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I- RESUMO 

 

A Síndrome Mielodisplásica (SMD) consiste em um grupo heterogêneo de doenças 

hematológicas de origem monoclonal e potencialmente maligna. É caracterizada por uma 

hematopoese ineficaz das células-tronco pluripotentes e morfologia displásica nas três 

linhagens celulares não-linfóides, evoluindo freqüentemente para leucemia mielóide 

aguda. A SMD é rara em crianças e adolescentes e apresentam características clínicas e 

laboratoriais distintas. Este estudo teve como principal objetivo a pesquisa de 

anormalidades cromossômicas em 23 pacientes pediátricos (0 a 18 anos) com SMD 

utilizando as metodologias de citogenética clássica (banda GTG) e molecular (Hibridação 

in situ Fluorescente - FISH). A análise após bandamento GTG revelou a presença de 

alterações cromossômicas envolvendo, principalmente, deleções nos cromossomos 12 e 

17 e monossomia 20. Pela FISH, uma média 150 núcleos interfásicos foi analisada com 

as sondas RP11-275J11 (3p25) (19 casos), RP11-46J20 (7q22.3) (17 casos), D17Z1 e 

RP11-89D11 (17p13.1 - TP53) (5 e 19 casos, respectivamente) e RP11-62N23 (17q21) 

(16 casos). As perdas homozigotas e heterozigotas significativas em 3p25.1 foram 

observadas em 17/19 casos (acima de 30% das células). Os genes MKRN2, TSEN2, e 

PPARG estão mapeados em 3p25.1 e são compatíveis de função. Quinze em dezessete 

casos apresentaram perdas homozigotas e heterozigotas no cromossomo 7. Em 7q22.3 

estão mapeados os  genes candidatos a perdas DUS4L, BCAP29, SLC26A3, SLC26A4, 

LAMB1 e HBP1. Em 18/19 casos foram confirmadas a perda significativa do gene 

supressor tumoral TP53. Apenas um caso de SMD relacionada à terapia não apresentou 

perda deste gene. Este gene codifica uma fosfoproteína nuclear responsável pela 

regulação da duplicação do DNA, proliferação celular e apoptose. Assim, mutações ou 

deleções neste gene podem promover sua inativação gerando instabilidade genômica e 

contribuindo para progressão tumoral. Este estudo revelou que o gene TP53 pode ser 

considerado um marcador molecular na SMD primária infantil. A análise para seqüência 

do ERBB2/HER-2 mostrou padrão normal em todos os casos. A análise comparativa das 

alterações observadas para todas as seqüências avaliadas pela FISH demonstrou perda 

significativa para as sondas dos cromossomos 3 e 7 e do gene TP53 em 13 casos. Alguns 

destes casos apresentaram quadro clínico agressivo e risco elevado de progressão da 

doença. Cinco casos de SMD apresentaram padrão cromossômico normal por 

bandamento GTG e após FISH foi detectada a deleção em 3p25.1, 7q22.3 e do TP53. 

Estudos recentes indicam a presença de anormalidades cromossômicas ocultas em 15 a 
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30% dos pacientes que apresentavam cariotípicos normais pela citogenética 

convencional. Abordagens em citogenética molecular podem validar alterações 

cromossômicas supostas e contribuir efetivamente no diagnóstico e na conduta 

terapêutica das SMD. 

 

 



Silveira, CGT                                                                                                                        Abstract 

 vii

II- ABSTRACT 
 
Myelodysplasic Sydrome (MDS) is a heterogeneous and potentially malign group of 

hematological diseases with monoclonal origin. Inefficient hematopoesis of pluripotent 

stem cells, dysplasic morphology in the three non-lymphoid lineages, and progression to 

acute myeloid leukemia are features of the disease. MDS is rare in children and 

adolescents showing distinct clinical and laboratorial features. In this study we 

investigated chromosomal abnormalities in 23 MDS patients (age ranging from 0 to 18 

years) using GTG banding and FISH (Fluorescent in situ Hybridization). The most 

common chromosomal alterations detected by G-banding were deletions at 12p and 17p 

and monosomy 20. Using FISH, a mean of 150 interphasic nuclei were evaluated with 

the probes RP11-275J11 (3p25) (19 cases), RP11-46J20 (7q22.3) (17 cases), D17Z1 

and RP11-89D11 (17p13.1 - TP53) (5 and 19 cases, respectively), and RP11-62N23 

(17q21) (16 cases). Homozygous and hemizygous losses at 3p25 were observed in 

17/19 cases (over 30% of the cells). The potential candidate genes to losses MKRN2, 

TSEN2, and PPARG are mapped at 3p25.1. Fifteen out of 17 cases showed 

homozygous and hemizygous losses at chromosome 7. In 7q22.3 are mapped the 

putative candidates to losses: DUS4L, BCAP29, SLC26A3, SLC26A4, LAMB1, HBP1. In 

18 out of 19 cases it was detected significant losses of the tumor suppressor gene TP53. 

Only one case of MDS therapy-related presented absence of TP53 losses. The TP53 

gene codes a nuclear phosphoprotein responsible for DNA replication regulation, cell 

proliferation and apoptosis. Mutations or deletions on TP53 may promote its inactivation 

leading to genomic instability and contributing to tumor progression. According to our 

study, the TP53 gene may be considered a molecular marker in pediatric primary MDS. 

The ERBB2/HER-2 sequence analysis revealed a normal pattern in all the cases. The 

general comparison using all sequences analyzed by FISH showed significant losses in 

13 cases for chromosomes 3 and 7 and TP53. Some of these cases showed aggressive 

clinical features and high risk for disease progression. Five cases showed normal 

karyotype for GTG banding, however, they presented deletions by FISH at 3p25.1, 

7q22.3 and TP53. Recent studies indicated the presence of occult chromosomal 

abnormalities in 15 to 30% of the patients with normal karyotypes by conventional 

cytogenetics. Molecular cytogenetics approaches may validate suggestive chromosomal 

alterations and effectively contribute for the diagnosis and therapeutic approaches in 

Myelodysplasic Sydrome. 



Silveira, CGT                                                                                                                            Introdução 

 1

I� INTRODUÇÃO 

 
1. SÍNDROME MIELODISPLÁSICA 

 

A Síndrome Mielodisplásica (SMD) é conhecida há mais de 50 anos e foi, por 

várias décadas, considerada uma �pré-leucemia� pelo fato de muitos pacientes com 

SMD (cerca de 30-40%) evoluírem para leucemias, principalmente do tipo mielóide 

aguda (LMA) (Mhawech e Saleem, 2001).  

O termo �pré-leucemia� foi introduzido por Block et al. (1953) para definir um 

grupo de pacientes com alterações hematológicas crônicas, variáveis, e pouco 

definidas, acompanhadas de evolução para leucemias agudas. Esta terminologia 

continuou sendo utilizada até o início dos anos 70`s para denominar portadores de 

anemia (sem deficiência nutricional e refratários ao tratamento com hematínicos), 

com menos de 5% de blastos na medula óssea (MO) e linhagens celulares mielóides 

com alterações displásicas (Linman, 1970). 

Somente na década de 80 surgiu o termo �síndrome mielodisplásica� para 

definir um grupo heterogêneo de doenças hematológicas mieloproliferativas de 

potencial maligno, origem monoclonal e progressão variável, em geral lenta. A SMD 

é caracterizada pela ocorrência de hematopoese ativa, mas ineficaz e inadequada, 

resultando na proliferação e diferenciação anormais das células-tronco pluripotentes, 

displasias morfológicas, deficiências nas funções celulares e instabilidade genética 

(Cilloni et al, 2004; Breccia et al, 2005; Jekic et al, 2006). As inúmeras alterações 

genéticas, presentes nos clones neoplásicos, levam à ativação de vias metabólicas 

intrínsecas, mediadoras da morte celular programada, bem como à estimulação do 

sistema imunológico. As citocinas produzidas como resultado da proliferação de 
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linfócitos intensificam o processo apoptótico e promovem a eliminação de clones 

aberrantes e células hematopoéticas normais (Komrokji e Bennett, 2005). 

As conseqüências da hematopoese ineficaz são citopenias que, 

freqüentemente, envolvem as três linhagens celulares hematopoéticas (eritróide, 

granulocítica e megacariocítica). A MO de portadores de SMD apresenta 

anormalidades quantitativas e qualitativas das linhagens não-linfóides, sendo 

substituída, parcial ou totalmente, pela progênie clonal derivada de uma célula 

primordial multipotente mutante (Polychronopoulou et al, 2004). Embora um 

pequeno subgrupo de pacientes apresente hipoplasia da medula óssea, a maioria 

exibe aumento da celularidade medular, denotando o caráter paradoxal da doença 

de citopenia do sangue periférico e normo/hipercelularidade da MO (Catenacci e 

Schiller, 2005). 

Em virtude das alterações morfológicas, as manifestações clínicas marcantes 

em portadores de SMD envolvem anemias refratárias e sintomas associados, bem 

como complicações extra-medulares (hepatoesplenomegalia). As causas de óbito de 

pacientes com esta doença hematológica estão comumente associadas à ausência 

de resposta aos tratamentos contra citopenias periféricas, infecções recorrentes, 

hemorragias e alterações funcionais da circulação de células sangüíneas (Hofmann 

et al, 2004; Mufti, 2004; Cabello et al, 2005). 

Além dos sinais clínicos característicos, o diagnóstico laboratorial da SMD 

baseia-se na detecção de alterações morfológicas peculiares e displasia no sangue 

periférico (SP) e MO (Tabela 1) (Vallespí et al, 1998). Entretanto, não há nenhum 

marcador clínico ou morfológico, único, associado especificamente a esta doença, 

capaz de individualizá-la de outras doenças hematológicas, incluindo formas 

moderadas de anemia aplásica, as quais são dificilmente diferenciadas da SMD 
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(Yoshida, 1996). Segundo Komrokji e Bennett (2005), a combinação de fatores 

morfológicos, tais como a porcentagem de blastos e a displasia medular, e o padrão 

citogenético permitem uma avaliação diagnóstica diferencial e mais fidedigna para 

este tipo de neoplasia. Desta forma, a detecção de sinais morfológicos 

acompanhada de avaliação citogenética é essencial para a triagem clínica de 

pacientes com suspeita de SMD. 

 

Tabela 1. Principais características morfológicas da SMD (Modificado de Vallespí et al, 1998) 
 Sangue Periférico Medula Óssea 
Diseritropoese   
 Anisocitose 

Poiquilocitose 
Macrocitose 
Eritroblastos anormais  

Multinuclearidade 
Morfologia nuclear e citoplasmática 
anormal 
Anormalidades megalobastóides 
Sideroblastos em anel 

Disgranulopoese   
 Anormalidade de pseudo-Pelger-Hüet 

Hipogranulação 
Hipersegmentação 
Alterações nucleares 
 

Cromatina anormal 
Grânulos volumosos 
Núcleos com sideroblastos em anel  

Distrombopoese   
 Aumento do número de plaquetas 

Hipogranulação 
Hipergranulação 

Micromegacariócitos 
Formas mononucleares  
Múltiplos núcleos pequenos e 
fragmentados 

 

 

A história natural da SMD é bastante heterogênea o que torna complexa a 

triagem clínica e o planejamento terapêutico dos pacientes (Navarro et al, 2006). 

Baseando-se em características displásicas, porcentagem de blastos no SP e MO, 

contagem absoluta de monócitos no sangue e presença de bastonetes de Auer e 

sideroblastos em anel, foi estabelecido um sistema de classificação Franco-

Americano-Britânico (FAB) o qual dividiu o curso clínico da SMD em cinco fases 

distintas (Bennett et al, 1982) (Tabela 2). No início, em um estágio indolente, os 

indivíduos afetados manifestam apenas citopenia e não necessitam de tratamento 
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específico. Esta fase é referida como anemia refratária com ausência (RA) ou 

presença de sideroblastos em anel (RARS) na medula óssea. Após a permanência 

de fase indolente por vários anos (ou mesmo décadas), uma proporção de pacientes 

pode sofrer transformação leucêmica. À medida que ocorre um aumento da 

porcentagem de blastos leucêmicos na MO, o diagnóstico do paciente se altera. 

Inicialmente com uma RA com excesso de blastos (5-20% de blastos medulares), 

em transformação (RAEB-t) ou não (RAEB), com leucemia mielomonocítica crônica 

(CMML) em uma fase intermediária e, finalmente, com leucemia mielóide aguda 

associada à SMD (>20% de blastos na MO). Neste estágio, os pacientes podem ser 

refratários à quimioterapia e o tempo médio de sobrevida é, em geral, inferior a um 

ano (Ueda et al, 2003; Catenacci e Schiller, 2005). 

A classificação FAB foi amplamente utilizada na prática clínica e auxiliou a 

realização de inúmeros estudos morfológicos, e, conseqüentemente, o entendimento 

da evolução da SMD. Entretanto, a avaliação do prognóstico por este sistema 

mostrou-se bastante limitada, uma vez que permite definir apenas dois subgrupos 

distintos em termos de sobrevida e risco de evolução para leucemia aguda: 

prognóstico favorável (RA e RARS) e desfavorável (RAEB e RAEB-t) (Navarro et al, 

2006). 

O esquema de classificação FAB tem sido comumente combinado com o 

esquema do International Prognostic Score System (IPSS) (Greenberg, 1998) 

(Tabela 2). Este sistema baseou-se em dados citogenéticos, morfológicos e clínicos 

de 816 portadores de SMD primária, os quais foram reavaliados no sentido de 

estabelecer uma classificação mais refinada dos fatores de risco para porcentagens 

de blastos medulares, grupos citogenéticos e presença de citopenias. Os subgrupos 

foram classificados pelo IPSS como: baixo risco [pacientes com del(20q), del(5q), 
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perda do cromossomo Y ou cariótipos normais]; alto risco (pacientes com cariótipos 

complexos ou com aberrações no cromossomo 7) e intermediário (pacientes 

portadores de outras anormalidades cromossômicas) (Greenberg, 1998). Segundo 

esta classificação, a sobrevida média de pacientes portadores de SMD situa-se no 

intervalo de 6 anos (grupo de baixo risco) a 6 meses (grupo de alto risco) (Hofmann 

et al, 2004).  

A associação da SMD de alto risco com a presença de cariótipos 

desfavoráveis e anormalidades complexas aponta a relevância prognóstica da 

citogenética em predizer o curso clínico nos pacientes com mielodisplasias, além de 

auxiliar no diagnóstico e individualização das estratégias terapêuticas conforme o 

padrão cariotípico, quando positivo (Hiddemann, 1998; Cabello et al, 2005; 

Steensma e List, 2005).  

Embora aceito e utilizado no âmbito clínico, o esquema proposto pela FAB foi 

alvo de críticas e controvérsias na prática diagnóstica. A heterogeneidade das 

anemias refratárias, a inclusão da leucemia mielomonocítica crônica (LMMC) como 

entidade distinta, o fato de pacientes com porcentagem de blastos medulares 

maiores que 20% geralmente apresentarem prognósticos similares a portadores de 

LMA e a ausência de alguns parâmetros histológicos e morfológicos que influenciam 

o quadro clínico de pacientes SMD motivaram a reavaliação e a reestruturação da 

classificação da FAB pela Organização Mundial de Saúde (OMS) resultando em 

uma nova distribuição dos estágios clínicos.  

Neste sistema, foram definidas entidades mais homogêneas e novas 

subcategorias específicas conforme a presença de anormalidades citogenéticas 

peculiares, limiares mais estreitos de porcentagem de blastos e envolvimento de 

uma ou mais linhagens hematopoéticas.  Dessa forma, a LMMC foi re-classificada 
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como parte do grupo SMD/Síndrome Mieloproliferativa e a RAEB-t foi considerada 

como uma leucemia, uma vez que o tratamento e prognóstico são similares aos da 

LMA. Foram adicionados como novos subtipos de SMD tais como a citopenia 

refratária em múltiplas linhagens celulares, a SMD não-categorizada e a síndrome 

de 5q- (Malcovati et al, 2005; Sakuma et al, 2006) (Tabela 2). Conseqüentemente, 

informações citogenéticas tornaram-se indispensáveis e a não disponibilidade 

destes dados representam um obstáculo para esta classificação (Hofmann et al, 

2004; Pinto et al, 2005).  

Não obstante, este novo esquema de classificação não é universalmente 

aceito e a utilidade clínica desta proposta bem como o valor prognóstico tem sido 

alvo de inúmeras investigações (Germing et al, 2000; Greenberg et al, 2000; 

Nosslinger et al, 2001; Bennett et al, 2002; Dunkley et al, 2002; Strupp et al, 2003; 

Howe et al, 2004; Giagounidis et al, 2004; Muller-Berndorff et al, 2006; Navarro et al, 

2006). Muitos esforços estão sendo empreendidos no intuito de refinar os critérios 

clínicos e morfológicos da estratificação da SMD proposta pela OMS (Malcovati et al, 

2005). 

A verdadeira prevalência da SMD não é conhecida, uma vez que esta 

neoplasia não está rotineiramente contida nos registros de câncer. Entretanto, 

estudos epidemiológicos restritos demonstram que a SMD é pelo menos três vezes 

mais comum que a LMA e que a freqüência desta doença aumenta 

progressivamente com a idade, sendo mais rara entre indivíduos mais jovens (Van 

Etten e Shannon, 2004).  
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Tabela 2. Sistemas de classificação da SMD (Modificado de Catenacci e Schiller, 2005). 
 

FAB 

 

 
IPSS 

 
OMS 

 (1) % de blastos na MO:  
(1) RA: citopenia de uma linhagem 
celular do SP; medula normo- ou 
hipocelular com displasia; <1% de 
blastos no SP e <5% de blastos na 
MO 

% Blastos 
 

<5 
5-10 
11-20 

21-30 

Score do IPSS 
 

0 
0.5 
1.5 
2.0 

SMD 
 

    (1) RA 
    (2) RCMD 
 

 (2) Características citogenéticas1:  

(2) RARS: citopenia, displasia e 
mesma % de blastos de RA; >15% 
de sideroblastos em anel na MO 

Cariótipo 
 

Bom prognótico 
(-Y,5q-, 20q-, normal) 

 

Prognóstico intermediário 
(trissomia do 8) 

 

Pior prognóstico 
(alterações 7, complexo) 
 

Score do IPSS 
 

0 
 
 

0.5 
 
 

1.0 

(3) RARS 
 

    (4) RCMD RS 

 (3) Citopenias2:  

(3) RAEB: citopenia de 2 ou + 
linhagens celulares de SP; displasia 
envolvendo 3 linhagens celulares; 
<5% de blastos no SP e 5-20% de 
blastos na MO 

Citopenia 
 

Ausência ou 1 linhagem 
celular 

 

2 ou 3 linhagens 
celulares 

 

Score do IPSS 
 

0 
 
 

0.5 

(5) RAEB 1: 5-10% blastos 
 

(6) RAEB 2: 10-20% blastos 
 

(7) SMD com 5q- isolado 
(Síndrome 5q-) 
 

(8) SMD não categorizada 

 (4) Score do IPSS e sobrevida:  

(4) RAEB-t: características 
hematológicas idênticas a RAEB, 
>5% de blastos no SP ou 21-30% 
de blasto na MO ou presença de 
bastonetes de Auer nos blastos 
 
 
 
 
 
 
(5) CMML: monocitoses no SP; 
<5% de blastos no SP e mais de 
20% de blastos na MO 

Score do IPSS 
 

Baixo (0) 
 

Intermediário 
1 (0.5 ou 1.0) 
2 (1.5 ou 2.0) 

 

Alto (2.5 ou mais) 
 

Sobrevida 
 

5.7 anos 
 

 
3.5 anos 
1.2 anos 

 

0.4 anos 

Leucemias Mielogênicas 
Agudas: 

 

(1) LMA com alterações 
genéticas recorrentes 

 

(2) LMA com displasia em 
múltiplas linhagens 

 

(3) LMA-t e SMD-t 
 

(4) LMA não categorizada 
 

 
SMD/MPD: 

(1) CMML 
 

(2) aCML  
 

(3) JMML 
 

Abreviações: SP, sangue periférico; MO, medula óssea; RA, anemia refratária; RARS, anemia refratária com sideroblastos em anel; 
RAEB, anemia refratária com excesso de blastos; RAEB-t, anemia refratária com excesso de blastos em transformação; CMML, 
leucemia mielomonocítica crônica; RCMD, citopenia refratária com multilinhagens displásicas; SMD, síndrome mielodisplásica; LMA, 
leucemia mielóide aguda; MPD, doenças mieloproliferativas; aCML, leucemia mielomonocítica crônica atípica; JMML, leucemia 
mielomonocítica juvenil; 1Complexo, 3 ou mais anormalidades; 2 Citopenia por IPSS, hemoglobina <10, neutrófilos <1500/mm3, 
plaquetas <100.000/mm3. 
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De um modo geral, a freqüência da SMD tem aumentado significativamente e 

apresenta-se discrepante em localizações geográficas distintas (Aul et al, 1994; 

Germing et al, 2000; Lee et al, 2003; Lorand-Metze et al, 2004) (Tabela 3). Estima-

se que cerca de 15.000 a 20.000 novos casos de SMD são diagnosticados 

anualmente nos Estados Unidos e que a incidência desta neoplasia varia de 2,1 a 

12,6 casos/100.000 ao ano em indivíduos acima de 70 anos no continente europeu 

(Komrokji e Bennett, 2005). Este recente aumento da incidência da SMD pode ser 

resultado do aumento da expectativa de vida, como conseqüência dos avanços na 

medicina e precocidade dos diagnósticos. A variabilidade geográfica, por sua vez, 

pode ser reflexo não apenas do local de origem dos pacientes, como também das 

diferenças na interpretação e aplicação dos critérios morfológicos ao diagnóstico 

(Navarro et al, 2006).  

