX et al., 

2009; SCOOT et al., 2010). Para o grupo de SMD de baixo risco, azacitidina e decitabina são 

indicados para pacientes que são altamente dependentes de transfusão, que não respondem ou 

não são candidatos ao uso de fator de crescimento ou a lenalidomida (GARCIA-MANERO, 
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2011). Estes estudos são baseados em pacientes adultos. O impacto destes medicamentos na 

SMD primária na infância ainda é desconhecido.  

Devido à raridade da SMD primária na infância, poucos estudos sobre o seu 

desenvolvimento e a sua evolução para LMA foram realizados. Dessa forma, torna-se 

fundamental a caracterização de marcadores citogenéticos e moleculares que auxiliem o 

diagnóstico e a definição de fatores prognósticos. Estes esclarecimentos são importantes para 

auxiliar na escolha de protocolos de tratamentos, além de adicionar novos conhecimentos 

associados ao desenvolvimento desta neoplasia hematológica.  
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1 OBJETIVOS 
 

 

1.1 Geral 

 

 

 Este trabalho apresenta como objetivo geral identificar biomarcadores de diagnóstico e 

de prognóstico em SMD primária na infância que contribuam no conhecimento das alterações 

que levam ao desenvolvimento desta doença e sua evolução para LMA. 

 

 

1.2 Específicos  

 

 

a) Realizar uma análise citogenética retrospectiva e prospectiva (1991-2013) em  pacientes 

com SMD primária na infância e acompanhar citogeneticamente e clinicamente estes 

pacientes para observar as principais alterações numéricas e estruturais envolvidas no 

processo de transformação leucêmica. 

b) Caracterizar o padrão cromossômico de pacientes com SMD primária na infância. 

c) Aplicar a técnica de FISH para confirmar as alterações cromossômicas nos seguintes 

casos: quando os cromossomos apresentarem baixa resolução pela técnica de 

bandeamento G, quando o número de metáfases analisadas para caracterizar um clone 

for pequeno e para o monitoramento do tratamento quando a preparação citogenética for 

sem mitose. 

d) Analisar o padrão de metilação dos genes p15
INK4b

 , p16
INK4a

 e MDR-1 em células de  

medula óssea de pacientes com SMD primária na infância e comparar com o padrão 

obtido em doadores para o TMO e linhagens celulares específicas. 

e) Analisar o padrão de expressão dos genes MDR-1 e EZH2 em células de medula óssea 

de pacientes com SMD primária da infância e comparar com o padrão obtido em 

doadores para o TMO. 

f) Correlacionar os dados moleculares com os subtipos da classificação da SMD primária 

da infância e com os cariótipos dos pacientes. 

g) Identificar marcadores citogenéticos e moleculares envolvidos no desenvolvimento e na 

evolução da SMD primária da infância para LMA, na tentativa de sugerir vias de 

evolução da doença. 
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2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

2.1 Pacientes 

 

 

Foi realizado um estudo, retrospectivo e prospectivo, no período de 1991 a 2013 em 

115 amostras de medula óssea de pacientes pediátricos com síndrome mielodisplásica 

primária. Esses pacientes foram provenientes das seguintes Instituições: Centro de 

Transplante de Medula Óssea- Instituto Nacional do Câncer (CEMO-INCA), Serviço de 

Hematologia (INCA), Instituto Estadual de Hematologia Arthur Siqueira Cavalcanti 

(HEMORIO), Hospital Universitário Pedro Ernesto (HUPE) e Instituto de Puericultura e 

Pediatria Martagão Gesteira (IPPMG -UFRJ). A média de idade dos pacientes foi 8,5 anos 

(variando de 3 meses a 18 anos, desvio padrão: 5,44), sendo 66 pacientes do sexo masculino e 

49 do sexo feminino. Os estudos hematológicos e clínicos foram realizados pelos próprios 

hematologistas nas instituições de origem, como parte da investigação de rotina, e os 

diagnósticos seguiram os critérios propostos pela classificação de SMD da infância segundo 

Hasle e colaboradores (2003). Foram incluídos em nosso estudo 3 pacientes com síndrome de 

Down apresentando SMD primária. Foram excluídos deste estudo os pacientes acima de 18 

anos, apresentando SMD secundária e, classificados com leucemia mielomonocítica juvenil 

(LMMJ). Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em pesquisa do Instituto Nacional 

do Câncer (Cep nº 62/10, Anexo A). Todos os procedimentos realizados seguiram as normas 

de bioética segundo a resolução 196/96 do Conselho Nacional de Saúde.  

 

 

2.2 Análise citogenética  

 

 

2.2.1 Cultura de células de medula Óssea 

 

 

Para este procedimento, utilizamos a técnica de Testa e colaboradores (1985) com 

algumas modificações. As células da medula óssea foram lavadas com meio RPMI 1640 (Life 

Technologies, USA), em seguida, foi feita uma diluição de 1:20 da suspensão celular em 

líquido de Thomas (1mL de ácido acético glacial, uma gota de violeta genciana, 100mL de 
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água destilada) e as células foram contadas na câmara de Newbauer em microscópio ótico 

contraste de fase (Olympus, USA). Foram incubadas de 5 x 10

 a 10 x 10

6
 células/mL em 

80% de RPMI e 20% de soro fetal bovino (Life Technologies, USA) a 37
o
C, numa atmosfera 

de 5% de CO, por 24 horas. Duas horas antes do término da cultura, foram adicionados 

0,05g/mL de colchicina e a cultura foi incubada novamente por mais 1 hora nas mesmas 

condições. 

 

 

2.2.2 Término das culturas e preparação das lâminas 

 

 

Neste procedimento o método utilizado foi o de Hungerford (1965) com modificações. 

Ao final da incubação, o material foi centrifugado a 1500 rpm (Sorvall T 16R, Thermo 

Scientific, USA) por 6 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o precipitado ressuspenso 

em 5mL de uma solução hipotônica (KCl 0,075M). O material foi incubado a 37
o
C por 15 

minutos, sendo em seguida centrifugado a 1500 rpm (Sorvall T 16R, Thermo Scientific, USA) 

por 6 minutos. Foi feita a fixação do material com Solução Carnoy 3:1 (metanol : ácido 

acético), sendo na primeira fixação adicionado lentamente um volume de 5mL. Após 20 

minutos à temperatura ambiente, o material foi centrifugado a 1500 rpm (Sorvall T 16R, 

Thermo Scientific, USA) durante 6 minutos e o sobrenadante desprezado. O procedimento foi 

repetido mais 2 vezes e o precipitado da última fixação foi ressuspenso em um pequeno 

volume de fixador, que variou de acordo com a quantidade de material. As lâminas foram 

preparadas pingando-se uma gota de suspensão celular em uma lâmina limpa e umedecida e o 

material foi fixado sobre a lâmina na chama. A primeira lâmina obtida foi corada com corante 

Giemsa 2% em tampão fosfato (0,102M NaH2PO4; 0,098M Na2HPO4, pH 6.8) e observada no 

microscópio ótico para verificar o índice mitótico e a qualidade das metáfases. As demais 

lâminas foram envelhecidas de 1 dia a 1 semana à temperatura ambiente para o bandeamento 

GTG. 
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2.2.3 Bandeamento GTG 

 

 

Para obtenção de padrões de bandeamento GTG foi utilizada a técnica de Seabright 

(1971) com o seguinte procedimento: as lâminas foram incubadas em uma solução de tripsina 

0,1% em solução Dulbeco (0,137M NaCl; 0,0027M KCl; 0,0015M KH2PO4; 0,011M 

NaH2PO4; pH 7.8), em tempos que variaram de 1 segundo a 1 minuto. Em seguida, as lâminas 

foram lavadas com solução de soro fisiológico (NaCl 9%) e coradas em uma solução de 

Giemsa (Merck, Alemanha) a 2% em tampão fosfato durante 15 minutos. 

 

 

2.2.4 Análise cromossômica 

 

 

Os cromossomos foram identificados e classificados de acordo com o Sistema 

Internacional de Nomenclatura de Citogenética Humana de 2013 (Shaffer et al., 2013). A 

análise cromossômica foi realizada em microscopia ótica utilizando no mínimo 20 metáfases 

por paciente. Um caso foi considerado anormal quando três ou mais células apresentaram a 

mesma anomalia cromossômica estrutural e/ou numérica. As imagens dos cariótipos anormais 

dos pacientes analisados foram adquiridas pelo sistema de Cariotipagem Ikaros -MetaSystems 

(Zeiss, Alemanha).  

 

 

2.2.5 Citogenética molecular: Análise por Hibridização “in situ” por Fluorescência (FISH) 

 

 

Para a técnica de FISH foi utilizado o material da preparação citogenética (metáfases e 

núcleos interfásicos em fixador). Foram utilizadas as sondas para a investigação dos 

cromossomos: 5, regiões q33-q34 (LSI CSF1R “spectrum orange”/LSID5S23:D5S721 

“spectrum green”), 7 (LSI D7S48650 SO/CEP 7 SG), 11, região q23 gene MLL (LSI MLL 

“dual color break apart bearrangement probe”) e 17, região p13 gene TP53 (LSI p53, 

spectrum orange). Todas as sondas utilizadas foram da Vysis, Abbott Laboratories, USA.  

As lâminas foram preparadas em lençol d’água e envelhecidas durante 24 horas. Após 

este período, as lâminas foram colocadas em uma solução 2x SSC (a partir de uma diluição de 
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uma solução 20x SSC: 3,0M NaCl e  0,3M Citrato de Sódio pH 7.0) a 37º
 
C por 30 minutos; 

desidratadas em série com etanol 70%, 80% e 95% à temperatura ambiente por 2 minutos. Em 

seguida, o material foi desnaturado em uma solução de 70% formamida (Life Technologies, 

USA)/ 2x SSC, a 73
o 

C por 5 minutos. Foi dimensionado 10l de sonda previamente 

desnaturada a uma temperatura de 73ºC por 5 minutos, em uma área de 25mm x 25mm e 

aplicada lamínula de vidro. As lâminas foram seladas com cola de isopor e incubadas por 16 

horas em câmara úmida a 37ºC.  Após o período de hibridização, as lâminas foram 

transferidas para solução de 0,4x SSC e 0,3% IGEPAL (Sigma, USA) a 73
o
C durante 2 

minutos. Os cromossomos e os núcleos interfásicos foram corados em uma solução de 

DAPI/Antiphade (125 ng/ml) e a área foi coberta com uma lamínula de vidro e selada com 

esmalte incolor. A análise foi realizada em microscópio de fluorescência (Olympus BX51, 

USA) com filtros apropriados e o resultado obtido foi adquirido pelo Sistema de captura ISIS 

MetaSystems (Zeiss, Alemanha).  

 

 

2.3 Análise molecular 

 

 

2.3.1 Extração de DNA 

 

 

O DNA das células de medula óssea de 77 amostras de pacientes pediátricos com 

SMD primária com idade média de 8,36 anos (devio padrão: 5,51), 7 doadores de medula 

óssea (idade média de 11,42 anos e desvio padrão: 5,16), e das linhagens K562 (estabelecida a 

partir de células de paciente com leucemia mielóide crônica em crise blástica), DLD-1 

(estabelecida a partir de adenocarcinoma coloretal), Raji (estabelecida a partir de linfoma de 

Burkitt) e MCF-7 (estabelecidas a partir de câncer de mama) foi extraído pelo método de 

Dnazol (Life Technologies, USA), segundo o protocolo do fabricante. Inicialmente foi 

adicionada na amostra de medula óssea, uma solução de lise de hemácias RCBL (Sacarose 

1,6M, Triton X-100 5%, MgCl2 25mM e Tris-HCL 60mM pH 7.5). Após a lise, o material foi 

centrifugado a 1500 rpm por 6 minutos (Sorvall ST 16R, Thermo Scientific, USA). Em 

seguida, foi adicionado uma solução de soro fisiológico (9% NaCl) e novamente centrifugado 

a 1500 rpm por 6 minutos (Sorvall ST 16R, Thermo Scientific, USA). Posteriormente, foi 
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adicionado 1mL do reagente Dnazol (Life Technologies, USA) e o material foi 

homogeneizado lentamente. Para a precipitação do  DNA foi adicionado 2 mL de etanol 

100%. Ao DNA precipitado foi adicionado 1mL de etanol 75%. A amostra de DNA foi 

centrifugada (Sorvall ST 16R, Thermo Scientific, USA), retirado o etanol, acrescentado uma 

solução de TE (10mM Tris e 1mM EDTA; pH 7.4). As amostras de DNA foram armazenadas 

a uma temperatura de aproximadamente 15ºC.  

 

 

2.3.2 Avaliação da integridade e quantificação do DNA 

 

 

 Para avaliar a integridade das amostras de DNA, estas foram submetidas à eletroforese 

em gel de agarose 0,8% (Life Technologies, USA) diluída em tampão TBE 1X (Tris 89mM, 

ácido bórico 89mM, EDTA 2mM). Ao gel de agarose foi adicionado 1L de brometo de 

etídio a 10g/L. No preparo das amostras foi utilizado 1L de DNA, 1L de corante (azul 

de bromofenol 0,25%, xileno cianol 0,25%, glicerol 30%) e a 8L de água deionizada 

(MiliQ).  

 A eletroforese foi realizada a 60V por 1 hora em cuba horizontal (Loccus 

biotecnologia -LCH -12X14), utilizando como tampão de corrida TBE 1X. Em seguida, o gel 

foi visualizado em um transiluminador de luz ultravioleta (fotodocumentador - BioRad, 

USA). A integridade do DNA e a presença de RNA foram avaliadas através do gel de agarose 

utilizando como padrão de peso molecular os ladders de DNA de 100pb e de 50pb 

(Invitrogen). 

 A concentração das amostras de DNA foi estimada através de espectrometria em um 

biofotômetro (Nanodrop- ND1000).  Para isto, inicialmente 1L de solução de TE (10mM 

Tris e 1mM EDTA; pH 7.4) foi utilizada como branco na calibração do equipamento. Após a 

calibração, 1L de alíquota de DNA foi colocada no aparelho para leitura. A estimativa da 

concentração da amostra de DNA, assim como, o seu grau de pureza, foi calculada pelo 

equipamento.  
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2.3.3 Análise do padrão de metilação da região promotora dos genes p15
INK4b

, p16
INK4a

 e 

MDR-1 em pacientes pediátricos com SMD primária 

 

 

 Para a análise de metilação, todas as amostras de DNA dos pacientes pediátricos com 

SMD primária, dos doadores de medula óssea (controles negativos) e das linhagens celulares 

(controles positivos), foram inicialmente submetidas ao tratamento por bisulfito de sódio, 

independente da metodologia utilizada para verificação da metilação. O tratamento com 

bisulfito induz a desaminação das bases citosinas não metiladas, convertendo-as em uracil, as 

quais após a reação de PCR são amplificadas como timina. No entanto, as citosinas metiladas 

permanecem inalteradas (Figura 7). 

 

 

Figura 7 - Efeito do tratamento com bisulfito em uma amostra de DNA com sequências ricas 

em dinucleotídeo CpG 

Legenda: Todas as citosinas fora do dinucleotídeo CpG são desaminadas e convertidas em uracil. As citosinas  

 não metiladas que se encontram dentro do dinucleotídeo CpG sofrem a ação do bisulfito e são 

 convertidas  em uracil, no entanto, as citosinas metiladas permanecem inalteradas (*).                 

Fonte: GALM, 2006.  

 

 

 Utilizamos inicialmente, o método descrito por Herman (1996b) com algumas 

modificações. Amostras de DNA (2g) em 50L de água destilada foram previamente 

desnaturadas em uma solução de NaOH 0.2mol/L por 10 minutos a 37°C. Após este período 

foram adicionados 30L de 10mM hidroquinona (Sigma, USA) e 520L de 3M bisulfito de 

sódio hidrogenado, pH 5.0 (Sigma, USA). Foi adicionado óleo mineral sobre as amostras, 

sendo estas, então, mantidas em banho-maria a 50°C durante 16 horas. O DNA foi purificado 

utilizando o kit Wizard DNA Clean-Up System (Promega, Madison, WI, USA), segundo a 
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recomendação do fabricante. O óleo mineral foi retirado das amostras e 1mL de resina foi 

adicionado. O material foi homogeneizado lentamente e filtrado em uma coluna. As colunas 

foram lavadas utilizando 2mL de isopropanol 80%. Para eluir o DNA da coluna foram 

utilizados 50L de água MILIQ a 70°C. A modificação do DNA foi finalizada com o 

tratamento em uma solução de NaOH 0,3mol/L por 5 minutos a temperatura ambiente. Em 

seguida, para a precipitação do DNA foram adicionados 5,5L de acetato de sódio (3M pH 

5.2) e 200L etanol 100%. As amostras foram mantidas a uma temperatura de 3°C durante 16 

horas. Após este período, as amostras foram centrifugadas a 7000 rpm por 30 minutos 

(Centrifuge 5415C - Eppendorf, USA)  e desprezado o sobrenadante. O DNA foi lavado em 

etanol 70%, seco a temperatura ambiente, ressuspendido em 20L de água destilada e 

armazenado a uma temperatura 2-8ºC.  

Foi utilizado também para a conversão do DNA (pacientes e controles) o “kit Epitect 

Bisulfite” (Qiagen, USA) de acordo com o protocolo do fabricante. Em 2g de DNA foram 

adicionados 85L de Mix Bisulfito e 35L de tampão de “DNA protect” em um volume final 

de 140L. Para a conversão do DNA, a reação foi realizada utilizando o termociclador (TC-

512, Techne, USA), nas seguintes condições: 5min a 95ºC, 25 min a 60ºC, 5 min a 95ºC, 

85min a 60ºC, 5min a 95ºC, 175 min a 60ºC e 20ºC para a finalização da reação.  

 Após a conversão, o material foi centrifugado (Sorvall ST 16R, Thermo Scientific, 

USA) a 12000rpm por 1minuto. Em seguida, foram adicionados 560L de tampão de ligação 

contendo 10L/mL de RNA carreador. A mistura foi homogeneizada em vortex e transferida 

para a coluna EpiTec spin (Qiagen, USA). As amostras foram centrifugadas (ST16R, Thermo 

Scientific, USA) a 12000rpm por 1 minuto e o filtrado foi descartado. Foram adicionados 

500L do tampão de desulfonação, seguido de incubação por 15 minutos a temperatura 

ambiente. Após a centrifugação e descarte do filtrado, foram adicionados 500L do tampão 

de lavagem à coluna e o material foi novamente centrifugado por 1 minuto. Este 

procedimento foi repetido duas vezes. Após esta etapa, o material foi eluído da coluna 

utilizando 20L de tampão EB e estocado a uma temperatura de 2-8ºC.  

Após a modifição do DNA com bisulfito de sódio, utilizamos para a análise do padrão 

de metilação dos genes  p15
INK4b

, p16
INK4a

 e MDR-1 as metodologias qualitativas:  a reação 

em cadeia da polimerase específica para a metilação (MSP) e sequenciamento; semi-

quantitativa: análise combinada de bisulfito com enzima de restrição (COBRA) e 

quantitativas: quantificação da metilação através reação em cadeia da polimerase (QMS-PCR) 

e dissociação de alta resolução (HRM). 
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2.3.4 Reação em cadeia da polimerase específica para a metilação: técnica MSP 

 

 

Para verificar a presença de metilação na região promotora dos genes p15
INK4b

 e 

p16
INK4a

  utilizamos a técnica MSP (polimerase específica para a metilação). Nesta análise, 

usamos os oligonucleotídeos descritos na tabela 8, segundo Herman (1996b).  

 

 

Tabela 8 - Oligonucleotídeos utilizados na técnica MSP para análise dos genes p15
INK4b

 e 

       p16
INK4a

 

Genes   Seqüencia dos Oligonucleotídeos (5’ – 3’) 

p15-Mf            GCGTTCGTATTTTGCGGTT 

p15-Mr              CGTACAATAACCGAACGACCGA 

p15-Uf                       TGTGATGTGTTTGTATTTTGTGGTT 

p15-Ur                       CCATACAATAACCAAACAACCAA 

p16-Mf                       TTATTAGAGGGTGGGGCGGATCGC 

p16-Mr                      GACCCCGAACCGCGACCGTAA 

p16-Uf                       TTATTAGAGGGTGGGGTGGATTGT 

p16-Ur                     CAACCCCAAACCACAACCATAA 
Legenda: M- oligonucleotídeo específico para o alelo metilado; U- oligonucleotídeo específico para alelo não 

 metilado; f- “forward” = senso; r- “reverse” = anti-senso. 

Fonte: HERMAN et al.,1996. 

 

 

As condições finais, nas quais as reações de PCR foram conduzidas, consistiram de 

3L do DNA modificado por bisulfito, 6,7mM de MgCl2 (Life Technologies, USA), 5L de 

tampão de reação (Life Technologies, USA), 1,25mM dATP, 1,25mM dTTP, 1,25mM dCTP 

e 1,25mM dGTP (Life Technologies, USA), 1nmol de cada oligonucleotídeo e 1U de Taq 

polimerase (Life Technologies, USA) para um volume final de 50L.   

