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RESUMO 

A síndrome mielodisplásica (SMD) caracteriza-se por um grupo heterogêneo de 

doenças clonais da célula progenitora hematopoiética caracterizada por citopenias, 

displasias de uma ou mais linhagens celulares, hematopoese ineficaz e risco de progressão 

para leucemia mieloide aguda. A patogênese da SMD envolve alterações epigenéticas, 

citogenéticas e/ou mutações gênicas em até 80% dos casos e acredita-se que estas 

alterações sejam decorrentes de lesões no DNA, após exposição a agentes endógenos, 

exógenos/ambientais, físicos, químicos e biológicos, que causam instabilidade genômica. 

A metilação do DNA alterada aparece como participante na fisiopatologia molecular da 

doença, ativando ou inativando os genes envolvidos no crescimento, diferenciação e 

apoptose. Os objetivos desse estudo foram avaliar o perfil global de metilação e 

hidroximetilação do DNA (5-metilcitocina e 5-hidroximentilcitosina) em pacientes 

portadores de síndrome mielodisplásica (SMD) e correlacionar os níveis de 5-

hidroximetilcitosina e 5-metilcitosina com os níveis de expressão gênica dos genes 

relacionados ao ciclo celular e fuso mitótico (AURKA, AURKB, MAD2, CDC20, TPX2), 

ao reparo do DNA (ATM, RAD51, LIG 4, BRCA1, BRCA2 XRCC5, XRCC6, XPA, XPC, 

XPG, CSA e CSB) e polimerases com atividade de translesão (REV3L, REV1, POLI, 

POLH, POLL, POLK, POLQ, POLN e PCNA). Foram avaliados 73 pacientes com SMD 

diagnosticados em hospital terciário de referência e 10 controles. Para o estudo 

citogenético foi realizado o exame de cariótipo por Banda-G e para a análise de metilação 

global do DNA foi feita a imuno-histoquímica dos marcadores de metilação global 5-

metilcitosina (5mC) e 5-hidroximetilcitosina (5hmC), em biopsia de medula (BM). Foi 

realizada a avaliação de escore de células hematopoiéticas da medula óssea marcadas e 

feita a associação da metilação global do DNA com os achados de alterações 

cromossômicas, variáveis clínico-laboratoriais, expressões gênicas e à sobrevida dos 

pacientes, buscando novos biomarcadores e/ou possíveis alvos terapêuticos para a SMD. 

Identificamos aumento dos níveis de 5mC em pacientes com cariótipo alterado (p = 

0,022) e uma diminuição de 5hmC em pacientes com mais de 60 anos (p = 0,044) com 

um aumento do ratio 5mC/5hmC (p = 0,017). Comparando pacientes com SMD e 

controles saudáveis, observamos um aumento do ratio de 5mC/5mC no grupo com SMD 

(p = 0,039). Adicionalmente, os pacientes com SMD foram divididos em formas inicial 

(SMD-DU, SMD-DM e SMD-SA) e avançada (SMD-EB 1 e 2) com base na classificação 

da OMS de 2016 e observamos que o ratio de 5mC/5hmC apresentou-se maior nos 

pacientes classificados nas formas avançadas (p = 0,040). Com relação a celularidade da 

medula óssea verificamos que pacientes com medula hipercelular apresentavam aumento 

do ratio de 5hmC/5mC (p=0.011). Ao realizar as correlações de expressão gênicas e os 

níveis de metilação global, verificamos que os genes das polimerases com atividade de 

traslesão(TLS) foram encontradas moderadas correlações para os genes REV1 (p = 

0.049), POLK (p = 0.036), POLQ (p = 0.001) e PCNA (p=0.020) onde verificamos que 

quando os padrões de metilcitosina estavam altos quando a expressão apresentava-se 

diminuída. Estes resultados suportam a importância da regulação da metilação global do 

DNA como participante na manutenção da estabilidade genômica das células tronco 

hematopoiéticas promovendo um melhor entendimento da etiologia, estratificação 

diagnóstica e prognóstica da Síndrome Mielodisplásica, demostrando que a desregulação 

nesse processo pode estar envolvida na patogênese e evolução da doença. 

Palavra-chave: Síndrome mielodisplásica. Metilação. Metilcitosina.  

Hidroximetilcitosina. Imuno-histoquímica.   



ABSTRACT 

Myelodysplastic syndrome (MDS) is characterized by a heterogeneous group of 

hematopoietic progenitor cell clonal diseases, identified by insufficient bone marrow and 

increased apoptosis, which leads to inefficient hematopoiesis and cytopenia in the 

peripheral blood of one or more strains. The pathogenesis of MDS involves epigenetic, 

cytogenetic and / or gene mutations in up to 80% of cases and it is believed that these 

changes are due to DNA damage, after exposure to endogenous, exogenous / 

environmental, physical, chemical and biological agents, that cause genomic instability. 

The altered DNA methylation appears as a participant in the molecular pathophysiology 

of the disease, activating or inactivating the genes involved in growth, differentiation and 

apoptosis. The objectives of this study were to evaluate the global profile of DNA 

methylation and hydroxymethylation (5-methylcytokine and 5-hydroxymethylcytosine) 

in patients with myelodysplastic syndrome (MDS) and to correlate the levels of 5-

hydroxymethylcytosine and 5-methylcytosine with the levels of expression of genes 

related to the cell cycle and mitotic spindle (AURKA, AURKB, MAD2, CDC20, TPX2), 

DNA repair (ATM, RAD51, LIG 4, BRCA1, BRCA2 XRCC5, XRCC6, XPA, XPC, 

XPG, CSA and CSB ) and polymerases with translesion activity (REV3L, REV1, POLI, 

POLH, POLL, POLK, POLQ, POLN and PCNA). 73 patients with MDS diagnosed at a 

tertiary referral hospital and 10 controls were evaluated. For the cytogenetic study, the 

karyotype exam was performed by G-Band and for the global DNA methylation analysis, 

immunohistochemistry of the global methylation markers 5-methylcytosine (5mC) and 

5-hydroxymethylcytosine (5hmC) was performed, in biopsy of marrow (BM). The 

scoring of marked bone marrow hematopoietic cells was performed and the association 

of global DNA methylation with the findings of chromosomal changes, clinical and 

laboratory variables, gene expressions and patient survival was made, looking for new 

biomarkers and / or possible targets treatments for MDS. We identified an increase in 

levels of 5mC in patients with altered karyotype (p = 0.022) and a decrease of 5hmC in 

patients older than 60 years (p = 0.044) with an increase in the 5mC / 5hmC ratio (p = 

0.017). Comparing patients with MDS and healthy controls, we observed an increase in 

the ratio of 5mC / 5mC in the group with MDS (p = 0.039). Additionally, patients with 

MDS were divided into initial (SMD-CRDU, SMD-CRDM and SMD-SA) and advanced 

(SMD-EB 1 and 2) forms based on the 2016 WHO classification and we observed that 

the ratio of 5mC / 5hmC was higher in patients classified as advanced forms (p = 0.040). 

Regarding bone marrow cellularity, we found that patients with hypercellular marrow had 

an increase in the ratio of 5hmC / 5mC (p = 0.011). When carrying out gene expression 

correlations and global methylation levels, we found that the polymerase genes with 

traslesion activity (TLS) were found to have moderate correlations for the REV1 (p = 

0.049), POLK (p = 0.036), POLQ ( p = 0.001) and PCNA (p = 0.020) where we found 

that when methylcytosine standards were high when expression was reduced. These 

results support the importance of the regulation of global DNA methylation as a 

participant in maintaining the genomic stability of hematopoietic stem cells, promoting a 

better understanding of the etiology, diagnostic and prognostic stratification of the 

Myelodysplastic Syndrome, demonstrating that deregulation in this process may be 

involved in the pathogenesis and evolution of the disease. 

Keywords: Myelodysplastic syndrome. Methylation. Methylcytosine.  

Hydroxymethylcytosine. Immunohistochemistry. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Epigenética  

O termo “epigenética” foi definido pelo biólogo e embriologista, Conrad Waddington, no 

início da década de 1940 (BIRD, 2007). Naquela época havia duas visões predominantes sobre 

desenvolvimento embrionário, ambas derivadas do século XVII: a pré-formação, que afirmava 

que todas as características humanas estavam presentes no embrião e precisavam simplesmente 

crescer ou multiplicar; e a epigênese, que postulava que novos tecidos seriam criados a partir 

de interações sucessivas de constituintes de um zigoto sem diferenciação já determinada 

(WADDINGTON, 1957; VAN SPEYBROECK, 2002). 

Waddington acreditava que tanto a pré-formação quanto a epigênese poderiam ser 

complementares, a pré-formação representando a natureza estática do gene e a epigênese 

representando a natureza dinâmica da expressão do gene. (DEANS, 2015). Então, nos seus 

estudos sobre a “canalização” do desenvolvimento, teoria de que o genótipo de um organismo 

responde ao ambiente de uma forma organizada, em uma interação genótipo-genótipo e 

genótipo-ambiente, essa resposta ocorreria independente de efeitos mutacionais 

(WADDINGTON, 1942; HAIG, 2004).  

Ao longo das décadas de 1980 e 1990, a definição de epigenética se afastou dos processos 

de desenvolvimento e tornou-se mais generalizado. Por exemplo, em 1982 a epigenética foi 

descrita como “pertencente à interação de fatores genéticos e processos de desenvolvimento 

através do qual o genótipo é expresso no fenótipo” (LINCOLN et al. 1982). 

Atualmente, a epigenética é definida como mudanças na expressão do gene que não 

alteram a sequência do DNA, mas que são herdáveis pela mitose ao longo das gerações. Existem 

algumas características que distinguem a epigenética dos mecanismos da genética: a 

reversibilidade, os efeitos de posicionamento e a habilidade de agir em distâncias aleatórias 

maiores do que em um único gene (TANG, HO, 2007). 

Os mecanismos de regulação epigenética descritos são: modificações pós-traducionais de 

histonas, ação de ncRNA (RNA não-codificante) e metilação do DNA. As proteínas de maior 

importância na estrutura da cromatina, as histonas, podem sofrer modificações químicas como 

a inclusão de grupos acetil, metil, fosforil, ubiquitina etc. Da mesma forma, a ação de ncRNA 

intervêm na estabilidade do RNAm (RNA mensageiro), na tradução de RNAm e na 

conformação da cromatina (TURNER, 2015). 
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Durante as últimas décadas, muitas pesquisas têm investigado como os mecanismos 

epigenéticos estão relacionados na reorganização da cromatina, regulando importantes 

processos no desenvolvimento como, por exemplo, a diferenciação celular. Nesse sentido, 

chegou-se à conclusão de que a genética e a epigenética funcionam em conjunto nas várias 

etapas do desenvolvimento humano, bem como nas doenças de caráter neoplásico (DEANS, 

2015; THOMSON, 2017). 

1.2. Metilação do DNA 

Um dos eventos epigenéticos mais estudado até o momento é a metilação do DNA, 

devido ao papel que desempenha na regulação da expressão de genes essenciais ao organismo 

e em fenômenos como o impriting genômico, inativação do cromossomo X e no silenciamento 

de retrotransposons e retrovírus endógenos (KIEFER, 2007; KURIHARA et al.,2008). 

A Metilação do DNA é caracterizada por uma modificação covalente na base 

nitrogenada citosina, na qual um grupamento metil (CH₃) é inserido através de um doador de 

metil chamado s-adenosilmetionina (SAM) para o carbono 5 de citosinas seguidas de guanina 

pela a ação da família de enzimas que recebem o nome de DNA metiltrasferases (DNMT), 

dando origem a metilcitosina (5-mC) (figura 1) (PAUL e TOLLEFSBOL, 2015; WU e 

ZHANG, 2017). 

Fonte: Adaptado de Meaney, M (2007).  

 

 

 

Figura 1: Processo de Metilação do DNA pela enzima DNA metiltrasferase. 

Gene Ativado Gene Ativado Gene Desativado 



18 
 

A regulação da expressão gênica por metilação do DNA ocorre devido à inibição direta 

da ligação dos fatores de transcrição em sequências específicas do DNA, onde se encontram os 

sítios de ligação e reconhecimento destes mecanismos de metilação (GEIMAN e MUEGGE, 

2010). 

Essas regiões específicas são as ilhas CpGs ou sítios CpGs, que são definidas como 

sequências de citosinas seguidas de guaninas assimetricamente distribuídas. Estima-se que as 

ilhas CpGs estejam presentes em cerca de 50 a 70% de todos os promotores de genes humanos, 

já as regiões com poucas ilhas CpGs geralmente são localizadas em porções intergênicas e 

intrônicas (SAXONOV, 2006; TAKAI and JONES, 2002). 

Nas células somáticas, especificamente em um gene promotor, a metilação de uma ilha 

CpG interfere diretamente com a ligação de certos reguladores da transcrição às suas sequências 

de DNA ou pode também permitir o recrutamento de ligações metil-CpG aos nucleossomos 

criando um ambiente de cromatina reprimida (BIRD, 2002). 

Como já exposto, a reação que resulta na formação da 5-metilcitosina (5mC) será 

catalisada pela família de enzimas DNA metiltransferases (DNMTs), que são as responsáveis 

por estabelecer e manter o padrão de metilação. Nas células de mamíferos, podemos encontrar 

três DNMTs diferentes: DNMT1, DNMT3a e DNMT3b (BESTOR, 2000). As DNMT3A e 

DNMT3B, atuam metilando preferencialmente DNA não-metilado, portanto estão relacionadas 

à geração de padrões de metilação de novo durante o desenvolvimento embrionário inicial e na 

gametogênese (OKANO et al., 1999). 
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A 5-metilcitosina, foco desse estudo, constitui cerca de 1% de todo o DNA e é 

encontrada quase exclusivamente na metilação de regiões das ilhas CpGs. A maioria das 

sequências de ilhas CpGs metiladas são encontradas em elementos repetitivos do DNA, 

sugerindo que a metilação da citosina evolui como defesa contra transposons e outros elementos 

parasitas no nosso DNA. Além disso, os padrões de metilação também mudam dinamicamente 

na embriogênese, quando a metilação da CpG é essencial para a inativação do cromossomo X 

e expressão de genes inativos (TAHILIANI, 2009). 