 

Tabela 3. Incidência da SMD nas diferentes localizações geográficas em subgrupos distintos de pacientes 
conforme a classificação da FAB e OMS (Modificado de Navarro et al, 2006). 

  

BRASIL (%)
 

 

CORÉIA (%) 
 

ÁUSTRIA (%)
 

ALEMANHA (%)
 

ESPANHA (%) 
 

ITÁLIA (%) 
 

FAB No. 150 No. 227 No. 431 No. 1600 No. 311 - 

RA 

RARS 

RAEB 

RAEB-t 

      CMML 

60 

12 

23 

2 

3 

36 

8 

40 

12 

4 

33 

11 

21 

12 

23 

26 

20 

22 

17 

15 

37 

24 

21 

6 

12 

- 

- 

- 

- 

- 

OMS No. 141 No. 176 No. 281 No. 1243 No. 256 No. 374 
RA 

RARS 

RCMD 

RCMD-RS 

RAEB-1 

RAEB-2 

5q- 

NC-SMD 

34 

8,5 

18b 

- 

24c 

- 

1 

16 

12a 

- 

37b 

- 

29 

21 

0 

1 

15 

2 

32b 

- 

18 

15 

0,5 

18 

8,5 

11 

24 

15 

21 

18,5 

2 

0 

18 

22 

20,5 

7 

11 

14 

0,8 

7 

21 

9 

22 

3 

16 

19 

8 

3 

NC-SMD: SMD não-categorizada segundo OMS; a RA + RARS; b RCMD + RCMD-RS; c RAEB 1 + 2 
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2. ETIOLOGIA E PATOGÊNESE DA SÍNDROME MIELODISPLÁSICA 

 

A etiologia da SMD não está completamente elucidada e convencionalmente 

é definida baseando-se na história prévia dos pacientes (Mecucci, 1998). Estudos 

em grandes séries sugerem que, em aproximadamente 20 � 30% dos casos, o 

desenvolvimento da SMD está relacionado a fatores de risco incluindo idade, sexo 

masculino (Ido et al, 1996), etilismo (Datta et al, 1990), tabagismo (Bjork et al, 2000), 

infecções virais (Pekmezovic et al, 2006), exposição ambiental e/ou ocupacional à 

radiação ionizante, benzeno e outros agentes genotóxicos (Levine e Bloomfield, 

1992). 

Conforme a etiologia, a SMD pode ser primária ou secundária.  As 

mielodisplasias primárias, também definidas como idiopáticas ou SMD de novo, 

apresentam etiologia indeterminada e representam 30 a 50% dos casos 

diagnosticados afetando, na maioria, indivíduos de meia idade (55-70 anos de 

idade), bem como pessoas mais jovens (Pisani e Rainaldi, 2000). Condições 

autoimunes e a presença de doenças genéticas tais como Síndrome de Down, 

anemia de Fanconi e Síndrome de Bloom, também estão associadas ao 

desenvolvimento deste tipo de mielodisplasia (Strom et al, 2005). 

As SMD secundárias são decorrentes de eventos mutacionais induzidos por 

agentes genotóxicos. O tipo de mielodisplasia secundária mais comum está 

associado ao uso de regimes quimioterápicos e radioterápicos prévios (SMD 

relacionada à terapia ou SMD-t) e está correlacionado a pior prognóstico e elevado 

risco de progressão para LMA (Mufti, 2004). A maioria dos casos de SMD-t envolve 

o tratamento de doenças primárias com agentes alquilantes e inibidores de 

topoisomerase II (Andersen et al, 2005). Os agentes alquilantes abragem um amplo 
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grupo de drogas capazes de inibir a transcrição e a proliferação celular transferindo 

grupos alquil à estrutura do DNA (Allan e Travis, 2005). Os quimioterápicos 

inibidores de topoisomerases, por sua vez, induzem quebras de dupla fita no DNA e 

rearranjos de diversas seqüências gênicas (Richardson e Jasin, 2000). 

Embora a patogênese da SMD não esteja completamente elucidada, observa-

se que o desenvolvimento desta neoplasia está intimamente associado à presença 

de anormalidades cromossômicas constitucionais (Bernasconi et al, 2005). O 

processo tumorigênico das mielodisplasias envolve basicamente uma sucessão de 

três estágios: iniciação, promoção tumoral e transformação maligna (Figura 1) 

(Fenaux, 2004). Este processo de múltiplas etapas envolve o acúmulo de alterações 

genéticas críticas que podem afetar múltiplas vias metabólicas e determinar o 

surgimento de clones distintos no mesmo paciente (Panani e Roussos, 2006). 

 

 

 

Fatores hereditários e/ou ambientais, incluindo agentes químicos e 

radioativos, drogas citotóxicas (mielossupressoras) e, até mesmo mutações 

Figura 1. Representação esquemática da patogênese da SMD, em que uma alteração inicial é seguida
pelo acúmulo de mutações, progressão tumoral e, por fim, diminuição da apoptose celular (modificado de
Fenaux, 2004) 
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endógenas ocasionais, representam as alterações genômicas iniciais nas células 

hematopoéticas primordiais, determinando o surgimento do clone neoplásico 

(Fenaux, 2004).  

Após os eventos iniciais, as células progenitoras medulares proliferam-se 

descontroladamente e adquirem uma variedade de anormalidades citogenéticas, 

mutações e silenciamento gênico que afetam a expressão de genes relacionados ao 

controle do ciclo celular, incluindo fatores de transcrição e ou supressores tumorais 

(Cermak et al, 2005).  

Este perfil genético anormal é considerado propriedade intrínseca do clone 

neoplásico e pode estar relacionado a interações autócrinas e/ou parácrinas de 

citocinas (Catenacci e Schiller, 2005). A ocorrência destas anormalidades 

citogenéticas clonais, nas células da MO no microambiente medular anormal, pode 

facilitar a predominância e determinar o caráter proliferativo do clone displásico, 

sendo acompanhado, inicialmente, por elevada taxa apoptótica intramedular e 

instabilidade genômica, eventos que caracterizam a ineficiência da hematopoese 

(Liesveld et al, 2004). 

A evidência de que o processo apoptótico participa do desenvolvimento 

tumoral nas SMDs representa um dos principais avanços no entendimento da 

patogênese desta mielodisplasia. A ocorrência de morte celular programada explica 

o caráter morfológico paradoxal de citopenia periférica e normo ou hipercelularidade 

medular na maioria dos portadores de SMD (Raza et al, 1995; Yoshida et al, 1995).  

Yoshida (2002) relatou que a presença de alterações em genes específicos 

torna os clones neoplásicos suscetíveis à morte celular. Alguns mecanismos 

relacionados à ativação da apoptose podem envolver deficiências no ciclo celular e 

alterações mitocondriais. Mutações do DNA mitocondrial de células hematopoéticas 
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afetam o metabolismo do ferro e contribuem para o desenvolvimento de anemia 

refratária com sideroblastos em anel (Hou et al, 2005). Entretanto, até o presente, 

não há correlações evidentes entre as anormalidades citogenéticas presentes 

nestas células e a apoptose, sugerindo que este fenômeno não está restrito somente 

aos clones anormais (Komrokji e Bennett, 2005). 

Os processos apoptóticos que controlam a eritropoese sob condições 

fisiologicamente normais estão restritos às células CD34+ e parecem atuar 

predominantemente em estágios precoces da SMD, declinando conforme a 

progressão tumoral (Hofmann et al, 2002; Panani e Roussos, 2006). Inúmeros 

mecanismos estão associados à ocorrência excessiva de apoptose e envolvem a 

participação de alguns fatores solúveis incluindo a eritropoetina (Epo), secreção de 

proteínas e ativação de receptores das vias de sinalização apoptótica [fator de 

necrose tumoral (TNF/TNF-R) e Fas-FasL], expressão de BCL-2, ativação de células 

T e deficiência de fatores de crescimento hemotopoético. Com a progressão da 

neoplasia, ocorre um decréscimo dos sinais apoptóticos mediados por estes fatores 

enquanto aumentam os sinais anti-apoptóticos (Fenaux, 2004).  

A progressão clínica da SMD, o aumento significativo de blastos medulares e 

a evolução para leucemia mielóide aguda são eventos intimamente associados à 

presença de instabilidade genômica. Os eventos que promovem o aumento desta 

instabilidade incluem encurtamento telomérico, metilação anormal, silenciamento de 

genes envolvidos nas vias de reparo de mau pareamento do DNA, perda ou 

mutação em genes supressores tumorais (Kearns et al, 2004). Estes, somados ao 

decréscimo apoptótico, caracterizam o estágio de transformação maligna (Hofmann 

et al, 2004). 
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Os múltiplos eventos envolvidos na etiologia da SMD, bem como o caráter 

variável dos fatores clínicos e morfológicos refletem a complexidade e 

heterogeneidade desta neoplasia (Strom et al, 2005). Atualmente, o avanço no 

conhecimento das neoplasias hematológicas revela a importância da combinação de 

informações clínicas, prognósticas e citogenéticas na definição das mielodisplasias 

(Steensma e List, 2005). 

 

3. SÍNDROME MIELODISPLÁSICA INFANTIL 

 

As mielodisplasias abrangem um grupo de doenças hematológicas raras em 

crianças e adolescentes, com características clínicas e laboratoriais distintas (Hasle 

et al, 2003; Rytting, 2004). Entre o período de 1984 a 1992, um pequeno número de 

casos de SMD pediátrica foi publicado em literatura. Em 17 manuscritos, somente 

seis estudos relataram mais de dez casos, após amplo período de análise, 

sugerindo a raridade das SMD na infância. Até o presente, aproximadamente 325 

casos pediátricos de SMD (0 a 18 anos de idade) foram cariotipados e estão 

armazenados no banco de dados de Mitelman et al. (2006) 

(http://cgap.nci.nih.gov/Chromosomes/CytList).  

A freqüência real das SMD infantis não foi determinada pois as características 

morfológicas presentes em pacientes pediátricos afetados não correspondem 

àquelas estabelecidas pelos critérios da FAB (Bader-Meunier et al, 1996). Até o 

momento, foram realizados somente dois estudos epidemiológicos regionais de 

mielodisplasia infantil. Passmore et al. (1995) relataram que a incidência de SMD 

pediátrica no Reino Unido é de aproximadamente 1,7 x 106/ano. Quatro anos depois, 
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Hasle et al. (1999) relataram uma casuística de 77 casos estudados na Dinamarca e 

Canadá com uma incidência anual de 3,6 x 106.  

De um modo geral, o número de casos de mielodisplasia pediátrica tem 

aumentado consideravelmente nos últimos anos e estima-se que esta síndrome 

abrange aproximadamente 10% de todas as doenças hematológicas infanto-juvenis, 

podendo ser uma neoplasia primária, decorrente de terapias citotóxicas prévias ou 

surgir na forma familial (Jekic et al, 2006).   

Em contraste com a sintomatologia mais insidiosa presente nos pacientes 

adultos, a maioria das crianças com SMD é sintomática. Os sinais mais 

freqüentemente observados são febre, palidez, hemorragias, petéquias e infecções 

recorrentes. Ocasionalmente, as plaquetas são hipogranulares, a medula óssea 

geralmente apresenta-se hipercelular e a eritropoiese ineficaz resulta no 

aparecimento de precursores eritróides megablastóides multinucleados (Blank e 

Lange, 1981). 

Devido a menor prevalência desta neoplasia em crianças e jovens, os 

mecanismos patogênicos envolvidos na promoção anormal e na hematopoese 

maligna ainda são pouco elucidados (Polychronopoulou et al, 2004). No entanto, 

sabe-se que a SMD pediátrica difere das demais mielodisplasias quanto aos fatores 

clínicos como também pelo tipo de anormalidades citogenéticas presentes. A 

maioria dos casos pediátricos de SMD é portador de alterações associadas ao 

cromossomo 7, apresenta baixa sobrevida (5.5 a 9.9 meses) e elevado risco de 

progressão para leucemia (Nair et al, 1992). Essas características peculiares podem 

definir entidades biológicas especiais de SMD infantil importantes na determinação 

do prognóstico e na conduta terapêutica (Hasle et al, 2004).  
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Apesar de sua importância no âmbito das neoplasias hematológicas e das 

discrepâncias existentes entre as mielodisplasias pediátricas e adultas, ainda não se 

estabeleceram critérios adequados de classificação e diagnóstico para SMD no 

grupo de neoplasias infantis (Morerio et al, 2001; Hasle et al, 2004). Por esta razão, 

há um número significante de casos com diagnósticos não-conclusivos (Occhipinti et 

al, 2005).  

A classificação da SMD pediátrica nos modelos da FAB e OMS é complexa, 

e, por vezes, não abrangente, visto que esses sistemas foram baseados em revisão 

de casos adultos (Babicz et al, 2005; Barnard et al, 2006). Entretanto, a utilização do 

esquema FAB para classificação das mielodisplasias infantis ainda é bastante 

comum e reflete uma elevada freqüência de casos RAEB e RAEB-t entre jovens e 

crianças (Tuncer et al, 1992). 

Em vista das significativas diferenças clínicas e citogenéticas envolvidas nas 

neoplasias hematológicas adulta e infantil, Mandel et al. (2002) propuseram uma 

nova classificação denominada Categoria Citologia Citogenética (CCC) (Tabela 4) 

em que a identificação de anormalidades citogenéticas poderia ser utilizada como 

único critério para o diagnóstico de SMD infantil na ausência de dados morfológicos. 

O sistema CCC é incitante, mas não permite, em alguns casos, estabelecer 

diagnósticos confiáveis. Ao mesmo tempo, baseados em dados clínicos, 

morfológicos e citogenéticos, Hasle et al. (2003) reestruturaram o sistema da OMS e 

estabeleceram critérios diagnósticos mínimos para doenças mielóides pediátricas, 

definindo três categorias diagnósticas distintas: um grupo de mielodisplasias e 

doenças mieloproliferativas, leucemia associada à Síndrome de Down e as SMD 

envolvendo citopenia refratária (RC), RAEB e RAEB-t (Hasle et al, 2003) (Tabela 5). 
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Tabela 4. Classificação segundo o sistema Categoria Citologia Citogenética (CCC) 
(Modificado de Mandel et al, 2002). 

I. Categoria � etiologia da SMD 
 
! Doença idiopática 
! Doença associada ao tratamento 
! Doença associada à síndrome 

 
II. Citologia � características morfológicas da medula óssea e sangue periférico 

! Citopenia refratária com sideroblastos em anel 
! Citopenia refratária 
! Citopenia refratária com displasia 
! Citopenia refratária com excesso de blastos (5 � 29% blastos) 
! Citopenia refratária com displasia e excesso de blastos 

 
III. Citogenética 
 
! Perfil citogenético normal 
! Perfil citogenético anormal 
! Perfil citogenético desconhecido 

 
 
 
 
 

Tabela 5. Categorias diagnósticas de mielodisplasias e doenças mieloproliferativas em 
crianças (Modificado de Hasle et al, 2003). 

 

 
 
 

I. Mielodisplasia/Doença mieloproliferativa 
 
! Leucemia mielomonocítica juvenil (JMML) 
! Leucemia mielomonocítica crônica (CMML) (apenas secundária) 
! Leucemia mielóide crônica BCR-ABL-negativo (Ph- CML) 

 
II. Associação com síndrome de Down (DS) 
 
! Mielopoiese anormal transicional (TAM) 
! Leucemia mielóide de DS 

 

III.  Síndrome Mielodisplásica (SMD) 
 
! Citopenia refratária (RC) (Blastos periféricos <2% e blastos medulares <5%) 
! Anemia refratária com excesso de blastos (RAEB) (Blastos periféricos 2-9% e 

blastos medulares 5-19%) 
! RAEB em transformação (RAEB-t) (Blastos periféricos e medulares 20-29%)  
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A definição de entidades distintas, relacionadas a fatores prognósticos que 

predizem a progressão da doença e a sobrevida, é extremamente importante na 

escolha da conduta terapêutica (Hasle et al, 2004). É necessário o direcionamento 

de pesquisas na busca de informações clínicas, morfológicas e citogenéticas para 

desvendar as peculiaridades envolvidas na SMD infantil e, assim, estabelecer 

critérios diagnósticos e prognósticos adequados e condutas terapêuticas específicas 

e eficazes (Rytting, 2004; Babicz et al, 2005). 

 

4. CITOGENÉTICA DA SÍNDROME MIELODISPLÁSICA 

 

Diferentes bandas, regiões e cromossomos estão preferencialmente 

envolvidos em rearranjos nas diferentes neoplasias e um número crescente de 

anormalidades específicas tem sido relacionado com doenças particulares ou a 

subgrupos de doenças (Mitelman et al, 2005). 

Os tumores hematológicos são significativamente influenciados por alterações 

cromossômicas numéricas e estruturais, incluindo deleções, translocações, 

isocromossomos e marcadores cromossômicos. Alterações numéricas e estruturais  

únicas ou complexas (envolvendo três ou mais cromossomos distintos) são descritas 

em mais de 50% dos pacientes com SMD (Hofmann et al, 2004).  

Alterações cromossômicas específicas caracterizam entidades clínico-

hematológicas distintas na SMD, definindo importantes marcadores diagnósticos e 

predizendo a evolução da doença (Mecucci, 1998).  

A introdução da análise citogenética  foi fundamental para a caracterização de 

entidades clínico-hematológicas distintas na SMD e permitiu a definição de 
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importantes marcadores diagnósticos e fatores prognósticos relevantes e 

independentes, predizendo a evolução da doença e auxiliando na escolha da terapia 

adequada. Inúmeros protocolos de tratamento foram descritos em função dos 

achados citogenéticos resultando em um aumento significativo da sobrevida nestes 

pacientes (Ribeiro et al, 2003). 

Os testes genéticos comumente utilizados para determinação do diagnóstico 

das SMD envolvem análises citogenéticas convencionais de cariótipos, 

principalmente bandamento GTG. As técnicas de bandamento são amplamente 

aplicadas desde o início dos anos 70 e permitem a detecção de cariótipos anormais 

em células individualizadas, a identificação de alterações cromossômicas clonais e o 

grau de heterogeneidade genética do tumor (Salman et al, 2004). 

 Entretanto, as análises cariotípicas convencionais apresentam limitações na 

detecção de alterações cromossômicas sutis e cariótipos complexos, particularmente 

em preparações celulares contendo pequeno número de metáfases, sobreposições 

cromossômicas e baixa qualidade do bandamento, freqüentemente observado em 

tumores hematológicos. Somando-se a esses fatores, o crescimento de células 

progenitoras in vitro dificulta a análise em alguns tipos de tumores (Steensma e List, 

2005). 

Outra limitação relevante da análise citogenética clássica está relacionada à 

impossibilidade de identificar cromossomos ou bandas cromossômicas envolvidos 

em alterações numéricas ou estruturais complexas, as quais são freqüentemente 

observadas em aproximadamente 30% dos portadores de SMD de novo e em 50% 

dos casos de SMD-t (Van Limbergen et al, 2002). Os cariótipos complexos definem 

entidades citogenéticas em SMD associadas a prognósticos agressivos e elevado 

risco de evolução para LMA (Bernasconi et al, 2005).  
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Com o advento das técnicas de citogenética molecular foram desenvolvidas 

metodologias mais eficientes para a triagem de rearranjos genéticos utilizando 

ferramentas da biologia molecular aplicadas à citogenética (Kearney e Horsley, 

2005). 

A técnica de hibridação in situ fluorescente (FISH), descrita por Pinkel et al. e 

Cremer et al. em 1986, proporcionou avanços significativos na pesquisa e 

diagnóstico de leucemias e linfomas. As vantagens da FISH incluem a análise rápida 

de um grande número de células e a detecção de anormalidades cromossômicas 

específicas em núcleos interfásicos e metafásicos com elevada sensibilidade e 

especificidade, o que demonstra a importância de sua utilização como adjuvante no 

diagnóstico e na caracterização citogenética de doenças hematopoéticas (Catenacci 

e Schiller, 2005). 

A aplicação da citogenética molecular, muitas vezes combinada às 

metodologias convencionais, tornou-se bastante freqüente no estudo de neoplasias 

hematológicas, incluindo as SMD, e possibilitou a identificação de ganhos e perdas 

no genoma tumoral e a caracterização de novas alterações (Steensma e List, 2005). 

Até o presente, mais de 3983 casos de SMD foram cariotipados e armazenados no 

banco de dados de Mitelman et al. (2006) 

(http://cgap.nci.nih.gov/Chromosomes/CytList).  

Investigações citogenéticas na SMD revelam a presença de cariótipos 

caracterizados por uma variedade de aberrações cromossômicas incluindo deleções 

cromossômicas parciais, monossomias e rearranjos complexos (Tabela 6).  

Particularmente, em pacientes pediátricos, deleções completas ou parciais do 

cromossomo 7, monossomia do 17, trissomia do 8 e perdas no braço curto do 
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cromossomo 12 são freqüentemente observadas (Mitelman et al, 2006). A presença 

de translocações é rara, acomentendo principalmente os casos de leucemias de 

novo (Mecucci, 1998; Mhawech e Saleem, 2001; Cherry et al, 2003; Hirai, 2003; 

Hofmann et al, 2004; Cilloni et al, 2004; Komrokji e Bennett, 2005; Catenacci e 

Schiller, 2005; Pinto et al, 2005).  

Cariótipos complexos são freqüentemente observados em 15 � 30% dos 

portadores de SMD. Pacientes com este padrão citogenético geralmente 

apresentam prognósticos agressivos e tendem a evoluir para LMA (Bernasconi et al, 

2005). O aprimoramento da caracterização e descrição de rearranjos 

cromossômicos complexos é fundamental (Cermak et al, 2005) pois pode levar a 

identificação de marcadores prognósticos e ou tratamento.  

 

 
Tabela 6. Freqüência das principais anormalidades cromossômicas na SMD (Hofmann et al, 2004). 

