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RESUMO

As sindromes mielodispléasicas (SMD) sdo doencas clonais heterogéneas que estdo
associadas a citopenias no sangue periférico, hematopoese ineficaz, medula dssea hipercelular
com displasia morfologicamente definida em uma ou mais linhagens além do aumento do risco
de progressdo para leucemia mieldide aguda (LMA). O tratamento com agentes estimuladores
eritréides, tal como o uso da Eritropoetina (EPO), € considerado como primeira linha na maioria
das anemias na SMD. Tem sido demonstrado que alteracBes na expressao das proteinas
relacionadas ao fuso mitético (AURORA A, AURORA B e TPX2), ao ponto de checagem
mitotico (CDC20 e MAD2) e aos genes reguladores do ciclo celular (CDKN1A) estdo
envolvidas na instabilidade cromossomica e aneuploidias em diversos tumores. Este estudo
tem como objetivo avaliar o perfil de expresséo destes genes e sua associagdo com as variaveis
clinico-laboratoriais, referentes a resposta ao tratamento com EPO em pacientes com SMD, no
intuito de identificar novos possiveis biomarcadores de resposta ao tratamento. A analise da
expressdo génica foi realizada (Real Time-PCR) a partir de dados provenientes do banco de
expressao de genes do laboratério de Citogenémica do Cancer oriundos de 43 pacientes com
SMD que fizeram uso de EPO. Inicialmente, identificou-se que a expressdo dos genes AURKA
(p=0.013) e AURKB (p=0.021) estava aumentada nos pacientes que responderam ao tratamento
com EPO quando comparados aos pacientes que ndo responderam. Posteriormente, para avaliar
o perfil de expressdo, foi utilizado o software Cuttof Finder para defini¢cdo dos pontos de corte
e estratificacdo dos pacientes quanto a resposta ao tratamento com EPO. Baseando-se no grafico
de waterfall plot, foi identificado que os genes AURKA (p=0,023; OR=4,0) e AURKB (p=0,02;
OR=6,5) apresentam uma importante associagdo entre o seu perfil de expresséo génica e a
resposta ao tratamento com EPO. A partir destas analises, os pacientes foram estratificados
frente ao aumento/diminuicdo de sua expressdo e quanto a resposta ou nao ao tratamento com
EPO. Na avaliagdo pelo teste do qui-quadrado, seguido pela analise de regressao logistica
multinominal, verificou-se que o aumento de expressdo de AURKA (OR=4,000; p=0,064) e
AURKB (OR=6,500; p=0,027) estdo associados a um aumento de chances do paciente
responder a EPO em nosso estudo. Quanto a avalia¢do das variaveis clinico-laboratoriais, para
0 gene AURKA, observou-se que 0 aumento de sua expressdo esta associado a um aumento de
chance do paciente apresentar uma citopenia periférica (OR=4,889 ; p=0,037), cari6tipo normal
(OR=1,114; p=0,028), ndo ser dependente transfusional (OR=4,533 ; p=0,031). Para os demais
genes (MAD2,TPX2,CDC20 e CKN1A ndo foram encontradas associac@es significativas entre
o perfil de expresséo e resposta ao tratamento (p>0,05). Estes resultados, sugerem que a AURKA
e AURKB podem ser consideradas como possiveis marcadores de resposta ao tratamento com
Eritropoetina.em pacientes com SMD.

Palavras chave: Sindrome mielodisplésica; expressdo génica; biomarcadores; Cutoff Finder;
resposta a tratamento.