 A reação foi realizada utilizando o termociclador PTC-150 (MJ Research) e as 

condições de ciclagem para ambos os genes incluíram: desnaturação inicial a 95ºC por 10 

minutos, “hot-started” a 72ºC por 5 minutos, 35 ciclos de desnaturação a 95ºC por 1 minuto, 

pareamento a 60ºC por 30 segundos, extensão por 30 segundos e extensão final a 72°C por 10 

minutos. Após a amplificação, os produtos da PCR foram submetidos à eletroforese em gel de 

poliacrilamida 5% (Amersham Biosciences, USA). 

 O preparo do gel foi realizado com 1,5mL de solução de acrilamida (Amersham 

Biosciences, USA): bis-acrilamida (Amersham Biosciences, USA) 20% (19:1), 0,3 mL de 

tampão TBE 10X [tris 0,89M (Amersham Biosciences, USA); ácido bórico 0,89M (Isofar); 
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EDTA 0,02M (Amersham Biosciences, USA)], 42μL de persulfato de amônio 10% 

(Amersham Biosciences, USA), 6μL de TEMED (Life Technologies, USA) e água destilada 

para volume final de 6mL. Em um volume de 5μL do produto de PCR foram acrescentados 

2μL do corante de corrida [azul de bromofenol 0,25% (Amersham Biosciences, USA); xileno 

cianol 0,25% (Amersham Biosciences, USA); glicerol 30% (Isofar, Brasil)]. A eletroforese foi 

realizada em cuba vertical (Cuba Mini-Protean – BioRad, USA) a 110V por 50 minutos, e o 

TBE 0,5X (diluído a partir do TBE 10X) foi utilizado como tampão de corrida. Em seguida, o 

gel foi corado com nitrato de prata (Merck, Alemanha). Para fins comparativos, foi utilizado o 

padrão de peso molecular Low DNA Mass Ladder (Life Technologies, USA). 

 

 

2.3.5 “Combined bissulfite restriction analysis”: técnica COBRA 

 

 

A análise semi-quantitativa de metilação dos genes p15
INK4b

 , p16
INK4a

 e MDR-1 foi 

realizada pela técnica COBRA (“COmbined Bisulfite Restriction Analysis”) (Xiong and 

Laird, 1997). As condições finais, nas quais as reações de PCR foram conduzidas, consistiram 

de 3μL do DNA modificado por bisulfito, 6,7mM de MgCl2 (Life Technologies, USA), 5μL 

de tampão de reação (Life Technologies, USA), 1,25mM de cada dNTPs (Life Technologies, 

USA), 1nmol de cada oligonucleotídeo e 1U de Taq polimerase (Life Technologies, USA) 

para um volume final de 50μL. Antes da adição da enzima Taq polimerase a reação, o DNA 

foi desnaturado a 95°C por 10 minutos. A reação foi realizada utilizando o termociclador 

PTC-150 (MJ Research, USA).  As condições de ciclagem e os oligonucleotídeos utilizados 

estão na tabela 9. Após a amplificação, os produtos foram visualizados em gel de 

poliacrilamida 5% corado com nitrato de prata.  

 

Tabela 9 - Oligonucleotídeos utilizados na técnica de COBRA para a análise dos genes 

 p15
INK4b

, p16
INK4a

 e MDR-1 

Gene  Oligonucleotídeos (senso/ anti-senso) 
Temperatura de pareamento 

(número de ciclos), tempo 

p15
INK4b 

5’ GGAGTTTAAGGGGGTGGG 3’ 

5’ CCTAAATTACTTCTAAAAAAAAAC 3’ 
50ºC (35), 30 segundos 

p16
INK4a 

5’ GGTTTTGGYGAGGGTTGTTT3’ 58ºC(5) 56ºC(5) 54ºC(5) 52 ºC (26), 
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5' ACCCTATCCCTCAAATCCTCTAAAA 3' 30 segundos 

MDR-1 
5’ GTTATAGGAAGTTTGAGTTT 3’ 

5’ AAAAACTATCCCATAATAAC 3’ 

54 ºC (3) 51 ºC (4) 48 ºC (5) 45 ºC 

(26), 30 segundos 

Fonte: Adaptado de TOYOTA et al., 2001 

 

Subsequentemente, 20μL das amostras amplificadas foram submetidas a reação de 

corte com 2U/μL de enzima de restrição TaqI (MDR-1 e p16
INK4a

) e NruI (p15
INK4b

) (Life 

Technologies, USA). Após a digestão, os produtos foram visualizados em gel de 

poliacrilamida 8% corado com nitrato de prata. A quantificação do DNA em gel de 

poliacrilamida foi realizada por densitometria. 

  

 

2.3.6 Sequenciamento  

 

 

Realizamos o sequenciamento automático das amostras estudadas como uma 

metodologia adicional confirmatória do padrão de metilação na região promotora dos genes 

p15
INK4b

, p16
INK4a 

e MDR-1. As amostras derivadas do produto de PCR foram purificadas 

utilizando o kit GFX
TM

 PCR (DNA and Gel Band purification Kit- Amersham Biosciences, 

USA), segundo recomendações do fabricante. Um volume de 30μL do produto de PCR foram 

acrescentados em 500μL de tampão de captura e colocadas em um tubo contendo uma coluna. 

A amostra foi centrifugada a 6000 rpm por 30 segundos (5415C, Eppendorf) e o precipitado 

descartado. Foram adicionados 500μL de tampão de lavagem (10mM TE; etanol 80%) na 

coluna e centrifugado novamente a 6000 rpm por 30 segundos. A coluna foi lavada com 20μL 

de água destilada e centrifugada a 6000 rpm por 1 minuto (5415C, Eppendorf) para eluir o 

DNA. O DNA purificado foi quantificado através de espectometria em um biofotômetro 

(Nanodrop- ND-1000).  

O sequenciamento foi realizado utilizando a Plataforma ABI PRISM 3130xl Genetic 

Analyser (Life Technologies, USA). Para cada amostra de produto de PCR foram realizados 

dois sequenciamentos, um utilizando oligonucleotídeos senso (f) e outro oligonucleotídeos 

anti-senso (r). Para os genes p15
INK4b

 e p16
INK4a foram utilizados os oligonucleotídeos da 

descritos na tabela 8 e para o gene MDR-1 os oligonucleotídeos descritos na tabela 9.   Para a 

reação de sequenciamento foram utilizados 100ng do DNA purificado, 3,2pmol do 

oligonucleotídeo (tabela 7), 1 μL de tampão 5x ( 400 mM tris HCl, 10 mM MgCl2, pH 9.0, 
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Life Technologies, USA) e 1μL do “Mix Big Dye” (Taq + fluoróforos + MgCl2, Life 

Technologies, USA) em um volume final de reação de 10 μL. As condições de ciclagem 

foram 25 ciclos de desnaturação a 96ºC por 10 segundos, pareamento a 50ºC por 5 segundos e 

extensão a 60ºC por 4 minutos.  

Após a PCR, o material foi precipitado com 40μL de isopropanol 75%, deixado a 

temperatura ambiente por 15 minutos e centrifugado a 4000 rpm por 45 minutos (5804R, 

Eppendorf). O sobrenadante foi desprezado e o precipitado lavado com 50μL de etanol 70% e 

centrifugado por 15 minutos a 4000 rpm (5804R, Eppendorf). Após 15 minutos a 37°C foi 

acrescentado 10μL de formamida ultrapura (Merck, Alemanha). O material foi então 

desnaturado por 10 min a 96°C utilizando o termociclador (TC-512, Techne, USA) e mantido 

no gelo. A placa foi então colocada na Plataforma 3130 para a leitura da sequência. A análise 

do resultado do sequenciamento foi feito através do programa “BioEdit Sequence Alignment 

Editor” (v.7.0.9, Tom Hall, Ibis Biosciences, CA). 

 

 

2.3.7 Métodos quantitativos para a análise dos níveis de metilação na região promotora dos 

genes p15
INK4b

,  p16
INK4a

 e MDR-1  

 

 

A metodologia de PCR em tempo real específica para metilação (QMS-PCR) foi 

utilizada para análise dos níveis de metilação da região promotora dos genes p15
INK4b

 e 

p16
INK4a

 nos pacientes positivos para a metilação. O DNA das células de medula óssea dos 

pacientes foi tratado com bisulfito de sódio como descrito anteriormente. Foi utlizado como 

controle positivo, o DNA de referência totalmente metilado (EpiTect Control DNA 

methylated, Qiagen, USA), o DNA da linhagem Raji (p15
INK4b

) e da linhagem DLD-1 

(p16
INK4a

) e como controle negativo, o DNA de referência totalmente não metilado (EpiTect 

Control DNA unmethylated, Qiagen, USA) e DNA de doadores de medula óssea. As reações 

foram feitas utilizando os seguintes oligonucleotídeos: p15
INK4b

 Mf 5’GCGTT 

CGTATTTTGCGGTT3’/ Mr: 5’CGTACAATAACCGAACGACCGA3’; p16
INK4a 

Mf: 5’TTA 

TTAGAGGGTGGGGCGGATCGC-3’/ 5’MR: GACCCCGAACCGCGACCGTAA3’. Foi 

utlizado como controle interno o gene de β-actina (ACTNB): 5’-

CGCCAACACAGTGCTGTCT-3’/ 5’-CACGGAGTACTTGCGCTCAG-3’. Com base na 

curva padrão, obtida por uma sequência de diluição combinada entre DNA metilado e não 
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metilado (100%, 50%, 10% e 0% de metilação), a análise da porcentagem de metilação de 

cada amostra metilada foi realizada. Todas as amostras foram feitas em duplicatas. A média 

do valor de Ct foi usada para quantificação. Cada reação de PCR apresentou: 500nM de cada 

oligonucleotídeo, 100 ng of DNA and 1X da solução "Fast EvaGreen qPCR Master Mix" 

(Biotium, Inc., USA). As reações foram feitas usando o Corbett Research, Rotor-Gene 6000 

software 1.7 (Qiagen, USA) com as seguintes condições de ciclagem: 95°C por 5 minutos e 

45 ciclos: 95°C por 20 segundos e 60°C por 1 minuto.  

Foi utilizada para análise dos níveis de metilação da região promotora do gene MDR-1 

a metodologia HRM. Esta técnica é uma recente ferramenta de biologia molecular que 

permite identificar e quantificar variações de somente um nucleotídeo na sequência de DNA 

amplificado por PCR. O HRM baseia-se nas diferenças de temperatura de dissociação (TM) 

específicas de cada produto de PCR, sendo desta forma mais específica para o estudo da 

metilação. Pretendemos, através desta técnica, avaliar a porcentagem de metilação em 

sequências de DNA da região promotora do gene MDR-1. Os DNAs das células de medula 

óssea dos pacientes, doadores de medula óssea e linhagens celulares foram tratados com 

bisulfito de sódio como descrito anteriormente. Para a amplificação do gene MDR-1 foram 

utilizados os seguintes oligonucleotídeos:  MDR-1: senso-5’GTTATAGGAAGTTTGAGTTT 

3’/ anti-senso- 5’AAAAACTATCCCATAATAAC 3’. As condições finais, nas quais as 

reações de PCR foram conduzidas, consistiram de 1M de cada primer, 10ng de DNA 

modificado por bisulfito e 1x Epitec HRM Master Mix (Qiagen, USA). Essas reações foram 

realizadas utilizando o termociclador Rotor-Gene Q (Qiagen, USA). 

Para o nosso estudo, primeiro estabelecemos uma curva-padrão de porcentagem de 

metilação utilizando DNA universalmente metilado e não metilado (EpiTect Control DNA 

methylated/ unmethylated, Qiagen, USA) de 100%, 75%, 50%, 25%, 10%, 5% e 0%. Com 

base nesta curva é que determinamos a porcetagem de metilação, entre as amostras das 

linhagens, dos doadores e dos pacientes.  

Foi realizada, inicialmente, uma análise do padrão de metilação nas linhagens 

celulares K562, estabelecida a partir de células de paciente com leucemia mielóide crônica em 

crise blástica e MCF-7 estabelecidas a partir de câncer de mama. Em seguida, realizamos a 

análise do padrão de metilação do gene MDR-1 das amostras de medula óssea dos doadores e 

dos pacientes, utilizando a linhagem MCF-7 como controle positivo. As condições de 

ciclagem foram: desnaturação inicial de 95ºC, por 10 minutos, seguido de 45 ciclos de 95ºC 

por 45 segundos, 60ºC por 45 segundos e 72ºC por 45 segundos. Após a amplificação os 
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produtos de PCR foram pré-aquecidos a 60ºC por 90 segundos, seguido pela etapa de 

dissociação por HRM, na variação gradual de 65
o
C a 90

o
C, coletando dados de fluorescência 

a cada 0,1ºC por segundo. 

 

 

2.3.8 Análise de expressão dos genes MDR-1 e EZH2 em pacientes pediátricos com SMD 

primária 

 

 

2.3.8.1 Extração de RNA e obtenção de cDNA 

 

 

O RNA total de células mononucleares da medula óssea de 34 pacientes pediátricos 

com SMD primária com idade média de 8 anos (desvio padrão: 5,51) e 7 doadores de medula 

óssea (idade média: 11,42 e desvio padrão: 5,16) foi extraído pelo método de TRIzol (Life 

Technologies, USA) de acordo com o protocolo do fabricante. Inicialmente, foi adicionada 

nas amostras de medula óssea uma solução de lise de hemácias RCBL (Sacarose 1,6M, Triton 

X-100 5%, MgCl2 25mM e Tris-HCl 60mM pH 7.5). Após a lise, o material foi centrifugado 

a 1500 rpm por 6 minutos (Sorvall ST 16R, Thermo Scientific, USA) e lavado com solução 

de soro fisiológico (9% NaCl). Após a lavagem, foi adicionado 1mL de TRIzol (para cada 5-

10 x 10
6
 células). Em seguida, foi acrescentado 0,2mL de clorofórmio, homogeneizado e 

incubado a temperatura ambiente por 3 minutos. Após este tempo, o material foi centrifugado 

a 7000 rpm por 10 minutos (Sorvall ST 16R, Thermo Scientific, USA) e a fase 

correspondente ao RNA foi retirada (fase aquosa). Posteriormente, o material foi precipitado 

com 100% de álcool isopropílico (Merck, Alemanha), ressuspendido em 10L de água tratada 

com DEPC e armazenado a temperatura de -70°C. A concentração de RNA foi realizada 

através de espectometria em um biofotômetro (Nanodrop, ND-1000). 

Para a obtenção de cDNA, inicialmente foi adicionada nas amostras de RNA (4g) 

uma mistura contendo 1U de "DNase I amplification grade" (Life Technologies, USA), 1L 

de tampão 10X para um volume final de reação de 10µL por 15 minutos a temperatura 

ambiente. Após este período, foi adicionado 1µL de EDTA (25mM) para inativação da 

enzima e incubação a 65ºC durante 10 minutos. Em seguida, foi feita a reação de transcrição 

reversa (RT-PCR), usando um volume de 10µL da solução contendo o RNA, 1µL de Oligo 
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(dT) (50µM) (Life Technologies, USA) e 1µL de uma mistura de dNTPS (10mM) (Life 

Technologies, USA) em um volume final de reação de 12L, sendo mantido a 65ºC por 

5minutos. Após este período, o material foi incubado imediatamente em gelo por 5minutos. 

Foram adicionados 7µL de uma mistura contendo 4µL de tampão "first-Strand" 5X (Life 

Technologies, USA), 2µL de dithiotreitol (DTT, Life Technologies, USA) e 1µL RNase OUT 

(40U/µL, Life Technologies, USA) e incubado a 42ºC por 5minutos. Por último, foi 

adicionado 1µL da enzima SuperScript II (Life Technologies, USA), seguindo-se das 

incubações a 42ºC durante 50 minutos e 70ºC durante 15 minutos. O material foi armazenado 

a uma temperatura de -70ºC. 

 

 

2.3.8.2 Reação em cadeia da polimerase da transcriptase reversa em tempo real (RT-qPCR) 

 
 

A análise do padrão da expressão dos genes MDR-1 e EZH2 em pacientes com SMD 

primária na infância foi realizada pela metodologia de PCR em tempo real quantitativo. 

Foram utilizados como controles, amostras de células de medula óssea de doadores para o 

TCTH e para o controle interno da reação foi utilizado o gene “housekeeping” β-actina. As 

sequências dos oligonucleotídeos de cada gene estão descritas na tabela 10. Para cada reação 

foram utilizados 5ng de cDNA, 1,25µM  de cada oligonucleotídeo dos genes MDR-1 ou 

EZH2, 0,25µM de cada oligonucleotídeo do gene β-actina e 5µl Syber-green RT-PCR Master 

Mix (Life Technologies, USA). As condições de cliclgem foram: desnaturação inicial a 95ºC 

por 10 minutos, seguido de 50 ciclos de 95ºC por 20 segundos, 60ºC por 45 segundos e 72ºC 

por 20 segundos. Todas as amostras foram feitas em triplicata. Para avaliar a eficiência de 

amplificação, foi utilizado o método Ct. As reações e as análises foram realizadas 

utilizando o termociclador Corbett Research, Rotor-Gene 6000 software 1.7 (Qiagen, USA).  

 

Tabela 10 - Oligonucleotídeos utilizados para a análise de expressão dos genes MDR-1 e 

EZH2 em síndrome mielodisplásica primária na infância 

Genes Oligonucleotídeos (senso/ anti-senso) 

MDR-1 5' TCGTGCCCTTGTTAGACAG 3' / 

 5'CATTCTGGATGGTGGACAGG 3' 

Ezh2  5'CAGACGAGCTGATGAAGTAAAGAGTA3'/ 

 5'CGCAATGAGCTCACAGAAGTC3' 

β-actina  5’-TTCCTTCCTGGG CATGGAGTC-3’ 

 5’-AGACAGCACTGTGTTGGCGTA-3’ 
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2.4 Análise estatística 

 

 

Para a análise estatística foram utilizados os programas SPSS versão 17.0 e GraphPad 

Prism versão 5.0. Os seguintes testes foram aplicados: χ
2
-test, χ

2
-test com a correção de 

Yate’s, teste exato de Fisher, ANOVA e Mann-Whitney. Foi considerado estatisticamente 

significativo em nossas análises p < 0,05.  

 

 

2.5 Fluxograma dos métodos utilizados para pesquisa de alterações citogenéticas e 

moleculares em crianças com SMD primária 

 

 

Caracterização das Alterações Cromossômicas e Moleculares em  

Síndrome Mielodisplásica Primária na Infância no Estado do Rio de Janeiro

Amostras de Medula Óssea  

Análise Citogenética Análise Molecular

Citogenética clássica-

Bandeamento GTG 

Citogenética Molecular-

FISH

Análise de Metilação genes 

p15INK4b, p16INK4a e MDR-1

Análise de expressão dos 

Genes MDR-1 e EZH2

Qualitativo Quantitativo Semi-quantitativo RQ-PCR 

MSP COBRA HRMQMS-PCR

Correlação com os dados clínicos e Análise estatística 

Aprovação do Comitê de Ética-INCA (CEP nº62/10)

Sequenciamento

Caracterização das Alterações Cromossômicas e Moleculares em  

Síndrome Mielodisplásica Primária na Infância no Estado do Rio de Janeiro

Amostras de Medula Óssea  

Análise Citogenética Análise Molecular

Citogenética clássica-

Bandeamento GTG 

Citogenética Molecular-

FISH

Análise de Metilação genes 

p15INK4b, p16INK4a e MDR-1

Análise de expressão dos 

Genes MDR-1 e EZH2

Qualitativo Quantitativo Semi-quantitativo RQ-PCR 

MSP COBRA HRMQMS-PCR

Correlação com os dados clínicos e Análise estatística 

Aprovação do Comitê de Ética-INCA (CEP nº62/10)

Sequenciamento
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3 RESULTADOS 

 

 

3.1 Análise citogenética em síndrome mielodisplásica primária na infância 

 

 

No presente estudo foi feita a análise citogenética em 115 pacientes com síndrome 

mielodisplásica primária na infância. Do total de pacientes analisados de acordo com a 

classificação para SMD da infância (HASLE et al., 2003), 78 apresentaram CR, 22 AREB, 15 

AREB-t. O índice mitótico variou de regular para bom, com uma boa qualidade de 

cromossomos metafásicos para definição do padrão cariotípico.   