Numérica 

 

Deleções Translocações 

 

+8 (19%) 
-7 (15%) 
+21 (7%) 
-5 (7%) 

 

inv 3 (7%) 
t(1;7) (2%) 
t(1;3) (1%) 
t(3;3) (1%) 

t(6;9) (<1%) 
t(5;12) (<1%) 

 

 

del 5q (27%) 
del 11q (7%) 
del 12q (5%) 
del 20q (5%) 
del 7q (4%) 
del 13q (2%) 

Freqüência da aberração cromossômica é dada entre parênteses. 

 

Cariótipos normais também são freqüentes na SMD e acometem 30-60% dos 

casos diagnosticados. A detecção deste perfil citogenético pode estar relacionada à 

existência de populações celulares normais, mais comuns em pacientes em estágios 

iniciais pré-malignos da SMD, e/ou a limitações das técnicas de citogenética 

clássica, as quais não permitem identificar rearranjos cromossômicos sutis, como 
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pequenas amplificações e microdeleções. Independentemente da causa, os 

cariótipos normais estão associados a prognósticos mais favoráveis (Catenacci e 

Schiller, 2005). 

Anormalidades cariotípicas clonais são identificadas em aproximadamente   

40 � 70% dos casos de SMD primária, enquanto que nas SMD-t a proporção de 

pacientes com alterações cromossômicas excede 95% (Tabela 7). As alterações 

recorrentes em SMD de novo envolvem deleções completas ou parciais do 

cromossomo 5 (30%), trissomia do cromossomo 8 (20%) e monossomia 7 (15%). A 

distribuição de anormalidades cromossômicas numéricas e estruturais em SMD-t 

envolve predominantemente os cromossomos 5 e 7 , e juntas acometem 75% dos 

casos com cariótipos anormais. Estas alterações estão relacionadas com 

prognósticos desfavoráveis tanto nas SMD primárias como nas tipo relacionadas à 

terapêutica (Pellagatti et al, 2005; Steensma e List, 2005). 

Anormalidades numéricas e estruturais do cromossomo 3 são freqüentemente 

observadas em doenças hematológicas e em outros tipos de neoplasias humanas, 

ocorrendo isoladamente ou em associação com outras alterações cromossômicas, 

geralmente monossomia 7 e deleções 7q (Mhawech e Saleem, 2001). No grupo das 

SMD, a presença de alterações envolvendo este cromossomo é mais comum entre 

os casos de SMD-t e está associada a prognósticos agressivos e resistência a 

tratamentos quimioterápicos convencionais (Lahortiga et al, 2004). 

As deleções no braço curto do cromossomo 3 são comuns em tumores 

sólidos. Johansson et al. (1997) relataram que, em neoplasias hematológicas 

incluindo a SMD, os pontos de quebra no cromossomo 3 localizam-se mais 

distalmente quando comparados com os tumores sólidos, sugerindo que diferentes 

genes supressores tumorais estão envolvidos na patogênese das mielodisplasias. 
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Tabela 7. Anormalidades citogenéticas mais freqüentes em SMD de novo e SMD-t (modificado de 
Catenacci e Schiller, 2005) 

 

 
ANORMALIDADE 
CITOGENÉTICA 

 
 

 

 
% SMD de novo/ 

SMD-t 

 
 

RISCO DE PROGRESSÃO 
PARA LMA / 

PROGNÓSTICO 

 

REGIÃO 
CROMOSSÔMICA 

ENVOLVIDA ou GENE(S) 
CONHECIDO(S) 

 
 

del(20q) 
 

 

5% / 7% 
 

Baixo / Favorável 
 

 

del(20)(q11.2-q12)  
 

Perda de Y  -  

Baixo se anormalidade 
 isolada / Favorável 

 

- 

 

Monossomia  5/ del(5q) 
  

Síndrome de 5q- 

 
10-20% / 40% 

 

Alto / Desfavorável 
 

Baixo / Favorável 
 

 
del(5)(q31e q33)  

 

Monossomia 7/ del(7q) 
 

 

5% / 55% 
 

Alto / Desfavorável 
 

7q22 e 7q32-33 
 

Síndrome 17p- 
 

7% SMD 
 

Alto / Desfavorável 
 

 

Gene TP53 
 

11q23 
 

5-6% / 2-3% 
 

Intermediário / Médio 
 

 

Gene MLL 

 

Trissomia 8 
 

10% SMD 
 

Intermediário / Médio 
 

- 

 

Cariótipos complexos 
 

 

10-20% / 90% 
 

Alto / Desfavorável 
 

Múltiplos 

 
 

A deleção completa ou parcial do braço longo do cromossomo 7 está 

associada a uma série de doenças mielóides. Nas SMD, a monossomia 7 e 

deleções em 7q são freqüentes em pacientes com cariótipos complexos e 

prognósticos desfavoráveis caracterizados por baixa sobrevida e evolução para 

leucemia (Le Beau, 1996; Arif et al, 1996; Pedersen et al, 1997; Wyandt et al, 1998; 

Estey et al, 2000; Shen et al, 2001; Maserati et al, 2004).  

Há dois principais picos de idade em que esta aberração citogenética 

apresenta maior freqüência: no primeiro ano de vida e por volta da sexta década. A 

deleção 7q pode ser observada em três grupos: em SMD de novo (10% dos casos) 

e, mais freqüentemente, pós-terapia citotóxica e após exposição ocasional ou 

constante a agentes potencialmente mutagênicos (Chen et al, 2004).  
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A perda completa ou parcial do cromossomo 7 também é freqüentemente 

observada em grupos de SMD/LMA familiais associados com doenças Mendelianas 

sendo comumente designadas como casos familiais de monossomia 7 (Maserati et 

al, 2004).  

A associação desta alteração com outras anormalidades citogenéticas é 

freqüentemente observada e estudos por metodologias de citogenética molecular 

demonstram o envolvimento dos cromossomos 5 e 7 em translocações 

caracterizadas por monossomias parciais devido a perda do braço de cada 

cromossomo: t(5;7)(q3?;q?), t(5;7)(q?;q11), t(4;5;7;13), t(5;7)(q11;q11) (Mhawech e 

Saleem, 2001). Inserções críticas de pequenos segmentos cromossômicos também 

são identificadas como, por exemplo, a ins(9;7), sendo esta comumente presente em 

SMD-t (Lessard et al, 1998). 

Alterações cromossômicas clonais envolvendo deleções em 17p são 

observadas em 3 a 4% dos casos de SMD, mais freqüentemente em SMD-t (Hirai, 

2003). As anormalidades que resultam em perdas neste segmento cromossômico 

incluem deleções, i(17q) ou translocações não-balanceadas. 

As del(17p) estão freqüentemente associadas com alterações adicionais 

envolvendo principalmente os cromossomos 5 e 7 e estão relacionadas 

preferencialmente a SMD clinicamente agressivas, com resistência a tratamentos e 

baixa sobrevida (Panani e Roussos, 2006).  

Embora extremamente raros, ganhos e amplificações de segmentos do braço 

longo do cromossomo 17 foram relatados em neoplasias hematológicas. Martin-

Subero et al. (2001) identificaram amplificação em 17q em um paciente adulto 

inicialmente com SMD e que evoluiu para LMA. No mesmo ano, Morerio et al. (2001) 

descreveram um caso pediátrico de SMD com t(9;11)(p12;q23) ao diagnóstico, que 
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progrediu para LMA extremamente agressiva como conseqüência da evolução 

clonal da doença decorrente do surgimento de células mutantes quimioresistentes 

contendo a trissomia de 17q21-qter. 

A associação das várias anormalidades citogenéticas clonais recorrentes na 

SMD tem direcionado os estudos moleculares que permitem a identificação e a 

caracterização dos genes responsáveis pela origem destes tumores, bem como as 

vias metabólicas em que atuam (Hirai, 2003).  

Uma variedade de estudos sugere que mutações em múltiplos genes 

medeiam a patogênese e progressão da SMD. Alterações em oncogenes e genes 

supressores tumorais são achados freqüentes em pacientes com SMD e indicativas 

de pior prognóstico. Entretanto, estas alterações estão associadas com a idade e 

estadio clínico, sendo mais comum nas fases iniciais e de progressão da doença 

(Cilloni et al, 2004). 

A elevada freqüência de deleções de loci cromossômicos nas SMD sugere 

que a inativação de genes supressores tumorais e genes envolvidos no reparo a 

danos no DNA estão intimamente relacionados a este grupo de mielodisplasias. 

Sendo assim, o fenótipo anormal dos clones hematopoéticos resultante destes tipos 

de alterações envolvem dois eventos de perda de função, ocorrendo primeiramente 

deleção de uma cópia do gene alvo e subseqüente perda do segundo alelo por 

microdeleções, mutações em ponto, perda de expressão por eventos epigenéticos 

ou recombinações aberrantes (Hirai, 2003; Hofmann et al, 2004). Contudo, a 

haploinsuficiência de genes supressores, ou seja, a perda de um único alelo do gene 

resulta na redução significativa dos produtos gênicos e na predisposição ao 

desenvolvimento desta neoplasia (Komrokji e Bennett, 2005). 
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Nas SMD com deleção de 3p, os pontos de quebra no cromossomo 3 

localizam-se mais distalmente quando comparados com os tumores sólidos, 

sugerindo que diferentes genes supressores tumorais estão envolvidos na 

patogênese das mielodisplasias (Johansson et al, 1997). 

Alguns genes importantes relatados em processos neoplásicos mapeados em 

3p são XPC e PPARG (3p25.1), Ghelin/MYLPR, VHL e FANCD2 (3p25-p26), TCTA, 

AF3q21, Catenina e MST1R, porém nenhum estudo demonstrou a associação 

destes com o desenvolvimento da SMD 

(http://www.infobiogen.fr/services/chromcancer/).  

O gene supressor tumoral multifuncional VHL (von Hippel-Lindau) está 

mapeado em 3p25-26 e seu produto protéico participa das vias do checkpoint do 

ciclo celular promovendo a senescência celular mediante danos no DNA, na 

regulação da expressão de genes (processo de ubitiquinação) e está envolvido com 

a organização do citoesqueleto, adesão e motilidade celulares (Richard et al, 2002). 

O gene da anemia de Fanconi, FANCD2, situado em 3p25-26, próximo ao gene 

XPC, codifica uma proteína nuclear do complemento D2 que atua no ciclo celular e 

no reparo a danos no DNA (Huret et al, 2000). 

O gene PPARγ (Peroxisome proliferator-activated receptor γ ou PPARG) 

mapeado em 3p25.1 codifica uma proteína pertencente a família de receptores 

nucleares envolvidos no controle do metabolismo energético e efeitos inflamatórios, 

regulação da diferenciação e proliferação celulares, e na indução da apoptose em 

vários tipos de células (Shearer e Hoekstra, 2003; Francis et al, 2003). Os eventos 

que resultam na ativação dos receptores PPARγ envolvem principalmente a 

interação com ligantes de origem fisiológica e/ou farmacológica, incluindo hormônios 
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tireoideanos, ácido retinóico e colecalciferol (vitamina D3). Após a ativação, os 

receptores PPARγ formam heterodímeros com receptores retinóicos X (RXR), 

também presentes no compartimento nuclear (Wang et al, 2006). O complexo 

PPARγ/RXR interage com coativadores transcricionais e se liga a sítios específicos 

denominados PPREs (peroxime proliferator response elements) de genes 

específicos. Os PPREs consistem em motivos hexaméricos com repetição em 

tandem (TGACCT) presentes na região promotora dos genes alvos (Figura 2). Esta 

interação afeta a transcrição destas seqüências pelo remodelamento da estrutura da 

cromatina e/ou agindo como moléculas adaptadoras, que se ligam a receptores 

nucleares envolvidos na maquinaria transcricional (Kodera et al, 2000; Lee et al, 

2001). Além das propriedades metabólicas, o PPARγ tem sido caracterizado tanto 

como um supressor e/ou promotor tumoral dependendo do tipo celular (Lehrke e 

Lazar, 2005). Embora este gene não apresente uma função direta de repressor 

transcricional, agonistas de PPARγ demonstram esta atividade repressora em alguns 

tipos de tecidos como observado, por exemplo, em monócitos e macrófagos (Ricote 

et al, 1998). Os mecanismos envolvidos na repressão transcricional dependente de 

agonistas de PPARγ ainda não foram completamente elucidados, mas acredita-se 

que podem estar associados à inibição de vias celulares relacionadas à ativação de 

fatores de transcrição. Este evento, também conhecido como silenciamento, estaria 

relacionado à interação física dos heterodímeros PPARγ/RXR com outros fatores de 

transcrição ativos, inibindo a transcrição de genes alvos (Grommes et al, 2004). 

Estudos utilizando linhagens celulares tumorais têm demonstrado o envolvimento de 

PPARγ na via do checkpoint do ciclo celular. Agonistas de PPARγ promovem a 

ativação de inibidores de ciclinas quinase-dependente (CDK). Os inibidores de CDKs 
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promovem o bloqueio da progressão do ciclo celular impedindo a formação dos 

complexos ciclina/CDK, e, conseqüentemente, a fosforilação da proteína Rb 

(retinoblastoma) ligada ao E2F, proteína que regula negativamente a transcrição de 

Rb (Wang et al, 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Ativação de PPARγ. Após a interação com o ligante, PPARγ forma heterodímeros com 

o receptor retinóico (RXR) no núcleo. Os heterodímeros PPARγ/RXR se associam com 

coativadores transcricionais e se ligam a seqüências denominadas elementos de resposta a

PPAR (PPRE) localizadas em genes alvos envolvidos na homeostasia da glicose e insulina, 

metabolismo de lipídios e diferenciação celular (Modificado de Grommes et al, 2004). 



Silveira, CGT                                                                                                                            Introdução 

 28

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 O gene XPC (Xeroderma pigmentosum) está localizado em 3p25.1 e codifica 

uma fosfoproteína nuclear envolvida no reconhecimento prematuro de danos no 

DNA, especificamente na via de reparo por excisão de nucleotídeos (NER),  a qual 

encontra-se não funcional em portadores de Xeroderma pigmentosum (Spatz et al, 

Figura 3. Mecanismos de repressão transcricional mediados por PPARγ. (A) 

A inibição da via de tradução de sinal é mediada pela associação física de 

PPARγ/RXR com outros fatores transcricionais levando a inibição da

expressão de genes específicos (p.ex., STATs, AP1 e fator nuclear kB). (B) A 

competição de coativadores transcricionais estimulam a atividade repressora 

dos agonistas de PPARγ. O seqüestro de coativadores (p.ex., cAMP, 

CBP/P300 e coativador 1 do receptor de esteróide) pelo complexo

PPARγ/RXR previne a ativação transcricional (Modificado de Grommes et al,

2004). 
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2001). Recentes estudos relacionaram este gene com a SMD (Pinto et al, 2005) e 

com o gene TP53 (Wang et al, 2003).  

A NER é uma via celular altamente conservada entre as espécies e apresenta 

a capacidade de remover e reparar lesões potencialmente mutagênicas ao DNA, 

induzidas por agentes genotóxicos endógenos ou ambientais (Figura 4) (Adimoolam 

e Ford, 2003). Nesta via de reparo, em resposta a estímulos genotóxicos, a proteína 

TP53 é ativada e, com o auxílio de um complexo de coativadores, liga-se às regiões 

promotoras específicas, acionando a transcrição de genes importantes como o XPC. 

A proteína XPC é responsável pelo reconhecimento dos erros no DNA e se liga 

diretamente no local do dano ou, conforme o tipo de erro, interage preliminarmente 

com outros co-ativadores protéicos específicos no sítio da lesão (Figura 2) 

(Sengupta e Harris, 2005). 

A fosfoproteína nuclear p53 é codificada por um dos mais importantes genes 

supressores tumorais, freqüentemente mutado em cânceres humanos, o TP53. Este 

gene está mapeado em 17p13.1 e exerce um papel crucial na regulação do ciclo 

celular, manutenção da integridade do DNA e controle dos processos apoptóticos. 

Embora multifuncional, a função primária do TP53 é a supressão tumoral, atribuída 

pelas suas propriedades de fator transcricional e regulador de expressão de 

diferentes genes celulares (Adimoolam e Ford, 2003).  

A inativação do gene TP53 resultante de deleções em 17p é detectada em 

aproximadamente 15% dos casos de SMD primária, apresentando maior incidência 

entre portadores de SMD-t, e está relacionada preferencialmente a pacientes com 

estadio cliníco avançado e instabilidade cariotípica (Hirai, 2003; Steensma e List, 

2005). A existência de pontos de quebra próximos ao gene TP53 situado em 
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17p13.1 sugere o envolvimento deste gene no processo patogênico das 

mielodisplasias (Watanabe et al, 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A freqüente associação entre as perdas no cromossomo 7 e leucemias 

mielóides sugere que essas alterações podem liderar a perda de genes que regulam 

o crescimento e a diferenciação de células mielóides (Neuman et al., 1992).  

A maioria dos casos com deleções em 7q apresenta dois principais pontos de 

quebra, sendo um proximal (7q11-22) e um distal (7q31-36). Alguns possíveis genes 

candidatos, mapeados no braço longo do cromossomo 7 e associados às 

mielodisplasias, incluem a eritropoetina (EPO) em 7q22, inibidor do ativador da 

Figura 4. Modelo da via de reparo por excisão de nucleotídeos (NER) dependente de 
TP53 e XPC. Após insulto ao DNA, a TP53 é ativada e, com o auxílio do complexo 
coativador p300/CBP, liga-se a elementos promotores específicos e inicia a transcrição 
de XPC. A proteína XPC liga-se direta ou indiretamente no sítio da lesão, conforme o tipo 
do dano ocorrido. A ligação indireta é mediada pela interação preliminar com a proteína 
p48, a qual sofre degradação proteossômica após ser liberada de XPC. Modificado de 
Adimoolam e Ford (2003). 
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plasmina (PLANHI) (7q21.3-22), os genes da asparagina sintetase (ASNS) e 

fosfoinositidil-3-quinase (PIK3CG) em 7q22.1, e o receptor de célula-T β (TCRB) em 

7q35. Os seus produtos estão envolvidos nas vias de regulação do crescimento e 

diferenciação de células mielóides (Neuman et al, 1992; Mhawech e Saleem, 2001).   

Em SMD, a perda de segmento genômico em 7q22.1 parece ser crítica 

(Johnson et al, 1996; Mecucci, 1998; Hirai, 2003). Um potencial gene mapeado 

nesta região é o EPO. Este gene é altamente conservado e codifica uma citocina 

glicosilada denominada eritropoetina, a qual é responsável pela regulação da 

produção de células vermelhas, promovendo a diferenciação e maturação da 

linhagem hematopoética eritróide, e iniciando a síntese de hemoglobina 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/OMIN). Esta proteína é expressa em uma 

variedade de tecidos, principalmente em situações de hipóxia, na qual atua como 

fator anti-apoptótico (Siren et al, 2001). A diminuição da sensibilidade de precursores 

eritróides a EPO contribui para o desenvolvimento de anemia em portadores de 

SMD e outras neoplasias mielóides (Hoefsloot et al, 1997). Estes resultados levaram 

ao desenvolvimento de terapias com EPO em pacientes com mielodisplasias 

sensíveis a ela (Bunworasate et al, 2001). 

O gene supressor tumoral mielóide, o PIK3CG (fosfoinositidil-3-quinase) 

também foi identificado neste locus e codifica uma enzima a qual modula a 

sinalização extracelular nos processos de adesão célula-célula mediados pela E-

caderina, importante para manutenção da integridade estrutural e funcional do 

epitélio (Sasaki et al, 2000). Entretanto, não foi estabelecida nenhuma correlação 

significativa do envolvimento deste gene em neoplasias mielóides associadas com 

monossomia 7 e del(7q) (Kratz et al, 2002). Outro gene candidato mapeado em 
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7q22-q31 é o COG5. O produto deste gene é constituinte do complexo multiprotéico 

localizado na membrana do complexo de Golgi (conserved oligomeric Golgi � COG), 

o qual é responsável pelo transporte intracelular e metabolização de glicoproteínas. 

Contudo, para o nosso conhecimento, nenhum estudo tem relacionado alterações 

neste gene e o desenvolvimento de neoplasias.  

A associação entre a monossomia do cromossomo 7 e a SMD primária é 

especialmente observada em crianças com leucemia mielomonocítica juvenil (JMML) 

e esta condição foi designada de �síndrome da monossomia 7� uma vez que emerge 

de alterações clonais relacionadas a neurofibromatose do tipo 1 (NF1) (Savage et al, 

1994). O gene NF1 é um supressor tumoral responsável pela expressão da 

neurofibromina, uma proteína ativadora da GTPase (GAP) que regula negativamente 

a ativação transcricional do gene RAS (Side et al, 1997). Pacientes pediátricos com 

neurofibromatose apresentam perda ou mutação dos alelos normais de NF1 e 

predisposição elevada a JMML. Mutações no gene NF1 são detectadas em 

aproximadamente 30% dos casos de JMML e promovem a ativação descontrolada 

da proliferação celular (Hirai, 2003). 

A ativação de oncogenes é um evento raro em mielodisplasias e pode ser 

identificado em nível cariotípico na forma de double-minutes ou como regiões 

homogeneamente coradas. Este fenômeno resulta de rearranjos estruturais, ganhos 

ou amplificações de segmentos cromossômicos ou cromossomos inteiros, e está 

associado a prognósticos mais agressivos com baixa sobrevida e resistência a 

terapias (Mecucci, 1998; Papenhausen et al, 2005). 

Relatos do envolvimento do ERBB2 em SMD e LMA agressivas demonstram 

que alterações neste gene ou em segmentos próximos podem ser importantes na 

patogênese de neoplasias hematológicas do tipo mielóide. Fukushige et al. (1986) e 
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Kaneko et al. (1987) identificaram a existência de um ponto de quebra na região 

17q12 envolvendo o gene ERBB2 em casos de leucemia promielocítica aguda. 