ABSTRACT

The myelodysplastic syndromes (MDS) are heterogeneous clonal diseases that are
associated with cytopenias in peripheral blood, ineffective hematopoiesis, bone marrow
hyperplastic disease with morphologically defined dysplasia in one or more lineages in addition
to increased risk of progression to acute myeloid leukemia (AML). Treatment with erythroid
stimulatory agents, such as erythropoietin (EPO), is considered the first line in most MDS
anemias. It has been shown that changes in the expression of proteins related to the mitotic
spindle (AURORA A, AURORA B and TPX2), mitotic checkpoint (CDC20 and MAD2) and
cell cycle regulator genes (CDKNZ1A) are involved in chromosomal instability and aneuploidies
in several tumors. This study aims to evaluate the expression profile of these genes and its
association with laboratory clinical variables, regarding the response to the treatment with of
patients with MDS, in order to identify new possible biomarkers of response to the treatment.
Gene expression analysis was performed (Real Time-PCR) based on data from the gene
expression database of the Cancer Cytogenomics laboratory from 43 MDS patients who used
EPO. Initially, it was identified that the expression of the AURKA (p = 0.013) and AURKB (p
=0.021) were increased in patients who responded to EPO treatment when compared to patients
who did not respond. Afterwards, to evaluate the expression profile, the Cuttof Finder software
was used to define cutoff points and stratification of patients regarding the response to EPO
treatment. Based on the waterfall plot graph, the AURKA (p = 0.023, OR = 4.0) and AURKB
(p = 0.02; OR = 6.5) genes were found to have an important association between their gene
expression profile and response to EPO treatment. From these analyses, the patients were
stratified in face of the increase / decrease of their expression and regarding the responsiveness
or not to the treatment with EPO. in the assessment through the chi-square test, followed by
multinomial logistic regression analysis, it was found that the increase in expression of AURKA
(OR =4,000, p =0.064) and AURKB (OR = 6,500; p = 0.027) were associated with an increase
in the patient's chances of responding to EPO. As for the evaluation of the clinical-laboratory
variables, for the AURKA gene, it was observed that the increase in its expression is associated
with an increased chance of the patient having a peripheral cytopenia (OR = 4.889, p = 0.037),
normal karyotype = 1.114, p = 0.028), does not be transfusional dependent (OR = 4.533, p =
0.031). For the other genes (MAD2, TPX2, CDC20 and CKN1A, no significant associations
were found between expression profile and response to treatment (p> 0.05). These results
suggest that AURKA and AURKB can be considered as possible markers of response to
treatment with Erythropoietin in patients with MDS.

Keywords: Myelodysplastic syndrome; Gene expression; biomarkers; Cutoff Finder;
Response to treatment.
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1 INTRODUCAO

1.1 ASPECTOS GERAIS DA SINDROME MIELODISPLASICA (SMD)

As sindromes mielodisplasicas (SMD) representam alteracfes hematopoiéticas clonais
heterogéneas pré-malignas que estdo associadas as citopenias no sangue periférico,
hematopoese ineficaz, medula 6ssea hipercelular com displasia morfologicamente definida de
uma ou mais linhagens e aumento do risco de progressdo para leucemia miel6ide aguda.
(GREENBERG et al., 2012; GREENBERG et al., 2013; MALCOVATI et al., 2011)

A hematopoese ineficaz surge em decorréncia de anormalidades na proliferacéo,
maturacao e apoptose das células tronco hematopoiéticas, tornando a medula éssea incapaz de
produzir e liberar uma quantidade adequada de células maduras no sangue periférico.
(YOSHIDA, 2007; HELLSTROM-LINDBERG, 2008)

Com o aumento da susceptibilidade das linhagens progenitoras mieloides clonais ao
processo de apoptose e a limitada capacidade de resposta dessas células aos fatores de
crescimento, a hematopoese torna-se ineficiente, o que explica a presenca das citopenias, ainda
gue o paciente possua uma medula hipercelular. (TEFFERI, VARDIMAN, 2009; ADES, 2014).
Tais citopenias no sangue periférico podem tornar o paciente dependente transfusional e elevar
0 risco do surgimento de infecgdes e hemorragias.

Os achados morfoldgicos da SMD geralmente incluem a medula 6ssea hipercelular ou
normocelular (apenas cerca de 10% dos pacientes apresentam medula hipocelular), displasias,
blogqueio de diferenciacdo e aumento de blastos ou de sideroblastos em anel (YIN et al, 2010;
ADES et al, 2014).

