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RESUMO 
 

As síndromes mielodisplásicas (SMD) são um grupo heterogêneo de doenças 

caracterizadas por hematopoese ineficaz e risco de progressão para leucemia mieloide 

aguda (LMA). SMD de baixo de risco é caracterizada por um aumento de apoptose na 

medula óssea e alterações clínicas com perfil autoimune, enquanto que na SMD de alto 

risco há uma evasão imune, baixa apoptose e danos secundários ao DNA, contribuindo 

para a progressão para LMA. Essas evidências, junto com os dados de terapia 

imunossupressora em pacientes com SMD, sugerem o papel do sistema imune na 

progressão desta doença. Entretanto, o papel do sistema imune não é claro, e estudos 

que abordem o perfil das células T são importantes para o melhor entendimento da 

patogênese da SMD.  

 Formin-like 1 (FMNL1) pertence à família de proteínas formina, indispensáveis 

para muitos processos fundamentais actina-dependentes. FMNL1 é restritamente 

expressa em células derivadas de linhagem hematopoética e superexpressa em células 

neoplásicas hematopoéticas malignas. Recentemente, foi descrito que FMNL1 está 

envolvida no processo de citotoxicidade de células CD8+. Desse modo, estudar a 

expressão de FMNL1 tanto nos linfócitos como nas células da MO dos pacientes com 

SMD, poderia contribuir para o melhor entendimento do papel dessa nova proteína 

neste modelo de neoplasia hematológica. 

No presente estudo, foi observada uma diminuição significativa na contagem 

absoluta de linfócitos periféricos no grupo SMD, após ajuste para idade, quando 

comparada com o grupo de doadores saudáveis (controle). Entretanto, houve um 

aumento da frequência de células CD3+, resultante do aumento significativo das 

subpopulações de células CD3+CD4+ no grupo de alto risco e CD3+CD8+ no grupo de 

baixo risco, de acordo com as classificações FAB e WHO. A razão CD4:CD8 

encontrou-se aumentada no grupo de alto risco comparado com o de baixo risco. 

Dependência transfusional foi correlacionada positivamente com a porcentagem de 

CD3+CD4+, enquanto que a idade dos pacientes correlacionou-se de forma negativa 

com a porcentagem de CD3+ e CD3+CD8+. Os níveis de expressão de FOXP3, nas 

células CD3+ de sangue periférico, foram significativamente menores no grupo de baixo 

risco quando comparado com o grupo controle, e esse padrão se repetiu para a 

expressão de IL10.  
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A quantificação dos transcritos de IL10 correlacionou-se negativamente com a 

porcentagem de células CD3+CD8+. Em conclusão, evidenciamos que pacientes com 

SMD apresentaram um menor número de linfócitos, porém com a frequências das 

células T CD3+, CD3+CD4+ e CD3+CD8+ aumentadas. Os pacientes de baixo risco 

apresentaram uma diminuição da expressão de FOXP3 e de IL10, quadro característico 

de um microambiente apoptótico e inflamatório. Já no grupo de alto risco, a expressão 

de FOXP3 e de IL10 aumenta em relação ao grupo de baixo risco. É interessante 

ressaltar que nos pacientes com SMD houve uma correlação entre o aumento da 

expressão de IL10 e a diminuição das células T CD3+CD8+, sugerindo a contribuição 

das Tregs na progressão da doença através da produção de IL10.  

A análise da expressão de FMNL1 em células CD3+ de sangue periférico não 

denotou diferenças significativas entre os pacientes com SMD e o grupo controle. 

Entretanto observou-se uma correlação positiva entre a expressão de FMNL1 e o 

número de células CD3+CD4+ e ambos com a dependência transfusional. Quanto à 

expressão de FMNL1 em amostras de MO, houve uma expressão significativamente 

menor nos pacientes com SMD quando comparado com as células de doadores normais, 

além de uma correlação negativa entre FMNL1 e número de citopenias. Usando 

modelos de linhagens celulares hematopoéticas para a diferenciação, observou-se um 

aumento significativo na expressão gênica e protéica de FMNL1 durante a diferenciação 

megacariocítica. Esses resultados sugerem a participação de FMNL1 na ativação de 

linfócitos CD4+ no sangue periférico e na diferenciação hematopoética na medula óssea.
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ABSTRACT 

 

 Myelodysplastic syndromes (MDS) are a heterogeneous group of disorders 

characterized by ineffective hematopoiesis and risk of progression towards acute 

myeloid leukemia. Low-risk MDS is characterized by increased apoptosis in the bone 

marrow (BM), with a clinical autoimmune profile, whereas in high-risk MDS an 

immune evasion, low apoptosis and secondary DNA damage occurs, contributing to the 

progression of AML. This evidence, together with the data of immunosuppressive 

therapy in patients with MDS, suggests a role of the immune system in the progression 

of this disease. However, this role of the immune system is remains unclear, and studies 

that address the profile of T cells are important for a better understanding of the 

pathogenesis of MDS. 

Formin-like 1 (FMNL1) belongs to the family of proteins formina indispensable 

for many fundamental processes in actin-dependent. FMNL1 is strictly expressed in 

hematopoietic lineage derived cells, and overexpressed in malignant hematopoietic 

neoplastic cells. FMNL1 has recently been reported to be involved in the cytotoxicity of 

CD8+ cells. Thus, studies on the expression of FMNL1, both in lymphocytes and BM 

cells of MDS patients, could contribute to a better understanding of the role of this 

protein in this new model of hematologic malignancy. 

In the present study, we observed a significant decrease in absolute peripheral 

lymphocyte counts in the MDS group, after adjusting for age, compared with the 

healthy donor group (control). However, there was an increased frequency of CD3+, 

resulting in a significant increase of the CD3+CD4+ subpopulation in high risk and 

CD3+CD8+ in MDS low risk, according to FAB and WHO classifications. CD4:CD8 

ratio was increased in the high risk when compared to the low risk group. Transfusion 

dependence was positively correlated with the percentage of CD3+CD4+, whereas the 

age of patients correlated negatively with the percentage of CD3+ and CD3+CD8+. The 

expression levels of FOXP3, in peripheral blood CD3+ cells, was significantly lower in 

the low risk group compared to controls and this pattern was repeated for the expression 

of IL10. Interestingly, IL10 transcripts correlated negatively with the percentage of 

CD3+CD8+. In conclusion, we found that patients with MDS had a lower lymphocyte 

number, however presented an increased frequency of CD3+ and CD3+CD8+ T cells. 

Our low risk patients showed a decreased expression of FOXP3 and IL10, characteristic  
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of apoptotic and inflammatory microenvironment. In the high risk group, the expression 

of FOXP3 and IL10 was normal. Interestingly, there was a correlation between 

increasing expression of IL10 and reduction of CD3+CD8+ T cells in patients, 

suggesting the contribution of Treg in disease progression due to IL10 production. 

Analysis of FMNL1expression in CD3+ cells of peripheral blood showed no 

significant differences between patients with MDS and the control group. However, 

there was a positive correlation between FMNL1 expression and the number of 

CD3+CD4+, and both were transfusion dependence. FMNL1 expression in BM samples 

was significantly lower in MDS patients when compared with cells from normal donors, 

and there was a negative correlation between FMNL1 and number of cytopenias. Using 

models of hematopoietic cell lineages for differentiation, we observed an increase in 

gene and protein expression of FMNL1 during megakaryocytic and granulocytic 

differentiation. These results suggest the participation of FMNL1 in the activation of 

CD4+ lymphocytes in peripheral blood and bone marrow hematopoietic differentiation.  
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Síndromes mielodisplásicas 

As síndromes mielodisplásicas (SMD) constituem um grupo de desordens 

clonais da célula-tronco hematopoética caracterizadas por citopenias, medula óssea 

displásica, hematopoese ineficaz e risco de progressão para leucemia mieloide aguda 

(LMA) [1]. A incidência da doença aumenta progressivamente com a idade [2] e 

globalmente a SMD afeta aproximadamente 1 em cada 500 pessoas com mais de 60 

anos de idade. A incidência é significativamente maior nos homens do que nas mulheres 

[3].  

A patogênese precisa da SMD não é conhecida, mas é considerado, em geral, 

que a doença inicia-se de uma célula-tronco que tenha sofrido um dano irreversível no 

seu DNA. A heterogeneidade dos achados citogenéticos e histológicos de medula óssea 

(MO) sugere que esta doença constitui um grupo de entidades com alterações 

moleculares distintas e graus variáveis de hematopoese ineficaz, além de suscetibilidade 

para evolução para LMA [4].  Além disso, mutações secundárias, haploinsuficiência, 

alterações epigenéticas, alterações no sistema imune e nas células estromais também 

podem contribuir para o fenótipo da doença (Figura 1) [5]. Outros fatores de risco 

incluem antecedente de tratamento com quimioterapia ou radioterapia e, em menor 

extensão, o uso de tabaco e a exposição ocupacional a solventes ou produtos químicos 

agrícolas [6].   
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Figura 1. Patogênese da SMD: possíveis mecanismos e suas interações. A SMD 
provavelmente resulta de uma transformação genética na célula-tronco hematopoética. 
No entanto, posteriores alterações genéticas e epigenéticas contribuem para a 
diversidade fenotípica, a ineficiência hematopoética e a susceptibilidade à 
transformação leucêmica. Respostas imunológicas, alterações de citocinas e do estroma 
também contribuem para o fenótipo da doença (adaptado de Tefferi e Vardiman, 2009 
[5]). 

 

Apesar da MO geralmente apresentar-se normal ou hipercelular (apenas 15% 

dos casos apresentam MO hipocelular [7]), a citopenia periférica é a principal 

característica dos pacientes com SMD [8]. Isto se deve a uma hematopoese ineficaz e 

consequentemente vários graus de anemia, leucopenia e trombocitopenia no sangue 

periférico [9, 10]. O aumento da morte celular programada (ou apoptose) das células da 

MO é o responsável, em grande parte, pela hematopoese ineficaz, pois a apoptose 
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ocorre tanto no clone displásico como nas células hematopoéticas normais. A apoptose 

aumentada é uma característica bem descrita nos estadios iniciais da doença, enquanto 

que os estadios avançados são caracterizados por uma resistência à mesma [11].  Várias 

evidências, baseadas em achados laboratoriais, sugerem o papel do sistema imune nesse 

processo de falência medular, pois alguns casos de SMD estão associados com 

autoimunidade, mielossupressão de células T e citopenias induzidas por citocinas 

(Figura 2) [12]  
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Figura 2. Transformação maligna e manifestações autoimunes são aspectos clínicos 
da SMD. A desregulação do sistema imune possivelmente participa desse processo 
(Adaptado de Voulgarelis et al., 2004 [12]).  