Posteriormente, Potti et al. (2002) avaliaram por imunohistoquímica 69 pacientes 

diagnosticados com mieloma múltiplo e identificaram níveis aumentados de 

expressão do gene ERBB2 em 13% dos pacientes. Mais recentemente, Martínez-

Ramírez et al. (2005) detectaram pela CGH (Hibridação Genômica Comparativa) e 

confirmaram, pela FISH, amplificações do gene ERBB2 em 35% dos 37 pacientes 

com SMD, os quais apresentaram cariótipos complexos por citogenética 

convencional. Os autores sugeriram que alterações neste gene podem determinar o 

desenvolvimento de neoplasias hematológicas.  

A proteína codificada pelo oncogene ERBB2 (HER2) é membro da família de 

receptores transmembrânicos do tipo tirosina quinase (HER-1, HER-2, HER-3, HER-

4) e apresenta elevada afinidade a importantes substratos estimuladores de 

crescimento (Ross et al, 2003). A família HER participa das vias de transdução de 

sinais de proliferação, diferenciação, motilidade e adesão em uma variedade de 

linhagens celulares (Baselga e Albanell, 2001). A interação destes receptores 

tirosina-quinase com fatores de crescimento promove a formação de dímeros entre 

as diferentes proteínas HER2 e, conseqüentemente, a ativação da divisão celular. A 

expressão elevada de ERBB2 resulta na formação de homodímeros permanentes os 

quais se mantêm constitutivamente ativos promovendo vantagens proliferativas 

(Figura 5) (Pupa et al, 2005).  

Níveis aumentados de expressão do gene ERBB2 são descritos em vários 

tipos de tumores sólidos e, particularmente, no câncer de mama quando mostra 

associação a prognósticos agressivos (Wang e Hung, 2001). 
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A freqüente associação entre alterações citogenéticas e os diferentes 

estadios da SMD demonstra a importância da realização de testes genéticos na 

prática clínica. A identificação de anormalidades cromossômicas pode contribuir 

para a elucidação dos mecanismos patogênicos da doença e auxiliar na definição do 

diagnóstico e prognóstico, bem como na escolha da conduta terapêutica adequada 

(Steensma e List, 2005). 

 

Figura 5. Representação esquemática da via de sinalização induzida pela ativação da oncoproteína 
HER2 envolvida na tumorigênese (A) e proliferação normal (B). As duas vias são precedidas pelo
aumento de expressão e ativação de HER2, resultante da autofosforilação (P). Em (A), a ativação de
HER2 induz o recrutamento de quinases Src e fosfatidilnositol 3` (PI3K) ao receptor e ativação de ambas
as enzimas. Src ativa, fosforila e inibe a função de PTEN, impedindo seu deslocamento à superfície
celular. Dessa forma, o PTEN não é capaz de inibir PI3K, determinando a viabilidade da célula. A 
ativação do PI3K promove o aumento dos níveis de fosfatidilinositol 3, 4, 5-trifosfato (PIP3), o qual ativa 
as proteínas Akt e mTOR, induzindo a tumorigênese. Na via (B), o HER2 ativado induz a ativação de
RAS com o auxílio de moléculas GRB2 e SOS, resultando na estimulação de quinases da família MEK, 
responsáveis pela ativação quinases extracelulares (ERK), as quais conduzem a proliferação celular.
Modificado de Pupa et al. (2005). 
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II- OBJETIVOS 

 

 Considerando-se que a técnica da FISH torna possível a análise rápida de um 

grande número de células e a detecção de anormalidades cromossômicas 

específicas em núcleos interfásicos, e que aliado a sua elevada sensibilidade, 

especificidade e rapidez, permite sua utilização como adjuvante na identificação de 

anormalidades cromossômicas em doenças hematopoéticas, foi proposto este 

estudo com o objetivo de: 

• avaliar as alterações cromossômicas em amostras de medula óssea de 

pacientes pediátricos com SMD utilizando a metodologia de FISH de modo a 

permitir um refinamento da participação de genes particulares na patogenia e 

evolução da doença; 

• comparar os dados encontrados por FISH com os de bandamento GTG; 

• correlacionar as alterações encontradas com os dados histopatológicos, 

estadiamento clínico e prognóstico da doença. 
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III- MATERIAL E MÉTODOS 

1. Amostras 

 

Um total de 23 pacientes pediátricos portadores de síndrome 

mielodisplásica foi avaliado neste estudo. Entre este grupo de pacientes estão 

incluídos 14 do sexo masculino e nove do sexo feminino, com idade variando 

de 45 dias a 18 anos.   

As amostras de medula óssea (sedimentos contendo preparações 

cromossômicas) são provenientes do Hospital das Clínicas da Faculdade de 

Medicina de Ribeirão Preto, Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, SP 

(colaboração com o Dr Luiz Gonzaga Tone - Departamento de Pediatria e 

Puericultura e Serviço de Transplante de Medula Óssea, Hematologia), 

Hemonúcleo Regional de Jaú, Hospital Amaral Carvalho, Jaú, SP (Dra. Maura 

R. V. Ikoma) e Departamento de Genética, Setor de Ciências Biológicas, 

Universidade Federal do Paraná, Curitiba, PR (Dr. Iglenir João Cavalli). As 

preparações cromossômicas foram utilizadas para orientação de dados ao 

diagnóstico, prognóstico e tratamento das possíveis patologias hematológicas 

como parte da rotina nos respectivos centros. As lâminas usadas neste estudo 

foram provenientes do mesmo frasco de cultura celular dos quais foram obtidos 

os cariótipos compostos. Os casos foram reavaliados por bandamento GTG e 

as preparações celulares dos casos com material disponível foram submetidas 

à metodologia da FISH com sondas selecionadas para avaliar rearranjos 

cromossômicos específicos.  

Os dados do seguimento clínico e informações laboratoriais e 

histopatológicas dos pacientes foram revisadas junto aos prontuários médicos 
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nas instituições em que foram coletadas as amostras. Os casos estão 

classificados histopatologicamente de acordo com os critérios estabelecidos 

pelo French-American-British Cooperative Group (FAB, 1982).  

A Tabela 8 apresenta as informações clínicas e histopatológicas 

detalhadas das amostras avaliadas neste estudo.  
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2. Métodos 

 

2.1.Cultura de Células  

 

Cultura de linfócitos de sangue periférico 

 

Amostras de sangue periférico de indivíduos normais foram usadas 

como controle no estudo da FISH. Foram cultivados linfócitos de sangue 

periférico em meio de cultura RPMI 1640 (Sigma) estimulados com 

fitohemaglutinina (Invitrogem) durante 71 horas a 37°C segundo a técnica de 

Moorhead et al (1960) com modificações. Adicionou-se solução de colchicina 

0,0016% durante uma hora a 37°C. Utilizou se a solução hipotônica de KCl 

(0,075M) e posterior fixação com metanol/ácido acético (proporção de  3:1). O 

procedimento de fixação do sedimento foi repetido duas vezes. Após o 

gotejamento do material nas lâminas, estas foram armazenadas a -20°C até 

sua utilização. 

 

Cultura de aspirados de medula óssea 

 

As amostras de medula óssea foram submetidas a ressuspensão 

mecânica e, posteriormente, foi adicionada solução salina balanceada de 

Hank�s ao sedimento celular. Após a homogeneização e centrifugação, as 

amostras foram semeadas em frascos de cultura contendo meio RPMI 1640 

(Sigma) e soro bovino fetal (Cultilab) e incubadas em estufa a 37ºC, conforme 

descrito no projeto inicial. 
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 Para a colheita das culturas, o preparado celular foi incubado com 

colchicina em estufa a 37ºC e submetido à hipotonização progressiva com KCl 

0,075M. Posteriormente, foi realizada a fixação do material com solução de 

metanol e ácido acético na razão de 3:1, conforme descrito acima. 

 

2.2.Caracterização das amostras por bandamento GTG  

 

 As lâminas contendo as células fixadas foram submetidas a bandamento 

GTG segundo a metodologia de Scheres (1972), com modificações. 

 A análise citogenética após bandamento GTG foi realizada a partir da 

montagem e elaboração das fórmulas cariotípicas segundo recomendações do 

ISCN (2005). A análise dos cariótipos foi realizada usando o microscópio 

Olympus BX61 acoplado a um sistema de análise de imagens (Applied Spectral 

Imaging). Para a análise cariotípica dos casos previamente avaliados no 

laboratório de citogenética do Departamento de Pediatria e Puericultura da 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto, SP, foi utilizado o sistema IKAROS, 

Zeiss. 

 
 
2.3. Metodologia de hibridação in situ fluorescente 

 

Cultura de Bactérias para Obtenção dos Clones 

 

Os segmentos de DNA usados nos experimentos da FISH são inseridos 

em cromossomos artificiais de bactérias (BAC). Os dados sobre o mapeamento 

foram avaliados in silico nos bancos de dados da University of Califórnia, Santa 

Cruz - UCSC (http://www.genome.ecsc.edu), do National Center for 
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Biotechnology Information � NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview) e do 

The Wellcome Trust Sanger Institute � Ensembl (http://www.ensembl.org). As 

seqüências gênicas selecionadas 

(http://tcag.bioinfo.sickkids.on.ca/mrc.html)(http://www.ncbi.nih.gov/genome/cyt

o/hbrc.shtml) foram avaliadas para verificação de homologia contra as 

seqüência inseridas nos BACs usando a informação dos terminais de cada 

inserto (BAC ends) e a ferramenta BLAST (http://www.ncbi.nih.gov/BLAST/). 

Baseados nos dados da literatura e de mapeamento cromossômico, foram 

selecionados três BACs contendo seqüências únicas mapeadas em 3p25.2-

p25.1 (clone RP11-46J20), 7q22.3 (clone RP11-46J20) e 17q12 (clone RP11-

62N23).  

Procedimentos de hibridação duplos foram realizados com as sondas 

loco-específicas para as regiões de interesse e respectivos controles internos 

(sondas centroméricas ou pericentroméricas).  

A sonda comercial D17Z1 foi utilizada para avaliação de perdas na 

região 17p13.1 em apenas seis casos. Em vista do elevado custo, esta foi 

substituída pela seqüência RP11-89D11, pareada com a sonda centromérica 

do cromossomo 17. 

A figuras 6, 7, 8, 9 e 10 mostram a caracterização dos clones utilizados 

neste estudo baseadas em informações do UCSC 

(http://www.genome.ecsc.edu). 
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Figura 6. Localização dos clones e os respectivos controles centroméricos utilizados neste estudo. Todos os 
clones ilustrados foram obtidos junto ao banco de BACs do Hospital for Sick Children, University of Toronto, 
com a colaboração do Prof. Dr. Julian Zielenska, com exceção  da sonda centromérica p7t1α7, cedida pela 
Profa. Dra. Ângela Maria Vianna Morgante, Instituto de Biociências, USP � São Paulo, SP. Em laranja, genes 
homólogos às seqüências do cromossomo 17. O quadro abaixo apresenta as informações referentes a cada 
seqüência utilizada. Em vermelho, as sondas centroméricas e em verde as sondas-alvo. 
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Figura 7. Localização da sonda RP11-275J11 no cromossomo 3p25.1 clonada em BAC. O esquema demonstra os
genes que estão próximos e mapeados no segmento cromossômico correspondente à posição da sonda.  

Figura 8. Localização da sonda RP11-46J20 no cromossomo 7q22.3-q31.1 clonada em BAC. Estão representados 
abaixo da sonda genes situados próximos ou dentro do segmento em que esta seqüência está mapeada. 
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Figura 9. Localização da sonda RP11-89D11 no cromossomo 17p13 clonada em BAC. O gene TP53 está mapeado no 
segmento cromossômico correspondente à seqüência da sonda. 

Figura 10. Localização da sonda RP11-62N23 no cromossomo 17q12 clonada em BAC. O gene ERBB2 está contido na 
seqüência da sonda. 
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Crescimento de linhagens transformadas contendo os vetores com os 

insertos usados como sondas 

 

As linhagens de E. coli com os vetores foram semeadas em placa de 

Petri com meio de cultura LB- ágar e permaneceram por 16 horas  a 37oC. 

Colônias isoladas foram transferidas para crescimento em meio líquido 

em 8mL de meio LB com 0,01% de antibiótico cloranfenicol por 8h a 37oC sob 

agitação. Adicionou-se 20% de glicerol e estocou-se em freezer �70oC. 

 

Extração de DNA dos BACs  

 

Para extração do DNA, utilizou-se o Kit TempliPhi 100 Amplification Kit 

(Amersham Biosciences), segundo as recomendações do fornecedor.  

Inicialmente, uma alíquota de 1µL do crescimento bacteriano conservado em 

meio de cultura/glicerol foi desnaturada em 5µL tampão, a 95ºC durante 3 

minutos e imediatamente transferida para um recipiente com gelo. Adicionou-se 

5 µL de uma mistura contendo tampão de reação e a enzima DNA polimerase 

Phi29. A reação foi incubada por um período de 18 horas a 30ºC. A enzima foi 

inativada pelo aquecimento a 60ºC durante 10 minutos.  

Este procedimento permite o pareamento de oligonucleotídeos 

randômicos (random hexame primers) ao molde de DNA circular em múltiplos 

sítios. A DNA polimerase atua em cada um dos oligonucleotídeos pareados 

sintetizando uma fita de DNA pelo modelo de círculo rolante. Esta amplificação 

isotérmica produz quantidades de DNA da ordem de µg a partir de quantidades 
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mínimas de DNA molde e elimina a necessidade de grandes volumes de 

crescimento bacteriano e purificação de vetores. 

 
Reação de Nick-Translation 

 

Para uma reação de volume final de 100µl, utilizou-se em média 4µL 

(2µg/ µL) de DNA do vetor contendo o inserto de interesse, 1ng/µL de BSA, 

10mM de β-mercaptoetanol, 50mM de Tris-HCl pH 7.5, 5mM de MgCl2, 10mM 

DNAse I (Invitrogen) e 10U de DNA polimerase I (Invitrogen). Para a seqüência 

de referência (região centromérica ou pericentromérica dos cromossomos 3, 7 

e 17) foi utilizada a digoxigenina como molécula repórter, sob as mesmas 

condições de marcação descritas acima, adicionando digoxigenina�11-dUTP 

(Roche) (ao invés de biotina-14dATP) acrescentando além dos demais 

reagentes o tampão 20X digoxigenina.  A solução foi mantida a 15oC durante 1 

hora.  

O produto da reação de marcação foi avaliado por eletroforese em gel 

de agarose a 1% durante 45 minutos a 100V para determinação do tamanho 

dos fragmentos de DNA marcados e de sua concentração pela comparação 

com marcadores de peso molecular (100pb DNA Ladder Invitrogen/Life 

Technologies) e de concentração pré-estabelecidos (250ng, 50ng e 100ng) 

(Figura 11). 

Para bloquear a ação das DNAseI/DNA polimerase I foi utilizada uma 

solução de 10µL de EDTA 0,3M. Os fragmentos foram precipitados com 10µL 

de DNA de esperma de salmão 10µg/µL como carreador, 10µL acetato de 

sódio 3M e etanol absoluto. O precipitado foi ressuspendido em água estéril na 
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concentração final de 10ng/µL baseado na concentração estimada no gel de 

agarose. 

Um total de 100ng de DNA marcado (sonda) com biotina e 100ng de 

DNA marcado com digoxigenina foi precipitado na presença de 1µg/µL de DNA 

Human Cot-1, acetato de sódio 3M e etanol absoluto. A sonda foi 

ressuspendida em 35µL de hibrisol VII e desnaturada a 75oC durante 10 

minutos. A sonda desnaturada permaneceu a 37oC durante uma hora para o 

pré- anelamento. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Pré Tratamento das Lâminas com Pepsina 

 

Lâminas contendo preparações cromossômicas estocadas a -20oC ou 

lâminas previamente submetidas a bandamento GTG foram utilizadas para os 

procedimentos da FISH. Nos casos previamente bandados, foi feita a 

descoloração por banhos sucessivos em 3 cubas de xilol, etanol 95% por 2 

minutos, clorofórmio por 15 minutos, etanol 95% e HCl 1% por 30 segundos e 

finalmente metanol absoluto. As lâminas foram secas à temperatura ambiente. 

Inicialmente as lâminas passaram por uma solução de 2XSSC por 5 

minutos, seguido de desidratação em etanol 70%, 90% e 100% por 5 minutos 

Figura 11. Sondas marcadas pela reação de nick 
translation. Os marcadores de peso molecular de 
125, 250 e 500ng estão indicados. Observam-se 
fragmentos com tamanhos de 100 a 200pb. M: 
marcador de 100 pb DNA Ladder (invitrogen) . 
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cada. Foi adicionado 15µL de solução de pepsina 10% à solução de HCl 0,01M 

pré-aquecida a 37ºC. As lâminas foram incubadas a 37oC na solução de 

pepsina por 10 minutos e lavadas por 5 minutos (duas vezes) em PBS 1X à 

temperatura ambiente. Posteriormente, as lâminas foram lavadas em 

PBS/MgCl2 à temperatura ambiente. Foram incubadas em solução 1% de 

formaldeído em PBS/MgCl2 por 15 minutos à temperatura ambiente e em PBS 

por 5 minutos à temperatura ambiente. As lâminas foram desidratadas em 

EtOH 70%, 90% e 100% durante 5 minutos cada. 

 

Hibridação in situ Fluorescente (FISH) 

 

Após as lâminas passarem pelo tratamento acima descrito e estarem 

secas à temperatura ambiente, foram desnaturadas em 70% formamida/2xSSC 

por aproximadamente um minuto a 72oC. Logo após, foram transferidas 

imediatamente para EtOH 70%, 90% e 100% a �20oC, 5 minutos cada. Foram 

secas à temperatura ambiente e observadas ao microscópio óptico para 

avaliação da desnaturação. Em seguida, as lâminas foram submetidas ao 

tratamento com 0,5µL de proteinase K em 50mL de tampão (1mL de Tris-HCl 

1M, 100µL de CaCl2 1M e dH2O) por 7 minutos e 30 segundos. Foram 

novamente desidratadas em EtOH 70%, 90% e 100% durante 5 minutos e 

secas à temperatura ambiente. 

Para a hibridação, 35µL da sonda foram aplicados na lâmina contendo 

as preparações cromossômicas e vedadas com lamínula e rubber cement. As 

lâminas foram incubadas a 37oC por 24 horas em câmara úmida. 
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Lavagem das Lâminas 

 

A lavagem pós-hibridação foi feita em 70mL de 50% formamida/ 2xSSC, 

pH 7,0 a 45oC durante 5 minutos seguido por 50mL de 2xSSC, pH 7,0 a 45oC 

por 5 minutos (três vezes). Para bloqueio da hibridação foi aplicado 20µL de 

solução bloqueadora I (Tris-HCl 1M,  NaCl 5M,  BSA 100mg/mL) e 20µL de 

TNB (1,5g BSA 3%, Tween 20 0,1% e 4xSSC) por 20 minutos a 37oC. Para a 

detecção do sinal foi aplicado 45µL de avidin fluorescein isothiocyanate (FITC- 

avidina - Roche) e 5µl de anti-digoxigenina (Roche) e foi incubada sob lamínula 

por 30 minutos a 37oC. Foi lavada em 2xSSC/Tween 20 por 5 minutos a 45oC 

(3 vezes). Foi aplicado 20µL de anti-avidina (Vector) e 5µL de anticorpo sheep-

anti-mouse (Boehringer) e foi incubada sob lamínula por 30 minutos a 37oC. Foi 

lavada em 2xSSC/ Tween 20 por 5 minutos a 45oC (3 vezes). Foi aplicado 

45µL de FITC- avidina e 5µL de anti-digoxigenina-rodamina (Roche) e foi 

incubada sob lamínula por 20 minutos a 37oC. Foi lavada novamente em 

2xSSC/ Tween 20 por 5 minutos a 45oC (3 vezes). As células foram 

contracoradas com 40mg/ml 4',6-diamidin-2-phenylindol-dihydrochloride (DAPI 

- Vectashield)  em Antifade (QbioGene)  (concentração final de 0,1µg/ml). 

 

Sondas do gene TP53 e controle α-satélite do cromossomo 17 

 

 Em cinco casos, para a investigação de perdas em 17p envolvendo o 

gene TP53, foi utilizada a sonda D17Z1 (17p13.1) e a sonda controle  

centromérica α-satélite do cromossomo 17 (Oncor). As sondas de fita simples 
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já estão previamente marcadas com digoxigenina com sistema de detecção em 

espectro vermelho (Oncor). 

 A lâmina sofreu um pré-tratamento em solução de 2XSSC por 5 minutos 

à temperatura ambiente seguindo-se uma desidratação em série de EtOH 70%, 

90% e 100% por 5 minutos. Após a lâmina estar seca, a mesma foi submetida 

à desnaturação em solução 70% formamida/2XSSC durante 3 minutos a 72ºC, 

sucedendo-se imediatamente banhos em série de EtOH 70%, 90% e 100% 

gelados por 5 minutos. Posteriormente, foram incubadas em solução de 

proteinase K durante 7 minutos e 30 segundos à temperatura ambiente, e 

seguiu-se nova desidratação em série de EtOH 70%, 90% e 100% por 5 

minutos nas mesmas condições de temperatura. 

 Para hibridação, 10µL da sonda, previamente mantida à 37ºC por 5 

minutos, foram aplicados sob lamínula. A lâmina foi vedada com rubber cement 

e estocada a 37ºC em câmara úmida e escura por 16 horas. 