1.3. Reversão da metilação do DNA por hidroximetilação 

A metilação do DNA tem sua distribuição influenciada pelos processos de demetilação 

do DNA, que podem ocorrer passivamente, por diluição após replicação do DNA em cada 

divisão celular sem a ação de enzimas, ou através de um processo ativo iniciado pela família de 

enzimas Ten-Eleven-Translocation 1-3 (TET). Essas enzimas são responsáveis pela conversão 

catalítica da 5-metilcitosina (5mC) em 5-hidroximetilcitosina (5hmC) e outros produtos de 

oxidação, incluindo 5-formilcitosina (5fC) e 5-carboxilcitosina (5caC) (MORGAN, 2004; 

TAHILIANI, 2009; ITO, 2010). 

Legenda: Adição de um grupamento metil (H₃C) a extremidade 5’ da pirimidina da cadeia da citosina de 

uma ilha CpG. Essa adição será mediada pela enzima DNA metiltransferase (DMNT). A hidroximetilação 

da cadeia da citosina metilada, efetuada pela a ação do grupo de proteína TETs, que por sua vez irá usar 

como substratos de reação os metabólitos alfa-cetoglutarato, citrato, succinato. 

Fonte: Adaptado de Kim (2019). 

Figura 2: Mecanismos metabolitos associados ao processo de metilação e hidroxilação do DNA. 
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Embora o significado biológico desses derivados de oxidação da 5mC ainda precise ser 

elucidado, várias linhas de evidência determinaram sua importância na regulação transcricional. 

De fato, são intermediários nos processos de demetilação do DNA e modificam os padrões de 

ligação de vários reguladores de cromatina e fatores de transcrição, influenciando assim a 

transcrição (SPRUIJT, 2013). 

A hidroximetilcitosina (5-hmC), também foco desse estudo, é gerada a partir da oxidação 

da 5-mC pela proteína TET2, ou seja, a adição de um grupamento -OH. Para que essa reação 

ocorra de forma eficiente, depende da presença de Fe (II), oxigênio molecular e α-KG como 

co-substratos. A vitamina C e o ATP também atuam aumentando a atividade enzimática do 

TET (figura 2) (YIN, 2016; FIGUEROA et al., 2010). 

Para a obtenção do α-KG, há a necessidade de participação de um grupo composto por 

cinco proteínas enzimáticas: as isocitrato desidrogenases (IDHs), do qual fazem parte a IDH-1 

e a IDH-2. Ambas participam do metabolismo oxidativo do organismo, na produção de NADPH 

no ciclo de Krebs, a partir da descarboxilação oxidativa do isocitrato à α-cetoglutarato (αKG). 

Ou seja, o α-KG obtém-se de um isocitrato num processo de catalização pela proteína 

desidrogenase do isocitrato 1 (IDH1) no citoplasma e pela IDH2 na mitocôndria (FUJII et al, 

2016). 

1.4. Alterações no perfil de metilação e demetilação: implicações na patogênese de 

neoplasias 

Nas neoplasias, ocorre uma desregulação nos padrões de metilação do DNA que, 

juntamente com alterações genéticas, atuam na tumorigênese e na manutenção do tumor. A 

metilação pode atuar tanto inativando genes supressores de tumor como ativando oncogenes 

(THOMSON, 2017; GAL-YAM, 2008). 

Estima-se que 5 a 10% dos promotores estejam hipermetilados nas neoplasias, levando 

ao silenciamento dos genes (BIRD, 2002). Esse processo acontece, principalmente, em genes 

supressores de tumores (TSG). O primeiro TSG que foi descrito como silenciado por 

hipermetilação foi o retinoblastoma (Rb) (GREGER et al., 1989), que está envolvido no 

controle do ciclo celular. Em seguida, verificou-se que diversos genes hipermetilados estavam 

envolvidos em processos cruciais, como reparo do DNA (BRCA1) (ESTELLER et al., 2000), 

proliferação celular (CDKN2A) (MERLO et al., 1995), adesão celular (CDH1) (GRAFF et al., 

1995), angiogênese (BVS) (HERMAN et al., 1994) e outras funções essenciais.  
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Cada neoplasia tem um perfil de metilação do DNA que pode ser usado como assinatura 

para desenvolver biomarcadores de diagnóstico e perspectivas de terapêuticas (COSTELLO et 

al., 2000; ESTELLER et al., 2001; PAZ et al., 2003). Os padrões de metilação aumentados nas 

neoplasias conferem às células tumorais uma vantagem proliferativa, que mantém o tumor 

susceptível a mutações. No entanto, estudos apontam também que a hipermetilação do DNA 

no câncer pode ser um mecanismo de evento inicial da formação do tumor (ISSA, 2004; 

FEINBERG et al., 2006; TROYER et al., 2009). Muitos parâmetros, como por exemplo a 

localização gênica, a sequência do promotor e a atividade de transcrição, são importantes para 

definir se um promotor será submetido à metilação do DNA durante a tumorogênese 

(THOMPSON, 2017). 

Assim como o aumento da metilação ocorre em variados tipos de neoplasias, as células 

tumorais também podem ter como característica a diminuição global na metilação do DNA. 

Sequências hipometiladas desencadeiam a reativação transcricional de sequências de DNA 

parasitárias ao longo de milhares de anos, como por exemplo os retrovírus endógenos humanos 

(HERVs), que podem ser aleatoriamente integradas ao genoma, contribuindo para a alta 

instabilidade genética das células cancerígenas (DANTE et al., 1992; ALVES et al., 1996). 

Além disso, foram relatados exemplos de perda de metilação do DNA em genes 

promotores, levando à sua re-expressão. É o caso da família de genes MAGE que normalmente 

é hipoexpressa em todos os tipos de células, exceto nas células testiculares (DE SMET et al., 

1999). Oncogenes como R-RAS, RHOB e ELK1 também foram descritos como re-expressos em 

cânceres gástricos após demetilação de seus promotores (NISHIGAKI et al., 2005). Todos esses 

eventos participam da tumorogênese nas etapas iniciais e avançadas das neoplasias. 

1.5. A Síndrome Mielodisplásica 

A síndromes mielodisplásica (SMD), é uma neoplasia hematológica caracterizada por 

distúrbios originados na célula tronco da medula óssea e apresentam-se como um grupo 

heterogêneo de doenças hematopoiéticas. Por ser um grupo bastante complexo de doenças, 

possuem variados tipos de manifestações clínicas e patológicas, que se caracterizam por 

alterações morfológicas displasias em uma ou mais linhagens, medula óssea hiper proliferativa, 

citopenias no sangue periférico e risco aumentado para transformação leucêmica (MATOS et 

al., 2016; GREENBERG et al, 2012; PFEILSTOCKER et al, 2016; SPERLING et al, 2017). 

Tais achados em SMD são manifestações secundárias a anormalidades em células clonais 

(em expansão), que podem ser modificadas por fatores extrínsecos, como o sistema imune e o 
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microambiente medular (BEJAR, 2014). Além disso, a hematopoese ineficaz na doença se faz 

presente devido à susceptibilidade anormal das células progenitoras à apoptose e limitada 

resposta destas aos fatores de crescimento (TEFFERI e VARDIMAN, 2009). 

 As citopenias (anemia, leucopenia e plaquetopenia), devido a medula óssea ineficiente, 

são as principais complicações relacionadas a SMD, podendo levar os pacientes a necessidades 

frequentes de transfusões de hemocomponentes, sangramentos e infecções recorrentes. A 

transformação em leucemia aguda ocorre em aproximadamente 30% dos pacientes 

(GREENBERG et al, 2016; VARDIMAN et al, 2009; BEJAR, 2014). 

Das manifestações clínicas associadas a SMD, a anemia isolada é a apresentação clínica 

e laboratorial mais frequente, sendo macrocítica em 80% dos casos, normocítica ou, raramente, 

microcítica. Cerca de 50% dos casos apresentam outras citopenias associadas (neutropenia e/ou 

plaquetopenia) e, menos de 5% dos casos se apresentam com neutropenia ou plaquetopenia 

isoladas (NGUYEN, 2009), essa última relacionada a risco aumentado de sangramentos. A 

neutropenia leva a um aumento na susceptibilidade a infecções, sendo um importante fator 

associado a complicações fatais (DAYYANI et al., 2010). 

A SMD é dividida em dois tipos, de acordo com sua etiologia: primária ou de novo, que 

ocorre sem exposição prévia e não possui uma etiologia totalmente esclarecida, e secundária, 

que ocorre após exposição a quimioterapia e/ou radioterapia. (MACEDO et al., 2016). 

Por se tratar de um defeito clonal das células progenitoras, o diagnóstico é baseado nos 

achados citológicos do hemograma, análise da medula óssea por mielograma, biópsia e 

cariótipo (MATOS et al., 20016). O critério morfológico para o diagnóstico da SMD é a 

presença de displasia em 10% ou mais das células em uma ou mais linhagens hematopoiéticas 

(SWERDLOW et al., 2014; TEFFERI e VARDIMAN, 2009). 

A SMD acomete mais frequentemente idosos com idade, ao diagnóstico, entre 60 e 75 

anos, e sua prevalência aumenta com a idade. A incidência em pacientes acima de 70 anos é 

maior que 20 casos por 100.000 pessoas/ano (MUFTI, 2004). Segundo dados americanos, SMD 

ocorre em 3 a 4 indivíduos a cada 100.000 habitantes e, no Leste Europeu, estima-se uma 

incidência de 3,3 a 4,5/100.00 habitantes. Há, ainda, dados que favorecem diferenças na 

incidência de acordo com a distribuição étnica da população (GARCIA-MANERO, 2011). 

As causas da SMD ainda não estão bem definidas, assim como sua evolução clínica para 

leucemia mieloide aguda, visto que sua patogênese engloba múltiplos passos, mecanismos e 

fatores, que podem ser endógenos e/ou exógenos. O clone anormal e geneticamente instável de 
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precursor de células hematopoiéticas se desenvolve após sofrer alterações genéticas, 

citogenéticas e epigenéticas, gerando mudanças funcionais nas células, e, consequentemente, 

evolução da doença (TALWALKAR SS, 2010; VASSALO e MAGALHAES, 2009). 

Segundo Bejar e colaboradores (2011) as etapas associadas à patogênese da SMD 

incluem: 1. auto renovação da célula-tronco hematopoiética ou aquisição desta propriedade 

numa célula progenitora; 2. aumento da capacidade proliferativa no clone neoplásico e/ou em 

sua progênie mais diferenciada; 3. comprometimento ou bloqueio da diferenciação celular; 4. 

instabilidade genética e epigenética; 5. presença de mecanismos antiapoptóticos no clone 

neoplásico; 6. evasão ao sistema imune; 7. supressão da hematopoese normal.  

De forma geral, as manifestações clínicas da doença (tipo, gravidade das citopenias e 

tempo para progressão da mesma) dependerá do grau de prevalência de cada um destes 

processos enumerados anteriormente. As alterações genéticas na SMD são bastante complexas 

e envolvem interações com o microambiente alterado e com outras mutações, sendo tais fatores 

importantes para sua patogênese (BEJAR et al., 2011; MATOS, 2016). 

No ano de 2016, foi lançada uma nova revisão da classificação da Organização Mundial 

de Saúde (OMS), com as seguintes nomenclaturas: SMD com Displasia em Única Linhagem 

(SMD-DU) e em múltiplas linhagens (SMD-CRDM), SMD com Sideroblastos em Anel em 

única linhagem (SMD-AS-DU) e múltiplas linhagens (SMD-SA-DM), SMD com excesso de 

blastos 1 e 2 (SMD-EB 1 e 2), SMD inclassificável e SMD com del5q isolada (ARBER et al, 

2016). 

Fonte: Adaptado de Bejar et al (2011). 

Figura 3: Mecanismos de Patogênese da SMD 
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Além da classificação criada pela a OMS, o IPSS (International Prognostic Scoring 

System) foi desenvolvido por Greenberg e colaboradores em 1997 e revisado em 2012, como 

um sistema de classificação baseado em escores prognósticos. Um método simples, que utiliza 

a citogenética, características morfológicas e clínicas para determinar o prognóstico, a categoria 

de risco de evolução para Leucemia Mieloide Aguda (LMA) e estimar a sobrevida do paciente 

(Figuras 3 e 4) (GREENBERG et al, 1997; GREENBERG et al, 2012). 

Figura 4: Classificação prognóstica do IPSS-R de acordo com as categorias citogenéticas 

 

Fonte: Adaptado de Greenberg et al (2012). 

Figura 5: Categorias de risco e escores prognósticos segundo o IPSS-R 

 

Legenda: Hb = Hemoglobina; ANC = Contagem absoluta de neutrófilos; MO = Medula óssea. 

Fonte: Adaptado de Greenberg et al (2012). 
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1.6. A metilação do DNA como processo neoplásico na Síndrome Mielodisplásica   

A hipermetilação é uma característica das fases avançadas da SMD, estando associada à 

regulação de vários genes envolvidos no reparo do DNA, apoptose, angiogênese e regulação 

do ciclo celular na doença (ISSA, 2010; FIGUEROA et al, 2012). 

Por esse motivo, os principais medicamentos utilizados nos estágios mais avançados da 

doença são os fármacos inibidores da DNA metiltransferase, tais como azacitidina (AZA) e 

decitabina. Estes azanucleosídeos foram originalmente descritos como drogas citotóxicas, mas 

doses baixas causam reversão da metilação anormal do DNA promotor, re-expressão de genes 

silenciados, incluindo supressores tumorais (BAYLIN, JONES, 2011). O tratamento com a 

azacitidina e decitabina atingem taxas de remissão superiores comparativamente com 

tratamento de suporte, e em alguns casos verificou-se um atraso da transformação blástica 

(FENAUX et al, 2009). 

Na SMD, as alterações relacionadas a metilação estão presentes em diferentes vias de 

sinalização, acometendo genes envolvidos nas modificações das histonas (EZH2, ASXL1, 

UTX), regulação de metilação e demetilação (DNMT3A, TET2, IDH1/2),  genes de sinalização 

celular (RAS, JAK2, CBL), fatores de transcrição (RUNX1, TP53) e aqueles envolvidos no 

processamento de RNAs (SF3B1, SRSF2, U2AF1) (ISSA, 2010; NIKOLOSKI, 2012; 

HASEGAWA, 2016). 