 

Classificações das Síndromes Mielodisplásicas 

No ínicio do século passado, as síndromes mielodisplásicas eram conhecidas 

como anemia pseudo-aplásticas devido a combinação de citopenia e MO hipercelular 

[13]. Em 1941, ao conceito de anemia pseudo-aplásica foram agregadas outras formas 

de anemia que eram não-responsivas à terapia utilizada na época; coletivamente, estes 

distúrbios foram denominados como "anemia refratária" [14]. Posteriormente, muitos 

outros termos foram utilizados antes que a doença adquirisse a sua designação oficial, 

de síndrome mielodisplásica [5]. Devido à grande heterogeneidade da doença, diversas 

classificações foram propostas. Em 1982, o grupo Franco-Americano-Britânico (FAB) 
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estabeleceu a primeira classificação, baseada na quantidade de blastos na MO, sendo os 

subgrupos classificados em: anemia refratária (AR) (menos que 5% de blastos) e anemia 

refratária com sideroblastos em anel (ARSA) (menos que 5% de blastos e mais que 15% 

de sideroblastos em anel); anemia refratária com excesso de blastos (AREB) (de 5 a 

20% de blastos); leucemia mielomonocítica crônica (LMMC) (de 1 a 20% de blastos na 

MO e  monocitose periférica), anemia refratária com excesso de blastos em 

transformação (AREBt) (de 21 a 30% de blastos) [15].   

Em 1999, a Organização Mundial da Saúde (WHO) propôs uma nova 

classificação que associa imunofenotipagem e genética aos parâmetros clínicos, 

morfológicos e citoquímicos utilizados na classificação FAB [16, 17]. Dentre as 

alterações propostas pela WHO estão a diminuição do número de blastos para o 

diagnóstico de LMA para 20%, eliminando o subgrupo AREBt; a AREB foi subdividida 

em dois grupos de acordo com o número de blastos na MO: AREB-1 (5 a 9%) e AREB-

2 (10 a 19%); separação dos subgrupos AR e ARSA em 4 entidades, baseado no 

número de displasias; a síndrome 5q- foi separada das demais por constituir um grupo 

com características bem definidas e com bom prognóstico; transferência do subgrupo 

LMMC, por suas características clínicas e biológicas,  para um novo grupo de doenças 

hematológicas. Em 2008 a classificação WHO foi revisada e subdividida nas seguintes 

categorias: anemia refratária com sideroblatos em anel (ARSA), citopenia refratária 

com displasia unilinear (CRDU), citopenia refratária com displasias multilinear 

(CRDM), anemia refratária com excesso de blastos-1 e 2 (AREB-1 e AREB-2), 

síndrome mielodisplásica não classificada (SMD-N) e SMD associada com deleção 

isolada no braço longo do cromossomo 5 (SMD 5q-) [18]. 

O Índice de Prognóstico Internacional (Internacional Prognostic Score System; 

IPSS) foi concebido para ser aplicado apenas no momento do diagnóstico e pode não 

ser adequado para avaliação de acordo com a evolução da doença [19], sendo este 

utilizado como um sistema universal de estratificação de risco para a decisão do critério 

de tratamento. O IPSS considera o percentual de blastos na medula, o número de 

citopenias e a citogenética da MO para predizer a sobrevida e o risco de progressão para 

LMA. Os pacientes com SMD não tratados são classificados em quatro grupos 

prognósticos de risco: baixo, intermediário-1 (Int-1), intermediário-2 (Int-2), e de alto 

risco com estimativas de sobrevivência mediana de 5,7; 3,5; 1,2 e 0,4 anos, 

respectivamente [20].  
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Em 2005, o índice prognóstico baseado na WHO (WPSS) foi proposto como um 

sistema dinâmico de avaliação de sobrevida e risco de transformação em LMA, 

podendo ser usado em qualquer momento durante o curso da doença. A pontuação da 

WPSS integra três importantes fatores prognósticos em pacientes com SMD: cariótipo, 

os subgrupos da WHO, e a dependência transfusional como um indicador de anemia 

sintomática. A WPSS estratifica os pacientes em cinco grupos de risco: muito baixo 

(escore = 0), baixo (1), intermediário (2), alto (3-4), ou muito alto (5-6) [21]. Mais 

tarde, em 2008, a dependência transfusional começou a ser criticada por ser um critério 

subjetivo [22]  e, recentemente, foi substituída pelo critério de anemia grave, resultando 

na WPSS revisada (R-WPSS). A anemia grave foi definida como níveis de hemoglobina 

menores que 9g/dL em homens e menores que  8g/dL em mulheres [23].  

Outras propostas de classificações incluem idade, performance status, novas 

categorias para o risco de citogenético, trombocitopenia, fibrose da MO,  níveis séricos 

de lactato desidrogenase e 2-microglobulina e imunofenótipos de células progenitoras 

mielóides [24-27]. 

 

Terapia imunossupressora na SMD 

As opções de tratamento para os pacientes com SMD são limitadas, sendo o 

transplante alogênico de células tronco hematopoéticas a única opção terapêutica para 

cura. Porém, a minoria dos pacientes é elegível para o transplante de células 

hematopoéticas, devido principalmente a idade e a disponibilidade de doadores 

compatíveis [28]. Muitos pacientes recebem terapia de suporte convencional que 

oferece baixas taxas de resposta e alto risco e sem impacto na sobrevida [29]. Outras 

formas de tratamento utilizam fatores de crescimento para células hematopoéticas, tais 

como eritropoietina, fator estimulante de colônias de granulócitos e fator estimulador de 

colônias de granulócitos-monócitos, ou combinações destes, que podem induzir resposta 

satisfatória em alguns pacientes [30-32].  

O uso de terapia imunosupressora em pacientes com falência de MO originou-se 

de um estudo com pacientes com anemia aplástica grave (AAG) [33].  Gluckman e 

colaboradores foram os primeiros a mostrar a recuperação da hematopoese em pacientes 

com AAG, tratados somente com anti-timoglobulina (ATG) [34]. O sucesso desse 

tratamento resultou no uso de ATG também em pacientes com SMD com medula 

hipocelular.  Esses resultados iniciais levaram ao estabelecimento em 1997 de um 
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estudo clínico pelo “National Institutes of Health” (NIH) para avaliar a resposta ao ATG 

na falência de MO em todas as formas de SMD [35]. O resultado foi uma melhora no 

hemograma em 30% dos pacientes com SMD após tratamento com ATG, que levou a 

uma melhora da hematopoese destes pacientes e aumento da sobrevida dos mesmos [36, 

37]. Entretanto, apenas um grupo de pacientes é responsivo à terapia imunossupressora 

com ATG, dentre eles os pacientes mais jovens (abaixo de 60 anos de idade) e que 

apresentam o HLA-DR15 [38]. Nesse grupo responsivo, também encontramos um 

predomínio de mulheres com anemia refratária e pacientes com trissomia do 

cromossomo 8 [39].  

Os resultados da terapia com ATG sugerem que a causa da citopenia em cerca 

de 20 a 30% dos pacientes com SMD é a supressão da MO mediada por células T. A 

Figura 3 ilustra a hipótese da relação entre sistema imune e as citopenias na SMD [40]. 
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Figura 3. Os clones displásicos apresentam antígenos superexpressos ou expressam 
novos antígenos, provocando a expansão de clones de células T citotóxicas. Estas são 
responsáveis pela secreção de citocinas, como fator de necrose tumoral (TNF ) e 
interferon-γ (IFN ) que promovem a apoptose de células progenitoras, suprimindo a 
hematopoese (adaptado de Sloand and Barret, 2010 [40]). 
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O sistema imune na SMD 

Evidências clínicas e imunológicas sugerem a associação entre disfunção do  

sistema imune e a patogênese da SMD. Artrite reumatóide, anemia aplástica, vasculite, 

gamopatia monoclonal [41-44] são manifestações clínicas relacionadas à SMD. Além 

disso, alterações com características de doença autoimune são descritas durante o 

estadio inicial (baixo risco) da doença tais como: linfócitos T citotóxicos ativados [45], 

baixo número de Tregs, aumento de Th17, células B com disfunção, níveis elevados de 

fator de necrose tumoral-α (TNFα), de interferon-γ (IFNγ) [46, 47], de citocinas pró-

apoptóticas [48, 49] e do sistema Fas/FasL [50, 51]. Por outro lado, em estadios 

avançados (alto risco) da doença há uma evasão do sistema imune, redução da função 

das células NK [52], aumento de células T regulatórias (Tregs) e baixos níveis de 

apoptose [53, 54]. O ambiente medular propício, associado com o aumento de 

alterações citogenéticas favoreceria os clones displásicos à progressão da doença. 

Portanto, esta desregulação imune poderia participar da progressão da SMD [55].  A 

Figura 4 demonstra de forma simplificada o perfil do sistema imune na SMD.  

 

 

 

 

 



 48 

BAIXO RISCO ALTO RISCO

Apoptose
Evasão 
imune

Th17

TRAIL 
Caspase

TNF-
IL-2

Tregs

Células 
NK

Tregs

PROGRESSÃO

CD8

Linf B

INF-γγγγ

Fas/FasL

apoptose

 

Figura 4. Perfil do sistema imune na SMD de baixo e alto risco. No baixo risco, a 
principal característica da MO é a apoptose e já foi descrito um aumento das células T, 
aumento de linfócitos B e Th17, ativação do sistema Fas/FasL, de TRAIL e caspases, de 
citocinas como TNFα e IFNγ, com diminuição das células Tregs. Enquanto no alto risco 
da doença há uma característica de evasão imune, com redução das células natural killer 
(NK), aumento das Tregs e consequentemente diminuição da apoptose (adaptado de 
Aggarwal et al.,2011 [55]). 

 

Pellagatti e colaboradores, através de estudo de expressão gênica, mostraram que 

a desregulação de várias vias envolvendo a resposta imune em células-tronco 

hematopoéticas de pacientes com SMD estava associada com determinadas alterações 

citogenéticas [56]. Este resultado sugere que o desequilíbrio imune é uma consequência 

da SMD. Entretanto, este desequilíbrio também pode contribuir para um dos principais 

sintomas da doença, a citopenia periférica, que é causada pela apoptose, decorrente das 

células T específicas que reconhecem os autoantígenos expressos tanto nos clones 

displásicos como também nas células normais, como exemplificado na Figura 3. Células 

T ativadas são encontradas na maioria dos pacientes com SMD [36, 57, 58], porém o 

significado funcional exato dessas células ainda não está totalmente elucidado [59]. 

Portanto, não é claro se o estado imune alterado nos pacientes com SMD reflete, 

predominantemente, uma resposta autoimune contra os precursores celulares normais na 
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medula (como ocorre claramente na anemia aplástica, por exemplo) ou apenas 

representa uma imunovigilância efetiva contra os clones displásicos.   

Os estudos de células T em SMD têm sido contraditórios. Alguns apontam para 

uma variação no número de células T [60, 61], enquanto outros não relatam alterações 

numéricas [62]. Já foi relatado o aumento da subpopulação de células T CD8+ na SMD 

de baixo risco [63] e diminuição no grupo de alto risco [64, 65], havendo, 

consequentemente, divergências nos resultados da razão CD4:CD8 [54, 66, 67]. 

Portanto, entender melhor o perfil das células T poderia contribuir não só para a  

compreensão do papel do sistema imune na SMD como para a  na seleção dos pacientes 

responsivos ao tratamento com imunossupressor, eliminando a toxicidade àqueles 

pacientes que não respondem a esse tipo de terapia.  

 

Citocinas 
 

As citocinas têm um papel importante na regulação da hematopoese normal e o 

balanço entre os fatores de crescimento e os fatores mielossupressores garante a 

produção das diferentes linhagens hematopoéticas. Excesso de citocinas inibitórias 

resulta numa hematopoese ineficaz, característica própria da SMD [68]. 

As alterações imunológicas relatadas acima demonstram que a SMD de baixo e 

alto risco podem ser consideradas duas desordens com características distintas [69]. 

