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ESTUDO DAS ALTERAÇÕES CITOGENÉTICAS E EPIGENÉTICAS EM 

SÍNDROME MIELODISPLÁSICA PEDIÁTRICA 
RESUMO 

TESE DE DOUTORADO 
 

Viviane Lamim Lovatel 
 

A síndrome mielodisplásica (SMD) compreende um grupo heterogêneo de 
neoplasias hematológicas. A etiopatologia da SMD é complexa e ainda não se sabe a 
causa de seu surgimento, principalmente nos pacientes pediátricos devido a sua 
raridade. Embora avanços rápidos tenham sido feitos na SMD no adulto, a genética e 
epigenética da SMD pediátrica ainda são pouco compreendidas. Nesse sentido, o 
objetivo deste trabalho foi caracterizar as alterações citogenéticas e epigenéticas em 
pacientes pediátricos com SMD primária para verificar sua associação com o 
desenvolvimento da SMD e sua evolução para LMA, buscando identificar marcadores 
de diagnóstico e prognóstico. A análise citogenética foi realizada por bandeamento 
GTG e FISH.  O estudo de expressão dos genes DNMTs, TET2 e APOBEC3B foi 
realizada por PCR quantitativa em tempo real. O perfil de metilação global através de 
LINE-1 e a metilação do gene p15

INK4B
 foram estudados por pirosequenciamento. 

Nossos resultados mostraram a presença de cariótipos anormais em 55% dos 152 
pacientes estudados. As alterações citogenéticas mais observadas foram a -7, 
del(11)(q23) e cariótipos complexos.  Pacientes apresentaram super-expressão das 
DNMTS em relação aos doadores (DNMT1 (p= 0,01); DNMT3A (p = 0,02) e DNMT3B 
(p= 0,01).  Esse aumento de expressão esteve associado ao desenvolvimento e evolução 
da SMD para LMA (DNMT1 p= 0.03, DNMT3A p= 0.02, DNMT3B p= 0.004). A 
expressão de TET2 e APOBEC3B não diferiu estatisticamente entre os doadores.  
APOBEC3B apresentou expressão aumentada em pacientes com cariótipo normal (p= 
0,04) e apresentava expressão coodernada com DNMT3A e DNMT3B. A hipermetilação 
do gene p15

INK4B
 foi observada em 35% (15/43) dos pacientes, estando mais presente em 

AREB/AREB-t (60%). Cariótipos anormais estiveram associados com a   
hipermetilação em p15

INK4B (p<0,006), sendo as principais alterações: -7/del7q (p< 
0,003). Pacientes pediátricos apresentam hipometilação global em 97% (69/71) dos 
casos. A hipometilação global esteve presente desde o estágio inicial (CRI) (p= 0,01) 
até os estágios mais avançados (AREB/AREB-t) (p= 0,005) em relação aos doadores. 
Pacientes com cariótipos anormais (p= 0,004) e com evolução da doença (p= 0,002) 
apresentaram maior porcentagem de hipometilação global em relação aos doadores. 
Nossos resultados mostraram que durante o desenvolvimento e evolução de SMD para 
LMA há um desbalanço progressivo na maquinaria de metilação e desmetilação, 
havendo o aumento de expressão das DNMTs e a diminuição de expressão de TET2 com 
a evolução da doença. A hipometilação global esteve presente desde a fase inicial sendo 
mais expressiva nos estágios mais avançados e com a evolução para LMA, enquanto a 
hipermetilação em p15

INK4B foi um evento mais tardio associado à progressão da SMD, 
principalmente nos pacientes que apresentaram -7/del7q. Em conjunto nossos resultados 
sugerem um modelo de evolução de SMD para LMA. 
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STUDY OF CYTOGENETIC AND EPIGENETIC ALTERATIONS IN 
PEDIATRIC MYELODYSPLASTIC SYDROME  

ABSTRACT 
DOCTORAL THESIS 
Viviane Lamim Lovatel 

Myelodysplastic syndrome (MDS) comprises a heterogeneous group of 
hematological malignancies. The etiopatology of MDS is complex and it is not yet 
known the cause of its onset, especially in pediatric patients due to its rarity. Although 
rapid advances have been made in MDS in adults, the genetics and epigenetics of 
pediatric MDS are still poorly understood. In this sense, the objective of this study was 
to characterize the cytogenetic and epigenetic alterations in pediatric patients with 
primary MDS to verify their association with the development of MDS and its evolution 
to AML, in order to identify diagnostic and prognostic markers. The cytogenetic 
analysis was performed by GTG banding and FISH. The expression study of DNMTs, 
TET2 and APOBEC3B genes was performed by quantitative real-time PCR. The global 
methylation profile through LINE-1 and the methylation of the p15INK4B gene were 
studied by pyosequencing. Our results showed the presence of abnormal karyotypes in 
55% of the 152 patients studied. The most observed cytogenetic alterations were -7, del 
(11)(q23) and complex karyotypes. Patients presented over-expression of DNMT in 
relation to donors (DNMT1 (p = 0.01), DNMT3A (p = 0.02) and DNMT3B (p = 0.01).) 
This increase in expression was associated with the development and evolution of MDS 
for AML (DNMT1 p = 0.03, DNMT3A p = 0.02, DNMT3B p = 0.004). The expression 
of TET2 and APOBEC3B did not differ statistically among the donors, whereas 
APOBEC3B showed increased expression in patients with normal karyotype (p = 0.04). 
Hypermethylation of the p15INK4B gene was observed in 35% (15/43) of the patients, 
being more present in AREB / AREB-t (60%). Abnormal karyotypes were associated 
with hypermethylation in p15INK4B (p <0.006), with the main changes being: -7 / del7q 
(p <0.003). Pediatric patients present global hypomethylation in 97% (69/71) of the 
cases. Global hypomethylation was present from the initial stage (CRI) (p = 0.01), until 
the most advanced stages (AREB / AREB-t) (p = 0.005) in relation to the donors. 
Patients with abnormal karyotypes (p = 0.004) and disease progression (p = 0.002) had 
a higher percentage of global hypomethylation than donors. Our results showed that 
during the development and evolution of MDS for AML there is a progressive 
imbalance in the machinery of methylation and demethylation. There is increased 
expression of DNMTs and decreased TET2 expression with the evolution of the disease. 
Overall hypomethylation was present from the initial phase, being more expressive in 
the more advanced stages and with the evolution to AML. While hypermethylation in 
p15INK4B was, a later event associated with the progression of MDS, especially in 
patients presenting -7 / del7q. Together our results suggest an evolution model of SMD 
for AML. 
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INCA Instituto Nacional do Câncer 
inv   inversão cromossômica 
IPSS  Sistema Internacional de Escala Prognóstica  
IPSS-R Sistema Internacional de Escala Prognóstica- Revisado  
ISCN Sistema Internacional de Nomenclatura de Citogenética Humana  
JAK2 receptor de  tirosina quinase (Janus kinase 2 ) 
Kb quilobases 
KDM histona desmetilase específica de lisina 
KDMs lisina demestilase 
K-Ras  proto-oncogene da familia Ras (Kirsten RAt Sarcoma virus) 
LINE-1 elemento nuclear intercalado longo 1  
LLA   leucemia linfoblástica aguda 
LMA   leucemia mieloide aguda 
LMC leucemia mieloide crônica 
LMMC  leucemia mielomonocítica crónica 
LMMJ leucemia mielomonocítica juvenil 
lncRNAs RNA longos não codficantes (Long non-coding RNAs) 
MLL/KMT2A lisina metiltransferase 2A (Histone-lysine N-methyltransferase 2A) 
MO  medula óssea 
MPBs proteínas ligadoras de CpGs metilados  

MSP  
reação em cadeia da polimerase específica para a metilação (methylation 
specific-PCR) 

MtL nível de metilação 
NR neutropenia refratária 
NRAS proto-oncogene, GTPase (Neuroblastoma RAS viral oncogene homolog) 
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PHF6  plant homeodomain (PHD)-like finger 6 

pRB proteína de retinoblastoma 
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U não metilado 
U2AF1 fator de splicing (U2 small nuclear RNA auxiliary factor 1) 

ZRSR2 
 fator de splicing (U2 small nuclear ribonucleoprotein auxiliary factor 35 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1 Síndrome Mielodisplásica Pediátrica 
 

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

clonais de célula tronco hematopoética. É caracterizada por uma hematopoese ineficiente, 

defeitos de diferenciação levando às displasias e consequentemente uma disfunção celular. 

A SMD apresenta citopenias no sangue periférico como a anemia, neutropenia e 

trombocitopenia (BENNETT et al., 1982; ARBER et al. 2016). 

A história natural da SMD é altamente variável, podendo apresentar formas brandas, 

com alta taxa de sobrevivência, ou formas mais agressivas, que podem apresentar uma 

rápida transformação leucêmica. Cerca de 10-40% dos casos evoluem para leucemia 

mieloide aguda (LMA). Em raras ocasiões, pode ocorrer evolução para leucemia 

linfoblástica aguda (LLA) ou leucemia bifenotípica (DELFORGE et al., 2003; NISHINO 

& CHANG, 2005; GARCIA-MANERO,  2012; ARBER et al., 2016).  

A SMD é uma das neoplasias hematológicas mais frequente em pacientes idosos, 

com média de idade de 70 anos ao diagnóstico e prevalência do sexo masculino (GARCIA- 

MANERO, 2015).  A incidência da SMD vem aumentando com o passar dos anos devido 

ao envelhecimento natural da população. Menos de 10% dos pacientes apresentam idade 

inferior a 50 anos (CHANG et al. 2002; COGLE, 2015).  

A síndrome mielodisplásica nos pacientes pediátricos é rara, apesar de um número 

crescente de casos, sua verdadeira incidência é desconhecida. Estima-se que represente, 

aproximadamente, 2-7% das neoplasias hematológicas na faixa pediátrica (NIMER 2008; 

JAMAL 2012; GLAUBACH et al., 2014).  

 A incidência anual é de aproximadamente 0,5-5 casos para cada 1 milhão de 

crianças, enquanto a idade média ao diagnóstico é de 6 anos e a distribuição entre os sexos 

parece ser a mesma (HASLE et al., 1999; SWERDLOW et al., 2008; CHATTERJEE & 

CHOUDHRY 2013; GLAUBACH et al., 2014; HOFMANN, 2015). Entretanto, dados 

sobre a incidência da SMD pediátrica podem estar subestimados devido às dificuldades do 

diagnóstico (NIEMEYER & KRATZ, 2008; GLAUBACH et al., 2014; HOFMANN, 

2015).  
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A SMD pediátrica pode apresentar um quadro histopatológico e clínico semelhante a 

várias outras manifestações clínicas não hematológicas, como por exemplo: deficiências 

nutricionais (vitamina B12, folato, vitamina E), infecções virais (Epstein-Barr, 

citomegalovírus, Parpovírus, Herpes-vírus, HIV), medicamentos, doenças mitocondriais 

(Síndrome de Pearson) e doenças reumatóides (GLAUBACH et al. 2014). 

Para o diagnóstico da SMD é necessário a realização de um aspirado e biópsia de 

medula óssea, onde é analisada a morfologia das células, a porcentagem de blastos, a 

celularidade e a arquitetura da medula óssea; sendo que em alguns casos é observado o 

ALIP (localização anormal de precursores imaturos). Uma série de testes adicionais é 

necessária para completar a avaliação laboratorial de um paciente com SMD, como a 

imunofenotipagem e a análise da citogenética da medula óssea (GARCIA- MANERO, 

2015). Esses testes adicionais são necessários para a exclusão da anemia aplástica, doenças 

mieloproliferativas, leucemia mielomonocítica juvenil (LMMJ) e LMA (STEENSMA, 

2012; BEJAR, 2015). 

A SMD pode ser classificada como primária ou secundária. A SMD primária 

também, chamada de novo, não possui uma causa conhecida. A SMD secundária, por sua 

vez, possui uma causa conhecida.  Na maioria dos casos, é relacionada a uma exposição 

prévia a agentes tóxicos como quimioterapia, radiação ionizante, exposição a longo prazo 

ao benzeno e seus derivados (NIMER, 2008; ADÉS et al., 2014).  

A SMD secundária possui um pior prognóstico quando comparada com a SMD 

primária. Pacientes com SMD secundária normalmente apresentam o subtipo mais 

avançado da SMD (AREB/AREB-t). Por outro lado, a SMD primária o subtipo mais 

frequente é o inicial, a citopenia refratária da infância (CRI) (GLAUBACH et al., 2014). 

A SMD secundária na faixa etária pediátrica também pode estar associada com a 

evolução de outras doenças como a Síndrome de Shwachman-Diamond, a anemia de 

Diamond-Blackfan, disqueratose congênita, a anemia de Fanconi, a neutropenia congênita 

severa, trombocitopenia megacariocítica congênita, síndrome de Kostmann e síndrome de 

MonoMAC (Tabela 1.1) (LASKY & SAKAMOTO, 2005; BANNON & DINARDO, 

2016; BABUSHOK et al., 2016). Outras doenças genéticas associadas à SMD incluem 

hemoglobinúria paroxística noturna, anemia aplástica, síndrome de Down, 

neurofibromatose, síndrome de Bloom e síndrome de Li-Fraumeni (BABUSHOK et al., 

2016; BANNON & DINARDO, 2016).   
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Além dessas síndromes, a ocorrência de SMD pode estar associada a uma 

predisposição genética, embora esses casos sejam raros, mutações gênicas têm sido 

apontadas como responsáveis pelo desenvolvimento da SMD familiar (Tabela 1.1) 

(OWEN et al., 2008; BABUSHOK et al., 2016; NIEMEYER & MECUCCI, 2017). Dentre 

os genes já descritos na SMD familiar podemos destacar ANKRD26 (Ankyrin Repeat 

Domain 26, relacionada à trombocitopenia), este gene codifica uma proteína quinase de 

sinalização e possui cerca de 8% de risco de desenvolvimento de SMD/LMA; e os genes 

CEBPA e RUNX1 que atuam como reguladores transcricionais durante a hematopoese e 

quando mutados levam à SMD/LMA em 100% e 20-60% dos casos, respectivamente 

(BABUSHOK et al., 2016).  

Deficiência no gene GATA2 tem sido descrita como a causa mais comum associada 

com predisposição genética na SMD pediátrica, principalmente em adolescentes com os 

subtipos mais avançados da  SMD (WLODARSKI et al., 2016). O gene GATA2 pertence à 

família de fatores de transcrição de reconhecimento ao DNA através do domínio dedo 

zinco, é essencial no desenvolvimento hematopoético por controlar a transição do 

endotélio hemogênico às células-tronco hematopoética, e é também crucial para a 

sobrevivência e auto renovação das células-tronco hematopoiéticas (WLODARSKI et al., 

2018). Pacientes pediátricos com síndrome de Down que desenvolvem SMD/LMA ou 

doença mieloproliferativa transitória apresentam mutação em GATA2 (OWEN et al., 

2008).  Mutações no gene GATA2 também foram associadas com pacientes pediátricos 

com SMD e alterações cromossômicas que envolvem principalmente o cromossomo 7 

(WLODARSKI et al., 2016).  

Recentemente, foi descrito que deficiência em SAMD9 / SAMD9L leva a uma 

predisposição ao desenvolvimento de SMD, principalmente em pacientes pediátricos 

(WLODARSKI et al., 2018; SCHWARTZ et al., 2017). SAMD9 / SAMD9L atuam 

regulando a proliferação celular e mutações nesses genes levam a um efeito 

antiproliferativo, além disso tem sido mostrado seu papel como supressor tumoral em 

alguns tipos de câncer (DAVIDSSON et al., 2018).  

Outros genes que atuam na montagem ribossómica e tradução (DDX41), regulação 

da telomerase (TERC/ TERT), como fator de transcrição de genes associados a plaquetas 

(ETV6) e no reconhecimento de sinalização (SPRP72) também são associados ao 

desenvolvimento da SMD familiar ( BABUSHOK, et al., 2016; KIRÁLY et al., 2017). No 

entanto, as frequências dessas mutações associadas ao desenvolvimento de SMD/LMA em 
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pacientes pediátricos ainda são desconhecidas, sendo necessário um maior número de 

estudos (BABUSHOK et al., 2016). A identificação dessas mutações (Tabela 1.1) deve ser 

integrada na avaliação dos pacientes com SMD com suspeita de predisposição genética, 

pois podem estar associadas a um pior prognóstico necessitando de mudanças na conduta 

do tratamento. 

Tabela 1.1: Principais doenças associadas ao desenvolvimento de SMD/LMA 

Doenças  Hereditariedade Genes 
Risco de 

SMD/LMA 
Síndromes de falha da medula óssea herdáveis  
Trombocitopenia megacariocítica 
Congênita aR MPL desconhecido 

Anemia de Diamond-Blackfan aD, XLR 

RPS19, RPS17, RPS24, RPL35A, 

RPL5, RPL11, RPS7, RPS26, 

RPS10, GATA1 1-20% 

Disqueratose Congênita 
XLR, 

aD, aR 

DKC1, TERT, TERC, TINF2, 

RTEL1, NOP10, NHP2, WRAP53, 

CTC1, PARN 30% 

Anemia de Fanconi aR, XLR 

FANCA, FANCC, FANCD1/BRCA2, 

FANCD2, FANCE, FANCF, 

FANCG/XRCC9, FANCI, 

FANCJ/BACH1/BRIP1, FANCL, 

FANCM, FANCN/PALB2, 

FANCO/RAD51C,FANCP/ SLX4, 

FANCQ(ERCC4), FANCB 40% 

Neutropenia Severa Congênita  aR ELA2, HAX1, GFI1 10% 

Síndrome de Shwachman-Diamond aR SBDS 20-30% 
Outras Síndromes herdáveis associadas SMD/LMA 

Síndrome de Bloom  aR  BLM 15-25% 

Síndrome de Li-Fraumeni  aD TP53, CHEK2 8% 

Neurofribromatose Tipo I aD NF1, SPRED1 <1% 
SMD/LMA familiar 

Trombocitopenia relacionada a ANKRD26 aD ANKRD26 8% 

LMA familiar relacionada a CEBPA aD CEBPA 100% 

SMD/LMA familiar associada a DDX41 aD DDX41 desconhecido 
Trombocitopenia e neoplasia hematológica 
associada a ETV6 aD ETV6 desconhecido 

Haploinsuficiência em GATA2 aD GATA2 desconhecido 

Doença plaquetária associada a RUNX1 aD RUNX1 20-60% 
Aplasia e mielodisplasia familiar associada com 
SRP72 aD SRP72 desconhecido 

aD autossômica dominante, aR autossômica recessiva, XLR, Ligada ao X recessiva. (Adaptado de 
BABUSHOK, et al., 2016).  
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1.2 Tratamento em SMD pediátrica  
 

O tratamento dos pacientes pediátricos com citopenia refratária da infância (CRI) é 

desafiador e depende principalmente das características clínicas e citogenéticas. Pacientes 

com cariótipo normal podem apresentar um curso estável da doença por muito tempo; 

portanto, nesses pacientes, na ausência de dependência transfusional ou neutropenia grave 

a estratégia recomendada é o acompanhamento clínico laboratorial (KARDOS, et al., 

2003; GALAVERNA et al., 2018).     

Por outro lado, para os pacientes que apresentam neutropenia persistente e 

necessidade transfusional regular é indicado o uso de terapia imunossupressora com 

globulina anti-timócito e ciclosporina (YOSHIMI et al. 2007; LOCATELLI, et al. 2018). 

Além do uso de amplo espectro de antibióticos para controlar as infecções e febre 

recorrentes da neutropenia (GREENBERG, et al., 2017). 

Para todo paciente pediátrico com SMD que necessita de algum tipo de tratamento 

deve ser considerado o transplante de células-tronco hematopoéticas alogênico (TCTH-

alogênico) que continua sendo o único tratamento com potencial curativo para SMD 

(GREENBERG et al., 2017; MAHER et al 2017; GALAVERNA et al., 2018). Este 

também deve ser indicado aos pacientes com CRI com a monossomia 7 ou cariótipo 

complexo (GALAVERNA et al., 2018). 

 Os resultados dos pacientes pediátricos com SMD tratados com o TCTH-alogênico 

são melhores quando realizados antes da progressão da doença. Cuidados como a 

vigilância rotineira da medula óssea é importante em pacientes com citopenias leves, sem 

necessidade de transfusão ou infecções, e na ausência de monosomia 7 ou cariótipo 

complexo (NIEMEYER & KRAZ, 2008; GLAUBACH et al., 2014; HOFMANN, 2015). 

Tradicionalmente, pacientes com os subtipos mais avançados da SMD recebem indução 

por quimioterapia semelhante à utilizada para os pacientes com LMA. Entretanto, dados 

recentes mostram que a indução com quimioterapia antes do transplante não melhora o 

resultado, nem diminui a chance de recidiva. Deste modo, o uso de quimioterapia pré-

trasnplante continua sendo controverso nos pacientes pediátricos com SMD (HOFMANN, 

2015; GALAVERNA et al., 2018;). Além disso, o uso de quimioterapia convencional do 

tipo LMA sem o TCTH resultou em taxas de sobrevivência abaixo de 30% (WOODS et 

al., 2002).  
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Recentemente o tratamento com os agentes hipometilantes como azacitidina (AZA)   

e decitabina vem sendo utilizado em alguns casos pediátricos (CSEH et al., 2016; 

WAESPE et al., 2016). A azacitidina é um ribonucleosídeo, e a decitabina é um 

desoxirribonucleósido, ambos atuam na  deplecção das DNA metiltransferases, estas duas 

drogas desempenham um papel na diferentes mecanismos específicos: a azacitidina é 

incorporada em RNA e DNA, enquanto a decitabina é fosforilada por diferentes cinases e é 

incorporada apenas no DNA. Devido à incorporação no RNA, a azacitidina inibe a síntese 

proteica como uma função adicional (XIE et al., 2015). Essas drogas têm sido utilizadas 

principalmente naqueles pacientes com AREB/AREB-t sem doador compatível, numa 

tentativa de melhorar a sobrevida (CSEH et al., 2016; WAESPE et al., 2016).   

O uso de AZA em doses baixas tem sido efetivo em pacientes pediátricos e parece 

ser uma opção não tóxica para situações de tratamento paliativo para prolongar a sobrevida 

(CSEH et al., 2016).  O tratamento com AZA também tem sido sugerido antes do TCTH 

em pacientes pediátricos com SMD avançada. Nesses casos, o agente hipometilante leva à 

diminuição da porcentagem de blastos na medula óssea e tem se mostrado eficiente na 

redução da incidência de recaída após o TCTH, sem adicionar os efeitos da toxicidade da 

quimioterapia (WAESPE et al., 2016).  

1.3 Classificação e Escalas Prognósticas em SMD  

1.3.1 Desenvolvimento da Classificação da SMD Pediátrica 
 

 A SMD foi descrita pela primeira vez por Giovanni Antonio Di Guglielmo em 1920 

como “Bil morbo Di Guglielmo” (BAIN, 2003). Até a década de 1980, uma variedade de 

anormalidades hematológicas com bloqueio de diferenciação mieloide e citopenias 

crônicas era classificada como pré-leucemia (KOEFFLER & LEONG, 2017). No entanto, 

de 10-40% dos pacientes com mielodisplasias, de fato, evoluíam para uma leucemia aguda 

(ARBER et al., 2016). Desta forma, a denominação de pré-leucemia não era condizente 

com curso clínico das mielodisplasias em todos os pacientes. 

Em 1982, o grupo de hematologistas franceses, americanos e britânicos (FAB) 

propôs a primeira classificação para as mielodisplasias, que passaram a ser denominadas 

“Síndrome Mielodisplásica”. Assim, a terminologia “pré-leucemia” deixou de ser utilizada 

(VARDIMAN, 2012; HOFMANN, 2015). 

A classificação do grupo FAB foi baseada, principalmente, na porcentagem de 

blastos e nas características morfológicas. Dessa forma, a SMD foi dividida em 5 
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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) (Tabela 

1.2) (BENNETT et al., 1982). 

 
Tabela 1.2: Critérios para classificação da SMD propostos pelo grupo FAB 

Células Blásticas (%) 

  Subtipo 
Monócitos (µL) 

Sangue Periférico 

Sideroblastos em anel 

(%) Medula óssea 
Sangue 

Periférico 
Medula óssea 

Bastões de Auer 

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 

(Adaptado de BENNETT et al., 1982) 

 

Nas duas décadas seguintes, a classificação FAB foi utilizada em centenas de estudos 

morfológicos, clínicos e genéticos, que ajudaram a esclarecer alguns aspectos da 

patogênese da SMD e seu tratamento. Todavia, em qualquer esquema de classificação, as 

questões podem surgir na sua aplicação em subgrupos específicos de pacientes ou pode 

haver controvérsias relacionadas à nomenclatura específica, critérios diagnósticos ou 

significado científico. Além disso, para se manter relevante deve incluir novas informações 

(VARDIMAN, 2012). 