Um estudo de Issa em 2011, avaliou a frequência de metilação de uma variedade de genes 

metilados encontrados em pacientes com a doença, afetando várias funções celulares (Tabela 

1). Isso explica em parte o porquê da metilação do DNA ter sido relatada como prognóstico na 

SMD, pois todos os estudos individuais desses genes apontam para um conjunto comum de 

casos afetados pelo fenótipo hipermetilado característico da doença. (ISSA et al, 2010) 
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Tabela 1: Frequência de metilação dos principais genes envolvidos na patogênese da 

síndrome mielodisplásica. 

Legenda: CT (calcitonina), DAPK (proteína kinase associada a apoptose), RASSF1 (domínio de associação de 

ras-1), FHIT (tríade histidina frágil), CDH1 (caderina-1), CTNNA1 (proteína associada à caderina), NOR (neuron-

derived orphan receptor 1), OLIG2 (Fator de transcrição de oligodentrocitos), PGRA e PGRB (receptor de 

progesterona), RIL ( Interleucina humana recombinada purificada-2) . 

Fonte: Adaptado de Issa (2010). 

 

Os genes CDKN2B (P15) e CDKN2A (P16), envolvidos na regulação do ciclo celular, 

DAPK na apoptose, CDH1 na adesão e motilidade de células, entre outros, encontram-se 

hipermetilados em todos os subtipos da SMD. A metilaçao do P15 e P16 apresentam-se 

aumentados durante as fases avançadas da SMD. Esses genes, uma vez hipermetilados, perdem 

a função de controle de ciclina quinase dependente 4 (CDQ4), o que leva à ativação do ciclo 

celular com consequente aumento de proliferação celular, fenômeno típico das formas 

avançadas de SMD. (figura 5) (HASEGAWA, 2016; NIKOLOSKI, 2012). 

Gene 
Frequência de 

Metilação (%) 
Função 

CT 50 Diferenciação celular 

DAPK 50 Serina pró-apoptótica/ Treonina sérica 

FHIT 50 Metabolismo das Purinas 

PGRA e PGRB 45 Receptor de Progesterona 

P15 23-80 Inibidor de quinases dependentes de 

ciclina/ ciclo celular/ proliferação 

RIL 36-70 Supressor tumoral, pro-apoptótico 

CDH1 15-27 Adesão e Motilidade 

OLIG2 41 Fator de Transcrição básico hélice-loop-

hélice 

RASSF1 9 Regulador negativo da sinalização RAS 

CTNNA1 10 Catenina alfa 

NOR1 15 Proteína com domínio nitro-oxidorato 
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Legenda: Com a metilação de P15, esse perde sua função inibitória sobre CDQ4, o que leva a ativação contínua 

do ciclo celular, gerando vantagem proliferativa à célula neoplásica. 

Abreviações: CDK= Cinases dependentes de ciclina; P53=TP53 ou proteína de tumor. 

Fonte: Adaptado de Nikoloski (2012).  

O gene DAPK, regulador da apoptose, está descrito hipermetilado em 47% dos pacientes 

na SMD. Estes doentes encontram-se normalmente em estádios avançados da doença, 

nomeadamente em estádios de progressão para LMA, demonstrando que a hipermetilação do 

gene DAPK poderá representar um passo inicial no processo de evolução leucêmica. (DENG 

CY et al, 2017) 

O gene CDH1 codifica uma glicoproteína transmembranar, uma molécula responsável 

pela a adesão celular, chamada caderina-E. A caderina-E é essencial para a manutenção da 

polarização celular, diferenciação epitelial e arquitetura dos tecidos. A perda da sua função pela 

hipermetilação no promotor desse gene na SMD, compromete a adesão entre as células e vias 

de sinalização de proliferação celular, ocorrendo vantagem proliferativa comum nos estágios 

mais avançados da doença. (AGGERHOLM, 2006; ISSA, 2010) 

O gene FHIT, também frequentemente metilado em SMD, o qual codifica um supressor 

tumoral envolvido com o crescimento, proliferação celular e apoptose. A perda de função desse 

gene está relacionada com o pior prognósticos dos pacientes portadores da doença e um 

aumento das chances de evolução para uma leucemia mieloide aguda (LMA).  (IWAI, 2005) 

Figura 6: Mecanismo de ação do gene P15 quando alterado pela metilação 
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Essa variedade de genes metilados pode ser encontrada em doentes em estágios mais 

iniciais da doença, afetando várias funções celulares. (tabela 1) A metilação de cada um destes 

genes em separado tem um impacto funcional mínimo na SMD, não sendo sequer expressos 

nas células hematopoiéticas normais. (WEBER et al, 2007). Contudo, os doentes com SMD 

apresentam hipermetilação de vários genes simultaneamente o que pode contribuir para a 

heterogeneidade da doença (PAPAEMMANUIL et al., 2011). 

Mutações em genes envolvidos na regulação da metilação do DNA, afetam diretamente 

os padrões de metilação na doença. Walter e colaboradores demonstraram que mutações no 

gene DNMT3a, uma das principais enzimas responsáveis pela metilação de novo do DNA, 

ocorre em todos os subtipos da SMD e o perfil mutacional desse gene na doença correlacionou-

se com uma sobrevivência global diminuída e aumento de risco de evolução para LMA. Além 

disso o grupo heterogêneo de pacientes com LMA que apresentam mutação em DNMT3a foi 

associada a uma elevada contagem de leucócitos e blastos na medula óssea. A função de 

DNMT3A, quando alterada, poderá levar à hipometilação do DNA e afetar a expressão de 

diversos genes. 

O gene TET2 se apresenta como um dos genes mais mutados na Síndrome 

Mielodisplasica, sua mutação leva a perda da função catalítica da enzima e consequente redução 

nos níveis de 5hmC, o qual é um marcador de demetilação global do DNA (THOMPSON, 

2017). Alterações em TET2 são observadas em 15-27% na SMD, incluindo deleções, perda de 

heterozigosidade e mutações, levando à demetilação do DNA prejudicada. (MOHAMEDALI et 

al, 2009; LANGEMEIJER, et al 2009) 

As mutações dos genes IDH1/2, citados anteriormente, estão presentes em 4 a 11% dos 

pacientes com SMD, e sugerem pior prognóstico e maior risco de progressão para LMA. Estas 

mutações interferem na função das enzimas e levam a produção de um oncometabólito, o 2-

hidroxiglutarato(2-HG), análogo de α-KG, que atua estimulando a progressão tumoral, podendo 

levar um padrão de metilação do DNA aberrante nas células cancerígenas (figura 6) (XU W et 

al, 2011; DANG et al, 2016). 
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Legenda: Para que ocorra a reação de demetilação da ilha CpG metilada, ocorre oxidação de uma 5-metilcitosina 

por uma 5-hidroximetilcitosina, a qual é mediada pela proteína dexogenase TET2, a qual é alfa-cetoglutarato 

dependente., que por sua vez, serão catalizadas pelas proteínas IDH1/2. 

Abreviações: IDH1/2= isocitrato desidrogenase 1/2; TET2= A translocação de ten-eleven.  

Fonte: Adaptado Dang et al (2016). 

 

Um estudo de Shen e colaboradores em 2010 mostrou a importância da metilação do 

DNA na Síndrome Mielodisplásica. No estudo avaliaram amostras de 317 pacientes com SMD 

divididos em uma coorte tipo piloto e duas coortes de confirmação. A coorte piloto era 

composta de 89 pacientes, dentre os quais 40 foram tratados com decitabina (agente 

hipometilante) e 49 foram tratados com suporte transfusional.  

A primeira coorte de validação foi composta de 75 pacientes, dentre os quais todos foram 

tratados com diferentes doses de decitabina (agente hipometilante) e a segunda coorte de 

validação foi composta de 153 pacientes, dentre os quais 40 receberam tratamento com 

decitabina (agente hipometilante) ou azacitidina (agente hipometilante) e os demais foram 

tratados com terapia de suporte. A análise da metilação do DNA foi quantitativa com 

Bisufito/Pirosequênciamento. Os pesquisadores selecionaram um painel de genes e, após um 

screening inicial, detectaram que os genes E-caderina (CDH1), N-caderina (CDH13), Receptor 

alfa-estrogênico (ER£), Nucleoplasmina 2 (NPM2), Fator 2 de transcrição de Oligodendrócitos 

(OLIG2), Inibidor 2b de quinase dependente de ciclina (p15INK4B), Receptor A da progesterona 

Figura 7: Função da proteína IDH1 na fisiologia normal e na doença. 
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(PGRA), Receptor B da Progesterona (PGRB), Domínio 4 PDZ e LIM (RIL) apresentavam 

metilação aberrante em mais de 10% dos pacientes (SHEN et al, 2010). 

Entre os 89 pacientes do coorte piloto, os  pesquisadores encontraram metilação da região 

promotora em 7% ER£, 15% CDH1, 20% NPM2, 21% CDH13, 23% p15, 41% OLIG2, 45% 

PGRB, 45% PGRA e 70% RIL e, de extrema importância, foi detectada uma forte correlação 

positiva entre as metilações dos  diferentes genes no mesmo paciente, gerando grande acurácia 

na previsão de sobrevida global e sobrevida livre de transformação em LMA. Foi realizada 

análise multivariada com regressão de Cox para avaliação de sobrevida global e sobrevida livre 

de progressão, sendo analisadas as mais diversas variáveis como idade, sexo, tratamento, tipo 

de SMD, categoria citogenética, grupo IPSS e o escore Z de metilação (SHEN et al, 2010). 

Como resultados, apenas a metilação permaneceu como preditor independente de 

sobrevida global e sobrevida livre de transformação em LMA. A mediana de sobrevida global 

foi de 12,3 meses para quem apresentava elevado escore de metilação e 17,5 meses para quem 

apresentava baixo escore de metilação. Já a análise de sobrevida livre de transformação em 

LMA foi de 6,4 meses para aqueles com elevado escore de metilação e 14,9 meses para aqueles 

com baixo escore de metilação. Ao serem avaliados todos os 3 grupos (piloto e duas coortes de 

confirmação), os pesquisadores também encontraram que a metilação elevada foi associada a 

menor sobrevida global dos pacientes e menor tempo de sobrevida livre de transformação 

(SHEN et al, 2010). 

Em relação ao status de metilação associado ao tratamento neste estudo de Shen, a 

quantidade de metilação não foi preditora de resposta aos agentes hipometilantes, porém a 

redução da quantidade de metilação após os agentes hipometilantes (decitabina e azacitidina) 

foi associada à resposta clínica (SHEN et al, 2010). 

O fenômeno da metilação é presente em todos os casos de SMD, independente da etnia e 

da distribuição geográfica. Podemos corroborar isso em pacientes brasileiros, em trabalho 

realizado por nosso grupo de pesquisa.  Avaliamos o status de metilação em genes conhecidos 

como fatores de transcrição da família dos Interferons, os IRFs de 111 pacientes brasileiros com 

Síndrome Mielodisplásica. A avaliação foi realizada para os genes IRF1, IRF-2, IRF-3, IRF-4, 

IRF-5, IRF-6, IRF-7, IRF-8 e IRF-9 em pacientes de baixo risco (fases inicias da SMD) e de 

alto risco (formas avançadas da SMD, as AREBs). IRF-3 e IRF-5 estavam hipermetilados em 

comparação a controles saudáveis e IRF-1, IRF-3, IRF-5, IRF-6 e IRF-8 se encontravam 

hipermetilados nas fases avançadas da SMD (AREBs) em comparação às fases iniciais 

(SOUSA et al, 2019). 
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Diante do que foi exposto, a metilação do DNA aparece como um evento frequente nas 

doenças clonais e de perfil neoplásico, estando correlacionada com a regulação ou inativação 

de vários genes envolvidos no reparo do DNA, apoptose, angiogênese e regulação do ciclo 

celular. Na SMD, o bloqueio epigenético da metilação participante na sua patogênese ainda 

estar sendo desvendado. 

Com isso, sabe-se que a análise do perfil global de metilação pelos produtos respectivos 

dessa reação, 5-metilcitosina e 5-hidroximetilcitosina, é importante para o entendimento da 

patogênese da SMD, haja visto que essa é uma doença com características de bloqueio 

epigenético. Além disso, na doença existem poucos estudos que avaliam o papel desses 

marcadores de metilaçao, e estes enfocam no estudo da 5-metilcitocina, contudo, nada se sabe 

sobre a influência do perfil de hidroximetilação global na SMD. A avaliação da metilação e 

hidroximetilação global em conjunto em pacientes com SMD pode representar valor clínico 

para o achado desses biomarcadores específicos e pode permitir a possível criação de modelos 

para tratamento da síndrome mielodisplásica, além de contribuir para o melhor entendimento 

da patogênese da doença.  
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2. OBJETIVOS 

1.1 Objetivo Geral  

Avaliar o perfil global de metilação e hidroximetilação do DNA (5-metilcitocina e 5-

hidroximentilcitosina) por imuno-histoquímica em biopsias de medula óssea de pacientes 

portadores de síndrome mielodisplásica (SMD). 

1.2 Objetivos Específicos  

 

1. Avaliar os níveis de 5-metilcitocina /5-hidroximetilcitosina em relação as 

características clínico-laboratoriais dos pacientes portadores de SMD; 

2. Comparar os níveis de 5-metilcitosina/5-hidroximetilcitosina, entre indivíduos 

saudáveis e pacientes portadores de SMD; 

3. Correlacionar os níveis de 5-hidroximetilcitosina e 5-metilcitosina com os níveis de 

expressão gênica dos genes relacionados ao ciclo celular e fuso mitótico (AURKA, 

AURKB, MAD2, CDC20, TPX2), ao reparo do DNA (ATM, RAD51, LIG 4, BRCA1, 

BRCA2 XRCC5, XRCC6, XPA, XPC, XPG, CSA e CSB) e as polimerases com 

atividade de translesão (REV3L, REV1, POLI, POLH, POLL, POLK, POLQ, POLN 

e PCNA)   
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3. MATERIAIS E METÓDOS 

3.1. Seleção de Amostras  

 Neste estudo foram incluídas 73 amostras de biópsias de medula óssea (BMO) de 

pacientes portadores de SMD, diagnosticados de acordo com os critérios da Organização 

Mundial de Saúde (SWERDLOW et al, 2016), e regularmente inscritos no ambulatório de 

hematologia do Hospital Universitário Walter Cantídio, da Universidade Federal do Ceará 

HUWC/UFC e Hospital Geral de Fortaleza (HGF) no período de 2008 a 2019. Foram utilizados 

como controles 10 biópsias de medula óssea de pacientes com o diagnóstico negativo para a 

doença, após consentimento informado.  