Assim, SMD de baixo risco está associada a um ambiente pró-apoptótico com níveis 

elevados de TNFα, IFNγ [46, 47] e de interleucinas (IL)6, IL7, IL12, IL1β e IL32 [48, 

49, 70, 71]. O TNFα é a citocina mais envolvida na fisiopatologia da SMD e é 

produzido por monócitos e células T [72]. Em pacientes com SMD, já foram descritos 

níveis aumentados de TNFα em células mononucleares de sangue periférico [73] e 

medula óssea [47], além de uma correlação positiva de sua produção com a taxa de 

apoptose [74], grau de anemia e densidade dos microvasos [75]. IFNγ também está 

aumentado em células mononucleares em medula óssea de pacientes com SMD [76]. 

Juntos, TNFα e IFNγ, ativam a expressão de óxido nítrico sintase induzida (iNOS), que 

pode mediar a desregulação da hematopoese em pacientes com SMD [77]. 

Em contraste, a SMD de alto risco está associada com aumento das células Tregs, 

baixa apoptose e aumento de citocinas imunosupressoras, tais como IL10, fator de 

tranformação do crescimento β (TGFβ) e o receptor solúvel da IL2 [19]. As Tregs 



 50 

suprimem a proliferação de células T e consequentemente a resposta imune, tanto pelo 

contato célula-célula, via CTLA4 [78], quanto através de secreção de citocinas 

imunossupressoras tais como IL10 e TGFβ1 [79, 80].  

 IL10 além de ser secretada pelas Tregs, também pode ser produzida pela maioria 

das células T, pelas células apresentadoras de antígenos, macrófagos e células epiteliais 

[81]. IL10 é conhecida por inibir a secreção de IL2, IFNγ, TNFα e IL5 das células T 

[82] e consequentemente sua proliferação [83]; a expressão de moléculas de MHC e co-

estimulatórias comprometendo a apresentação de antígenos e a atividade anti-

inflamatória [84]. Também foi demonstrado que a IL10 pode afetar a resposta 

secundária de linfócitos T CD8+ [85].  

O TGFβ  é uma citocina com funções conhecidas no controle da inibição do 

crescimento, apoptose e  diferenciação como também na supressão de vários tipos 

celulares [86]. Na SMD, o TGFβ tem sido relacionado com a supressão hematopoética 

[46, 87] e alguns estudos demonstram níveis plasmáticos de TGFβ aumentados em 

pacientes com SMD [88-90]. Também foi descrito em SMD, a relação de TGFβ com a 

produção autócrina de outras citocinas mielossupressoras como  TNF, IL6, e IFNγ [91]. 

O fato da via do TGFβ estar ativada na SMD, resultou em estudos que apontam o seu 

receptor como um possível alvo terapêutico na SMD de baixo risco [68]. 

 

Formin-like 1 (FMNL1) 

As forminas constituem uma família de proteínas amplamente expressas nos 

organismos eucariotos, e são definidas pela presença de um domínio único na porção C-

terminal, denominado FH2, que participa da regulação de várias funções do 

citoesqueleto das células [92-94]. De fato, as proteínas da família das forminas são 

indispensáveis para muitos processos fundamentais actina-dependentes incluindo 

migração, endocitose, tráfego de vesículas, morfogênese, e citocinese [93]. Como estes 

processos polarizados também estão envolvidos na inflamação, proliferação desregulada 

e metástase, as proteínas dessa família têm sido sugeridas como alvo terapêutico nas 

doenças inflamatórias e malignas [95]. 

  Formin-like 1 (FMNL1), uma proteína humana da família das forminas, foi 

descrita pela primeira vez pelo nosso grupo [96, 97]. Em tecidos normais, a expressão 

de FMNL1 foi restrita as células mononucleares, timo, baço e linfonodos [98]. É sabido 
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que o silenciamento de FMNL1 em linfócitos normais resulta na perda da função 

citotóxica das células T CD8+, pois FMNL1 está envolvida no controle da polarização 

dos centrômeros [99]. A ativação de PBMC com IL2 e OKT3 resulta no aumento da 

expressão de FMNL1 [98]. 

 Em neoplasias, foi descrita uma alta expressão de FMNL1 em células 

leucêmicas de pacientes com leucemia linfóide crônica (LLC), como também em várias 

linhagens celulares neoplásicas humanas linfóides e mieloides e também em linhagens 

de carcinoma renal [96, 98]. FMNL1 também foi caracterizada altamente expressa em 

doença linfoproliferativa, em especial linfoma não-Hodgkin T (LNH-T), quando 

comparada ao tecido linfóide normal [97]. Interessantemente, KW13, que constitui parte 

do cDNA de FMNL1, foi descrito como um antígeno de tumor superexpresso em LLC, 

corroborando os resultados de expressão de FMNL1 descritos por Favaro e 

colaboradores [100]. Esse mesmo grupo também descreveu um peptídeo derivado da 

proteína FMNL1 com atividade anti-tumor contra células leucêmicas de pacientes com 

LLC [98]. Outro fato marcante é a correlação da expressão de FMNL1 com parâmetros 

biológicos de prognóstico de LLC. Em um estudo colaborativo entre nosso grupo e o 

grupo do Dr. Francesc Bosch (Hospital das Clínicas de Barcelona), a análise de 73 

pacientes com LLC mostrou que alta expressão de FMNL1 está associada aos casos de 

LLC em pacientes com idade inferior a 50 anos no momento do diagnóstico, elevada 

contagem de linfócitos, altos níveis de β2-microglobulina, alta expressão de ZAP-70 e 

CD-38, estadio avançado da doença e altas taxas de mortalidade [101]. A expressão de 

ZAP-70 na LLC está associada com a ativação prolongada da Akt e ERK kinases, as 

quais estão relacionadas com a indução de várias proteínas anti-apoptóticas como Mcl-

1, Bcl-xL e XIAP. Esses resultados sugerem o envolvimento de FMNL1 na 

sobrevivência celular durante a evolução da LLC. A proteína ortóloga em camundongo, 

FRL, foi descrita como uma proteína envolvida na transmissão de um sinal essencial 

para a sobrevivência celular, embora ainda não esteja claro o mecanismo dessa 

sinalização. Estes dados corroboram a hipótese de que FMNL1 esteja envolvida na 

sobrevida das células neoplásicas em humanos. 

 Desse modo, estudar a expressão de FMNL1 nos linfócitos e nas células da MO 

dos pacientes com SMD, poderia contribuir para o melhor entendimento do papel dessa 

nova proteína neste modelo de neoplasia hematológica.  
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Objetivos Gerais 

Caracterizar a frequência das subpopulações de linfócitos T, CD3+CD4+ e 

CD3+CD8+ e correlacioná-las com a expressão gênica de FOXP3, IL10, TGFβ1, CTLA4 

e com parâmetros clínicos. Estudar a expressão de FMNL1 em sangue periférico e MO 

de pacientes com SMD e correlacioná-la com parâmetros clínicos. 

 

 

Objetivos Específicos 

1. Em controles saudáveis e pacientes com SMD (baixo versus alto risco): 

a. Avaliar a contagem absoluta de linfócitos;  

b. Avaliar a porcentagem das células CD3+, CD3+CD4+ e CD3+CD8+ e 

calcular a razão CD4:CD8. 

2. Em pacientes com SMD (baixo versus alto risco): 

a. Correlacionar a frequência das células CD3+CD4+ e CD3+CD8+ com 

parâmetros clínicos. 

3. Em células CD3+ de sangue periférico de controles saudáveis e pacientes 

com SMD: 

a. Analisar as expressões de FOXP3, IL10, TGFβ1 e CTLA4 e 

correlacioná-las com a frequência dos linfócitos T. 

b. Correlacionar a expressão de FOXP3 com a expressão de IL10, 

TGFβ1 e CTLA4. 

4. Caracterizar a expressão de FMNL1 em linfócitos CD3+ de sangue periférico 

e em células totais de MO de pacientes com SMD e controles saudáveis e 

correlacioná-la com parâmetros clínicos dos pacientes. 

5. Analisar a expressão de FMNL1 durante a diferenciação celular 

hematopoética, usando modelos de linhagens celulares. 
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Doadores saudáveis 

As células hematopoéticas foram obtidas de sangue periférico (n=29) ou de MO 

(n=18) de doadores saudáveis do Hemocentro da Unicamp com aprovação do Comitê 

de Ética em Pesquisa e consentimento informado. Foram incluídos 37 homens e 10 

mulheres, com idade mediana de 36 anos (15-60 anos). Denominaremos a partir de 

agora, os doadores saudáveis como grupo controle.  

 

Pacientes com diagnóstico de mielodisplasia 

As amostras foram obtidas de sangue periférico e/ou MO de pacientes, antes de 

qualquer tratamento, atendidos no ambulatório de Hematologia do Hemocentro da 

Unicamp, com aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa e consentimento informado. 

Neste estudo, utilizamos as amostras que foram coletadas entre o período de março de 

2005 a junho de 2011 de pacientes que tiveram a confirmação do diagnóstico de 

mielodisplasia através de mielograma, citoquímica, citogenética e biopsia de MO. 

Foram incluídos 80 pacientes com diagnóstico de SMD, sendo 49 amostras de MO e 49 

amostras de sangue periférico, e 18 pacientes contribuíram com ambos os tipos de 

amostras. As características dos pacientes com SMD estão descritas na tabela 1. Os 

pacientes foram clinicamente agrupados em baixo risco e alto risco para evolução da 

doença. De acordo com a FAB, baixo risco: AR e ARSA, alto risco: AREB e AREBt; 

WHO, baixo risco: CRDU, CRDM e ARSA, alto risco: AREB-1 e AREB-2.  

Coincidentemente, os pacientes utilizados para as análises em sangue periférico 

apresentaram a mesma estratificação para baixo e alto risco, de acordo com as 

classificações FAB e WHO.  

Os parâmetros clínicos avaliados foram: idade, sexo, nível de hemoglobina, 

contagens de leucócitos, granulócitos e plaquetas, número de citopenias e displasias, 

cariótipo, porcentagem de blastos e sideroblastos na medula óssea, celularidade da 

medula óssea e dependência transfusional. 