Em 2001, a Organização Mundial de Saúde (OMS) reuniu clínicos, patologistas e 

citogeneticistas e propôs uma nova classificação para a SMD (Figura 1.1). A classificação 

da OMS manteve os princípios básicos da classificação FAB, porém incorporou 

informações mais recentes, como as alterações citogenéticas, para refinar o diagnóstico e 

melhorar seu valor prognóstico (VARDIMAN et al., 2002; BENNETT, 2005).  
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Figura 1.1: Classificação da SMD proposta pela OMS em 2001. (CR) citopenia refratária, 
(CRDM) citopenia refratária com displasia de multi-linhagens; (CRSA) citopenia refratária com 
sideroblastos em anel; (CRDM-AS) citopenia refratária com displasia demulti-linhagens com 
sideroblasto em anel; (AREB-1) Anemia refratária com excesso de blastos 1;(AREB-2) Anemia 
refratária com excesso de blastos 2. Adaptado de VARDIMAN et al., 2002. 

 

 
Alterações na classificação da OMS incluem uma mudança na nomenclatrura dos 

subtipos iniciais, AR e ARSA, que passaram a ser denominados como citopenia refratária 

(CR) e citopenia refratária com sideroblastos em anel, uma vez que nem sempre a 

citopenia apresentada era uma anemia. Houve a adição de novas categorias: a citopenia 

refratária com displasia em múltiplas linhagens (CRMD) e a citopenia refratária com 

displasia em múltiplas linhagens com sideroblastos em anel (CRDM-SA) (VARDIMAN et 

al., 2002; BENNETT, 2005). 

A classificação da OMS também reconhece uma alteração citogenética como 

entidade clínica definida como a “síndrome 5q-”, originando o subgrupo da SMD 

associado com a deleção 5q isolada. Foi criado o grupo da SMD inclassificável, que inclui 

os pacientes com displasia significativa de uma única linhagem, mas sem outros critérios 

de classificação. Por último, a leucemia mielomonocítica crônica (LMMC), por apresentar 

características mielodisplásicas e mieloproliferativas, foi incluída no grupo de doenças 

mielodisplásicas/mieloproliferativas (VARDIMAN et al., 2002; BENNETT, 2005. 

GERMING et al., 2006).  

A principal diferença entre as classificações FAB e OMS foi a exclusão do subtipo 

AREB-t, agora pacientes com 20-30% de blastos na medula óssea passam a ser 

considerado uma leucemia. Desta forma, os pacientes com mielodisplasia e contagem de 

blastos entre 20-29% passaram a ser classificados com LMA de múltiplas linhagens. O 

subtipo AREB passou a ser dividido em dois grupos utilizando-se como base a 

porcentagem de blastos na medula óssea: AREB-1 (5 - 9% de blastos) e AREB-2 (10-19% 

de blastos) (VARDIMAN et al., 2002; BENNETT, 2005).  

Essa modificação apresentou um impacto direto na conduta com os pacientes 

pediátricos, uma vez que aqueles pacientes com blastos acima de 20% passaram a ser 

tratados como LMA e demonstravam-se refratários à quimioterapia com alto índice de 

 

 CR  CRSA CRDM  CRDM-SA  AREB-1 
<5%blastos 

 AREB-2 
5-19%blastos

 Síndrome 5q-  SMD 
Inclassificável 

SMD 
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recaídas.  Além disso, diversos estudos apontam diferenças significativas morfológicas, 

citogenéticas e prognósticas da doença entre os pacientes adultos e os pediátricos, 

propondo que a SMD pediátrica primária passe a ser vista como uma entidade distinta 

(HASLE et al., 2003; HASEGAWA, 2016; HASLE, 2016; VASEKOVA & PLANK 

2016).   

A SMD pediátrica frequentemente apresenta bicitopenia (trombocitopenia e 

neutropenia) e raramente apresenta anemia isolada. A síndrome da del(5q) isolada e o 

subtipo ARSA raramente são observados nos pacientes pediátricos (HASLE et al.,2016; 

KARDOS et al., 2003). Na tabela 1.3 podemos observar as principais diferenças entre os 

pacientes pediátricos e os adultos. 

 

Tabela 1.3: Principais diferenças observadas entre os pacientes pediátricos e adultos com SMD 
primária 

Parâmetros Crianças Adultos 

Incidência/ milhão 1- 2 40 
Sintomas clínicos associados  1/3 <5 % 
Grupos Morfológicos   
ARSA <2% 25% 
SMD hipoplásica Comum Rara 
Alterações citogenéticas 60% 40% 
-7 / 7q - 30%-40% 10% 
5q- 1%-2% 20% 
Hipermetilação >50% >50% 
Alteração em genes de splicing <2% Comum 
Objetivo principal do tratamento Curativo Paliativo 

(HASLE, 2016) 

Diante dessas diferenças, Hasle e colaboradores em 2003 propuseram uma 

classificação baseada nos achados dos pacientes pediátricos, tendo como base os 

parâmetros da classificação FAB e OMS. Os critérios utilizados foram: 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.  Nessa classificação são reconhecidos três 

grupos: o grupo das doenças mieloproliferativas e mielodisplásicas (LMMJ); o grupo da 

síndrome de Down associada com a SMD e o grupo da SMD primária propriamente dita, o 

qual foi subdividido em: citopenia refratária (CR), anemia refratária com excesso de 

blastos (AREB) e anemia refratária com excesso de blastos em transformação (AREB-t) 

(Figura 1.2) (HASLE et al., 2003).   
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Figura 1.2: Classificação da SMD pediátrica proposta em 2003. (CR) citopenia refratária; (AREB) 
anemia refratária com excesso de blastos; (AREB-t) anemia refratária com excesso de blastos em 
transformação; (LMMJ) leucemia mielomonocítica juvenil; (S.P) sangue periférico; (M.O.) medula óssea 
(Adaptada de HASLE et al., 2003). 

 

Em 2008, foi feita uma revisão da classificação da OMS para os pacientes adultos e 

nessa ocasião foram reconhecidas características exclusivas da SMD pediátrica. Foi 

introduzida uma entidade provisória, a citopenia refratária da infância (CRI). Contudo, 

para os pacientes pediátricos com os subtipos mais avançados, foi sugerido que passassem 

a ser classificado com os pacientes adultos em AREB-1 e AREB-2 (Figura 1.3) 

(VARDIMAN et al., 2008; HASEGAWA 2016).  

 

 

Figura 1.3: Classificação sugerida pela OMS em 2008 para os pacientes com SMD. (CRI) 
citopenia refratária da infância; (CRDU) citopenia refratária com displasia de uni-linhagem; 
(CRDM) citopenia refratária com displasia de multi-linhagem; (CRSA) citopenia refratária com 
sideroblasto em anel; (AREB-1) anemia refratária com excesso de blastos 1; (AREB-2) anemia 
refratária com excesso de blastos 2 (Adaptado de VARDIMAN et al., 2008). 
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A classificação em AREB-1 e AREB-2 não apresentou impacto prognóstico para 

pacientes da faixa etária pediátrica. Assim, o subtipo AREB-t ainda é usado para a 

classificação dos pacientes pediátricos. Além disso, crianças com AREB-t apesentam 

contagens nas células sanguíneas periféricas estáveis durante semanas ou meses e não 

comportam-se clinicamente como a LMA (CHATTERJEE & CHOUDHRY, 2013; 

GLAUBACH et al., 2014). 

Desde a classificação da OMS de 2008, houve muitos avanços na identificação de 

biomarcadores associados com as neoplasias mieloides. Esses novos biomarcadores, 

decorrentes de diversos estudos de análise de expressão gênica e sequenciamento de nova 

geração, estão sendo introduzidos na prática clínica como critérios diagnósticos e 

prognósticos, tornando necessária uma revisão atualizada da classificação das neoplasias 

mieloides. Dessa forma, em 2016, através de um consenso entre patologistas, 

hematologistas, oncologistas e geneticistas, a OMS publicou sua nova classificação 

(ARBER et al., 2016). 

No entanto, não houve alterações na classificação da SMD da infância continuando 

como uma entidade provisória (ARBER et al., 2016). No mesmo ano, Hasle retoma a 

discussão sobre a classificação da SMD pediátrica dividindo em SMD de baixo risco (CRI) 

e SMD avançada (AREB, AREB-t), utilizando os mesmos critérios da classificação 

proposta em 2003. Além disso, enfatizou que a porcentagem de blastos não é suficiente 

para diferenciar SMD de LMA, que o diagnóstico deve incluir avaliação clínica, taxa de 

progressão, morfologia, imunofenotipagem e citogenética (HASLE, 2016). 

1.3.2 Escala de Prognóstico em SMD 
 

O prognóstico dos pacientes com SMD é muito heterogêneo. Dessa forma, para 

auxiliar na escolha do tratamento foi desenvolvida uma escala prognóstica chamada 

Sistema Internacional de Escala Prognóstica em SMD, o IPSS (GREENBERG et al., 

1997). 

O IPSS foi criado em 1997 a partir de um estudo envolvendo 816 pacientes, onde 

ficou definido que as variáveis preditivas de prognóstico e sobrevida mais importantes para 

os pacientes com SMD são:  porcentagem de blastos na medula óssea, cariótipo e  número 

de citopenias. A escala de prognóstico apresenta 4 grupos de risco: baixo risco, 

intermediário 1, intermediário 2, e alto risco (Tabela 1.4) (GREENBERG et al., 1997). 
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Tabela 1.4: Sistema Internacional de Escala Prognóstica para a SMD (IPSS, 1997) 

Variáveis Prognósticas   Pontuação   

 0 0,5 1 1,5 2,0 

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

Cariótipo* Bom Intermediário Mau   

Citopenias 0 - 1 2 - 3    

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: ≥2,5 pontos. *Cariótipos: bom prognóstico: cariótipos normais, -Y, del(5q), 
del(20q); mau prognóstico: cariótipos complexos, anomalias envolvendo o cromossomo 7; prognóstico 
Intermediário: outras anomalias cromossômicas (GREENBERG et al., 1997). 
 

 
 O IPSS é um sistema muito fácil de ser aplicado na rotina da assistência, com grande 

reprodutibilidade, sendo utilizado em diversos estudos científicos. Contudo, um ponto 

crítico apontado no IPSS é em relação ao grupo citogenético intermediário que abrange um 

grande número de alterações cromossômicas e algumas parecem estar associadas com a 

transformação leucêmica. Dessa forma, em 2012 foi elaborado o IPSS revisado (IPSS-R).  

(GARCIA-MANEIRO, 2012; GREENBERG et al., 2012), em que houve a definição de 5 

grupos de prognóstico citogenético: muito baixo, baixo, intermediário, alto e muito alto 

(Tabela 1.5) (GARCIA-MANEIRO, 2012; GREENBERG et al., 2012).  

Embora fatores prognósticos adicionais tenham sido identificados e novos sistemas 

de pontuação prognóstica tenham demonstrado a estratificação dos pacientes com SMD, a 

eficácia das evidências científicas e a segurança dos agentes terapêuticos atualmente 

disponíveis são derivadas de estudos clínicos que adotaram a escala do IPSS como 

referência para a inclusão de pacientes e análise de resultados. Como consequência, 

recomendações terapêuticas baseadas em evidências referem-se ao IPSS (MALCOVATI et 

al., 2013).  Alguns estudos já estão utilizando o impacto prognóstico do IPSS-R. Nesses 

estudos, foi observado que a nova escala estratificou significativamente a sobrevida global 

em pacientes com SMD recebendo TCTH-alogênico (DELLA PORTA et al., 2014). 
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Tabela 1.5: Classificação citogenética de grupos de risco para SMD segundo o IPSS-R 

Subgrupo 

Citogenético Cariótipos 

Muito bom del(11q), -Y 

Bom normal, del(5q), del(12p), del(20q), del(5q) acompanhado de outra alteração 

Intermediário del(7q), +8, +19, +21, i(17q), outras e mais de uma alteração 

Desfavorável  -7, inv(3), t(3), del(3q), -7/del(7q), acompanhadas de outras alterações e cariótipo complexo 

até 3 alterações  

Muito 

desfavorável Complexo com mais de 3 alterações cromossômicas  

(Adaptado de GARCIA-MANERO, 2012) 

1.4 Alterações Citogenéticas em SMD Primária Pediátrica 
 

A citogenética possui um papel fundamental no diagnóstico e prognóstico dos 

pacientes com SMD, auxiliando na indicação do tratamento, como o transplante de  

células-tronco hematopoéticas alogênico. Durante o curso da doença, a análise citogenética 

contribui para avaliar a resposta ao tratamento ou pode identificar a evolução clonal com a 

aquisição de novas alterações cromossômicas (JABBOUR et al., 2013). A análise do 

cariótipo da medula óssea faz parte da rotina da prática clínica (BACHER et al., 2009; 

NYBAKKEN & BAGG, 2014; SPERLING et al., 2016). Os pacientes pediátricos 

apresentam uma frequência de anormalidades cromossômicas em cerca de 50-70% dos 

casos (HASLE et al., 2003, HASLE, 2016). 

As alterações citogenéticas podem variar desde uma simples mudança estrutural ou 

numérica até complexas lesões genômicas, envolvendo três ou mais cromossomos 

distintos. Anormalidades simples ocorrem, frequentemente, na fase inicial da doença. 

Entretanto, durante a transformação leucêmica e/ou progressão da doença, novas alterações 

citogenéticas podem surgir gerando subclones (FERNANDEZ et al., 2000).  

Diferente das leucemias, que são predominantemente caracterizadas pelas 

translocações cromossômicas (GREAVES & WIEMELS, 2003), na SMD, as alterações 

mais observadas são as perdas cromossômicas parciais /totais (deleções / monossomias) ou 

ganhos cromossômicos (trissomias) (PANANI & ROUSSOS, 2005). Embora as 

translocações cromossômicas sejam raramente observadas na SMD, alguns estudos têm 

descrito a ocorrência das seguintes translocações: t(11;16)(q23;p13), t(3;21)(q26;q22), 
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t(1;3)(p36;q21), t(2;11)(p21;q23), t(6;9)(p23;q34) e t(9;11)(p24;q22) (OLNEY & LE 

BEAU, 2001; NYBAKKEN & BAGG, 2014; LOVATEL, et al. 2018). 

As alterações citogenéticas mais frequentes em SMD são: a deleção do braço longo 

do cromossomo 5 [del(5q)], seguida da trissomia do cromossomo 8 (+8), cariótipos 

complexos (≥ 3 alterações citogenéticas),  alterações no cromossomo 7 [tanto monossomia 

(-7) quanto deleções [del(7q)]], deleção do braço longo do cromossomo 11 [del(11q)], do 

braço curto do cromossomo 12 [del(12p)], do braço curto do cromossomo 17 [del(17p)], 

do braço longo do cromossomo 20 [del(20q)] e a nulissomia do cromossomo Y (-Y) 

(FERNANDEZ et al., 2000; De Souza et al., 2014; BACHER et al., 2015). Outras 

alterações menos frequentes são: deleção do braço longo do cromossomo 13 [del(13q)], 

alterações envolvendo o cromossomo 3 [como a inversão do braço longo [inv(3)(q21q26)], 

translocações ou deleção do braço longo (del(3q)], isocromossomo de 17p [i17(q)], perda 

do cromossomo X (-X), monossomia do cromossomo 1 (-1) e trissomia do cromossomo 14 

(+14) (BACHER et al., 2015). 

Quando analisamos somente os pacientes pediátricos, a perda completa [monossomia 

do cromossomo 7 (-7) ] ou parcial do cromossomo 7 [del (7q)] é a alteração citogenética 

mais frequente, ocorrendo em cerca de 30% dos casos de SMD, seguida pela +8, +21 e 

cariótipos complexos (KARDOS et al., 2003; HASLE et al., 2007; RAU et al., 2012; 

GLAUBACH et al., 2014, HASLE, 2016).  

Crianças com SMD e alterações envolvendo o cromossomo 7 apresentam um alto 

risco de progressão clonal e, portanto, necessitam de transplante de células-tronco 

hematopoéticas. Além disso, possuem grandes chances de apresentarem outras alterações 

associadas a nível molecular. No cromossomo 7, estão localizados diversos genes 

relacionados com neoplasia relevantes, que são considerados supressores tumorais e que 

atuam como fator transcricional, na regulação epigenética e no ciclo celular (Figura 1.4) 

(WLODARSKI et al., 2018).   
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Figura 1.4: Genes localizados no cromossomo 7 associados à predisposição de neoplasias  
No cromossomo 7 estão agrupados vários genes considerados supressores tumorais (ST), que atuam 
em funções diversas que vão ser importantes para o desenvolvimento e progressão da SMD (Adaptado 
de Wlodarski et al., 2018).  

 

Ambas as escalas prognósticas, IPSS e IPSS-R, classificam a monossomia do 

cromossomo 7 como uma alteração de mau prognóstico, sendo que anormalidades que 

envolvem esse cromossomo [-7/ del(7q)] são consideradas de alto risco e estão associadas 

com desfechos clínicos desfavoráveis (GREENBERG et al., 1997; GREENBERG et al., 

2012).  

A trissomia do cromossomo 8 (+8) é a alteração cromossômica numérica mais 

comum (5-7%)  presente em SMD pediátrica (SAUMELL et al., 2015). Os pacientes 

apresentando a +8 isolada são classificados no grupo de risco citogenético intermediário de 

acordo com o IPSS e com IPSS-R (GREENBERG et al., 2012; GARCIA-MANEIRO, 

2012). O significado biológico da trissomia de 8 ainda não está claro, contudo vem sendo  

associado ao aumento do número de cópias do gene c-MYC. O gene c-MYC está localizado 

na região 8q24 e atua como mediador central em uma variedade de funções como o 

controle do crescimento e apoptose, bem como metabolismo, adesão e diferenciação 

celular (ANGELOVA et al., 2011). O valor prognóstico da +8 é contraditório. Alguns 
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estudos classificam esta alteração como intermediária, no entanto, outros trabalhos 

demonstraram que a +8 e a amplificação de c-MYC está correlacionada com a progressão 

da doença e a diminuição da sobrevida (MEYER & PENN, 2008; ANGELOVA et al., 

2011). 

A trissomia do cromossomo 21(+21) é bem conhecida no contexto da Síndrome de 

Down (SD), sendo associada a um risco aumentado de desenvolvimento de LMA durante a 

infância. Além da SD, a +21 também pode ocorrer como uma anormalidade clonal 

somática em várias neoplasias hematológicas, como a SMD primária pediátrica (BACHER 

et al., 2009). 

A trissomia do cromossomo 21 é a segunda alteração cromossômica numérica mais 

comum nos pacientes pediátricos com SMD e é classificada pelo IPSS e IPSS-R como uma 

alteração de risco prognóstico intermediário (GREENBERG et al., 2012; GARCIA-

MANEIRO, 2012). No entanto, devido ao pequeno número de pacientes com +21 isolada, 

o conhecimento sobre o impacto prognóstico dessa alteração é limitado e a mesma deve ser 

observada com atenção. Também pode ocorrer a monossomia do 21 (-21) isolada ou em 

combinação com uma ou mais alterações citogenéticas; porém, a frequência da +21 e - 21 

como parte de cariótipos complexos continua não sendo bem definida (BACHER et al., 

2009). 

O cariótipo complexo é associado com uma instabilidade genômica; é 

tradicionalmente definido pela presença de três ou mais alterações independentes, e é 

classificado pelo IPSS e IPSS-R como uma alteração de mau ou de muito mau prognóstico 

em SMD (GREENBERG et al., 2012; GARCIA-MANEIRO, 2012). Cariótipo complexo 

passou a ser  definido por cariótipos que apresentem três ou mais alterações 

cromossômicas incluindo, pelo menos, uma alteração estrutural. Nessa nova definição, a 

presença de cariótipo complexo passa a ser um marcador prognóstico independente para 

predizer o desfecho clínico desfavorável de crianças com SMD (GÖHRING et al., 2010). 

A maioria dos pacientes pediátricos na fase inicial da doença, CRI, apresenta  

cariótipo normal (HOFMANN, 2015) e são classificados pelo IPSS e IPSS-R como um 

grupo de bom prognóstico (GARCIA-MANEIRO, 2012; GREENBERG et al., 2012). 

Todavia, alguns desses pacientes, mesmo apresentando cariótipo normal, possuem uma 

rápida evolução da doença. Nesses casos, tem sido sugerido a presença de alterações 

moleculares (BEJAR & STEENSMA, 2014). 
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As alterações cromossômicas hoje são vistas como eventos secundários às alterações 

a nível molecular, sendo originadas a partir de uma instabilidade genômica causada por 

essas alterações precedentes (LINDSLEY & EBERT, 2013). 

1.5 Alterações Genéticas e Epigenéticas em SMD  
 
O conhecimento da patogênese da SMD na última década tem sido aprimorado com 

base na descoberta de novas alterações genéticas e epigenéticas (GANGULY & 

KANDAM, 2016). Tem sido sugerido que alterações moleculares afetariam uma célula 

progenitora hematopoética pluripotente levando ao surgimento de clones e subclones 

aberrantes. As neoplasias malignas mieloides são caracterizadas por alterações 

epigenéticas no genoma (epigenoma) devido, em parte, às mutações observadas em genes 

que atuam como modificadores epigenéticos. Algumas mutações levam a uma 

instabilidade genômica, promovendo a aquisição de lesões genéticas e citogenéticas 

subsequentes. Assim, aquisições sequenciais dessas alterações permitem durante o curso da 

progressão da doença o desenvolvimento de múltiplos clones geneticamente relacionados 

(Figura 1.5) (LINDSLEY & EBERT, 2013, SPERLING et al., 2016). No entanto, ainda 

não é conhecida a sequência eventos que culminam com desenvolvimento e evolução da 

SMD.  Além disso, devido à heterogeneidade da SMD, é provável que existam diferentes 

mecanismos de iniciação e de progressão da doença (HASLE, 2016).  

As alterações genéticas incluem: mutações pontuais, grandes deleções ou 

amplificações gênicas, ou alterações que modificam a expressão gênica (como a presença 

de mutações em promotores e potenciadores gênicos, ou mesmo que atuam na regulação 

epigenética) (GANGULY & KANDAM, 2016; BEJAR & GREENBERG, 2017). 
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Figura 1.5: Múltiplas etapas do desenvolvimento da SMD. As mutações iniciais tendem a levar ao 
aumento da auto renovação das células-tronco hematopoéticas, à expansão clonal e ao desenvolvimento de 
hematopoese clonal de potencial indeterminado. À medida que o clone mutante continua a crescer, dá origem 
a uma população em expansão de células em que a aquisição de lesões genéticas e/ou epigenéticas adicionais 
pode promover a progressão para a malignidade aparente. Esses eventos subclonais secundários tendem a 
levar ao desenvolvimento de displasias com o aparecimento da SMD e eventualmente sua evolução para 
LMA (SPERLING et al., 2016). 

 
Dentre os genes alterados há um pequeno grupo denominado mutações “condutoras”, 

assim chamado devido ao seu comportamento mais agressivo e associação à evolução 

clonal. Já aqueles genes cujas mutações não impactam a dominância clonal e não são 

observados regularmente, recebem o nome de mutações “passageiras”. 

Estudos genéticos conduzidos em pacientes com SMD entre 1987 e 2005 

identificaram mutações nos genes que atuam principalmente como fatores de transcrição 

TP53, RUNX1, GATA2 e genes que estão envolvidos em vias de sinalização importantes 

como NRAS, KRAS. Desses, TP53, RUNX1 e NRAS foram encontrados mais 

frequentemente mutados em neoplasias mieloides (BEJAR & STEENSMA, 2014). 
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 A frequência de mutação em pacientes adultos com SMD é elevada, cerca de 80-

90% apresentaram uma ou mais mutações dentre um número limitado de 40 genes 

(HAFERLACH et al., 2014; ARBER et al, 2016). Os genes mais comumente mutados na 

mielodisplasia atualmente são: SF3B1, TET2, SRSF2, ASXL1, DNMT3A, RUNX1, U2AF1, 

TP53 e EZH2 (HAFERLACH et al., 2014; ARBER et al, 2016, GREENBERG, et al., 

2017). A mutação mais frequente, tanto na hematopoese quanto na SMD em adultos, é a 

troca de uma citosina por uma timina (C> T), que se configura em uma característica da 

desaminação de metilcitidina associada à idade (JAISWAL et al., 2014; ARBER et al, 

2016; SPERLING et al., 2016). Embora essa troca venha sendo associada ao 

envelhecimento normal, um estudo recente com pacientes pediátricos com neoplasias 

mielóides também relata ser a troca mais comun (SCHWARTZ et al., 2017).  