 

3.2. Aspectos Éticos 

A presente pesquisa foi submetida e aprovada (Nº do processo: 14022219.9.0000.5054) 

pelo Comitê de Ética em Pesquisa com Seres Humanos do Hospital Universitário Walter 

Cantídio, através do sistema da Plataforma Brasil, utilizando-se de Termos de Consentimento 

Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo 1) apresentados na sessão apêndice.  

Nestes termos, a equipe executora desta pesquisa comprometeu-se a cumprir todas as 

diretrizes e normas reguladoras descritas na Resolução n° 466 de 12 de dezembro de 2012 do 

Conselho Nacional de Saúde que aprova as diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisas 

envolvendo seres humanos. 

 

3.3. Coleta de Amostras  

Todas as amostras foram coletadas por médico hematologista experiente. Para a 

avaliação do Cariótipo por banda G, as amostras foram coletadas em seringa heparinizada. As 

amostras para a obtenção do pool celular foram coletadas em tubos Vacutainer® contendo 

EDTA. 

Para a separação das células do pool celular da medula óssea, realizou-se a transferência 

da amostra para um tubo do tipo Falcon de 50 mL onde foi lavada com solução de lise (25mL 

de solução de cloreto de amônio 0,144M e bicarbonato de amônio 0,01 M). O conteúdo foi 

agitado lentamente, deixado em banho de gelo por 15 minutos e centrifugado a 3000 rpm por 

10 minutos a 4º C. Em seguida foi desprezada a fase aquosa e acrescentado 250μL de PBS e, 

posteriormente, 750uL de Trizol LS Reagent® (Invitrogen, EUA). O material foi 
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homogeneizando com pipeta até dissolução completa. Após este procedimento, o material foi 

armazenado no freezer a –80°C. 

 

3.4. Cariótipo por Banda G 

Os cariótipos foram realizados de acordo com os protocolos já estabelecidos pelo 

Laboratório de Citogenômica do Câncer, segundo a técnica descrita por Chauffaille e adaptada 

por Pinheiro (PINHEIRO et al, 2009). A medula óssea foi colhida em heparina e de forma 

estéril foi dividida em dois frascos contendo 7 mL de meio RPMI 1640 (pH 7,0), 3 mL de soro 

fetal bovino e 100μl de L-glutamina. Este material foi cultivado por 24 horas em estufa a 37ºC. 

Uma hora antes do término da cultura foram adicionados 40 uL de colchicina (Colcemid®), por 

30 minutos. Em seguida, o material foi centrifugado e ressuspenso em solução hipotônica de 

KCl 0,075 M e fixado em solução de ácido acético e metanol (3:1), por 4 vezes.  

Para confecção das lâminas para análise, o material foi gotejado em lâminas de 

microscopia óptica e em seguida foram aquecidas por 3 minutos em micro-ondas na potência 

alta. O bandeamento foi realizado pela técnica de tripsina e as bandas coradas com o corante 

Wrigth®. Foram analisadas pelo menos 20 metáfases de cada paciente, sendo capturadas e 

analisadas em sistema computadorizado com software para cariotipagem CytoVision®. Os 

resultados das análises citogenética de medula óssea foram estabelecidos de acordo com os 

critérios do Sistema Internacional de Nomenclatura Citogenética Humana (ISCN) (SHAFFER 

e TOMMERUP 2017).  

 

3.5. Coleta de biópsias 

 Foram obtidos os blocos de BMO dos pacientes (coletados no momento do diagnóstico) 

e dos controles para realização de imuno-histoquímica. Os chefes do departamento de Patologia 

e do SAME do Hospital Universitário Walter Cantidío e Hospital Geral de Fortaleza foram 

informados sobre os objetivos e metodologia da pesquisa, tendo os mesmos concordado com o 

estudo.  

 

3.6. Técnica de Tissue Microarray (TMA) 

A imunoexpressão foi avaliada através da imuno-histoquímica pela técnica de 

microarranjo tecidual ou “tissue microarray” (TMA). O TMA é uma coleção organizada de 

amostras teciduais dispostas sob forma de uma matriz onde cada amostra é suficientemente 
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Figura 8: Imagem esquemática da metodologia de tissue microarray. 

Figura 9: Exposição do processo de confecção do bloco de TMA. 

grande para se representativa e convenientemente pequena que possa permitir o uso não 

predatório do bloco doador, permitindo a utilização racional dos reagentes a serem aplicados 

na amostra em condições experimentais homogêneas. 

Em cada bloco foram escolhidos o local adequado para a melhor visualização do tecido 

de medula óssea por meio da leitura de lâminas H/E de cada caso e marcados correspondente 

ao bloco. Em seguida, os blocos foram perfurados (1 mm de diâmetro, 4 mm de altura) 

exatamente como disposto na área marcada e transferidas para o poro receptor correspondente 

do bloco de TMA preparado. Foram preparados dois blocos de TMA com casos de SMD e 

controles normais, tinham respectivamente 46 e 38 amostras, foram então completados de 

acordo com o esquema pré-determinado. Os blocos foram aquecidos a 42 ° C por 3 min e depois 

seccionados rotineiramente com 4 µm de espessura, com o auxílio do micrômetro.  

 

Fonte: Elaborado pelo autor  

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor  
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3.6. Imuno-histoquímica (IHC) 

 Para a análise de imuno-histoquímica foram utilizadas cerca de 66 biopsias de medula 

óssea de pacientes suspeitos ou diagnosticados portadores de síndrome mielodisplásica, 

armazenados no Departamento de Patologia e no Hospital Geral de Fortaleza.  Os casos foram 

selecionados tendo como critério de inclusão no estudo a presença de quantidade suficiente de 

tecido no bloco de parafina. Uma vez selecionados os blocos, foram obtidas novas lâminas que 

foram coradas por hematoxilina e eosina (H/E) para avaliação histopatológica, qualidade do 

material e posterior realização de experimentos de imuno-histoquímicas com os respectivos 

anticorpos par 5-metilcitosina e 5-hidroxmetilcitosina. Os dados clínicos como idade, gênero e 

subtipo da doença, foram coletados a partir das fichas de requisição de exames, e a seguir foram 

registrados em banco de dados e submetidos à análise estatística descritiva.  

 A reação imuno-histoquímica foi utilizada com a finalidade de visualizar diretamente 

na amostra a distribuição da 5-metilcitosina (5mC) e 5-hidroxmetilcitosina (5hmC). Para a 

reação de imuno-histoquímica, os blocos de parafina foram cortados de forma seriada, com 

cerca de 3 m de espessura, e estendidos em lâminas de vidro previamente limpas, 

desengorduradas e tratadas com organosilano. Os cortes histológicos, após desparafinização em 

xilol e desidratação em série decrescente de etanol, foram submetidos à recuperação antigênica, 

bloqueio da peroxidase endógena e incubação com o anticorpo primário.   

 Posteriormente, foi realizada a contra-coloração dos cortes pela Hematoxilina de Mayer, 

reidratação em etanol crescente, clareamento em xilol e montagem com Permount®. Controles 

positivos indicados pelo fabricante foram utilizados para o anticorpo empregado. Para o 

controle negativo das reações imuno-histoquímicas, os cortes histológicos foram incubados 

com solução tampão (BSA 1% em Tris pH 7,4) no lugar do anticorpo primário.   
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 Figura 10: Delineamento experimental do projeto. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

3.7. Interpretação da Imuno-histoquímica 

 A imunorreatividade para 5mC e 5hmC foi avaliada por três observadores 

independentes. Para cada paciente, as contagens de células foram repetidas três vezes e os 

valores médios foram utilizados para calcular o escore final de metilação (M-escore). Os casos 

discordantes foram discutidos sob o microscópio até o completo acordo.  

A coloração considerada positiva foi nuclear nos marcadores 5-hidroxmetilcitosina e 5-

metilcitosina (CHANG, D. Z. et al., 2012; ERPOLAT et al., 2012; LIANG et al., 2012; WANG, 

L. et al., 2009). Os controles internos negativos das reações foram realizados com reações sem 

os anticorpos primários e os positivos com secções de tecidos indicados de acordo com as 

instruções do fabricante de cada anticorpo.  

Também foi avaliada a proporção de 5mC para 5hmC, sendo essa, um potencial alvo 

para desmetilação do DNA. A justificativa para utilizar a proporção de 5mC/5hmC é que os 

níveis de 5mC e 5hmC globais são muito variáveis entre os diferentes tecidos, mas as 

proporções 5mC/5hmC permanecem quase constantes. (CARDENAS et al, 2017). 
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Figura 11: Compilado de imagens da marcação de anticorpos em tecido de medula 

óssea. 
 

 

3.7.1 Análise de população 

 Entre os portadores de SMD, as seguintes características clínicas e laboratoriais foram 

analisadas para pesquisa de associação entre as expressões proteicas: sexo, idade ao 

diagnóstico, origem, número de citopenias ao hemograma, número de displasias e porcentagem 

de blastos ao mielograma, celularidade da medula óssea à histologia, dependência transfusional, 

citogenética, evolução clínica, classificação OMS e IPSS. Foi realizada, também, análise do 

tempo de sobrevida dos pacientes portadores de SMD de acordo com a expressos foram 

qualitativas (positiva versus negativa) e quantitativa das proteínas do estudo. 

 As citopenias foram definidas de acordo com a classificação do IPSS, considerando-se 

quando: Hb < 10,0 g/dL, neutrófilos < 1.800/mm3 ou plaquetas < 100.000/mm3 

(GREENBERG, P. et al., 1997). A celularidade da medula óssea foi analisada de acordo com a 

idade e classificada como descrito na Tabela 1 (ALVES, 2009). 

 Cariótipo normalmente é definido na presença de 46 cromossomos (22 pares 

autossômicos e 1 par alossômico sexual), sendo 46, XX para o sexo feminino e 46, XY para o 

masculino. Cariótipo complexo foi definido conforme a classificação IPSS (1997). Frente a um 

número diferente de 46 cromossomos à análise citogenética, temos uma situação de 

Legenda: Imagens dispostas nos aumentos de 100x e 10x. A. Marcação fraca em 5hmC (1%); B. 

Marcação forte em 5hmC (60%); C. Marcação fraca em 5mC (1%); D. Marcação forte em 5mC (80%). 

100x 

100x 

100x 

100x 

10x 

10x 

10x 

10x 
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aneuploidia, que pode ser poliploidia (mais do que 46 cromossosmos) ou hipoploidia (abaixo 

de 46 cromossomos). A dependência transfusional foi considerada quando Hb < 9,0 g/dL em 

homens e < 8,0 g/dL em mulheres (MALCOVATI et al., 2011). 

 Foi realizado mediante ao pareamento de pacientes a caracterização de expressão gênica 

da população em estudo, através de uma análise do banco de dados de expressão gênica e 

proteíca do laboratório de citogenômica do câncer. Os resultados de expressão gênica dos 

pacientes foram de genes relacionados ao ciclo celular e fuso mitótico (AURKA, AURKB, 

MAD2, CDC20, TPX2), ao reparo do DNA (ATM, RAD51, LIG 4, BRCA1, BRCA2 XRCC5, 

XRCC6, XPA, XPC, XPG, CSA e CSB) e polimerases com atividade de translesão (REV3L, 

REV1, POLI, POLH, POLL, POLK, POLQ, POLN e PCNA). 

 

3.8. Análise Estatística 

O teste de Shapiro-Wilk foi utilizado para verificar se os dados de cada variável 

analisada se apresentavam com distribuição normal (dados paramétricos, com grupos com 

menos de 50 casos). Os valores de outliers foram retirados (quando ocorreram) por não 

representarem aqueles resultados aos quais o estudo tinha o objetivo de generalizar (p-valor 

>0.05 para o teste de Shapiro-Wilk. 

Os dados paramétricos foram analisados através do teste t de Student, para a comparação 

da média entre dois grupos, e do teste de ANOVA one-way, para a comparação das médias em 

variáveis com mais de dois grupos. O pós-teste (post-hoc) para a ANOVA one-way foi definido 

a partir da análise da homogeneidade de variâncias através do teste de Levene. Caso houvesse 

homogeneidade de variâncias (p-valor ≥ 0,05), foi definido como pós-teste para a ANOVA one-

way o teste de Tukey. Caso não houvesse homogeneidade de variâncias entre os dados (p-

valor<0,05), foi definido como pós-teste para a ANOVA o teste de Games-Howell. 

Para a comparação da intensidade da imunoexpressão dos marcadores do perfil de 

metilação analisados, conforme as seguintes variáveis categóricas (grau de celularidade da MO, 

número de displasias, dependência transfusional, IPSS – risco, grau e número de citopenias, 

normalidade ou não do cariótipo, complexidade da citogenética, % de blastos < ou ≥ 5 e óbito), 

utilizou-se o teste de Mann-Whitney ou de Kruskal-Wallis, quando apropriado. 

Os níveis de imunohistoquímica (em %) também foi categorizado em três diferentes 

grupos (< 5%, 6-15%, 16-49% e ≥ 50%), com as proporções entre os mesmos comparadas 

conforme as variáveis categóricas descritas acima. Ainda para esta análise, foi delimitados os 
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pontos de corte (Cutoff ponits) estabelecidos pelas o teste de Curva ROC, pelo software Prism. 

(BUDCZIES et al., 2012) 

Para essa análise comparativa, foi aplicado o teste do Qui-quadrado, calculando-se os 

resíduos ajustados, para a variáveis clinicas e para a análise comparativa com a expressão 

gênica foi categorizada pelo ponto de corte de cada marcado, >13 para 5-hidroxmetilcitosina e 

>18 para 5-metilcitosina. Nas situações em que se detectaram variáveis com frequência 

esperada inferior a 5, aplicou-se o Teste Exato de Fischer. 