Dependência transfusional foi definida como pelo menos 1 transfusão de 

concentrado de hemácias a cada 4 semanas, num período de pelo menos 4 meses [102]. 
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Tabela 1. Características dos pacientes com diagnóstico de SMD 

 Sangue periférico  Medula óssea  
Pacientes 49* 49 
Gênero (masculino/feminino) 24/25 32/17 
Idade, mediana (range)    67 (27-89) 67 (16-89) 
Dependência transfusional** 
   AR/ARSA 
   AREB/AREBt 

10 
04/02 
04/00 

09 
03/00 
04/02 

FAB 
   AR/ARSA 
   AREB/AREBt 

 
32/08 
09/00 

 
21/06 
16/06 

WHO 
   CRDU/CRMD/ARSA 
   AREB-1/AREB-2 
   LMA com alterações relacionadas 
com mielodisplasia*** 

 
09/23/08 

07/02 
00 

 

 
05/20/02 

11/08 
03 

IPSS  
   Baixo/Int-1 
   Int-2/Alto 
Não classificados 

 
23/21 
02/00 

03 

 
13/22 
10/03 

01 
Número de Citopenias 
   0/1 
   2/3 

 
06/20 
20/03 

 
05/17 
18/09 

Número de Displasias 
   0/1 
   2/3 

 
04/11 
17/17 

 
03/06 
15/25 

Citogenética 
   Baixo risco 
      (normal/-Y) 
   Intermediário 
   Alto risco 
      (complexo/cromossomo 7) 
   Não avaliada 

 
41 

(40/01) 
03 
02 

(02/00) 
03 

 
40 

(39/01) 
03 
05 

(03/02) 
01 

SMD: síndrome mielodisplásica; FAB: French-American-British, AR: anemia 
refratária; ARSA: anemia refratária com sideroblastos em anel; AREB: anemia 
refratária com excesso de blastos; AREBt: anemia refratária com excesso de blastos em 
transformação; WHO: World Health Organization, CRDU: Citopenia refratária com 
displasia unilinear, CRDM: citopenia refratária com displasia multilinear, ARSA: 
anemia refratária com sideroblastos em anel, AREB-1: anemia refratária com excesso 
de blastos-1, AREB-2: anemia refratária com excesso de blastos-2, LMA: leucemia 
mieloide aguda, IPSS: International Prognostic Scoring System, INT-1: intermediário-
1, INT-2: intermediário-2, 
* Foram coletadas amostras de 18 pacientes para ambos os estudos: sangue periférico e 
MO.  
** Dependência transfusional foi definida como pelo menos 1 transfusão de 
concentrado de hemácias a cada 4 semanas, num período de pelo menos 4 meses [102] . 
*** Excluídos das análises da classificação WHO. 
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Processamento das amostras 

Para obtenção das células CD3+ do sangue periférico, foram coletados 14 mL de 

sangue periférico em tubos com o anticoagulante heparina. As células foram diluídas 

1:1 em tampão fosfato-salino (PBS) contendo 0,5 % de albumina sérica bovina (BSA) e 

0,6% do anticoagulante ácido citrato dextrose (ACD). Em seguida esse homogeneizado 

foi distribuído sobre 14 mL de Ficoll Hypaque (Sigma, St. Louis, MO).  Os tubos foram 

centrifugados por 30 minutos a 1500 rpm. Após a centrifugação, as células 

mononucleares foram transferidas para um novo tubo e lavadas com PBS. As células 

mononucleares foram tratadas com tampão de lise (cloreto de amônio 0,8%) para 

eliminar hemácias remanescentes e novamente lavadas. Em seguida, as células CD3+ 

foram separadas através de colunas de imunoafinidade MIDI-MACS, usando um 

anticorpo anti-CD3+, de acordo com as instruções do fabricante (Miltenyi Biotec, 

Bergisch Gladbach, Alemanha). Após purificação, as células foram submetidas à 

extração de RNA. 

As células de MO foram coletadas em EDTA e submetidas à lise de hemácias 

com tampão de lise e subsequente lavagem com PBS. A seguir, as células foram 

submetidas à extração de RNA.  

 

Contagem absoluta do número de linfócitos 

A contagem absoluta de linfócitos foi feita de maneira automatizada através do 

aparelho CELL-DYN Sapphire automated hematology analyzer (Abbott Diagnostics, 

Illinois, USA). Os limites da normalidade foram de 1,1x103 células/mm3 (limite 

inferior) e 3,5x103 células/mm3 (limite superior). 

Extração do RNA total 

O RNA das células CD3+ foi extraído usando o kit RNAspin Mini RNA 

Isolation Kit, de acordo com as instruções do fabricante (GE Healthcare UK Limited, 

Buckinghamshire, UK).  

O RNA de células de MO foi isolado utilizando Trizol (Life Technologies, 

USA). O Trizol é um reagente que apresenta uma solução monofásica de fenol e 

isotiocianato de guanidina. A extração de RNA com esse reagente é uma adaptação do 

método desenvolvido por Chomczinki e Sacchi [103]. Ao precipitado de células, 
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contendo 5x106 a 1x107 células, foi acrescentado 1 mL de Trizol e a amostra foi 

homogeneizada até que se tornasse bastante fluida. A purificação do RNA deu-se 

segundo o protocolo do fabricante.  

A quantificação do RNA obtido foi realizada através da leitura da densidade 

óptica (DO) de uma alíquota da amostra em espectrofotômetro com comprimento de 

onda equivalente a 260 nm, considerando que 1 DO a 260 nm equivale a 40 µg/mL de 

RNA. A relação entre as leituras realizadas a 260 e 280 nm foi utilizada como 

parâmetro na estimativa do grau de contaminação do RNA por proteínas, e este varia 

normalmente entre 1,6 e 1,8. A qualidade das amostras de RNA obtidas após a extração 

foi avaliada através de eletroforese em gel de agarose desnaturante com formaldeído 

1,2% e as bandas 28 e 18S foram visualizadas em luz ultravioleta (Figura 5). 

 
 

Figura 5. Gel de agarose desnaturante à 1,2% de RNA total. As setas indicam as 
subunidades 28S e 18S do RNA ribossomal. A presença das subunidades é indicativa 
do grau de integridade da amostra. 

 

Tratamento do RNA total com DNAse I  

O RNA total de células totais de MO foi tratado com DNAse livre de RNAse 1 

U/µL (Life Techologies), utilizando 1 U da enzima para tratar 5 µg de RNA por 15 

minutos à temperatura ambiente, a fim de eliminar uma possível contaminação deste 

material com DNA genômico. A reação foi interrompida pela adição de uma solução de 

EDTA com concentração final de 2 mM. A enzima foi inativada por uma incubação de 

10 minutos a 65ºC.  
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Transcrição em cDNA  

As amostras de RNA total, contendo 5 µg de RNA e tratadas com DNAse I, ou 

aquelas obtidas das células CD3+ através da extração pelo kit, foram transcritas 

reversamente em cDNA (híbrido RNA-cDNA) em uma reação de volume final de 20 

µL (Life Techologies). A reação foi iniciada adicionando aos 5 µg de RNA tratado 1 µL 

de oligonucleotídeo (dT) 500 µg/mL e 1µL da mistura (10 mM) de cada 

desoxinucleotídeo trifosfato (dATP, dCTP, dTTP, dGTP). Essa mistura foi aquecida por 

5 minutos a 65ºC, e, em seguida, incubada no gelo. Adicionou-se, então, 4 µL do 

tampão de reação 5x, contendo 250 mM Tris-HCl (pH 8,3), 375 mM KCl, 15 mM 

MgCl2 e 0,1 M DTT, e 200 U enzima transcriptase reversa SuperScript II, que catalisa a 

reação de extensão da fita complementar. Essa mistura foi incubada por 50 minutos à 

42ºC. A seguir, foi feita a desnaturação da reação por 15 minutos a 70ºC e finalmente 

foram adicionadas 40 unidades de Rnase H e a solução incubada por 20 minutos a 37ºC. 

As amostras de cDNA foram quantificadas através do espectrofotômetro de luz 

ultravioleta (Gene Quant-Pharmacia). 

Como controle da transcrição em cDNA foi realizado uma PCR para o gene 2–

microglobulina. A PCR para amplificação de 2–microglobulina foi realizada para um 

volume final de 50 µL de reação que contém: 1,5 µL do cDNA sintetizado, 5 µl de 

tampão de reação, 3 µL MgCl2 50 mM, 2,5 unidades de Taq polimerase e 200 nM de 

cada iniciador. Foi realizado um controle negativo, sem adição de cDNA. As sequências 

dos iniciadores de 2–microglobulina utilizados foram: FW: 5’ ATGTCTCG 

CTCCGTGGCCTTAGCT 3’; RV: 5’ CCTCCATGATGCTGCTTACATGTC 3’. O 

programa foi composto de 5 minutos de desnaturação à 94ºC, seguido por 35 ciclos de 

40 segundos à 94ºC, 40 segundos à 55ºC e 40 segundos à 72ºC, com uma fase final de 

72ºC por 7 minutos, os fragmentos resultantes contém 300 pb e foram visualizadas em 

luz ultravioleta em gel de agarose 2% (Figura 6). 
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Figura 6. Produtos resultantes da PCR para amplificação de 2–microglobulina 
visualizados em gel de agarose. 1: marcador de peso molecular 100 pb, 2: controle 
negativo, 3–8: amplicons. As setas indicam a presença da banda de 300 pb 
correspondente ao amplicon de 2 –microglobulina. A presença das bandas é indicativa 
que a síntese de cDNA foi bem sucedida. 

 

PCR quantitativo (PCRq) 

Amplificação em tempo real foi realizada no ABI 7500 Sequence Detector 

System (Applied Biosystems) utilizando-se Sybr Green PCR Master Mix (Applied 

Biosystems) para todos os genes, exceto para FOXP3, que foi utilizada a metodologia 

Taqman PCR Master Mix (Applied Biosystems).  

Cento e vinte ng ou 40 ng (para FOXP3) de cada amostra de cDNA foram 

utilizados na reação com os iniciadores, cujas concentrações utilizadas e sequências são 

descritas na Tabela 2. Um controle negativo, sem adição de cDNA, foi realizado para 

cada par de iniciadores. O protocolo de dissociação foi realizado no final de cada reação 

para verificar amplificações não específicas. Cada reação foi feita em triplicata. A 

expressão do gene HPRT foi utilizada como controle endógeno. Amostras de cDNA da 

linhagem celular Jurkat ou de um doador saudável foram utilizadas como amostras 

calibradoras. A quantificação relativa da expressão gênica de FMNL1, FOXP3, IL10, 

CTLA4 e TGFB1 foi calculada utilizando-se a fórmula 2– CT [104]. 

 

Tabela 2. Concentração e sequência dos iniciadores 

Gene Concentração Sequência dos Iniciadores 

FMNL1 100 nM 
FW:  5’ GAA GCT GAA GAG CTA TGT GG 3’  

RW: 5’ CCT GCG TGG ACT CCT GAA CT 3’ 

IL10 150 nM 
FW:  5’GCTGAGAACCAAGACCCAGA 3’  

RW: 5’AAATCGATGACAGCGCCGT 3’ 
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CTLA4 150 nM 
FW:  5’ GGC ACA AGG CTC AGC TGA AC 3’  

RW: 5’ GCC ACG TGC ATT GCT TTG 3’ 

TGFβ1 150 nM 
FW: 5’ GCG TGC TAA TGG TGG AAA CC 3’  

RW: 5’ GCT TCT CGG AGC TCT GAT GTG 3’ 

α-globina 150 nM 
FW: 5’ GGC GAG TAT GGT GCG GAG 3’ 

RW: 5’ TGC GGG AAG TAG GTC TTG GT 3’ 

β-globina 150 nM 
FW: 5’ CAC TGT GAC AAG CTG CAC GTG 3’ 

RW: 5’ GCA CAC AGA CCA GCA CGT TG 3’ 

γ-globina 150 nM 
FW: 5’ TGT GGA AGA TGC TGG AGG AGA 3’ 

RW: 5’ CAA AGA ACC TCT GGG TCC ATG 3’ 

HPRT 150 nM 
FW: 5’ GAA CGT CTT GCT CGA GAT GTG A 3’  

RW: 5’ TCC AGC AGG TCA GCA AAG AAT 3’ 

 