 A lavagem da lâmina foi realizada em solução 50% formamida/2XSSC 

por 5 minutos a 45ºC, seguindo-se solução de 2XSSC durante 8 minutos a 

37ºC e 1xPBD também a 37ºC durante 5 minutos. Para detecção do sinal, 

foram aplicados 50µL de anti-digoxigenina-rodamina e incubados sob lamínula 

a 37ºC por 20 minutos. A lâmina foi lavada em 1xPBD a 37ºC durante 2 

minutos, por três vezes. As células foram contracoradas com 8µl de DAPI 

(concentração final 0,1µg/ml em Antifade). 
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Metodologia de Análise 

 

A nomenclatura utilizada para relatar os resultados baseados na técnica 

de FISH foi à recomendada pelo ISCN (2005).  

A análise foi feita em fotomicroscópio de fluorescência Olympus BX61 e 

as imagens foram capturadas pelo sistema Applied Spectral Imagining FISH 

View EXPO 2.0. 

Para os estudos em núcleos interfásicos foram analisados todos os 

campos da lâmina contendo células marcadas considerando os seguintes itens: 

exclusão de células sobrepostas, arrebentadas ou com citoplasma, 

fluorescência homogênea e não foram considerados células com sinais de 

baixa intensidade. 

Para as sondas com controle interno foram considerados os núcleos 

com marcação positiva no sítio controle. Todos os experimentos foram 

realizados em indivíduos normais (metáfases/ núcleos interfásicos) como 

controle da hibridação. 

As alterações no número de sinais detectados foram consideradas 

significativas quando o valor observado para cada caso foi superior à média 

mais dois desvios-padrão das amostras do tecido normal usado como controle, 

calculado para cada sonda (Hopman et al, 1988). 

As deleções homozigotas ou hemizigotas foram consideradas 

significativas quando presentes em mais de 30% das células (Korshunov et al, 

2005; Yoshimoto et al, 2006). Os ganhos (3 sinais para a sonda alvo e dois 

sinais para o controle centromérico) ou amplificação (≥ 4 sinais para a sonda 
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alvo e dois sinais para a sonda de referência) foram considerados relevantes 

quando presentes em ≥ 25% das células analisadas. 
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IV - RESULTADOS  

 

1. Citogenética Clássica 
 

 Este estudo compreende preparações cromossômicas de 23 pacientes 

com SMD pediátrica. A idade média dos casos é de 7,6 anos e o tempo de 

seguimento clínico variou de 9 a 141 meses (média de 38 meses). Deste total, 

22 casos foram reavaliados por bandamento GTG. No caso 6 não foi procedida 

esta análise devido à baixa qualidade das preparações cromossômicas.  

A descrição do cariótipo composto seguiu as recomendações do ISCN 

(2005) e estão apresentados na tabela 9. Em três casos (1, 7 e 23) foram 

obtidas preparações cromossômicas em três e dois tempos, respectivamente. 

No caso 7, a técnica da FISH foi realizada em lâminas da cultura 2, e no caso 

23 foi utilizada a cultura 1, pois não haviam preparações cromossômicas 

disponíveis resultantes do primeiro tempo de cultura.   

As anormalidades cromossômicas observadas após análise dos 

cariótipos incluíam deleções (cromossomos 4, 7, 9, 11, 12, e 17), monossomias 

(cromossomos 7, 10, 13, 15, 17, 18, 19, 20, 21, 22 e Y), trissomias 

(cromossomos 6 e 8), cromossomos derivativos (cromossomos X, 22 e 9) e 

inversões (cromossomo Y) (Figura 12). Dentre as alterações citogenéticas 

identificadas, foram mais freqüentes as deleções completas ou parciais do 17 

em oito casos (1, 2, 4, 7, 11, 12, 17 e 18), perda do cromossomo 20 em quatro 

casos (1, 8, 10 e 12), e deleções de 12p13 em dois casos (1 e 3). Cariótipos 

normais também foram observados em um total de cinco casos (9, 19, 15, 20 e 

21) (Figura 12). Os cariótipos compostos assim como as análises da FISH 

realizadas em cada caso estão descritos na tabela 9. 
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A B

C D

E 

Figura 12. Alterações cromossômicas identificadas após a análise por bandamento GTG. 
A) A del(11)(q23) identificada como anormalidade clonal no caso 11. B) As setas indicam 
a del (7)(q32) observada no caso 4. C) A del(17)(p12) nos  casos 4 e 7; em ambos os 
casos esta alteração foi observada nas culturas analisadas como anormalidade clonal. D) 
As setas indicam a alteração clonal del(12)(p13) observada no caso 1 nas metáfases dos 
três tempos de cultura. E) Metáfase com cariótipo 46,XY (normal) observada em todas as 
células do caso 9.  
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2. Hibridação in situ fluorescente 

 

Um total de 19 amostras de aspirado de medula óssea de pacientes 

pediátricos foram avaliadas pela FISH: 19 casos foram analisados para as sonda do 

cromossomo 3, 17 para a sonda do cromossomo 7, 19 para a sonda onde se 

mapeia o gene TP53 e 16 onde se mapeia o gene ERBB2.   

Em muitos dos casos selecionados para este trabalho, o número de células 

com qualidade para análise foi bastante limitado, havendo a necessidade de 

repetição do procedimento em diferentes lâminas, quando disponíveis. Da mesma 

forma, em alguns casos não foi possível a análise para todas as seqüências 

propostas no estudo devido à indisponibilidade do material para realização da FISH.  

Para a confirmação dos dados de mapeamento das sondas usadas, foram 

utilizadas preparações cromossômicas (metáfases) obtidas após cultura temporária 

de linfócitos do sangue periférico de voluntários normais, analisadas por 

bandamento GTG e subseqüentemente utilizadas para FISH. Durante a condução 

dos experimentos da FISH, foram utilizadas lâminas controles (de indivíduos 

normais, sem câncer) juntamente com um conjunto de seis casos, em média, 

analisados num mesmo procedimento de hibridação. 

A contagem do número de sinais correspondentes às sondas teste RP11-

275J11, RP11-46J20, D17Z1, RP11-89D11 e RP11-62N23 mostrou, 

respectivamente, que 95%, 97%, 99%, 96% e 98% dos núcleos analisados em 

lâminas controles mostravam os dois sinais esperados.   
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2.1. Cromossomo 3 

 

A sonda selecionada para o cromossomo 3 foi RP11-275J11 (3p25.1), 

marcada com biotina (detectadas com FITC-Avidina - fluorescência verde) e a 

RP11-91M15 foi marcada com digoxigenina (detectadas com anti-digoxigenina 

rodamina - fluorescência vermelha) e utilizada como controle interno. Nos 19 casos 

analisados para esta sonda foi verificada alta porcentagem de núcleos normais (2 

sinais para cada sonda), com freqüência variando de 31% a 78%. Foi observada 

uma baixa freqüência de três (média de 6,6% - três casos) e quatro ou mais sinais 

(média de 7,3% - três casos) para a sonda alvo e dois sinais para o controle 

centromérico. 

Considerando os resultados da análise obtida nas lâminas controles ± dois 

desvios-padrão e o valor de cut-off (>30%), para a sonda RP11-275J11, a perda de 

uma cópia desta seqüência (1 sinal para a sonda alvo e dois sinais para o controle 

centromérico) foi observada em 17 casos (Figura 13). Em oito casos (4, 8, 11, 12, 

18, 19, 20 e 23), a freqüência de perda foi igual ou superior a 50% das células 

analisadas, com variação de 50% a 61%. A perda homozigota para a região 3p25 foi 

observada em baixa freqüência (variação de 4% a 14%) em nove casos. A tabela 10 

mostra os resultados obtidos da análise da FISH em todos os casos avaliados para 

a seqüência referente ao cromossomo 3. 

Não foram observadas alterações no cromossomo 3 entre os 19 casos 

avaliados  por bandamento GTG.  
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Tabela 10. Proporção do número de sinais fluorescentes da sonda RP11-275J11 detectados em células 
dos controles (linfócitos normais do sangue periférico) e das amostras analisadas. 

 
 

Sonda 
 

 
 

Controles 

 

Ausência de 
sinal 

(DBa/%) 
 

 

1 sinal 
(DB/%) 

 

2 sinais
(DB/%) 

 

3 sinais 
(DB/%) 

 

4 ou + sinais
(DB/%) 

 

 
 

Total 

Controle I   1/1 5/4 111/93 1/1 1/1 120 
Controle II 2/1 4/2 192/96 2/1 0/0 200 
Controle III 1/1 4/2 175/97 0/0 0/0 181 

Médiac 1 3 95 1 0 - 
 
 

Casos 

      

4 3/3 68/57 45/38 1/1 3/3 120 
5 0/0 17/35 26/54 1/2 4/8 48 
6 1/1 19/22 55/63 5/6 7/8 87 
7 4/3 41/32 73/57 8/6 2/2 128 
8 4/3 58/50 39/34 1/1 7/6 115 
9 2/1 46/32 86/59 10/7 2/1 146 
11 9/10 92/55 75/32 5/2 3/1 183 
12 1/1 64/50 55/43 3/2 4/3 127 
13 3/2 50/40 63/51 4/3 3/2 124 
14 3/3 18/15 92/78 1/1 4/3 118 
15 33/14 189/34 110/48 7/2 3/2 342 
16 8/6 62/44 70/50 0/0 0/0 140 
17 11/7 63/41 74/49 3/2 1/1 152 
18 9/4 123/61 62/31 6/3 1/0 201 
19 12/6 108/51 83/40 6/3 1/0 210 
20 6/5 74/56 50/38 2/2 0/0 132 
21 5/2 84/41 107/53 7/3 0/0 203 
22 12/8 69/46 67/45 2/1 0/0 150 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

3p25.1  
(RP11-275J11)b 

 
 
  
 

23 7/4 115/58 76/38 2/1 0/0 200 
a DB: Dados Brutos; b Hibridação dupla com sonda centromérica RP11-91M15; c Média em porcentagem. 
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C 

Caso 9 

Controle

A 

Caso 14 

C Figura 13. Análise citogenética para sonda RP11-
275J11. A) Metáfase normal obtida após cultura
temporária de linfócitos do sangue periférico
confirmando a região da sonda no braço curto do
cromossomo 3. B) Imagem da metáfase em DAPI
reverso. C e D) Exemplos de núcleos interfásicos de
casos de SMD infantil mostrando a deleção de uma
cópia de 3p25. 

B

Caso 15

D 
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2.2. Cromossomo 7 

 

Para a análise da região 7q22.3, foi utilizada a sonda RP11-46J20 marcada 

com biotina (detectadas com FITC-Avidina - fluorescência verde) e sonda controle 

centromérica P7t1α7 marcada com digoxigenina (detectadas com anti-digoxigenina 

rodamina - fluorescência vermelha). 

  Em 15 casos avaliados para esta sonda foi detectada a perda de uma cópia 

deste segmento (1 sinal para seqüência alvo e dois sinais para sonda centromérica) 

em uma média de 46,5% das células (variação de 31% a 58%) (Figura 14). Em 

cinco casos (12, 19, 20, 21 e 22) foi detectada a perda de um alelo em 50% a 58% 

dos núcleos analisados. Deleção homozigota desta seqüência foi observada, em 

baixa freqüência, em 15 casos (3% a 9% das células). 

A presença de núcleos normais para este segmento do cromossomo 7 (2 

sinais para cada sonda) foi verificada em alta freqüência nos 17 casos analisados, 

variando de 37% a 66% das células analisadas. A tabela 11 mostra a freqüência de 

sinais correspondentes à sonda RP11-46J20 em todos casos avaliados. 

Entre as 17 amostras analisadas, 16 foram avaliadas por bandamento GTG e 

apenas no caso 16 foi detectada alteração numérica no cromossomo 7 {45,XX,-

7[6]/46,XX[7]}. 
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Tabela 11. Proporção do número de sinais fluorescentes da sonda RP11-46J20 detectados em células 
dos controles (linfócitos normais do sangue periférico) e das amostras analisadas. 

 
 

Sonda 
 

 
 

Controles 

 

Ausência de 
sinal 

(DBa/%) 
 

 

1 sinal 
(DB/%) 

 

2 sinais
(DB/%) 

 

3 sinais 
(DB/%) 

 

4 ou + sinais
(DB/%) 

 

 
 

Total 

Controle I 0/0 5/3 191/96 4/2 0/0 200 
ControleII 1//0 2/1 199/99 0/0 0/0 202 

Controle III 2/1 1/0 200/98 1/0 0/0 204 
Controle IV 0/0 5/2 212/98 0/0 0/0 217 

Médiac 0 2 97 1 0 - 
Casos       

6 10/9 46/42 49/45 3/3 2/2 110 
7 8/6 39/31 62/50 14/11 1/1 124 
8 12/3 34/26 62/63 6/3 6/0 120 
9 7/7 82/47 64/48 6/1 1/1 160 
11 4/2 82/41 104/52 10/5 1/0 201 
12 9/4 118/54 90/41 3/1 0/0 220 
13 11/7 75/45 76/46 1/1 2/1 165 
14 13/6 91/45 95/47 3/1 1/0 203 
15 6/4 35/23 99/66 8/5 2/1 150 
16 6/3 70/38 102/56 4/2 1/1 183 
17 9/6 71/47 67/45 3/2 0/0 150 
18 5/2 116/58 76/38 4/2 0/0 201 
19 9/4 113/55 75/37 5/2 2/1 204 
20 9/4 102/50 89/44 3/1 0/0 203 
21 6/4 86/54 64/40 2/1 1/1 159 
22 7/4 89/45 102/51 2/1 0/0 200 

 

 

 

 

 

 

 

7q22.3  
  (RP11-46J20)b 
 
  
 

23 5/3 91/46 93/47 9/5 2/1 200 
a DB: Dados Brutos; b Hibridação dupla com sonda centromérica P7t1α7; c Média em porcentagem. 
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 A  A  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Controle

Caso 12 

D 

Caso 16 

E Figura 14. Análise da FISH para sonda do 
cromossomo 7 (RP11-46J20). A) Metáfase 
normal obtida após cultura temporária de 
linfócitos do sangue periférico confirmando o 
mapeamento da sonda em 7q. B) Imagem da 
metáfase em DAPI reverso. C e D) Exemplos 
de núcleos interfásicos de casos de SMD 
infantil mostrando a perda de uma cópia de 
7q22-q31. 

A 

Controle 

B
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2.3. Cromossomo 17 

 

2.3.1. Gene TP53 

 

 Para avaliar perdas do gene TP53, procedeu-se à análise da FISH com a 

sonda comercial D17Z1 em cinco casos. A presença de quatro sinais é considerada 

normal e foi observada em 99% dos núcleos da cultura controle. Quatro casos 

apresentaram uma alta freqüência de deleção da região 17p13.1 (36% a 85% dos 

núcleos analisados); o caso 6 apresentou perda deste segmento cromossômico 

somente em 15% das células; os casos 7 e 8 apresentaram perda de um alelo de 

TP53 em 85% e 68% dos núcleos analisados, respectivamente (Figura 13). Dos 

quatro casos com perda significativa deste segmento pela FISH, dois casos (7 e 11) 

apresentaram del(17)(p12) após análise de bandamento GTG. 

A sonda do gene TP53, avaliada com a seqüência RP11-89D11 (marcada 

com biotina) para região alvo (17p13.1), e respectivo controle centromérico BA-

746M1 (marcada com digoxigenina) foi investigada em 14 casos. Em 13 casos foi 

verificada perda de uma cópia do gene TP53 (1 sinal da sonda teste e 2 sinais do 

controle centromérico) em uma média de 51% dos núcleos analisados (variação de 

35% a 69%). Em sete casos (5, 13, 17, 18, 19, 21 e 22) a perda de um alelo deste 

gene foi superior a 50% das células analisadas (Figura 15). A ausência dos dois 

alelos deste gene foi verificada em 12 casos, em baixa freqüência, variando de 4% a 

15% das células. A presença de 3 e 4 ou mais sinais para seqüência alvo foi 

observada, em baixa freqüência, em três e dois casos, respectivamente. 

Entre os casos avaliados por FISH, seis mostraram alterações em 17p na 

análise após bandamento GTG: três casos (4, 7 e 11) com del(17)(p12), o caso 17 

com del(17)(p11) e os caso 12 e18 com del(17)(p13.1).  
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Entre os casos, a freqüência de células normais para o gene TP53 variou de 

15% a 85% nos casos avaliados com a sonda D17Z1 e 26% a 49% para a sonda 

RP11-89D11. 

As freqüências de sinais fluorescentes correspondentes às sondas D17Z1 e 

RP11-89D11 observadas em cada caso estão demonstradas na tabela 12. 

 

 
Tabela 12. Proporção do número de sinais fluorescentes das sondas D17Z1 e RP11-89D11 detectados 
em células dos controles (linfócitos normais do sangue periférico) e das amostras analisadas. 

 
 

Sondas 
 

 
 

Controle 

 

Ausência de 
sinal 

(DBa/%) 
 

 

1 sinal 
(DB/%) 

 

2 sinais
(DB/%) 

 

3 sinais 
(DB/%) 

 

4 ou + sinais
(DB/%) 

 

 
 

Total 

Controle - - - 5/1 529/99 534 
 
 

Casos 

      

6 - - - 13/15 71/85 84 
7 - - - 127/85 23/15 150 
8 - - - 69/68 33/32 102 
9 - - - 40/39 62/61 102 

 

TP53  
 (D17Z1)b  

 

11 - - - 40/36 70/64 110 
 
 

Controles 

 

Ausência de 
sinal 

(DBa/%) 
 

 

1 sinal 
(DB/%) 

 

2 sinais
(DB/%) 

 

3 sinais 
(DB/%) 

 

4 ou + sinais
(DB/%) 

 

 
 

Total 

Controle I 3/2 4/3 116/93 2/2 0/0 125 
Controle II 0/0 4/2 197/98 0/0 0/0 201 
Controle III 0/0 5/2 197/97 1/1 0/0 203 
Controle IV 1/0 4/2 197/98 0/0 0/0 202 

Médiad 1 2 96 1 0 - 
 
 

Casos 

      

4 4/5 29/35 41/49 4/5 5/6 83 
5 5/6 41/51 33/41 1/1 0/0 80 
12 15/15 45/44 39/38 2/2 1/1 102 
13 12/10 64/51 47/37 2/2 1/1 126 
14 20/15 36/26 66/49 8/6 6/4 136 
15 12/6 95/47 82/41 8/4 4/2 201 
16 5/4 61/49 57/46 1/1 0/0 124 
17 6/5 76/58 47/36 1/1 0/0 130 
18 6/3 141/69 54/26 2/1 1/0 204 
19 9/5 116/58 71/36 3/2 1/1 200 
20 8/5 74/45 81/49 3/2 0/0 166 
21 9/5 105/55 72/38 3/2 2/1 191 
22 7/4 108/54 83/42 2/1 0/0 200 

 

 

 

 

 

 

TP53 (17p13.1) 
(RP11-89D11)c 

23 7/3 94/47 97/48 4/2 0/0 202 
a DB: Dados Brutos; b Não foram observados mais de 4 sinais para estas sondas c Hibridação dupla com sonda 
centromérica BA 746M1; d Média em porcentagem. 
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C 

Caso 13 

Figura 15. Análise da FISH para sonda do
gene TP53. A) Metáfase normal obtida
após cultura temporária de linfócitos do
sangue periférico confirmando a
localização da sonda RP11-89D11 em
17p. B) Imagem da metáfase em DAPI
reverso. C e D) Exemplos de núcleos
interfásicos de casos de SMD infantil
mostrando a perda de um alelo do gene
TP53.  

Controle

A 

Caso 12 

C D 

Caso 13

B 
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2.3.2. Gene ERBB2 

 

A análise de ganhos e amplificações do gene ERBB2 usando a sonda RP11-

62N23 e respectiva seqüência centromérica foi realizada em um total de 16 casos.  

  A presença de três ou mais sinais para seqüência alvo foi verificada em baixa 

freqüência (3% a 9% das células) em treze casos. Elevada freqüência de células 

normais foi detectada em todos os casos, variando de 56% a 84% das células 

analisadas. A perda de uma cópia desta seqüência foi observada, em baixa 

freqüência, em todos os casos, em 7% a 25% das células analisadas (Figura 16). 

No caso 8 apresentou perda hemizigota e homozigota desta seqüência em 33% das 

células avaliadas. A tabela 13 representa a freqüência de sinais fluorescentes 

correspondentes à seqüência RP11-62N23 observada em cada caso. 

 Dentre os 16 casos analisados para esta seqüência, os cariótipos de 15 

destes foram reavaliados e não verificado rearranjos ou ganho de material 

cromossômico envolvendo esta região.  
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Tabela 13. Proporção do número de sinais fluorescentes das sondas RP-62N23 detectados em células 
dos controles (linfócitos normais do sangue periférico) e das amostras analisadas. 

 
 

Sonda 
 

 
 

Controles 

 

Ausência de 
sinal 

(DBa/%) 
 

 

1 sinal 
(DB/%) 

 

2 sinais
(DB/%) 

 

3 sinais 
(DB/%) 

 

4 ou + sinais
(DB/%) 

 

 
 

Total

Controle I 0/0 9/9 87/91 0/0 0/0 96 
Controle II 2/1 2/1 206/98 0/0 0/0 210 
Controle III 1/0 5/3 194/97 0/0 0/0 200 

Médiac 1 1 98 0 0 - 
 
 

Casos 

      

6 11/8 19/14 103/74 7/5 0/0 140 
7 4/3 34/25 85/63 11/8 2/1 136 
8 25/11 53/23 131/56 22/9 4/2 235 

11 5/3 39/20 148/74 6/3 2/1 200 
12 7/5 31/21 108/72 4/3 0/0 150 
13 6/3 29/17 125/73 12/7 5/3 172 
14 6/3 32/18 119/66 17/9 6/3 180 
15 8/5 27/18 99/65 8/5 2/1 152 
16 6/5 12/10 102/84 0/0 0/0 121 
17 5/3 20/13 122/80 5/3 0/0 152 
18 4/3 35/22 118/74 2/1 1/1 160 
19 14/7 30/15 139/69 14/7 4/2 201 
20 9/5 21/12 147/82 3/2 0/0 180 
21 16/8 25/13 149/75 8/4 2/1 200 
22 9/6 14/9 124/83 3/2 0/0 150 

 

 

 

 

 

 

ERBB2  
(17q12) 

 (RP11-62N23)b 

23 3/2 34/17 157/79 4/2 2/1 200 
a DB: Dados Brutos; b Hibridação dupla com sonda centromérica BA 746M1; c Média em porcentagem. 
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 A  Caso 7 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

Figura 16. Análise citogenética para sonda 
RP11-62N23/ERBB2. A) Metáfase normal 
obtida após cultura temporária de linfócitos 
do sangue periférico confirmando a
localização da sondas do gene ERBB2 no 
braço longo do cromossomo 17. B) Imagem 
da metáfase em DAPI reverso. C e D) 
Exemplos de núcleos interfásicos de casos 
de SMD infantil mostrando os dois sinais 
para região do gene.  