 

3.9 Variáveis analisadas 

As variáveis analisadas neste estudo foram assim subdivididas:  

•  Grupo: Caso e controle  

• Sexo: masculino e feminino;  

•  Idade (categorização 1): ≤60 anos e >60 anos;  

• Idade (categorização 2): ≤60 anos, >60 - ≤70 anos, >70 anos;  

• Origem: urbano e rural;  

• Quanto à classificação da OMS (2008): CRDU (Citopenia Refratária com Displasia de 

Única Linhagem), ARSA (Anemia Refratária com Sideroblastos em Anel), CRDM 

(Citopenia Refratária com Displasia em Múltiplas Linhagens), AREB I (Anemia 

Refratária com Excesso de Blastos I), AREB II (Anemia Refratária com Excesso de 

Blastos II), t-SMD (SMD Secundária ao tratamento), LMMC (Leucemia 

Mielomonocítica Crônica);  

• Forma da SMD: Iniciais (CRDU, ARSA e CRDM) e avançadas (AREB I e AREB II);  

•  Celularidade da medula óssea: Hipocelular+Normocelular e Hipercelular;  

•  Fibrose na medula óssea: Presença e Ausência;  

• Displasias na medula óssea: 0, 1 displasia, 2 displasias e 3 displasias;  

•  Diseritropoiese: Presença e Ausência;  

• Disgranulopoiese: Presença e Ausência;  

•  Dismegacariopoiese: Presença e Ausência;  

• Sideroblastos em anel: Presença e ausência;  

•  Faixas de porcentagens de Sideroblastos em anel: 0, 1-14% e >15%;  

• Porcentagens de Blastos categorizada: <10% e >10%;  

•  Cariótipo - Quanto à alteração: normal e alterado;  
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• Cariótipo (Aneuploidia): normal, alterado não aneuplóide e alterado aneuplóide;  

• Cariótipo (Alteração no cromossomo 5): normal, alterado com -5/5q e alterado sem 

5/5q;  

• Cariótipo (Alteração no cromossomo 7): normal, alterado com -7/7q e alterado sem 

7/7q;  

•  Cariótipo (Número de alterações): normal, 1 alteração, 2 alterações e Complexo (3 ou 

mais alterações);  

•  Quanto ao prognóstico (IPSS-R): muito favorável, favorável, intermediário, 

desfavorável e muito desfavorável;  

• Classificação dos valores de hemoglobina (Hb) (IPSS-R): ≥10g/dL, 8-<10g/dL e 

<8g/dL;  

• Classificação dos valores de neutrófilos (ANC) (IPSS-R): ≥800 por mm3 e <800 por 

mm3;  

• Classificação dos valores de plaquetas (IPSS-R): ≥100.000 por mm³, 50.000 - <100.000 

por mm³ e ≤50.000 por mm³;  

•  Classificação do número de citopenias no sangue periférico: 0/1 citopenia e 2/3 

citopenias;  

• Classificação do grupo de risco de acordo com o IPSS-R: muito baixo, baixo, 

intermediário, alto e muito alto;  

• Classificação do grupo de risco de acordo com o WPSS: muito baixo, baixo, 

intermediário, alto e muito alto;  

• Dependência Transfusional: sim e não (utilizando-se o critério de 1 transfusão a cada 8 

semanas durante período de 4 meses (MALCOVATI et al., 2005); 

•  Resposta ao tratamento com Eritropoietina: Com resposta e sem resposta;  

• Óbito: sim e não;  

•  Evolução para LMA: sim e não.   
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4. RESULTADOS 

4.1 Caracterização da População 

Dos 73 pacientes com SMD incluídos neste estudo até o momento, 36 indivíduos (49,3%) 

foram do sexo feminino e 37 indivíduos (50,6%) foram do sexo masculino. Com relação a idade 

dos pacientes, a média foi de 67 anos e a mediana 73 anos (mínimo de 23 anos e máximo de 92 

anos) com uma predominância de pacientes com idade superior a 60 anos em 72,9% (56/17) 

dos casos.  

Dos resultados obtidos de 58 biopsias de medula óssea desses pacientes, apresentavam 

38 (65,5%) apresentaram medula hipercelular, 13 (22,4%) hipocelular e 07 (12,06%) 

normocelular, com predomínio de pacientes com ausência de fibrose (78,68%). Não foi possível 

contactar os resultados de biopsias dos restantes dos pacientes (Tabela 3). 

Dos achados da medula óssea referentes ao Mielograma de 63 pacientes, observou-se 

predomínio de displasia da linhagem eritróide, em 53 (84,12%) pacientes, seguida por 48 

(76,19%) pacientes apresentando dismegacariopoiese e 32 (50,79%) pacientes com 

disgranulopoiese. Quanto à porcentagem de blastos, obtivemos resultado de 65 dos 73 

pacientes, destes, 46 (70,07%) pacientes estavam inclusos na faixa de ≤ 3%, seguido de 10 

(15,38%) pacientes na faixa de 4 a 10%, 9 (13,84%) na faixa de >10%. (Tabela 3) 

Quanto à porcentagem de sideroblastos em anel, não foi observada a presença em  61 

(83,56%) pacientes, e dos 12 (16,43%) pacientes e dos que apresentaram, houve um predomínio 

da faixa que corresponde a 30-69%, com 10 (13,69%) pacientes, seguida de 2 (2,73%) pacientes 

na faixa de 2-5%.(Tabela 3) 

Tabela 2: Frequência das variáveis clínicas dos pacientes. 

Variáveis 
Número de 

Pacientes 
Porcentagem 

IDADE     

≤60 17 26,9% 

>60-70 27 28,8% 

>70-80 18 32,6% 

>80 11 11,5% 

HEMOGLOBINA (g/dL)     

≥10 18 31,4% 

8-<10 11 29,6% 

<8 29 38,8% 

Contagem absoluta de neutrófilos (ANC)     

≥ 800 42 78,0% 

<800 16 21,9% 
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PLAQUETAS     

≥ 100 37 51,7% 

50-<100 15 28,5% 

<50 11 19,6% 

BLASTOS MO     

≤ 3 46 70,07% 

4%-10% 10 15,38% 

>10% 09 13,84% 

SIDEROBLASTOS EM ANEL     

0 61 83,56% 

>1-<15% 2 2,73% 

≥ 15% 10 16,43% 

CELULARIDADE MO     

Hipocelular 13 22,4% 

Normocelular 07 12,06% 

Hipercelular 38 65,5% 

FIBROSE MEDULAR      

Presença de fibrose 10 21,32% 

Ausência de fibrose 63 78,68% 

 

Todos os 73 pacientes avaliados foram classificados de acordo com a OMS 2016, sendo 

71(96,49%) pacientes classificados como SMD primária, 2 (2,2%) como SMD relacionada a 

terapia. Dentre os pacientes classificados como SMD primária, o subtipo mais frequente foi a 

SMD-DM com 45 (61,40%) pacientes, seguida pelo subtipo SMD-SA-DM com 08 (11,26%) 

pacientes, SMD-EBI e SMD-EBII, com 6 (8,45%) e 5 (7,04%)pacientes (Tabela 3), síndrome 

do 5q com 1 (1,75%) paciente (Tabela 4). 

Tabela 3: Caracterização dos pacientes segundo a classificação da OMS 2016 

Variáveis Número de Pacientes Porcentagem 

Classificação da OMS     

SMD-DU 02 2,81% 

SMD-DM 45 63,38% 

SMD-SA-DU 04 5,63% 

SMD-SA-DM 08 11,26% 

SMD-EBI 06 8,45% 

SMD-EBII 05 7,04% 

tSMD 02 2,81% 

SMD hipocelular 01 1,40% 

Formas da SMD     

Iniciais 59 80,8% 

Avançadas 14 19,1% 
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A citogenética por banda G foi realizada para 59 pacientes, sendo que 45 (76,27%) 

pacientes apresentaram resultado e 14 (23,72%) pacientes apresentaram ausência de metáfases 

(Tabela 4). Dos 45 pacientes com resultado citogenético, 25 (55,55%) apresentaram cariótipo 

normal, frente a 20 (44,44%) de pacientes com alterações, sendo que 6 (13,33%) pacientes 

apresentaram alteração relacionada ao cromossomo 5 (-5/5q-), 3 (6,66%) pacientes 

apresentaram alteração relacionada ao cromossomo 7 (-7/7q-) e 14 (3,11%) dos pacientes 

apresentaram cariótipo com aneuploidia (Tabela 4). A figura 12 exemplifica os resultados da 

análise citogenética encontrados nesse estudo. 

Quanto ao número de alterações, 9 (20%) pacientes apresentaram apenas 1 alteração, 5 

(11,11%) pacientes apresentaram 2 alterações e 8 (17,77%) pacientes apresentaram cariótipo 

complexo, com 3 ou mais alterações em um mesmo clone (Tabela 4). Quanto ao prognóstico, 

estabelecido pelo IPSS-R (GREENBERG et al, 2012) houve um predomínio de pacientes com 

prognóstico favorável (22/45,83%) (Tabela 4). 

 Legenda: A. Paciente do sexo feminino apresentando cariótipo normal 46, XX[20]. B. Paciente do sexo 

feminino apresentando cariótipo alterado com del(5q) C. Paciente do sexo masculino apresentando cariótipo 

complexo com del(7q), del(5q) e add 11   D. Paciente do sexo masculino apresentando cariótipo 

hiperdiploíde 4n. 

Figura 12: Achados de resultados de cariótipo 
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Tabela 4: Caracterização da citogenética e impacto prognóstico. 

Variáveis 
Número de 

Pacientes 
Porcentagem 

Cariótipo (Normal/Alterado)     

Normal 25 55,55% 

Alterado 20 44,44% 

Cariótipo (Aneuploidia)     

Normal 25 55,55% 

Alterado Aneuplóide 14 31,11% 

Cariótipo (Deleção do 5q)     

Normal 25 55,55% 

Alterado com deleção do 5q 06 13,33% 

Alterado sem deleção do 5q 14 31,11% 

Cariótipo (Deleção do 7q)     

Normal 25 55,5% 

Alterado com deleção do 7q 03 6,66% 

Alterado sem deleção do 7q 17 37,77% 

Cariótipo (Alterações)     

Normal 25 55,55% 

1 alteração 09 20% 

2 alterações 05 11,11% 

3 ou mais alterações (Complexo) 08 17,77% 

Prognóstico segundo o IPSS-R     

Favorável 29 64,44% 

Intermediário 05 11,11% 

Desfavorável 08 17,77% 

   

Quanto à sobrevida dos pacientes, obtivemos informação sobre o seguimento de 32 dos 

pacientes, destes, 06 (18,75%) pacientes a óbito. Quanto à evolução para LMA, obtivemos 

informação de 66 dos 73 pacientes, destes apenas 03 (4,54%) paciente evoluiu para LMA. 
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Tabela 5: Descrição clínica dos pacientes. 

PACIENTE SEXO IDADE CELULARIDADE CARIÓTIPO OMS 2016 IPSS-R EV. 

LMA 

ÓBITO 

1 F 28 - 46 XX [20] SMD-SA-DU baixo risco Não Não 

2 F 89 normo 46, XX [20] AR baixo risco Não Não 

3 M 32 normo 46,XY, del(5)(q15q33), del(17)(p11.2)[7]/46,XY[13] SMD-DM baixo risco Não Sim 

4 M 62 - Ausência SMD-DM - Não Não 

5 M 91 - 46,X-Y[4]/46,XY[16] SMD-SA-DU baixo risco Não Não 

6 F 77 hiper 46, XX [15] AR baixo risco 
 

Não 

7 M 73 - - SMD-DM - Não Não 

8 M 45 hipo 47,XY,+mar[3]/46,XY[17] SMD-DM alto risco Sim Não 

9 M 81 hiper - SMD- EB I - Não Não 

10 F 73 hiper 46,XX [25] SMD-DM baixo risco Não Sim 

11 M 92 hiper Ausência SMD-DM - Não Não 

12 M 40 hipo 47,XY,+mar[6]/46,XY,del(5)(q31)[3]/46,XY,del(7)(q32)[2]/46,XY,del(5
)(q31),del(7)(q32)[2]/46,XY[7] 

SMD-DM intermediari
o 

Sim Não 

13 M 66 hiper 47,XY,+mar[5],46,XY[11] SMD-DM alto risco Não Não 

14 M 85 hiper 46, XY [20] SMD-DM baixo risco Não Não 

15 M 88 hiper 47,XY,+mar[6]/48,XY,+8,del(16)(?q22),+mar[4]/47~50,XY,del(4)(?q3
5),+8,+10,+11,del(16)(?q22),+21,+mar[cp8] 

SMD- EB II - Não Não 

16 F 30 hipo 90,XXXX,-6,-7,-8,-
11,+21,+22[5]/46,XX,del(7)(q23),del(20)(q13.1)[3]/45,XX,-

7[5]/45~46,XX,-7,del(7)(q32),del(11)(q32),-
17,del(17)(p11.2),del(20)(q13.1)[cp11] 

t-SMD alto risco Não Não 

17 F 
 

- - t-SMD na Não Não 

18 M 54 hipo Ausência SMD-DM - Não - 

19 M 46 hiper 46, XY[8] SMD-DM baixo risco Sim Não 

20 M 
 

- - AR - Não Sim 

21 M 
 

- - SMD-DM - Não - 
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22 F 64 hiper - SMD- EB II baixo risco Não Sim 