Western Blot  

Ao extrato celular contendo 5x106 a 1x107 células foi acrescentado tampão de 

extração de proteínas contendo 100 mM Tris (pH 7.6), 1% Triton X-100, 150 mM 

NaCl, 0,1 mg Aprotinina, 35 mg PMSF/mL, 10 mM Na3VO4, 100 mM NaF, 10 mM 

Na4P2O7, e 4 mM EDTA. As amostras foram homogeneizadas até que se tornassem 

bastante fluidas. Após 30 minutos a 4ºC, essas amostras passaram por um processo de 

centrifugação a 4ºC durante 20 minutos para remoção dos restos celulares. Ao produto 

do extrato total proteíco, adicionou-se tampão de Laemmli contendo 100 mmol/L de 

ditiotreitol e aqueceu-se em água fervente por 4 minutos. Após isso, as amostras foram 

submetidas à eletroforese ou armazenadas a -80ºC.  A eletroforese foi realizada em gel 

de poliacrilamida 8%-SDS-PAGE em aparelho de eletroforese (Mini-Protean, Bio-Rad 

Laboratories, Richmond, Ca). A eletrotransferência das proteínas do gel para a 

membrana foi realizada em 90 minutos a 120 V (constante) em aparelho miniaturizado 

de transferência da Bio-Rad. A ligação dos anticorpos a proteínas não-específicas foi 

reduzida por pré-incubação da membrana por 1 hora com tampão de bloqueio (5% leite 

em pó magro, 10 mmol/L Tris, 150 mmol/L NaCl, e 0.02% Tween 20) a 4°C. A 

membrana de nitrocelulose foi então incubada com anticorpos específicos diluídos em 

tampão de bloqueio (0.3% de leite em pó magro) por 12 horas a 4°C e então lavadas 3 

vezes com solução basal (10 mmol/L Tris, 150 mmol/L NaCl, and 0.02% Tween 20). 

Os anticorpos primários utilizados foram obtidos da Santa Cruz Biotechnology (Santa 

Cruz, CA, USA): sendo, o anticorpo monoclonal que reconhece FMNL1 (sc-81274) e o 
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anticorpo policlonal que reconhece actina (sc-1616). O sistema de revelação usado foi 

baseado em quimioluminêscencia, e realizado de acordo com orientações do fabricante, 

ECLTM Western Blot Analysis System (Amersham Pharmacia Biotech, UK). Em suma, 

as membranas foram incubadas por 1 hora com o anticorpo secundário, conjugado ao 

HRP (Horseradish peroxidase), lavadas novamente, e então submetidas ao substrato da 

enzima, resultando em um produto luminescente, detectado por autoradiografias em 

filmes Kodak XAR (Eastman Kodak, Rochester, NY). Análises quantitativas da 

intensidade das bandas de proteínas foram determinadas utilizando o programa Scion 

Image software (ScionCorp, Frederick, MD, USA). A intensidade de expressão protéica 

foi normalizada pela expressão da actina.  

 

Citometria de fluxo 

À suspensão celular, ajustada para a concentração de 1x106 células e lavada com 

PBS, foram adicionados os respectivos anticorpos marcados. A mistura foi 

homogeneizada e incubada por 30 minutos à temperatura ambiente ao abrigo da luz. 

Após essa etapa, as  células foram lavadas duas vezes em PBS e finalmente 

ressuspendidas em paraformaldeido 1% em PBS e mantidas à temperatura de 4oC ao 

abrigo da luz até o momento da aquisição. Os eventos foram adquiridos no 

FACSCalibur (Becton–Dickinson, CA, USA) e analisados através do programa 

FACSDiva (version 4.0.1, Becton–Dickinson, CA, USA). Foram utilizados anticorpos 

monoclonais conjugados com isotiocianato de fluorosceína (FITC) anti-CD8, 

ficoeritrina (PE) anti-CD4 e a aloficocianina (APC) anti-CD3 para análise das 

subpopulações de linfócitos T. Foi feita uma aquisição de 10.000 eventos, utilizando-se 

uma janela de análise P1 (gate) a partir da população de linfócitos (Figura 7A). A partir 

dessa janela, foram obtidas as porcentagens das populações CD3+CD4+ e CD3+CD8+ 

(Figura 7B e C, respectivamente).  

Para análise das diferenciações foram utilizados os anticorpos monoclonais 

conjugados com ficoeritrina (PE)  anti-CD11b e isotiocianato de fluorosceína (FITC) 

anti-CD61. Neste caso, a janela inicial foi feita a partir dos parâmetros FSC e SSC.  
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A

B C

 

Figura 7. Citometria de fluxo utilizada para análise das subpopulações de 
linfócitos T CD3+CD4+ e CD3+CD8+. P1: janela na população de linfócitos (A), dot 

plot representando as células CD3+CD4+ (B), dot plot representando as células 
CD3+CD8+ (C). 

 

Linhagens celulares 

Linhagens celulares humanas de leucemias agudas foram adquiridas no ATCC, 

Philadelphia, USA (Tabela 3). 

Tabela 3.  Descrição das linhagens leucêmicas 

Linhagem Descrição 

Jurkat Leucemia Linfóide Aguda T 

K562 Leucemia mieloide crônica em fase blástica, t(9;22) 

NB4 Leucemia promielocítica aguda, t(15;17) 

KU812 Leucemia mieloide crônica em fase crônica, t(9;22) 

 

 Todas as linhagens celulares foram cultivadas de acordo com recomendações da 

ATCC, mantidas a 37°C e em incubadora de CO2. Resumidamente, as células foram 

mantidas em meio RPMI (Gibco) com 10% SFB, penicilina/estreptomicina e 

anfotericina B.  
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Diferenciação em linhagens celulares hematopóeticas  

Foram utilizadas linhagens celulares na concentração inicial de 2x105 

células/mL em um volume de 50 mL. Células KU812 foram induzidas para 

diferenciação eritroide através do tratamento com 50 M de hemina (HE) (Sigma; St. 

Louis, MO, USA) e 100 M de hidroxiuréia (HU) (Sigma; St. Louis, MO, USA) por 4 

dias e avaliada por análise da coloração de benzidina e pela expressão de -globina, -

globina e -globina  por PCR quantitativo. Células NB4 foram induzidas para 

diferenciação granulocítica por tratamento com 10-6 M de ácido all-trans-retinóico 

(ATRA) (Roche; Basel, Switzerland) por 4 dias e avaliado por análise morfológica e 

pela expressão de CD11b por citometria de fluxo. Células K562 foram induzidas para 

diferenciação megacariocítica por tratamento com 20 nM de acetato de forbol miristato 

(PMA) (Sigma; St. Louis, MO, USA) por 4 dias e avaliada por análise morfológica e 

pela expressão de CD61 por citometria de fluxo. 

 

Análise Estatística 

O método usado para análise dos resultados foi o teste de regressão linear 

multivariada, após o ajuste dos grupos pela idade. A correlação entre os dados e 

parâmetros clínicos dos pacientes foi feita através das análises de regressão univariada e 

multivariada. Para ajuste do teste de regressão multivariado foi utilizado o critério de 

Stepwise. Para comparação da expressão de FMNL1, em sangue periférico, entre os 

grupos SMD e controle também foi utilizado o teste de Mann Whitney. Nos testes de 

diferenciação celular foi usado o test t de Student. Quando necessário, análise de 

covariância (ANCOVA) foi aplicada. Variáveis numéricas sem distribuição normal 

foram transformadas em rankings para análise. O teste de Spearman foi utilizado para 

analisar correlação entre dois grupos. Valor de P<0,05 foi considerado estatisticamente 

significativo. 
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1. Estudo do perfil dos linfócitos em sangue periférico 

 

1.1 Número absoluto de linfócitos em pacientes com SMD e 

grupo controle 

Foi observada uma diminuição no número absoluto de linfócitos no grupo de 

pacientes com SMD quando comparado com o grupo controle, após o ajuste pela idade 

através da análise de regressão multivariada (P=0,002, Figure 8A). Entretanto, apenas 

26,5% (n=13) pacientes apresentaram a contagem de linfócitos abaixo do limite inferior 

da normalidade (1,1x103 células/mm3). Ao subdividirmos os pacientes em baixo e alto 

risco, de acordo com a FAB e WHO, foi mantida a significância estatística (P<0,05, 

Figura 8B).  
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Figura 8. Contagem absoluta de linfócitos periféricos em pacientes com SMD e no 
grupo controle. (A e B) Análise de regressão multivariada foi realizada com a 
contagem de linfócitos como a variável dependente, idade e status da doença como 
variáveis independentes. O termo de interação entre a idade e o status da doença não foi 
estatisticamente significativo (P>0,05) e foi retirado do modelo final. A linha tracejada 
horizontal vermelha representa o limite inferior de normalidade de referência da 
contagem de linfócitos (1,1x103 células/mm3). O valor de P e o número de indivíduos 
estão indicados na figura. SMD baixo e alto risco de acordo com as classificações FAB 
e WHO. 

 



 74 

1.2 Frequência das células CD3+ e das suas subpopulações 

CD3+CD4+ e CD3+CD8+ em sangue periférico de pacientes com SMD e 

grupo controle 

Observamos que a porcentagem de células CD3+, após o ajuste pela idade 

através da análise de regressão multivariada, apresentou um significativo aumento no 

grupo de pacientes com SMD quando comparado com o grupo controle (P=0,004, 

Figura 9A). Ao subdividirmos os pacientes de acordo com as classificações FAB e 

WHO, observamos que este aumento na frequência de CD3+ foi estatisticamente maior 

no alto risco em relação ao baixo risco da doença (P=0,02, Figura 9B). 

Quando analisamos individualmente as porcentagens de cada subtipo celular, 

também ajustados pela idade, não observamos alterações na fração de células 

CD3+CD4+ entre SMD e controle (P=0,2, Figura 9C).  Entretanto, foi observado um 

aumento significativo na frequência CD3+CD4+ no alto risco da doença quando 

comparado com o grupo controle (P=0,02, Figura 9D). 

A fração de células CD3+CD8+ está aumentada no grupo de pacientes quando 

comparado com o grupo controle (P=0,05, Figura 9E), resultado mantido ao 

compararmos o baixo risco da doença, de acordo com FAB e WHO, com o grupo 

controle (P=0,04, Figura 9F).  
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Figura 9. Frequência de células T CD3+ e de suas subpopulações CD3+CD4+ e 
CD3+CD8+ em SMD e grupo controle determinada por citometria de fluxo. A 
análise de regressão multivariada foi realizada com a % CD3 (A e B), % CD3+CD4+ (C 
e D) e % CD3+CD8+ (E e F), como as variáveis dependentes, e idade e status da doença 
como as variáveis independentes. O termo de interação entre a idade e o status da 
doença não foi estatisticamente significativo (P>0,05) e foi retirado do modelo final. O 
valor de P e o número de indivíduos estão indicados na figura. SMD baixo e alto risco 
de acordo com as classificações FAB e WHO.  
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1.3 Razão CD4:CD8 em pacientes com SMD e grupo controle 

A comparação da razão CD4:CD8 entre os pacientes e o grupo controle, após o 

ajuste pela idade, através da análise de regressão multivariada, não apresentou 

alterações estatísticas significativas (Figura 10A). Entretanto, foi observado um 

aumento da razão CD4:CD8 no alto risco em comparação com o grupo de SMD de 

baixo risco, de acordo com as classificações FAB e WHO (P=0,03, Figura 10B). 
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Figura 10. Razão CD4:CD8 de linfócitos periféricos em SMD e grupo controle. (A 
e B) Análise de regressão multivariada foi realizada com a razão CD4:CD8 como a 
variável dependente, idade e status da doença como variáveis independentes. O termo 
de interação entre a idade e o status da doença não foi estatisticamente significante 
(P>0,05) e foi retirado do modelo final. O valor de P e o número de indivíduos estão 
indicados na figura. SMD baixo e alto risco de acordo com as classificações FAB e 
WHO. 