Caso 13 

D 

Caso 8 

C 

A 
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2.4. ANÁLISE COMPARATIVA 
 

Foi realizada uma análise comparativa dos resultados da FISH para todas as 

seqüências avaliadas. Deleções hemizigotas e homozigotas significativas para as 

sondas dos cromossomos 3 e 7, e do gene TP53 foi detectada simultaneamente em  

treze (Figura 17). Nos casos 12, 18, 19 e 20 a perda para cada seqüência foi 

observada em uma freqüência igual ou superior a 50% das células analisadas. 

 

 
Figura 17. Análise comparativa das perdas hemizigotas e homozigotas para as regiões avaliadas 
pela FISH. Não foram observados ganhos ou amplificações para estas seqüências em nenhum dos 
casos. Nos casos 12, 18, 19 e 20 foi observada deleções de 3p25.1, 7q22.3 e 17p13.1 em uma 
freqüência igual ou superior a 50% das células. 
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V- DISCUSSÃO  

 

A síndrome mielodisplásica infantil é extremamente rara compreendendo 

menos de 5% de todas as neoplasias hematológicas pediátricas malignas 

(Rytting, 2004). Embora integrante do grupo das neoplasias hematológicas, a 

SMD pediátrica difere das demais mielodisplasias clinicamente e quanto às 

anormalidades citogenéticas associadas às quais podem definir entidades 

biológicas específicas na SMD infantil (Hasle et al, 2004).  

A variedade de anormalidades cromossômicas envolvida na síndrome 

mielodisplásica reflete um cenário complexo de diferentes mecanismos 

moleculares que lidera a transformação maligna. A freqüente associação de 

deleções, inversões, translocações, trissomias e monossomias sugere a 

participação de oncogenes e genes supressores tumorais na patogenia e 

evolução desta doença hematológica (Steensma e List, 2005). Particularmente, 

nas SMD pediátricas são freqüentes deleções completas ou parciais do 

cromossomo 7, monossomia do 17, trissomia do 8 e perdas no braço longo do 

cromossomo 12 (Mitelman et al, 2006). 

A análise citogenética das células tumorais tem sido o ponto inicial para 

estudos moleculares que visam a identificação de genes envolvidos na 

patogênese de vários cânceres humanos. Desde a descrição do número de 

cromossomos como 46 (Tjio e Levan, 1956) e do desenvolvimento das técnicas 

de bandamento cromossômico na década de 70 (Scheres e Merkx, 1976), 

inúmeros relatos têm mostrado que alterações na dosagem gênica em nível 

cromossômico estão envolvidas em diferentes processos tumorais.  

O advento da técnica de hibridação in situ descrita, independentemente, 

por Pinkel et al. e Cremer et al. em 1986, permitiu o desenvolvimento de novas 

metodologias extremamente eficientes para triagem de rearranjos genéticos, 



Silveira, CGT                                                                                                                   Discussão 

 73

utilizando ferramentas da biologia molecular aplicadas à citogenética. 

Atualmente, é possível utilizar fluorocromos conjugados a nucleotídeos ou 

moléculas repórteres (como biotina-dUTP) por nick translation, random primers, 

PCR ou outras técnicas moleculares para marcar as sondas usadas para FISH. 

Por estas técnicas de marcação, tornou-se possível a utilização de núcleos 

interfásicos em pesquisas científicas, eliminando assim a necessidade da 

cultura de células para obtenção de metáfases. Assim, um maior número de 

células pode ser analisado, já que uma grande quantidade de núcleos 

interfásicos é encontrado nas preparações celulares acrescido ao fato da não 

necessidade de cultivo celular. A elevada sensibilidade, especificidade e 

rapidez destes procedimentos permitiram a sua utilização como adjuvante na 

identificação de anormalidades cromossômicas, localização de genes 

relacionados a tumores bem como a enumeração de cópias de genes ou 

cromossomos em neoplasias hematopóeticas (Yan et al, 2000; Romeo et al, 

2001). 

Nas duas últimas décadas, houve um aumento significativo do número 

de estudos sobre as alterações numéricas e estruturais presentes em tumores 

humanos (Nowell et al, 1998). Estes estudos têm proporcionado o 

conhecimento sobre os eventos que determinam o desenvolvimento das 

neoplasias, novos métodos para o diagnóstico e prevenção dos tumores 

(Humphrey et al, 1998) assim como permitido o delineamento de fármacos 

desenvolvidos a partir do reconhecimento de alterações genéticas específicas.  

As alterações citogenéticas podem ser consideradas marcadores 

eficazes tanto para diagnóstico quanto prognóstico de tumores malignos, uma 

vez que a recorrência dessas alterações pode ser indicativa de regiões chaves 

no desenvolvimento e progressão de vários tumores. As mielodisplasias são 
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altamente heterogêneas e há cada vez mais a necessidade de marcadores que 

permitam definir o subtipo clínico e que possam aperfeiçoar o tratamento dos 

pacientes, como indicadores prognósticos e preditivos. 

Neste estudo, as análises após bandamento GTG foram realizadas em 

22 casos e revelaram anormalidades cromossômicas clonais envolvendo 

principalmente os cromossomos 7 [del(7)(p12)],  12 [del(12p)], 17 [del(17p) e 

monossomia 17], 20 (monossomia 20) e aneussomia do Y.  Estes resultados 

são, em sua maioria, concordantes com dados da literatura. Pela FISH foi 

avaliado o número de cópias de regiões específicas dos cromossomos 3 

(3p25.1), 7 (7q22.3) e 17 (17p13.1 e 17q12)  em um total de 19 amostras de 

aspirado de medula óssea de portadores pediátricos de SMD  coincidentes 

com a localização de genes potencialmente relacionados a tumorigênese. 

Neste estudo, a análise da FISH em lâminas controles de indivíduos 

normais (sem câncer) revelou elevada eficiência de hibridação das sondas, 

indicando que estavam adequadas para a análise. A eficiência de hibridação de 

uma sonda é definida como a porcentagem de células com o número de sinais 

correspondentes a um padrão esperado (Devilee et al, 1988; Hopman et al, 

1988; Van Dekken et al, 1990; Dewald et al, 1996).  

A interpretação dos dados da FISH em núcleos interfásicos é 

dependente de análise estatística e apresenta vários problemas técnicos 

inerentes. A presença do sinal fluorescente é dependente da sonda, da 

acessibilidade ao alvo, das condições de hibridação e da estringência das 

lavagens pós-hibridação. Assim, não são raros achados de ganhos e perdas de 

sinais que refletem artefatos técnicos ou resultados falso-positivos. Desta 

forma, a precisão da análise é dependente do reconhecimento destes 
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problemas técnicos e da padronização adequada para os critérios de escores 

(Beatty et al, 2002).  

A investigação de deleções da região 3p25 pela metodologia da FISH foi 

realizada em 19 casos pediátricos de síndrome mielodisplásica. Preparações 

cromossômicas a partir de indivíduos normais (sem câncer ou história de 

câncer na família) revelaram que a perda de uma cópia de 3p25 foi de 2,7%. 

Considerando a média percentual ± dois desvios-padrão, foi observada perda 

significativa de uma cópia deste segmento cromossômico em 17 casos 

analisados (32% a 61% das células).  

As anormalidades citogenéticas envolvendo o cromossomo 3 são 

freqüentemente relatadas em mielodisplasias e incluem deleções e 

anormalidades estruturais complexas (Mhawech e Saleem, 2001).  

Johansson et al. (1997) relataram diferentes pontos de quebra das 

deleções no cromossomo 3 detectados em neoplasias hematológicas, incluindo 

SMD. Estas quebras ocorriam em regiões distais, sugerindo a existência de 

diferentes genes supressores tumorais neste segmento cromossômico. 

 Na presente investigação, foi verificada que a seqüência RP11-275J11  

mapeada em 3p25.1 contém ou está próxima a genes com características 

compatíveis à perda de função  (Figura 18).  Neste estudo, entre os 

dezessete casos de SMD com deleção de 3p25, quatorze eram portadores de 

anemia severa, seis casos apresentaram hepatoesplenomegalia e 

sangramentos espontâneos; dois desses casos foram a óbito pela doença em 

um período inferior a um ano (casos 8 e 11), e outros dois foram a óbito em um 

tempo médio de 25 meses (casos 9 e 23).   

 A região onde está mapeada a seqüência RP11-275J11 coincide com a 

localização dos genes RAF1 (v-raf-1 murine leukemia viral oncogene homolog 
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1), MKRN2 (Makorin, ring finger protein, 2) e TSEN2 (tRNA splicing 

endonuclease 2 homolog).  

 O proto-oncogene RAF1 codifica uma enzima pertencente à família das 

MAP quinases (MAP3K) a qual atua na via de ativação da proliferação celular 

mediada pela proteína RAS (Wu et al, 1996). Considerando sua função, este 

gene não foi considerado como um potencial candidato envolvido na SMD. 

 O MKRN2 codifica uma ribonucleoproteína que apresenta um domínio 

característico do tipo zinc finger (Gray et al, 2001). Entretanto, os processos 

biológicos nos quais esta proteína atua ainda não foram elucidados.  

O gene TSEN2 codifica uma subunidade da endonuclease responsável 

pela remoção de introns durante o processamento de tRNA, evento 

fundamental para o crescimento e divisão celular (Paushkin et al, 2004). Para o 

nosso conhecimento, não há relatos que associem a inativação destes genes 

com a carcinogênese. Este gene não pode ser descartado como um candidato 

a perdas na SMD. 

O gene PPARG está mapeado em 3p25.1, apenas a 0,024 Mb da 

seqüência RP11-275J11. Este gene codifica um receptor nuclear que está 

envolvido no controle da proliferação e diferenciação celular, e apoptose (Fajas 

et al, 2003).  

Inúmeros estudos têm demonstrado os efeitos anti-neoplásicos de 

PPARG em linhagens celulares derivadas de tumores sólidos e leucemias, 

associados com a inibição do ciclo celular e angiogênese, bem como na 

indução de apoptose (Wang et al, 2006). 

A promoção da parada do ciclo celular pela inibição da atividade das 

ciclinas dependentes de quinase (CDK) mediada por agonistas de PPARG foi 

verificada em várias linhagens celulares tumorais incluindo aquelas derivadas 
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de câncer pancreático (Toyota et al, 2002), tumores mamários (Yin et al, 2001), 

carcinomas de células não-pequenas de pulmão (Chang e Szabo, 2000) e 

câncer de bexiga (Guan et al, 1999).  

 

 

 
Figura 18. Mapa físico apresentando as regiões do cromossomo 3. Está apresentado o clone 

analisado neste estudo em verde, genes candidatos incluídos no clone em azul. Em vermelho, 

genes candidatos para perda de função. 

 

 

Guan et al. (1999) relataram que o tratamento com o agonista de PPAR, 

troglitazone, resultou no bloqueio do ciclo celular em G1 e na indução da 

apoptose em células T24 derivadas de câncer de bexiga. Os autores relataram 

também que estes eventos foram acompanhados pelo aumento de expressão 
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dos inibidores de CDKs, p21 e p16, e redução dos níveis de expressão da 

ciclina D1. Utilizando o mesmo fármaco, Sugimura et al. (1999) e Yin et al. 

(2001) demonstraram inibição da proliferação em células mielóides tumorais e 

derivadas de carcinoma mamário, respectivamente, na fase G1 do ciclo celular. 

Patel et al. (2001) verificaram, após análises de RT-PCR quantitativo 

(qRT-PCR), um aumento de expressão de PTEN (gene envolvido no 

checkpoint do ciclo celular e apoptose) em células de câncer colo retal (Caco2) 

e mamário (MCF7) tratadas com agonistas de PPARG. Em um outro estudo, 

utilizando citometria de fluxo, Shao et al. (2002) demonstraram que a ativação 

dos receptores PPARG resultou em efeitos anti-neoplásicos nas células do 

epitélio intestinal Ras-ativo, inibindo a atividade fosfatilinositol 3�-quinase e 

reduzindo a expressão das ciclina D1. 

Yamakawa-Karakida et al. (2002) descreveram que a ativação de 

receptores PPAR por ligantes naturais e/ou sintéticos levaram à inibição da 

proliferação de células hematopoéticas tumorais pela indução da apoptose 

mediada por ativação da caspase-3. 

Karger et al. (2005) detectaram, por qRT-PCR, que a expressão do 

transcrito de PPARG estava significativamente diminuída em amostras de 

carcinoma de tireóide quando comparados com amostras de tireóide normal ou 

com presença de nódulos benignos. Utilizando a mesma metodologia, Jung et 

al. (2005) relataram expressão significativamente diminuída de PPARG em dez 

amostras de carcinoma cervical quando comparado com amostras de tecido 

cervical normal. 

Mais recentemente, Bonofiglio et al. (2006), após análises de qRT-PCR, 

relataram inibição da proliferação celular e aumento da expressão de TP53 e 

p21 em linhagem celular de carcinoma mamário MCF7 tratadas com agonista 
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de PPARG. Esses achados sugerem que nestas células o bloqueio do ciclo 

celular pode estar associado à ativação transcricional do gene TP53. 

Considerando que a perda verificada neste estudo envolva um segmento 

cromossômico maior, outro importante gene candidato mapeado a 1,54 Mb de 

RP11-275J11 é o XPC. Este gene codifica uma fosfoproteína nuclear envolvida 

na via de reparo por excisão de nucleotídeos, da qual participa o gene TP53 

(Spatz et al, 2001; Wang et al, 2003).  

Utilizando linhagens de células progenitoras hematopoéticas de 

camundongos expostos ao benzeno por inalação, Faiola et al. (2004), após 

análises de qRT-PCR, relataram níveis aumentados de expressão de genes 

envolvidos no reparo de danos no DNA por NER, incluindo o XPC. Esses 

achados revelaram a importância desta via celular na capacidade de reparar de 

lesões no DNA em células hematopoéticas expostas a agentes genotóxicos.    

Em um estudo semelhante, Kuramoto et al. (2002), após análises de RT-

PCR, verificaram expressão diminuída de genes relacionados à via NER, 

incluindo o XPC, em 22/23 pacientes adultos com SMD expostos previamente 

à radiação atômica. Nesse grupo de casos com expressão alterada, 15 

apresentavam anormalidades cromossômicas após análises de bandamento 

GTG, sugerindo que defeitos no reparo a danos no DNA estão envolvidos na 

patogênese das mielodisplasias. 

Hollander et al. (2005), relataram que camundongos homozigotos para 

ausência do gene XPC desenvolveram múltiplos tumores de pulmão 

espontâneos com a minoria progredindo para adenocarcinoma de pulmão de 

células não-pequenas, ocasionalmente com metástase em linfonodos 

adjacentes. Segundo os autores, pelo fato da capacidade de reparo do DNA 

estar comprometida em células XPC+/-, é possível que a perda de um único 



Silveira, CGT                                                                                                                   Discussão 

 80

alelo deste gene no pulmão humano confira um fenótipo mutador. Associado a 

carcinógenos do cigarro, a diminuição do reparo a danos no DNA poderia 

resultar em mutações adicionais em genes como o TP53, que são alvos 

freqüentes em câncer de pulmão (Campling et al, 2003). 

Recentemente, Pinto et al. (2005) identificaram, após realização da 

metodologia de bandamento GTG, a presença da deleção de 3p25 como 

anormalidade clonal em células medulares de um paciente adulto com SMD 

cujas características clínicas envolviam citopenia severa e aplasia medular 

intensa, sugerindo que a perda deste segmento cromossômico é indicativa de 

pior prognóstico. 

 Nesta análise, todos os dezessete casos de SMD com deleção de 3p25 

também demonstraram perda significativa de uma cópia da seqüência RP11-

89D11, a qual abrange o gene TP53. Destes casos, quatorze apresentaram 

quadro clínico agressivo e quatro foram a óbito pela doença. 

Shali et al. (2006), após análises de bandamento GTG e Multicolor FISH, 

detectaram monossomia do 17 e deleção em 3p em um caso pediátrico de 

RAEB que evoluiu para LMA. Baseando-se neste achado e nos resultados 

obtidos em nosso estudo, é possível que a perda da região 3p25 esteja 

envolvida em neoplasias mielóides e que a presença desta alteração 

juntamente com a inativação de TP53 esteja associada a formas mais 

agressivas de SMD.  

 A identificação de mutações em TP53 em estágios precoces da SMD 

sugere que a perda de função deste gene está envolvida no desenvolvimento 

da doença. O TP53 encontra-se mapeado em 17p13.1 e a perda da função 

deste gene está freqüentemente associada com mutações e deleção de 17p. 

Soenen et al. (1998) e Kuribayashi et al. (2005) relataram que estas alterações 
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estão relacionadas com uma forma típica de SMD caracterizada por 

desgranulopoese combinada com hipolobulação pseudo-Pelger-Huet em 

neutrófilos. 

 A proteína codificada pelo gene supressor tumoral TP53 é o ponto chave 

dos processos de regulação do ciclo celular, manutenção da integridade do 

DNA e apoptose. Células com alterações em TP53 não reconhecem os sinais 

de inibição de crescimento e dessa forma podem propiciar o surgimento de 

instabilidade genômica e contribuir para a evolução de clones mutantes e 

progressão tumoral (Peters et al, 2001).  

Em vários tipos de neoplasias, e particularmente em leucemias e 

linfomas, a perda da função normal de TP53 ocorre durante o desenvolvimento 

tumoral e está associada a um curso clínico agressivo e a piores prognósticos 

(Kirsch e Kastan, 1998; Wallace-Brodeur e Lowe, 1999).  A inativação do gene 

TP53 é detectada em aproximadamente 15% dos casos de SMD primária e 

está relacionada preferencialmente a pacientes com estadio clínico avançado e 

cariotipicamente instável (Steensma e List, 2005). Em SMD infantil, não foi 

estabelecida a freqüência desta alteração.  

Quatro casos foram avaliados pela FISH utilizando a sonda DZ171 e 

apresentaram perda significativa de uma cópia de 17p13.1 (média de 57% das 

células). Com relação à sonda RP11-89D11, treze casos apresentaram perda 

hemizigota significativa desta região cromossômica em uma média de 51% das 

células.  

Em análise de microarrays, Ueda et al. (2003) correlacionaram os níveis 

de expressão gênica de 2304 genes entre amostras dos Balst Bank derivadas 

de 30 pacientes com SMD e voluntários saudáveis. Os resultados obtidos 

demonstraram expressão elevada de um grupo de genes em células de 



Silveira, CGT                                                                                                                   Discussão 

 82

pacientes com anemia refratária e indivíduos controles. Contudo, a expressão 

desses genes apresentava-se reduzida em pacientes com estágios mais 

avançados da doença. O produto de um destes genes compõe o complexo 

PIASy, uma ligase E3 associada à via de ubiquitinação celular e conhecida 

como SUMO, o qual constitui um potencial inibidor de transdução de sinal e 

ativador de transcrição (Liu et al, 2001). A redução do nível de expressão de 

PIASy pode contribuir para o crescimento dos blastos leucêmicos e progressão 

para estágios mais agressivos da SMD. Um dado interessante, é que a 

proteína SUMO é conjugada com uma variedade de proteínas, incluindo 

RanGAP1, PML, IκB-α e p53 apoiando a teoria de que a baixa expressão de 

PIASy resulta na não ativação da proteína p53 (Kahyo et al, 2001; Sachdev et 

al, 2001). Isto reforça a importância da perda de expressão de TP53 na SMD.  

Em outro estudo por análise de PCR-SSCP (Single Strand 

Conformational Polymorphism), Side et al. (2004) e três outros relatos prévios 

(Ben-Yehuda et al, 1996; Horiike et al, 1999; Christiansen et al, 2001) 

identificaram elevada prevalência de mutações no gene TP53 (27% - 38% de 

um total de 23 casos) em SMD-t em relação a outras neoplasias 

hematológicas. Uma série de experimentos em camundongos transgênicos Eµ-

MYC revelou o papel crucial do TP53 na modulação dos efeitos terapêuticos de 

agentes citotóxicos in vivo (Schmitt et al, 2000; Schmitt et al, 2001; Schmitt et 

al, 2002). Estes dados sugerem que a inativação deste gene pode estar 

associada a fenótipos quimioresistentes e prognósticos mais agressivos 

(Nakano et al, 1999; Stirewalt et al, 2001).  

Em um outro estudo, Watanabe et al. (2004) relataram, por análises 

citogenéticas e moleculares, a deleção de um dos alelos de TP53 em dois de 
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31 portadores de neoplasias hematológicas e mutação em ponto em cinco 

pacientes deste mesmo grupo amostral.  

Neste estudo, a perda de 17p foi um achado freqüente, presente em 

17/19 casos de SMD avaliados pela FISH, dentre os quais quatorze 

apresentaram anemia severa e seis hemorragias nas mucosas e 

hepatoesplenomegalia. Entre os quatorze casos com quadro clínico agressivo, 

dois foram a óbito pela doença em poucos meses, um foi a óbito por outra 

causa e outros dois continuam vivos com seguimento de 20 e 47 meses.   