23 F 67 hiper 40-45,XX, -5, -6,-7,-9,-17[7]/46,xx,add(5)(p15)[3]/46,XX[14] SMD-DM intermediari
o 

Não Não 

24 F 
 

hipo 46,XX[22] SMD-DM baixo risco Não Não 

25 F 81 hipo - SMD-DM - Não - 

26 F 55 - complexo, del 5, 8n-, 4(175 cromossomos) SMD-DM alto risco Não Não 

27 F 84 hiper Ausência SMD-DM - Não - 

28 F 
 

- - SMD-SA-DU - Não - 

29 F 23 hipo 46,XX,del(5)(q15q33)[4]/46,XX[18] SMD-DM baixo risco Não Não 

30 F 77 normo 46 xx[3] SMD-DM baixo risco Não Não 

31 F 
 

- - SMD-DM na Não - 

32 F 
 

- - SMD-DM na Sim Não 

33 F 80 hiper 46,XX[20] SMD-SA-DM baixo risco Não Não 

34 M 80 hiper 45,X,-Y[18]/46,XY[7] SMD-SA-DM baixo risco Não Sim 

35 M 73 hiper - SMD- EB I - Sim - 

36 M 81 hipo 46,XY[18] SMD-DM baixo risco Não Sim 

37 M 87 hiper Ausência  SMD-DM - Sim - 

38 M 58 hipo 46,XY[13] SMD-DM intermediari
o 

Não Não 

39 F 72 hiper 46, XX [5] SMD-DM baixo risco Não Não 

40 F 56 hiper 46, XX [11] SMD-SA-DM baixo risco Não Sim 

41 F 74 hiper Ausência SMD-DM intermediari
o 

Não Não 

42 M 73 hiper 46, XY, add(5)(p14), del(7)(q32)[2]/46,XY, del(7) (q32)[3]/46,XY[15] SMD-DM alto risco Não Não 

43 M 76 hiper Ausência SMD-DM - Sim - 

44 F 75 hiper 46, XX [14] SMD-DM intermediari
o 

Não Não 

45 F 59 hiper 47,XX,+8[11]/47,XX,+8,del(5)(q31)[2]47,XX,+8,del(11)(q22)[2]47,XX,
+8,del(5)(q31,del(11)(q22)[2]/46,XX[3] 

SMD- EB II alto risco Não Não 

46 M 61 hiper Ausência SMD-SA-DM - Não Não 
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47 M 59 - Ausência SMD-DM - Não - 

48 F 54 - 47,XY,del(5)(q31),+mar[7]/46,XY,del(11)(q23)[3]/46,XY,del(5)(q31),d
el(11)(q23)[5]. 

SMD-SA-DM - Sim Não 

49 M 89 - - SMD-DM baixo risco Não Não 

50 M 77 hipo Ausência SMD-HIPO - Não Não 

51 F 87 normo 46 XX [10] SMD-DM intermediari
o 

Não Não 

52 F 92 hipo 46 XX [20] SMD-DM baixo risco Não Não 

53 F 86 hipo Ausência SMD-DM - Não - 

54 F 53 hiper 46 XX [20] SMD-DM baixo risco Não Não 

55 F 55 normo complexo SMD-DM intermediari
o 

Não Não 

56 M 71 - 46 XY [20] SMD-DM baixo risco Não Não 

57 F 79 hiper Ausência SMD-DM - Não - 

58 F 44 - - SMD-DM - Sim Sim 

59 M 67 hiper Ausência SMD-DM - Não - 

60 M 77 hiper 47 XY [20] SMD-EB I alto risco Não Não 

61 F 71 hiper 46,XX[20] SMD-SA-DM baixo risco Sim Sim 

62 M 68 hipo 47 XY [20] SMD-SA-DM Muito baixo não não 

63 F 74 hiper 46,XX[20] SMD-DM Baixo não não 

64 M 71 hiper 45, X, -Y[19]/46,XY[1] SMD-DU Muito baixo não não 

 M 83 hiper 45,X,-Y[6]/45,XY[14] SMD-DM Muito baixo não não 

65 M 78 hiper 46, XX[20] SMD-DM Muito baixo sim não 

66 F 67 hiper - SMD-EBI intermediari
o 

não não 
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67 F 66 hiper - SMD- EB I intermediari
o 

não sim 

68 M 71 hiper 46,XY,der(7)t(1;7)(q10:q10)[18]/46,XY[2] SMD- EB II Baixo risco não não 

69 M 77 hiper - SMD-DU intermediari
o 

não não 

70 F - hipo - SMD-SA-DM - não não 

71 F - - Ausência SMD- EB I - não não 

72 F - normo 48,XX,+19,+mar1[10]/48,XX,+mar1,+mar2[6]/47,XX,+mar1[3]/46XX[
3 

SMD-EB II intermediari
o 

não sim 

73 M 70 hiper 46, XY,add(17)(p13)[8]/46,XY,del(9)(q13),add(17)(p13)[10]/46,XY[2] SMD-SA-DU Muito alto Sim não 

Legenda: M (Masculino), F (Feminino), OMS (Organização Mundial de Saúde), IPSS-R (Sistema Internacional de Score Prognóstico Revisado), DT (Dependência Transfusional), Ev.LMA (Evolução para Leucemia Mielóide 
Aguda), CRDU (Citopenia Refratária com Displasia em Única linhagem), ARSA (Anemia Refratária com Sideroblastos em Anel), CRDM (Citopenia Refratária com Displasia em Múltiplas linhagens), AREB I (Anemia Refratária 

com Excesso de Blastos tipo I), AREB II ((Anemia Refratária com Excesso de Blastos tipo II), t-SMD (SMD relacionada a terapia), LMMC (Leucemia Mielomonocítica Crônica
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4.2 Análise dos níveis de metilação e hidroximetilação global por imuno-

histoquímica 

As associações entre os níveis de imunoexpressão de 5mC e 5hmC e as variáveis 

clínico-laboratoriais, bem como a associação com os indivíduos controles, serão 

apresentados a seguir. Para melhor entendimento os resultados serão apresentados 

separadamente para os valores de M-score e Ratio.  

4.2.1 Associação da metilação global (M-score) de 5mC e 5hmC e variáveis clinicas  

Para a variável idade, estratificada em dois grupos: >60 anos e <60 anos, constatamos 

que pacientes com idade inferior a 60 anos apresentavam aumento dos níveis 5hmC 

(p=0,044) (Figura 15). 

  

M-score 5hmC Níveis de metilação global (%) 

Idade Média 
Desvio 

Padrão 
IC inferior IC superior 

Teste 

levene 
p-valor 

≥60 21,44 17,712 
2,743 17,332 0,002 0,044 

<60 11,40 8,371 

ǂTeste t de Student. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variâncias. Valor estatisticamente 

significante para p≤ 0,05.  

Figura 13: Mscore 5hmC frente a variável idade. 
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Quanto ao cariótipo, observou-se que níveis de 5mC estão aumentados nos 

pacientes com cariótipo alterado (p = 0.022), em comparação com os que apresentavam 

cariótipo normal (Figura 21).  

Não houve associações significantes com relação aos níveis globais de 5mC e 

5hmC e as variáveis sexo, classificação da OMS (2008 e 2016), presença de 

micromegacariócito, sideroblastos em anel, faixas de porcentagens de sideroblastos em 

anel, presença de fibrose, porcentagens de blastos (IPSS-R), cariótipo (aneuploidia), 

cariótipo (alteração no cromossomo 7), cariótipo (número de alterações), Quanto ào 

prognóstico (IPSS-R), classificação do número de citopenias no sangue periférico, 

classificação do grupo de risco de acordo com o IPSS-R, dependência transfusional, 

tratamento com eritropoietina, óbito e evolução para LMA (p > 0,05). 

 

  

ǂTeste t de Student. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variâncias. Valor estatisticamente 

significante para p≤ 0,05.  

M-score 5mC Níveis de metilação global (%) 

Cariótipo Média 
Desvio 

Padrão 
IC inferior IC superior 

Teste 

levene 
p-valor 

Normal 11,43 7,750 
-25,737 -3,759 0,001 0,022 

Alterado 26,18 23,357 

Figura 14: Níveis de Mscore 5mC frente a variável de citogenética. 
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4.2.2 Associação do Ratio 5hmC/5mC com as variáveis clínicas e prognósticas 

Ao avaliar a relação 5hmC/5mC em pacientes com SMD e controles, verificamos 

que houve aumento dos níveis de 5hmC em relação 5mC no grupo controle em relação 

aos casos com SMD (p = 0.031) (Figura 15). 

 

 

 

 

 

 

  

ǂTeste t de Student. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variâncias. Valor estatisticamente 

significante para p≤ 0,05.  

5hmC/5mC Ratio (%) 

Grupo Média 
Desvio 

Padrão 
IC inferior IC superior 

Teste 

levene 
p-valor 

Caso 110,63 77,217 
-124,239 -6,275 0,066 0,031 

Controle 175,89 111,654 

Figura 15: Níveis de relação 5hmC/5mC frente a variável grupos. 
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Quanto à celularidade, categorizada em dois grupos: normocelular+hipocelular e 

hipercelular, observou-se que houve aumento dos níveis 5hmC em relação 5mC (p= 

0.012) naqueles pacientes com medula óssea hipercelular (Figura 16).  

 

Não houve associações significantes com a relação do ratio de 5hmC/5mC e as 

variáveis sexo, classificação da OMS (2008 e 2016), idade, presença de 

micromegacariócito, sideroblastos em anel, faixas de porcentagens de sideroblastos em 

anel, presença de fibrose, porcentagens de blastos (IPSS-R), cariótipo (aneuploidia), 

cariótipo (alteração no cromossomo 7), cariótipo (número de alterações), Quanto ào 

prognóstico (IPSS-R), classificação do número de citopenias no sangue periférico, 

classificação do grupo de risco de acordo com o IPSS-R, dependência transfusional, 

tratamento com eritropoietina, óbito e evolução para LMA (p > 0,05). 

 

 

5hmC/5mC Ratio (%) 

Celularidade Média 
Desvio 

Padrão 
IC inferior IC superior 

Teste 

levene 
p-valor 

Hipo+Normo 122,39 69,698 
10,591 81,947 0,080 0,012 

Hiper 76,12 46,247 

ǂTeste t de Student. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variâncias. Valor estatisticamente 

significante para p≤ 0,05.  

Figura 16: Níveis de relação 5hmC/5mC e relação 5hmC/5mC frente a variável celularidade. 
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4.2.3 Associação do Ratio 5mC/5hmC com as variáveis clínicas e prognósticas 

Em relação à forma da doença, categorizada em formas iniciais (SMD-DU, SMD-

DM e SMD-SA) e avançadas (SMD-EB1 e SMD-EB2), verificamos que os níveis de 

5mC (p= 0.040) apresentavam-se aumentados naqueles pacientes nos estágios avançados 

da doença (Figura 17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5mC/5hmC Ratio (%) 

FORMAS Média 
Desvio 

Padrão 
IC inferior IC superior 

Teste 

levene 
p-valor 

Iniciais 75,78 41,831 
-72,922 -1,856 0,149 0,040 

Avançadas 113,17 21,646 

ǂTeste t de Student. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variâncias. Valor estatisticamente 

significante para p≤ 0,05.  

Figura 17: Níveis de relação 5mC/5hmC frente a variável formas avançadas e iniciais. 

Iniciais Avançadas 
FORMAS 
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Para a variável idade associada ao ratio 5mC/5hmC, estratificada em dois grupos: 

>60 anos e <60 anos, constatamos que pacientes com idade superior a 60 anos 

apresentavam aumento dos níveis 5mC (p=0.017) em relação a 5hmC (Figura 18). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5mC/5hmC Ratio (%) 

Idade Média 
Desvio 

Padrão 
IC inferior IC superior 

Teste 

levene 
p-valor 

≥60 65,58 29,651 
-64,446 -1,113 0,032 0,017 

<60 97,25 52,987 

ǂTeste t de Student. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variâncias. Valor estatisticamente 

significante para p≤ 0,05.  

Figura 18: Níveis da relação 5mC/5hmC frente a variável idade. 
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Quanto à celularidade, categorizada em dois grupos: normocelular+hipocelular e 

hipercelular, observou-se que houve aumento dos níveis 5mC em relação 5hmC (p= 

0.047) naqueles pacientes com medula óssea hipercelular (Figura 19).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5mC/5hmC Ratio (%) 

Celularidade Média 
Desvio 

Padrão 
IC inferior IC superior 

Teste 

levene 
p-valor 

Hipo+Normo 70,06 36,075 
69,189 -0,512 0,052 0,047 

Hiper 104,91 60,586 

ǂTeste t de Student. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variâncias. Valor estatisticamente 

significante para p≤ 0,05.  

Figura 19: Níveis de relação 5hmC5mC e relação 5mC/5hmC frente a variável celularidade. 
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Quanto ao setor eritrocítico, constatamos que os níveis de 5mC apresentava-se 

aumentados (p = 0,000) em relação aos níveis de 5hmC nos pacientes com presença de 

displasia eritroíde (figura 20). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5mC/5hmC Ratio (%) 

Diseritro Média 
Desvio 

Padrão 
IC inferior IC superior 

Teste 

levene 
p-valor 

Sim 80,45 40,986 
-8,003 76,412 0,043 0,000 

Não 46,25 8,539 

ǂTeste t de Student. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variâncias. Valor estatisticamente 

significante para p≤ 0,05.  

Figura 20: Níveis de relação 5mC/5hmC frente as variáveis diseritropoese. 
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Com relação aos valores de hemoglobina, os níveis de 5mC em relação aos níveis 

de 5hmC apresentaram-se mais altos em pacientes com hemoglobina inferior a 10 g/dL, 

quando comparado a pacientes com hemoglobina superior a 10 g/dL (p = 0,000) (Figura 

21). 

 

Na avaliação da contagem absoluta de neutrófilos (ANC) observamos que os níveis 

de 5mC em relação aos níveis de 5hmC apresentavam-se aumentados naqueles pacientes 

com ANC superior a 800/mm3 (p=0,000) (Figura 22). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21: Níveis de relação 5mC/5hmC frente a variável hemoglobina. 

Figura 22: Níveis de relação 5mC/5hmC frente a variável contagem absoluta de neutrófilos. 
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Na avaliação da contagem de plaquetas observamos que valores mais altos de 

plaqueta no sangue periférico estão associados a um aumento dos níveis de 5mC em 

relação aos níveis de 5hmC, quando comparados a pacientes com contagem de plaquetas 

inferior a 100.000/mm3 (p = 0,005) (Figura 24). 