 Cariótipos anormais foram detectados em 65 (56,5%) dos 115 pacientes analisados 

com SMD primária (figura 8). A análise citogenética auxiliou no diagnóstico dos casos com 

suspeita de SMD primária pediátrica e foi uma importante ferramenta para a escolha do 

tratamento. Verificamos a presença de cariótipos anormais em 54,5% (36/66) dos pacientes 

do sexo masculino e 59,2% (29/49) dos pacientes do sexo feminino. Em relação a idade 

consideramos dois grupos:  pacientes com idades inferiores a 12 anos, apresentaram cariótipos 

anormais em 39/74 (52,7%) e pacientes com idades iguais ou superiores a 12 anos 

apresentaram cariótipos anormais em 26/41 (63,4%). No apêndice A, podemos observar o 

padrão cromossômico dos pacientes pediátricos com SMD primária analisados neste estudo. 

 

 

Figura 8 - Gráfico de setores mostrando a frequência de cariótipos normais versus cariótipos 

   anormais em pacientes pediátricos com SMD primária  
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Para o cálculo da frequência de casos com alterações cromossômicas nos subtipos foi 

considerado como 100% o total de casos analisados por subtipo. Dos 78 pacientes com CR, 

33 (42,3%) apresentaram cariótipo anormal. Nos subtipos mais avançados da doença a 

frequência de casos com alterações cromossômicas foi maior, sendo verificada em 17 (77,2%) 

dos 22 pacientes com AREB e em 15 (100%) dos casos com AREB-t (tabela 11).  

No grupo dos pacientes com SD/SMD, cariótipos anormais foram observados ao 

diagnóstico em 1 paciente com CR e em outro, com AREB-t (tabela 11).  

 

 

Tabela 11 - Frequência de casos com cariótipos anormais em SMD primária e SD/SMD em 

 pacientes pediátricos 

 

 

3.1.1 Distribuição do padrão cromossômico em estágio inicial (CR) e avançados (AREB e 

AREB-t) da SMD primária na infância  

 

 

Analisando a distribuição do padrão cromossômico da SMD primária na infância 

segundo sua classificação, foi verificado que não existe um padrão cariotípico específico por 

subtipo. No estágio inicial da doença, CR, foi observada uma alta incidência de pacientes com 

cariótipos normais. Observamos também uma alteração cromossômica constitucional t(3;8)c, 

presente em 100% das células do paciente analisadas. As alterações cromossômicas clonais 

observadas neste grupo foram: del(3p), del(4q), del(5q), del(6q), -7 isolada e associada a +20, 

alterações envolvendo o cromossomo 9 [del(9p), del(9q) e iso (9q)], del(11q), del(12p), +14, 

del(17p), -19, -21, +Y, +mar, alteração cromossômica biclonal, quebras cromatídicas, 

cariótipo hiperdiplóide e cariótipo complexo, sendo a alteração mais frequente a del(11q). No 

subtipo AREB, a incidência de cariótipos normais foi baixa. Neste subtipo foram observadas 

as seguintes alterações cromossômicas: del(6q), +6, del(7q) isolada e associada a del(12p), 

Classificação Subtipo Total de Pacientes 

Analisados 

Nº de casos com 

cariótipos anormais 

 CR 78            33 (42,3%) 

SMD AREB 22 17 (77,2%) 

 AREB-t 15            15 (100%) 

SD/SMD CR 

AREB 

AREB-t 

1 

1 

1 

1  

0 

1 
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+8, i(9q), del(11q), del(12p) e cariótipo complexo. Similar ao subtipo CR, a del(11q) foi a 

alteração mais frequente. Em AREB-t, todos os pacientes apresentaram alterações 

cromossômicas: t(4;7), t(5;8), -7, add(9q) associado com inv(1q), +8 isolado e associado a 

del(11q), del(12p), +21 associado a um cromossomo marcador e cariótipo complexo, sendo a 

alteração mais frequente a -7 (tabela 12).  

No grupo de pacientes com SD/SMD, foram observados dois pacientes apresentando 

alterações cromossômicas clonais. Um paciente no estágio inicial da doença, CR, e outro em 

estágio avançado, AREB-t. Ambos os pacientes apresentaram cariótipos complexos (tabela 

12).  

 

 

Tabela 12 - Distribuição do padrão cromossômico segundo a classificação da SMD Primária 

 na Infância  

Subtipo 

 

Cariótipo N° de 

Pacientes 

%/ subtipo 

 

CR 

(78 pacientes) 

cariótipo normal 

t(3;8)c* 

del(3p) 

del(4q) 

del(5q) 

del(6q) 

-7 e -7, +20 

del(9p) 

del(9q) 

iso(9q) 

del(11)(q23) 

del(12p) 

del(17p) 

-19 

-21 

+Y 

+mar 

alteração biclonal 

quebras cromatídicas  

hiperdiplóide 

cariótipos complexos 

44 

  1 

  1 

  1 

  1 

  1 

  4 

  1   

  1   

  1 

  5 

  2   

  4 

  1  

  1 

  1  

  3 

  1 

  2 

  1  

  1 

   56,4% 

 1,3% 

 1,3% 

            1,3% 

 1,3% 

 1,3% 

            5,1%  

 1,3%   

 1,3%   

 1,3% 

 6,4% 

 2,6%      

            5,1% 

 1,3%  

 1,3% 

 1,3% 

 3,8% 

 1,3% 

 2,5% 

 1,3%    

 1,3% 

AREB 

(22 pacientes) 

cariótipos normais 

del(6q) 

+6 

del(7q) / del(7q) e del(12p)  

+8 

i(9q) 

del(11q) 

del(12p) 

cariótipo complexo               

  5 

  3 

  1 

  3 

  1    

  1 

  6 

  1 

  1  

   22,7% 

   13,6% 

 4,5% 

   13,6% 

 4,5% 

 4,5% 

   27,3% 

 4,5% 

 4,5% 
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AREB-t 

(15 pacientes) 

cariótipos normais 

-7 

+8 / +8 e del(11q) 

add(9q) e inv(1q) 

del(12p) 

+21, +mar 

translocações  

cariótipos complexos 

  0 

  7 

  2 

  1 

  1  

  1 

  2 

  1 

            0% 

   46,7% 

   13,4% 

 6,7% 

 6,7% 

 6,7% 

   13,4% 

 6,7% 

 SD/SMD- CR 

 SD/SMD- AREB  

 SD/SMD- AREB-t      

+21c*/ cariótipo complexo 

cariótipo +21c* 

+21c*/ cariótipo hiperdiplóide 

  1 

  1 

  1 

            33,3% 

            33,3% 

            33,3% 

 Legenda: *: alteração cromossômica constitucional  

 

 

Verificamos que diferente das leucemias, o padrão cromossômico em pacientes 

pediátricos com SMD primária é caracterizado principalmente por perdas parciais e completas 

de cromossomos (as deleções e as monossomias), assim como o ganho cromossômico 

(trissomias). Como podemos observar, na figura 9, as anomalias cromossômicas mais 

frequentes em SMD primária na infância foram: alterações envolvendo o cromossomo 7        

(-7/7q
-
) isolada ou acompanhada de outras alterações, sendo verificada em 14 (21,54%) 

pacientes, del(11)(q23) em 11 (16,92%) pacientes, alterações envolvendo o cromossomo 9 

[add(9)(q34), del(9)(p21), del(9)(q22-q32) e i(9)(q10)] em 5 (7,69%) pacientes. Outras 

alterações encontradas com menor frequência foram: del(6q), del(12)(p12) e del(17)(p12) 

observadas em 4 (6,15%) pacientes cada alteração cromossômica. As alterações +8, +mar e 

cariótipo complexo foram observados em 3 (4,61%) pacientes (cada alteração cromossômica); 

quebras cromatídicas (chtb) e translocações [t(5;8) e t(4;7)] em 2 (3,07%) pacientes e 

del(3)(p23), del(4)(q22), del(5)(q15q35), +6, -19, +21, -21, +Y, cariótipo hiperdiplóide e 

alteração cromossômica biclonal em 1 (1,54%) paciente (cada alteração cromossômica).  

No grupo de pacientes com SD/SMD, 2 pacientes apresentaram cariótipos complexos.  
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Figura 9 - Gráfico de barras mostrando a frequência das alterações cromossômicas clonais em 

                 SMD primária na infância 

 

3.1.2 Citogenética molecular: aplicação do FISH em SMD primária na infância 

 

A técnica de hibridização in situ por fluorescência (FISH) foi utilizada como uma 

metodologia complementar à citogenética clássica (bandeamento G). Essa técnica foi aplicada 

em pacientes com SMD primária pediátrica para confirmar alterações cromossômicas, 

auxiliando na definição do cariótipo e para o acompanhamento citogenético. 

Por exemplo, utilizamos a técnica de FISH para confirmação da presença da deleção 

do braço curto do cromossomo 17 e a deleção do braço longo do cromossomo 11 na região 

q23, em uma criança com SMD hipocelular. Esse paciente foi classificado como CR e 

apresentou dois clones caracterizados citogeneticamente: 46,XY,del(17)(p12)[9]/ 

46,XY,del(17)(p12),del(12)(p13)[5]/46,XY,del(11)(q23)[3]/46,XY[34] (figura 10). Neste 

caso foram realizadas duas preparações, uma utilizando a sonda do gene TP53 localizado na 

região p13 do cromossomo 17 e a outra utilizando a sonda do gene MLL localizado  no braço 

longo do cromossomo 11, na região q23. A análise por FISH detectou a ausência dos alelos 

dos genes TP53 e MLL (figura 11). A análise citogenética exerceu um papel fundamental para 

a confirmação da doença, uma vez que esta criança não apresentava diagnóstico concluído. 

Este paciente foi indicado para o transplante de célula tronco hematopoética (TCTH) 



69  

 

alogênico. Entretanto, não possuía doador HLA compatível, sendo indicado ao transplante de 

células tronco de cordão umbilical (TCTCU) (doador feminino). Esse paciente encontra-se em 

remissão citogenética completa (100% de células femininas) após 8 anos do transplante. Este 

caso corresponde ao primeiro relato da literatura, mostrando uma alteração citogenética 

biclonal envolvendo os cromossomos 11 e 17 em SMD primária hipocelular na infância e 

resultou no artigo científico: Rodrigues EF, Souza DC, Camargo A, Tavares RC, Bouzas LF, 

Ornellas MH, Fernandez TS. Cytogenetic biclonality in a child with hypocelular primary 

myelodysplatic syndrome. Cancer Genetics and Cytogenetics. 2007; 187: 70-72 ( apêndice 

B).   
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Figura 10 - Análise por citogenética clássica (bandeamento GTG): Cariótipo masculino, 

 mostrando alteração cromossômica biclonal   

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: A - del(17)(p12)/del(17)(p12),del(12)(p13) e B - del(11)(q23). 
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Figura 11 - Análise por citogenética molecular (FISH) utilizando as sondas dos genes TP53 

 e MLL  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: Podemos observar que tanto em utilizando a sonda TP53 (C) quanto a sonda MLL (D) ocorreu a 

 marcação do gene em apenas um cromossomo na metáfase, mostrando a ausência de seu respectivo 

 alelo (setas). O mesmo podemos observar no núcleo interfásico (setas). Na figura D, podemos 

 observar um núcleo interfásico com duas marcações, caracterizando uma célula normal. 
 

 

A técnica de FISH também foi aplicada em um caso de SMD hipocelular classificada 

como CR que apresentou o seguinte padrão cromossômico: 46,XX,del(5)(q15q35)[15]/ 

46,XX[38] (figura 12A). A del(5q) corresponde a uma alteração cromossômica rara na 

infância. Desta forma, para caracterizarmos melhor esta alteração e verificarmos se houve a 

perda do gene c-fms (localizado na região q33), utilizamos a sonda "dual color" marcando o 

braço curto do cromossomo 5 (em verde) e a região 5q33-q34 (em vermelha) (LSI CSF1R  

SO/ LSID5S23:D5S721  SG – Vysis, Inc. Downers Grove, USA). Nosso resultado mostrou a 

perda da região q33-q34 do cromossomo 5 nesta paciente (figura 12B), confirmando nosso 

achado prévio da citogenética convencional.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(A) (B) 
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Figura 12 - Análise por citogenética clássica e citogenética molecular (FISH) utilizando a 

 sonda do cromossomo 5  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Legenda: (A) Cariótipo feminino, bandeamento GTG, mostrando a alteração cromossômica del(5)(q15q35). (B) 

Análise por FISH utilizando a sonda de dupla marcação do cromossomo 5. O segmento da sonda de 

cor verde marca o braço curto do cromossomo 5 e o de cor vermelha, a região 5q33-q34. Podemos 

observar a marcação em dois núcleos interfásicos, um núcleo apresentando quatro sinais 

caracterizando os dois cromossomos 5 normais e outro núcleo apresentando três sinais (seta), 

confirmando a perda da região q33-q34. 

 

 

 

Para investigarmos o envolvimento do gene supressor de tumor TP53 em um 

cromossomo derivativo, resultante da translocação não balanceada envolvendo provavelmente 

o braço longo do cromossomo 1 e o braço curto do cromossomo 17, utilizamos a técnica de 

FISH.  Este paciente era portador da SD e a análise por citogenética clássica mostrou o 

 
(A) 

 
(B) 
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seguinte padrão cromossômico: 47,XX,der(17)t(1?;17)(q32?;p13),+21c[15]/47,XX,+21c[6] 

(figura 13A). Através da análise por FISH foi confirmado o derivativo do cromossomo 17, 

sem o envolvimento do gene supressor de tumor TP53 (figura 13B). Este paciente apresentou 

um curso clínico raro, apresentando SMD transitória com evolução da doença para leucemia 

megacarioblástica aguda. Este estudo resultou em um artigo científico: Rodrigues EF, Costa 

ES, Diamond HR, Ornellas MH, Abdelhay E, Fernandez TS. Transient myelodysplasia in 

infant with Down syndrome preceding acute megakaryoblastic leukemis: cytogenetic and 

immunophenotypic findings. Cancer Genetics and Cytogenetics. 2009; 188:54-56 (apêndice 

C). 

 

 

Figura 13 - Análise por citogenética clássica e citogenética molecular (FISH) utilizando a 

 sonda do gene TP53  

 
 

Legenda: (A) Cariótipo feminino, bandeamento GTG, mostrando a alteração cromossômica: 

 der(17)t(1?;17)(q32?;p13). (B) Análise por FISH utilizando a sonda do gene TP53 localizado na 

 região p13 do cromossomo 17, mostrando a presença do gene TP53 nos dois cromossomos  (seta). 
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 Para auxiliar na definição do cariótipo de um paciente apresentando 1 ano de idade, 

sexo masculino, portador da SD utilizamos a técnica de FISH. Este paciente ao diagnóstico 

foi classificado no estágio inicial da doença, CR. A análise citogenética por bandeamento 

GTG mostrou o seguinte cariótipo: 47,XY,add(7)(p?),add(15)(q?),+21c[14]/ 47,XY,+21c[14]. 

Durante o acompanhamento clínico e citogenético, este paciente evoluiu para LMA e adquiriu 

outras alterações cromossômicas, apresentando um cariótipo complexo de difícil definição 

pela citogenética clássica: 47,XY,t(3;5)(q21;q32),add(7)(p?),add(15)(q?),+21c[14]/ 

47,XY,add(7)(p?),add(15)(q?), +21c[5]/47,XY,+21c[1] (figura 14A). Com o objetivo de 

melhor caracterizar citogeneticamente este cariótipo aplicamos a técnica de FISH. Foram  

utilizadas as sondas de pintura cromossômica: WCP3 (figura 14B), WCP7 e WCP15 (figura 

14C). Após a análise do FISH chegamos a seguinte definição cariotípica: 47,XY,del(3)(q21), 

add(5q),der(7)t(7;15)(p15;q21q26),add(15)(q21),+21c[14]/47,XY,der(7)t(7;15)(p15;q21q26),

add(15)(q21),+21c[5]/47,XY,+21c[1]. Este paciente foi tratado com quimioterapia, 

entretanto, faleceu.  
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Figura 14 - Análise por citogenética clássica e citogenética molecular (FISH) utilizando as 

 sondas de pintura cromossômica WCP3, WCP7 e WCP15   

 

                                                                                 

 

 

 

 

                       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

            

 

 
 

 
Legenda: (A) Cariótipo masculino mostrando alteração cromossômica complexa, envolvendo os  cromossomos 

 3, 5, 7 e 15 (B) FISH utilizando a sonda de pintura cromossômica WCP3. (C) FISH usando as sondas 

 de pintura cromossômica WCP7 (vermelho) e WCP15 (verde).   

 

 

  Para realizar o acompanhamento de evolução da doença e monitoramento terapêutico 

(pós-QT) de um paciente apresentando AREB-t e monossomia do cromossomo 7 ao 

diagnóstico (figura 15A), aplicamos a técnica de FISH. Para esta análise, foi utilizada a sonda 

com dupla marcação do cromossomo 7 (figura 15B). Esta metodologia foi aplicada, pois para 

definição do padrão cromossômico no acompanhamento de evolução da doença, o número de 

metáfases analisadas era muito pequeno, apenas 12. Entretanto, não observamos a presença de 

(A) 

(B) (C) 
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alterações cromossômicas adicionais. O FISH mostrou através de 300 células analisadas, 

incluindo metáfases e núcleos interfásicos, um aumento do clone apresentando a monossomia 

do cromossomo 7 (95%). Esta criança evoluiu para LMA e foi indicada o TCTH alogênico. 

Na busca de um doador não aparentado, iniciou-se a quimioterapia. No monitoramento da 

terapia observamos células com monossomia do cromossomo 7, indicando a recidiva da 

doença. Esta criança faleceu após 11 meses do diagnóstico.  

 

Figura 15 - Análise por citogenética clássica e citogenética molecular (FISH) utilizando a 

 sonda do cromossomo 7  

Legenda: (A) Cariótipo masculino, bandeamento GTG, mostrando a alteração cromossômica -7. (B) Análise 

 por  FISH utilizando a sonda de dupla marcação do cromossomo 7 (LSI D7S486 spectrum   

 orange/ CEP 7  spectrum green, Vysis, Inc. Downers Grove, USA). O segmento da sonda de cor 

 verde marca a região  centromérica do cromossomo 7 e  o de cor vermelha, a região q31. 

 Podemos observar quatro  marcações nos núcleos interfásicos, caracterizando uma célula 

 normal para o cromossomo 7. Observamos a presença de alguns núcleos com apenas dois sinais, 

 caracterizando a monossomia de 7 (setas). Na metáfase, observamos também a marcação em  apenas 

 um cromossomo, confirmando a monossomia de 7 (seta). 

 

 
(A) 

  

(B) 
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3.1.3 Alterações cromossômicas observadas durante a evolução da doença (SMD → LMA) 

 

 

Evolução da doença foi observada em 37 (32,2%) dos 115 pacientes com SMD 

primária. Estes pacientes apresentaram os seguintes cariótipos: cariótipo normal, del(3p), 

del(4q), t(4;7), t(5;8), del(6q), -7, del(7q), +8 isolado ou acompanhado de outras alterações 

cromossômicas, i(9q), add(9q), del(11q), del(12p), +21 acompanhada de um cromossomo 

marcador e cariótipos complexos (tabela 13). No grupo de SD/SMD todos os 3 pacientes 

apresentaram evolução da doença.   

 

 

Tabela 13 - Alterações cromossômicas associadas com a evolução da doença (SMD → LMA) 

Cariótipo Nº total de pacientes                 Nº de Pacientes  

 Apresentaram     Não Apresentaram 

    Evolução                  Evolução 

Normal 50        4                         46 

del(3p) 1       1                          0 

del(4q) 1       1                          0 

del(5q) 1       0                          1 

t(4;7) 1       1                          0 

t(5;8) 1       1                          0 

+6 1       0                          1 

del(6q) 4       2                          2 

-7/del(7q) 14      10                         4 

+8 (isolada ou não) 3       3                          0 

i(9q) 2       1                          1 

add(9) e outra 1       1                          0 

del(9) 2       0                          2 

del(11q) 11       7                          4 

del(12p) 4       1                          3 

del(17p) 4       0                          4 

-19 1       0                          1 

+21;+mar 1       1                          0 

-21 1       0                          1 

+Y 1       0                          1 

+mar 3       0                          3 

Chtb 2       0                          2 

hiperdiploide 1       0                          1  

biclonal 1       0                          1 

Complexo 3       3                          0 
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Durante o estudo citogenético dos pacientes pediátricos com SMD primária foi 

possível observar evolução cariotípica em 9 (7,8%) casos. Esses pacientes foram separados 

em dois grupos: grupo I: pacientes que não apresentavam alterações clonais ao diagnóstico e 

adquiriram alteração cromossômica no curso de evolução da doença e grupo II: pacientes que 

apresentavam clones e subclones citogenéticos ao diagnóstico. No grupo I foram observados 4 

pacientes. Todos estes pacientes apresentaram o subtipo CR. Foi verificado aquisição das 

seguintes alterações cromossômicas: del(17p) em dois pacientes; +14 em 1 paciente e 

cariótipo complexo em 1 paciente. No grupo II foram observados 5 pacientes, sendo 1 do 

subtipo CR, 2 do subtipo AREB e 2 do subtipo AREB-t. As alterações cromossômicas 

observadas neste grupo foram: del(17p)/ del(11q), cariótipo complexo/ cariótipo complexo e 

dup(1q), del(7q)/ del(7q) e del(12p), add(9q)/ add(9q) e inv(1q) e +21/ +21 e +mar (tabela 

14).  