Outros processos relacionados com a idade como a redução progressiva dos 

telomêros também podem contribuir para a patogênese da SMD (SPERLING et al., 2016). 

Isso pode explicar em parte porque as frequências de mutações são menores nos pacientes 

pediátricos.  Na Figura 1.6 podemos observar a distribuição da frequência de mutação na 

SMD em pacientes adultos, sendo as mais frequentes aquelas que envolvem fatores de 

splicing e reguladores epigenéticos. Os fatores de splicing representam em torno de 50% 

de todas as mutações observadas em SMD, e esse percentual pode chegar a mais de 70% 

em pacientes com o subtipo ARSA. A segunda classe de genes, que apresenta uma fração 

semelhante aos primeiros citados, são os genes que atuam como reguladores epigenéticos. 

Aproximadamente 25% dos pacientes têm mutações em ambas as classes. 

(PAPAEMMANUIL et al., 2013). Além disso, muitos outros genes podem estar co-

mutados com fatores de splicing e regulares epigenéticos, contudo tais mutações também 

ocorrem em 15% dos pacientes com ausência de lesões nessas duas classes principais  

(BEJAR & STEENSAMA, 2014).  
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Figura 1.6: Distribuição das classes gênicas com mutação em SMD. Aproximadamente 50% dos 
pacientes apresentam mutação em gene de fator de splicing, os genes reguladores epigenéticos representam a 
segunda maior classe de genes mutados, sendo que aproximadamente 25% dos pacientes possuem mutações 
em genes de ambos os grupos. Pacientes com mutações em TP53 possuem menos mutações cooperantes, mas 
são frequentemente associadas a  anormalidades cromossômicas.  E apenas 10% dos pacientes apresentam 
mutações fora desses genes mais comuns (BEJAR & STEENSAMA, 2014). 

Curiosamente, a maioria dessas mudanças, em particular as que envolvem os de 

fatores de splicing, são eventos raros nos pacientes pediátricos, sendo sugerido um 

mecanismo patogenético diferente na SMD pediátrica (HIRABAYASHI et al., 2012; 

OBENAUER et al., 2016; PASTOR et al., 2016, SCHWARTZ et al., 2017).  

Um estudo recente sugere que o panorama epigenético nos pacientes pediátricos seja 

mais permissivo para a transformação leucêmica que nos adultos. Tem sido observado que 

a frequência das mutações em genes que atuam como reguladores epigenéticos é rara na 

infância, sendo mais comuns as mutações somáticas em genes envolvidos na via de 

RAS/MAP quinase (Figura 1.7) (SCHWARTZ et al., 2017).  

 

Fatores de Splicing 

(~50%) 
-SF3B1 (18%) 
-U2AF1(12%) 
-ZRSR2 (5%) 
-Outros (5%) 
Raramente co-ocorre 
com outra mutação 

Fatores de Splicing e 

Reguladores Epigenéticos 
Sobreposição (25%) 

Reguladores Epigenéticos 
(~45%) 

-TET 2 (20%) 
-ASXL1 (15%) 
-DNMT3A (12%) 
-EZH2 (5%) 
-IDH1/2 (5%) 
Outros (5%) 
Frequentemente co-ocorre, 
exceto para TET2 e IDH 

T53 e sem Fatores de 
splicing ou reguladores 

epigenéticos (5%) 
Frequentemente ocorre com 
cariótipo complexo, del(5q) 
e –7/(del7q) e monossomias 

Mutações em apenas um gene 
(15%) 

-Fatores de transcrição 
RUNX1, ETV6,PHF6,GATA2 

- Proteínas quinases de 
sinalização 

-NRAS, KRAS, JAK2, CBL. 
-Coenzimas 

STAG3, SMC3, RAD21 
-Reparo de DNA 

Apenas cariótipo alterado (5%) 

Alterações incomuns (5%) 



 
 

21 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.7: Mutações somáticas frequentes na SMD pediátrica. Gráfico mostrando a frequência 
das mutações somáticas mais observadas na coorte de 77 pacientes pediátricos (Adaptado de  
SCHWARTZ et al., 2017). 
 

 Diferente da SMD no adulto em que há o acúmulo de mutações passageiras e 

condutoras para o desenvolvimento da doença, nos pacientes pediátricos o panorama das 

mutações é composto de mutações somáticas do tipo condutoras em genes importantes 

como SETBP1, ASXL1, RUNX1 e oncogenes como RAS (WLODARSKI et al,. 2018). 

Por outro lado, Obenauer e colaboradores, em 2016, identificaram mutações clonais 

e subclonais em pacientes pediátricos em genes envolvidos na metilação do DNA, 

regulação epigenética, sinalização e transcrição em frequências comparáveis às relatadas 

na SMD no adulto (OBENAUER et al., 2016). 

 

1.5.1 Maquinaria Epigenética na SMD  
 

Embora a etiopatologia da SMD seja extremamente heterogênea, alguns casos podem 

ser originados por alterações epigenéticas das células-tronco hematopoéticas. Essa natureza 

epigenética pode ser explicada, em parte, por dois pontos: dentre os genes observados com 

maior frequência de mutação na SMD, aproximadamente 45% são responsáveis pela 

regulação de mecanismos epigenéticos (BEJAR & STEENSAMA, 2014); segundo ponto, a 

SMD é a doença mais responsiva ao tratamento com inibidores de DNA metiltrasferases 

(DNMTs). Com base nessas observações, a SMD vem sendo considerada um modelo ideal 

para estudo das alterações epigenéticas (ISSA, 2013).  
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As alterações epigenéticas são reconhecidas como causa central para várias 

alterações das “marcas” do câncer por ter um impacto no ciclo celular, no metabolismo das 

células, no sistema imunológico e na angiogênese. A desregulação dos mecanismos 

epigenéticos permite que outras mutações ocorram, dando às células neoplásicas uma 

vantagem proliferativa sobre as células normais (STAHL et al., 2016).  

O termo epigenética refere-se a modificações reversíveis e herdáveis que alteram o 

padrão de expressão de um gene sem que haja variação na sequência de nucleotídeos 

(HOLLIDAY, 1987; ALLIS & JENUWEIN, 2016). Os três principais mecanismos 

epigenéticos são as modificações das histonas, metilação do DNA e os RNAs não 

codificantes (como os microRNAs e RNA longos não codificantes (lncRNAs). A atuação 

destes mecanismos pode ocorrer de forma isolada, mas, em sua maioria, se dá em conjunto 

podendo haver interferência mútua (VASILATOU et al., 2013; ALLIS & JENUWEIN, 

2016). Ademais, podem ser modulados por fatores ambientais como estilo de vida, 

estresse, estado nutricional, metabolismo e envelhecimento (FEIL & FRAGA, 2012).  

A perda ou ganho de função dos mecanismos epigenéticos, muitas vezes, interrompe 

o padrão normal das modificações químicas (marcas epigenéticas), o que pode levar à 

expressão aberrante de um gene. Deste modo, o epigemona é também dinâmico e 

suscetível à intervenção farmacológica, denotando enorme importância para os pacientes 

com SMD, uma vez que a quimioterapia convencional se mostra ineficaz (MELDI & 

FIGUEROA, 2014). 

Entre os mecanismos de regulação epigenética destacam-se as enzimas “escritoras” 

que colocam as marcas epigenéticas no DNA ou nas caudas das histonas; as enzimas que 

modificam ou retiram essas marcas são consideradas “editoras”; e enzimas que medeiam a 

interação de proteínas ou complexos proteicos “leitoras” (Figura 1.8), que são capazes de 

detectar os diferentes padrões de modificações da cromatina, do DNA e, a partir delas, 

desencadear um processo de regulação. Enzimas que fazem a leitura também são capazes 

de iniciar ou silenciar a transcrição, reparo de DNA e outros processos vitais. Algumas 

dessas enzimas são produtos de genes supressores de tumor (DAWSON et al., 2012, 

PLASS et al., 2013). 
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Figura 1.8: Enzimas envolvidas na modulação do epigenoma. Enzimas que estabelecem uma 
marca no DNA ou na cauda das histonas são chamadas de “escritoras”. Essas modificações podem 
ser removidas ou modificadas por enzimas “editoras”. A terceira classe de enzimas inclui as 
“leitoras” de marcas epigenéticas, que medeiam a interação das marcas com um complexo protéico 
que exerce efeitos sobre a transcrição. DNMT, DNA metiltransferase; HAT, histona 
acetiltransferase; HDAC, histona desacetilase; HMT, histona metiltransferase; KDM, histona 
desmetilase específica de lisina; TAF3, subunidade TFIID do fator de iniciação da transcrição 3; 
TET (Ten-eleven-translocation) (Adaptado de PLASS  et al., 2013). 
 

1.5.2 Maquinaria de Metilação e Desmetilação do DNA 
 

A metilação do DNA é considerada o mecanismo epigenético mais importante e 

melhor compreendido na SMD (ISSA, 2013). A metilação envolve a adição de um 

grupamento metil (CH3) no carbono 5 de uma citosina seguida de guanina (dinucleotídeos 

CpG). Embora, nos mamíferos, em torno de 80% dos dinucleotídeos CpG encontrem-se 

metilados (SINGAL & GINDER, 1999), existem regiões do genoma que são ricas em 

dinucleotídeos CpGs, denominadas ilhas CpG e que estão próximas de regiões promotoras 
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de genes com expressão constitutiva, que se apresentam desmetiladas no genoma em 

condições normais (BERNSTEIN et al., 2007).  

Inicialmente, a maioria dos estudos realizados com foco nas neoplasias avaliaram a 

presença de metilação em ilhas CpGs presentes em regiões promotoras, uma vez que 60% 

das regiões promotoras são associadas com ilhas CpGs e a hipermetilação de citosinas 

destas ilhas CpGs está relacionada ao silenciamento de genes supressores de tumor (Figura 

1.9) (BAYLIN & JONES, 2012; SANTINI, et a.l 2013). Atualmente, novas regiões 

genômicas, como o corpo gênico e regiões com CpGs até 2 Kb de uma ilha CpG 

(denominadas “costa CpGs”) e regiões distantes com “potencialisadores” também 

começam a ser estudadas, visto que são frequentemente reguladas por metilação 

(WOUTERS & DELWEL, 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.9: Metilação do DNA. (A): Reação de metilação da citosina. (B): Diagrama ilustrativo do efeito da 
metilação em uma região promotora gênica (Adaptada de Santini, et al., 2013). 

 

As enzimas DNA metiltrasnferases (DNMTS) são as enzimas “escritoras” 

responsáveis pela adição de um grupamento metil (CH3) na posição 5 da citosina tendo, 

como doador de radicais metil, o S-adenosil-metionina (SAM) (SINGAL & GINDER, 

1999). Nos mamíferos, existem 5 diferentes tipos de DNA metiltrasnfesases: DNMT1, 

DNMT2, DNMT3A, DNMT3B e DNMT3L (LI et al., 2013).  A DNMT1 é uma enzima de 

manutenção para garantir a fidelidade da cópia do padrão de metilação durante a divisão de 
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células somáticas. A DNMT2 atua como uma RNA metiltransferase, enquanto a DNMT3L 

não apresenta de atividade catalítica e é inativa, mas pode ser importante para a 

estabilização de DNMT3A e complexos de montagem associados durante a metilação “de 

novo”.  A metilação de CpG é principalmente catalisada pelas enzimas DNMT3A e 

DNMT3B, que são responsáveis pelo estabelecimento da metilação “de novo” no DNA 

durante o desenvolvimento. No entanto, os conceitos “de novo” e “manutenção” das DNA 

metiltransferases estão sendo reavaliados uma vez que as enzimas DNMT3A / B também 

cooperam com o DNMT1 para manter a metilação do DNA durante a replicação (LI et al., 

2013).  

 As DNMTs são expressas constitutivamente na hematopoese normal e podem estar 

super expressas em neoplasias hematológicas mieloides como LMA e na fase aguda da 

leucemia mieloide crônica (LMC). Tem sido proposto que o aumento da expressão das 

DNMTs de novo ou de manutenção contribui para o desenvolvimento da leucemia por 

catalisar a hipermetilação aberrante de regiões importantes do genoma (MIZUNO et al. 

2001).  

A DNMT1 tem um papel essencial na sobrevivência autônoma e na diferenciação 

mieloide das células-tronco hematopoéticas (BENETATOS & VARTHOLOMATOS, 

2016). A perda de função da DNMT1 afeta células progenitoras mieloides, causando 

proliferação aumentada com expressão inapropriada de genes de linhagem madura. Além 

disso, em indivíduos adultos com alterações em DNMT1 nas células-tronco hematopoéticas 

possuem defeitos na auto renovação, retenção de nicho de medula óssea e a capacidade de 

gerar linhagens de sangue apropriadas (TROWBRIDGE et al., 2009). Mutações em 

DNMT1 são raramente observadas em contraste com o aparecimento frequente de 

mutações em DNMT3A em SMD e LMA (Cancer Genome Atlas Research Network, 2013).  

Acredita-se que as mutações em DNMT3A sejam eventos precoces, que estejam 

atuando no desenvolvimento e progressão da SMD (WALTER et al., 2011). Estudos 

conduzidos em camundongos demostraram que deleções de DNMT3A em células 

hematopoéticas resultam na expansão de células-tronco e na redução da diferenciação 

celular das mesmas. Também foram identificadas alterações no padrão de metilação nas 

células hematopoéticas (CHALLEN et al., 2011).  

A perda combinada de DNMT3A e DNMT3B em camundongos levou a defeitos mais 

severos na proliferação e diferenciação das células-tronco hematopoéticas (CHALLEN et 
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al., 2011; CHALLEN et al., 2014).  No entanto, a contribuição de DNMT3B para a 

regulação gênica na hematopoese ainda não está clara (MAYLE et al., 2012).  

Na SMD, ainda são poucos os estudos sobre o perfil de expressão das DNMTs 

(AOKI et al., 2003; LÄNGER et al., 2004 ). Assim, ainda é necessário estabelecer o perfil 

de expressão da DNMTS e seu papel no desenvolvimento da SMD e evolução para LMA, 

principalmente em pacientes pediátricos, para os quais não há dados. Isso é fundamental 

uma vez que pequenas mudanças na expressão na maquinaria dos modificadores 

epigenéticos podem alterar o panorama epigenético, resultando na expressão aberrante de 

diversos genes (SANTINI et al., 2013). 

O processo reverso é catalisado pela maquinaria de desmetilação de citosinas e pode 

ser realizado por duas vias. Uma delas é iniciada pelas enzimas “editoras” da família TET 

(Ten-eleven-translocation) TET1, TET2 e TET3. As proteínas TET são dioxigenases, 

dependentes de íons de ferro [Fe(II)] e alfa-cetoglutarato, que convertem 5-metilcitosina 

em 5-hidroxilmetil citosina (5hmC), e tornam a converter para 5- formilcitosina (5fC) e 5-

carboxilcitosina (5caC). No processo final de desmetilação, a 5fC e a 5caC podem ser 

diretamente reconhecidas e reparadas pela enzima timina DNA-glicosilase (TDG) por 

reparo por excisão de bases (BER), sendo colocada em seguida uma citosina não metilada 

na posição que antes estava metilada (MELDI & FIGUEROA, 2014, KUNIMOTO & 

NAKAJIMA, 2017). A segunda via de desmetilação ativa tem como primeiro passo a 

conversão de 5mC em timina ou de 5hmC a 5-hidroximetiluracila (5hmU), reações 

catalisadas pelas enzimas da família de citidina desaminases (AID/APOBECs), seguido 

pela excisão de base por BER para reincorporação de uma citosina não metilada (Figura 

1.10) (KUNIMOTO & NAKAJIMA, 2017).   
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Figura 1.10: Processo de metilação e desmetilação do DNA. A metilação é catalisada pelas enzimas 
DNMTs e a desmetilação é catalisada principalmente pela família TET até haver a excisão de base por BER. 
No entanto, a desmetilação também pode seguir por uma via alternativa onde é iniciada pela família TET e 
finalizada por AID/APOBEC para depois haver a excisão de base por BER (Adaptado de KUNIMOTO & 
NAKAJIMA, 2017). 

 

A ação das TETs é crucial no controle da manutenção da metilação normal do DNA 

durante o desenvolvimento e tumorigênese (BAYLIN & JONES, 2011). TET2 é um dos 

genes mais comumente mutados na SMD em uma frequência de aproximadamente 20% 

dos pacientes adultos e essas mutações associam-se a um pior prognóstico (BEJAR & 

STEENSAMA, 2014). Ademais, a redução na expressão de TET2 em precursores 

eritróides e granulocíticos de pacientes tem sido observada, o que sugere um mecanismo 

alternativo na regulação desse gene. Tem sido sugerido que a proteína TET2 tenha um 

papel de supressor tumoral na fisiologia de algumas neoplasias (GANGULY et al., 2016).  

Foi demonstrado que TET2 regula a diferenciação mieloide e a sua expansão clonal 

durante a hematopoese (KUNIMOTO & NAKAJIMA, 2017).  Essas alterações em TET2 

estão associadas com a hipermetilação de citosinas localizadas dentro de potencializadores 
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gênicos e, subsequentemente, a repressão de vários genes importantes durante o processo 

de diferenciação mieloide (SPERLING et al., 2016).  

Além da família das TETs, tem sido proposto que a desmetilação via família das 

citidina desaminases APOBECs (“apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic 

polypeptide-like”) também teriam um papel importante na regulação epigenética 

(BRANCO, 2012; ITO, et al., 2017). A família das APOBECs está envolvida em vários 

outros processos biológicos importantes como diversificação/maturação de anticorpos, 

restrição de infecção viral e de retrotranposons, geração de mutações somáticas e regulação 

epigenética (Knisbacher et al., 2016; ITO, et al., 2017). Sabe-se que dos 11 membros da 

família APOBECs, quatro membros (AID, APOBEC3A, APOBEC3B e APOBEC3H) 

podem atuar na desaminação de 5mC e 5hmC (ITO et al., 2017).  

Desses membros, a APOBEC3B possui localização unicamente nuclear e tem sido 

indicada como fator mutagênico impactando no desenvolvimento e na evolução de 

diversos tipos de câncer. Essa hipótese tem sido sustentada por diversos estudos que 

mostram que APOBEC3B está superexpressa em vários tipos de células tumorais. Além 

disso, esse aumento na expressão está correlacionado com o aumento da taxa de mutação 

de C>T (BURNS et al., 2013; ZOU et al., 2017). No entanto, no contexto das neoplasias 

hematológicas o papel das APOBECs vem sendo pouco explorado e até momento não há 

nenhum estudo com pacientes com SMD.  

Um desequilíbrio na expressão da maquinaria de metilação e desmetilação nas 

células hematopoéticas pode levar a alterações no padrão da metilação no DNA 

desencadeando diversas alterações no genoma que podem culminar com o 

desenvolvimento da SMD assim como em outras neoplasias hematológicas. Desde modo, 

torna-se essencial estudos que demostrem como os genes atuantes nestes processos se 

comportam nos pacientes quando comparados com indivíduos saudáveis. 
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1.5.3 Alterações no Padrão de Metilação em SMD 
 

A metilação do DNA é considerada uma guardiã do destino das células-tronco 

hematopoéticas, pois atua na manutenção do equilíbrio dessas células e sua capacidade de 

auto renovação e diferenciação em qualquer uma das linhagens de células do sangue 

(BRÖSKE et al., 2009).  

As alterações no padrão de metilação do DNA das células tumorais em geral vêm 

se apresentando de duas maneiras: hipometilação global do DNA e hipermetilação em ilhas 

CpGs principalmente no contexto de regiões promotoras de genes supressores de tumor. A 

hipometilação global possui um papel crucial na instabilidade genômica/cromossômica, 

levando ao desenvolvimento e progressão de vários tipos de câncer (BAYLIN et al., 2001). 

Alguns estudos têm sugerido que a hipometilação global deve possuir um papel mais 

importante no desenvolvimento do câncer do que a hipermetilação em promotores de genes 

supressores de tumor (WOLFF et al., 2010; HUR et al., 2014).  

O perfil de metilação de elementos repetitivos vem sendo estudado neste contexto, 

uma vez que cerca de 56% de todos os sítios CpGs são localizados dentro dessas 

sequências e que em condições fisiológicas normais estariam metilados (MIOUSSE & 

KOTURBASH, 2015).  Os elementos móveis transponíveis são semelhantes a retrovírus 

endógenos, quando não metilados são transcritos e assim, após a transcrição reversa, 

podem se inserir no genoma novamente, podendo levar a mutações e rearranjos 

cromossômicos (BURNS, 2017). 

Os elementos intercalados nucleares longos 1 (LINE-1) são os elementos 

repetitivos mais abundantes no genoma, representando cerca de 20% de todo genoma. 

LINE-1 consiste de uma região 5’ não traduzida (UTR), um quadro de leitura aberto 

bicistrônico que codifica duas proteínas - ORF1 e ORF2, e uma 3'-UTR com uma cauda 

poli (A) (Figura 1.11) (MIOUSSE & KOTURBASH, 2015).  
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Figura 1.11: Biologia do elemento repetitivo LINE-1. O elemento LINE-1 é composto por 
quatro unidades: uma região 5’ não traduzida (UTR), um quadro de leitura aberto 
bicistrônico que codifica duas proteínas - ORF1 e ORF2, e uma 3'-UTR com uma cauda 
poli (A). (1). Uma diminuição na metilação dos dinucleótidos CpG (2) podem induzir um 
aumento na transcrição de LINE-1 (3). Tradução das proteínas ORF1p e ORF2p (4) As 
proteínas ORF1p e ORF2p codificadas  e medeiam a reinserção de LINE-1 no genoma (5) 
(Adaptada de (MIOUSSE & KOTURBASH, 2015). 
 

As sequências LINE-1 encontram-se fortemente metiladas em condições 

fisiológicas normais e em alguns tipos de câncer apresentam-se hipometiladas. Nesse 

sentido, são consideradas bons indicadores do nível de metilação global do DNA, sendo já 

aceito em alguns tipos de câncer como biomarcador preditivo de prognóstico (SHIGAKI et 

al., 2013; HUR et al., 2014; BURNS, 2017;). A hipometilação de LINE-1 pode resultar em 

muitos efeitos indesejados associados à atividade aberrante de LINE-1. A retro-

transposição de LINE-1, principalmente dentro de regiões promotoras e de introns de 

genes codificantes, podem levar à expressão aberrante desses genes (MIOUSSE & 

KOTURBASH, 2015).  

A análise do nível de metilação global continua sendo pouco explorada em SMD. 

Até o presente momento, existem apenas dois estudos com pacientes adultos, além disso os 

resultados destes trabalhos em relação ao nível de metilação em LINE-1 são controversos 

(RÖMERMANN et al., 2009; KIM et al., 2015). No primeiro estudo, foi observado um 

aumento da metilação em LINE-1, mesmo nos pacientes com SMD classificados como 

baixo risco (RÖMERMANN et al., 2009). Por outro lado, o estudo mais recente 
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demonstrou uma hipometilação tanto das células hematopoéticas quanto das células 

estromais da medula óssea de pacientes com SMD (KIM et al., 2015). 