Não houve associações significantes com a relação do ratio de 5mC/5hmC e as 

variáveis sexo, classificação da OMS (2008 e 2016), grupo, presença de 

micromegacariócito, sideroblastos em anel, faixas de porcentagens de sideroblastos em 

5mC/5hmC Ratio (%) 

Hemoglobina Média 
Desvio 

Padrão 
IC inferior IC superior 

Teste 

levene 
p-valor 

≥10 g/dl 13,61 24,159 
-76,758 -15,476 0,023 0,000 

<10 g/dl 27,17 51,733 

5mC/5hmC Ratio (%) 

Cont. Neu Média 
Desvio 

Padrão 
IC inferior IC superior 

Teste 

levene 
p-valor 

≥ 0,8 g/dl 95,74 51,096 
8,617 79,298 0,027 0,000 

< 0,8 g/dl 51,78 19,974 

5mC/5hmC Ratio (%) 

Plaquetas Média 
Desvio 

Padrão 
IC inferior IC superior 

Teste 

levene 
p-valor 

≥100.000 g/dl 101,58 50,532 
13,375 68,125 0,078 0,005 

<100.000 g/dl 60,83 31,388 

ǂTeste t de Student. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variâncias. Valor estatisticamente 

significante para p≤ 0,05.  

Figura 23: Níveis de relação 5mC/5hmC frente a variável contagem de plaquetas. 
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anel, presença de fibrose, porcentagens de blastos (IPSS-R), cariótipo (aneuploidia), 

cariótipo (alteração no cromossomo 7), cariótipo (número de alterações), Quanto ào 

prognóstico (IPSS-R), dependência transfusional, tratamento com eritropoietina, óbito e 

evolução para LMA (p > 0,05). 

 

4.3 Análise da expressão genica da população   

 Após a análise de pareamento de populações no banco de dados de expressão 

gênica do laboratório citogenômica do câncer foi possível obter resultados de expressão 

gênica da população do estudo. Dos 61 pacientes incluídos neste estudo, 28 (45,90%) 

possuíam expressões genicas dos genes de ciclo celular e fuso mitotico (MAD2, AURKA, 

AURKB, CDC20 e TPX2). Já dos genes de reparo do DNA (ATM, RAD51, LIG 4, BRCA1, 

BRCA2 XRCC5, XRCC6, XPA, XPC, XPG, CSA e CSB) foram pareados 22 (36,06%) 

pacientes. E por fim genes de polimerases com atividade de translesão (REV3L, REV1, 

POLI, POLH, POLL, POLK, POLQ, POLN e PCNA), os quais foram pareados 16 

(26,22%) pacientes. 

Figura 24: Representação esquemática dos resultados encontrados. 
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Tabela 6: Caracterização de expressão gênica da população em estudo. 

 GENES N  PORCENTAGEM 

    

CICLO CELULAR E 

FUSO MITÓTICO 

MAD2, AUKA, AUKB, CDC20 E TPX2 28 45,90% 

    

REPARO 

DO DNA 

ATM, RAD51, LIG4, BRCA1, BRCA2, XRCC5, 

XRCC6, XPA, XPC, XPG, CSA E CSB 

22 36,06% 

    

POLIMERASES DE 

TRANSLESÃO 

REV3L, REV1, POLI, POLH, POLL, POLK, 

POLQ, POLN E PCNA 

16 26,22% 

    

 

4.3.1  Análise de correlação entre os níveis de expressão gênica e níveis de metilação 

global   

O coeficiente de correlação de Spearman foi realizado para analisar a intensidade 

da associação não linear existente entre os genes e os níveis de metilação global 

estudados.  Observou-se moderada correlação entre o gene PCNA e a imunoexpressão de 

5mC  (r = -0,635; p = 0,020), demonstrando uma influência de 19,2% (r2 = 0,192) na 

variação dos níveis de expressão desse gene sobre a relação de metilação global (Figura 

25); POLK e a imunoexpressão de 5mC   (r = 0,633; p = 0,036), apresentando uma 

influência de 17,6% (r2 = 0,176) nos seus níveis de expressão gênica (Figura 25). 

 

 

  

 

 

 

 

 

Figura 25: Gráfico da correlação de spearman entre a expressão gênica das polimerases com atividade 

de translesão, PCNA e POLK e o Mscore 5mC. 
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Observou-se moderada correlação entre o gene REV1 e a imunoexpressão de 5mC  

(r = -0,577; p = 0,049), demonstrando uma influência de 26,4% (r2 = 0,264) na variação 

dos níveis de expressão desse gene sobre a relação de metilação global (Figura 26); POLQ 

e a imunoexpressão de 5mC (r = -0,789; p = 0,001), apresentando uma influência de 

19,1% (r2 = 0,191) nos seus níveis de expressão gênica (Figura 26). 

 

 

Não encontramos correlação significativa entre os níveis das razões 5mC, 5hmC e 

5mC / 5hmC e os genes AURKA, AURKB, MAD2, CDC20, TPX2, ATM, RAD51, LIG4, 

BRCA1, BRCA2, XRCC5, XRCC6, XPA, XPC, XPG, CSA e CSB (p> 0,05) (Anexo 1).  

Figura 26: Gráfico da correlação de spearman entre a expressão gênica das polimerases com atividade 

de translesão, REV1 e POLQ, e o Mscore 5mC. 
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5. DISCUSSÃO 

 

A hipermetilação do DNA tem sido reconhecida como uma característica comum 

da SMD e associada ao prognóstico desfavorável nesses pacientes (HEUSER et al, 2018). 

O silenciamento causado pelos processos epigenéticos em vários genes, incluindo 

reguladores do ciclo celular, genes apoptóticos e de reparo do DNA, têm importante papel 

na patogênese e transformação leucêmica da doença. No entanto, as causas e 

consequências da alteração dos mecanismos de metilação envolvidos na SMD ainda não 

foram completamente elucidados (KHAN et al 2013). 

5.1 Aumento dos níveis de metilação em pacientes com SMD 

Nossos resultados demostram que pacientes com síndrome mielodisplásica 

(SMD) apresentam maiores níveis de metilação global do DNA em relação ao grupo 

controle pela análise da relação entre 5hmC e 5mC (p=0,031). Algumas pesquisas 

avaliaram a metilação global do DNA em pacientes com SMD, porém, apenas a 

metilcitosina ou hidroximetilcitosina isoladamente, sendo o nosso o primeiro estudo a 

avaliar por imuno-histoquímica simultaneamente metilcitosina e hidroximetilcitosina na 

SMD. 

Os grupos de Poloni (2013) e Chandra (2017) demostraram por imuno-

histoquímica que pacientes com SMD apresentaram níveis de 5-mC elevados em relação 

aos controles, indicando fortemente o papel na hipermetilação global do DNA no 

processo de patogênese da doença (POLONI et al, 2013; CHANDRA et al, 2017). Em 

2014, Calvo e colaboradores também demostraram, por ensaio colorimétrico, elevados 

níveis de 5mC em pacientes com SMD, entretanto não realizaram associação com 

controles saudáveis (CALVO et al, 2014). Liu e colaboradores (2013), também por ensaio 

colorimétrico, demostraram que pacientes com SMD apresentaram níveis de 5hmC 

significativamente menores do que os controles saudáveis (LIU et al, 2013). 

Consideramos que a análise levando em consideração o processo de demetilação 

em relação a metilação é mais fidedigno que a mera avaliação da metilcitosina 

isoladamente. Contudo, esses estudos demostram que pacientes com SMD possuem um 

perfil global de hipermetilação do DNA, corroborando com os nossos resultados.  

Adicionalmente, categorizamos a SMD nas suas formas inicias (SMD-DU, SMD-

DM e SMD-SA) e avançadas (SMD-EB1 e SMD-EB2) (de acordo com a classificação da 
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OMS de 2016) e observamos que pacientes nas formas mais avançadas apresentaram 

níveis de 5mC mais elevados (p=0,040). Esses resultados corroboram com os achados da 

literatura de que o aumento da metilação do DNA está associado aos perfis mais 

avançados da SMD e a um maior risco para a progressão para LMA, mostrando que a 

hipermetilação do DNA está relacionada a um prognóstico desfavorável na SMD (ISSA, 

2010; TSAI et al, 2012; POLONI et al, 2013; CHANDRA et al, 2017). 

5.2 Aumento dos níveis de metilação em pacientes com idade superior a 60 anos 

Sabe-se que o risco para o acometimento da SMD aumenta de acordo com o 

avanço da idade, sendo que aproximadamente 86% dos casos diagnosticados são 

indivíduos com mais de 60 anos (CHESON et al., 2006; ROLLISON et al., 2008). Nossos 

resultados demostram que pacientes com idade superior a 60 anos de idade apresentam 

maiores níveis de metilação global do DNA (p=0,044), resultado também encontrado na 

análise da razão de 5mC/5hmC (p=0,017). Em 2014, Maegawa e colaboradores avaliaram 

a relação da metilação com a idade em portadores de SMD e relataram uma consistência 

nos padrões de metilação aberrante do DNA em pacientes maiores que 60 anos. Estes 

achados propuseram que a hipermetilação de promotores gênicos estaria associada a um 

fenótipo de envelhecimento acelerado na SMD (MAEGAWA et al, 2014). 

Nenhum outro estudo que avaliou os níveis de 5-mC ou 5hmC na SMD apresentou 

associações significantes com relação a idade dos pacientes (CHANDRA et al, 2017; 

POLONI et al, 2013; CALVO et al, 2014). Desse modo, nosso estudo é o primeiro a 

relatar significância nos níveis de 5-mC de pacientes com SMD em relação à idade. Esse 

resultado pode estar relacionado com o fato de que cerca de 90% dos pacientes 

classificados como de alto risco (GREENBERG et al, 2012), apresentaram idade superior 

a 60 anos. 

5.3 Aumento dos níveis de 5mC em pacientes com cariótipo alterado 

Outro resultado importante do nosso estudo é que pacientes com alterações 

citogenéticas apresentam aumento dos níveis de metilação global do DNA (p=0,022). 

Dentre a grande maioria dos estudos que avaliaram os níveis de 5-mC em relação ao 

cariótipo de pacientes com SMD, apenas um demostrou resultados significativos 

associando o aumento dos níveis de 5mc com cariótipo alterado (CHANDRA et al, 2017). 

Uma possível resposta pra essa divergência dos nossos achados e os da literatura, é que 

dos nossos pacientes que apresentaram alteração citogenéticas, cerca de 76% possuíam 
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alterações classificadas como prognóstico intermediário e desfavorável/muito 

desfavorável (GREENBERG ET AL, 2012). Já os outros estudos que analisaram os níveis 

de 5-mC em relação ao cariótipo, mesmo os que não obtiveram resultados significativos, 

a grande maioria dos pacientes apresentavam alterações citogenéticas classificadas como 

prognóstico favorável. (POLONI et al, 2013; SUČIĆ et al 2019; CALVO et al, 2014).  

A presença de alterações citogenéticas é um dos principais fatores prognósticos 

na SMD (GREENBERG ET AL, 2012), portanto o aumento dos níveis de metilação nos 

pacientes com alterações citogenéticas corrobora com os resultados encontrados entre o 

aumento da metilação em pacientes com idade superior a 60 anos e nos pacientes nas 

formas avançadas da SMD. Nossos resultados sugerem que o aumento da metilação do 

DNA está associado ao aumento da instabilidade cromossômica e, consequentemente, a 

um prognóstico desfavorável e maior risco de transformação leucêmica.  

5.4 Aumento da metilação em pacientes com medula óssea hipercelular 

A maioria dos pacientes com SMD apresentam medula óssea hipercelular, a qual 

tem sido associada ao prognóstico desfavorável na doença (HUANG et al 2008). Nossos 

resultados demostram que pacientes com medula óssea hipercelular apresentam níveis de 

demetilação inferiores aos pacientes com medula hipocelular e normocelular (p=0,012). 

O quadro de uma medula óssea hipercelular na SMD se deve à hematopoese ineficaz em 

função do aumento da susceptibilidade das linhagens progenitoras mieloides clonais ao 

processo de apoptose e a limitada capacidade de resposta dessas células aos fatores de 

crescimento, resultando em citopenias periféricas. (TEFFERI, VARDIMAN, 2009ª; 

ADES, 2014). Apesar de não termos encontrado estudos associando os níveis de 5mC e 

5hmC com a celularidade da medula óssea na SMD, um estudo de Farlik e colaboradores 

(2016) avaliou o comportamento da metilação global do DNA nas células progenitoras 

hematopoiéticas e demonstrou que à medida que acontece a hematopoese a metilação 

global tende a diminuir (FARLIK et al, 2016). Assim, inferimos que o bloqueio da 

diferenciação celular, característica importante de pacientes com SMD hipercelular e nos 

estágios avançados, pode estar atrelado ao aumento da metilação global do DNA na 

doença. 

Nosso estudo é o primeiro a avaliar a relação de metilação e demetilação em tecido 

histopatológico em pacientes com SMD. Com a análise in situ da relação 5hmC/5mC e 

5mC/5hmC realizadas em biópsia de medula óssea, nossos resultados confirmam de 
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forma inequívoca que há um desbalanço na metilação global do DNA no processo de 

patogênese da SMD, tendo influência no desenvolvimento e evolução do quadro clínico. 

5.5 Correlação da metilação global e a expressão dos genes de polimerases com 

atividade de translesão 

Com relação à análise de correlação, descobrimos que, enquanto os níveis globais de 

5mC aumentam, os níveis de RNAm de POLQ, PCNA e POLK apresentam uma 

diminuição, o que pode ser justificado pelo silenciamento genético causado pelo processo 

de metilação do DNA. Um estudo de Laport et al (2020) mostrou que formas não 

metiladas de POLH e POLK estão associadas a tumores mais avançados em pacientes 

com câncer colorretal. Além disso, a hiperexpressão das polimerases de DNA com 

atividade de translesão (TLS) está associada à tumorigênese de vários tipos de câncer 

(HOFFMANN E CAZAUX, 2010; PILLAIRE, 2010; CEPPI, 2009). Um estudo do nosso 

grupo de pesquisa demostrou que a diminuição da expressão dos genes POLK e POLQ 

estava associada com medula hipercelular na SMD. Já a diminuição da expressão do gene 

PCNA estava associada ao aumento do número de displasia na medula óssea e citopenias 

no sangue periférico, indicando um pior prognóstico para pacientes com SMD 

(OLIVEIRA et al, 2019). Como a patogênese da SMD está fortemente ligada aos eventos 

de metilação do DNA, sugerimos o estudo da metilação alvo das polimerases TLS na 

SMD para inferir se essa família de genes tem a mesma expressão e padrão de metilação 

na SMD e nos tumores sólidos. 