 No grupo de pacientes com SD/SMD foi observado evolução cariotípica em 2 (66,7%) 

pacientes. Destes pacientes, 1 apresentava a trissomia do cromossomo 21 constitucional ao 

diagnóstico. Durante o acompanhamento este paciente adquiriu um der(17)t(1;17)(q32;p13), 

sendo classificado no grupo I de evolução cariotípica. O outro paciente apresentava ao 

dignóstico um segmento cromossômico adicional nos cromossomos 7 e 15. Durante o 

acompanhamento, este paciente adquiriu uma nova alteração cromossômica t(3;5). Neste 

caso, o paciente apresentava alterações cromossômicas ao dignóstico e adquiriu durante a 

evolução da doença novas alterações cromossômicas, representando o grupo III (tabela 14). 

Ambos os pacientes evoluíram da doença e foram a óbito. 
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Tabela 14 - Evolução cariotípica em pacientes pediátricos com SMD primária e SD/SMD 

Grupo de 

evolução 

Classificação-  

Subtipo 

Citogenética ao diagnóstico Evolução Cariotípica 

Grupo I SMD-CR 46,XY[34] 46,XY,del(17)(p12)[4]/46,XY[36] 

 SMD-CR 46,XX[38] 46,XX,del(17)(p12)[5]/46,XX[33] 

 SMD-CR 46,XX[35] 47,XX,+14[4]/46,XX[31] 

 SMD-CR 46,XY[43] 49,XY,+12,+16,+22[3]/51,XY,del(6)(q14),+12, 

+16,+20,+21,+22[3]/52,XY,+5,del(6)(q14), 

+12,+16,+20,+21,+22[2]/51,XY,+12,+16,+18, 

+21, +22[2]/46,XY[14] 

Grupo II SMD-CR 46,XY,del(17)(p12)[9]/ 

46,XY,del(17)(p12),del(12)(p13)[5]/ 

46,XY,del(11)(q23)[3]/ 46,XY[34] 

 

 

 

 SMD-AREB 58,XX,+X,+3,+5,+6,+8,+10,+11,+12,

+13,+18,+20,+21[5]/ 

58,XX,idem,dup(1)(q21q31)[14]/ 

46,XX[21] 

 

 

 

 SMD-AREB 46,XY,del(7)(q22)[10]/ 

46,XY,del(7)(q22),del(12)(p12)[3]/ 

46,XY[7] 

 

 

 

 SMD-AREB-t 46,XY,add(9)(q34)[5]/ 

46,XY,inv(1)(q21),add(9)(q34)[4]/ 

46,XY [42] 

 

 

 SMD-AREB-t 47,XX,+21[6]/ 

48,XX,+21,+mar[4]/46,XX[10] 

 

 

 

Grupo I 

 

SD/SMD- 

AREB 

 

47,XX,+21c[25] 

 

47,XX,der(17)t(1;17)(q32;p13),+21c[15]/ 

46,XX,+21c[6] 

  

Grupo III SD/SMD- CR  47,XY,add(7)(p?),add(15)(q?), 

+21c[14]/ 47,XY,+21c[14]  

 

47,XY,t(3;5)(q21;q32), add(7)(p?),add(15)(q?), 

+21c[14]/47,XY,add(7)(p?),add(15)(q?), 

+21c[5]/ 47,XY,+21c[1] 

 

 

 

3.2 Distribuição dos pacientes com SMD primária na infância segundo os grupos de 

risco classificados pelo IPSS  

 

 

Utilizamos os critérios adotados pelo IPSS para classificar os pacientes com SMD 

primária na infância de acordo com os grupos de risco. O grupo de risco intermediário 1 foi o 

mais frequente, sendo observados 65 pacientes (56,5%). No grupo de baixo risco foram 

observados 10 pacientes (8,7%), no intermediário 2 foram observados 21 pacientes (18,3%) e 

no de  alto risco foi observado 19 pacientes (16,5%). No grupo das crianças com SD/SMD a 



80  

 

distribuição ficou: 1 criança no grupo intermediário 1, 1 criança no intermediário 2 e uma 

criança no alto risco. Evolução da doença foi verificada em 1 paciente (10%) com grupo de 

baixo risco, em 7 dos pacientes (10,7%) do grupo de prognóstico intermediário 1, em 12 dos 

pacientes (57,1%) do grupo de intermediário 2 e 17 dos pacientes (89,5%) classificados no 

grupo de alto risco (tabela 15).   

 

 

Tabela 15 - Frequência de pacientes pediátricos com SMD nos diferentes grupos de risco de 

 acordo com o IPSS (1997) e evolução da doença  

Classificação 

IPSS 

Grupos de Risco 

N° de Pacientes 

(%) 

 

N° de Pacientes que 

apresentaram evolução 

da doença (%) 

N° de Pacientes que não 

apresentaram evolução 

da doença (%) 

Baixo         10 (8,7%) 1 (10%) 9 (90%) 

Intermediário 1 65 (56,5%) 7 (10,7%) 58 (89,3%) 

Intermediário 2 21 (18,3%) 12 (57,1%) 9 (42,9%) 

Alto Risco  19 (16,5%) 17 (89,5%) 2 (10,5%) 

 

 

Verificamos a distribuição dos pacientes de acordo com o prognóstico citogenético 

segundo o IPSS e associamos com sua evolução. Observamos que dos 115 pacientes 

estudados, 52 (45,22%) foram classificados em bom prognóstico, 46 (40%) em prognóstico 

intermediário e 17 (14,78%) em mau prognóstico.  A evolução da doença foi verificada em 4 

(7,7%) dos pacientes classificados com cariótipo de bom prognóstico, 20 (43,5%) dos 

pacientes classificados com cariótipo de prognóstico intermediário e 13 (76,5%) dos pacientes 

classificados com cariótipo de mau prognóstico (tabela 16). 

 

 

Tabela 16 - Frequência de pacientes pediátricos com SMD nos diferentes grupos de risco 

 citogenéticos de acordo com o IPSS e evolução da doença 

Prognóstico  

cariotípico 

Nº de Pacientes 

(%) 

 

Nº de Pacientes que 

apresentaram evolução 

da doença (%) 

N° de Pacientes que não 

apresentaram evolução 

da doença (%) 

Bom 52 (45,22%) 4 (7,7%) 48 (92,3%) 

Intermediário  46 (40%) 20 (43,5%) 26 (56,5%) 

Mau 17 (14,78%) 13 (76,5%) 4 (23,5%) 
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A mesma análise foi realizada utilizando a classificação prognóstica do cariótipo 

segundo o IPSS-R. Verificamos que dos 115 pacientes analisados, 11 (9,57%) foram 

classificados em prognósticos muito bom, 59 (51,30%) em prognóstico bom, 40 (34,78%) em 

prognóstico intermediário, 2 (1,74%) em mau prognóstico e 3 (2,61%) em muito mau 

prognóstico. A evolução da doença foi verificada em 8 (72,7%) pacientes do grupo de 

cariótipo de muito bom prognóstico, em 4 (6,7%) pacientes do grupo de cariótipo de bom 

prognóstico, em 21(52,5%) pacientes do grupo de cariótipo de prognóstico intermediário, em 

1(50%) paciente do grupo de cariótipo de mau prognóstico e em 3 (100%) dos pacientes do 

grupo de cariótipo de muito mau prognóstico (tabela 17). 

 

 

Tabela 17 - Frequência de pacientes pediátricos com SMD nos diferentes grupos de risco 

 citogenéticos de acordo com o IPSS-R (2012) e evolução da doença 

Prognóstico  

cariotípico 

Nº de Pacientes 

 

Nº de Pacientes que 

apresentaram evolução 

da doença 

N° de Pacientes que não 

apresentaram evolução 

da doença 

Muito Bom  11 (9,57%) 8 (72,7%) 3 (27,3%) 

Bom  59 (51,30%) 4 (6,7%) 55 (93,3%) 

Intermediario  40 (34,78%) 21 (52,5%) 19 (47,5%) 

Mau 2 (1,74%) 1 (50%) 1 (50%) 

Muito mau 3 (2,61%) 3 (100%) 0 (0%) 

 

 

3.3 Análise molecular 

 

 

3.3.1  Análise da frequência de metilação na região promotora dos genes p15
INK4b

,  p16
INK4a

  

pela técnica de MSP em pacientes com SMD primária na infância 

 

 

  A análise do padrão de metilação da região promotora dos genes p15
INK4b

 e  p16
INK4a 

 

foi realizada em 77 pacientes com SMD primária na infância (apêndice D). Foi utilizado 

como controle negativo o DNA de células mononucleares de doadores de medula óssea e 

como controle positivo o DNA das células da linhagem Raji (p15
INK4b

) e DLD-1 (p16
INK4a

). 

Verificamos que 25 (32,46%) dos 77 pacientes com SMD primária da infância tinham pelo 
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menos um dos dois genes analisados metilados. Metilação do gene p15
INK4b 

foi observada em 

22 (28,6%) dos 77 pacientes e,  apenas 6 (7,8%) pacientes apresentaram metilação para o 

gene p16
INK4a

 (figura 16).  

 

 

Figura 16 - Gráficos de setores mostrando a frequência de pacientes pediátricos com SMD 

 primária que apresentaram o padrão metilado versus não metilado para os genes 

 

 

 

  

 

 

 

 

Legenda: (A) p15
INK4b

  e  (B) p16
INK4a

.  

 

 

Verificamos que todos os pacientes mostraram amplificação com os oligonucleotideos 

específicos para a sequência não metilada, incluindo aqueles pacientes positivos para a 

metilação. Não foi detectada a presença de metilação dos genes p15
INK4b

 e p16
INK4a

 nas 

amostras de DNA dos doadores de medula óssea. As células da linhagem Raji e DLD-1 

apresentaram forte amplificação com o par de oligonucleotídeos p15M e p16M, 

respectivamente (figura 17A e C). Aberrante metilação de ambos os genes foi observada em 3 

(3,89%) dos 77 pacientes com SMD primária na infância. 

 Foram analisados para a metilação dos genes p15
INK4b 

e p16
INK4a

 dois pacientes com 

SD/SMD. Ambos os pacientes foram negativos para metilação dos genes estudados.  

 Todos os resultados foram confirmados pela técnica de sequenciamento (figura 17B    

e D).  

 

 

 

 

 

28,6%

71,4%

p15INK4b metilado p15INK4b não metilado

7,8%

92,2%

p16INK4a metilado p16INK4a não metilado
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Figura 17 - Figura representativa das técnicas de MSP e sequenciamento  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: (A) Fotografia de gel de poliacrilamida 10% corado com nitrato de prata para o gene p15
INK4b

 

 utilizando oligonucleotídeos para p15 U, os quais são específicos para o DNA não metilado (U) e 

 p15M, os quais são específicos para o DNA metilado (M), H2O (controle negativo da reação), 

 doadores (controle negativo), Raji (controle positivo), 1: paciente não metilado para o gene 

 p15
INK4b

 , 2-5:  pacientes metilados e não metilados para o gene p15
INK4b

. (B) Produtos de PCR 

 para as amostras metiladas foram sequenciadas pela Plataforma ABI PRISM 3130xGenetic 

 Analyser (Life Technologies, USA). Resultados do sequenciamento das amostras metiladas (M) 

 foram comparados com as sequências selvagem (S) (Genbank) e não metiladas (U) utilizando 

 Bioedit software (v.7.0.9, Tom Hall, Ibis Biosciences, CA). (C) e (D) mostram uma análise  similar 

 para o gene p16
INK4a

 . 

 

 

 A ditribiução da frequência de metilação do gene p15
INK4b

 nos diferentes subtipos foi 

de 10/51 (19,6%) nos pacientes com CR , 5/16 (31,2%) nos pacientes com AREB e 7/10 
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(70%) nos pacientes com AREB-t. Metilação do gene p16
INK4a

  esteve presente em 2/51 

(3,9%) dos pacientes com CR, 3/16 (18,7%) com AREB e em 1/10 (10%) com AREB-t 

(Tabela 18). A frequência de metilação do gene p15
INK4b

 foi significativamente mais alta em 

estágios mais avançados da doença (AREB e AREB-t) quando comparado com os estágios 

iniciais (CR) (p < 0,02). Apesar da frequência de metilação no gene p16
INK4a  

ter sido maior 

nos estágios avançados da doença (AREB e AREB-t) quando comparado com o estágio inicial 

(CR), este resultado não apresentou significância estatística. 

 

 

Tabela 18 - Análise de metilação dos genes p15
INK4b

 e p16
INK4a

 em SMD primária na infância 

 pela técnica de MSP  

 Subtipo 

 

N° de  

pacientes 

Nº de pacientes com 

 metilação em  p15
INK4b

  

Nº de pacientes com 

         metilação em  p16
INK4a

 

 CR 51 10 (19,6%) 2 (3,9%) 

SMD AREB 16 5 (31,2%) 3 (18,7%) 

 AREB-t 10 7 (70%) 1 (10%) 

 Total 77 22 (28,6%) 6 (7,8%) 

 

 

3.3.2 Análise de metilação dos genes p15
INK4b 

, 
 
p16

INK4a
 e MDR-1 pela técnica COBRA 

 

 

Os pacientes que apresentaram metilação nos genes p15
INK4b

 e p16
INK4a

 pela técnica 

COBRA (figura 18) foram os mesmos observados pela técnica MSP. A análise semi-

quantitativa de porcentagem de metilação do gene p15
INK4b

 nos pacientes positivos para 

metilação variou de 28% a 67%. Para o gene p16
INK4a 

os pacientes apresentam uma taxa de 

metilação entre  14 a 22%.  
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Figura 18 - Figura representativa da técnica COBRA para os genes p15
INK4b

 e p16
INK4a

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: (A) Fotografia de gel de poliacrilamida 10% corado com nitrato de prata do gene p15

INK4b 
após a 

 digestão com a enzima NruI. L- marcador de peso molecular “low mass” (Life Technologies, USA), 

 D- doador (controle negativo), Raji (controle positivo), 1- 5 pacientes com SMD na infância. (B) 

 análise similar para o gene p16
INK4a

 , utilizando para  digestão, a enzima TaqI, e a linhagem DLD1, 

 como controle positivo.  

 

 

 A análise de metilação do gene MDR-1 mostrou que tanto os 7 doadores de medula 

quanto os 77 pacientes analisados, não apresentaram metilação na região estudada (figura 

19A). Esses resultados foram confirmados pelo sequenciamento (figura 19B).  

 

 

Figura 19 - Figura representativa das técnicas COBRA e sequenciamento para o gene MDR-1  

Legenda: (A) Fotografia de gel de poliacrilamida 10% corado com nitrato de prata do gene MDR-1 após a 

 digestão com a enzima TaqI. L- marcador de peso molecular “low mass” (Life Technologies, USA), 

 D- doador, 1- 6: pacientes. (B) Produtos de PCR para as amostras metiladas (linhagem MCF7) e não 

 

(A) 

(B) 
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 metiladas foram sequenciadas pela Plataforma ABI PRISM 3130x Genetic Analyser (Life 

 Technologies, USA). 

 

3.3.3  Análise quantitativa de metilação dos genes p15
INK4b

, p16
INK4a 

e MDR-1  

 

 

Para avaliar os níveis de metilação nos genes p15
INK4b

, p16
INK4a

 e MDR-1 e sua 

associação com a evolução da doença utilizamos a técnica de QMS-PCR.  Através da técnica 

de QMS-PCR verificamos que a porcentagem de metilação para o gene p15
INK4b

 nos pacientes 

positivos variou de 37% a 74%. Para o gene p16
INK4a 

os pacientes apresentam uma taxa de 

metilação entre  21% a 38%. Avaliamos o nível de metilação nos diferentes subtipos e 

observamos que a metilação do gene p15
INK4b

 foi maior nos subtipos avançados da doença, 

AREB e AREB-t, quando comparado com o subtipo inicial CR. O mesmo resultado foi 

observado para o gene   p16
INK4a

. Comparando os dois métodos, COBRA e QMS-PCR, 

verificamos que ambos os métodos mostraram a existência de uma correlação entre os 

subtipos da doença e o nível de metilação. No entanto, o método de QMS-PCR apresentou 

maior sensibilidade do que o COBRA (p<0,0001).  

Com o objetivo de verificarmos a presença de metilação no gene MDR-1 aplicamos a 

técnica de HRM. Inicialmente, estabelecemos uma curva padrão realizando uma série de 

diluições 100%, 75%, 50%, 25%, 10%, 5% e 0% (figura 20A e C) com os DNAs 

universalmente não metilado e metilado. Em relação as linhagens, nossos resultados 

mostraram que as células da linhagem K562 têm uma baixa porcentagem de metilação, 

aproximadamente 5% e, que células da linhagem MCF-7 tem aproximadamente 75%-100% 

de metilação. As amostras de DNA dos 7 doadores e 77 pacientes estudados não apresentaram 

metilação para o gene MDR-1 na sequência analisada (Figura 20B e D). 
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Figura 20 - Figura representativa da análise do gene MDR-1 pela técnica de HRM 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Legenda: Curva padrão normalizada e por dissociação mostrando os diferentes níveis de metilação do gene 

 MDR-1:  100%, 75%, 50%, 25%, 10%, 5% e 0% (linhas coloridas A e C). Níveis de metilação das 

 linhagens K562 e MCF-7 e dos pacientes (P1-P4) com SMD primária na infância estão representados 

 por linhas coloridas e a curva padrão representada em linhas cinzas (B e D). Os dados foram 

 exportados do Rotor Gene Q (Qiagen) e editado em  TeeChart Office 2.0 (Steema Software). 

 

 

3.3.4  Correlação entre a presença de metilação na região promotora dos genes p15
INK4b 

e 

p16
INK4a 

com os cariótipos e com as características clínicas  

 

 

Foi observado que 90,9% (20/22) dos pacientes que apresentaram metilação para o 

gene p15
INK4b

 apresentaram cariótipos anormais. Analisando as diferentes alterações com a 

(A) (B)

(C) (D)

(A) (B)

(C) (D)
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metilação do gene p15
INK4b

, verificamos que 45,45% (10) dos pacientes positivos para a 

metilação deste gene apresentaram alterações envolvendo o cromossomo 7, sugerindo uma 

forte associação entre a metilação no gene p15
INK4b

 e alterações envolvendo o cromossomo 7 

(del(7q)/-7). Foi observado metilação no gene p15
INK4b

 em dois (9,1%) pacientes com 

cariótipo normal e em dois (9,1%) pacientes com del(17p). Com uma menor frequência 

(4,54%), a metilação no gene p15
INK4b

 foi observada em pacientes com del(6q), i(9q), 

del(11q), del(12p), t(5;8), +mar, biclonal e cariótipo complexo. Em relação ao gene  p16
INK4a

,  

foi verificado que 100% dos pacientes positivos para a metilação deste gene apresentaram 

cariótipo anormal. Metilação do gene p16
INK4a

 foi observada em dois pacientes com alterações 

envolvendo o cromossomo 7, dois com deleção 11q23, um com +6 e outro com t(5;8). A 

correlação entre a presença de metilação na região promotora dos genes p15
INK4b 

e p16
 INK4a

 

com o padrão cromossômico em pacientes pediátricos com SMD primária com pode ser 

observada na figura 21.  

 

 

Figura 21 - Gráfico de barras mostrando a associação entre a presença de metilação na região 

 promotora dos genes p15
INK4b

 e p16
INK4a

 com o cariótipo em pacientes com SMD 

 primária na infância  
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 Analisando o padrão de metilação dos genes p15
INK4b

 e p16
INK4a

 com as características 

clínicas dos pacientes verificamos que, evolução da doença foi verificada em 28 (36,4%) dos 

77 pacientes analisados. Metilação do gene p15
INK4b

 foi detectada em 46,4% (13/28) dos 

pacientes que apresentaram evolução da doença. Em contraste, não houve evolução da SMD 

para LMA em 72,7% (40/55) dos pacientes com ausência de metilação para o gene p15
INK4b

. 

De fato, a associação do padrão de metilação com a evolução da doença foi claramente 

significativa (p < 0,009). Observamos evolução da doença em 66,6% (4/6) dos pacientes com 

metilação para o gene p16
INK4a

. Em contraste, das 71 crianças que não apresentaram metilação 

para o gene p16
INK4a

 47 (66,2%) não evoluíram da doença. Não foi observado significância 

estatística para a correlação entre a presença de metilação no gene p16
INK4a 

 e evolução da 

doença. 