 

1.4. Correlação da frequência de células CD3+CD4+
 e CD3+CD8+

 

de sangue periférico com parâmetros clínicos dos pacientes com SMD 

As frequências das células CD3+, CD3+CD4+ e CD3+CD8+ foram 

correlacionadas com os seguintes dados clínicos dos pacientes: idade, sexo, nível de 

hemoglobina, contagens de leucócitos, granulócitos e plaquetas, número de citopenias e 

displasias, cariótipo e dependência transfusional [102]. Foi observado, através da 

análise de regressão univariada, que o avanço da idade correlacionou-se com a 

diminuição da porcentagem das células CD3+ e CD3+CD8+ (P<0,04), resultado este 
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confirmado também pela análise de regressão multivariada (P<0,03). O critério de 

dependência transfusional foi correlacionado positivamente com a porcentagem de 

células CD3+ e CD3+CD4+, pela análise univariada (P<0,04), mas apenas com a 

porcentagem de células CD3+CD4+ de acordo com a análise multivariada (P=0,04) 

(Tabela 4). Os outros parâmetros clínicos não apresentaram correlação significativa com 

as frequências das células CD3+, CD3+CD4+ e CD3+CD8+. 

 

Tabela 4. Resultados da análise de regressão univariada e multivariada para 
porcentagem de células CD3+, CD3+CD4+ e CD3+CD8+  

Análise univariada Análise multivariada 

 

%CD3+ %CD3+CD4+ %CD3+CD8+ %CD3+ %CD3+CD4+ %CD3+CD8+ 

Idade 
Beta= -0,39  

P= 0,002 

R2= 0,23 

Beta=-0,20 
P= 0,13 

R2= 0,06 

Beta= -0,28 
P= 0,04 

R2= 0,11 

Beta= -
0,39 

P= 0,002 
R2= 0,23 

---- 
Beta=  -0,30 

P= 0,02 
R2= 0,14 

Dependência 
transfusional 

Beta = 9,37  
P= 0,04 

R2= 0,11 

Beta= 9,96 
P= 0,04 

R2= 0,11 

Beta= 2,16 
P= 0,66 

R2= 0,005 
---- 

Beta= 10,39 
P= 0,04 
R2= 0,11 

---- 

* Beta: valor da estimativa ou coeficiente angular (slope) na reta de regressão 
R2: coeficiente de determinação (% de variabilidade da variável resposta explicada pela 
variável independente). Variáveis numéricas transformadas em postos (ranks) devido à 
ausência de distribuição normal. 
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2. Estudo de expressão dos genes FOXP3, IL10, TGFB1 e CTLA4 em 

células CD3+ de sangue periférico 

2.1. Análise dos transcritos de FOXP3  

A expressão gênica de FOXP3 nas células CD3+ de pacientes com SMD, após o 

ajuste pela idade, através da análise de regressão multivariada, apresentou uma 

diminuição significativa quando comparada com o grupo controle (P=0,009, Figura 

11A).  Observamos que essa diferença foi mantida quando comparamos o grupo de 

baixo risco, de acordo com FAB e WHO, com o grupo controle (P=0,006, Figura 11B). 

Não houve diferenças significativas na comparação do alto risco com os demais grupos 

(P>0,05, Figura 11B). 
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Figura 11. Expressão do RNAm de FOXP3 nas células CD3+ de doadores normais 
e de pacientes com SMD através de PCRq. (A e B) O termo de interação entre a idade 
e o status da doença não foi estatisticamente significativo (P>0,05) e foi retirado do 
modelo final. Uma amostra de controle saudável foi utilizada como amostra calibradora. 
O valor de P e o número de pacientes estão indicados na figura. SMD baixo e alto risco 
de acordo com as classificações FAB e WHO.  
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2.2. Análise dos transcritos de IL10  

A expressão gênica de IL10 não apresentou diferença significativa, após ajuste 

da idade, entre o grupo controle e SMD (P=0,06, Figura 12A). Entretanto, a expressão 

de IL10 foi significativamente menor no subgrupo de baixo risco, de acordo com FAB e 

WHO, quando comparada com alto risco e grupo controle (P<0,05, figuras 12B). 
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Figura 12. Expressão do RNAm de IL10 nas células CD3+ de doadores normais e 
de pacientes com SMD através de PCRq. (A e B) O termo de interação entre a idade e 
o status da doença não foi estatisticamente significativo (P>0,05) e foi retirado do 
modelo final. Uma amostra de controle saudável foi utilizada como amostra calibradora. 
O valor de P e o número de pacientes estão indicados na figura. SMD baixo e alto risco 
de acordo com as classificações FAB e WHO.  
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2.3. Análise dos transcritos de TGFββββ1 e CTLA4 

Na análise das expressões de TGFβ1 e CTLA4, não foram observadas diferenças 

significativas entre os grupos controle e SMD, como também nos subgrupos de acordo 

com as classificações FAB e WHO (Figuras 13 A-D). 
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Figura 13. Expressão de TGFββββ1 e CTLA4 em células CD3+ de sangue periférico 
através de PCRq. Análise de regressão multivariada foi realizada com expressão de 
TGFβ1 (A e B) e expressão de CTLA4 (C e D), como as variáveis dependentes, e idade 
e status da doença como as variáveis independentes. O termo de interação entre a idade 
e o status da doença não foi estatisticamente significativo (P>0,05) e foi retirado do 
modelo final. O valor de P e o número de indivíduos estão indicados na figura. SMD 
baixo e alto risco de acordo com as classificações FAB e WHO.  
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2.4. Correlação da expressão gênica de FOXP3 com os 

marcadores de ativação das células Tregs 

Através da correlação de Sperman, podemos afirmar que houve uma correlação 

positiva, de magnitude moderada, entre a expressão dos transcritos de FOXP3 com a 

expressão dos genes das citocinas IL10 (Figura 14A, r=0,37; P=0,008) e TGFβ1 (Figura 

14B, r= 0,28; P=0,04), como também com CTLA4 (Figura 14C, r= 0,35; P=0,01).  
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Figura 14. Correlação entre os transcritos de FOXP3 e marcadores de ativação das 
células Tregs. A expressão relativa de cada gene foi determinada por PCRq. A 
correlação da expressão de FOXP3 com as expressões de IL10 (A), TGFβ1 (B) e 
CTLA4 (C) foi realizada através do teste de correlação de Spearman. 
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2.5. Correlação da expressão gênica de IL10 com células 

CD3+CD4+ e CD3+CD8+ 

A expressão dos transcritos de IL10 apresentou uma correlação negativa e 

significativa, de magnitude moderada, com a porcentagem de células CD3+CD8+, 

através da correlação de Spearman (Figura 15, r= -0,35; P=0,02). Essa correlação foi 

confirmada pela análise de regressão linear univariada (Beta=-0,41; P=0,02; r2=0,12).  

Não houve resultados significativos para as correlações de expressão de IL10 com a 

população de células CD3+CD4+ e também da expressão de TGFβ1 e CTLA4 com as 

subpopulações CD3+CD4+ e CD3+CD8+ (dados não mostrados). 
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Figura 15. Correlação entre o log da expressão realtiva de IL10/HPRT e a 
porcentagem de células CD3+CD8+ em sangue periférico. A porcentagem de 
CD3+CD8+ foi determinada por citometria de fluxo e a expressão relativa de IL10 

através de PCRq. Teste de correlação de Spearman. 

 

 

 

 



 83 

3. Estudo de expressão de FMNL1 em células CD3+ de sangue 

periférico 

 

3.1. Transcritos de FMNL1  

Utilizando o teste de Mann-Whitney, foi observado que a expressão de FMNL1 

foi significativamente maior nos linfócitos CD3+ do grupo SMD quando comparado 

com o grupo controle (P=0,02, figura 16A). Entretanto, ao ajustarmos os valores pela 

idade, através do teste de regressão linear multivariada, não observamos mais essas 

diferenças (Figura 16B), como também não houve diferenças na comparação do baixo 

risco, alto risco e controle (P>0,05, Figura 16C). É importante ressaltar que o através do 

teste ANCOVA, no qual sexo e idade são ajustados, há uma tendência de maior 

expressão de FMNL1 no grupo de SMD (P=0,09; dado não mostrado). 
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Figura 16. Expressão gênica de FMNL1 em células CD3+ de sangue periférico em 
SMD e grupo controle através de PCRq (A) Expressão de FMNL1 nos controles e 
nos pacientes com SMD analisados através do teste de Mann-Whitney.  As linhas 
horizontais representam a mediana. (B-C) Análise de regressão multivariada foi 
realizada com o log da expressão de FMNL1 como a variável dependente, idade e status 
da doença como variáveis independentes. O termo de interação entre a idade e o status 
da doença não foi estatisticamente significante (P>0,05) e foi retirado do modelo final. 
O valor de P e o número de indivíduos estão indicados na figura. SMD baixo e alto 
risco de acordo com as classificações FAB e WHO.  
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3.2. Correlação da expressão gênica de FMNL1 com células 

CD3+CD4+ e CD3+CD8+ 

A expressão dos transcritos de FMNL1 apresentou uma correlação positiva, de 

magnitude moderada, com a porcentagem de células CD3+CD4+, através da correlação 

de Spearman (Figura 17A, r= 0,31; P=0,05). Não houve resultados significativos para a 

correlação de expressão de FMNL1 com a população de células CD3+CD8+ (Figura 18 

B, r= 0,16; P=0,32). 
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Figura 17. Correlação entre os transcritos de FMNL1 e a porcentagem de células 
CD3+CD4+ (A) e CD3+CD8+ (B) em sangue periférico. As porcentagens de 
CD3+CD4+ e CD3+CD8+ foram determinadas por citometria de fluxo e a expressão 
relativa de FMNL1 através de PCRq. Teste de correlação de Spearman. 
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3.3. Correlação da expressão gênica de FMNL1 em células CD3+
 

de sangue periférico com parâmetros clínicos dos pacientes com SMD 

Novamente, utilizando as técnicas de regressão linear univariada e multivariada, 

com critério Stepwise, correlacionamos a expressão de FMNL1 com os seguintes 

parâmetros biológicos: sexo, idade, nível de hemoglobina, contagens de leucócitos, 

granulócitos e plaquetas, número de citopenias, cariótipo e dependência transfusional. 

Houve uma correlação positiva significativa entre a expressão de FMNL1 com a 

dependência transfusional, de acordo com a regressão univariada e multivariada 

(P=0,03, Tabela 7).  

 

Tabela 5. Resultado da análise de regressão linear univariada e multivariada para 
expressão de FMNL1 em células CD3+ de sangue periférico com parâmetros 
clínicos dos pacientes com SMD (n=49). 