Na SMD, o padrão de metilação é estudado principalmente nas regiões promotoras 

de genes específicos que exercem diversas funções, como: reparo do DNA, apoptose, 

transcrição, proliferação e regulação do ciclo celular (ISSA, 2013; SANTINI et al., 2013;  

ZHAO X., et al., 2014).  Um dos genes já estudados que demostrou estar metilado em 

pacientes com SMD foi o p15
INK4B (CDKN2B). O gene p15

INK4b está localizado na região 

9p21. É um supressor tumoral importante da família dos inibidores de quinase dependente 

de ciclina , o qual, em conjunto com outros fatores, é capaz de induzir a parada do ciclo 

celular na fase G1 por modulação do complexo quinase dependente de ciclina 4/6 

(CDK4/6) (Figura1.12). Também desempenha um papel importante na regulação do 

comprometimento celular de células progenitoras hematopoéticas e diferenciação celular 

mieloide (DE BRAEKELEER et al. 2016). Assim, a perda de expressão de p15
INK4b afeta a 

diferenciação celular durante a hematopoese e está associada com alta taxa de proliferação 

celular (COTRAN  et al., 2000; WOLFF & BIES, 2013). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.12: Papel de gene p15
INK4b no ciclo celular. (A) Em condições normais, p15

INK4b inibe CDK4 / 6, 
mantendo RB1 em estado hipofosforilado, o que impede a ativação de fatores de transcrição (E2F) e inibindo 
deste modo, a transcrição de genes necessários para a entrada na fase S do ciclo celular e a síntese de DNA. 
(B) Após a hipermetilação do promotor de p15

INK4b, a síntese da proteína p15 é reduzida; O CDK4 / 6 não é 
mais inibido, permitindo a fosforilação de RB1 e a  ativação de fatores de transcrição (E2F) (Adaptada de DE 
BRAEKELEER et al. 2016) 

 

CDK4 / 6  

 

 

p15
INK4b  

RB1  

E2F  
Entrada na fase S 

Síntese de DNA 

Região Promotora 
Hipermetilada 

(B) (A) 

 

CDK4 / 6  

 

 

p15
INK4b  

RB1  

E2F  
Entrada na fase S 

Síntese de DNA 
DNA 



 
 

32 
 

 Ainda são poucos os estudos que analisam pacientes pediátricos com SMD e, dentre 

aqueles realizados, podemos observar um número pequeno de pacientes investigados 

devido à baixa incidência de SMD na infância (UCHIDA  et al., 1997; CHIM et al., 2001; 

AGGERHOLM  et al., 2006; VIDAL et al., 2007; KIM et al, 2009; RODRIGUES et al., 

2010, KIM et al., 2013). 

A maioria destes estudos utilizou a análise qualitativa através da técnica de reação 

em cadeia da polimerase específica para a metilação (MSP), sendo necessário o uso de 

uma análise quantitativa mais sensível como o pirosequenciamento para mensurar os níveis 

de metilação. Atualmente, sabe-se que indivíduos saudáveis podem ter metilação em certos 

níveis, mesmo em regiões promotoras de genes importantes para o ciclo celular, por 

exemplo. A hipermetilação e a hipometilação aberrantes de certas regiões genômicas vêm 

sendo associadas ao desenvolvimento de doenças. Portanto, se faz imprescindível uma 

caracterização do perfil de metilação da região promotora do gene p15
INK4B em um maior 

número de pacientes pediátricos com SMD, de modo a avaliar de maneira mais precisa sua 

associação com a evolução da doença.  

Devido à raridade da SMD pediátrica primária poucos estudos sobre o seu 

desenvolvimento e a sua evolução para LMA vem sendo realizados. A maior parte de 

conhecimento da biologia da SMD vem de estudos conduzidos em pacientes adultos, 

embora já se saiba que a patogênese da SMD pediátrica é diferente. Além disso, os 

trabalhos realizados com pacientes pediátricos tendem a reunir as mielodisplasias de forma 

geral com a LMA na infância o que pode distorcer os dados referentes a SMD pediátrica 

primária. A própria heterogeneidade da SMD torna difícil o diagnóstico dos pacientes 

pediátricos, principalmente aqueles em fase inicial e sem alterações citogenéticas.  Além 

disso, a baixa frequência de mutações nesses pacientes torna difícil o rastreamento dessas 

alterações dentro da realidade de saúde pública no Brasil.  Estudos com enfoque nas 

alterações epigenéticas têm avançado nos pacientes adultos, mas para os pacientes 

pediátricos continuam escassos, mesmo sabendo que os agentes hipometilantes poderiam 

ser uma opção terapêutica em alguns casos.    

Dentro deste contexto da SMD pediátrica primária, nosso grupo vem tentando 

através de estudos citogenéticos e moleculares realizar pesquisa translacional, visando 

aplicar os conhecimentos adquiridos na área clínica, com objetivo de melhorar a qualidade 

de vida dos pacientes pediátricos com SMD. Através de artigos científicos e da divulgação 

de nossos resultados, o grupo tornou-se um centro de referência de estudo da SMD no 
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Estado do Rio de Janeiro, auxiliando no diagnóstico, na escolha do tratamento e no 

acompanhamento dos pacientes com SMD. 

 

 

2. OBJETIVO PRINCIPAL 

 

  Caracterizar as alterações citogenéticas e epigenéticas em células de medula óssea 

de pacientes pediátricos com SMD para verificar sua associação com o estabelecimento da 

doença e sua evolução para LMA.  

2.1 Objetivos secundários 
 

- Analisar o padrão citogenético de pacientes pediátricos com SMD primária; 

-Verificar o padrão de expressão das DNMTs (DNMT1, DNMT3A e DNMT3B), TET2 

e APOBEC3B de pacientes pediátricos na tentativa de identificar as causas associadas com 

a hiper e/ou hipometilação do DNA nos pacientes com SMD; 

- Investigar o perfil de metilação do gene p15
INK4B

 em pacientes pediátricos com 

SMD primária e sua associação com as características citogenéticas e clínicas; 

- Investigar o perfil de metilação global através da análise de metilação em LINE-1 

em pacientes pediátricos com SMD e sua associação com as características citogenéticas e 

clínicas; 

- Correlacionar as principais alterações epigenéticas com o cariótipo, porcentagem de 

blastos na medula óssea, citopenias e a evolução de SMD para LMA visando sugerir um 

modelo de evolução da SMD para LMA em pacientes pediátricos.  
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3. MATERIAIS E MÉTODOS  

3.1 Pacientes  
 

Este estudo foi realizado utilizando amostras de medula óssea de pacientes 

pediátricos com SMD primária coletadas no período 1996-2018 (Anexo I).  Esses 

pacientes foram provenientes das seguintes instituições: Centro de Transplante de Medula 

Óssea (CEMO-INCA), Serviço de Hematologia (INCA), Instituto Estadual de 

Hematologia Arthur de Siqueira Cavalcanti (HEMORIO), Hospital Federal da Lagoa 

(HFL) e Instituto de Pediatria e Puericultura Martagão Gesteira (IPPMG). Foram utilizados 

como critérios de inclusão: pacientes pediátricos com até 18 anos de idade, com 

diagnóstico de SMD primária, confirmado através das análises clínicas, morfológicas, 

citogenéticas e imunofenotípicas. Foram utilizados como critérios de exclusão: crianças 

com diagnóstico de SMD secundária, associada ao tratamento de uma neoplasia primária, 

crianças com leucemia mielomonocítica juvenil, síndromes de pré-diposição genética, com 

exceção de uma criança com Anemia de Fanconi acompanhada em nosso centro que 

apresentou evolução de SMD para LMA, e alteração citogenética ainda não descrita. 

 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 segundo HASLE e colaboradores (2003/2016), 

CRI (<5% de blastos MO), AREB (5-19% de blastos MO) e AREB-t (20-29% de blastos 

na MO). Do total de 152 pacientes pediátricos, 44% eram do sexo feminino e 56% do sexo 

masculino. A idade média foi de 8,5 anos, variando de 3 meses a 18 anos. Como controles 

foram utilizadas 13 amostras de doadores pediátricos de medula óssea, 38,4% pertenciam 

ao sexo feminino e 61,5% do sexo masculino. A idade média foi de 10 anos, variando de 4 

a 18 anos. Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Instituto 

Nacional do Câncer (Anexo II).  
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3.2 Análise Citogenética 

3.2.1. Cultura de Células de Medula Óssea 
 
Para a cultura de células de medula óssea utilizamos a técnica de Testa e 

colaboradores (1985), com algumas modificações. Inicialmente, as células de medula óssea 

dos pacientes pediátricos com SMD 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 (1 mL de ácido acético glacial, uma gota de violeta de genciana, 100 

mL de água destilada) e as células foram contadas utilizando a câmara de Newbawer em 

microscópio ótico utilizando o contraste de fase (Olympus, USA). Foram incubadas de 

5x106 a 10x106 células/mL em 80% de RPMI e 20% de soro fetal bovino (Life 

Technologies, USA) a 37oC, numa atmosfera de 5% de CO2 por 24 horas. Duas horas antes 

do término da cultura foi adicionado colchicina (0,05 µg/mL) e a cultura foi incubada por 

mais uma hora. 

Ao final da incubação, o material foi centrifugado a 1500 rpm (Sorvall T16R, 

Thermo Scientific) por 6 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o precipitado 

ressuspenso em 5 mL de uma solução hipotônica (KCl 0,075 M). O material foi incubado a 

37oC por 15 minutos, sendo em seguida centrifugado a 1500 rpm ( Sorvall T 16R, Thermo 

Scientific) 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 5 

mL. Após 20 minutos à temperatura ambiente, o material foi centrifugado a 1500 rpm 

(Sorvall T 16R, Thermo Scientific) durante 6 minutos e o sobrenadante desprezado. O 

procedimento foi repetido mais 2 vezes e o precipitado da última fixação foi ressuspenso 

em 8 ml de fixador e amarzenado a 4º. 

3.2.2 Análise Citogenética Clássica: Bandeamento GTG 
 

Para verificar o índice mitótico e a qualidade das metáfases foi preparada 

inicialmente uma lâmina corada com corante Giemsa [Giemsa 2% em tampão fosfato 

(0,102 M NaH2PO4; 0,098 M Na2HPO4, pH 6,8)]. A lâmina foi preparada a partir do 

material fixado. Inicialmente, o material foi centrifugado a 1500 rpm (Sorvall T 16R, 

Thermo Scientific, USA) durante 5 minutos e o fixador é desprezado até 1 mL. A partir 

dessa suspensão celular, foi colocada uma gota em uma lâmina limpa, umedecida e o 

material foi fixado sobre a lâmina através da chama do bico Busem. As demais lâminas 

foram feitas com o mesmo procedimento e envelhecidas de 1 dia a 1 semana à temperatura 



 
 

36 
 

ambiente para o bandeamento GTG, método utilizado para a análise dos cromossomos 

segundo a técnica de Seabright (1971). As lâminas foram incubadas em uma solução de 

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

0,011 M 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 a 2% em tampão fosfato durante 15 minutos. Os cromossomos 

foram identificados e classificados de acordo com o Sistema Internacional de 

Nomenclatura de Citogenética Humana de 2016 (ISCN, 2016) (JORDAN et al., 2016. A 

análise cromossômica foi realizada em microscopia ótica utilizando no mínimo 20 

metáfases por paciente, sendo considerado anormal quando a mesma alteração citogenética 

numérica ou estrutural esteve presente em pelo menos três metáfases. As imagens dos 

cariótipos anormais dos pacientes analisados foram adquiridas pelo sistema de 

Cariotipagem Ikaros -MetaSystems, Zeiss, Alemanha. 

3.2.3 Análise através da Citogenética Molecular: Hibridização “in situ” por 
Fluorescência (FISH) 
 

Para análise através do FISH foi utilizado o material da preparação citogenética 

(metáfases e núcleos interfásicos em fixador) nos casos onde a morfologia do cromossomo 

foi duvidosa, para confirmar uma alteração citogenética previamente observada no 

bandeamento GTG e nos casos com índice mitótico baixo para confirmar a alteração em 

um maior número de células.  As sondas usadas foram para -7/del(7q) (D7S486 spectrum 

orange/CEP7 spectrum Green), del(11q22) (LSI ATM, spectrum orange), del(11)(q23) 

(LSI MLL dual color break apart rearrangement probe) e del(17)(p13.1) (LSI p53, 

spectrum orange), +8 (LSI cMYC, spectrum orange), del(5)(q31) (LSI CSF1R “spectrum 

orange”/LSID5S23:D5S721 “spectrum green”).  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 

diluição de uma solução 20x SSC: 3,0 M de NaCl e 0,3 M de citrato de sódio, pH 7,0) a 

37ºC por 30 minutos. Posteriormente, o material passou pela desidratação em uma série de 

etanol 70%, 90% e 100% à temperatura ambiente por 2 minutos. Em seguida, o material 

foi desnaturado em uma solução de 70% formamida (Life Technologies, USA)/ 2x SSC, a 

73oC por 5 minutos. Foi dimensionado um volume de 10 µl da diluição da sonda (1 µl da 

sonda, 2 µl de água e 7 µl de tampão), previamente desnaturada a uma temperatura de 
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73ºC por 5 minutos, em uma área de 20 mm x 20 mm da lâmina 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% TWEEN (SIGMA, USA) a 73oC 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 (MetaSystem, 

Zeiss, Alemanha). 

3.3 Análise Molecular 

3.3.1 Extração de DNA 

 O DNA das células de medula óssea de pacientes pediátricos com SMD primária e 

de doadores pediátricos 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 1,6 M, Triton X-100 5%, MgCl2 

25 mM e Tris-HCL 60 mM pH 7.5). Após a lise, o material foi centrifugado a 1500 rpm 

por 5 minutos (Sorvall ST 16R, Thermo Scientific, USA). Em seguida, foi adicionada uma 

solução de soro fisiológico (9% NaCl) e centrifugado a 1500 rpm por 5 minutos (Sorvall 

ST 16R, Thermo Scientific, USA). Posteriormente, foi adicionado 1 mL do reagente 

Dnazol (Life Technologies, USA) e o material foi homogeneizado lentamente. Para a 

precipitação do DNA foram adicionados 2 mL de etanol 100%. Ao DNA precipitado, foi 

adicionado 1 mL de etanol 75%. A amostra de DNA foi centrifugada (Sorvall ST 16R, 

Thermo Scientific, USA), retirado o etanol, acrescentando a solução de TE (10 mM Tris e 

1 mM EDTA; pH 7.4). As amostras de DNA foram armazenadas a uma temperatura de 

aproximadamente 15ºC. 

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

espectrofotômetro (Nanodrop- ND1000).  A estimativa da concentração da amostra de 

DNA, assim como o seu grau de pureza, foi calculada pelo equipamento.  

3.3.2 Extração de RNA e Obtenção de cDNA 

  O RNA total de células mononucleadas da medula óssea de 39 pacientes pediátricos 

e 13 doadores pediátricos foi extraído pelo método do TRIzol (LIFE TECHNOLOGIES, 

USA), de acordo com o protocolo do fabricante. Primeiramente, foi adicionada nas 
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amostras de medula óssea uma solução de lise de hemácias RCBL (Sacarose 1,6 M, Triton 

X-100 5%, MgCl2 25 mM e Tris-HCl 60 mM pH 7.5). Em seguida, o material foi 

centrifugado a 1500 rpm por 6 minutos (SORVALL ST16R, THERMO SCIENTIFIC, 

USA). Após a centrifugação, o sobrenadante foi retirado, o “pellet” contendo as células 

mononucleadas foram lavadas com solução de soro fisiológico (9% NaCl). Ao final da 

lavagem, foi adicionado 1 mL de TRIzol (para cada 5-10 x 106 células). Em seguida, foram 

acrescentados 0,2 mL de clorofórmio, homogeneizado e incubado à temperatura ambiente 

por 3 minutos seguido por centrifugação do material a 7000 rpm por 10 minutos em 

centrífuga refrigerada a 4oC (SORVALL ST16R, THERMO SCIENTIFIC, USA). Após 

centrifugação, foi retirada a fase correspondente ao RNA (fase aquosa) e o material foi 

precipitado com 100% de álcool isopropílico (Merk, Alemanha). Esse material foi 

ressuspendido em 10 µL 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 (2 µg) 

1U de “DNase I amplification grade” (INVITROGEN, USA), 1µL de tampão 10X e água 

com DEPC para um volume final de reação de 10 µL. Este material foi incubado durante 

15 minutos a temperatura 37ºC. Após este período, foi adicionado 1 µL de EDTA (25 mM) 

para inativação da enzima e incubado a 65ºC por 10 minutos. Em seguida, foi realizada a 

reação de transcrição reversa (RT) usando o kit High-Capacity Reverse Transcription 

(APPLIED BIOSYSTEMS, USA), segundo especificações do fabricante, e o cDNA foi 

armazenado a uma temperatura de -70ºC. 

3.3.3 Análise do Padrão de Expressão dos Genes DNMTs, TET2 e APOBEC3B  

 
 Análise de expressão relativa dos genes DNMT1, DNMT3A, DNMT3B, TET2 e 

APOBEC3B em pacientes pediátricos com SMD primária foi realizada pela metodologia 

de PCR em tempo real (termociclador Corbett Research, Rotor-Gene 6000 software 1.7, 

Qiagen). Amostras de medula óssea de doadores pediátricos para o TCTH foram utilizadas 

como controle e para o controle interno da reação foi utilizado o gene β-actina. Para cada 

reação foram utilizados 25 ng de cDNA, 1,875 µM de cada oligonucleotídeo para 

amplificação dos genes de interesse e 5 µl de SsoFast EvaGreen Supermix (BIO-RAD, 

USA). 
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As sequências dos oligonucleotídeos de cada gene e as condições de ciclagem estão 

descritas na tabela 3.1. Para cada reação foram realizados 50 ciclos e todas as reações 

foram feitas em triplicata. Para avaliar a expressão de cada gene nos pacientes e nos 

doadores foi utilizado o método 2-∆∆Ct (LIVAK, 2001).  

 

Tabela 3.1: Oligonucleotídeos utilizados para a análise de expressão 

Genes Oligonucleotídeos (senso/ anti-senso) Desnaturação 
Anelamento e 
extensão 

5’-TGGAACGGTGAAGGTGACA-3’/ 
β-actina 

5’-ATGTGCAATCAAAGTCCTCGGC-3’ 
95ºC/20 segundos 60ºC/45 segundos 

5’-AACTCCAAGACCCACCCTCC-3 ’ 
DNMT1 

5’-CAGACTCGTTGGCATCAAAGAT- 3’ 
95ºC/20 segundos 60ºC/45 segundos 

5-'GGCTCTTCTTTGAGTTCTACC-3' 
DNMT3A 

5-'GATGTCCCTCTTGTCACTAAC-3' 
95ºC/20 segundos 60ºC/45 segundos 

5’-ATCAGGATGGGAAGGAGTTT-3’ 
DNMT3B 

5’-TCGGAGAACTTGCCATCGCC-3’ 
95ºC/20 segundos 60ºC/45 segundos 

 5’-GCTGGGACTGCTGCATGACT-3’  
TET2 

5’-ACGCAAGCCAGGCTAAACA-3’ 
95ºC/20 segundos 60ºC/45 segundos 

5'-ACCCATCCTCTATGGTCGGA-3' 
APOBEC3B 

 5'-GCTTGAAATACACCTGGCCTC-3' 
95ºC/20 segundos 60ºC/45 segundos 

 
 

3.3.4 Análise Quantitativa de Metilação de LINE-1 e da Região Promotora do 

Gene p15
INK4B em Pacientes Pediátricos com SMD 

 

A quantificação dos níveis de metilação de LINE-1 e do gene p15
INK4B em amostras 

de DNA dos pacientes pediátricos com SMD e de doadores foi analisada pela técnica de 

pirosequenciamento (Sistema PyroMark Q96, Qiagen). Inicialmente, 500 ng de DNA 

genômico foram submetidos ao tratamento com bissulfito de sódio, utilizando o kit 

EpiTect Bisulfite (QIAGEN), segundo as especificações do fabricante. Neste processo, as 

citosinas não metiladas são transformadas em uracilas e, após a PCR, em timina, enquanto 

citosinas metiladas não podem ser transformadas devido ao grupamento metil presente no 

carbono 5. Em seguida, um total de 100 ng de DNA genômico tratado com bissulfito de 

sódio foi amplificado por uma reação em cadeia da polimerase (PCR) com os 

oligonucleotídeos segundo Kim e coladoradores para a região promotora do gene p15
INK4B 

(KIM et al., 2010) e para LINE-1 (LIMA et al., 2001)(Tabela 3.2).  



 
 

40 
 

As reações de PCR foram realizadas em um volume final de 50 µL contendo Tampão 

10X, 10 mM dNTP Mix, 50 mM de MgCl2, 10 mM de cada primer e 1,25 unidades de 

DNA polimerase (INVITROGEN). As condições de ciclagem para a região promotora do 

gene p15
INK4B foram: desnaturação inicial a 95ºC por 10 minutos, “hot-start” a 72ºC por 5 

minutos, 35 ciclos de desnaturação a 95ºC por 20 segundos, pareamento a 57ºC por 20 

segundos, extensão a 72°C por 20 segundos; e extensão final a 72°C por 7 minutos. As 

condições de ciclagem para LINE-1 foram:  desnaturação inicial a 95 ° C durante 15 

minutos, seguido por 50 ciclos consistindo em desnaturação a 95°C, por 40 segundos, 

anelamento a 56°C por 40 segundos, e extensão em 72 durante 40 segundos. Uma etapa 

final de extensão a 72°C por 10 minutos foi realizado. Após, a amplificação, as amostras 

foram verificas em gel de agarose 2% e aquelas positivas para amplificação foram 

preparadas para o pirosequenciamento. 

 

Tabela 3.2: Oligonucleotídeos referentes a Line-1 e a região gene p15
INK4B utilizados para análise 

da PCR 

Gene Oligonucleotídeos (senso/ anti-senso) 

 5’GGTTGGTTTTTTATTTTGTTAGA3’ 
p15

INK4B
 

5’biotina-CCTAAATTACTTCTAAAAAAAAAC3’ 

sequenciamento 5’GGGGTAGTGAGGATTT 3 ’ 

5′- AACTCCCTAACCCCTTAC3' 
Line- 1 

5′-biotina-TAGGGAGTGTTAGATAGTGG 3' 

sequenciamento 5′-AACTCCCTAACCCCTTAC 3' 

 

Foi incluído no programa para análise, além da sequência a ser analisada, ao menos 

uma citosina que não seja parte de um sítio CpG como controle interno da conversão com 

bissulfito de sódio. Em seguida, os produtos de PCR foram coletados utilizando “beads” 

revestidas com estreptavidina diluídas em tampão de ligação (10 mM Tris-HCl; 2 mM 

NaCl; 1 mM EDTA; 0,1% Tween 20 pH 7,6) com o objetivo de ligar apenas as fitas 

biotiniladas. Após 10 minutos de agitação, as “beads” foram aspiradas utilizando “Vacuum 

Prep Workstation” e lavadas com etanol 70%. Em seguida, foi feita a desnaturação com 

NaOH e lavagem usando uma solução de 10 mM Tris-Acetato, pH 7,6. Após a adição de 

40 µL da solução de oligonucleotídeo de sequenciamento 0,4 mM diluído em tampão de 

pareamento (20 mM Tris-Acetato; 2 mM MgAc2 – pH 7,6), o MIX (“beads” e 

oligonucleotídeos) foi desnaturado por 2 minutos a 80°C e, então, resfriado por 20 minutos 

para alcançar a temperatura de pareamento dos oligonucleotídeos. Os volumes de dNTPs, 
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enzimas e substrato foram definidos de acordo com a sequência a ser analisada.  A fita 

biotinilada foi sequenciada utilizando o sistema PyroMark Q96 (QIAGEN). Durante o 

pirosequenciamento foram gerados eletropirogramas da sequência com quantificação de 

células que estavam metiladas para os sítios CpG analisados.  

 

3.3.5 Análise Estatística 
 

Para a análise estatística, foi utilizado o programa GraphPad Prism versão 5.0. 

(Graphpad Software, Inc., São Diego, CA, EUA). O teste de Mann-Whitney foi utilizado 

para as comparações não paramétricas realizadas para análise do perfil de metilação da 

região promotora do gene p15
INK4B e de LINE-1 e para a análise de expressão dos genes 

das DNMTs, TET2 e APOBEC3B. O teste T foi utilizado para a análise paramétrica 

realizada para comparação da média dos sitíos CpG nos estudos para região promotora do 

gene p15
INK4B e LINE-1 entre os controles e os pacientes. A força da associação entre os 

níveis de expressão de cada gene em diferentes categorias de amostra foi calculada pelo 

coeficiente de correlação de pontos de Spearman. Em nossa amostra foi considerado 

estatisticamente significativo valor p<0,05. 