A média de evolução da doença em pacientes com metilação em p15
INK4b

 foi 4,5 meses 

e em pacientes com ausência de metilação para estes gene foi 15,2 meses. Desta forma, 

observamos que a media de evolução da doença para pacientes que apresentaram metilação 

para o gene p15
INK4b

 foi aproximadamente três vezes menor do que daqueles que não 

apresentavam metilação.  

 A correlação da metilação dos genes p15
INK4b

 e p16
INK4a

 com as caracteristicas 

clínicas pode ser observada na tabela 19.  Estudando o padrão de metilação no gene p15
INK4b

, 

não foi observado uma correlação estatisticamente significativa em relação ao sexo dos 

pacientes. No entanto, foi verificado uma correlação entre a idade, a porcentagem de blastos, 

citogenética, subtipos e evolução da doença. A análise de correlação entre a presença de  

metilação no gene p16
INK4a

 com os parâmetros clínicos não apresentou significância 

estatística.  
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Tabela 19 - Correlação entre o padrão de metilação da região promotora dos genes p15
INK4b 

e 

 p16
INK4a 

com as características clínicas de pacientes pediátricos com SMD 

 primária 

Parametros clinicos  

Metilação  

do p15
Ink4b

 

     M        UM 

 (n=22)   (n=55) 

      Metilação  

     do p16
Ink4a

 

   M         UM 

(n=6)     (n=71) 

p-valor 

 

      p15
Ink4b  

                       p16
Ink4a

       

Idade 

<12 anos  (n=53) 

≥ 12 anos (n=24) 

 

9                  44 

13                11 

 

4                49 

2                22 


2      

p<0,001                      NS 

Sexo 

masculino (n=42) 

feminino (n=35) 

 

15                27 

7                  28 

 

4                38 

2                33 


2      

p0,1                          NS 

Citogenética 

Normal (n=29) 

Anormal (n=48) 

 

  2               27    

20               28 

 

0                29 

6                42 


2      

p<0,001                      NS 

Subtipos SMD 

Subtipo inicial CR (n=51) 

Subtipos avançados 

AREB (n=16)/ 

AREB-t (n=10) 

10               41 

                               

12               14 

2                49 

                            

4                22 


2     

p<0,02                         NS 

Blastos na MO (%) 

<5% 

5-19% 

20-29% 

 

10               41 

 5                11 

 7                 3 

 

2                 49 

3                 13 

1                  9 


2      

p<0,001                      NS 

Evolução da doença 

(SMDLMA) 

Sim (n= 28) 

Não (n= 49) 

 

 

13                15    

9                  40  

 

 

4                 24 

2                 47 

 
2      

p<0,009                     NS 

Legenda: CR- citopenia refratária, AREB- anemia refratária com exesso de blastos, AREB-t- anemia refratária   

com exesso de blastos em transformação, SMD- síndrome mielodisplásica, LMA- leucemia mielóide 

aguda, NS- não significativo. 
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3.3.5 Análise do padrão de expressão dos genes MDR-1 e EZH2 em pacientes com SMD 

primária na infância 

 

 

 A análise de expressão dos genes MDR-1 e EZH2 em pacientes pediátricos com SMD 

primária foi realizada pela técnica de qRT-PCR. Para esta análise foram estudados 7 amostras 

de células de medula óssea de doadores e 34 amostras de células de medula óssea de pacientes 

com SMD primária da infância. Desses pacientes, 25 foram classificados no subtipo inicial da 

doença (CR), e 9 nos subtipos avançados (AREB e AREB-t).  

 Dos 34 pacientes pediátricos com SMD primária, expressão do gene EZH2 foi 

observada em 29 pacientes (85%). Os 7 doadores (100%) apresentaram expressão deste gene. 

A mediana, 4,09 (amplitude de 0 a 64,5), referente aos níveis relativos de expressão do gene 

EZH2 nos pacientes foi maior em relação a mediana,1,0 (amplitude de 0,2 a 4,5), dos 

doadores (Figura 22A). Analisando os níveis relativos de expressão do gene EZH2 de acordo 

com os subtipos da doença, verificamos que o subtipo CR, apresentou a mediana, 2,7 

(amplitude de 0-64,5), referente aos níveis relativos de expressão do gene EZH2, enquanto os 

subtipos mais avançados da doença, AREB/AREB-t apresentaram uma mediana, 4,9 

(amplitude de 0-46,8) (Figura 22B). Em relação aos cariótipos, observamos que os pacientes 

com cariótipos anormais, apresentaram a mediana, 6,9 (amplitude de 0-49,2) referente aos 

níveis relativos de expressão do gene EZH2 maior em relação aos pacientes com cariótipos 

normais, cuja mediana foi 4,1 (amplitude de 0-64,5) (Figura 22C). Esses resultados não 

apresentaram significância estatística (teste de Mann-Whitney). 
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Figura 22 - Análise dos níveis relativos de expressão do gene EZH2 nos pacientes pediátricos 

com SMD primária  

 
 

Legenda: (A) Doadores e pacientes; (B) CR e AREB/AREB-t; (C) Cariótipo normal e anormal. Os resultados 

 estão apresentados em gráficos box-plot, mostrando a mediana, amplitude e os pontos representam os 

 “outliers” (GraphPad Prism versão 5.0). 

        

 

A análise dos níveis relativos de expressão do gene MDR-1 em 34 pacientes 

pediátricos com SMD primária, mostrou que 24 (70,6%) pacientes apresentaram a expressão 

deste gene. Os 7 doadores (100%) apresentaram expressão do gene MDR-1. A mediana, 1,9 

(amplitude de 0 a 24,1), referente aos níveis relativos de expressão do gene MDR-1 nos 

pacientes foi maior em relação a mediana,1,0 (amplitude de 0,1 a 4,2), dos doadores (Figura 

23A). Analisando os níveis relativos de expressão do gene MDR-1 de acordo com os subtipos 

da doença, verificamos medianas semelhantes (1,9) para o subtipo inicial, CR (amplitude de 

0-23,1) e os subtipos avançados, AREB/AREB-t (amplitude de 0-24,1) (Figura 23B). Em 

relação aos cariótipos, observamos que os pacientes com cariótipos anormais, apresentaram 

uma mediana, 2,9 (amplitude de 0-24,1) referente aos níveis relativos de expressão do gene 

MDR-1 maior em relação aos pacientes com cariótipos normais, cuja mediana foi 0,9 
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(amplitude de 0-23,1) (Figura 23C). Esses resultados não apresentaram significância 

estatística (teste de Mann-Whitney). 

 

 

Figura 23 - Análise dos níveis relativos de expressão do gene MDR-1 nos pacientes 

pediátricos com SMD primária  

 

 

 

 

 

 

             

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 
 

Legenda: (A) Doadores e pacientes; (B) CR e AREB/AREB-t; (C) Cariótipo normal e anormal. Os resultados 

 estão apresentados em gráficos box-plot, mostrando a mediana, amplitude e os pontos representam os 

 “outliers” (GraphPad Prism versão 5.0). 
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4 DISCUSSÃO 

 

 

A síndrome mielodisplásica primária (SMD) compreende um grupo heterogêneo de 

doenças clonais de célula tronco hematopoética, associada geralmente com a evolução para 

LMA. A SMD ocorre predominantemente em idosos, sendo rara na infância. Embora os 

aspectos clínicos, morfológicos e laboratoriais da SMD durante a infância não estejam ainda 

completamente definidos, alguns estudos sugerem distintas características entre a SMD no 

adulto e na criança (SASAKI et al., 2001; HASLE et al., 2003). A raridade da SMD na 

infância e sua grande heterogeneidade contribuem para as dificuldades na classificação e na 

caracterização de fatores prognósticos.  

Existem poucos estudos citogenéticos, moleculares e clínicos em SMD pediátrica 

envolvendo um grande número de pacientes. No sentido de entender melhor a patogênese da 

SMD pediátrica procuramos estudar as alterações cromossômicas e moleculares que atuam no 

desenvolvimento da doença e na sua evolução para LMA. Nosso grupo vem estudando a 

SMD por um longo período (desde 1991), o que permitiu realizar uma análise citogenética  

em 115 pacientes pediátricos com SMD e procurar acompanhar a evolução da doença. A 

idade média dos pacientes do nosso estudo foi de 8,5 anos, havendo uma distribuição similar 

entre o sexo masculino e o feminino. Estudos realizados na população da Europa e do Canadá, 

estimaram que a incidência de SMD pediátrica é de aproximadamente 1,8 a 4 casos por 

milhão de habitantes por ano (HASLE et al., 1995b; HASLE et al., 1999; GLAUBACH et al., 

2014). Até o momento, não exitem estudos baseados na população brasileira mostrando a 

incidência da SMD pediátrica. Recentemente, Glaubach e colaboradores (2014) em um artigo 

de revisão mostraram que a idade média dos pacientes pediátricos com SMD é em torno de 

6,8 anos e, a doença parece ser igualmente distribuída entre pacientes do sexo masculino e 

feminino.  

Em nosso estudo observamos que de acordo com a classificação da SMD da infância, 

proposta por Hasle e colaboradores (2003), o subtipo CR foi o mais frequente, sendo 

observado em 78 dos 115 pacientes analisados. Os demais subtipos foram observados em 

menor frequência: 22 casos de AREB, 15 casos de AREB-t. Também foram incluídos neste 

estudo 3 pacientes portadores de Síndrome de Down apresentando SMD primária. Estes 

pacientes foram analisados como um grupo separado, SD/SMD, conforme a classificação da 

SMD pediátrica (HASLE et al., 2003). Estudos iniciais em SMD na infância, utilizando a 
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classificação FAB, mostraram que a frequência de pacientes apresentando o subtipo menos 

agressivo AR era baixa, ocorrendo com maior incidência os casos de AREB e AREB-t 

(PASSMORE et al., 1995; LOCATELLI et al., 1995; MARTINEZ-CLIMENT, 1997). No 

entanto, estudos mais recentes têm revelado uma predominância do subtipo inicial da doença, 

CR, (KARDOS et al., 2003; POLYCHRONOPOULOU et al., 2004; NIEMEYER & KRATZ, 

2008; GERMING et al., 2008; HASLE& NIEMEYER, 2011; GLAUBACH et al., 2014). 

Provavelmente, estas diferenças aconteceram devido à dificuldade do diagnóstico de SMD 

primária na infância, principalmente nos casos com menos de 5% de blastos na medula óssea, 

onde na prática clínica em pediatria, temos as anemias carenciais por deficiência de vitamina 

B12 e folato, infecções virais que podem levar a achados com dispoese de células 

hematopoéticas. Nestes casos, a utilização da combinação de diferentes metodologias de 

análise como: mielograma, biópsia de medula óssea, análise citogenética e imunofenotipagem 

é muito importante para o diagnóstico diferencial da SMD em pediatria. 

O estudo das alterações cromossômicas na SMD auxilia não somente o diagnóstico, 

mas evidência aspectos importantes da biologia da doença que refletem no prognóstico e na 

evolução do paciente. Anormalidades cromossômicas foram detectadas em 56,5% dos 115 

casos estudados com SMD primária na infância. Nos subtipos mais avançados da doença, 

AREB e AREB-t, foi observado uma alta incidência de cariótipos anormais, 77,2% e 100%, 

respectivamente. Estudos multicêntricos demonstraram que a incidência de alterações 

cromossômicas em SMD pediátrica é de 30 a 50%. Similar aos nossos achados, esses estudos 

revelaram uma alta frequência de anormalidades citogenéticas, principalmente nos subtipos 

mais avançados, AREB e AREB-t (LUNA-FINEMAN et al, 1999; SASAKI et al, 2001; 

POLYCHRONOPOULOU et al, 2004; LOPES et al, 2006). A variação na porcentagem de 

casos com alterações cromossômicas pode estar associada a diversos fatores como variações 

no número de metáfases analisadas ou na amostra, com tendências para subtipos específicos. 

Assim, em estudos contendo um maior número de casos apresentando AREB e AREB-t, o 

índice de anormalidades cromossômicas será maior. Em nosso estudo, procuramos analisar 

um grande número de metáfases por paciente, uma vez que, no subtipo inicial da SMD na 

infância, CR, o clone citogeneticamente anormal pode ser muito pequeno, ao contrário do que 

acontece nos subtipos mais avançados da doença (AREB e AREB-t). 

Ao contrário do que é encontrado em outras neoplasias hematológicas, como em 

leucemias e linfomas,  em nosso estudo a análise citogenética sugere a ausência de uma 

alteração específica correlacionada com um subtipo da doença. O mesmo foi observado em 
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outros estudos (LUNA-FINEMAN et al., 1999; HARBOTT et al., 2000; JABBOUR et al., 

2013).  

Neste estudo as anormalidades cromossômicas mais frequentes foram as alterações 

envolvendo o cromossomo 7 (-7/7q
-
), sendo observada em 21,5% dos pacientes. Destes 

pacientes 71,4% evoluíram da doença e, 42,8% foram a óbito. Estudos em SMD pediátrica 

indicam a monossomia do cromossomo 7 como a anormalidade cromossômica de maior 

incidência, ocorrendo em aproximadamente 18-30% dos casos (AKTAS & TUNCBILEK, 

2006; NIEMEYER & KRATZ, 2008, GÖHRING et al., 2010). Diversos estudos, incluindo o 

IPPS associam as alterações cromossômicas envolvendo o cromossomo 7 com mau 

prognóstico e elevado risco de transformação leucêmica (AKTAS & TUNCBILEK, 2006; 

NIEMEYER & KRATZ, 2008). Aktas & Tuncbilek (2006) em uma análise de 43 pacientes 

pediátricos com SMD primária observaram uma frequência de 18,6% de alterações 

envolvendo o cromossomo 7 [-7 e del(7q)]. Eles observaram que esses pacientes estavam 

associados com alta taxa de evolução da doença (62,5%) e mortalidade (75%). Entretanto, 

Göhring e colaboradores (2010) sugeriram que a monossomia do cromossomo 7, quando 

identificada de forma isolada, apresenta um prognóstico neutro em pacientes com SMD 

primária na infância. A recente escala prognóstica IPSS-R, classifica a monossomia do 

cromossomo 7, quando presente de forma isolada ou acompanhada de outras alterações em 

um mau prognóstico e, a del(7q), quando presente de forma isolada em um prognóstico 

intermediário (GREENBERG et al., 2012). Nossos resultados sugerem que alterações 

envolvendo o cromossomo 7, como alteração única ou acompanhada de outras alterações 

cromossômicas, estão associadas com a evolução da doença e alta taxa de mortalidade. 

Alterações do cromossomo 7 são frequentemente observadas em neoplasias mielóides 

(AKTAS & TUNCBILEK, 2006; NIEMEYER & KRATZ, 2008; TRIPPUTI et al., 2014). No 

cromossomo 7 estão localizados alguns genes que possuem um papel importante na 

hematopoese e progressão do câncer como: os genes do grupo HoxA, que são genes 

homeóticos, reguladores do desenvolvimento; o gene ETV1 (ETS- "translocation variant 1")  

pertencente a família de fatores de transcrição ETS que modulam muitas funções celulares, 

incluindo proliferação, apoptose, diferenciação, migração, angiogênese; o gene IL-6, citocina 

envolvida na resposta inflamatória, atua na diferenciação de células B e em células 

progenitoras hematopoéticas; o gene Twist-1, fator de transcrição que atua na progressão do 

câncer; o gene MDR-1 de resistência a múltiplas drogas, o gene EZH2 pertencente ao grupo 

Polycomb relacionado a repressão gênica, entre outros (VARAMBALLY et al., 2002; 
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CHAUHAN et al., 2012; DESEN & HURET, 2014). Portanto, podemos perceber que 

alterações no cromossomo 7 terão uma forte influência com o desenvolvimento das neoplasias 

mielóides e refletem em seu prognóstico.  

A deleção do braço longo do cromossomo 11 na região q23 foi a segunda alteração 

mais frequente em nosso estudo. Nesta região cromossômica está mapeado o gene MLL, 

frequentemente envolvido em leucemias agudas da infância (LLA e LMA). Geralmente, esse 

gene está associado com alterações cromossômicas do tipo translocação, conferindo mau 

prognóstico (LIM et al., 2014). O IPSS classificava as alterações envolvendo o cromossomo 

11 como de prognóstico intermediário, mas o atual IPSS reclassificou esta alteração 

cromossômica como estando incluída no grupo de muito bom prognóstico. Nossos resultados 

sugerem que esta alteração está envolvida em casos de evolução de SMD, CR para AREB e 

SMD para LMA. Portanto, é necessário um maior número de casos estudados para esclarecer 

o valor prognóstico desta alteração cromossômica.  

A deleção do braço curto do cromossomo de 17 é apontada segundo o IPSS como 

prognóstico intermediário. Em nossos pacientes, a del(17p) foi observada em 6,15% e esteve 

presente no subtipo inicial, CR, e em casos com medula óssea hipocelular. Nestes casos vale a 

pena ressaltar o valor da citogenética como um diagnóstico diferencial entre SMD hipocelular 

e anemia aplástica, onde a presença de uma alteração cromossômica clonal caracteriza a 

SMD. Esse dado é muito importante, pois ambas as doenças são indicadas para o TCTH 

alogênico, no entanto, o condicionamento pré-TMO é específico para cada doença (DONEY 

et al., 1997; YOUNG et al., 2006).  A nível morfológico a del(17p) esteve associada com uma 

dispoese significativa no setor granulocítio, ocorrendo a presença de células Pelguer-Hüet e 

ausência de granulações. Essas crianças apresentaram infecções graves e foram indicadas para 

o transplante de medula óssea, apresentando uma boa resposta ao tratamento. No braço curto 

do cromossomo 17 está localizado o gene supressor de tumor TP53, o qual codifica uma 

nucleofosfoproteína de 53-KDa que atua como regulador negativo da proliferação celular. 

Vários tipos de danos no DNA causados, por exemplo, por drogas anti-câncer ou radiações 

gama, ativam a proteína TP53 resultando em uma parada do ciclo celular entre as fases G1 e 

G2, para reparar o dano existente no DNA. Se o DNA não for reparado, a via apoptótica 

dependente de TP53 é ativada (PERRY & LEVINE, 1993; FARNEBO et al., 2010). Em 

pacientes adultos com SMD ou LMA, mutações do TP53 são observadas em menos de 10% 

dos casos, sendo frequentemente, associadas com a perda do braço curto do cromossomo 17, 

cariótipo complexo, resistência à quimioterapia e menor sobrevida (KITA-SASAI et al, 2001; 
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HAFERLACH et al., 2008). Em malignidades hematólogicas pediátricas existe controvérsia 

quanto à frequência de anormalidades do gene TP53. Alguns estudos têm observado uma 

baixa frequência de alterações do gene TP53 em pacientes pediátricos com SMD (FELIX et 

al., 1996; JEKIC et al., 2006; SAITO et al., 2011). No entanto, Silveira e colaboradores 

(2009) verificaram que, em um total de 19 pacientes pediátricos com SMD, 94,7% 

apresentaram deleção do gene TP53 de acordo com análise por FISH. Nesse estudo, foi 

sugerido que a deleção TP53 em SMD representa um biomarcador clinicamente relevante que 

pode ser usado para definir a SMD pediátrica  "de novo" (SILVEIRA et al., 2009). 

Cariótipos complexos foram observados em 4,61% dos pacientes estudados, estando 

associados com a evolução da doença. Os cariótipos destes pacientes apresentaram alterações 

cromossômicas numéricas e/ou estruturais e estiveram associados em todos os subtipos da 

SMD pediátrica. Recentemente, foi realizado um estudo em relação ao impacto prognóstico 

do cariótipo complexo em crianças com SMD em estágios avançados da doença. Foi 

observado que pacientes com cariótipo complexo apresentando uma alteração estrutural estão 

fortemente associados com um pior prognóstico e menor sobrevida (GÖHRING et al, 2010).  