Nakamura et al (2004), após avaliação por bandamento GTG e análises 

moleculares de aspirados de medula óssea de 24 pacientes portadores de 

neoplasias hematológicas mielóides, descreveram a predominância de 

mutações do gene TP53 em 4/23 casos com prognósticos agressivos e 

resistentes a quimioterápicos.  

Mais recentemente, Tsurusawa et al. (2005), utilizando a técnica de 

bandamento GTG, avaliaram o cariótipo de 36 casos pediátricos de SMD-t 

(média de idade 7,7) e identificaram monossomia do 17 em três pacientes. Em 

outro estudo, Barouk-Simonet et al. (2005) relataram a presença de deleção de 

um alelo de TP53 em 12/23 pacientes adultos com SMD após análises 

combinadas de M-FISH e FISH com a mesma sonda utilizada em nosso projeto 

(D17Z1). Destes doze pacientes, onze apresentavam cariótipos complexos e 

encontravam-se em estágios mais avançados da SMD (RAEB e RAEB-t). 

Andersen et al. (2005), também utilizando a técnica de M-FISH, identificaram 

em 11 dos 116 casos de SMD-t e LMA-t translocações não-balanceadas do 

cromossomo 17. Este rearranjo resultou na perda de segmentos de 17p em 10 

destes pacientes os quais apresentavam prognósticos intermediários. 
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Usando FISH, Sindelarova et al. (2005) relataram que em 34 dos 206 

casos de leucemia linfocítica crônica B, avaliados para região 17p13, foi 

identificada deleção do gene TP53 e todos os pacientes apresentavam 

sobrevida significativamente curta e resistência ao tratamento.  

Na análise da FISH para o gene TP53 realizada neste estudo, apenas o 

caso 6 não apresentou deleção hemizigota/homozigota significativa deste 

locus. Em nosso grupo amostral, este caso, que também não apresentou perda 

significativa em 3p25.1, é o único portador de SMD secundária a tratamento de 

tumor primário (neuroblastoma tipo IV) com agentes alquilantes e inibidores de 

topoisomerase II. Assim, é possível que diferentes vias metabólicas estejam 

alteradas em casos de SMDt. 

Inúmeros estudos têm associado o desenvolvimento de leucemias 

secundárias, incluindo SMD, com uso de agentes alquilantes e inibidores de 

topoisomerase II para o tratamento de doenças primárias (Pedersen-Biergaard 

et al, 1991; Winick et al, 1993; Horibe et al, 1993, Wierecky et al, 2005). Os 

agentes alquilantes são compostos reativos que transferem um grupo metil à 

molécula de DNA, causando a inibição da duplicação e transcrição. (Allan e 

Travis, 2005). Os inibidores de topoisomerases, por sua vez, induzem quebras 

de dupla fita no DNA e rearranjos de diversas seqüências gênicas (Richardson 

e Jasin, 2000). 

Em um estudo utilizando análises de LOH e seqüenciamento, Panizo et 

al. (2003) identificaram mutação em ponto no exón 7 do gene TP53 e ausência 

de perda alélica deste segmento em um caso adulto de SMD relacionada à 

terapia, alterações estas que não foram detectadas na amostra do tumor 

primário. Este paciente não apresentou alterações em 17p após análises de 

bandamento GTG.  
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Entre os casos com perda em 17p13.1 avaliados pela FISH, seis deles 

apresentaram, após análise de bandamento GTG, deleção em 17p como 

anormalidade clonal (casos 4, 7, 11, 12, 17 e 18). O caso 7 apresentou esta 

alteração nos dois tempos de cultura avaliados após banda GTG. Nestes seis 

casos, foi observada a perda significativa da sonda do gene TP53 em uma 

média de 59% das células. Outros dois casos em que não foi realizada a 

metodologia da FISH para esta seqüência também apresentaram monossomia 

17 e deleção em 17p pela análise citogenética clássica.  

Em três casos com perda de 17p pela FISH (casos 4, 7 e 8) e em seis 

casos com del(17p) após bandamento G (casos 1, 2, 3, 4, 7 e 12), foi 

observada a presença de mais de uma anormalidade cromossômica clonal. 

 A associação de perdas em 17p e inativação de TP53 com a presença 

de instabilidade cromossômica também foi relatada por Schoch et al. (2006). 

Esses autores verificaram que 53% dos 125 casos de LMA com perda de um 

alelo deste gene apresentavam inúmeras anormalidades citogenéticas clonais 

após análises de banda GTG e cariótipo espectral. Em um estudo anterior, 

Andersen et al. (2005) relataram a presença de cariótipo complexo em sete 

casos de LMA-t e SMD-t que apresentavam mutações na seqüência de TP53. 

Entre as inúmeras anormalidades descritas, alterações citogenéticas 

envolvendo o cromossomo 7, como a deleção completa ou parcial de 7q bem 

como a monossomia do 7 estão freqüentemente associadas a neoplasias 

mielóides (Shen et al, 2001).  O cromossomo 7 possui uma região eucromática 

de 153 milhões de pares de base que abriga 1.150 genes codificadores de 

proteínas, dentre as quais algumas são polimórficas para mutações que 

interferem na estrutura de leitura dos genes. Em adição, estão também 

mapeados nesse cromossomo 941 genes prováveis, supostamente 
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codificadores de outras proteínas que participam do ciclo celular (Hillier et al, 

2003). 

Monossomia do cromossomo 7 e deleções intersticiais em 7q são típicas 

de neoplasias mielóides e estão frequentemente associadas a cariótipos 

complexos nas SMD (Mecucci, 1998). A presença de perdas no cromossomo 7 

em leucemias mielóides sugere que essas alterações podem liderar a perda de 

genes importantes na regulação do crescimento e diferenciação de células 

mielóides (Maserati et al, 2004).  

Neste estudo, análise de bandamento GTG detectou a del(7)(q32) em 

um caso de SMD � RA (caso 4) e monossomia 7 no caso 17. O caso 4 também 

apresentou a del(17)(p12) em baixa freqüência após análise citogenética 

convencional.  Este paciente tem história de SMD há mais de 10 anos e 

continua em seguimento clínico.   

Utilizando análise após bandamento GTG, Brandwein et al. (1990) 

relataram que seis dos 14 casos de SMD pediátrica primária apresentavam 

monossomia 7. Em outro estudo semelhante, Rubin et al. (1991) detectaram a 

presença de mossomia 7 e deleções em 7q [del(7)(q31q36)] em quatro e dois 

casos, respectivamente, entre os oitos pacientes com SMD infantil relacionada 

à terapia com agentes alquilantes. Neste mesmo ano, utilizando análises de 

bandamento GTG e FISH com a sonda centromérica específica do 

cromossomo 7, Minelli et al. (2001) identificaram um caso pediátrico de anemia 

refratária com monossomia 7. 

Baseados em estudos de alelotipagem e bandamento G, foram 

delineados três loci distintos que estão frequentemente deletados em 

neoplasias mielóides: 7q22, 7q31.1 e 7q31.3 (Le Beau et al, 1996; Johnson e 



Silveira, CGT                                                                                                                   Discussão 

 87

Cotter, 1997). Em SMD, a perda de segmento genômico em 7q22 parece ser 

crítica (Johnson et al, 1996). 

Nesta investigação, a avaliação de perdas em 7q22.3 pela FISH foi 

realizada em 17 casos; 16 apresentaram perda hemizigota significativa em 

mais de 30% das células.  

Baseados em análises de hibridação genômica comparativa (CGH) e 

FISH, de Babicz et al. (2005) identificaram a perda do cromossomo 7 em 3/9 

casos pediátricos de LMA e SMD (1 LMA e 2 SMD). Em um estudo mais 

recente, Babicka et al. (2006), combinando os dados obtidos após a aplicação 

de citogenética convencional, FISH e bandamento multicolorido, relataram que 

alterações no cromossomo 7 estavam presentes em 12 dos 311 casos de SMD 

e LMA avaliados, sendo que cinco deles (4 LMA e 1 SMD) eram portadores de 

monossomia e outros quatro (3 LMA e 1 SMD) apresentavam rearranjos ou 

perdas em 7q31. 

Em um estudo prévio, Liang et al. (1998), utilizando mais de 20 

marcadores de microssatélites correspondentes ao intervalo 7q22-7q31 em 

células normais e neoplásicas de pacientes com LMA, detectaram perda 

alélica, na maioria dos casos, para todos os loci avaliados. Entretanto, três 

casos apresentaram perda de três regiões distintas indicando a possibilidade 

de que genes supressores tumorais localizados em 7q atuam independentes 

ou em cooperação. 

Em nosso estudo, o caso 6, portador de SMD relacionada à terapia com 

agentes alquilantes e inibidores de topoisomerase II, também apresentou perda 

homozigota e heterozigota significativa de 7q22.3 em 51% das células 

avaliadas. 
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As leucemias, incluindo as SMD, relacionadas à terapia com agentes 

alquilantes têm sido freqüentemente associadas com monossomia 7 e 

deleções em 7q (Rowley et al, 1977, 1981; Pedersen-Bjergaard et al, 1981; Le 

Beau et al, 1986; Johansson et al, 1991). 

Após análise de bandamento GTG, Smith et al. (2003) relataram 

anormalidades envolvendo o cromossomo 7 em 85/306 casos adultos e 

pediátricos de SMD e LMA relacionadas à terapia com agentes alquilantes e 

inibidores de topoisomerase II. Em um estudo semelhante, Andersen et al. 

(2005), após análise combinada de banda GTG e M-FISH identificaram 

deleções em 7q em nove casos adultos de SMD e LMA relacionadas ao 

mesmo tipo de terapia. Em um estudo com SMD-t infantil já citado 

anteriormente, Tsurusawa et al. (2006) também verificaram a presença de 

anormalidades envolvendo o cromossomo 7 em 41% dos pacientes avaliados 

por banda G, sendo que oito desses casos eram portadores de monossomia do 

7 e 12 outros apresentavam perda em 7q (três casos com del(7q) e nove com 

rearranjos não-balanceados). Estes achados sugerem que a perda desta 

região cromossômica é bastante relevante na tumorigênese destes tipos de 

neoplasias. 

Para análise desta região foi selecionada a seqüência RP11-46J20, a 

qual contém ou está próxima a genes que apresentam funções compatíveis 

com supressão tumoral (Figura 19). 
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Figura 19. Mapa físico apresentando as regiões do cromossomo 7. Está apresentado o clone 

em verde, genes contidos ou próximos ao clone em azul. Em vermelho, genes candidatos para 

perda de função. 

 

 

Análises in silico demonstraram que a região onde está mapeada a 

seqüência RP11-46J20 contém os genes SLC26A4 (pendrin), DUS4L 

(Dihydrouridine synthase 4-like) e BCAP29 (B-cell receptor-associated protein 

29).  

A proteína codificada pelo DUS4L apresenta uma atividade 

oxidoredutase e atua no processamento de tRNA. O gene BCAP29 codifica 

uma proteína integrante da membrana celular e do complexo de Golgi 

responsável pelo transporte de partículas e pela regulação da secreção de 

imunoglobulinas (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/OMIM). Para o nosso 

conhecimento, não há relatos associando deficiências nestes genes com o 

processo tumoral. 



Silveira, CGT                                                                                                                   Discussão 

 90

O gene SLC26A4 é rico em ilhas CpG e pertence a um grupo de genes 

altamente conservados (SLC26) cuja função está associada ao 

desenvolvimento do esqueleto (Hastbacka et al, 1994), síntese do hormônio da 

tireóide (Everett et al, 1997), transporte iônico transepitelial (Hoglund et al, 

1996; Knauf et al, 2001; Xie et al, 2002), excreção e secreção de bicarbonato 

(Royaux et al, 2001; Ko et al, 2002). O SLC26A4 foi caracterizado durante o 

seqüenciamento do cromossomo 7 e alguns estudos têm demonstrado que 

deleções e/ou mutações neste gene estão associados à Síndrome de Pendred, 

uma doença autossômica recessiva caracterizada pelo desenvolvimento de 

bócio e perda da capacidade auditiva (Reardon et al, 2000). 

Devido à importância do gene SCL26A4 no metabolismo da tireóide, 

Xing et al. (2003) avaliaram, por estudos de metilação e qRT-PCR, o padrão de 

expressão deste gene em tumores primários de tireóide e detectaram que o 

gene estava hipermetilado e com expressão diminuída em 44% das amostras 

de adenomas benignos, 46% e 71% dos casos de tumores tireoideanos 

foliculares e papilíferos, respectivamente, e em 71% dos tumores do tipo 

anaplásicos. Mais recentemente, Wang et al. (2005), usando análises de ChIP-

on-chip, verificaram que o gene SCL26A4 estava hipermetilado em linhagens 

de células derivadas de tumores de próstata. Esses achados são indicativos de 

que a inativação de SCL26A4 pode ser um evento importante na tumorigênese. 

A glicoproteína transmembrana SLC26A3 é muito semelhante a 

SLC26A4, apresentando 44% de identidade e 60% de similaridade (Mount e 

Romero, 2004). A seqüência codificadora desta proteína (SLC26A3 ou DRA � 

Solute carrier family 26, member 3) está localizada a 0,04 Mb da sonda 

utilizada neste estudo e tem como principal função facilitar o transporte de 

ânions. A expressão de SLC26A3 é predominantemente observada no 
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duodeno e cólon normal (Yang et al, 1998; Jacob et al, 2002). Outras áreas de 

expressão incluem vesícula seminal intraprostática, túbulos proximais dos rins 

e glândulas sudoríparas (Haila et al, 2000).  

O SLC26A3 tem sido caracterizado como um potencial gene supressor 

tumoral cuja expressão estava diminuída ou ausente em adenomas e 

adenocarcinomas de cólon (Schweinfest et al, 1993; Byeon et al, 1996; Antalis 

et al, 1998). Recentemente, Chapman et al. (2002) transfectaram vetores de 

SLC26A3 em várias linhagens celulares tumorais (DLD-1, HT-29, HCT-15, 

SW837, SW480, MCF-7, NIH3T3, CaSki e HeLa) e verificaram inibição da 

proliferação dessas células em cultura e a diminuição do número de colônias 

resistentes à droga. Entretanto, o papel de SCL26A3 na regulação do ciclo 

celular não está completamente elucidado. 

Outro importante gene é o COG5 (component of oligomeric golgi 

complex 5). A posição deste gene coincide com a localização da sonda usada 

em nosso estudo e codifica um componente do complexo multiprotéico 

localizado na membrana do complexo de Golgi (conserved oligomeric Golgi � 

COG), o qual é responsável pelo transporte intracelular e metabolização de 

glicoproteínas (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/gene). Contudo, nenhum 

estudo tem relacionado alterações neste gene com o desenvolvimento de 

neoplasias.   

O gene LAMB1 (Laminin beta 1) pertence à família das lamininas, 

glicoproteínas da matriz extracelular, e são os principais constituintes da 

estrutura da membrana celular. As lamininas estão envolvidas em uma 

variedade de processos biológicos incluindo adesão celular, diferenciação, 

migração, angiogênese e metástase (Gonzales et al, 2001; Li et al, 2003). 

Particularmente, o LAMB1, localizado a 0,2 Mb da sonda, é expresso em vários 
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tipos de tecidos e tem sido associado com interação celular (Fujiwara et al, 

2004). 

Embora alguns estudos correlacionem níveis aumentados de LAMB1 

com a progressão tumoral (Fujita et al, 2005; Ljubimova et al, 2006), Saito et al. 

(2005) relataram que em 5/21 casos de leiomioma uterino com desequilíbrio 

alélico do cromossomo 7 apresentaram expressão diminuída deste gene após 

análises de qRT-PCR. 

 A aproximadamente 0,34 Mb da sonda está mapeado o gene HBP1 

(HMG-box transcription factor 1), um importante repressor transcricional de 

uma variedade de proto-oncogenes, incluindo o NMYC e RB (Tevosian et al, 

1997). O HBP1 é um inibidor do ciclo celular, regulando a progressão na fase 

G1 como também a diferenciação celular em vários tipos de tecido (Shih et al, 

1998; 2001; Sampson et al, 2001). 

Yao et al. (2005) avaliaram os efeitos ectópicos da expressão 

aumentada de HBP1 em linhagens de células mieloblásticas in vitro e 

observaram redução da proliferação celular e formação de colônia, retardo da 

progressão na fase S do ciclo, diminuição da expressão das ciclinas D1 e D3,  

e aumento no nível de transcritos de p21. Também foi observada indução de 

apoptose e diferenciação celular. O aumento de expressão de HBP1 modulou 

os níveis de fatores de transcrição mielóides específicos (C/EBPχ, c-MYB, c-

MYC e JUNB) e linhagens específicas (PU.1, GATA-1 e RUNX1). Esses 

achados sugerem que o gene HBP1 atua como supressor tumoral e indutor de 

diferenciação celular em células mielóides. 

O gene PIK3CG (fosfoinositidil-3-quinase), mapeia-se próximo à região 

em estudo (0,37 Mb) e codifica uma enzima a qual modula a sinalização 

extracelular nos processos de adesão célula-célula mediados pela E-caderina, 
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importante para manutenção da integridade estrutural e funcional do epitélio 

(Kratz et al, 2002). Contudo, nenhum estudo tem relacionado à perda de 

função deste gene com o desenvolvimento de neoplasias.   

 Recentemente, Liang et al. (2005) avaliaram um caso de LMA com 

monossomia do 7 e deleções não contínuas utilizando um grupo distinto de 

marcadores microssatélites para regiões críticas em 7q, e definiram um novo 

ponto de quebra em 7q31.1-q31.2. Baseados em dados do sequenciamento do 

cromossomo 7, sugeriram que o supressor tumoral DOCK4 seria um potencial 

gene candidato localizado neste intervalo. Este gene codifica uma proteína 

ativadora de GTPase e está freqüentemente deletado em tumores sólidos 

agressivos. 

 A perda total ou parcial do cromossomo 7 e 7q em SMD estão 

associadas a piores prognósticos, com baixa sobrevida e progressão para 

leucemia (Morel et al, 1993; Bernasconi et al, 1994; Fenaux et al, 1996; Velloso 

et al, 1996). Bernasconi et al. (2005) avaliaram 331 casos de SMD de novo e 

confirmaram prognósticos desfavoráveis e baixa sobrevida em 36 pacientes 

com deleções em 7q e monossomia do 7. Knipp et al. (2005), após análises de 

banda G, relataram que 7/14 casos adultos de SMD-t portadores de 

anormalidades no cromossomo 7 (cinco casos com -7 e dois casos com 

deleção de 7q22) e diagnosticados em estágios mais avançados da doença 

(RAEB e CMML) evoluíram para leucemia.  

 Em nosso estudo, dentre os dezessete casos avaliados pela FISH em 

7q22.3, cinco casos apresentaram quadro clínico agressivo caracterizado por 

hepatoesplenomegalia, onze casos com anemia severa, e quatro (8, 9, 11 e 23) 

foram a óbito pela doença.  
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Considerando os 19 casos analisados para as sondas mapeadas em 

3p25.1 e 17p13.1 e os 17 casos avaliados para a seqüência do cromossomo 7, 

pode-se verificar uma significativa freqüência de células normais. Para a sonda 

RP11-275J11, sete casos mostravam mais de 50% de células normais; para a 

sonda RP11-46J20 foram seis casos e para a seqüência do TP53 foram três 

casos. Nestes casos com alta freqüência de células normais, foram observadas 

perdas homozigota e heterozigota significativas em seis casos para sonda do 

cromossomo 3, quatro casos para a sonda do cromossomo 7 e em dois casos 

para seqüência do gene TP53. Estes resultados revelam que as alterações 

envolvendo perdas para todas as sondas testadas estavam presentes em 

subpopulações celulares. A presença de alta freqüência de células com o 

padrão de hibridação esperado para dissomia pode revelar contaminação com 

células normais, não tumorais, ou um padrão normal para as seqüências 

estudadas. A análise por bandamento GTG também revelou a presença de 

subpopulações celulares com cariótipos normais (46 cromossomos) em todos 

os casos. As preparações celulares utilizadas nas análises de bandamento 

GTG e da FISH são obtidas após cultura celular e podem ser selecionadas 

populações celulares específicas. Em adição, a separação de células não 

tumorais após cultivo in vitro ainda é um problema sem solução.  

Amplificações no braço longo do cromossomo 17 envolvendo o gene 

ERBB2 foram descritas em vários tipos de tumores sólidos e estão 

particularmente associados a prognósticos agressivos no câncer de mama 

(Wang e Hung, 2001). Níveis aumentados de expressão de ERBB2 não são 

eventos comuns em neoplasias hematológicas e estão associados à doença 

agressiva e prognóstico desfavorável em SMD. 



Silveira, CGT                                                                                                                   Discussão 

 95

Neste estudo, dezesseis casos foram avaliados para a região 17q12 

pela FISH e a presença de três ou mais sinais não foi significativa sendo 

observada em aproximadamente 5% das células. 

No fim da década de 80, Fukushige et al. (1986) e Kaneko et al. (1987) 

identificaram a existência de um ponto de quebra na região 17q12 envolvendo 

o gene ERBB2/HER2 em casos de leucemia promielocítica aguda. Em outro 

estudo, Bühring et al. (1995), utilizando técnicas de imunofluorescência e 

citometria de fluxo, compararam a expressão de HER2 em células 

hematopoéticas de indivíduos saudáveis e em blastos anormais de portadores 

de leucemia linfocítica aguda (LLA) e crônica (LLC), LMA e leucemia mielóide 

crônica (LMC) e verificaram aumento dessa expressão em 2/15 pacientes 

pediátricos e em 10/21 pacientes adultos com LLA.  