Para determinar os pacientes que apresentam no DNA regiões hipermetilados ou 

hipometilados foi utilizado o cálculo de “cut off ” baseado na média e no desvio padrão 

dos controles [média +2*(desvio padrão)] descrito por Kim e colaboradores em 2010 (KIM 

et al., 2010). 
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3.4 Desenho de Estudo  
 

Correlação com os dados clínicos e análise estatística  

  

Citogenética Clássica 

Citogenética 
Molecular  

Análise Citogenética 
  

  

 
Amostras para Diagnóstico 

(Medula óssea) 

 
 

ESTUDO DAS ALTERAÇÕES CITOGENÉTICAS E EPIGENÉTICAS EM SÍNDROME MIELODISPLÁSICA PEDIÁTRICA 
(CEP 62/10) 

Extração de DNA   

Análise de metilação da 
região promotora gene 

p15
INK4B 

 

 Conversão em cDNA 

Análise da expressão de 
DNMTs, TET2 e 

APOBEC3B  

PCR em tempo real  

Extração de  RNA  

Análise Molecular  

 Transformação por bissulfito 
  

Análise de metilação 
global LINE-1 

FISH 

Bandeamento GTG 

Pirosequenciamento 
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4. RESULTADOS 

4.1 Análise Citogenética 
 
 A análise citogenética foi realizada em 152 pacientes pediátricos com SMD. A 

distribuição entre os sexos foi de 56% (85/152) de pacientes do sexo masculino e 44% 

(67/152) do sexo feminino. Cariótipos anormais foram observados em 83 pacientes (55%) 

(Figura 4.1). Cariótipo anormais foram observados em maior frequência no sexo masculino 

(59% - 49/85) quando comparado com o feminino (51% -34/67).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4.1: Distribuição da frequência de cariótipos normais e anormais em pacientes 
pediátricos com SMD 
 

 Em relação à idade, os pacientes foram divididos em dois grupos: aqueles com 

menos 12 anos e aqueles com mais de 12 anos formando, assim, o grupo da SMD na 

infância e o grupo da SMD em adolescentes. Dessa maneira, foram classificados 100 

pacientes (66%) no grupo da SMD da infância e 52 (34%), no grupo da SMD na 

adolescência. No grupo dos pacientes com SMD da infância foram observados 64% 

(64/100) de cariótipos anormais, enquanto no grupo com adolescentes com SMD foram 

observados 36,5% (19/52) de cariótipos anormais (Figura 4.2). 
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Figura 4.2: Distribuição do padrão cariótipico entre os pacientes da infância e os adolescentes  

 

Em nosso estudo, os cariótipos anormais envolveram, sobretudo, deleções e 

monossomias, como pode ser observado na figura 4.3. 

 

 

Figura 4.3: Frequência das alterações cromossômicas em SMD pediátrica 
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 Alterações envolvendo o cromossomo 7 [monossomia (-7) e deleção no braço 

longo [del(7q)] foram as alterações cromossômicas mais frequentes, representando 26,5% 

(22/83) do total de casos com cariótipos anormais. Desses, 17 pacientes apresentaram a 

monossomia do 7 (20%) sendo a alteração numérica mais frequente (Figura 4.4 A) e 5 

(6%) a deleção 7q (Figura 4.4 B). A segunda alteração cromossômica mais observada foi 

uma deleção do braço longo do cromossomo 11 [del(11q23)] presente em 11 pacientes 

(13%)  (Figura 4.5), seguida dos cariótipos complexos, ou seja, aqueles cariótipos com 3 

ou mais alterações citogenéticas, presente em 7 (8,4%) pacientes (Figura 4.6).   

A trissomia do cromossomo 8 (+8) foi observada em 6 (7,2%), sendo o ganho 

cromossômico mais frequente. Deleções no braço curto dos cromossomos 12 [del(12p)] e 

17 [del(17p)] foram observadas em 6% dos casos com cariótipos anormais, enquanto a 

deleção no braço longo do cromossomo 6 [del(6q)] esteve presente em 4 (4,8%) . Em 

nosso estudo, as translocações cromossômicas foram observadas em 3 pacientes, 

representando 4% dos casos com cariótipos anormais. As translocações foram as seguintes: 

t(3;8)(q29;q11), t(5;8)(q32;q22) e t(4;7)(p16;p15).  
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Figura 4.4: Análise citogenética em células de medula óssea de um paciente pediátrico com 
SMD mostrando a alteração envolvendo o cromossomo 7 em dois subclones (Bandeamento 
GTG). (A) Cariótipo 45,XY,-7. (B) Cariótipo 46,XY,del(7)(q22).  
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Figura 4.5: Análise citogenética em células de medula óssea de um paciente pediátrico com 
SMD apresentando deleção do braço longo do cromossomo 11 (Bandeamento GTG). Cariótipo 
46,XX,del(11)(q23). 
 
 

 
Figura 4.6: Análise citogenética em células de medula óssea de um paciente pediátrico com 
SMD apresentando  cariótipo complexo (Bandeamento GTG).  Cariótipo 49,XY,del(3)(q21), 
del(6)(q21), +der(6)del(6)(q21),+8, +der(12) del(12)(p11). 
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Dos pacientes que possuíam cariótipo anormal, três apresentaram alteração 

cromossômica biclonal, isto é, dois clones com alterações distintas, representando 3,6% do 

total de casos com cariótipo anormal. O primeiro caso foi um paciente do sexo masculino 

diagnosticado aos 13 anos de idade com SMD primária hipocelular e classificado com 

CRI. Ele apresentou o seguinte cariótipo ao diagnóstico: 46,XY,del(17)(p12)[9]/46,XY, 

del(17)(p12), del(12)(p13)[5]/46,XY,del(11)(q23)[3]/46,XY[34]. O primeiro clone possuía 

a del(17)(p12); o segundo clone a del(11)(q23), sendo que o primeiro clone apresentou 

uma evolução clonal com a aquisição da  del(12)(p13).  Esse paciente recebeu transplante 

de células de cordão umbilical e entrou em remissão completa. 

O segundo caso de alteração cromossômica biclonal foi de um paciente do sexo 

masculino com 1 ano de idade diagnosticado com CRI hipocelular e apresentando displasia 

de múltiplas linhagens. O cariótipo ao diagnóstico foi: 46,XY,del(7)(q22q32)[5]/45, XY,   

-7[15] o primeiro clone possuía -7 e o segundo, del(7)(q22q32). Esse paciente recebeu 

transplante de células-tronco hematopoéticas alogênico, porém, faleceu. 

O terceiro caso com alteração biclonal foi detectado em um paciente do sexo 

masculino com 5 anos de idade com suspeita de SMD hipercelular. Apresentou na primeira 

citogenética um clone majoritário que apresentava +22 e o segundo +8 com o seguinte 

cariótipo: 47,XY,+8[3]/47,XY,+22[6]/46,XY[34]. Após 1 ano e 3 meses de 

acompanhamento, apresentou 25% de blastos e foi classificado como AREB-t. 

Citogeneticamente foi observada evolução cariotípica clonal. O clone inicial apresentava 

+8 e, após o transplante, adquiriu +X. Além disso, houve o desaparecimento do clone 

majoritário com +22 e aparecimento de um novo clone com um segmento cromossômico 

adicional no braço curto do cromossomo 7 [add(7p)], constituindo o seguinte cariótipo 

48,XY,+X,+8[6]/46,XY,add(7p)[9]/46,XY[9]. Esse paciente recebeu transplante de células 

de cordão umbilical, no entanto, após um mês, apresentou rejeição primária do enxerto e 

crise blástica com o mesmo cariótipo pré-transplante (48,XY,+X,+8[5]/46,XY, add(7p)[8] 

/46, XY[10]).  

Cariótipos hiperdiplóides foram observados em dois pacientes, representando 2,4% 

do total de cariótipos anormais. O primeiro caso foi de uma paciente de 6 anos de idade 

diagnosticada com AREB, e o cariótipo [58,XX,+X,+3,+5,+6,+8,+10,+11,+12,+13,+18, 

+20,+21/58, XX,idem,dup(1)(q21q31)]. Essa paciente evoluiu para LMA e foi tratada com 

quimioterapia.  

O segundo caso foi de um cariótipo hiperdiplóide em uma paciente com 16 anos, 

classificada com CRI e com o cariótipo [51,XX,+4,+6,+8,+14,+20].  Essa adolescente foi 
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tratada com transplante de células-tronco hematopoéticas alogênico e, até sua última 

consulta 12 anos após TCTH, apresentava-se em remissão completa. 

4.2 Citogenética Molecular: Análise através da Hidridização in situ por Fluorescência 
(FISH)  
 

A técnica de FISH foi utilizada como uma metodologia complementar à 

citogenética clássica (bandeamento GTG), nos casos onde o clone anormal 

citogeneticamente foi muito pequeno (3/20) e nos casos onde a morfologia do cromossomo 

era de difícil interpretação. Isso ocorreu para as alterações cromossômicas del(17p) e 

del(11q). A confirmação del(17p) foi realizada em cinco pacientes, sendo quatro do sexo 

masculino e um do sexo feminino, onde foi observada a perda do gene supressor de tumor 

TP53 (sonda LSI p53, spectrum orange Vyses) (FIGURA  4.7 A). A técnica de FISH 

utilizando a sonda  do gene MLL/KMT2A (LSI MLL dual color break apart rearrangement 

probe Vyses), região q23 do cromossomo 11, foi aplicada em 11 pacientes para a 

confirmação da del(11)(q23), sendo sete pacientes do sexo masculino e quatro do sexo 

feminino. Em todos os casos analisados observamos a deleção do gene MLL/KMT2A 

localizado nesta região cromossômica (FIGURA 4.7 B). 

  
Figura 4.7: Análise de hidridização in situ por fluorescência (FISH). (A) Na figura, observa-se 
um único sinal da hibridização da sonda marcada em vermelho para o gene TP53 (seta), 
confirmando a deleção do gene TP53; (B) Na figura, observa-se apenas um sinal (seta), 
confirmando a deleção do gene MLL/KMT2A. A sonda do gene MLL é marcada com dois  
fluoróforo, sendo um da cor  vermelha e a outro verde. A justaposição dos dois seguimentos da 
sonda resulta no sinal amarelado, mostrando a ausência de rearranjo.  
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O FISH foi utilizado no acompanhamento de um paciente do sexo masculino de 

três anos de idade após o transplante de células-tronco hematopoéticas alogênico. Ao 

diagnóstico, essa criança apresentou o cariótipo complexo: 

49,XY,del(3)(q21),del(6)(q21),+der(6)(del(6)(q21),+8,+der(12)del(12)(p11)[21], sendo 

diagnosticada com  AREB,  possuindo 14% de blastos na medula óssea. Esse paciente, em 

um mês, evoluiu para AREB-t e foi tratado com o transplante de células-tronco 

hematopoéticas alogênico. Durante o acompanhamento pós-transplante, foi observada 

recidiva em D+75. Pela análise citogenética, o paciente apresentou somente uma célula 

com cariótipo anormal, sendo as mesmas alterações cromossômicas presentes ao 

diagnóstico e mais o ganho de uma nova alteração [+der(3)del(3)(q21)]. O cariótipo da 

célula anormal foi: 50,XY,del(3)(q21),+der(3)del(3)(q21),del(6)(q21),+der(6)del(6) 

(q21),+8,+der(12) del(12(p11) [1]. Nas demais células analisadas, observou-se o padrão 

cariotípico da doadora [46,XX]. Para confirmar a recaída citogenética do paciente, foi 

realizado o FISH para a trissomia do cromossomo 8, com o uso da sonda cMYC (LSI 

cMYC, spectrum orange, Vyses). Verificou-se que 14,2% das 204 células analisadas 

apresentavam a +8 (Figura 4.8).  

 
 
Figura 4.8: Análise através da hidridização in situ por fluorescência da trissomia do 
cromossomo 8.  Presença de duas células anormais (seta) apresentando uma cópia extra para o 
cromossomo 8 (+8) visualizado através da hibridização da sonda para o gene c-Myc com 
fluorescência  vermelha, e células normais com dois sinais para o gene c-Myc.  
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O FISH também foi realizado para o paciente de um ano de idade, já mencionado 

anteriormente, que foi diagnosticado como CRI e apresentou alteração cromossômica 

biclonal. As alterações citogenéticas encontradas envolveram o cromossomo 7. O clone 

apresentando -7 era o que apresentava o maior número de células e o clone com 

del(7q22q32) mostrava-se em menor frequência.  

O cariótipo definido pelo bandeamento GTG foi: 46,XY,del(7)(q22q32)[5]/45,XY,-

7 [15]/ 46,XY[3]. A fim de melhor caracterizar a frequência das células envolvendo 

cariótipos com alterações no 7, foi utilizado o FISH com a sonda para monossomia e 

deleção do braço longo do cromossomo 7 (D7s486 spectrum orange/CEP7 spectrum 

Green (Figura 4.9). Foi verificada através da análise com FISH em 200 núcleos 

interfásicos a frequência de -7 em 75% (150 células) a del(7q) em 20% (30 células).  A 

análise através da metodologia do FISH foi uma técnica complentar confirmando a 

alteração cromossômica biclonal envolvendo o cromossomo 7. 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.9: Análise através da hidridização in situ por fluorescência das alterações 
envolvendo o cromossomo 7.  A sonda com fluorescência verde hibridiza com o centrômero e a 
sonda com fluorescência vermelha hibridiza no braço longo do cromossomo 7, na região q23. (A)  
Metáfase mostrando a  -7. (B)  Núcleos interfásicos mostrando a del(7q).  
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4.3 Distribuição das Alterações Cromossômicas nos Subtipos de SMD Pediátrica  
  

Segundo a classificação da SMD pediátrica proposta por Hasle e colaboradores em 

2016, do total de pacientes, 100 (66%) foram classificados com o subtipo inicial da 

doença, CRI. Nos subtipos mais avançados, 28 (18%) apresentaram AREB e 24 AREB-t. 

Os pacientes com CRI apresentaram uma frequência de 40% de cariótipos anormais, já os 

pacientes com AREB e AREB-t apresentaram uma frequência de 71% e 96% de cariótipos 

anormais, respectivamente (Tabela 4.1).  

 

       Tabela 4.1: Classificação dos pacientes e a distribuição de cariótipos anormais 

Subtipo nº de pacientes Cariótipos anormais Cariótipos Normais  

CRI 100 (66%) 40 (40%) 60 (60%) 

AREB 28 (18%) 20 (71%) 8 (28%) 

AREB-t 24 (16%) 23 (96%) 1 (4%) 

Total 152 (100%) 83 (55%) 67 (45%) 
 

 Analisando a distribuição do padrão cromossômico na SMD pediátrica, não foi 

identificado um padrão cariotípico específico por subtipo. Contudo, nos pacientes com CRI 

foi observada uma alta incidência (60%) de cariótipos normais. A alteração cromossômica 

mais frequente neste grupo foi a -7, seguida pela del(11)(q23) e del(17p). No subtipo 

AREB, foram verificadas as seguintes alterações cromossômicas: del(6q), +6, del(7q) 

isolada e associada à del(12p), +8, i(9q), del(11)(q23), del(12p) e cariótipo complexo. A 

alteração mais frequente neste grupo foi a del(11)(q23). Em AREB-t, 96% dos pacientes 

apresentaram alterações cromossômicas, sendo elas: t(4;7), t(5;8), -7, add(9q) associado 

com inv(1q), +8 isolada e/ou associada a del(11q23), del(12p), +21 associada a um 

cromossomo marcador e cariótipo complexo. Assim como na CRI, a alteração mais 

frequente foi a -7 (Figura 4.10). 
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Figura 4.10: Distribuição do padrão cariotípico por subtipo da SMD Pediátrica 
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4.4 Associação entre a Citogenética e a Evolução da SMD Pediátrica Primária 
 

Nos pacientes classificados com CRI, 10% (10/100) apresentaram evolução da 

doença. Desses, sete evoluíram para AREB, um para AREB-t e dois para leucemia (um 

para LMA e um para LLA-B). Daqueles classificados com AREB, 53,57% (15/28) 

apresentaram evolução da SMD sendo 1 para AREB-t e 11 para LMA. Já nos pacientes 

com AREB-t, 87,5% (21/24) apresentaram transformação leucêmica para LMA.  

A progressão do curso clínico da SMD esteve presente em 46 (30,26%) dos 152 

pacientes estudados.  Desses, oito evoluíram dentro da própria patogênese da SMD, 

passando para os subtipos mais avançados [AREB (7)/ AREB-t(1)]. Contudo, a maiora dos 

pacientes (82,6%) evoluíram para leucemia, sendo 31 para LMA e um para LLA-B. As 

alterações citogenéticas observadas ao diagnóstico nesses paciente foram: cariótipo 

normal, del(3p), del(4q), t(4;7), t(5;8), del(6q), -7, del(7q), +8 isolado, i(9q), add(9q), 

del(11q) ou acompanhado de outras alterações cromossômicas, del(12p), +21 

acompanhada de um cromossomo marcador e cariótipos complexos  (Tabela 4.2). As 

alterações citogenéticas mais frequentes no grupo com a evolução da doença foram a -7, a 

del(11q) e o cariótipo complexo.  
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Tabela 4.2: Alterações citogenéticas associadas à evolução  

Cariótipo 
Evolução 

SMD→LMA 
Sem Evolução da 

SMD 
Normal 6 63 
monossomia 7 9 8 
deleção (11q) 7 4 
complexo 5 2 
deleção (12p) 1 4 
deleção (6q) 2 2 
Trissomia 6 0 1 
deleção (17p) 0 5 
deleção (7q) 2 3 
cromossomo marcador 0 3 
deleção (9q) 0 2 
isocromossomo (9q) 1 1 
adição (9q) 1 0 
quebras cromatídicas 0 2 
trissomia 8 6 0 
deleção (3q) 1 0 
deleção (5q) 0 2 
monossomia 19 0 1 
deleção (4q) 0 1 
monossomia 21 0 1 
trissomia 21 1 0 
translocação (5;8) 1 0 
translocação (4;7) 1 0 
translocação (3;8) 0 1 
nulissomia Y 0 1 
adição Y 0 1 

 

Embora não tenha sido incluido em nosso estudo, um caso de evolução de SMD 

para LMA que nos chamou  atenção foi de uma criança com história clínica prévia de 

anemia de Fanconi. Esta criança evoluiu para AREB, adquirindo uma alteração 

citogenética ainda não descrita na literatura: 46,XY,der(9)t(9;11)(p24;q?22), 

der(11)t(9;11)(p24;q?22)[9].ish del(11) (q22.3q23)(ATM-)(KMT2A-)[7] (Figura 4.11 A). 

A citogenética por bandeamento GTG revelou o seguinte cariótipo 

46,XY,der(9)t(9;11)(p24;q?22)[9]/46,XY[12], através da técnica do FISH verificamos a 

deleção monoalélica dos  genes  ATM (Figura 4.11 B) e KMT2A (Figura 4.11 C)  

(localizados em 11q22 e 11q23, respectivamente) O paciente foi indicado ao TCTH 

halogênico, no entanto, não foi encontrado doador compatível, sendo tratado com 

decitabina com boa tolerância, contudo três meses depois houve a progressão para LMA. O 

paciente veio a óbito oito meses após o diagnóstico de AREB-t devido à progressão da 

doença e infecções recorrentes. Esse relato de caso resultou na publicação “An uncommon 
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t(9;11)(p24;q22) with monoallelic loss of ATM and KMT2A genes in a child with 

myelodysplastic syndrome/acute myeloid leukemia who evolved from Fanconi anemia” na 

revista Molecular Cytogenetics (Anexo III).  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.11: Análise por bandeamento GTG e FISH. A: Cariótipo por bandeamento GTG 
mostrando as alterações nos cromossomos 9 e 11 destacadas pelas setas.   B: Análise por FISH 
usando a sonda LSI ATM(11q22) Vysis mostrando a deleção monoalélica, com a perda de um sinal 
do gene ATM indicado pelas setas. A sonda para o gene ATM é marcada com fluorescência 
vermelha. C: Análise por FISH utilizando a sonda LSI MLL/KMT2A Dual Color break apart 

rearrangement  Vysis, mostrando a deleção monoalélica do gene MLL indicado pelas setas. A 
sonda do gene MLL é marcada com dois  fluoróforo, sendo um da cor  vermelha e a outro verde. A 
justaposição dos dois seguimentos da sonda resulta no sinal amarelado, mostrando a ausência de 
rearranjo. 

A 
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4.5 Distribuição dos Pacientes Pediátricos com SMD nos Subgrupos de Risco 
Citogenéticos de acordo com IPSS e IPSS-R  

 

Foi utilizada a classificação segundo o grupo de risco citogenético de acordo com o 

Sistema Internacional de Escala Prognóstica (IPSS, de 1997) e o IPSS- revisado (IPSS-R, 

de 2012). De acordo com a classificação do IPSS, os pacientes foram estratificados nos 

grupos: bom, intermediário e mau prognóstico. Em nosso estudo, os pacientes foram 

agrupados da seguinte forma: a maioria dos pacientes foi classificada no grupo de bom 

prognóstico 73/152 (48%); no intermediário, foram 50/152 (33%); no grupo de mau 

prognóstico, foram 29/152 (19%). A evolução da doença foi observada em 8% dos 

pacientes do grupo classificados como bom prognóstico, em 46% daqueles de prognóstico 

intermediário e em 51% dos com mau prognóstico (Tabela 4.3). 

 

Tabela 4.3: Distribuição dos pacientes de acordo com grupo de risco citogenético segundo o 
IPSS e sua associação com a evolução da doença 
 

Grupo de risco citogenético 
pelo IPSS Frequência 

Evolução 
SMD→LMA 

Sem Evolução da 
SMD 

Bom 48% 6 (8%) 67 (92%) 

Intermediário 33% 23 (46%) 27 (54%) 

Mau 19% 15 (51%) 14(48%) 
 

Foi analisada, também, a distribuição dos pacientes de acordo a citogenética segundo 

o IPSS-R. De acordo com essa classificação, nossos pacientes foram distribuídos nos 

seguintes grupos de risco: 12 (8%) pacientes como muito bom prognóstico; 75 (49%) bom 

prognóstico; 39 (26%) como prognóstico intermediário; 19(12%) como mau prognóstico; e 

apenas se e (5%) pacientes estratificados no grupo citogenético de muito mau prognóstico.  

Segundo essa distribuição, a evolução da doença ocorreu em 58% (7/12) dos 

pacientes do grupo citogenético de muito bom prognóstico, em 11% (8/75) do grupo de 

bom prognóstico, em 41% (16/39) dos classificados como risco intermediário, em 53% 

(10/19) dos considerados como prognóstico desfavorável e em 71%(5/7) do grupo de 

prognóstico muito desfavorável (Tabela 4.4).  
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Tabela 4.4: Distribuição dos pacientes segundo o risco citogenético do IPSS-R e sua associação com a 
evolução 
 
Grupo de risco citogenético pelo 

IPSS-R Frequência 
Evolução 

SMD→LMA 
Sem Evolução da 

SMD 

Muito Bom  8% 7 (58%) 5 (42%) 

Bom 49% 8 (11%) 67 (89%) 

Intermediário  26% 14 (35%) 24 (59%) 

Desfavorável 12% 10 (53%) 9 (47%) 

Muito desfavorável 5% 5 (71%) 2 (29%) 
 

Quando comparamos a estratificação pelo IPSS e IPSS-R observamos que, no IPSS-

R, há um maior número de pacientes classificados com citogenética de muito bom 

prognóstico que apresentaram evolução de SMD para LMA. Isso se deve ao fato que, pelo 

IPSS-R, cariótipos que apresentaram a del(11q23) foram considerados de muito bom 

prognóstico; porém, em nossos pacientes, esta alteração esteve associada com a evolução 

da doença. O grupo de prognóstico intermediário pelo IPSS-R apresentou um taxa menor 

de evolução quando comparado ao IPSS, sendo que houve um aumento na taxa de  

evolução no grupo de bom prognóstico. 

 

4.6 Análise da expressão gênica de DNMTs, TET2 e APOBEC3B em pacientes 
pediátricos com SMD 
 

Foi realizada a análise de expressão dos genes DNMT1, DNMT3A, DNMT3B, TET2 

e APOBEC3B por RT-qPCR em 39 amostras de amostras de medula óssea de pacientes 

com SMD pediátrica primária e em 13 doadores pediátricos de medula óssea. Do total de 

39 pacientes, 23 (59%) eram do sexo masculino e 16 (41%) eram do sexo feminino.  A 

idade média desses pacientes foi de sete anos (1-18 anos). Do total de 13 doadores 

pediátricos, oito (61,5% ) eram do sexo masculino e cinco (38,5%) eram do sexo feminino.  