A hiperdiploidia é considerada um cariótipo complexo. A hiperdiploidia I (número 

cromossômico modal maior que 46) é observada em várias crianças com diferentes neoplasias 

como a LLA e sua presença confere um prognóstico favorável (PUI, 1995; DASTUGUE et 

al., 2013). A hiperdiploidia II (mais de 70 cromossomos), uma marca nos tumores 

anaplásicos, em combinação com translocações cromossômicas pode identificar pacientes 

com alto risco, estando associados, em geral, com a falha ao tratamento (DOUGLAS et al., 

1986; SHAPIRO et al., 1993). Em nosso estudo tivemos uma criança com cariótipo 

hiperdiplóide I, apresentando o estágio inicial da doença, CR. Esta criança foi associada com 

bom prognóstico. A presença de uma alteração cromossômica estrutural em cariótipo 

hiperdiplóide I foi observado em dois pacientes. Um paciente apresentou a duplicação do 

braço longo do cromossomo 1 e o outro, a deleção do braço longo do cromossomo 6. Ambos 

os pacientes evoluíram para LMA. Poucos estudos em SMD na infância correlacionaram o 

valor prognóstico da hiperdiploidia (FERNANDEZ et al., 2003). Acar e colaboradores (2001) 

descreveram uma criança com SMD hipocelular apresentando hiperdiploidia associada com 

mau prognóstico. No entanto, esta criança apresentava alterações congênitas. Dessa forma, em 

SMD da infância é necessário um estudo evolvendo um maior número de pacientes com 

hiperdiploidia para definição do seu valor prognóstico. 
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Observamos a trissomia do cromossomo 8 em 4,61% dos pacientes pediátricos 

analisados, estando presente em casos de AREB e AREB-t. Estes pacientes apresentaram 

evolução para LMA e faleceram. Nos pacientes adultos com SMD, a trissomia do 

cromossomo 8 é a alteração numérica mais comum e, parece ser predominante no sexo 

masculino. A trissomia do 8 não se associa a um subtipo específico de SMD, mas geralmente 

está associada com citopenia de uma ou três linhagens (CHAUFFAILLE, 2006). Solé et al. 

(2000) e Fernandez et al. (2000) sugeriram que alterações envolvendo o cromossomo 8 estão 

associadas com mau prognóstico e risco aumentado de transformação leucêmica. No entanto, 

recentemente Saumell e colaboradores (2012) analisaram o impacto prognóstico da trissomia 

do 8 isolada ou associada com outras alterações cromossômicas em 257 pacientes adultos com 

SMD primária. Eles sugeriram que pacientes com a trissomia do cromossomo 8 isolada 

podem ser incluído no grupo de risco intermediário, uma vez que apresentam um pior 

prognóstico quando comparado a pacientes com cariótipo normal e com blastos  5% na 

medula óssea. Em SMD primária na infância não existem estudos sobre o impacto 

prognóstico da trissomia do 8. Em nosso estudo, esta alteração foi associada com os subtipos 

mais avançados da doença (AREB e AREB-t), alta taxa de transformação leucêmica e óbito.   

A deleção do braço longo do cromossomo 5 foi observada em apenas um dos nossos 

pacientes. Esta alteração cromossômica é extremamente rara em crianças. Uma revisão da 

literatura descrita por Pitman e colaboradores (2006) mostra apenas 7 casos de crianças com 

del(5q). Em SMD primária em pacientes adultos, a del(5q) apresenta características 

morfológicas e clínicas específicas, sendo reconhecida como a Síndrome 5q-, entidade 

adotada pela classificação OMS. A clássica síndrome 5q- foi descrita, pela primeira vez, em 

1974 por Van den Berghe e colaboradores. Esta alteração ocorre predominantemente em 

indivíduos do sexo feminino e idades avançadas, estando relacionada com bom prognóstico e 

baixo risco de transformação leucêmica. Nos últimos anos, o tratamento com lenalidomida, 

uma droga imunomodulatória, tem mostrado uma notável eficiência para pacientes com SMD 

e del(5q). Estudos sugerem que a lenalidomida atua na via de sinalização causada pela 

haplosuficiência de genes específicos presentes na região comumente deletada do 

cromossomo 5. Desta forma, esta droga atua especificamente nos clones del(5q), enquanto 

promove a repopulação de células normais na medula óssea (GIAGOUNIDIS et al., 2014). Os 

poucos casos descritos na literatura apresentando del(5q) na infância estiveram associados 

com mau  prognóstico (PITMAN et al., 2006). Em nosso estudo, a del(5q) esteve presente em 

uma criança do sexo feminino, com 13 anos de idade. Através da análise por FISH foi 
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detectada a perda de um dos alelos do gene c-fms, localizado na região q33q34. Este gene 

codifica o receptor de fator de crescimento de macrófago e apresenta uma função importante 

para proliferação e diferenciação de células mielóides (KRYSINSKA et al., 2007). O 

cromossomo 5 contém muitos genes que estão envolvidos na regulação da hematopoese, 

incluindo citocinas e seus receptores, reguladores de ciclo celular, fatores de transcrição e 

mediadores de sinalização celular. Este conjunto de genes envolvidos na hematopoese 

encontram-se entre a região 5q13~q33 e estão associados com as características clínicas dos 

pacientes com del(5q). A del(5q) pode originar a produção aberrante de citocinas e uma 

sinalização inapropriada de um ou mais genes. Além disso, características displásicas podem 

ser encontradas nas três linhagens hematopoéticas em pacientes com del(5q) 

(GIAGOUNIDIS, 2006).  

Em nosso estudo, observamos um caso raro de biclonalidade citogenética envolvendo 

os cromossomos 11 e 17. O clone com del(17p) adquiriu uma segunda alteração 

cromossômica del(12p), sugerindo evolução da doença. A metodologia do FISH foi aplicada 

neste caso e detectou a ausência dos alelos dos genes TP53 e MLL, confirmando a deleção do 

braço curto do cromossomo 17 e a deleção do braço longo do cromossomo 11, 

respectivamente. O clone contendo a del(11q) estava presente em um pequeno número de 

células, sendo visto em apenas 3 das 51 células analisadas. Dessa forma, a técnica de FISH foi 

importante para a confirmação desta alteração. A análise citogenética foi uma valiosa 

ferramenta para o diagnóstico, uma vez que havia dúvidas entre anemia aplástica e SMD 

hipocelular. O cariótipo também foi importante para a escolha do tratamento e para o 

acompanhamento deste paciente. Este paciente foi tratado com o transplante de células tronco 

de sangue de cordão umbilical e após 8 anos encontra-se em remissão completa. Este 

resultado representa o primeiro  caso descrito na literatura de uma criança com SMD primária 

hipocelular apresentando alteração biclonal envolvendo os cromossomos 11 e 17 (apêndice 

B). 

Alteração cromossômica biclonal ocorre raramente em doenças hematológicas. Em 

SMD, esta alteração foi descrita com uma frequência de 4,3-6,5%. As alterações mais 

frequentes descritas na literatura envolvendo clones não relacionados foram: del(5q), +8, 

del(20q), del(7q),+11, +21 e -22 (HAN et al., 2006). Ainda não é claro, se clones 

citogeneticamente não relacionados indicam uma verdadeira biclonalidade da doença ou se é 

resultado de uma evolução clonal de um precursor. Nós acreditamos na hipótese de que clones 

não relacionados cariotipicamente, se originam de um clone maligno comum através de 
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mudanças moleculares submicroscópicas e um processo de múltiplas etapas de evolução da 

doença. 

A SMD na infância pode ocorrer em pacientes com alterações genéticas 

constitucionais. Em nosso estudo observamos 3 pacientes com síndrome de Down (SD) e 1 

paciente com uma translocação recíproca constitucional.  

As crianças com SD apresentam um risco maior de cerca de 10-20 vezes de 

desenvolverem leucemia aguda, quando comparado com as crianças que não apresentam a 

SD. A maioria dos casos de SD/LMA corresponde ao subtipo leucemia megacarioblástica 

aguda (M7). Essas crianças também podem apresentar nos primeiros meses de vida a doença 

mieloproliferativa transitória (DMT), que pode desaparecer espontaneamente sem o 

tratamento com a quimioterapia. Alguns estudos mostraram que a base molecular para 

incidência aumentada de leucemia em crianças com SD, em particular LMA-M7, é devido a 

mutações somáticas adquiridas no gene GATA-1, localizado no cromossomo X, na região p11.  

O gene GATA-1 é um fator de transcrição com domínio "zinc-finger", é essencial para 

a diferenciação normal das linhagens eritróide e megacariocítica. O efeito da mutação neste 

gene é a introdução de um "stop codon" e a produção de uma proteína menor (GATA 1S) que 

possui uma capacidade de transativação alterada devido a perda do domínio de ativação N-

terminal. GATA-1S leva a uma hiper-proliferação de precursores hematopoéticos e um 

bloqueio no programa de diferenciação, comprometendo principalmente a linhagem 

megacariocítica (VYAS et al., 1999; XAVIER et al., 2011; SHIMIZU et al., 2012). Apesar do 

aumento do risco de desenvolvimento de leucemia em crianças com SD, elas, em geral, 

apresentam uma boa resposta ao tratamento quimioterápico com Ara C. Esse fato está 

associado ao aumento de expressão de genes que apresentam maior sensibilidade a drogas, 

como o gene cistationina beta sintetase que aumenta a suscetibilidade das células à apoptose 

(TAUB & GE, 2005). Em SMD, já foram observadas alterações no padrão de metilação da 

região promotora no gene GATA1. Estas alterações levam a inativação funcional de GATA1 

estando associadas com displasias no setor eritróide da SMD (HOPFER et al., 2012) 

Em nosso estudo, dois dos três pacientes com SD apresentaram alterações 

cromossômicas clonais ao diagnóstico. Um paciente no estágio inicial da doença, CR, e outro 

em estágio avançado, AREB-t. As alterações observadas nestes pacientes foram cariótipo 

complexo e hiperdiplóide I, respectivamente. Verificamos que o paciente que não apresentava 

alteração clonal ao diagnóstico, adquiriu uma alteração citogenética durante a evolução da 
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doença. Os 3 pacientes com SD evoluíram da SMD para LMA e apesar do tratamento 

quimiterápico, faleceram. 

Foi observado em nosso estudo uma criança de 4 anos de idade, sexo femino, fenótipo 

normal e com quadro clínico de SMD. A análise citogenética mostrou a presença de uma 

translocação constitucional envolvendo os cromossomos 3 e 8. Essa alteração cromossômica 

estava presente em 100% das células de medula óssea e em 100% das células do sangue 

periférico. O desenvolvimento de leucemias e SMD já foi observado em pacientes com 

mosaicismo da trissomia do cromossomo 8 constitucional (HASLE et al., 1995a; ZOLLINO 

et al., 1995; NARENDRAN et al., 2004). Hasle e colaboradores em 1995 descreveram uma 

criança com fenótipo normal, mosaicismo da trissomia do cromossomo 8 constitucional e 

SMD. Narendran e colaboradores em 2004, analisaram células do estroma medular em uma 

criança com SMD e mosaicismo da trissomia do cromossomo 8 constitucional e, sugeriram 

que esta alteração constitucional pode influenciar na proliferação celular apresentando um 

papel crítico na patogênese da SMD. A t(3;8)(p25;q12) constitucional ainda não foi descrita 

em SMD. No entanto, a t(3;8)(q26;q24) clonal já foi descrito em pacientes com SMD e LMA 

(MERTENS et al., 1987; LIN et al., 2006). Recentemente, Xu e colaboradores (2014) 

descreveram 6 casos de neoplasias mielóides e t(3;8). Essa alteração cromossômica esteve 

associada com prognóstico desfavorável e uma média de sobrevida de 10 meses. Em nosso 

estudo, esta paciente está sendo acompanhada clinicamente e não apresentou evolução da 

doença. Na região p25 do cromossomo 3 estão localizados diversos genes. Dentre eles 

podemos citar o gene CIDEC, envolvido no processo de fragmentação do DNA de células 

direcionadas para a apoptose e, os genes FGD5 e RAF envolvidos em vias de proliferação 

celular. O gene FGD5 atua ativando CDC42 membro da família Ras e o gene RAF codifica 

uma proteína que integra a via ERK1/2 como uma MAP quinase que atua em conjunto com a 

subfamília Ras de membrana associada a GTPases. No cromossomo 8, na região p12, está 

mapeado o gene SDCBP, o qual codifica a proteína sintenina-1 que atua na organização do 

citoesqueleto, adesão celular e ativação de fatores de transcrição, e o gene CHD7, um 

remodelador da cromatina dependente de ATP. Desta forma, a translocação constitucional 

t(3;8)(p25;q12) pode estar relacionada com alterações em vias de sinalização que levam à 

predisposição do desenvolviemto da SMD. 

Evolução citogenética tem sido observada em pacientes com SMD (BERNASCONI et 

al., 2010; WANG et al., 2010; JABBOUR et al., 2013). Em nosso estudo, evolução 

citogenética foi observada em 7,8% dos pacientes pediátricos com SMD primária, não 
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apresentando uma alteração cromossômica específica. Estudos avaliando a incidência e a 

significância prognóstica da evolução citogenética em SMD, mostraram uma incidência de 

17-29% de evolução clonal em pacientes adultos com SMD, estando associado com 

transformação para LMA e sobrevida diminuída (BERNASCONI et al., 2010; WANG et al., 

2010; JABBOUR et al., 2013). Recentemente, Jabbor e  colaboradores (2013) sugeriram que 

aquisição de alterações cromossômicas durante o acompamhamento de pacientes definidos 

como de prognóstico de baixo risco, tem risco aumentado de transformação leucêmica e óbito. 

Estes estudos foram baseados em pacientes adultos com SMD primária e secundária. Em 

pacientes pediátricos com SMD, o acompanhamento da evolução citogenética é uma prática 

mais difícil, uma vez que crianças com alterações cromossômicas são em geral, indicadas para 

o tratamento com TCTH alogênico. Desta forma, até o momento não existem estudos sobre o 

impacto prognóstico da evolução citogenética em SMD primária na infância. Em nossso 

estudo, evolução citogenética clonal foi associada com a transformação leucêmica.  

De acordo com o padrão cromossômico, a porcentagem de blastos na medula óssea, e 

o número de citopenias, nossos pacientes foram classificados nos grupos de risco segundo o 

IPSS. O grupo de risco de maior incidência em nosso estudo foi o intermediário 1, sendo 

observado em 56,5% (65) dos pacientes com SMD primária pediátrica. Verificamos que 8,7% 

dos pacientes foram classificados como de baixo risco, 18,3% como de risco intermediário 2 e 

16,5% como de alto risco. Pacientes de alto risco estiveram associados com a evolução da 

doença, sendo verificado em 89,5% (17/19) dos pacientes, e alto índice de mortalidade 63,1% 

(12/19). Também foi observado uma alta taxa de evolução (57,1%) e mortalidade (47,6%) em 

pacientes de risco intermediário 2. Em pacientes de baixo risco e risco intermediário, 

evolução da doença foi verificada com menor incidência, 10% e 10,7%, respectivamente. O 

IPSS tem mostrado grande valor prognóstico para pacientes adultos com SMD. No entanto, 

alguns estudos sugerem que os fatores prognósticos que predizem a sobrevida ou progressão 

em adultos não são os mesmos para os pacientes pediátricos (HASLE et al, 2004). Em um 

estudo japonês com crianças com SMD, a sobrevida diferiu entre os grupos de risco 

citogenéticos adotados pelo IPSS (SASAKI et al, 2001). Alguns estudos têm encontrado uma 

tendência para uma sobrevida maior no grupo citogenético de risco intermediário (HASLE et 

al, 2004; PASSMORE et al., 2003). Esses resultados mostram a necessidade de um maior 

número de estudos sobre o impacto prognóstico das alterações cromossômicas em crianças 

com SMD.  
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Recentemente, foi realizada uma revisão do IPSS (GREENBERG et al., 2012) e, 

alguns grupos têm sugerido que este novo sistema é eficaz na estratificação prognóstica de 

pacientes adultos com SMD (QU et al, 2012). No entanto, existem controvérsias em relação 

ao valor prognóstico de alguns cariótipos, sendo questionado o fato desse novo sistema ter 

sido baseado em um número relativamente pequeno de pacientes, no qual 65% dos pacientes 

apresentavam trissomia do cromossomo 8 (PARDANANI & TEFFERI, 2012). A escala 

prognóstica revisada (IPSS-R) não foi aplicada ainda para pacientes com SMD primária na 

infância.  

Em nosso estudo, aplicamos ambas as escalas de prognóstico citogenético. Baseado no 

prognóstico citogenético do IPSS (GREENBERG et al.,1997), os pacientes foram 

classificados como de cariótipo de bom prognóstico e intermediário, com uma frequência de 

45,2% e 40%, respectivamente. Com menor incidência, foi observado pacientes associados 

com cariótipo de mau prognóstico (14,8%). A evolução da doença esteve associada com 

maior frequência em pacientes com cariótipo de mau prognóstico (76,5%). Utilizando a escala 

IPSS-R, verificamos que a maior incidência foi de pacientes classificados com cariótipos de 

bom prognóstico e intermediário, sendo observado em 51,3% e 34,78%, respectivamente. No 

entanto, evolução da doença foi observada com uma alta frequência em pacientes 

classificados em muito bom prognóstico, mau e muito mau, sendo verificado em 72,7%, 50% 

e 100%, respectivamente. Desta forma, nossos resultados sugerem que essa nova escala de 

prognóstico citogenético não é completamente eficaz para estratificar os pacientes pediátricos 

com SMD primária.   

A SMD é uma doença clonal que parece ter origem a partir de uma modificação 

afetando uma célula hematopoética pluripotente. É caracterizada por alterações qualitativas 

(displasias) e quantitativas (citopenias) em eritrócitos, granulócitos e megacariócitos. As 

linhagens linfóides também apresentam alterações. Embora o número de células B, seja  

provavelmente normal em SMD, elas são funcionalmente imaturas, havendo um descontrole 

na produção de imunoglobulinas. O número de células T e NK ("natural killer") em SMD é 

reduzido apresentando função prejudicada. Cerca de 10-40% dos casos evoluem para LMA e 

em raros casos para leucemia linfóide ou bifenotípica (LOPES & LORAND, 1999; AKTAS 

& TUNCBILEK, 2006; GOEL et al., 2007). Em nosso estudo, foi observado um caso de uma 

criança com diagnóstico inicial de CR e citogenética normal. Após 4 meses, essa criança 

apresentou evolução clínica. O estudo citogenético mostrou um cariótipo complexo pela 

citogenética clássica e fusão ETV6-RUNX1 [t(12;21)] pela técnica de FISH. A análise 
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imunofenotípica indicou uma LLA-B. Este paciente foi tratado com quimioterapia e faleceu 

após 6 meses do diagnóstico. Estudos indicam que a evolução da SMD para LLA ocorre em 

menos de 1% dos pacientes adultos e é extremamente rara em pacientes pediátricos (GUPTA 

& BHATIA, 2010). Existem poucos relatos de casos descrevendo a evolução de SMD 

pediátrica para LLA. Aktas & Tuncbilek (2006) relatram evolução de SMD primária para 

LLA em duas crianças, caracterizadas citogeneticamente com monossomia do cromossomo 7. 

O tempo médio de evoluçâo foi de 9 meses. Esses pacientes foram tratados com TCTH e um 

deles faleceu. Outros dois estudos observaram evolução de SMD pediátrica primária para 

LLA tipo B, em um período de 4 meses. Entretanto, nesses estudos, a análise citogenética não 

foi realizada. Esses pacientes apresentaram boa resposta ao tratamento com quimioterapia 

(GOEL et al., 2007; GUPTA & BHATIA, 2010). 

Nossos resultados mostraram que as alterações cromossômicas em SMD primária na 

infância, assim como na SMD do adulto, são caracterizadas principalmente por perdas 

parciais ou totais de cromossomos, sugerindo que a principal classe de genes envolvidos na 

patogênese da SMD é de supressores de tumor, ocorrendo sua inativação ou sua 

haploinsuficiência. O modelo de lesão em múltiplas etapas exige uma primeira alteração, 

seguida de outras subsequentes. Sendo assim, a inativação de um gene supressor de tumor se 

daria pela perda de uma cópia do gene por deleção ou monossomia e a outra sofreria 

inativação por mutação ou perda de expressão por metilação (ROSENFELD & LIST, 2000; 

WALTER et al., 2012). 

Estudos moleculares em pacientes com SMD descreveram o silenciamento 

transcricional de diversos genes associados com a metilação de sua região promotora. Estes 

genes estão envolvidos na regulação do ciclo celular, proliferação, diferenciação, apoptose, 

adesão celular, entre outros (ISSA, 2010). Entretanto, poucos estudos mostraram a presença 

de metilação em SMD primária na infância (HASEGAWA et al, 2005; VIDAL et al, 2007, 

KIM et al., 2013). Isso nos levou a investigar a presença de metilação na região promotora 

dos genes p15
INK4b

, p16
INK4a

 e MDR-1 nos pacientes pediátricos com SMD primária.  

Em nosso estudo, a metilação no gene p15
INK4b

 foi observada em 28,57% (22/77) dos 

pacientes com SMD na infância. As maiores frequências de metilação para o gene p15
INK4B

 

estiveram presentes nos subtipos mais avançados de SMD, como AREB e   AREB-t, sendo 

observadas em 31,2% e 70% respectivamente. No subtipo inicial da doença, CR, a frequência 

de metilação foi mais baixa (19,6%). HASEGAWA e colaboradores (2005), em um estudo 

similar, apresentou uma frequência superior de metilação neste gene (78%). Esta diferença 
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pode estar relacionada ao fato da maioria dos seus pacientes terem sido classificados dentro 

dos subtipos mais avançados AREB e LMMC ou em um subtipo “duvidoso” classificado 

como SMD/LMA-M6, o qual ele denominou de AREB/M6. Vidal e colaboradores (2006) 

demonstraram uma frequência de metilação em p15
INK4b

 de 50%, sendo também todos os 

pacientes classificados dentro dos subtipos mais avançados da SMD, AREB e AREB-t.  Kim 

e colaboradores (2013) analisaram o padrão de metilação do gene p15
INK4b 

em 25 pacientes 

pediátricos com SMD e observaram uma frequência de metilação para este gene de 28%. 