Potti et al. (2001) também identificaram aumento de expressão da 

proteína HER2 em 9/14 pacientes adultos não-fumantes que apresentavam 

LLC de prognóstico desfavorável e carcinoma pulmonar agressivo. No ano 

seguinte, esse mesmo grupo de pesquisa, utilizando metodologia similar, 

mostrou expressão aumentada desta proteína em 12,9% dos 31 casos de 

mieloma múltiplo avaliados.  

Martin-Subero et al. (2001) relataram amplificação no cromossomo 17q 

em um paciente adulto inicialmente com SMD e que evoluiu para LMA. No 

mesmo ano, Morerio et al. (2001) descreveram um caso pediátrico de SMD 

com t(9;11)(p12;q23) ao diagnóstico, que progrediu para LMA extremamente 

agressiva como conseqüência da evolução clonal da doença a qual resultou no 

surgimento de células mutantes quimioresistentes e portadoras de trissomia 

17q21-qter. 
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Müller et al. (2003) avaliaram a expressão de HER2 em blastos 

primários de pacientes de LLA utilizando anticorpos monoclonais específicos e 

verificaram que cinco dos 33 casos apresentavam expressão elevada deste 

gene. Interessantemente, todos os cinco pacientes apresentavam prognósticos 

agressivos e resistência a terapias. Usando a técnica da FISH, Chevallier et al. 

(2004) também verificaram ganhos de seqüências de ERBB2 em 15/100 casos 

de LLA adultos (31%) e pediátricos (3,4%), os quais eram resistentes à terapia. 

Mais recentemente, Martínez-Ramírez et al. (2005) detectaram pela 

CGH e confirmaram pela FISH amplificações do gene ERBB2 em 35% dos 37 

pacientes adultos com SMD os quais apresentavam cariótipos complexos pela 

análise citogenética convencional.  

Em nosso estudo, os dezesseis casos avaliados pela análise da FISH 

com a sonda RP11-62N23 não apresentaram amplificação significativa do 

braço longo do cromossomo 17. 

Padrão normal no número de seqüências de ERBB2 também foram 

relatados por Musolino et al. (2005) nos quarenta casos de LLC avaliados pela 

metodologia da FISH com sonda locus-específica desse gene. Recentemente, 

Lee et al. (2006) verificaram a ausência de mutações na seqüência deste gene 

em amostras de DNA extraídas de 143 casos de LMA após PCR-SSCP e 

seqüenciamento.  

A presença de deleções no braço curto do cromossomo 12 é 

extremamente comum e heterogênea em neoplasias hematológicas e, 

particularmente, estão envolvidas em cerca de 5% dos casos de SMD, mais 

freqüentemente em RAEB, RAEB-t e CMML. Nas SMD de novo, deleções 

intersticiais de 12p ocorrem isoladamente, ao contrário das SMD secundárias, 
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em que perda deste segmento cromossômico resulta de translocações não-

balanceadas (Mecucci, 1998).  

No presente estudo, a análise cariotípica por bandamento GTG 

identificou dois pacientes com deleções clonais da região 12p13 (casos 1 e 3).  

No caso 1, SMD-RA, a del(12)(p13) foi observada em três culturas de medula 

óssea obtidas em diferentes tempos. A paciente foi a óbito pela doença após 

12 anos do diagnóstico e apresentava um cariótipo complexo. O caso 3, SMD-

RAEB, apresentou a deleção 12p outras alterações estruturais clonais em 

baixa freqüência e foi a óbito pela doença em 9 meses. 

  As deleções em 12p envolvem pontos de quebra em regiões próximas a 

12p13, e resultam na perda dos genes localizados entre as bandas p11 e p13, 

tais como TEL e KIP1, que apresentam propriedades de supressores tumorais. 

O gene TEL, localizado em 12p13, é membro da família de fatores de 

transcrição e codifica proteínas que são responsáveis pela regulação negativa 

do processo transcricional. O gene KIP1, mapeado nesta mesma região, é 

responsável pela codificação da proteína p27, a qual atua como inibidora de 

quinases ciclina-dependentes, participando significativamente no processo de 

checkpoints do ciclo celular e no controle da proliferação celular. 

 A caracterização molecular utilizando a técnica da FISH demonstra que 

o gene ETV6 e o gene inibidor da enzima quinase dependente de ciclina G1 

(CDKN1B) estão situados em regiões comumente deletadas peculiares a 

neoplasias hematológicas com del(12p) (Hoglund et al, 1996).  

 Utilizando um conjunto de sondas específicas do cromossomo 12 para 

aplicação da FISH, Wlodarska et al. (1996) detectaram perda de 12p em 22 

casos portadores de diferentes doenças hematológicas. Um caso era pediátrico 

e portador de SMD-RAEB-t. Solè et al. (2000) relataram que 26 de 640 casos 
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de SMD primária apresentavam deleções em 12p e a presença desta alteração 

estava correlacionada a prognósticos favoráveis. Em contrapartida, Bernasconi 

et al. (2005) identificaram esta alteração em 11 dos 331 casos de SMD de 

novo, os quais apresentavam curso clínico agressivo e baixa sobrevida. Em 

outro estudo, Van Limbergen et al. (2002) detectaram, pela FISH, deleção de 

um alelo de ETV6 nos 5/36 casos adultos de SMD e LMA (3 SMD e 2 LMA) 

portadores de rearranjos envolvendo 12p13. 

 Evidências acumuladas sugerem que deleções ou mutações em 12p13 

ou em regiões próximas podem causar o comprometimento funcional desses 

genes, promovendo o processo carcinogênico (Hayashi et al, 1996). 

A perda do cromossomo 20 foi detectada como anormalidade clonal em 

cinco casos avaliados após banda GTG (casos 1-cultura I, 8, 10 e 12). Para 

nosso conhecimento e consultando o banco de dados de Mitelman et al. 

(2006), não há relatos de monossomia 20 em casos de SMD pediátrico. 

Alterações no cromossomo 20 são freqüentes em doenças 

hematopoéticas mielóides, sendo raramente observada em neoplasias linfóides 

(Mitelman et al, 1997). Particularmente, as deleções em 20q são mais 

freqüentes que a monossomia 20 e estão presentes em aproximadamente 4% 

dos casos de SMD, sendo geralmente associadas a bom prognóstico (Fenaux 

et al, 1996).  

Hasle et al. (1995) relataram um caso pediátrico de SMD-RAEB-t que 

apresentava deleção em 20q11 após análise de bandamento G. 

Recentemente, Trost et al. (2006) relataram a presença de monossomia 20 em 

um caso de SMD (1/17 casos) e em um caso de LMA (1/3 casos) após análises 

de cariótipo espectral. Em um estudo semelhante, Shali et al. (2006) 

identificaram deleção de 20q em 5% dos 43 casos de SMD-t e LMA-t avaliados. 
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 Entre os quatro casos identificados com monossomia 20 neste estudo, 

três foram classificados como subtipo RAEB ao diagnóstico; um caso (12) 

evoluiu do subtipo RARS para RAEB após 15 meses do diagnóstico. Os casos 

1 e 8 foram a óbito pela doença. 

 A importância prognóstica das deleções no cromossomo 20 não está 

completamente esclarecida. Alguns estudos sugerem que portadores de SMD 

com deleção em 20q apresentam bons prognósticos (Greenberg et al, 1997), 

condição esta que não foi confirmada por outros autores (Campbell e Garson, 

1994). Brezinova et al. (2005) relataram que os casos adultos de SMD com 

20q- e alterações cromossômicas adicionais apresentavam uma menor 

sobrevida em relação aos portadores de deleção 20q como única anormalidade 

citogenética. Nos quatro casos com monossomia 20 do nosso estudo, todos 

apresentavam alterações cromossômicas adicionais. 

No presente estudo, a análise de bandamento GTG identificou a perda 

do cromossomo Y como anormalidade clonal no caso 5. Contudo, o significado 

dessa anormalidade citogenética ainda é objeto de controvérsias.  

Alguns estudos sugerem que a perda do Y não está envolvida na 

patogênese de neoplasias hematológicas, pelo fato de que casos de síndrome 

mielodisplásica com essa alteração apresentam prognósticos brandos e 

expectativa de vida elevada. Concomitantemente, outras pesquisas 

demonstram associações consistentes entre a perda desse cromossomo com 

cursos clínicos agressivos e prognósticos intermediários (Wiktor et al, 2000).  

Recentemente, Babicz et al. (2005), utilizando CGH e FISH, 

identificaram a perda do cromossomo Y em um caso pediátrico com estágio 

avançado de LMA.  
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Neste estudo, esta correlação foi observada no caso 5, com perda do 

cromossomo Y, uma vez que o paciente apresentava quadro clínico agressivo 

caracterizado por hepatoesplenomegalia e anemia severa. Neste paciente 

houve perda de seguimento clínico.   

Em nosso estudo, outras anormalidades cromossômicas foram 

observadas em menor freqüência entre os 22 casos avaliados após 

bandamento GTG e incluíam deleções nos cromossomos 4, 9 e 11, 

monossomias 10, 13, 15, 18, 19, 20, 21, e 22, trissomias 6 e 8, cromossomos 

derivativos cromossomos X, 22 e 9 e inversão no cromossomo Y. Para nosso 

conhecimento, essas alterações citogenéticas não têm sido freqüentemente 

relatadas em SMD pediátrica, excetuando-se a deleção em 11q, identificada 

neste estudo como única anormalidade clonal no caso 13. 

Baseados nos banco de dados de Mitelman et al. (2006), apenas quatro 

casos pediátricos foram descritos com deleção em 11q até o presente. 

Anormalidades envolvendo o braço longo do cromossomo 11 são 

freqüentemente observadas em neoplasias mielóides e apresentam um ponto 

de quebra comum em 11q23. As deleções desta região, na qual se mapeia o 

gene MLL (mixed-lineage leukemia), estão presentes em 5% dos casos de 

SMD e, freqüentemente, estão acompanhadas por anormalidades 

cromossômicas adicionais e pior prognóstico (Panani e Roussos, 2006). Neste 

estudo, entretanto, del(11)(q23) foi observada como única alteração 

cromossômica em duas metáfases do caso 13, o qual estava classificado com 

RA ao diagnóstico e evoluiu para RAEB em menos de um ano. 

Deleções de 11q23 como única anormalidade cromossômica têm sido 

descritas em um pequeno número de casos de neoplasias mielóides (Mitelman 

et al, 2006). Somente 15 casos de SMD foram relatados na literatura até o 
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momento (Hyder et al, 1978; Raskind et al, 1984; Pedersen e Kerndrup, 1986; 

Taniwaki et al, 1987; Cuneo et al, 1989; Ohyashiki et al, 1993; Harbott et al, 

1998; de Souza Fernandez et al, 2000). Todos os pacientes faziam parte de 

estudos amplos e a descrição clínica era limitada. Três dos pacientes estavam 

classificados com RA, quatro eram RARS, outros quatro pertenciam ao subtipo 

RAEB-t, dois eram portadores de CMML e em dois a SMD não foi 

categorizada. Particularmente, no estudo de Souza Fernandez et al. (2000), 

dois dos quatro casos com del(11)(q23) eram pediátricos e estavam 

classificados como RAEB. 

A existência de cariótipos normais tem sido amplamente descrita em 

portadores de SMD avaliados por metodologias convencionais. De fato, em 40-

60% das SMD primárias e em 20% das SMD-t não são detectadas 

anormalidades cromossômicas ao diagnóstico (Catenacci e Schiller, 2005).  

Neste estudo, cinco casos de SMD (casos 9, 19, 15, 20 e 21) 

apresentaram cariótipos normais na maioria das metáfases analisadas após 

bandamento GTG. Pela FISH, a perda significativa das seqüências dos 

cromossomos 3 e 7 e do gene TP53 foi observada em quatro casos. Em dois 

casos (19 e 20) a perda das três seqüências avaliadas foi detectada em mais 

de 50% das células. No caso 15 esta alteração foi observada somente para as 

sondas de 3p25.1 e do gene TP53. Dentre estes casos, três estão classificados 

com RA (casos 9, 19 e 21), o caso 15 pertence ao subtipo RAEB e o caso 20 a 

SMD não foi categorizada. O caso 9 foi a óbito em um período de 30 meses 

após o diagnóstico e o caso 15 continuava em seguimento. Nos outros três 

casos houve perda de seguimento clínico. 

O padrão citogenético normal é indicativo de bom prognóstico e baixo 

risco de progressão para LMA conforme os critérios propostos pelo IPSS. 
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Contudo, a maioria dos pacientes cariotipicamente normais após análise por 

citogenética clássica apresenta-se bastante heterogêneo quanto ao curso 

clínico da doença e prognóstico final (Sole et al, 2000).   

Dessa forma, a detecção deste perfil citogenético ao diagnóstico pode 

ser atribuída a estágios iniciais pré-malignos da SMD e/ou a limitações das 

técnicas convencionais na identificação anormalidades cromossômicas 

complexas (Catenacci e Schiller, 2005). 

Uma variedade de estudos aponta a importância de investigações 

citogenéticas moleculares mais sensíveis em pacientes com cariótipos normais 

por métodos clássicos. Rigolin et al. (2001) e Romeo et al. (2002) relataram a 

presença de anormalidades cromossômicas após análises moleculares em 

17,8 e 29,6% dos pacientes, respectivamente, os quais se apresentavam 

cariotipicamente normais pela citogenética convencional.  

Ketterling et al. (2002) avaliaram 32 portadores de SMD com cariótipo 

normal após bandamento G, e em posterior análise pela FISH, verificaram que 

um desses casos apresentava alteração citogenética. 

Em outro estudo, Bernasconi et al. (2003), utilizando técnicas de 

hibridação in situ fluorescente, identificaram a presença de alterações 

cromossômicas clonais em 15% dos 18 pacientes portadores de cariótipos 

normais avaliados por citogenética clássica. Mais recentemente, Breccia et al. 

(2005) realizaram estudo semelhante e relataram anormalidades citogenéticas 

pela análise da FISH em 63/98 pacientes com SMD e cariótipos normais após 

bandamento GTG.  

Bennett et al. (2005) relataram que 58% dos 98 casos diagnosticados 

com ausência de anormalidades citogenéticas por banda G apresentavam 

curso clínico heterogêneo e prognósticos de intermediário a agressivo, 
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discordando com o perfil clínico de bom prognóstico proposto pelo critério do 

IPSS em pacientes com cariótipo normal.  

Em um estudo recente de Yilmaz et al. (2005), 80,8% dos 26 casos de 

SMD-t adulta avaliados após bandamento GTG apresentavam cariótipos 

normais e, portanto, foram classificados no grupo de bom prognóstico. 

Entretanto, esses autores detectaram, pela FISH, uma freqüência significativa 

de perdas nos cromossomos 5 e 7 em nove deste pacientes, três dos quais 

evoluíram posteriormente para leucemia. 

A análise comparativa entre as alterações nas quatro sondas avaliadas 

pela FISH demonstrou a presença de perda homozigota ou heterozigota 

significativa para as seqüências dos cromossomos 3 e 7 e do gene TP53 em 

13 casos. Entre esses casos, os pacientes 9 (SMD-RA) e 23 (SMD-CMML) 

foram a óbito em um período de 31 meses e 19 meses, respectivamente, 

mesmo após transplante de medula óssea e tratamento quimioterápico. No 

caso 13 a doença evoluiu de RA para RAEB em um período de 15 meses. Em 

quatro casos (12, 18, 19 e 20) as alterações para estas três seqüências foram 

verificadas em mais de 50% das células avaliadas. Nos casos 18 (SMD-RA), 

19 e 20 (SMD não categorizada) não foi possível avaliar a evolução clínica pois 

houve perda de seguimento clínico. O caso 12, por sua vez, evoluiu do subtipo 

RA para RAEB em um período inferior a um ano. Entre os 17 casos com perda 

significativa para as seqüências do cromossomo 3 e TP53, um caso (caso 8 - 

RAEB) apresentava sinais clínicos agressivos caracterizado por 

hepatoesplenomegalia e anemia severa e foi a óbito em um período inferior a 

um ano. Esses achados podem sugerir que a perda significativa da região 

3p25.1 e do gene TP53 estão preferencialmente associadas a doença 

agressiva e risco elevado de progressão tumoral. 
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As análises citogenéticas são cruciais para o diagnóstico e na avaliação 

prognóstica de pacientes com SMD embora, apresentem limitações. De fato, a 

interpretação de cariótipos na análise cromossômica convencional pode ser 

complexa devido ao pequeno número de metáfases nas preparações celulares, 

sobreposições cromossômicas, baixa sensibilidade do bandamento 

cromossômico na identificação de alterações complexas, pequenas inserções e 

deleções. Apesar da elevada sensibilidade para detecção de microdeleções e 

rearranjos de pequenas regiões cromossômicas, a técnica de FISH, por sua 

vez, é um procedimento limitado para dois a três cromossomos por análise 

além de requerer amplo conhecimento do segmento cromossômico de 

interesse para seleção de sondas apropriadas (Steensma e List, 2005).  

Esses achados demonstram a importância das técnicas de citogenética 

molecular como adjuvante dos métodos convencionais, principalmente nos 

casos em que bandamento GTG detectar padrão cromossômico normal. Essa 

correlação foi observada em todos os casos, nos quais identificamos padrão 

cromossômico normal utilizando citogenética clássica e perda significativa para 

as seqüências dos cromossomos 3, 7 e 17p avaliadas pela metodologia de 

FISH. 

Entretanto, o uso da citogenética convencional faz-se também muito 

importante no diagnóstico e estudo de doenças hematológicas uma vez que 

permite a análise de todos os cromossomos num único experimento, a 

avaliação da heterogeneidade tumoral e a identificação de anormalidades 

cromossômicas menos freqüentes, mas que podem podem ser cruciais para o 

desenvolvimento tumoral. A FISH é uma ferramenta bastante útil para 

confirmar e revelar detalhes de resultados citogenéticos (Yilmaz et al, 2005). 

Nossos resultados indicam que quando aplicadas simultaneamente, a 
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citogenética clássica e FISH permitem detectar alterações cromossômicas 

clinicamente significantes para portadores de SMD, desvendando marcadores 

diagnósticos e prognósticos. 

A qualidade cromossômica, em muitos casos de doenças 

hematopoéticas, torna difícil a identificação de pequenos marcadores e 

rearranjos estruturais. A técnica de FISH pode ser usada como adjuvante na 

definição de rearranjos e esta investigação pode auxiliar de forma significativa 

no diagnóstico, prognóstico e a definição da conduta terapêutica (Deeg, 2004). 
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VI- CONCLUSÕES 

 

Entre os 22 casos analisados por bandamento GTG foi identificada a presença 

de alterações cromossômicas envolvendo principalmente as deleções nos 

cromossomos 12 e 17 e monossomia 20. Outras anormalidades citogenéticas foram 

detectadas em menor freqüência.  

 

Na maioria dos casos avaliados pela FISH foi observada perdas homozigotas e 

heterozigotas significativas das seqüências mapeadas nos cromossomos 3 e 7 e do 

gene TP53 , independentemente do subtipo clínico. A análise da FISH para seqüência 

do ERBB2/HER-2 foi normal para os dezesseis casos avaliados. 

 

As perdas homozigotas ou heterozigotas para a seqüência mapeada em 3p25.1 

foi significativa em 17/19 casos avaliados. Destes casos, quatorze apresentaram quadro 

clínico agressivo e quatro foram a óbito pela doença. A região onde esta sonda se 

mapeia coincide com a localização do gene TSEN2 e está próxima ao gene PPARG, 

potenciais candidatos a etiologia ou progressão da SMD.  

 

Quinze de 17 casos mostraram perdas homozigotas ou heterozigotas 

significativas. Cinco destes casos apresentaram quadro clínico agressivo caracterizado 

por hepatoesplenomegalia, onze casos com anemia severa, e quatro foram a óbito pela 

doença. A região onde está mapeada a seqüência RP11-46J20 contém os genes 

SLC26A4, DUS4L e BCAP29 e está próxima aos genes SLC26A3, LAMB1 e HBP1. 

Estes genes são compatíveis com perda de função e podem estar associados ao 

desenvolvimento das SMD. 

 

As perdas homozigotas ou heterozigotas significativas da sonda do gene TP53 

foram verificadas em 18/19 casos, dentre os quais quatorze apresentaram quadro 

clínico agressivo. Quatro casos foram a óbito pela doença e dois deles haviam sido 

submetidos a transplante de medula óssea e terapia. A perda deste gene não foi 
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observada apenas no caso de SMD relacionada à terapia. Estes achados sugerem que 

o gene TP53 é um importante marcador nas SMD infantis primárias. 

 

A análise para seqüência do ERBB2/HER-2 mostrou padrão normal em todos os 

casos, sugerindo que este gene não está envolvido nas SMD infantis analisadas. 

 

A análise comparativa das alterações observadas para todas as seqüências 

avaliadas pela FISH demonstrou perda homozigota e heterozigota significativa para as 

sondas dos cromossomos 3 e 7 e do gene TP53 em 13 casos. Alguns destes casos 

apresentaram quadro clínico agressivo e risco elevado de progressão da doença. Esses 

achados sugerem que estas alterações são importantes na progressão das SMD 

pediátricas. 

 

Os cariótipos normais por bandamento GTG também foram achados freqüentes 

e foram identificados em cinco casos. Entretanto, estes casos apresentaram perdas 

homozigotas e/ou heterozigotas significativas das seqüências mapeadas em 3p25.1, 

7q22.3 e 17p13.1 avaliadas pela FISH. A maioria dos casos em que foi detectada perda 

significativa para as seqüências avaliadas pela FISH, não foi detectada anormalidades 

citogenéticas por banda G envolvendo os respectivos cromossomos. Estes achados 

indicam a elevada sensibilidade da metodologia de hibridação in situ em detectar 

alterações cromossômicas que não podem ser identificadas pelas técnicas de 

bandamento. Isto reforça a importância do uso da citogenética molecular como 

adjuvante das metodologias convencionais, principalmente nos casos em que for 

detectado padrão cromossômico normal. 
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