A idade média dos doadores foi de 10 anos (4 e 18 anos).  Dos pacientes estudados, 27 

(69%) foram classificados no subtipo CRI, sete (18%) AREB e cinco (13%) AREB-t 

(Tabela 4.5). 
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Tabela 4.5: Características clínicas e citogenéticas dos pacientes pediátricos com SMD 
incluídos na análise de expressão gênica 
  

Pacientes Número / (%) 
      Sexo  
                  Masculino 23/39 (59%) 
                  Feminino 16/39 (41%) 
       Idade, mediana (variação) 7 (1 -18) 
      Hasle (2003 - 2016)  

CRI 27/39 (69%) 
AREB 7/39 (18%) 

  AREB-t 5/39 (13%) 
      Número de Citopenias  

  
0 2/39 (5%) 
1 17/39 (43,6%) 
2 9/39 (23%) 
3 11/39 (28,2%) 

      Blastos na MO (%)  
                    <5% 27/ (69%) 
                    5-19% 9/ (23%) 
                    20-29% 3/ (8%) 
       Citogenética  

Cariótipo Normal 22/39 (56,%) 
Cariótipo Anormal  17/39 (44%) 

Evolução da Doença   
                    Não 28/ (72%) 
                    Sim 11/ (28%) 

 

 A expressão de todos os genes analisados nos pacientes pediátricos com SMD  foi 

heterogênea, enquanto os doadores tiveram um perfil de  expressão mais homogêneo 

(Figura 4.12). Foi verificado um aumento de expressão dos genes DNMT1 (p= 0,03), 

DNMT3A (p= 0,03) e DNMT3B (p= 0,02) nos pacientes pediátricos com SMD quando 

comparados aos doadores pediátricos (Figuras 4.11 A, B, C). A DNMT3B apresentou 

maior nível de expressão nos pacientes em relação a DNMT1 e DNMT3A. Os níveis de 

expressão de TET2 e APOBEC3B não apresentaram diferenças significativas entre os 

pacientes pediátricos e doadores (Figuras 4.12 D, E). 

   Neste estudo, foi observada correlação positiva significante entre a expressão de  

DNMT1 e DNMT3A (r = 0,52, p = 0,001); DNMT1 e DNMT3B (r = 0,42; p = 0,01); 

DNMT3A e DNMT3B (r = 0,68; p = 0,0001); DNMT3A e APOBEC3B (r = 0,52; p = 

0,001); e DNMT3B e APOBEC3B (r = 0,71 p = 0,0001) (Figuras 4.13. A, B, E, G, I). No 

entanto, a expressão de TET2 mostrou-se independente da expressão das DNMTs e 

APOBEC3B, não apresentando correlação significativa (Figuras 4.13 C, D, F, H, J). 
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Figura 4.12. Perfil de expressão de DNMTs, TET2 e APOBEC3B em pacientes pediátricos 
com SMD e doadores pediátricos saudáveis. Os resultados estão representados nos gráficos de 
pontos mostrando a expressão relativa aos controles dos genes: (A) DNMT1; (B) DNMT3A; (C) 
DNMT3B; (D) TET2 e (E) APOBEC3B. 
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Figura 4.13. Análises de correlação entre a expressão de DNMTs, TET2 e APOBEC3B. 
Gráficos de correlação entre a expressão de (a) DNMT1 e DNMT3A; (b) DNMT1 e DNMT3B; (c) 
DNMT1 e TET2; (d) DNMT1 e APOBEC3B; (e) DNMT3A e DNMT3B; (f) DNMT3A e TET2; (g) 
DNMT3A e APOBEC3B; h) DNMT3B e TET2; (i) DNMT3B e APOBEC3B e (j) TET2 e 
APOBEC3B são mostrados. Correlações com p <0,05 são mostradas em vermelho. 
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4.7 Expressão de DNMTs, TET2 e APOBEC3B de acordo com os subtipos de SMD 
pediátrica, citogenética e evolução da doença 

 

 Ao estudarmos os pacientes segundo o subtipo da SMD pediátrica, observamos que 

os pacientes em estágio inicial (CRI) apresentaram níveis de expressão DNMT1 

semelhantes aos pacientes em estágio avançado (AREB/ AREB-t). Ambos os subtipos 

estavam com expressão aumentada de DNMT1 quando comparados aos doadores tendo 

significância estatística apenas para pacientes com CRI (p = 0,01) (Figura 4.14 A). Para 

DNMT3A, observamos um aumento de expressão nos pacientes com AREB/ AREB-t em 

relação aos pacientes com CRI, embora esse resultado não tenha significado estatístico. 

Além disso, em ambos os estágios, houve aumento da expressão de DNMT3A quando 

comparados aos doadores e significância estatística foi observada em pacientes com 

AREB/ AREB-t (p= 0,02) (Figura 14 B). A expressão de DNMT3B foi maior em pacientes 

com CRI do que em pacientes com AREB/ AREB-t. Pacientes com ambos os subtipos de 

SMD apresentaram maior expressão de DNMT3B em relação aos doadores saudáveis, 

sendo evidenciada significância nos estágios avançados (p= 0,007) (Figura 4.14 C). A 

expressão de TET2 e APOBEC3B foi maior em pacientes com CRI quando comparados 

àqueles com AREB/ AREB-t, porém sem significância estatística (Figuras 4.14 D, E).  
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Figura 4.14. Perfil de expressão dos DNMTs, TET2 e APOBEC3B de acordo com os subtipos 
de SMD pediátrica e doadores pediátricos saudáveis. Os gráficos de pontos mostram a 
expressão de (A) DNMT1; (B) DNMT3A; (C) DNMT3B; (D) TET2 e (E) APOBEC3B relativa aos 
controles em doadores saudáveis, citopenia refratária da infância (CRI), anemia refratária com 
excesso de blastos (AREB) e anemia refratária com excesso de blastos em transformação (AREB-
t). * p <0,05. 
 
 



 
 

64 
 

Considerando pacientes com cariótipos normais e anormais, foi possível observar 

que ambos os grupos de pacientes apresentaram expressão de DNMT1, DNMT3A e 

DNMT3B aumentada em comparação com doadores saudáveis (Figuras 4.15 A, B, C). 

Esses resultados mostraram diferenças significativas para DNMT1 (p= 0,03) e DNMT3B 

(p= 0,02) entre os pacientes com cariótipos normais e os doadores.  Observamos também 

uma diferença significativa para DNMT3A ao comparar pacientes com cariótipos anormais 

e doadores saudáveis (p= 0,03). 

 Os níveis de expressão de DNMT1 e DNMT3A foram semelhantes entre pacientes 

com cariótipos normais e anormais. Já para DNMT3B, foi observado um aumento de 

expressão nos pacientes com cariótipos normais em relação aos pacientes com cariótipos 

anormais, embora esses resultados não apresentem significância estatística.  A expressão 

de TET2 não apresentou diferenças estatísticas em relação ao cariótipo nos pacientes 

(Figura 4.15 D).  Embora, pacientes com cariótipos anormais tenham apresentando uma 

expressão de TET2 aumentada quando comparados com pacientes com cariótipos normais 

e os doadores.  Para APOBEC3B, observamos um aumento na expressão nos pacientes 

com cariótipos normais em relação a pacientes com cariótipos anormais e doadores, sendo 

significante em relação aos doadores, p = 0,04 (Figura 4.15 E). 
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Figura 4.15. Perfil de expressão dos DNMTs, TET2 e APOBEC3B de acordo com cariótipo de 
SMD pediátrica e doadores saudáveis. Os gráficos de pontos mostram a expressão de (A) 
DNMT1; (B) DNMT3A; (C) DNMT3B; (D) TET2 e (E) APOBEC3B relativa aos controles em 
doadores e pacientes com cariótipo normal ou anormal. * p <0,05. 
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 Analisamos também a associação entre expressão de DNMTs, TET2 e APOBEC3B e 

a evolução da SMD para a LMA. A evolução da doença foi observada em 28% dos 

pacientes (11/39). DNMT1, DNMT3A e DNMT3B em pacientes que apresentaram evolução 

da doença estavam super expressas quando comparadas aos doadores, p= 0,04; p= 0,02; p= 

0,005, respectivamente (Figuras 4.16 A, B, C). Também observamos aumento da 

expressão de DNMTs em pacientes que evoluíram para LMA quando comparados com 

aqueles que não apresentaram evolução da doença. No entanto, esse resultado não 

apresentou significância estatística. A expressão de TET2 foi menor em pacientes que 

apresentavam evolução para LMA quando comparados àqueles sem evolução da doença ou 

os doadores (Figura 4.16 D). No entanto, esses resultados não mostram significância 

estatística.  Observamos um maior nível de expressão de APOBEC3B em pacientes que 

evoluíram com doença quando comparados com aqueles que não apresentaram evolução e 

também com doadores saudáveis, mas sem significância estatística (Figura 4.16 E). 
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Figura 4.16. Perfil de expressão das DNMTs, TET2 e APOBEC3B de acordo com a evolução da SMD. 
Os gráficos de pontos mostram a expressão de (a) DNMT1; (b) DNMT3A; (c) DNMT3B; (d) TET2 e (e) 
APOBEC3B relativa aos controles em doadores saudáveis, pacientes que não apresentaram evolução da 
doença e pacientes que apresentaram evolução da doença. Os resultados estão representados nos gráficos 
“dot-plot” mostrando a mediana (GraphPad Prism versão 5). 
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Parte desses resultados foram enviados ao Congresso Brasileiro de Hematologia, 

Hemoterapia e Terapia Celular- HEMO 2017 sendo intitulado “Estudo das alterações 

epigenéitcas em pacientes pediátricos com Síndrome Mieolodisplásica e sua associação 

com o cariótipo e as características clínicas”. Esse trabalho foi contemplado com o melhor 

trabalho em hematologia pediátrica pela Associação Brasileira de Hematologia, 

Hemoterapia e Terapia Celular (Anexo IV).  

 

4.8  Análise do Perfil de Metilação na Região Promotora do Gene p15
INK4B 

 
A quantificação do nível de metilação na região promotora do gene p15

INK4B foi 

realizada pela técnica de pirosequenciamento em um fragmento de 66 pares de bases 

contendo 11 sítios CpGs, em um total de 43 amostras de pacientes com SMD pediátrica. A 

idade média dos pacientes foi de oito anos (variando de três meses a 17 anos). Como 

controle foi utilizado o perfil de metilação de 4 doadores de medula óssea da mesma faixa 

etária.   

A análise de quantificação desses 11 sítios permitiu diferenciar o perfil de metilação 

dos pacientes em relação ao perfil dos doadores. Quando utilizada a média de metilação 

encontrada em cada sítio CpG, a diferença entre pacientes e doadores foi significativa, 

p<0,0001(Figura 4.17). 
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 Figura 4.17: Comparação do perfil de metilação dos 11 sítios analisados na região promotora 

do gene  p15
INK4b nos pacientes pediátricos com SMD e nos doadores pediátricos. MtL (média 

do nível de metilação).  

 

O nível de metilação de cada paciente e doador foi determinado a partir da média da 

quantificação da metilação dos 11 sítios CpGs analisados. Através da análise comparativa 

entre a mediana da porcentagem de metilação observada nos pacientes (1,6%, 0 - 31,83%) 

e doadores (0,3%, 0 - 2,83). Dos pacientes estudados, em nove (21%) não foi detectada 

metilação, 19 (44%) estavam metilados e 15 (35%) estavam hipermetilados. O nível de 

metilação nos pacientes que apresentavam metilação estava aumentado quando comparado 

com os doadores, (p= 0,02) (Figura 4.18). 
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Figura 4.18: Comparação do nível de metilação da região promotora de p15
INK4B entre 

pacientes pediátricos com SMD e doadores pediátricos. Ao comparamos os pacientes que 
apresentaram metilação com os doadores, observamos diferença estatística (p= 0,02) ( Teste de 
Mann- Whitney). 
 

Os parâmetros utilizados para a definição do valor de ponto de corte (“cut-off ”) do 

nível de metilação considerado normal (3,18 MtL) foram baseados na média (0,84 MtL) e 
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no desvio padrão observados nos doadores (1,16), através do cálculo [média + (2 x desvio 

padrão)] proposto por Kim e colaboradores em 2010. Desde modo, ao comparamos os 

pacientes com hipermetilação em relação aos doadores e os pacientes metilados, foi 

observado significância estatística (p= 0,005; p <0,0001, respectivamente (Figura 4.19).  
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Figura 4.19:  Relação entre os perfis de metilação da região promotora de p15
INK4B 

observados nos pacientes pediátricos com SMD.  Pacientes com hipermetilação na região 
promotora do gene p15

INK4B apresentaram diferença significância estatística a quando comparados 
com doadores  (p=0,003) e os pacientes com metilação (p<0,0001).  

 

4.9 Análise da Associação entre o Perfil de Metilação da região promotora de p15
INK4B 

com o Padrão Cariotípico  e com a Evolução de SMD →LMA 
 

Ao analisarmos os níveis de metilação da região promotora de p15
INK4B segundo a 

citogenética, verificamos que os pacientes com cariótipo anormal apresentavam essa região 

hipermetilada em relação aos doadores pediátricos saudáveis (p= 0,03) (Figura 4.20 A).  A 

mediana do nível de metilação dos 24 pacientes com cariótipos anormais foi 

significativamente maior quando comparada com 19 pacientes pediátricos com cariótipo 

normal (1,07 vs 3,58 MtL, p= 0,006, Figura 4.20A). Dos pacientes que não apresentaram 

metilação na região promotora do gene p15
INK4B, sete possuíam cariótipo normal e dois 

apresentaram cariótipos anormais. Nos pacientes com hipermetilação na região promotora 

do gene p15
INK4B, as alterações cromossômicas mais frequentes [40% (6/15)] envolveram o 

cromossomo 7 [del (7q) / -7]. Além disso, esses foram os pacientes que apresentaram o 

maior nível de metilação (Figura 4.20 B).   
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A quantificação da metilação na região promotora do gene p15
INK4B mostrou que 

24% (7/28) dos pacientes com CRI não estavam metilados, 43% (12/28) apresentavam 

metilação e 32% (9/28) estavam hipermetilados. Nos pacientes com AREB, 20% (2/10) 

não apresentavam metilação, 50% (5/10) encontravam-se metilados e 30% (3/10) 

hipermetilados. Já para os pacientes com AREB-t, não houve pacientes sem metilação; 

40% (2/5) estavam metilados e 60% (3/5) hipermetilados (Figura 4.21). A associação entre 

o perfil de metilação e os subtipos de SMD pediátrica mostrou que pacientes no subtipo 

mais inicial já podem apresentar hipermetilação, contudo, esse evento ocorre em menor 

frequência quando comparado os pacientes nos subtipos mais avançados AREB/AREB-t.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4.20: Comparação do perfil de metilação na região promotora do gene p15

INK4B entre 
os pacientes com cariótipo normal e anormal. (A) O nível de metilação em pacientes com 
cariótipo anormal foi maior do que nos pacientes com cariótipo normal (p<0,0062). (B) Metilação 
versus padrão cromossômico, pacientes com alteração do cromossomo 7 foram os que 
apresentaram uma porcentagem maior de metilação na região promotora do gene p15

INK4B. 
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Figura 4.21: Avaliação do perfil de metilação na região promotora do gene  p15
INK4B  de 

acordo com o subtipo da SMD pediátrica. 
 

A evolução da doença foi verificada em 28% (12/43) dos pacientes; desses, 50% 

(6/12) apresentaram hipermetilação, 33% (4/12) metilação normal e 17% (2/12) não 

mostraram metilação. Já naqueles pacientes (31/43) que não apresentaram evolução da 

SMD, a hipermetilação foi observada em 29% (9/31), a metilação em 48% (15/31) e a não 

metilação em 22% (7/31). O aumento da metilação anormal está associada com a 

progressão da doença como pode ser observado na figura 4.22. 

 

Figura 4.22: Comparação entre a evolução da SMD e o ganho de metilação anormal 
na região promotora do gene p15

INK4B.     
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Durante este estudo, foi possível analisar o perfil de metilação na região promotora 

do gene p15
INK4B em um paciente ao diagnóstico e durante a sua evolução para LMA. Esse 

paciente foi diagnosticado aos 10 anos de idade com SMD - CRI e apresentava 

citogeneticamente a monossomia do cromossomo 7. Através do pirosequenciamento, foi 

detectada hipermetilação (MtL 18,84%) na região promotora do gene p15
INK4B (Figura 

4.23A). Após 5 meses, esse paciente evoluiu para AREB-t com a mesmo cariótipo inicial 

apresentando um aumento de metilação na região promotora deste gene (MtL 45,30%) 

chegando a ~4 vezes mais se compararmos os sítios CpGs individualmente (Figura 4.23B). 

Foi tratado com quimioterapia semelhante à utilizada para LMA e veio ao óbito um ano e 

sete meses após a evolução para AREB-t. 

Esses resultados foram apresentados no X Congresso de Oncologia Pediátrica 

(2016) e foi contemplado com o Prêmio Rhomes Aur oferecido pela Sociedade Brasileira 

de Oncologia Pediátrica (SOBOPE) (Anexo V). 
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Figura 4.23: Pirosequenciamento da região promotora do gene p15
INK4B de um paciente ao diagnóstico e após evolução. (A) Quantificação de metilação do 

paciente ao diagnóstico (SMD-CRI). (B) Quantificação da metilação após a evolução da doença (SMD-AREB-t).  
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 4. 10. Análise de Metilação Global em SMD Pediátrica  

 
O estudo de metilação global em SMD pediátrica foi realizado através da 

quantificação da metilação de cinco sítios CpG presentes em um fragmento de 30 pares 

de base em LINE-1. Foram analisados 71 pacientes com idade média de 7,9 anos (5 

meses- 18 anos) e como controle foram analisados 10 doadores pediátricos com idade 

média de 8,5 anos (4-14 anos). A análise da quantificação desses cinco sítios mostrou 

que os pacientes apresentam níveis de metilação global diminuídos em relação ao perfil 

dos doadores (Figura 4.24).   

Observamos que os pacientes pediátricos com SMD apresentavam um menor 

nível de metilação em LINE-1 em comparação com os doadores (mediana 70,87 % MtL 

vs 72,63% MtL; p=0,005) (Figura 4.25). Ao utilizarmos como ponto de corte (“cut-off”) 

a média e o desvio padrão dos doadores verificamos que apenas 97% (69/71) dos  

pacientes apresentaram metilação abaixo do ponto de corte, confirmando o perfil dos 

pacientes pediátricos como hipometilados nas sequências LINE-1.  

Ao comparamos o perfil de metilação entre os pacientes com idade entre ≤ 12 

anos (52 crianças) e > 12 anos (19 adolescentes) verificamos que não houve diferença 

entre esses dois grupos (Figura 4.26). Deste modo, todas as análises subsequentes foram 

realizadas com o total dos pacientes.   

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

76 
 

 

 

Figura 4.24: Sítios CpGs analisados em LINE-1 por pirosequenciamento. Imagem do 
eletroferograma com a porcentagem de metilação observada em cada sítio. Em (A) amostra de 
um paciente e em (B) amostra de um doador pediátrico saudável.  
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Figura 4.25: Comparação do nível de metilação global entre pacientes pediátricos com 
SMD primária e doadores saudáveis. Gráfico de pontos mostrando os níveis de metilação em 
LINE-1  observados nos doadores e nos pacientes pediátricos com SMD.  (p= 0,005).  
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Figura 4.26: Comparação do nível de metilação global entre a faixa etária da infância e os 
adolescentes.  Gráfico de pontos mostrando a porcentagem de metilação observada em LINE-1 
nos pacientes pediátricos das duas faixas etárias (≤ 12 anos considerados crianças e > 12 
anos considerados adolescentes)  
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4.11 Análise de Comparação entre o Nível de Metilação Global com o Subtipo, o 
Cariótipo e à Evolução da doença  
  

Do total de pacientes analisados para a metilação global, 65% (46/71) foram 

classificados no subtipo CRI e 35% (25/71) AREB/AREB-t.  O perfil de metilação em 

LINE-1 entre os subtipos CRI e AREB/AREB-t (mediana 70,78% MtL vs 71,00% MtL) 

não mostrou diferença estatística. Contudo, ambos os subtipos CRI e AREB/AREB-t 

estavam hipometilados em relação ao grupo controle (p= 0,01; p=0,005 

respectivamente) (Figura 4.27). 
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 Figura 4.27: Comparação do nível de metilação global entre os subtipos da SMD 
pediátrica. Gráfico de pontos mostrando a porcentagem de metilação em LINE-1 para os 
pacientes em  fase inicial da SMD (CRI) e nas fases mais avançadas (ARE/AREB-t) em 
realção aos doadores.  

 
Ao analisarmos a citogenética dos pacientes e o perfil de metilação em LINE-1 

verificamos que os pacientes que apresentam cariótipo normal (31/71) e os que 

apresentam cariótipo anormal (40/71) não apresentaram diferença estatística (mediana 

71,30% MtL vs 70,75% MtL). Ao compararmos o perfil de metilação verificamos que 

os pacientes com cariótipo normal e anormal apresentaram menor nível de metilação em 

relação aos doadores (p=0,02; p=0,004 respectivamente) (Figura 4.28).  
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Figura 4.28: Análise comparativa do nível de metilação em LINE-1 segundo o cariótipo 
dos pacientes pediátricos com SMD.  

 
Ao analisarmos o perfil de metilação global com alterações cromossômicas 

específicas verificamos uma heterogeneidade no perfil de metilação entre elas. 

Observamos que todas as alterações citogenéticas apresentavam menor nível de 

metilação que o cariótipo normal e que os doadores. Para as alterações com, no mínimo, 

três pacientes foi possível calcular a diferença entre a alteração específica e os doadores.  

Pacientes com alterações envolvendo o cromossomo 6 (p=0,002), 9 (p=0,007) e 

cariótipo complexo (p=0,007) apresentaram hipometilação em comparação com os 

doadores (Figura 4.29), enquanto o cariótipo com del (11q)(23) não apresentou 

diferença estatística em relação aos doadores (mediana 71,38% MtL).   

As alterações envolvendo o cromossomo 7 [del(7q) e -7] foram as mais 

frequentes (12/40), mas não apresentaram diferença no nível de metilação global em 

relação aos doadores (mediana 71,23% MtL). Dentro desse grupo, há uma 

heterogeneidade na distribuição do nível de metilação global maior que nos demais 

grupos citogenéticos. Dois pacientes que apresentaram nível de metilação global maior 

que os doadores (77,64%; 76,35% MtL) possuíam -7 associada com outras alterações 

citogenéticas (del X(q23) e +20). Analisando os pacientes com alteração citogenética 

envolvendo somente o cromossomo 7 foi possível verificar a presença de hipometilação 

em relação aos doadores (p= 0,02).  
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Figura 4.29: Distribuição do nível de metilação global segundo alterações 
cromossômicas específicas.  Gráfico mostrando o perfil de metilação em LINE-1 
segundo as alterações citogenéticas. 
 
Dos 71 pacientes estudados, 35% (25/71) apresentaram evolução da SMD para 

LMA. Os pacientes que evoluíram na SMD apresentaram metilação em LINE-1 

(mediana 70,79% MtL) semelhante aos pacientes que não evoluíram (mediana 

71,01%MtL).  Ao compararmos esses dois grupos com os doadores observamos que 

ambos apresentam uma diminuição do nível de metilação, sendo esse resultado 

estatisticamente significante para aqueles que não apresentaram evolução da doença (p= 

0,01) e para aqueles que apresentaram evolução de SMD para LMA (p= 0,002) (Figura 

4.30).  

 



 
 

81 
 

Doadores Não Sim
0

50
60

65

70

75

80

**

*

0,002

0,01

Evolução

M
tL

(%
)

 
Figura 4.30: A hipometilação em LINE-1 e a evolução da SMD. Pacientes que 
evoluíram e que não evoluíram tiveram nível de metilação semelhante, no entanto ambos 
estavam hipometilados em relação aos doadores.  

 
 

4.12 Análise da Metilação Global versus Prognóstico Citogenético segundo IPSS e 
o IPSS-R 
 

Ao separamos os pacientes segundo o prognóstico citogenético pelo IPSS, 

verificamos que os 33 pacientes que pertenciam ao grupo de bom prognóstico (mediana 

71,3% MtL), 21 ao intermediário (mediana 69,85% MtL) e 17 ao ruim (mediana 71% 

MtL) apresentavam nível de metilação diminuído em LINE-1 em comparação com os 

doadores (p= 0,02; p= 0,003; p= 0,03 respectivamente) (Figura 4.31).  