Similar ao nosso estudo, a maioria dos pacientes foram classificados no subtipo incial, CR.   

Nossos resultados mostraram que a metilação do gene p16
INK4a

 é um evento raro, 

ocorrendo em baixa frequência (7,8%) nos pacientes pediátricos analisados, sugerindo que 

provavelmente este não seja o principal evento envolvido na patogênese da SMD. As 

proteínas codificadas pelos genes p15
INK4b

 e  p16
INK4a

 agem como reguladoras negativas do 

ciclo celular, inibindo a formação do complexo cilina D/CDK4 e ciclina D/CDK6. Além 

disso, estão associada ao processo de diferenciação celular e manutenção da homeostase 

durante a diferenciação das linhagens eritróides (MINAMI et al, 2003). Estudos têm 

demonstrado silenciamento deste gene por metilação em tumores sólidos, como carcinoma 

hepatocelular (FUKAI et al, 2005). No entanto, em malignidades hematológicas a frequência 

de metilação neste gene é baixa ou nula (TOYOTA et al., 2001; GARCIA-MANERO et al., 

2002; HASEGAWA et al., 2005; HOFMANN et al., 2006). Vidal e colaboradores (2006) 

analisando o padrão de metilação de vários genes em SMD da infância, verificaram que 

nenhum dos pacientes apresentaram metilação no gene p16
INK4a

. O mesmo resultado foi 

obtido por Hasegawa e colaboradores (2005).  

Em nosso estudo, metilação aberrante em ambos os genes, p15
INK4b

 e p16
INK4a

, foi 

vista em apenas 3 (3,89%) dos 77 pacientes analisados. Embora o número de pacientes seja 

pequeno, a metilação em ambos os genes p15
INK4b

 e p16
INK4a

 revelou ser um pior prognóstico 

para pacientes com SMD da infância, visto que 2 dos 3 pacientes evoluíram da doença em um 

menor período de tempo e foram a óbito.  

Alguns grupos já demonstraram a frequência e a importância da hipermetilação na 

região promotora do gene p15
INK4b

 em pacientes adultos com SMD. A frequência de 

metilação no gene p15
INK4B 

em adultos com SMD ou leucemia aguda (LA) tem sido observada 

em torno de 38% a 69% (UCHIDA et al., 1997; QUESNEL et al, 1998; HOFMANN et al, 

2006), podendo ser verificada no diagnóstico ou durante a progressão da doença (TIEN et al, 

2001). 
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Jiang e colaboradores (2009) mostraram que alterações no padrão de metilação do 

DNA é um mecanismo dominante no silenciamento de genes supressores de tumor e, é uma 

variação clonal no processo de evolução da SMD para LMA. Nossos resultados mostraram 

uma correlação estatisticamente significativa entre evolução da doença e metilação no gene 

p15
INK4b

. Dos pacientes que apresentavam metilação para o gene p15
INK4b

, 59,1% (13/22) 

evoluíram da doença. Apesar da baixa frequência de metilção no gene p16
INK4a

 observada em 

nossos estudo, estes pacientes estiveram associados com evolução para LMA. Dos pacientes 

que apresentaram metilação para p16
INKa

, 66,6% (4/6) evoluíram para LMA. Estudos em 

SMD têm sugerido que as diferenças no nível de metilação dos genes possam contribuir para 

a heterogeneidade da SMD (KIM et al., 2010). Em nosso estudo,  observamos uma correlação 

direta entre o nível de metilação no gene p15
INK4B

 dos pacientes com SMD pediátrica e a 

porcentagem de blastos. Kim e colaboradores (2013) verificarm que altos níveis de metilação 

do gene p15
INK4b 

estão associados com porcentagem de blastos maior que 5% e cariótipo 

anormal.  

Nossos resultados sugerem que a proliferação do clone mielodisplásico e a evolução 

da SMD em direção à LMA pode requerer uma "fuga" da regulação da fase G1 do ciclo 

celular e, a metilação do gene p15
INK4B

 provavelmente exerce um importante papel neste 

processo. Em adultos com SMD, a metilação do gene p15
INK4b

 esteve associada com estágios 

avançados da doença (AREB e AREB-t), sugerindo exercer um papel na progressão e 

evolução para LMA (UCHIDA et al., 1997; QUESNEL et al., 1998; KIM et al., 2010). Em 

SMD pediátrica, apenas um estudo recente sugere que a metilação no gene p15
INK4b

 está 

associada com a progressão da doença (KIM et al., 2013) 

Metilação dos genes p15
INK4b

 e p16
INK4a

 estiveram associados com cariotipos 

anormais, 90,9% e 100% respectivamente. Além disso, nossos resultados sugerem uma forte 

associação entre a presença de metilação em p15
INK4b

 e alterações no cromossomo 7                       

(-7/del7q), levando à evolução da doença. Uma revisão da literatura mostrou que, até o 

momento, não foi descrito um estudo mostrando correlação entre as alterações citogenéticas e 

a presença de metilação em genes nos pacientes adultos e pediátricos com malignidades 

hematológicas primárias (LLA, LMA e SMD) (GARCIA-MANERO et al., 2003; KIM et al., 

2010). No entanto, em pacientes adultos com SMD secundária Au e colaboradores (2003) 

verificaram uma forte correlação entre metilação do gene p15
INK4b

 e alterações cromossômicas 

envolvendo o cromossomo 7 (-7/7q-).  
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Em 2010, nosso grupo publicou um artigo com 47 pacientes pediátricos com SMD 

primária e a análise de metilação nos genes p15
INK4b 

e p16
INK4a

. Neste estudo Rodrigues e 

colaboradores (2010), sugeriram que metilação nos genes p15
INK4b 

e p16
INK4a

 sejam 

biomarcadores de evolução de SMD para LMA (apêndice E e anexo B). Dando continuidade 

a esse estudo, nossos resultados em 77 pacientes estudados sugerem que apenas a metilação 

no gene p15
INK4b 

tem um papel importante na transformação leucêmica para pacientes 

pediátricos com SMD e a metilação no gene  p16
INK4a

 é um evento bastante raro. Esse 

resultado mostra a importância da pesquisa translacional, onde a presença de metilação no 

gene p15
INK4b

, um biomarcador de evolução da doença, pode ser incorporado na rotina 

laboratorial como um teste adicional auxiliando na escolha do tratamento. 

A hematopoese abrange os fenômenos relacionados à origem, multiplicação e a 

maturação de células sanguíneas formadas a partir das células-tronco hematopoéticas (HSCs). 

Mudanças na expressão gênica das HSC fazem parte dos eventos que regulam o equilíbrio 

entre a auto-renovação e a diferenciação destas células. Estas mudanças são acompanhadas, e 

frequentemente precedidas, de alterações epigenéticas, embora pouco se conheça acerca dos 

reguladores epigenéticos que participam da homeostasia sanguínea (SASHIDA & IWANA, 

2012). 

Evidências têm mostrado que eventos epigenéticos possuem um papel crítico na 

manutenção da auto-renovação das HSCs, o que também parece ser verdadeiro no contexto 

das células-tronco leucêmicas (LSCs).  Estas questões surgiram a partir da observação de 

mutações em genes reguladores epigenéticos em doenças hematológicas, fazendo crer que as 

desregulações epigenéticas possam estar envolvidas na transformação, bem como na 

manutenção das LSCs (HEIDEL et al., 2011; SASHIDA & IWANA, 2012; SHIH et al., 

2012). Portanto, hoje acredita-se que as alterações epigenéticas desempenhem um papel 

importante na iniciação, na promoção e na progressão neoplásica (ESTELLER, 2008). 

Em se tratando de reguladores epigenéticos, o grupo Polycomb (PcG) está envolvido 

com diferentes tipos de câncer. Em mamíferos os genes PcG compreendem dois complexos 

multiméricos conhecidos como Complexo Polycomb Repressivo (PRC) 1 e 2 (LEVINE et al., 

2004). EZH2 (Enhance of Zeste 2) é a subunidade catalítica do complexo PRC2 e possui 

atividade repressora transcricional baseada na trimetilação da histona 3 (H3K27me3) via 

domínio SET e utilizando S-adenosilmetionina (SAM) como doador do radical metil. 

H3K27me3 serve de ponto de ligação para o complexo PRC1, com consequente 

remodelamento da cromatina. Este evento resulta em uma cromatina compacta, fechada, 
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tornando a região promotora inacessível aos fatores de transcrição (FRANCIS et al., 2004;  

ZHOU et al., 2008).  

Outros eventos que levam ao silenciamento gênico através de H3K27me3, incluem as 

atividades conjuntas de EZH2 e de enzimas das famílias das DNA metil-transferases 

(DNMTs) e das histonas deacetilases (HDACs). No trabalho de revisão de Tsang & Cheng 

(2011), os autores descreveram que genes que adquirem H3K27me3, estão mais predispostos 

a hipermetilação de DNA “de novo”. Além disso, EZH2 se liga, física e funcionalmente, às 

HDACs, promovendo a desacetilação de diversas lisinas das histonas 3 e 4, incluindo H3K27. 

Em geral, EZH2 não se expressa, ou se expressa em quantidades reduzidas, em tecidos 

adultos normais. Por outro lado, a expressão aumentada tem sido descrita em diferentes tipos 

de tumores sólidos, tais como o câncer de próstata e o câncer de mama (VARAMBALLY et 

al., 2002; BACHMANN et al., 2006). Nesses dois tumores, o aumento de expressão foi 

associado a um maior do risco de metástases, à agressividade tumoral e a menor sobrevida 

dos pacientes. Em nosso estudo, analisamos a expressão de EZH2 em 34 pacientes pediátricos 

com SMD primária e verificamos um aumento nos níveis de expressão deste gene em relação 

aos doadores. Quando analisamos os níveis relativos de expressão de EZH2 com os subtipos 

(inicial versus estágios avançados) e com os cariótipos, verificamos um aumento de expressão 

de EZH2, nos subtipos AREB/AREB-t e nos casos com cariótipo anormal. Uma revisão da 

literatura mostra um único estudo de expressão de EZH2 em SMD. Xu e colaboradores (2011) 

avaliaram a expressão deste gene, através de qRT-PCR em amostras de medula óssea de 

pacientes adultos com SMD. Os autores verificaram um aumento significativo da expressão 

de EZH2 e de outros dois genes da família Polycomb, BMI1 e RING1 nestes pacientes. 

Através destas análises os autores concluíram que o aumento da expressão destes genes é 

comum na SMD e está relacionado a um mau prognóstico.    

A SMD é uma doença caracterizada pela refratariedade ao tratamento quimioterápico. 

O gene MDR-1, localizado no braço longo do cromossomo 7 na região q21 codifica a 

glicoproteína P, responsável pelo transporte de uma ampla variedade de componentes, 

incluindo agentes quimioterápicos, sendo por isso, relacionado com a resistência a múltiplas 

drogas em diversos tipos de câncer. Vários estudos têm mostrado que a regulação 

transcricional deste gene é complexa. No entanto, a literatura sugere a metilação como um dos 

possíveis mecanismos que pode estar envolvido no processo de ativação e inativação deste 

gene (KANTHARIDIS et al., 1997; NAKAYAMA et al., 1998; SWERTS et al., 2006; SHI et 

al., 2011).  
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Em nosso estudo, a metilação no gene MDR-1 foi observada em diferentes níveis nas 

linhages celulares K562 e MCF7 e observamos uma relação inversa entre os níveis de 

metilação e expressão (apêndice F). Posteriormente, buscamos analisar o padrão de metilação 

e de expressão do gene MDR-1 em indivíduos saudáveis (doadores de medula óssea) e em 

pacientes pediátricos com SMD. No entanto, não foi observada metilação para este gene em 

amostras de células de medula óssea de indivíduos saudáveis e nos 34 pacientes com SMD 

primária pediátrica. Existem poucos estudos abordando o padrão de metilação do gene MDR-

1 em pacientes com leucemia e SMD. Metilação do gene MDR-1 foi observada em pacientes 

com LMA com uma baixa frequência (TOYOTA et al., 2001). Shi e colaboradores (2011) 

analisaram o padrão de metilação do gene MDR-1 em 228 pacientes com diversas 

malignidades hematológicas, incluindo dois pacientes com SMD. Eles verificaram uma 

associação entre o aumento de expressão do gene MDR-1 com a hipometilação de sua região 

promotora. Nossos resultados sugerem que pacientes com SMD primária pediátrica não 

apresentam metilação na região promotora do gene MDR-1 nos sítios CpG analisados, sendo 

necessário um estudo com um maior número de pacientes para confirmar os nossos achados. 

Também é importante o estudo da metilação em outros locais de ilhas CpGs na região 

promotora do gene MDR-1.  

Em relação ao nível expressão do gene MDR-1, observamos que a expressão deste 

gene foi maior em pacientes com SMD primária na infância do que nos indivíduos saudáveis, 

doadores de medula óssea. A análise de expressão do gene MDR-1 com os diferentes subtipos 

de SMD mostrou níveis de expressão semelhantes entre o subtipo inicial da doença (CR) e os 

estágios avançados (AREB/AREB-t). Comparando o nível de expressão com o cariótipo dos 

pacientes, observamos um aumento no nível de expressão do gene MDR-1 nos pacientes com 

cariótipo anormal em relação aos pacientes com cariótipo normal. No entanto, nossos 

resultados não apresentaram significância estatística. Em malignidades hematológicas, altos 

níveis de expressão do gene MDR-1 têm sido associados com baixa resposta à quimioterapia, 

pior prognóstico, sobrevida reduzida e alta taxa de recidiva da doença (CHAUHAN et al., 

2012). Em SMD, expressão do MDR-1 foi observada especialmente em estágios mais 

avançados da doença, como AREB, AREB-t e LMA secundária a SMD, estando isto 

associado a um pior prognóstico, menor sobrevida e alta probabilidade de evolução para 

LMA. No entanto, estes resultados são baseados na SMD do adulto (LIST et al., 1991; 

LEPELLEY et al., 1994; ZOCHBAUER et al., 1994; KURATA et al., 2006). Nossos 

resultados sugerem que a expressão alterada do gene MDR-1 pode ser uma característica 
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intrínsica da SMD, contribuindo para a refratariedade ao tratamento e que o aumento de 

expressão deste gene pode ser um marcador auxiliando na indicação do tratamento com o 

TCTH alogênico. 

Como a SMD é uma doença extremamente heterogênea, diversas vias de 

desenvolvimento e evolução da doença podem ocorrer. Neste contexto, estudos levantam a 

seguinte questão: se alterações cromossômicas detectadas em SMD primária são eventos 

iniciais que levam ao desenvolvimento da doença (causa) ou se são apenas fenômenos 

secundários (consequência) (CHAUFFAILLE, 2006). De acordo com a teoria de múltiplas 

etapas de desenvolvimento da SMD primária, nossos resultados sugerem que as alterações 

cromossômicas são eventos intermediários, desencadeando uma grande instabilidade genética. 

Expressão alterada do gene MDR-1 parece ser uma característica da doença associada a 

refratariedade ao tratamento. Expressão alterada do gene EZH2 parece também contribuir 

para o desenvolvimento da SMD, uma vez que este gene possui um papel importante na 

regulação da auto renovação e diferenciação das células tronco hematopoéticas. A aquisição 

de alterações no padrão de metilação da região promotora do gene p15
INK4b

 é um evento tardio 

associado com a transformação leucêmica, sendo um provável marcador de evolução da 

doença. Nossos resultados sugerem que uma provável via de evolução em SMD primária na 

infância seria a associação -7/del(7q) e metilação em p15
INK4b

 .   
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CONCLUSÕES 

 

a) A SMD primária na infância apresenta uma alta frequência de alterações 

cromossômicas (56,5%); 

b) O estudo citogenético mostrou que o padrão cariotípico da SMD primária na infância é 

caracterizado principalmente por perdas parciais ou completas de cromossomos 

(deleções e monossomias) e ganhos cromossômicos (trissomias);  

c) A análise citogenética mostrou ser essencial no processo de diagnóstico de todos os 

casos de suspeita de SMD pediátrica sendo uma importante ferramenta para a escolha 

do tratamento; 

d) As anomalias cromossômicas de maior frequência neste estudo foram as alterações 

envolvendo o cromossomo 7 (-7/ 7q) e del(11)(q23); 

e) A metilação da região promotora do gene p15
INK4b

 é um evento frequente em subtipos 

mais avançados da SMD primária na infância e está associada com a transformação 

leucêmica; 

f) A metilação na região promotora do gene p16
INK4a

 é um evento raro em SMD primária 

na infância, estando possivelmente associada com a evolução da doença; 

g) Metilação na região promotora no gene p15
INK4b

 mostrou uma forte associação entre as 

alterações envolvendo o cromossomo -7/7q-, sugerindo uma provável via de evolução 

da doença; 

h) Expressão do gene EZH2 é um evento frequente em pacientes com SMD primária na 

infância; estando associado principalmente com cariótipos anormais e estágios 

avançados da doença.  

i) Expressão do gene MDR-1 é um evento frequente em pacientes com SMD primária na 

infância; estando associado principalmente com cariótipos anormais, no entanto, 

parece apresentar níveis de expressão semelhantes no estágio inicial, CR, e avançados 

(AREB/AREB-t). 

j) As alterações cromossômicas, -7/7q-; del(11)(q23) e cariótipos complexos, e presença 

de metilação em p15
INK4b

 estão associadas com mau prognóstico, sendo prováveis 

biomarcadores de evolução da doença. 
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APÊNDICE A - Tabela 1: Análise Citogenética em Síndrome Mielodisplásica Primária na Infância 

 

nº Idade/ Sexo Classificação Resultado citogenético Evolução/ Tratamento IPSS 

1 12a/ M CR 46,XY,-7,+20[13]/46,XY[7] não/ TCTH int 2 

2 7a/ M CR 46,XY,del(12)(p12)[6]/46,XY[37] não/ TCTH int 1 

3 8a/ F CR 46,XX[30] não/ TCTH int 1 

4 18a/ F CR 46,XX,del(6)(q21)[3]/46,XX[35] sim- AREB/ TCTH/ óbito int 1 

5 7a/ M CR 46,XY[32] não/ transfusão int 1 

6 15a/ F CR 46,XX[36] não/ transfusão int 1 

7 16a/ F CR 47,XX,+mar[2]/46,XX[27] não/ TCTH/ óbito int 1 

8 7a/ F CR 46,XX[30] não/ transfusão int 1 

9 6a/ F CR 46,XX[32] não/ transfusão int 1 

10 14a/ M CR 46,XY,del(17p12)[15]/46,XY[28] TCTH/ não int 1 

11 8 a/ F CR 46,XX,del(9)(p12)[3]/46,XX[19] não/ TCTCU óbito int 1 

12 

 

13a/ M 

 

CR 

 

46,XY,del(17)(p12)[9]/46,XY,del(17)(p12), del(12)(p13)[5]/46,XY,del(11)(q23)[3]/ 

46,XY[34] 

não/ TCTCU 

 

int 1 

 

13 

 

9a/ M 

 

CR 

 

46,XY,del(3)(p23)[5]/46,XY[38]  

 

sim - AREB/ Fator de Cresc. 

(EPO) 

int 1 

 

14 1a/ M CR 46,XY[32] não/ transfusão int 1 

15 3a/ M CR 46,XY,+der(3)del(3)(q21),-7,-9,+mar[2]/ 46,XY[27] sim -AREB/ QT int 2 

16 13a/ F CR 46,XX,del(5)(q14q31)[15]/ 46,XX[28] não/ TCTH int 1 

17 14a/ M CR 46,XY,del(11)(q23)[5]/ 46,XY[17] não/ transfusão int 1 

18 7a/ F CR 46,XX,del(12)(p13)[10]/46,XX[28] não/ TCTH/ óbito int 1 

19 2a/ M CR 45,XY,-19[4]/46,XY[25] não/ transfusão int 2 

20 15a/ F CR 46,XX[22] não/ transfusão int 1 

21 7a/ F CR 46,XX[25] não/ transfusão/ óbito int 1 

22 2a/F CR 46,XX,del(4)(q22)[6]/46,XX[28] sim- AREB/ transfusão int 1 

23 4a/ M CR 47,XY,+mar[4]/ 46,XY[49] não/ acomp. clínico int 1 

24 

 

2a/ M 

 

CR 

 

46,XY[30] 

 

sim- AREB-t/ fator de cresc. 