 

 FMNL1 

 Análise univariada Análise multivariada 

Dependência 
transfusional 

Beta= 10,49 
P= 0,03 
R2= 0,08 

Beta= 10,66 
P= 0,04 
R2= 0,09 

* Beta: valor da estimativa ou coeficiente angular (slope) na reta de regressão; EP: erro 
padrão de beta. R2: coeficiente de determinação (% de variabilidade da variável resposta 
explicada pela variável independente). Critério Stepwise de seleção de variáveis. R2 
Total: 0,095. Intercepto (EP): 21,61 (2,30); P<0,001. Variáveis numéricas 
transformadas em postos (ranks) devido à ausência de distribuição Normal. 
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4. Estudo de expressão de FMNL1 em células totais de medula óssea 

 

4.1. Transcritos de FMNL1 
A expressão do RNAm de FMNL1 foi significativamente menor em células 

totais de MO de  pacientes com SMD, após o ajuste pela idade, quando comparada às 

amostras do grupo controle, através da análise de regressão multivariada (P=0,01, 

Figura 18A).  Esta diferença entre doença e controle é mantida mesmo quando os 

pacientes são subdivididos em baixo e alto risco, de acordo com a classificação FAB 

(P<0,05, Figura 18B).  
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Figura 18. Expressão gênica de FMNL1 em células totais de MO em SMD e grupo 
controle através de PCRq. Análise de regressão multivariada foi realizada com o log 
da expressão de FMNL1 como a variável dependente, idade e status da doença como 
variáveis independentes. O termo de interação entre a idade e o status da doença não foi 
estatisticamente significante (P>0,05) e foi retirado do modelo final. O valor de P e o 
número de indivíduos estão indicados na figura. SMD baixo e alto risco de acordo com 
a classificação FAB. 
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4.2. Correlação da expressão gênica de FMNL1 em células totais 

de medula óssea com parâmetros clínicos dos pacientes com SMD 

Os seguintes parâmetros clínicos foram correlacionados com a expressão de 

FMNL1: idade, sexo, cariótipo, nível de hemoglobina, contagens de leucócitos, 

segmentados e plaquetas, número de citopenias, % blastos e sideroblastos na MO, 

dependência transfusional e celularidade da MO.  Foram realizadas as análises 

univariada e multivariada com critério Stepwise. A expressão de FMNL1 correlacionou-

se negativamente com o número de citopenias pela análise univariada (P=0,007, tabela 

6), sendo a mesma confirmada através da análise multivariada (P=0,002, tabela 6).  

 

Tabela 6. Resultado da análise de regressão linear univariada e multivariada para 
expressão de FMNL1 em células totais de MO com parâmetros clínicos dos 
pacientes com SMD (n=49) 

 FMNL1 

 Análise univariada Análise multivariada 

Número de 
citopenias 

Beta= -0,40 
P= 0,007 
R2= 0,14 

Beta= -0,50 
P= 0,002 
R2= 0,20 

*Beta: valor da estimativa ou coeficiente angular (slope) na reta de regressão; EP: erro 
padrão de beta. R2: coeficiente de determinação (% de variabilidade da variável resposta 
explicada pela variável independente). Critério Stepwise de seleção de variáveis. R2 
Total: 0,2048. Intercepto (EP): 36,97 (4,24); P<0,001. Variáveis numéricas 
transformadas em postos (ranks) devido à ausência de distribuição Normal. 
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5. Estudos de expressão de FMNL1 em modelos de diferenciação 

hematopoética 

. 

5.1. Análise da expressão FMNL1 durante a diferenciação 

megacariocítica em células K562 

A diferenciação megacariocítica foi realizada por 4 dias de cultura de células 

K562. No quarto dia de cultura, as células foram coletadas e avaliadas para a expressão 

do marcador de superfície de membrana CD61, para expressão de FMNL1, como 

também sua morfologia celular. A diferenciação foi efetiva, uma vez que 70% das 

células foram positivas para a o marcador CD61 e confirmada pela análise morfológica 

(Figura 19A). A expressão de FMNL1 apresentou um aumento de cerca de quinze vezes 

durante a diferenciação (P=0,002, Figura 19B). Dados de Western blot corroboraram 

esses achados (Figura 19C). 
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Figura 19. Expressão de FMNL1 durante a diferenciação celular megacariocítica. 
(A) Imagens de contraste de fase e dot plot da expressão do marcador de superfície 
CD61 de células K562 controle (-PMA) e de células K562 induzidas para diferenciação 
megacariocítica após 4 dias de tratamento com PMA (+PMA). (B) Expressão do RNAm 
de FMNL1. (C) Expressão protéica de FMNL1. A expressão relativa do RNAm foi 
obtida por PCRq. A expressão protéica foi analisada por Western blot com anti-FMNL1 
e anti-Actina que foi utilizado como controle para equalizar as amostras. As barras 
indicam a media + desvio padrão de três experimentos independentes. Teste t de 
Student. 
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5.2. Análise da expressão FMNL1 durante a diferenciação 

granulocítica em células NB4 

Para diferenciação granulocítica, as células NB4 foram mantidas por 4 dias em 

cultura com ATRA. Observamos que a diferenciação foi efetiva, através da positividade 

de marcação de CD11b e também da sua morfologia (Figura 20A). A expressão de 

FMNL1 teve um aumento de cerca de cinco vezes durante a diferenciação (P=0,05, 

Figura 20B) e a expressão proteica confirmou esses achados (Figura 20C). 
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Figura 20. Expressão de FMNL1 durante a diferenciação celular granulocítica. (A) 
Preparação do citospin com coloração de Rosenfeld e dot plot da expressão do marcador 
de superfície CD11b de células NB4 controle (-ATRA) e de células NB4 induzidas para 
diferenciação granulocítica após 4 dias de tratamento com ATRA (+ATRA). Expressão 
do RNAm (B) e da proteína (C) FMNL1. A expressão relativa do RNAm foi obtida por 
PCRq. A expressão protéica foi analisada por Western blot com anti-FMNL1 e anti-
Actina que foi utilizado como controle para equalizar as amostras. As barras indicam a 
media + desvio padrão de quatro experimentos independentes. Teste t de Student.  
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 5.3. Análise da expressão FMNL1 durante a diferenciação 

eritrocítica em células KU812 

Para diferenciação eritrocítica, as células KU812 foram mantidas por 4 dias em 

cultura com hemina e hidroxiuréia.  Observamos na figura 21A e B que a diferenciação 

foi efetiva, através da coloração de benzidina e expressão das cadeias de globina. A 

expressão de FMNL1 não teve diferença significativa durante a diferenciação (Figura 

21C). 
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Figura 21. Expressão de FMNL1 durante a diferenciação celular eritrocítica. (A) 
Coloração de benzidina corando a hemoglobina, (B) PCRq da expressão das cadeias de 
globina de células KU812 controle (- HE e HU) e de células KU812 induzidas para 
diferenciação eritrocítica após 4 dias de tratamento com hemina e hidroxiuréia (+ HE e 
HU). (C) Expressão do RNAm de FMNL1. A expressão relativa do RNAm foi obtida 
por PCRq. As barras indicam a media + desvio padrão de três experimentos 
independentes. Teste t de Student. 
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Os progenitores hematopoéticos clonais dos pacientes com SMD apresentam 

diferentes graus de diferenciação mieloide. A perda da capacidade de diferenciação 

destes progenitores, junto com a apoptose destas células parcialmente diferenciadas, 

resultam em um quadro de pancitopenia periférica nestes pacientes [105, 106]. O 

envolvimento de múltiplas linhagens mieloides no clone SMD é claro, mas se os 

linfócitos destes pacientes também derivam do clone maligno depende muito das 

aberrações cromossômicas envolvidas na doença [107]. Os estudos mostram que na 

maioria dos casos de SMD, os linfócitos não estão envolvidos com o clone maligno 

[108, 109], entretanto, nossos resultados mostraram uma diminuição significativa dessas 

células no sangue periférico dos pacientes com SMD. Já foi descrito um aumento de 

apoptose nos linfócitos B em MO de pacientes com SMD, quando comparados com 

pacientes com LMA e com controles saudáveis [110]. Shioi e colaboradores mostraram 

um aumento de apoptose das células T em sangue periférico de pacientes com SMD, 

sendo maior no grupo de alto risco [108]; este resultado corrobora nossos achados em 

que o grupo de alto risco apresentou uma maior diminuição da contagem absoluta de 

linfócito em sangue periférico. Outros estudos também apontam para as células T como 

principais responsáveis pela diminuição do número total de linfócitos nestes pacientes 

[66, 67]. É importante ressaltar, que apenas 26,5% dos pacientes apresentaram uma 

linfopenia absoluta. Poucos estudos abordam o significado prognóstico da contagem 

absoluta de linfócitos periféricos nas neoplasias mielóides. Jacobs e colaboradores 

mostraram que a diminuição da contagem absoluta de linfócitos de pacientes com SMD, 

no momento do diagnóstico, tem um impacto negativo no prognóstico, sugerindo a 

influência do sistema imune da evolução da doença [111]. 

Embora houvesse a diminuição do número absoluto de linfócitos nos pacientes 

com SMD, os mesmos apresentaram um aumento da frequência das suas células CD3+ 

em relação ao controle saudável, e isso se deve tanto ao aumento da frequência da 

subpopulação de células CD3+CD4+ no alto risco, como também ao aumento da 

frequência da subpopulação CD3+CD8+ no baixo risco. Estes resultados estão 

parcialmente de acordo com Chamuleau e colaboradores [102]. Esses autores também 

observaram nos pacientes com SMD um aumento na porcentagem dos linfócitos CD3+ e 

um estado de ativação das células CD3+CD8+, caracterizado por aumento de grânulos 

citotóxicos de granzima, entretanto não viram alterações na frequência destas como 

também das células CD3+CD4+ [102]. Por outro lado, uma proliferação aumentada de 

células T CD8+ mono e oligoclonal, bem como um aumento da citotoxicidade dessas 
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células em pacientes com SMD já foram descritos [55, 57, 112, 113]. Epling-Burnette e 

colaboradores mostraram que a expansão clonal de células T ocorre em 50% dos 

pacientes com SMD em comparação com 5% em indivíduos saudáveis de uma faixa 

etária semelhante [45]. 

Nos pacientes a expansão das células CD3+CD8+ foi estatisticamente 

significativa no grupo de baixo risco quando comparada com o controle, o que sugere a 

contribuição dessas células na eliminação dos progenitores hematopoéticos, visto que 

nos estadios iniciais da doença há um aumento da atividade apoptótica [55]. Já foi 

demonstrado que a deleção das células CD8+CD57+ resultou no crescimento das células 

malignas da MO de pacientes com SMD de baixo risco, indicando o papel destas células 

no controle do crescimento das células tronco e progenitores destes pacientes [114]. 

Vários estudos descreveram o sistema imune ativado em pacientes com SMD [36, 57, 

58]. Esta ativação imune exerce um papel importante na fisiopatologia da SMD por 

desencadear a apoptose dos progenitores hematopoéticos, causada pela expansão dos 

linfócitos T CD8+ ativados [79, 115, 116], que devido principalmente ao aumento de 

TNFα e IFNγ no microambiente, induzem a morte celular na tentativa de eliminar 

potenciais clones displásicos [41, 116]. 