Quando separamos os pacientes segundo o prognóstico citogenético pelo IPSS-

R, verificamos que os oito pacientes pertenciam ao grupo de muito bom prognóstico 

(mediana 71,38% MtL), 31 ao grupo de bom prognóstico (mediana 71,30% MtL), 16 ao 

intermediário (mediana 69,6% MtL),  11 de prognóstico desfavorável (mediana 71,45% 

MtL) e cinco ao grupo de prognóstico muito desfavorável (mediana 69,73% MtL). Os 

grupos de bom prognóstico, intermediário e muito desfavorável apresentavam nível de 

metilação diminuído em LINE-1 em comparação com os doadores (p= 0,02; p= 0,001; 

p= 0,003 respectivamente) (Figura 4.32). Já os pacientes pertencentes aos grupos de 

muito bom prognóstico e prognóstico desfavorável não apresentaram diferença 

estatística em relação aos doadores.  
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Figura 4.31: Metilação Global segundo o risco citogenético pelo IPSS. Os três grupos 
de risco citogenético estavam hipometilados em relação aos doadores saudáveis.   
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Figura 4.32: Metilação Global segundo o risco citogenético pelo IPSS-R. Os grupos 
de prognóstico bom, intermediário e muito desvaforável apresentaram diminuição 
significativa em relação aos doadores.   
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5. DISCUSSÃO  
 
A síndrome mielodisplásica é uma doença clonal de origem na célula tronco 

hematopoética considerada rara na infância, representando menos de 5% de todas as 

neoplasias hematológicas na faixa etária pediátrica em contraste com alta incidência 

observada em indivíduos acima de 60 anos (HASLE, 2016; GALAVERNA et al., 

2018).  

A patogênese da SMD pediátrica continua sendo pouco compreendida, 

principalmente os eventos que levam ao desenvolvimento e progressão da SMD 

pediátrica primária para LMA. No entanto, já se sabe que os pacientes pediátricos 

apresentam características morfológicas, citogenéticas, fatores prognósticos, alterações 

genéticas/ epigenéticas e resposta ao tratamento que diferem dos pacientes adultos 

(HASLE et al., 2003; HOFMANN et al., 2015;  HASLE, 2016; SCHWARTZ et al., 

2017 ).   

Nesse sentido, o presente estudo foi realizado somente em pacientes pediátricos 

com SMD primária buscando compreender as alterações citogenéticas e epigenéticas 

envolvidas na patogênese da SMD e a transformação leucêmica neste grupo de 

pacientes. A análise citogenética foi realizada em 152 pacientes com distribuição similar 

entre os sexos e a idade média ao diagnóstico de 8,5 anos. Houve uma predominância 

de pacientes da faixa etária da infância (66%) em relação a dos adolescentes.  

Pastor e colaboradores em 2016, em seu estudo com 50 pacientes com SMD 

pediátrica primária observaram uma idade média de 9 anos e também não observaram 

uma predominância entre os sexos (PASTOR et al., 2016). Enquanto estudos de revisão 

que englobam toda a SMD pediátrica vêm apontando uma idade média ao diagnóstico 

um pouco menor, em torno de 6,8 anos (GLAUBACH et al., 2014; HOFMANN et al., 

2015).  

O subtipo mais frequente em nosso estudo foi o CRI com 66% dos pacientes, 

seguido pelos subtipos AREB com 18% e AREB-t, 16%, o que foi condizente com o 

descrito na literatura (HASLE, 2016). Contudo, visto que o nosso grupo vem estudando 

a SMD pediátrica há mais de 20 anos, estamos observando uma diminuição na 

frequência dos subtipos mais avançados em nossa coorte. Acreditamos que este viés 

esteja ocorrendo devido ao uso da classificação da OMS para os pacientes pediátricos 

ou mesmo pela dificuldade na diferenciação dos subtipos mais avançados em relação à 

LMA pediátrica. Neste sentido, o retorno da discussão sobre o cuidado na classificação 
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da SMD pediátrica proposto por Hasle em 2016 mostrou a necessidade de se manter o 

subtipo AREB e AREB-t, visto que a porcentagem de blastos sozinha não é suficiente 

para separar uma AREB-t de uma LMA, sendo necessários a citogenética e o 

acompanhamento da evolução (HASLE, 2016).  

A citogenética é essencial para o estabelecimento do diagnóstico e prognóstico 

na SMD, auxilia na indicação do tratamento ou mesmo para identificar a evolução 

clonal como sinal de progressão da SMD (JABBOUR et al., 2013; DE SOUZA et al., 

2014; BACHER et al., 2015). Em nosso estudo, a frequência de anormalidades 

cromossômicas esteve presente em 56% dos casos, estando de acordo com os estudos 

descritos na literatura (SASAKI et al., 2001; HASLE et al., 2003, HASLE, 2016).  

A presença de alterações citogenéticas vem sendo correlacionada com os 

subtipos mais avançados da SMD (KARDOS et al. 2003; GALAVERNA et al., 2018). 

Corroborando estes dados, em nosso estudo, cariótipos anormais foram observados, 

também em uma alta incidência nos pacientes com os subtipos AREB (71%) e AREB-t 

(96%) em comparação ao CRI (40%). Não identificamos uma alteração citogenética 

específica por subtipo da SMD, diferente do que é relatado para LMA e LLA 

pediátricas, em que é possível identificar um subtipo pela presença de uma alteração 

citogenética específica (ARBER et al., 2003).  

As alterações citogenéticas mais frequentes neste estudo foram as que 

envolveram o cromossomo 7 (-7/7q), presente em 26,5% dos pacientes com alteração 

citogenética; seguida pela del(11)(q23) em 13% , cariótipo complexo  em 8,4% e +8 em 

7,2%, corroborando com a literatura que vem relatando que para os pacientes 

pediátricos a perda parcial ou total cromossômica mais comum é no cromossomo 7 e o 

ganho mais frequente é a +8 (PANANI & ROUSSOS, 2006; BACHER et al., 2015; 

SCHWARTZ et al., 2017 ).  

Sasaki e colaboradores (2001) observaram uma frequência 42% (14/33) de -7/7q 

e de 18% (6/33) da +8 nos pacientes com SMD primária pediátrica que apresentaram 

alteração citogenética (SASAKI, et al., 2001).  Schwartz e colaboradores (2017) 

verificaram a -7/7q em 19,41%, seguido pela +8 em 10% dos 46 pacientes pediátricos 

estudados. Também relatam que alterações citogenéticas como a del(5q) (5%) e a +21 

(3,4%) foram achados infrequentes, assim como em nosso estudo, em que estiveram 

presentes em 6% e 1% dos pacientes com alterações citogenéticas, respectivamente.  
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A monossomia do cromossomo 7 é a anormalidade cromossômica de maior 

incidência nos pacientes pediátricos com SMD, ocorrendo em aproximadamente 30% 

dos casos (KARDOS et al., 2003; HASLE et al., 2007; RAU et al., 2012; GLAUBACH 

et al., 2014, HASLE, 2016). Observamos a -7 em 20% (17/83) dos pacientes com 

alterações citogenéticas. Desses pacientes, dez apresentaram os subtipos mais avanços 

da SMD ao diagnóstico e nove apresentaram evolução da SMD para LMA.  

No cromossomo 7 estão localizados diversos genes com funções essenciais para o 

bom funcionamento do ciclo celular, sendo considerados supressores de tumor. Os 

genes mais importantes atuam como: modulador da atividade de WNT (SFRP4), 

remodelamento da cromatina (IKZF1), proliferação celular (SAMD9/9L), controle 

transcricional (ETV6), metilação de histonas (EZH2) (WLODARSKI et al., 2018).  

Tradicionalmente, a -7 confere um alto risco de progressão clonal, sendo 

considerada pelo IPSS e IPSS-R como de mau prognóstico. Deste modo, a presença 

dessa alteração é suficiente para a indicação ao TCTH nos pacientes pediátricos 

(GREENBERG et al., 1997; GREENBERG et al., 2012).  

Contudo, em alguns estudos, foi relatado que a monossomia do cromossomo 7 

apresenta um valor prognóstico neutro para pacientes pediátricos (HASLE & 

NIEMEYER, 2011). Wu e colaboradores recentemente em um estudo de meta análise 

verificaram que a -7 isolada não tem impacto na sobrevida global na SMD, sendo a 

evolução da SMD reflexo da heterogeneidade da doença (WU YC., et al. 2019). 

Entretanto, com o advento das novas técnicas de sequenciamento, alguns autores têm 

demonstrado que pacientes com alterações citogenéticas no cromossomo 7 possuem 

grandes chances de apresentarem outras mutações associadas como em ETV6, GATA2, 

CEBPA, SAMD9/9L, RAS/MAPK o que confere um pior prognóstico (HONDA et al., 

2015; WLODARSKI et al., 2018).  

A deleção do braço longo do cromossomo 11 na região q23 foi a segunda 

alteração mais frequente em nosso estudo, sendo observada uma alta taxa de evolução 

(64%) nos pacientes que apresentavam essa alteração citogenética. Na literatura, a 

del(11)(q23) não é descrita como uma alteração frequente na SMD pediátrica, tendo sua 

frequência relatada normalmente associada a outras alterações citogenéticas (SASAKI 

et al., 2001; HASLE, 2016; SCHWARTZ et al., 2017).  Além disso, o valor prognóstico 

dessa alteração citogenética em nosso estudo diferiu do proposto pelo IPSS-R, que a 

considera de muito bom prognóstico (GREENBERG et al., 2012).  Sendo mais de 
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acordo com o prognóstico intermediário da classificação do IPSS (GREENBERG et al., 

1997).  

Nesta região cromossômica está localizado o gene KMT2A (também conhecido 

como MLL), que codifica uma proteína envolvida no remodelamento da cromatina e 

regula positivamente fatores transcricionais, sendo também associada com o 

desenvolvimento de leucemias agudas da infância (WINTERS & BERNT, 2017; 

MEYER et al., 2018). Geralmente, esse gene está associado com alterações 

cromossômicas do tipo translocação, conferindo mau prognóstico (DOU & HESS, 

2008; WINTERS & BERNT, 2017; PETERSON et al., 2018).  

O cariótipo complexo é definido por três ou mais anormalidades cromossômicas 

independentes, possui um prognóstico independente, geralmente, associado com 

propensão à transformação leucêmica (REN et al., 2018). Neste estudo, os cariótipos 

complexos foram o terceiro padrão citogenético mais comumente observado (8,4%).  

Recentemente, Moriwaki e colaboradores observaram 12% de cariótipos complexos, 

que estiveram presentes desde o subtipo mais inicial da SMD primária em um grupo 

pediátrico japonês (MORIWAKI et al., 2014).  Do mesmo modo, observamos a 

distribuição de cariótipo complexo nos três subtipos da SMD pediátrica, estando 

associado com a transformação leucêmica. Um estudo com crianças com SMD em 

estágios avançados da doença mostrou que os cariótipos complexos estão fortemente 

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

Assim como na literatura, a trissomia do cromossomo 8 (+8) foi a alteração 

cromossômica de ganho numérico mais comum na SMD (MORIWAKI et al., 2014; 

SAUMELL, et al., 2015).  Em nosso estudo, ocorreu de forma isolada ou acompanhada 

de outra alteração citogenética, mas em ambos os casos esteve associada aos subtipos 

mais avançados, transformação leucêmica e a um pior prognóstico. Ainda não há 

trabalhos mostrando o valor prognóstico da +8 isolada em pacientes pediátricos com 

SMD. 

 De acordo com o IPSS e com IPSS-R, os pacientes apresentando a +8 isolada são 

classificados no grupo de risco citogenético intermediário (GARCIA-MANEIRO, 2012; 

GREENBERG et al., 2012).  Contudo, mesmo para os pacientes adultos, o valor 

prognóstico da +8 continua contraditório visto que alguns trabalhos demonstraram que a 

+8 e a amplificação de c-MYC estão correlacionadas com a progressão da doença e a 

diminuição da sobrevida (MEYER & PENN, 2008; ANGELOVA et al., 2015).  
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A análise do cariótipo normalmente mostra um clone anormal, no entanto, pode 

identificar clones citogeneticamente relacionados, que às vezes coexistem em uma 

amostra ou podem aparecer durante o curso clínico mostrando uma evolução clonal. Em 

casos raros, ocorre a presença de alteração cromossômica biclonal, ou seja, clones 

citogeneticamente não relacionados são detectados no diagnóstico ou em diferentes 

momentos no curso da doença (HAN et al., 2006; KASAHARA et al.,  2016). Em 

nosso estudo, identificamos três pacientes com alteração biclonal ao diagnóstico, 

representando 3,6% dos casos de cariótipos anormais, numa frequência de 1,9% 

(3/152).  O primeiro caso observado foi de uma alteração biclonal envolvendo os 

cromossomos 11 e 17 que resultou em relato de caso publicado pelo nosso grupo em 

2007 (RODRIGUES et al., 2007).  No segundo caso, a alteração biclonal envolvia a -7 e 

del (7q) e o terceiro paciente apresentava um clone com +8 e o outro clone com +22. 

A presença de alterações cromossômicas biclonais é um achado incomum em 

neoplasias hematológicas, na SMD têm sido descritos numa frequência de 4,3 a 6,5% 

(HAN et al., 2002; HAN et al., 2006).  As alterações biclonais mais descritas envolvem 

as alterações: del(5q), +8, del(20q), del(7q),+11, +21 e -22 (HAN et al., 2006). Ainda 

não há estudos mostrando a  frequência e o valor prognóstico dessas alterações biclonais 

na SMD primária pediátrica. Han e colaboradores em 2006 relataram 11 pacientes de 

206 com alteração biclonal na SMD, sendo que desses apenas dois eram pacientes 

pediátricos (HAN et al., 2006).    

Em nosso estudo, cariótipos com evolução citogenética foram observados em 6% 

dos pacientes pediátricos com SMD primária já ao diagnóstico, não apresentando uma 

alteração cromossômica específica. A maioria desses pacientes foram classificados com 

os subtipos mais avançados da SMD e apresentaram evolução para LMA.  Na SMD, 

estudos mostraram uma incidência de 17-29% de evolução clonal em pacientes adultos, 

estando associada com transformação para LMA e sobrevida diminuída 

(BERNASCONI et al., 2010; JABBOUR et al., 2013). 

 Os pacientes com SMD apresentam um prognóstico muito heterogêneo, o que 

dificulta em muitos casos a escolha de tratamento. Assim, a fim de auxiliar na 

estratificação de grupos de risco e na escolha da melhor conduta terapêutica, foi 

desenvolvido o IPSS que anos mais tarde passou por uma revisão dando origem ao 

IPSS-R (GREENBERG et al., 1997; GARCIA-MANEIRO, 2012; GREENBERG et al., 

2012). Ao aplicarmos o IPSS e IPSS-R nos nossos pacientes segundo o risco 

citogenético, verificamos que o IPSS apresentou uma distribuição mais de acordo com a 



 
 

88 
 

evolução da doença, pois em nosso estudo os pacientes que apresentaram a del(11)(q23) 

apresentaram evolução para LMA, o que fez com que a porcentagem de evolução 

observada no grupo de muito bom prognóstico fosse maior que o grupo de prognóstico 

desfavorável.  

 O IPSS-R, segundo alguns autores, é uns dos modelos padrão-ouro para 

estratificação de risco e prognóstico para pacientes com SMD (GREENBERG et al., 

2017). No entanto, Benton e colaboradores recentemente relataram que o prognóstico de 

pacientes com SMD de risco intermediário pelo IPSS-R apresenta resultados variáveis e 

que há necessidade de modelos além do IPSS-R e que futuramente devem incluir dados 

genômicos (BENTON et al., 2018).  

Algumas alterações moleculares podem causar uma instabilidade genômica, 

promovendo a aquisição de lesões genéticas e citogenéticas subsequentes. A aquisição 

sequencial dessas alterações permite, durante a progressão da doença, o 

desenvolvimento de múltiplos clones geneticamente relacionados (LINDSLEY & 

EBERT, 2013, SPERLING et al., 2016). Devido à heterogeneidade da SMD, é provável 

que existam diferentes mecanismos de iniciação e a progressão da doença (HASLE, 

2016).  

 Uma elevada frequência de mutações nos pacientes adultos com SMD tem sido 

demostrada nos últimos anos, e sabe-se que estes podem apresentar uma ou mais 

mutações dentre um número limitado de genes (PAPAEMMANUIL, et al., 2013; 

HAFERLACH et al., 2014; ARBER et al, 2016). Os genes mais comumente mutados 

nesses pacientes são SF3B1, TET2, SRSF2, ASXL1, DNMT3A, RUNX1, U2AF1, TP53 e 

EZH2 (PAPAEMMANUIL, et al., 2013; HAFERLACH et al., 2014; ARBER et al, 

2016, GREENBERG, et al., 2017). BEJAR e STEENSAMA observaram em seu estudo 

que aproximadamente 45% das mutações observadas em pacientes adultos são em genes 

reguladores epigenéticos (BEJAR & STEENSAMA, 2014). 

A SMD é considerada um modelo ideal de estudo das alterações epigenéticas 

(ISSA, 2013). Contudo, o conhecimento sobre a atuação dos mecanismos epigenéticos 

em pacientes pediátricos ainda são escassos. Alguns estudos de análise em larga escala 

de mutações têm considerado mutações nos genes reguladores epigenéticos como raras 

(PASTOR et al., 2016; SCHWARTZ et al., 2017).  No entanto, é possível que as 

alterações epigenéticas detectadas a partir da desregulação desses genes possam ser 

resultantes de  alterações transcricionais que envolvam principalmente componentes da 

maquinaria de metilação e desmetilação do DNA. 



 
 

89 
 

Mizuno e colaboradores sugeriram que o aumento da expressão das DNMTs, tanto 

as de novo quanto a de manutenção, pode contribuir para o desenvolvimento de 

leucemia por induzir a hipermetilação aberrante de regiões importantes no genoma 

(MIZUNO et al., 2001). Até o momento, não existem estudos que relatem o perfil de 

expressão das DNMTs na SMD pediátrica, e apenas um estudo avaliou a expressão de 

TET2 em pacientes pediátricos (COUTINHO et al., 2015).  

Além disso, embora a família APOBEC seja um potencial componente no 

mecanismo de desmetilação (BRANCO et al., 2012; FU et al., 2015) e a APOBEC3B 

tenha sido descrita como um agente mutagênico ativo durante o desenvolvimento e 

progressão do câncer (BURNS et al., 2013), nenhum estudo envolvendo a família 

APOBEC foi realizado em SMD. 

Em nosso estudo, analisamos o perfil de expressão dos principais componentes da 

maquinaria de metilação e desmetilação do DNA em pacientes pediátricos com SMD 

primária. Observamos uma superexpressão para os genes DNMT1, DNMT3A e 

DNMT3B e os níveis de expressão destes genes mostraram uma correlação positiva em 

nossos pacientes, sugerindo que DNMTS são de alguma forma correguladas e 

contribuem para o desenvolvimento da SMD pediátrica. A superexpressão das DNMTS 

na SMD já havia sido demonstrada previamente em pacientes adultos (AOKI et al., 

2003; LÄNGER et al., 2005). Aoki e colaboradores (2003) mostraram um aumento de 

expressão significativo de DNMT1 e DNMT3B, enquanto Länger e colaboradores 

(2005) observaram a superexpressão de DNMT1 e DNMT3A (AOKI et al., 2003; 

LÄNGER et al., 2005).  

As DNMTs são expressas constitutivamente na hematopoese normal e sua atuação 

é essencial para este processo, bem como no processo de diferenciação de células 

sanguíneas (MIZUNO et al. 2001; HOPFER et al. 2009).  A DNMT1 demonstrou ser 

importante para a auto renovação das células tronco-hematopoéticas e alterações em 

DNMT1 levam a defeitos na auto renovação, retenção de nicho de medula óssea e a 

capacidade de gerar linhagens de sangue apropriadas (TROWBRIDGE et al., 2009; 

BENETATOS & VARTHOLOMATOS, 2016). Esta enzima atua principalmente na 

diferenciação trombopoética e eritropoética e sua superexpressão já foi associada à 

metilação aberrante em genes supressores de tumor (BRÖSKE et al., 2009).  

 A DNMT3A controla o equilíbrio entre a auto renovação e a diferenciação na 

hematopoese normal (TROWBRIDGE et al., 2009), e alterações nessa enzima resultam 
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em expansão da células tronco-hematopoéticas, prejudicando a diferenciação e parecem 

estar associadas aos subtipos de SMD mais avançados (HOPFER et al., 2009; ZHANG 

& Xu 2017). Em conjunto, a DNMT3A e a DNMT3B desempenham um papel na 

repressão epigenética de redes de genes de células-tronco durante a diferenciação de 

células tronco-hematopoéticas (CHALLEN et al., 2001; CHALLEN et al., 2014). 

Durante a hematopoese normal, a DNMT3B apresenta menor expressão do que a 

DNMT1 e a DNMT3A.  Além disso, sua expressão é especialmente baixa nas 

populações de células mielóides e eritróides (MIZUNO et al. 2001). Recentemente, a 

DNMT3B foi descrita como um regulador central da transcrição do genoma da LMA 

pediátrica (LAMBA et al., 2018).  

A expressão aberrante da DNMT1 foi observada durante os estágios mais iniciais 

da SMD nos pacientes adultos (LÄNGER et al., 2005), enquanto a expressão da 

DNMT3A e DNMT3B foi mais pronunciada no estágio avançado (HOPFER et al., 

2009). Em nosso estudo, pacientes com CRI apresentaram superexpressão da DNMT1 e 

esse padrão foi mantido durante a evolução da doença. Por outro lado, a super-

expressão de DNMT3A e DNMT3B foi observada principalmente nos estágios mais 

avançados da doença. Em conjunto, esses resultados em pacientes adultos e nossos 

resultados em pacientes pediátricos sugerem que a expressão aberrante das DNMTs 

desempenha um papel importante no desenvolvimento e progressão da SMD.  

Alterações nas DNMTs também causam desequilíbrios no DNA e/ou 

modificações nas histonas, que podem levar ao remodelamento da cromatina, 

instabilidade genômica e conseguentemente alterações no padrão de expressão gênica 

(ZHANG & XU 2017). Na SMD pediátrica, a maioria dos pacientes com SMD 

apresentam cariótipos normais (HOFMANN et al., 2015). No entanto, alguns desses 

pacientes manifestarão rápida evolução da doença, sugerindo a contribuição de 

alterações moleculares (BEJAR & STEENSMA 2014). De acordo com nossos 

resultados, pacientes com cariótipos normais mostraram superexpressão da DNMT1 e 

DNMT3B, enquanto a expressão de DNMT3A foi maior em pacientes com cariótipos 

anormais. Também observamos a superexpressão de todas os DNMTs em casos que 

mostraram progressão da doença, sugerindo que a expressão aberrante dessas enzimas 

na SMD pediátrica seja determinante para o aumento da gravidade da doença. 

Os níveis de expressão de TET2 foram maiores nos pacientes com cariótipos 

anormais em comparação a pacientes com cariótipos normais. No entanto, a expressão 
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de APOBEC3B mostrou a tendência oposta em relação aos cariótipos. Observamos 

também níveis mais baixos de expressão de TET2 em pacientes com evolução da 

doença, enquanto a APOBEC3B mostrou aumento dos níveis de expressão. 

A ação das TETs é crucial para a manutenção da metilação normal do DNA 

durante o desenvolvimento e a tumorigênese (SCOPIM-RIBEIRO et al., 2016). Foi 

demonstrado que TET2 regula a diferenciação mieloide e a expansão celular clonal 

durante a hematopoiese (KUNIMOTO & NAKAJIMA 2017). Sua expressão diminuída 

foi previamente relatada em pacientes com SMD / LMA e também foi associada com 

prognóstico desfavorável (COUTINHO et al., 2015; SCOPIM-RIBEIRO et al., 2015; 

ZHANG et al., 2015; SCOPIM-RIBEIRO et al., 2016).  Zhang e colaboradores (2015) 

mostraram aumento da expressão de TET2 em pacientes com subtipos iniciais de SMD 

em comparação com os subtipos mais avançados (ZHANG et al., 2015). Sendo estes 

resultados em pacientes adultos, semelhantes aos nossos. Por outro lado, Coutinho e 

colaboradores (2015) observaram uma expressão menor de TET2 nos pacientes 

pediátricos ao comparar com os controles, contudo neste estudo foram avaliados apenas 

doze pacientes com CRI (COUTINHO et al., 2015). 

Além de seu potencial papel na desmetilação do DNA, a APOBEC3B também tem 

se mostrado uma importante fonte de mutações no câncer humano (BURNS et al., 

2013). Por meio de sua atividade de desaminação, a APOBEC3B pode induzir 

transições de C para T e de C para G, deixando marcas específicas no DNA do tumor. 

Embora esta assinatura mutacional mediada por APOBEC tenha sido relatada em vários 

tumores sólidos, ela ainda é pouco explorada no contexto de malignidades 

hematológicas (BURNS et al., 2013; FU et al., 2015; ZOU et al., 2017). Recentemente, 

um estudo com pacientes pediátricos com SMD mostrou as substituições de C para T 

são as mutações mais frequentes (SCHWARTZ et al., 2017). É interessante notar que, 

de acordo com nossos resultados, a APOBEC3B estava superexpressa em pacientes com 

cariótipos normais, sugerindo que a APOBEC3B pode contribuir para a instabilidade 

genômica durante a patogênese da SMD. 