 

5.6 Limitações 

Estamos cientes das limitações do estudo em biopsias de medula óssea uma vez que 

não foi possível analisar algumas das amostras devido à baixa qualidade de algumas 

amostras de biópsia, o que pode ter causado problemas na visualização da imuno-

histoquímica. Além disso, tivemos um número limitado de amostras controle (10), pois 

não é fácil obter amostras de biópsia da medula óssea de pacientes sem histórico de 

neoplasias, devido às dificuldades envolvidas no procedimento. Ainda, a imuno-

histoquímica possui limitações inerentes à técnica, como a presença de marcação celular 

inespecífica, alterações nas imagens microscópicas dos tecidos (por presença de bolhas, 

dobras do tecido, fendas, pigmentos, entre outros), dificuldade nas leituras de medulas 

hipocelulares, dentre outras (BARRA, 2006).  
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6. CONCLUSÃO 

 

I. O aumento dos níveis de 5mC pode estar associado a patogênese da SMD;  

II. O aumento dos níveis de 5mC nos estágios mais avançados da doença pode 

estar associada ao prognóstico desfavorável e à aumento do risco da evolução 

para LMA. 

III. O aumento dos níveis de 5mC pode estar associada a medula óssea 

hipercelular quando comprada com medula óssea normocelular e hipocelular. 

Portanto, inferimos que fica evidenciado que há uma distinção nas alterações 

da metilação global do DNA na SMD hipercelular e hipocelular. 

IV. O aumento dos níveis de 5mC associado a alteração cromossômica pode 

representar maior instabilidade cromossômica e uma possível associação ao 

prognóstico desfavorável. 

V. Estes resultados suportam a importância da regulação da metilação global do 

DNA na manutenção da estabilidade genômica das células tronco 

hematopoiéticas promovendo um melhor entendimento da etiologia, 

estratificação diagnóstica, prognóstica e do processo de evolução clonal da 

Síndrome Mielodisplásica.  
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ANEXO 1 

Análise de correlação entre análise de IHC e níveis de expressão de mRNA 

   Spearman's correlação M-score 5mC M-score 5hmC 5mC/5hmC ratio 

DNA Polimerase com atividade de translesão 

PCNA 

Correlation (r) -0.635 0.055 -0.442 

r-square (r2) 0.192 0.009 0.106 

p-value (2-tailed) 0.020 0.851 0.129 

N 13 14 13 

REV1 

Correlation (r) -0.578 -0.101 -0.287 

r-square (r2) 0.264 0.008 0.160 

p-value (2-tailed) 0.049 0.740 0.365 

N 12 14 12 

POLQ 

Correlation (r) -0.719 -0.234 -0.369 

r-square (r2) 0.191 6.493 0.157 

p-value (2-tailed) 0.001 0,400 0.193 

N 14 15 14 

POLK 

Correlation (r) -0.633 -0.147 -0,277 

r-square (r2) 0.176 0.045 0.185 

p-value (2-tailed) 0.036 0.648 0.407 

N 11 12 11 

POLH 

Correlation (r) -0.816 -0.232 -0.356 

r-square (r2) 0.444 0.069 0.122 

p-value (2-tailed) 0.000 0.403 0.210 

N 14 15 14 

REV3L 

Correlation (r) -0.563 -0.005 -0.399 

r-square (r2) 0.201 0.060 0.204 

p-value (2-tailed) 0.056 0.985 0.198 

N 12 13 12 

POLN 

Correlation (r) -0.109 0.259 -0.407 

r-square (r2) 0.043 0.134 0.197 

p-value (2-tailed) 0.763 0.440 0.242 

N 10 11 10 

POLI 

Correlation (r) -0.595 -0.100 -0.510 

r-square (r2) 0.150 0.061 0.218 

p-value (2-tailed) 0,069 0.769 0.131 

N 10 11 10 

POLL 

Correlation (r) -0.332 -0.195 0.115 

r-square (r2) 0.073 0.055 0.022 

p-value (2-tailed) 0.290 0.521 0.720 

N 12 13 12 

Reparo de DNA 

ATM 

Correlation (r) 0.000 -0.020 -0.012 

r-square (r2) 0.003 0.007 0.091 

p-value (2-tailed) 1.000 0.934 0.961 

N 18 19 18 

RAD51 
Correlation (r) 0.082 -0.100 0.223 

r-square (r2) 0.017 1.547 0.209 
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p-value (2-tailed) 0.744 0.680 0.372 

N 18 19 18 

LIG4 

Correlation (r) -0.239 -0.066 -0.019 

r-square (r2) 0.003 0.019 0.008 

p-value (2-tailed) 0.338 0.786 0.938 

N 18 19 18 

BRCA1 

Correlation (r) 0.252 -0.182 0.409 

r-square (r2) 0.077 0.005 0.170 

p-value (2-tailed) 0.312 0.454 0.091 

N 18 19 18 

BRCA2 

Correlation (r) 0.209 -0.063 0.322 

r-square (r2) 0.013 0.077 5.032 

p-value (2-tailed) 0.403 0.797 0.191 

N 18 19 18 

XRCC5 

Correlation (r) 0.292 0.050 0.246 

r-square (r2) 0.098 0.013 0.251 

p-value (2-tailed) 0.239 0.835 0.324 

N 18 19 18 

XRCC6 

Correlation (r) 0.191 -0.051 0.356 

r-square (r2) 0.023 0.027 0.002 

p-value (2-tailed) 0.447 0.833 0.145 

N 18 19 18 

CSA 

Correlation (r) 0.443 0.072 0.263 

r-square (r2) 0.094 0.034 0.014 

p-value (2-tailed) 0.065 0.766 0.290 

N 18 19 18 

CSB 

Correlation (r) -0,102 -0.307 0.257 

r-square (r2) 0.024 1.795 0.003 

p-value (2-tailed) 0.686 0.200 0.302 

N 18 19 18 

XPG 

Correlation (r) 0.257 0.031 0.188 

r-square (r2) 0.091 0.010 0.139 

p-value (2-tailed) 0.302 0.897 0.454 

N 18 19 18 

XPA 

Correlation (r) 0.136 0.278 -0.172 

r-square (r2) 0.068 0.014 0.007 

p-value (2-tailed) 0.589 0.248 0.492 

N 18 19 18 

Correlation (r) 0.308 0.236 0.009 

XPC 

r-square (r2) 0.140 0.061 0.020 

p-value (2-tailed) 0,212 0.330 0.970 

N 18 19 18 

Ciclo celular e Fuso mitótico 

MAD2 

Correlation (r) 0.255 0.042 0.156 

r-square (r2) 3.370 0.040 0.006 

p-value (2-tailed) 0.227 0.840 0.465 

N 24 25 24 

CDC20 Correlation (r) 0.142 -0.092 0.183 
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r-square (r2) 0.001 0.009 6.059 

p-value (2-tailed) 0.506 0.661 0.391 

N 24 25 24 

AURKA 

Correlation (r) 0.033 0.031 -0.053 

r-square (r2) 0.003 5.583 0.033 

p-value (2-tailed) 0.874 0.880 0.802 

N 24 25 24 

AURKB 

Correlation (r) 0.218 -0.157 0.291 

r-square (r2) 0.010 0.035 8.027 

p-value (2-tailed) 0.304 0,453 0.167 

N 24 25 24 

TPX2 

Correlation (r) 0.057 -0.086 0.090 

r-square (r2) 0.008 0.046 0.006 

p-value (2-tailed) 0.788 0.680 0.673 

N 24 25 24 
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Apêndice: Termo de consentimento livre e esclarecido. 

 

 

 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARÁ 

FACULDADE DE MEDICINA 

DEPARTAMENTO DE MEDICINA CLÍNICA 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

PROJETO: ANÁLISE DO PERFIL GLOBAL DE METILAÇÃO DO DNA DE PACIENTES 

COM SÍNDROME MIELODISPLÁSICA 

Você está sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa. Sua participação é importante, 

porém, você não deve participar contra a sua vontade. Leia atentamente as informações abaixo e 

faça qualquer pergunta que desejar. 

O abaixo assinado, _______________________________________________________ 

________, ____ anos, RG nº _______________________, declara que é de livre e espontânea 

vontade que está participando como voluntário do projeto de pesquisa supracitado, de 

responsabilidade do pesquisador Prof. Dr. Ronald Feitosa Pinheiro / Howard Lopes Ribeiro 

Junior. O abaixo assinado está ciente de que: 

NATUREZA E PROPÓSITO DO ESTUDO 

O objetivo da pesquisa é avaliar os níveis de expressão dos genes relacionados aos 

mecanismos de regulação do ciclo celular, ao ponto de checagem mitótico e ao fuso mitótico em 

pacientes portadores de síndrome mielodisplásica (SMD). Para compreender melhor os pontos 

clínicos dos pacientes visualizados nesta pesquisa, precisamos comparar os achados clínicos 

destes pacientes com indivíduos sadios (voluntários). É devido a este contexto que necessitamos 

recrutar indivíduos saudáveis (voluntários) para participar da presente pesquisa.  

PROCEDIMENTOS A SEREM REALIZADOS E RESPONSABILIDADES 

 A amostra biológica utilizada na presente pesquisa corresponde a medula óssea do 

indivíduo.A medula óssea corresponde a um tecido líquido-gelatinoso que ocupa o interior dos 

ossos, sendo conhecida popularmente por 'tutano'. Na medula óssea são produzidos os 

componentes do sangue: as hemácias (glóbulos vermelhos), os leucócitos (glóbulos brancos) e as 

plaquetas.  

 A coleta da medula óssea será realizada por médico hematologista experiente com agulha 

de mielograma mediante punção esternal. O osso do esterno é um osso chato, plano e ímpar 

localizado no centro do tórax. O osso do esterno é um importante osso hematopoético, ou seja, de 

produção das células sanguíneas. É neste osso que é realizada a punção da medula óssea. Serão 

coletadas somente 2mL de amostra de medula óssea com o uso de uma agulha específica para 
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aspiração da medula óssea. Todo o procedimento de coleta da medula óssea é realizado mediante 

administração de anestésico local com duração máxima de 15 minutos.  

 Durante o procedimento de coleta esternal da medula óssea, pode, raramente, determinar 

uma equimose (mancha arroxeada) ao redor do local de onde foi retirado a medula óssea, 

desaparecendo em poucos dias, e poderá ocorrer dor discreta e de fácil alívio, podendo ser, 

ocasionalmente, dor de maior intensidade. Excepcionalmente, poderá ocorrer sangramento local. 

Raramente, pode ocorrer infecção local. Para pacientes com maior sensibilidade dolorosa existe 

a possibilidade de realizar o procedimento sob anestesia geral. A recoleta deste material é 

necessária, em poucos casos, pela amostra ser insuficiente ou inadequada para análise.  

 Após o procedimento, serão coletados dados pessoais de sexo e idade.  É de sua 

responsabilidade: comparecer nas datas e horários informados e submeter-se aos procedimentos 

de rotina do serviço. 

PARTICIPAÇÃO VOLUNTÁRIA 

Sua participação é voluntária e você tem a liberdade de desistir ou interromper a 

participação neste estudo no momento em que desejar. Neste caso, você deve informar 

imediatamente sua decisão ao pesquisador responsável ou a qualquer um membro de sua equipe, 

sem necessidade de qualquer explicação e sem que isto venha interferir no seu atendimento nesta 

instituição. 

Independentemente de seu desejo e consentimento, sua participação no estudo poderá ser 

interrompida, em função da ocorrência de qualquer doença que, a critério médico, prejudique a 

continuação de sua participação no estudo, do não cumprimento das normas estabelecidas, de 

qualquer outro motivo que,a critério da pesquisadora, seja do interesse de seu próprio bem-estar 

ou dos demais participantes e, por fim, da suspensão do estudo como um todo. 

O Laboratório de Citogenômica do Câncer o manterá informado, em tempo oportuno, 

sempre que houver alguma informação adicional que possa influenciar seu desejo de continuar 

participando no estudo e prestará qualquer tipo de esclarecimento em relação ao progresso da 

pesquisa, conforme sua solicitação. 

DIVULGAÇÃO DE INFORMAÇÕES QUANTO À PARTICIPAÇÃO NO ESTUDO 

Os registros que possam identificar sua identidade serão mantidos em sigilo, a não ser 

que haja obrigação legal de divulgação. Você não será identificado por ocasião da publicação dos 

resultados obtidos. 

Contudo, o(s) monitor(es) do Estudo, auditor(es), membros do Comitê de Ética em 

Pesquisa com Seres Humanos, ou autoridades do(s) órgãos(s) regulamentar(es) envolvido(s) terão 

direito de ter acesso aos registros originais de dados clínicos de sua pessoa, coletados durante a 

pesquisa, na extensão em que for permitido pela Lei e regulamentações aplicáveis, como o 

propósito de verificar os procedimentos e dados do estudo, sem, no entanto, violar a condição de 

que tais informações são confidenciais.  

 

CONTATOS E PERGUNTAS 

Poderá contatar a Secretaria do Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal do Ceará - 

UFC ou no local (Rua Coronel Nunes de Melo, 1000) ou pelo telefone 3366-8344, para apresentar 
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recursos ou reclamações em relação ao estudo. Somente assine este termo se você tiver a certeza 

de que recebeu todos os esclarecimentos e informações para decidir conscientemente sobre a sua 

participação neste estudo. 

ASSINATURAS 

Autorizo o acesso às minhas informações de saúde aos membros da equipe de 

pesquisadores, nas condições estabelecidas descritas nos itens acima. Não renunciei qualquer 

direito legal que eu venha a ter ao participar deste Estudo. 

Eu, por fim, declaro que li cuidadosamente todo este documento denominado Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido e que, após a assinatura, tive oportunidade de fazer 

perguntas sobre o conteúdo do mesmo e também sobre o referido estudo, recebendo explicações 

que responderam por completo minhas dúvidas e reafirmando estar livre e espontaneamente 

decidido a participar do estudo, ficando munido de uma via do documento assinado pelo 

pesquisador responsável. 

 

 _____/____/______           ______________________________________ 

  Data     Assinatura do participante da pesquisa 

 

_____/____/______                      ______________________________________ 

             Data     Assinatura do Pesquisador Responsável 

 

_____/____/______             ______________________________________________ 

             Data    Assinatura do Responsável pela aplicação do TCLE 

 