(GCSF) 

baixo risco 

 

24a 3a/ M AREB-t 46,XY[20]   
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25 7m/ M CR 46,XY[34] não/ fator de cresc. (GCSF) int 1 

25a 2a/ M CR 46,XY,del(17)(p12)[4]/46,XY[36] não/ transfusão int 1 

26 2a/ F CR 46,XX,del(17)(p12)[5]/46,XX[45] Não int 1 

27 5a/ F CR 46,XX[16] não/ transfusão int 1 

28 12a/ F CR 46,XX[32] não/ transfusão int 1 

29 2a/ F CR 46,XX[25] não/ transfusão int 1 

30 18a/ M CR 46,XY[46] não/ acomp. clínico int 1 

31 11a/ M CR 46,XY,del(11)(q23)[8]/46,XY[20] sim-AREB int 2 

32 4a/ M CR 46,XY,del(11)(q23)[5]/46,XY[31] sim- LMA/ TCTH int1 

33 7a/ M CR 45,XY,-21[5]/46,XY[42] não/ acomp. clínico int 1 

34 6a/ M CR 46,XY[38] não/ transfusão/ óbito int 1 

35 2a/ F CR  46,XX,del(11)(q23)[3]/46,XX[12] sim- AREB/ transfusão int 2 

36 9m/ F CR  46,XX[33] não/ acomp. clínico int 1 

37 9a/ F CR  46,XX[22] não/ acomp. clínico int 1 

38 7m/ M CR 46,XY[32]  não/ transfusão baixo risco 

39 11a/ F CR 46,XX,i(9)(q10)[14]/46,XX[6] não/ acomp. clínico int 1 

40 11m/ M CR 46,XY[42] não/ acomp. clínico int 1 

41 1a/ M CR 46,XY[30] não/ acomp. clínico baixo risco 

42 4a/ F CR 46,XX,del(9)(q22q32)[2]/46,XX[22]  não/ QT int 2 

43 3a/ M CR 46,XY[29] não/ acomp. clínico int 1 

44 17a/ F CR 46, XX [12] não/ acomp. clínico/ óbito int 1 

45 13a/ M CR 46,XY[28] não/ TCTH int 1 

46 2a/ M CR 46,XY[26] não/ fator de cresc. (GCSF) baixo risco 

47 5m/ F CR 46,XX[38] não baixo risco 

47a 3a// F   CR 46,XX,del(17)(p12)[5]/46,XX[33] TCTH  

48 9a/ F CR 46,XX[30] não/ acomp. clínico baixo risco 

49 4a/ F CR 46,XX,t(3;8)(p25;q12)c[26] não/ acomp. clínico int 1 

50 8a/ M CR 46,XY[31] não/ acomp. clínico baixo risco 

51 3m/ F CR 45,XX,-7[24]/46,XX[2] não/ acomp. clínico int 1 

52 9a/ M CR 46,XY[43] sim - LLA/ QT int 1 

52a 9a/ M LLA  49,XY,+12,+16,+22[3]/51,XY,del(6)(q14),+12,+16,+20,+21,+22[3]/52,XY,+5,del(6)(q14),  óbito  
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  +12,+16,+20,+21,+22[2]/51,XY,+12,+16,+18,+21,+22[2]/46,XY[14]  

53 16a/ M CR 46,XY[27] não/ acomp. clínico int 1 

54 2a/ F CR 46,XX[35] sim-AREB/ acomp. clínico int 1 

54a 4a/ F AREB 47,XX,+14[4]/46,XX[31]   

55 13a/ M CR 47,XY,+Y[12]/46,XY[8] não/ acomp. clínico baixo risco 

56 14a/ M CR 46,XY[30] transfusão int 1 

57 5a/ M CR 47,XY,+mar[3]/46,XY[37] não/TCTH /óbito int 1 

58 17a/ M CR 46,XY[28] não/ acomp. clínico int 1 

59 11a/ M CR 46,XY[30] não/ acomp. clínico int 1 

60 11a/ F CR 46,XX[30] não/ acomp. clínico baixo risco 

61 11a/ M CR 46,XY[20] não/ acomp. clínico baixo risco 

62 7a/ M CR 46,XY,del(11)(q23)[4]/46,XY[48] não/ TCTH /óbito int 1 

63 9a/ F CR 46,XX[20] TCTH /óbito int 1 

64 16a/ F CR 51,XX,+4,+6,+8,+14,+20[3]/46,XX[41] não/ TCTH int 1 

65 14a/ M CR 46,XY,del(17)(p12)[15]/46,XY[28] não/ TCTH int 1 

66 12a/ M CR 46,XY[25] não/ TCTH int 1 

67 11a/ F  CR 46,XX[20] não/ TCTH int 1 

68 5a/ M CR 46,XY[20] não/ TCTH int 1 

69 12a/ F CR 46,XX[49] não/ TCTH int 1 

70 17a/ F CR 46,XX[29] TCTH/ óbito int 1 

71 7a/ M CR 46,XY[20] TCTH/ óbito int 1 

72 15a/ M CR 46,XY[25] TCTH/ óbito int 1 

73 16a/ M CR 46,XY[29] TCTH/ óbito int 1 

74 18a/ M CR 46,XY,chtb[6]/46,XY[20] não/ TCTH int 1 

75 9a/ M CR 46,XY,del(17)(p12)[5]/46,XY[16] TCTH/ óbito int 1 

76 10a/ F CR 46,XX,chtb[8]/46,XX[30] não/ TCTH int 1 

77 10a/ M CR 45,XY,-7[26] sim- AREB-t int 2 

77a 10a/ M AREB-t 45,XY,-7[20] sim- LMA/ QT/ óbito alto risco 

78 13a/M CR 45,XY,-7[25] sim- AREB/ QT int 1 

78a 14a/M AREB 45,XY,-7[20]   

79 2a/ F AREB 46,XX,del(11)(q23)[8]/46,XX[14] sim- AREB/ TCTH int 2 
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80 10a/ F AREB 46,XX,del(6)(q24)[3]/46,XX[15] sim-LMA/ QT/ óbito int 2 

81 7 a/F AREB 46,XX,del(6)(q23)[8]/46,XX[18] Óbito int 2 

82 2a/F AREB 46,XX,del(11)(q23)[5]/46,XX[18] sim- LMA/ TCTH int 2 

83 16a/ M AREB 47,XY,+8[30]/46,XY[25] sim- LMA/ QT/ óbito int 2 

84 7a/ F AREB 46,XX,i(9)(q10)[15]/46,XX[7] sim- LMA/ TCTH/ óbito int 2 

85 14a/ F AREB 46,XX,del(11)(q23)[4]/46,XX[23] sim- LMA/ TCTH/  óbito int 2 

86 13a/ F AREB 46,XX,del(7)(q22)[10]/46,XX[12] não/ TCTH alto risco 

87 12a/ M AREB 46,XY,del(11)(q23)[12]/46,XY[8] sim- LMA/ QT int 2 

88 

 

6a/ F 

 

AREB 

 

58,XX,+X,+3,+5,+6,+8,+10,+11,+12,+13,+18,+20,+21[5]/58,XX,idem,dup(1)(q21q31)[14]/ 

46,XX[21] 

sim- LMA/ QT 

 

alto risco 

 

89 14a/ M AREB 46,XY,del(7)(q22)[10]/46,XY,del(7)(q22),del(12)(p12)[3]/46,XY[7] sim- LMA/ QT alto risco 

90 9a/ F AREB 47,XX,+6[26]/46,XX[16] não/ transfusão/ óbito int 2 

91 9m/ M AREB 46,XY,del(6)(q23)[5]/46,XY[15] não/ óbito int 2 

92 2a/ M AREB 46,XY[34] não/ acomp. clínico int 1 

93 4a/ M AREB 46,XY[30] não/ acomp. clínico int 1 

94 2a/ M AREB 46,XY[33] sim- LMA/ QT/ óbito int 1 

95 3m/ M AREB 46,XX[30] não/ transfusão alto risco 

96 4a/ M AREB 46,XY,del(11)(q23)[6]/46,XY[16] não/ TCTH int 1 

97 11a/ M AREB 46,XY,del(11)(q23)[4]/46,XY[20] TCTH/ óbito int 2 

98 15a/ M AREB 46,XY[25] TCTH int 1 

99 18a/ F AREB 46,XX,del(12)(p12)[12]/46,XX[13] óbito/ TCTH int2 

100 8a/ F AREB 46,XX,del(7)(q22)[7]/46,XX[9] não/ transfusão int 2 

101 21m/M AREB-t 45,XY,-7[14]/46,XY[8] sim- LMA/ QT/ óbito alto risco 

102 12a/ M AREB-t 45,XY,-7[18]/46,XY[2] sim- LMA/ TCTH/ óbito alto risco 

103 5a/ M AREB-t 46,XY,t(5;8)(q32,q22)[23]/46,XY[8] sim- LMA/ QT/ óbito alto risco 

104 22m/ M AREB-t 45,XY,-7[14]/46,XY[6] sim- LMA/ QT/ óbito alto risco 

105 2a/ F AREB-t 46,XX,t(4;7)(p16,p15)[6]/46,XX[23] sim- LMA/ QT/ óbito alto risco 

106 4a/ F AREB-t 49,XX, dup(1)(q12),+6,+8,+mar[4]/46,XX[16] sim- LMA/ QT/ óbito alto risco 

107 1a/ M AREB-t 46,XY,add(9)(q34)[5]/46,XY,inv(1)(q21),add(9)(q34)[4]/46,XY [42] sim- LMA/ QT/ óbito alto risco 

108 12a/ M AREB-t 45,XY,-7[24]/46,XY[3] sim- LMA/ QT óbito alto risco 

109 13a/ F AREB-t 47,XX,+21[6]/48,XX,+21,+mar[4]/46,XX[10] sim- LMA/ TCTH alto risco 
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110 15a/ M AREB-t 45,XY,-7[10]/46,XY[16] sim- LMA/óbito alto risco 

111 1a/ M AREB-t 47,XY,+8,del(11)(q23)[9]/46,XY[13] sim- LMA/óbito alto risco 

112 17a/ F AREB-t 46,XX,del(12)(p12)[14]/46,XX[11] sim-LMA/ TCTH alto Risco 

113 13a/ M AREB-t 45,XY,-7[12]/46,XY[8] sim- LMA/óbito alto risco 

114 12a/ M AREB-t 45,XY,-7[18]/46,XY[4] sim- LMA/ TCTH alto risco 

115 17a/ M AREB-t 47,XY,+8[22]/46,XY[4] sim- LMA/ TCTH/ óbito alto risco 

1 1a/ M SD/SMD- CR 47,XY, add(7)(p?),add(15)(q?),+21c[14]/47,XY,+21c[14]  Down sim – LMA alto risco 

1ª 

 

1a/ M 

 

LMA 

 

47,XY,t(3;5)(q21;q32), add(7)(p?),add(15)(q?),+21c[14]/ 

47,XY,add(7)(p?),add(15)(q?),+21c[5]/47,XY,+21c[1] 

QT/ óbito 

 
 

2 1a/ M 
SD/SMD-

AREB 
47,XX,+21c[25] Down sim- LMA int 1 

2a 1a/ M 
SD/SMD-

AREB 
47,XX,der(17)t(1;17)(q32;p13),+21c[15]/ 46,XX,+21c[6] QT/ óbito  

3 12a/ M 
SD/SMD-

AREB-t 
58,XY,+8,+13,+13,+14,+15,+20,+21,+21c/ 47,XY,+21c[12] Down sim-LMA/ QT /óbito alto risco 

Legenda: CR - citopenia refratária; AREB - anemia refratária com excesso de blastos; AREB-t - anemia refratária com excesso de blastos em transformação; 

    LMMJ- leucemia mielomonocítica juvenil; LMA- leucemia mielóide aguda; a - ano(s), m- meses, F- feminino, M- masculino, TCTH- transplante 

    de célula tronco hematopoético, TCTCU- transplante de células tronco de cordão umbilical, QT- quimioterapia; GM-CSF - fator de estimulação de 

    colônias granulócito-macrófago, Epo- eritropoetina; int-1- intermediário 1; int-2- intermediário 2. 
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APÊNDICE B – Cytogenetic biclonality in a child with hypocellular primary 

      myelodysplastic syndrome (Artigo publicado). 
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APÊNDICE C – Transient myelodysplasia in an infant with Down syndrome preceding 

acute megakaryoblastic leukemia: cytogenetic and immunophenotypic 

findings (Artigo publicado) 
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APÊNDICE D - Tabela 2: Correlação entre a presença de metilação nos genes p15
INK4b 

 e 

p16
INK4a

 com o padrão cromossômico em SMD primária na infãncia 

 

Nº Idade/ 

Sexo 

Subtipo Cariótipo Metilação nos 

genes 

Evolução 

da doença 

  

  p15
INK4b

 p16
INK4a

 

 
1 12a/ M CR 46,XY,-7,+20[13]/ 46,XY[7] + + não 

2 7a/ M CR 46,XY,del(12)(p12)[6]/46,XY[37] + - não 

3 8a/ F CR 46,XX[30] - - não 

4 18a/ F CR 46,XX,del(6)(q21)[3]/46,XX[35] + - sim 

5 7a/ M CR 46,XY[32] - - não 

6 15a/ F CR 46,XX[36] - - não 

7 16a/ F CR 47,XX,+mar[2]/46,XX[27] + - não 

8 7a/ F CR 46,XX[30] - - não 

9 6a/ F CR 46,XX[32] - - não 

10 14a/ M CR 46,XY,del(17)(p12)[15]/46,XY[28] + - não 

11 8 a/ F CR 46,XX,del(9)(p12)[3]/46,XX[19] - - não 

12 

 

13a/ M 

 

CR 

 

46,XY,del(17)(p12)[9]/46,XY,del(17)(p12), 

del(12)(p13)[5]/46,XY,del(11)(q23)[3]/ 

46,XY[34] 

- 

 

- 

 

não 

 

13 9a/ M CR 46,XY,del(3)(p23)[5]/46,XY[38] - - sim 

14 1a/ M CR 46,XY[32] - - não 

15 

 

3a/ M 

 

CR 

 

46,XY,+der(3)del(3)(q21),-7,-9,+mar[2]/ 

46,XY[27] 

- 

 

- 

 

sim  

 

16 13a/ F CR 46,XX,del(5)(q14q31)[15]/ 46,XX[28] - - não 

17 14a/ M CR 46,XY,del(11)(q23)[5]/ 46,XY[17] - - não 

18 7a/ F CR 46,XX,del(12)(p13)[10]/46,XX[28] - - não 

20 15a/ F CR 46,XX[22] + - não 

21 7a/ F CR 46,XX[25] - - não 

22 2a/F CR 46,XX,del(4)(q22)[6]/46,XX[28] - - não 

23 4a/ M CR 47,XY,+mar[4]/ 46,XY[49] - - não 

24a 2a/ M AREB-t 46,XY[20] - - sim 

25 7m/ M CR 46,XY[34] - - sim 

26 2a/ F CR 46,XX,del(17)(p12)[5]/46,XX[45] + - não 

30 18a/ M CR 46,XY[46] - - não 

32 4a/ M CR 46,XY,del(11)(q23)[5]/46,XY[31] - - sim 

33 7a/ M CR 45,XY,-21[5]/46,XY[42] - - não 

34 6a/ M CR 46,XY[38] - - não 

35 2a/ F CR 46,XX,del(11)(q23)[3]/46,XX[12] - - sim 

36 9m/ F CR 46,XX[33] - - não 

37 9a/ F CR 46,XX[22] - - não 

38 7m/ M CR 46,XY[32]  - - não 

39 11a/ F CR 46,XX,i(9)(q10)[14]/46,XX[6] - - não 

40 11m/M CR 46,XY[42] - - não 
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42 4a/ F CR 46,XX,del(9)(q22;q32)[2]/46,XX[22] *  - - não 

43 3a/ M CR 46,XY[29] - - não 

44 17a/ F CR 46, XX [20] - - não 

45 13a/ M CR 46,XY[28] - - não 

46 2a/ M CR 46,XY[26] - - não 

47 5m/ F CR 46,XX[38]** - - não 

48 9a/ F CR 46,XX[30] - - não 

50 8a/ M CR 46,XY[31] - - não 

51 3m/ F CR 45,XX,-7[24]/46,XX[2] - - não 

52a 

 

 

9a/ M 

 

 

LLA 

 

 

49,XY,+12,+16,+22[3]/51,XY,del(6)(q14), 

+12,+16,+20,+21,+22[3]/52,XY,+5, 

del(6)(q14),+12,+16,+20,+21,+22[2]/ 

51,XY,+12,+16,+18,+21,+22[2]/46,XY[14] 

+ 

 

 

- 

 

 

sim 

 

 

53 16a/ M CR 46,XY[27] + - não 

54 2a/ F CR 46,XX[35] - - sim  

55 13a/ M CR 47,XY,+Y[12]/46,XY[8] - - não 

58 17a/ M CR 46,XY[28] - - não 

59 11a/ M CR 46,XY[30] - - não 

62 7a/ M CR 46,XY,del(11)(q23)[4]/46,XY[48] - - não 

77 10a/ M CR 45,XY,-7[26] + + sim 

79 18m/ F AREB 46,XX,del(11)(q23)[8]/46,XX[14] - - sim 

80 10a/ F AREB 46,XX,del(6)(q24)[3]/46,XX[15] - - sim 

81 7 a/F AREB 46,XX,del(6)(q23)[8]/46,XX[18] - - não 

82 2a/F AREB 46,XX,del(11)(q23)[5]/46,XX[18] - + sim 

83 16a/ M AREB 47,XY,+8[30]/46,XY[25] - - sim 

84 7a/ F AREB 46,XX,i(9)q10)[15]/46,XX[7] + - sim 

85 14a/ F AREB 46,XX,del(11)(q23)[4]/46,XX[23] - + sim 

86 13a/ F AREB 46,XX,del(7)(q22)[10]/46,XX[12] + - não 

87 12a/ M AREB 46,XY,del(11)(q23)[12]/46,XY[8] + - sim 

88 

 

6a/ F 

 

AREB 

 

58,XX,+X,+3,+5,+6,+8,+10,+11,+12,+13, 

+18,+20,+21[5]/58,XX,idem, 

dup(1)(q21q31)[14]/46,XX[21] 

- 

 

- 

 sim 

89 

 

14a/ M 

 

AREB 

 

46,XY,del(7)(q22)[10]/46,XY,del(7)(q22), 

del(12)(p12)[3]/46,XY[7] 

+ 

 

- 

 sim 

90 9a/ F AREB 47,XX,+6[26]/46,XX[16] - + não 

92 3a/M AREB 46,XY[34] - - não 

93 4a/M AREB 46,XY[30] - - não 

95 3m/ M AREB 46,XY[33] - - não 

100 8a/ F AREB 46,XX,del(7)(q22)[7]/46,XX[9] + - não 

101 21m/M AREB-t 45,XX,-7[14]/46,XX[8] + - sim 

102 12a/ M AREB-t 45,XY,-7[18]/46,XY[2] + - sim 

103 5a/ M AREB-t 46,XY,t(5;8)(q32,q22)[23]/46,XY[8] + + sim 

104 22m/ M AREB-t 45,XY,-7[14]/46,XY[6] + - sim 

108 12a/ M AREB-t 45,XY,-7[24]/46,XY[1] + - sim 

109 

 

13a/ F 

 

AREB-t 

 

47,XX,+21[6]/48,XX,+21,+mar[4]/ 

46,XX[10] 

+ 

 

- 

 

sim 

 

110 15a/ M AREB-t 45,XY,-7[10]/46,XY[16] - - sim 
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111 1a/ M AREB-t 47,XY,+8,del(11)(q23)[9]/46,XY[13] - - sim 

113 13a/ M AREB-t 45,XY,-7[12]/46,XY[8] + - sim 

2 1a/ M AREB 47,XX,+21c[25] *** - - sim 

3 

 

12a/ M 

 

AREB-t 

 

58,XY,+8,+13,+13,+14,+15,+20,+21,+21c/ 

47,XY,+21c[12] Down 

- 

 

- 

 

sim 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



153  

 

 

 

APÊNDICE E - Epigenetic alterations of p15
INK4B

 and p16
INK4A

 genes in pediatric primary 

myelodysplastic syndrome (Artigo publicado)  

 

 



154  

 

 

 

 



155  

 

 

 

 

 



156  

 

 

 

 

 

 



157  

 

 

 

 

 

 

 



158  

 

 

 

 

 

 



159  

 

 

 

 

 

 

 



160  

 

 

 



161  

 

 APÊNDICE F - Accurate monitoring of promoter gene methylation with high-resolution 

melting polymerase chain reaction using the ABCB1 gene as a model (artigo publicado). 
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ANEXO A – Termo de Consentimento do Comitê de Ética em Pesquisa 
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ANEXO B - Prêmio Newton Freire-Maia de melhor trabalho na áerea de Genética e 

Evolução Humana e Genética 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