Nós também investigamos se a expressão das DNMTs, TET2 e APOBEC3B 

estavam correlacionadas. TET2 apresentou expressão independente em relação à 

APOBEC3B e às DNMTs, enquanto os níveis de APOBEC3B, DNMT3A e DNMT3B 

foram correlacionados.  
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Este desequilíbrio na expressão dos genes da maquinaria de metilação e 

desmetilação podem ter consequências como as alterações no padrão de metilação 

observadas na SMD e na progressão para LMA, uma vez que a metilação do DNA é 

essencial para o destino das células-tronco hematopoéticas (BRÖSKE et al., 2009). 

Dentre as alterações no padrão de metilação do DNA já identificadas na SMD, 

principalmente a hipermetilação em regiões promotoras de genes envolvidos na 

regulação do ciclo celular parece estar envolvida em sua patogênese (ISSA, 2013; 

SANTINI et al., 2013; ZHAO, et al., 2014). 

Nos pacientes pediátricos existem poucos estudos mostrando a presença de 

metilação em SMD primária (HASEGAWA et al, 2005; VIDAL et al, 2007, 

RODRIGUES et al., 2010, KIM et al., 2013). Um dos genes mais estudados 

principalmente nos pacientes adultos é o gene p15
INK4B (CDKN2B) (ISSA, 2010). O 

gene p15
INK4B desempenha um papel importante na regulação do comprometimento 

celular de células progenitoras hematopoéticas e na diferenciação de células mielóides 

(DE BRAEKELEER et al., 2016).  

O gene p15
INK4B é um supressor tumoral, e sua perda de expressão afeta a 

diferenciação celular durante a hematopoese e está associada com alta taxa de 

proliferação celular (COTRAN  et al., 2000; WOLFF & BIES, 2013), demonstrando a 

importância de uma melhor compreensão do perfil de metilação em sua região 

promotora na SMD pediátrica primária.  

A maioria dos estudos em SMD pediátrica que analisou o perfil de metilação em 

SMD pediátrica primária o fez em um número limitado de pacientes e, normalmente, 

essa análise foi realizada por reação em cadeia da polimerase específica de metilação 

(MSP) (HASEGAWA et al., 2005; VIDAL et al., 2007; RODRIGUES et al., 2010). 

Com o desenvolvimento de novas técnicas de análise quantitativa de metilação, a 

aplicação de análises utilizando o MSP vêm sendo substituída devido à baixa 

sensibilidade da técnica e aos falsos positivos.  

Hoje já se sabe que indivíduos saudáveis apresentam metilação em promotores 

gênicos associados ao câncer e que o desequilíbrio nessa metilação seja pela 

hipermetilação ou hipometilação, é que está associada ao desenvolvimento de doenças 

(JIN & LIU, 2018).  Além disso, o nível de metilação para algumas regiões genômicas 

varia dependendo da idade, já tendo sido sugerido que as alterações epigenéticas, assim 

como o encurtamento dos telômeros, sejam um relógio para o envelhecimento 
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(HORVATH, 2013). Mesmo dentro de uma mesma doença, diferentes faixas etárias 

poderiam implicar em perfis diferentes de metilação (JUHL-CHRISTENSEN et al., 

2012; KIM et al., 2013).  

Assim, em nosso estudo verificamos o nível de metilação na região promotora 

do gene p15
INK4B

 em 43 pacientes pediátricos com SMD primária pela técnica de 

pirosequenciamento. Esses pacientes apresentaram o nível de metilação (MtL) maior 

que os doadores. A metilação aberrante, ou seja, a hipermetilação em p15
INK4B foi 

observada em 34% dos pacientes, sendo mais frequente nos subtipos mais avançados 

AREB e AREB-t (30% e 60%, respectivamente). Em estudo com a distribuição nos 

subtipos mais similar ao nosso, ou seja, maior número de pacientes com CRI, a 

frequência de hipermetilação foi de 28% e também associada aos subtipos mais 

avançados (KIM et al., 2013).  

Outros estudos relatam uma frequência de metilação aberrante em p15
INK4B 

maior, como Vidal e colaboradores que observaram uma frequência de 50% (6/12) de 

metilação, sendo todos esses pacientes classificados dentro dos subtipos AREB e 

AREB-t  (VIDAL et al., 2007). Já Hasegawa e colaboradores (2005) descreveram que 

78% dos pacientes com SMD pediátrica apresentam metilação anormal em p15
INK4B. 

Contudo, essa diferença pode estar associada ao perfil dos pacientes analisados, pois 

incluíram dois pacientes com LMMC e quatro pacientes com diagnóstico duvidoso, os 

quais os autores denominaram de AREB/M6 (HASEGAWA et al., 2005).  

Pacientes pediátricos com cariótipos anormais apresentaram MtL de p15
INK4B, 

significativamente maior que os doadores e que os pacientes com cariótipo normal (p= 

0,03 e p= 0,006, respectivamente). Nossos resultados estão de acordo com o observado 

por Kim e colaboradores (KIM et al., 2013). Além disso, verificamos uma forte 

associação entre a hipermetilação em p15
INK4B e as alterações citogenéticas 

principalmente as que envolviam o cromossomo 7 (-7/7q-) (p=0,003).  Em um estudo 

anterior do nosso grupo,  também foi verificado a associação da presença de  metilação 

no p15
INK4B (por MSP) com alterações citogenéticas envolvendo o cromossomo 7 

(RODRIGUES, 2014).  Já na SMD secundária em pacientes adultos, Au e 

colaboradores (2003) também verificaram uma forte associação entre metilação do gene 

p15
INK4b e alterações cromossômicas envolvendo o cromossomo 7 (-7/7q-) (AU et al., 

2003). 

Durante este estudo, acompanhamos o aumento progressivo da MtL em p15
INK4B 

em um paciente durante a evolução da SMD. Ao diagnóstico, esse paciente apresentava 
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hipermetilação (18,84% MtL), a -7 e menos de 5% de blastos, sendo classificado com 

CRI. Com a progressão da doença para AREB-t, houve o aumento de blastos e o 

aumento do MtL para 45,3%. Desta forma, acreditamos que, assim como na literatura, a 

metilação aberrante da região promotora p15
INK4B e o seu silenciamento possui um papel 

importante na patogênese da SMD pediátrica (HASEGAWA et al., 2005; VIDAL et al., 

2007; RODRIGUES et al., 2010; KIM et al., 2013). E que esteja mais associado à 

hipermetilação do que  somente a presença de metilação como proposto na literatura 

(UCHIDA et al., 1997; QUESNEL et al, 1998; HASEGAWA et al., 2005; VIDAL et 

al., 2007; RODRIGUES et al., 2010), mas sim o aumento dessa hipermetilação é que 

estaria associada à evolução e a um pior prognóstico da SMD (KIM et al., 2013).  

Acreditamos que devido à heterogeneidade da SMD, a hipermetilação pode estar 

presente cedo durante o desenvolvimento da doença em alguns pacientes de alto risco 

como observado em nosso relato de caso e por TIEN e colaboradores (TIEN et al., 

2001). Alguns autores até sugerem que o nível de metilação pode contribuir para a 

heterogeneidade da SMD (KIM et al., 2010). 

Alguns estudos têm sugerido que a hipermetilação em regiões promotoras de 

genes supressores de tumor possuem uma influência menor no desenvolvimento do 

câncer do que a hipometilação global (WOLFF et al., 2010; HUR et al., 2014). Uma 

boa maneira de se verificar o perfil de metilação global é através da análise de 

sequências repetitivas do DNA como LINE-1 (MIOUSSE & KOTURBASH, 2015).  

LINE-1 em indivíduos saudáveis encontra-se fortemente metilada e durante a 

transformação neoplásica torna-se hipometilada em alguns tipos de câncer tanto em 

pacientes adultos como em pacientes pediátricos, sendo descrito como um bom 

marcador preditivo de prognóstico (SHIGAKI et al., 2013; HUR et al., 2014; BURNS, 

2017; DE SÁ PEREIRA et al. 2017; YAMAMURA et al., 2017; BABA et al., 2018).    

Deste modo, descrevemos pela primeira vez o perfil de metilação global em 

SMD pediátrica primária, através da quantificação de metilação presente em LINE-1 em 

71 pacientes. Observamos uma diminuição significativa em relação aos doadores 

(p=0,005). A hipometilação em LINE-1 permite a retro-transposição, o que pode 

resultar na expressão gênica aberrante e na instabilidade genômica (MIOUSSE & 

KOTURBASH, 2015). 

Em pacientes adultos com SMD, os resultados são controversos. Römermann e 

colaboradores (2008) verificaram um aumento na metilação em LINE-1 nos pacientes 

em relação aos controles. Este aumento foi verificado desde os subtipos mais iniciais da 
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SMD com cariótipo de bom prognóstico (RÖMERMANN et al., 2008). Outros dois 

estudos posteriores determinaram a hipermetilação global como fator prognóstico 

desfavorável na SMD (POLINI et al., 2013; CLAVO et al., 2014).  Em contraste com 

esses, mais recentemente Kim e colaboradores encontraram hipometilação em LINE-1 

em células estromais e células hematopoéticas de pacientes com SMD e LMA (KIM et 

al., 2015).  

Nos pacientes pediátricos, observamos uma diminuição da metilação em LINE-1 

mesmo em pacientes com estágio inicial (CRI), com cariótipo normal e que não 

apresentam evolução. Contudo, essa diminuição foi mais expressiva em relação aos 

doadores quando comparamos os pacientes com AREB/AREB-t, cariótipo alterado e os 

pacientes que apresentaram evolução para LMA. Sendo o oposto observado na maioria 

dos estudos em pacientes adultos com SMD (RÖMERMANN et al., 2008; POLINI et 

al., 2013; CLAVO et al., 2014). Alguns autores têm sugerido que as alterações 

epigenéticas são mais permissivas nos pacientes pediátricos (SCHWARTZ et al., 2017). 

Essa aparente discrepância pode ter ocorrido devido à diferença na faixa etária 

dos pacientes. Estudos têm descrito um menor nível de metilação nos pacientes 

pediátricos em relação aos adultos (KIM et al., 2013). Esse menor nível de metilação 

em relação à idade pode ser observado até mesmo em indivíduos saudáveis. Como 

demonstrado por Polini e colaboradores ao comparar o nível de metilação em uma 

região repetitiva do genoma chamada SAT2 em dois grupos controles; um com idade 

média de 17 anos e o outro com idade média de 79 anos (POLINI et al., 2014).  

A hipometilação global possui um papel crucial na instabilidade 

genômica/cromossômica, levando ao desenvolvimento e progressão de vários tipos de 

câncer (BAYLIN et al., 2001).  Em nosso estudo, observamos uma maior hipometilação 

em relação aos doadores nos pacientes com cariótipo anormal (p= 0,004). Além disso, 

verificamos que a hipometilação em LINE-1 apresenta uma correlação significativa com 

IPSS e IPSS-R segundo o risco citogenético, tendo associação significante para algumas 

alterações envolvendo cromossomos específicos, como 6 (p= 0,002), 9 (p= 0,007) e 

cariótipo complexo (0,007).  

Dois pacientes em nosso estudo apresentando alteração envolvendo o 

cromossomo -7 e outra alteração citogenética apresentaram maiores níveis de metilação 

em LINE-1 que os doadores e os demais pacientes. Os outros 10 pacientes com -

7/del(7q) estavam hipometilados em relação aos controles (p=0,002). Este resultado nos 
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mostra a heterogeneidade da SMD mesmo dentro de um grupo de prognóstico comum, 

mostrando a necessidade de mais estudos.  

A patogênese da SMD é conhecida como um processo de múltiplas etapas, 

sendo um sistema biológico ideal para estudo por ser possível determinar as alterações 

que deram origem à doença e os mecanismos neoplásicos que levam à transformação 

leucêmica (GANGULY & KANDAM, 2016; CHEN et al., 2019). Os modelos 

propostos, até o momento, se baseiam principalmente nas mutações gênicas observadas 

nos pacientes adultos (LINDSLEY & EBERT, 2013, SPERLING et al., 2016; CHEN et 

al., 2019), sendo sugerido que mutações afetariam uma célula progenitora 

hematopoética pluripotente levando ao surgimento de clones e subclones aberrantes. 

Assim, aquisições sequenciais dessas alterações também conhecido como modelo de 

evolução linear, permitem durante o curso da progressão da doença o desenvolvimento 

de múltiplos clones geneticamente relacionados (LINDSLEY & EBERT, 2013, 

SPERLING et al., 2016).  

Recentemente, Chen e colaboradores (2019) propuseram um modelo não linear 

denominado de modelo de evolução clonal paralela. Neste, a célula-tronco 

hematopoética adquire mutações diferentes paralelas durante o desenvolvimento e, ao 

longo da evolução para LMA um desses clones se torna majoritário. Os autores 

verificaram uma complexidade significativamente maior de mutações subclonais no 

estágio inicial da SMD em comparação com blastos presentes nas fases mais avançadas 

e na LMA secundária a SMD. Ainda revelaram o papel crucial de um conjunto 

diversificado de mutações que dão origem a subclones distintos ao nível de células-

tronco hematopoéticas, e esses diferentes subclones contribuem para a geração de 

blastos na SMD e sua progressão para LMA (CHEN et al., 2019).  

No entanto, todo esse conhecimento foi gerado com base nas mutações 

observadas nos pacientes adultos e estão relacionadas principalmente com o 

envelhecimento (CHEN et al., 2019). Estudos vêm mostrando que as mutações mais 

frequentes nos pacientes pediátricos são distintas daquelas observadas nos pacientes 

adultos (SCHWARTZ et al., 2017). 

Ainda não é conhecida a sequência de eventos que culminam com o 

desenvolvimento e evolução da SMD pediátrica. Assim, finalizamos nosso estudo 

sugerindo um modelo de desenvolvimento e evolução da SMD pediátrica primária com 

base nas alterações citogenéticas e epigenéticas observadas em nossos resultados 

(Figura 5.1). 



 
 

97 
 

 A heterogeneidade dos fenótipos apresentados pelos pacientes pediátricos com 

SMD primária neste estudo pode ser resultante da diversidade de alterações epigenéticas 

e citogenéticas observadas nesses pacientes. Essas alterações podem ocorrer e atuar em 

várias combinações cooperantes ou não, e sugerimos, assim, como Chen e 

colaboradores em 2019, um modelo não linear.  

Em nosso estudo, observamos um aumento de expressão de DNMT1 e DNMT3B 

numa fase inicial, ou seja, em pacientes com CRI, menos de 5% de  blastos e cariótipo 

normal. Alguns desses pacientes com cariótipo normal apresentam um aumento de 

expressão de APOBEC3B que é coordenado com a expressão de DNMT3A e DNMT3B. 

Conforme a doença vai progredindo, há também o aumento de expressão de DNMT3A e 

o aumento de DNMT3B se tornando significativo, estando associado aos pacientes com 

alterações citogenéticas e os subtipos AREB/AREB-t. Além disso, as DNMTs estão 

expressas coordenadamente e associadas à evolução.  

A expressão de TET2 não se mostrou alterada nos pacientes na fase inicial ou 

avançada, mas foi menor naqueles pacientes que evoluíram e sua expressão foi 

independente das DNMTs e APOBEC3B, sugerindo uma via independente de evolução.  

Alterações no padrão de metilação como hipermetilação e hipometilação são 

eventos frequentes na SMD pediátrica, segundo nossos resultados. A hipermetilação na 

região promotora de p15
INK4B parece ser um evento mais tardio em pacientes pediátricos, 

pois há uma frequência maior de pacientes hipermetilados com os subtipos mais 

avançados (AREB/AREB-t). Além disso, essa hipermetilação em p15
INK4B está 

fortemente associada às alterações cromossômicas, principalmente que envolvem o 

cromossomo 7, sugerindo uma via de evolução alternativa.  

 A hipometilação global (LINE-1) ocorre desde o início da SMD, sendo 

progressiva essa perda de metilação em LINE-1 com a evolução da SMD. Pacientes 

com alterações citogenéticas, AREB/AREB-t e que evoluíram apresentaram uma 

hipometilação global mais expressiva que os demais pacientes em relação aos doadores. 

Alterações citogenéticas são eventos secundários resultantes de uma instabilidade 

genômica, que pode ter como uma das causas a hipometilção em LINE-1. Pacientes 

com cariótipo normal já apresentam hipometilação em LINE-1 em relação aos doadores, 

mas essa diferença se torna mais expressiva nos pacientes que apresentam alterações 

citogenéticas. 
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Figura 5.1:  Modelo de desenvolvimento de SMD pediátrica e sua evolução para LMA. Durante o desenvolvimento da SMD pediátrica há o ganho de 
alterações citogenéticas e epigenéticas conforme ocorre a  progressão para LMA. A super expressão das DNMTs  é observada na CRI e associada à evolução. 
Enquanto, APOBEC3B esteve aumentada em pacientes sem alteração citogenética e TET2 apresenta uma leve diminuição na expressão em pacientes que 
apresentaram evolução para LMA. O ganho de alterações citogenéticas e hipermetilação em p15

INK4b é progressivo com o avançar do curso da SMD. Já a 
hipometilação em LINE-1 pode ser observada  na fase inicial da SMD,  mas a diferença em relação aos doadores é mais significativa para aqueles pacientes 
em estágios mais avançados e que apesentaram evolução.  
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6. CONCLUSÃO  

 
-As alterações cromossômicas de maior frequência neste estudo envolveram o 

cromossomo 7 (-7/ 7q), del(11)(q23) e cariótipos complexos; 

- Pacientes com del(11)(q23) apresentaram evolução para LMA, estando associada com 

prognóstico desfavorável; 

-Alterações biclonais estiveram presentes em 3,6% dos cariótipos anormais, sendo 

associadas aos subtipos mais avançados da SMD pediátrica primária e com a evolução 

para LMA;  

- A super-expressão das DNMTs está envolvida na patogênese da SMD pediátrica 

primária tendo um papel importante no desenvolvimento e progressão da SMD; 

- A expressão de TET2 não está alterada significantemente na SMD pediátrica primária, 

mas apresenta-se diminuída nos pacientes que apresentaram evolução para LMA; 

- Pacientes com cariótipo normal apresentam aumento da expressão de APOBEC3B, e 

esta possui expressão coordenada com DNMT3A e DNMT3B; 

-A hipermetilação da região promotora do gene p15
INK4b

 é um evento frequente em 

subtipos mais avançados da SMD pediátrica primária;  

- A hipermetilação na região promotora no gene p15
INK4b

 mostrou uma forte associação 

com as alterações citogenéticas;  

- As alterações cromossômicas envolvendo o cromossomo -7/7q- estão associadas à 

hipermetilação na região promotora no gene p15
INKB  e apresentam um prognóstico 

desfavorável, sugerindo uma provável via de evolução da doença; 

- Pacientes com SMD pediátrica primária apresentam hipometilação global (LINE-1) 

progressiva com o desenvolvimento e evolução para LMA; 

-A hipometilação global (LINE-1) mostrou uma forte associação com as alterações 

citogenéticas principalmente as que envolvem os cromossomos 6, 9 e os cariótipos 

complexos. 

-Sugerimos, pela primeira vez, um modelo de desenvolvimento da SMD pediátrica e 

evolução para LMA,  baseado no compilado das alterações citogenéticas e epigenéticas 

deste estudo. 
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ANEXO I 
 
Tabela : Dados Clínicos dos Pacientes Pediátricos com SMD Primária  
 

nº Sexo 
Idade 
(anos) 

Subtipo da 
SMD Evolução nº Sexo 

Idade 
(anos) 

Subtipo 
da SMD Evolução 

1 M 12 CRI não 41 M 13 CRI não 
2 M 7 CRI não 42 M 2 CRI não 
3 F 8 CRI não 43 F 5 meses CRI não 
4 F 18 CRI sim 44 F 9 CRI não 
5 M 7 CRI não 45 F 4 CRI não 
6 F 15 CRI não 46 M 8 CRI não 
7 F 16 CRI não 47 F 3 meses CRI não 
8 F 7 CRI não 48 M 9 CRI sim 
9 F 6 CRI não 49 M 16 CRI não 

10 M 14 CRI não 50 F 2 CRI sim 
11 F 8 CRI não 51 M 13 CRI não 
12 M 13 CRI não 52 M 14 CRI não 
13 M 9 CRI sim 53 M 5 CRI não 
14 M 1 CRI não 54 M 17 CRI não 
15 M 3 CRI sim 55 M 11 CRI não 
16 F 11 CRI não 56 F 11 CRI não 
17 M 14 CRI não 57 M 11 CRI não 
18 F 7 CRI não 58 M 7 CRI não 
19 M 2 CRI não 59 F 9 CRI não 
20 F 15 CRI não 60 F 16 CRI não  
21 F 7 CRI não 61 M 14 CRI não 
22 F 2 CRI sim 62 M 12 CRI não 
23 M 4 CRI não 63 F 11 CRI não  
24 M 2 CRI sim 64 M 5 CRI não 
25 M 6 meses CRI não 65 F 12 CRI não 
26 F 2 CRI não 66 F 17 CRI não 
27 F 5 CRI não 67 M 7 CRI não 
28 F 12 CRI não 68 M 15 CRI não 
29 F 2 CRI não 69 M 16 CRI não 
30 M 18 CRI não 70 M 18 CRI não 
31 M 11 CRI sim 71 M 9 CRI não 
32 M 7 CRI Não 72 F 10 CRI não 
33 M 6 CRI não 73 M 10 CRI sim 
34 M 6 meses CRI não 74 M 13 CRI sim 
35 F 11 CRI não 75 M 13 CRI não 
36 M 9 meses CRI não 76 F 6 CRI não 
37 M 9 meses CRI não 77 F 2 CRI não 
38 F 4 CRI não 78 M 15 CRI não 
3 M 3 CRI não 79 M 13 CRI não 

40 F 17 CRI não 80 M 12 CRI não 
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nº Sexo 
Idade 
(anos) 

Subtipo da 
SMD Evolução nº Sexo 

Idade 
(anos) 

Subtipo 
da SMD Evolução 

81 F 10 CRI não 131 M 12 AREB-t sim 
82 M 1 CRI não 132 M 5 AREB-t sim 
83 F 2 CRI não 133 M 1 AREB-t sim 
84 F 2 CRI não 134 F 2 AREB-t sim 
85 M 1 CRI não 135 F 4 AREB-t sim 
86 M 2 CRI não 136 M 1 AREB-t sim 
87 F 6 CRI não 137 M 12 AREB-t sim 
88 M 16 CRI não 138 F 13 AREB-t sim 
89 M 4 CRI não 139 M 15 AREB-t sim 
90 F 18 CRI não 140 M 1 AREB-t sim 

91 F 18 CRI não 141 F 17 AREB-t sim 
92 M 7 CRI não 142 M 13 AREB-t sim 
93 M 4 CRI não 143 M 12 AREB-t sim 
94 F 18 CRI não 144 M 17 AREB-t sim 
95 M 14 CRI não 145 F 9 AREB-t sim 
96 M 9 CRI não 146 F 11 AREB-t não 
97 F 2 CRI  não 147 M 5 AREB-t não 
98 F 9 meses CRI  não 148 M 12 AREB-t sim 
99 F 9 CRI  não 149 F 8 AREB-t sim 

100 F 10 CRI não 150 M 2 AREB-t sim 
101 F 10 |AREB sim 151 M 1 AREB-t  não 
102 F 1 AREB sim 152 M 9 AREB-t  não 
103 F 7 AREB não      
104 F 2 AREB sim      
105 M 16 AREB sim      
106 F 7 AREB sim      
107 F 14 AREB sim      
108 F 13 AREB não      
109 M 12 AREB sim      
110 F 6 AREB sim      
111 M 14 AREB sim      
112 F 9 AREB não      
113 M 9 meses AREB não      
114 M 2 AREB não      
115 M 4 AREB não      
116 M 2 AREB sim      
117 M 3 meses AREB não      
118 M 4 AREB não      
119 M 11 AREB não      
120 M 15 AREB não      
121 F 18 AREB não      
122 F 8 AREB não      
123 F 10 AREB sim      
124 M 3 AREB sim      
125 F 17 AREB sim      
126 M 17 AREB não      
127 M 6 AREB sim      
128 F 5 AREB  sim      
129 M 4 AREB-t sim      
130 M 1 AREB-t sim           
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