É importante ressaltar que os estudos das células T e seus subtipos, em pacientes 

com SMD, são inconsistentes na literatura [60-62]. Consequentemente, existem 

divergências também nos estudos sobre a razão CD4:CD8 [54, 60, 66, 67]. O nosso 

resultado de correlação negativa entre a frequência de células CD3+ e CD3+CD8+ com a 

idade nos pacientes, além de estar de acordo com a literatura [117-119], confirma a 

importância do ajuste dos valores da idade entre grupo controle e a doença em questão. 

Em relação às células CD3+CD4+, observamos um aumento da frequência de 

CD3+CD4+, seguida de um aumento da razão CD4:CD8 no subgrupo de alto risco da 

doença. É interessante apontar que nos pacientes houve uma correlação positiva entre a 

frequência das células CD3+CD4+ com a dependência transfusional, que é sabidamente 

um fator prognóstico desfavorável [120-122]. Estes resultados sugerem que esse 

aumento na razão CD4:CD8 seja um fator importante na progressão da doença.  

 As células T reguladoras (Treg) desempenham um papel importante na 

manutenção da autotolerância, controle de autoimunidade e regulação da homeostase 

das células T [123]. A maioria das células CD4+ Tregs apresentam a expressão 

específica de FOXP3, um fator de transcrição que é importante para o desenvolvimento 
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e função destas células [124-126]. A ativação das células Treg inclui a produção de 

IL10 e TGFβ1 [80, 127], além da expressão de CTLA4 [78]. Nós observamos uma 

diminuição significativa dos transcritos de FOXP3 nas células CD3+ dos pacientes com 

SMD quando comparados com o controle. Embora os nossos resultados sejam baseados 

na expressão gênica de FOXP3, estes estão de acordo com a literatura, onde também já 

foi descrito, através de citometria de fluxo, uma diminuição de células Tregs nos 

pacientes com SMD quando comparados com indivíduos saudáveis [102]. Portanto, 

nossos resultados sugerem que os transcritos de FOXP3 têm uma relação direta com o 

número de células Tregs.   

Nos pacientes, foi claro que a diminuição de FOXP3 deve-se à sua baixa 

expressão no grupo de SMD de baixo risco, que foi significativamente menor quando 

comparado com grupo controle. Estes resultados sugerem que houve uma diminuição 

das Tregs nos pacientes de baixo risco. Não foi observado um aumento significativo da 

expressão de FOXP3 nos pacientes de alto risco, o que reflete provavelmente ao baixo 

número de pacientes estudados (n=9). O primeiro estudo publicado sobre o número 

absoluto de células Tregs em sangue periférico de pacientes com SMD descreveu uma 

significativa correlação entre aumento do número de células Tregs e vários marcadores 

de progressão da doença [53]. Também já foi descrito que as células Tregs apresentam 

diferentes perfis entre o baixo e o alto risco da doença [115]. Nos estadios iniciais da 

doença estas células apresentam suas funções e homing prejudicados, enquanto nos 

estadios avançados encontram-se expandidas com suas funções e homing mantidos 

[115, 128]. 

Nós também analisamos a expressão de marcadores de ativação de Tregs: IL10, 

TGFβ1 e CTLA 4 [78, 80, 127] e correlacionamos com a expressão de FOXP3. Nosso 

resultado significativo da correlação positiva entre a expressão de IL10, TGFβ1 e a 

expressão de FOXP3 sugere que a secreção dessas citocinas é proveniente das células 

Tregs.   

Em relação à expressão de IL10, observamos uma diminuição nos pacientes 

quando comparados ao grupo controle, sendo esta diferença um reflexo da diminuição 

da expressão de IL10 no subgrupo de baixo risco. Esse padrão de expressão é o mesmo 

observado nas análises de FOXP3. Poucos trabalhos abordam a expressão de IL10 em 

SMD. Um estudo mostrou a secreção aumentada de IL10 em pacientes com anemia 

refratária com excesso de blastos e outro, um aumento de IL10 nos pacientes de alto 
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risco em relação ao controle [69]. Nosso trabalho apresenta pela primeira vez em 

pacientes com SMD, uma correlação negativa entre a produção de IL10 e a frequência 

de CD3+CD8+.    

Acredita-se que o microambiente determina quais dos múltiplos mecanismos de 

supressão as células Tregs utilizam [129, 130]. No modelo apresentado recentemente 

por Yamaguchi e colaboradores, a ativação de células T virgem poderia ser suprimida 

pelas Tregs naturais via inibição de sinais de ativação como CD28 e produção de IL2 

pelas células T efetoras, mantendo, portanto, estas células num estado virgem nos 

órgãos linfoides. Em condições de inflamação, esses mecanismos são transitoriamente 

quebrados, permitindo a reposta das células T contra um determinado antígeno. 

Entretanto, em microambientes de extrema inflamação, células Tregs ativadas adquirem 

a capacidade de matar ou inativar as células T efetoras e apresentadoras de antígenos, 

via produção de granzima/perforina ou secreção de IL10, controlando desta forma, 

repostas imunes excessivas [130]. Na SMD temos um ambiente pró-inflamatório na 

MO, caracterizado pela produção principalmente de TNFα [72, 77, 131], sendo a 

citocina mais envolvida na fisiopatologia da SMD [76]. Entretanto, não podemos 

esquecer que várias evidências apontam que a malignidade na SMD coexiste com um 

ambiente autoimune, principalmente nos estadios iniciais da doença. Assim, nos 

indivíduos de baixo risco, temos uma diminuição das células Tregs e da produção de 

IL10 com consequente expansão de células CD3+CD8+, característico de 

autoimunidade. À medida que a doença evolui, as células Treg são restabelecidas, 

caracterizada principalmente pelo aumento da produção de IL10 e consequente 

diminuição da frequência das células CD3+CD8+, favorecendo o clone leucêmico. 

 As análises da expressão de FMNL1 em CD3+ de sangue periférico são bastante 

contraditórias. Enquanto que o teste de Mann-Whitney aponta para um aumento da 

expressão de FMNL1 no grupo SMD, essa diferença significativa desaparece na análise 

multivariada, após o ajuste pela idade. Por outro lado, o teste ANCOVA, que também 

leva em consideração o sexo, aponta para uma tendência de aumento de FMNL1 no 

grupo SMD (P=0,09). A ativação do sistema imune na SMD é amplamente descrita em 

vários trabalhos [57, 58]. Já foi demonstrado que a ativação de PBMC com IL2 e OKT3 

resulta no aumento da expressão de FMNL1 [98]. Nossos resultados sugerem que há um 

aumento da expressão de FMNL1 nas células CD3+ ativadas dos pacientes com SMD. 

Entretanto, não foi possível observarmos diferenças na expressão de FMNL1 entre 

baixo e alto risco, o que poderia nos ajudar a definir subgrupos de relevância clínica. 
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Por outro lado, houve uma correlação positiva entre a expressão de FMNL1 e a 

dependência transfusional, que é um marcador de prognóstico bem definido [120-122]. 

Interessantemente, também vimos uma correlação positiva entre FMNL1, células 

CD3+CD4+ (Figura 22).  Assim, podemos sugerir que FMNL1 participe do processo de 

ativação das células CD4+, e estudos futuros são necessários para melhor elucidar essa 

hipótese. É importante lembrar, que já foi descrito que FMNL1 participa do processo de 

ativação dos linfócitos CD8+ [99]. 
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Figura 22. Interação entre FMNL1, células T CD4+ e a dependência transfusional 
na SMD. Foi observada, através do teste de regressão multivariada, em pacientes com 
SMD uma correlação positiva entre três variáveis: dependência transfusional, expressão 
de FMNL1 e frequência das células CD3+CD4+. 

 

Os estudos de FMNL1, em células totais de MO, mostraram que houve uma 

baixa expressão dos transcritos de FMNL1 em SMD em relação ao controle e que esta 

diferença se mantém após subdividimos os pacientes em baixo e alto risco. O critério 

mínimo morfológico para o diagnóstico da SMD, de acordo com a WHO, é a displasia 

em pelo menos 10% das células de linhagem mieloide na MO [132]. Nossos resultados 

sugerem que FMNL1 tenha um papel na diferenciação de células mieloides. Para 

investigar essa hipótese, realizamos ensaios de diferenciação para as três linhagens mais 

afetadas na SMD [109]. O aumento significativo na expressão de FMNL1 durante as 
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diferenciações megacariocítica e granulocítica favorece nossa hipótese (Figura 23). 

Estudos estão em andamento no nosso laboratório para melhor entendermos o papel de 

FMNL1 na diferenciação hematopoética.  
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Figura 23. Modelo da expressão de FMNL1 durante a diferenciação 
megacariocítica e grunolocítica. A expressão de FMNL1 é menor nas células imaturas 
e aumenta à medida que ocorre a diferenciação.  

 
 

Em conclusão, evidenciamos que pacientes com SMD apresentam uma menor 

contagem de linfócitos, porém com a frequências das células T CD3+ e suas 

subpopulações CD3+CD4+ e CD3+CD8+ aumentadas. Os pacientes de baixo risco 

apresentaram uma diminuição da expressão de FOXP3 e de IL10, quadro característico 

de um microambiente apoptótico e inflamatório. Já no grupo de alto risco a expressão 

de IL10, uma citocina supressora, está aumentada. É importante ressaltar que nos 

pacientes houve uma correlação entre o aumento da expressão de IL10 e a diminuição 

das células T CD3+CD8+, sugerindo a contribuição das Tregs na progressão da doença 

através da produção de IL10 (Figura 24).  
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Figura 24. Regulação das células CD8+, através da produção de IL10 pelas Tregs 
em SMD de baixo e alto risco.  
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O conjunto dos resultados apresentados neste trabalho permite as seguintes 
conclusões: 

 
A) Em relação ao sistema imune e SMD: 

 

Evidenciamos que pacientes com SMD apresentam uma menor contagem 

absoluta de linfócitos, porém com a frequências das células T CD3+ e suas 

subpopulações CD3+CD4+ e CD3+CD8+ aumentadas. Além disso, observamos um 

aumento da razão CD4:CD8 em pacientes com alto risco em relação ao baixo risco e 

uma correlação das células T CD3+CD4+  com a dependência transfusional.  

Por fim, os pacientes de baixo risco apresentaram uma diminuição da expressão 

de FOXP3 e de IL10, quadro característico de um microambiente apoptótico e 

inflamatório, retornando a níveis similares aos do grupo controle na doença de alto 

risco. Interessantemente, nos pacientes houve uma correlação entre o aumento da 

expressão de IL10 e a diminuição das células T CD3+CD8+. 

 

 

B) Em relação a FMNL1 e SMD: 

 

Em células CD3+ de sangue periférico, não observamos diferenças significativas 

na expressão de FMNL1 entre os grupos controle e SMD, entretanto, houve uma 

correlação positiva com as células T CD3+CD4+ e com o critério de dependência 

transfusional. 

Os estudos de expressão de FMNL1, em células totais de MO, mostraram que 

houve uma baixa expressão dos transcritos em SMD em relação ao controle e que esta 

diferença se mantem após subdividirmos os pacientes em baixo e alto risco. Além disso, 

observamos uma correlação negativa da expressão de FMNL1 e o número de citopenias. 

Realizamos também, ensaios de diferenciação em linhagens celulares hematopoéticas 

que mostraram um aumento significativo na expressão de FMNL1 durante as 

diferenciações mega e granulocítica. 

 

Esses resultados deram origem a um manuscrito que está em fase final antes da 

submissão. 
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