Entre as neoplasias, a SMD é uma das mais desafiadoras em relacdo ao diagnostico e
classificacdo, devido as variabilidades clinicas dos pacientes ou até mesmo ao comportamento
da doenca entre pacientes de um mesmo subgrupo (VARDIMAN et al, 2008; BEJAR, 2014)

1.2 INCIDENCIA DA SMD

A SMD é considerada uma doenca de pessoas idosas, em que aproximadamente 80%
dos pacientes tém mais de 60 anos ao diagnostico (BALLEARI et al., 2015) e apenas 5% dos
casos de SMD ocorrem em pacientes com menos de 50 anos (CAZZOLA et al. Al., 2011,
BALLEARI et al., 2015).
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E uma doenca rara na infancia, sendo observada em menos de 5% dos pacientes
diagnosticados com SMD com idade inferior a 14 anos. E nesta populagéo, a doenga cursa com
bom prognostico clinico (HASLE, 2003; NIEMEYER, BAUMANN, 2008).

Embora a SMD seja uma doenca hematologica comum em individuos idosos, a
verificacdo da incidéncia sofre dificuldades em funcdo das classificagdes em atualizacdo, da
ndo inclusdo nos registros populacionais e da diminuta coleta de medula dssea de idosos para o
diagnostico. Esse cenario compromete os dados epidemioldgicos, e por conseguinte, a
verificacdo da incidéncia da SMD local, visto dificultar a compara¢do com outras regides do
mundo (GERMING, 2008; STROM, VELEZ-BRAVO, ESTEY, 2008), onde, mesmo com a
influéncia desses fatores, observa-se uma incidéncia anual de um pouco mais de 25 casos por
100.000 pessoas, e esta proporcdo aumenta com a idade (HELLSTROM-LINDBERG, 2008).

O primeiro levantamento de SMD no Brasil foi estimado por Magalhdes et al. (2010).
Neste estudo, foi apresentado o Registro Brasileiro de Sindromes Mielodispléasicas - Aspectos
demograficos, clinico-patoldgicos e terapéuticos em centros de atencdo terciaria, elaborado
com base em estudo realizado com 476 pacientes com SMD em tratamento em 12 centros das
regides Nordeste, Sudeste, Sul e Centro-Oeste do Brasil, diagnosticados no periodo de 1° de
janeiro de 2003 a 31 de dezembro de 2007 (MAGALHAES et al., 2010). Um dos principais
pontos abordados mostrou que a idade mediana do diagndstico dos pacientes com SMD foi de
68,3 anos, numero menor que observado nos EUA e Europa, mas muito similar a Japéo e
Coréia. Destes, 50,8% eram mulheres e 86,6% residentes em zona urbana (MAGALHAES et
al., 2010).

Destaca-se, atualmente, o estudo de Belli et al (2015), como o mais atual perfil
epidemiolégico de SMD na América do Sul, incluindo o Brasil. Nesse estudo,
retrospectivamente, foram avaliados um total de 1.080 pacientes, sendo destes 635 argentinos,
345 brasileiros e 100 chilenos (BELLLI, et al., 2015). Em relacdo aos achados brasileiros, Belli
et al (2015) destacam que, na populacdo avaliada, houve predominio de pacientes do sexo
masculino (193/345, razdo de 1:3), com média de idade de 65+17 anos, com prevaléncia maior
de casos de CRDM (105/345), seguidos de casos de AREB em 89 casos (BELLI et al., 2015).
Coincidentemente, os principais achados, frente as observacgdes do indice prognostico (IPSS-
R) dos pacientes com SMD, mostraram um predominio de casos de pacientes com baixo risco

(34%), seguidos de pacientes com risco intermediario, em 23% dos casos.
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1.3 ETIOLOGIA

Quanto a etiologia, a SMD é classificada como primaria ou secundaria, com base no
historico do paciente. A SMD primaria ou de novo ocorre sem um evento previo conhecido de
exposicao a agentes quimioterapicos e/ou radioterapia (SEKERES, 2010; CHAMSEDDINE et
al., 2016), correspondendo a 85 a 90% dos casos e tem como principal fator de risco a idade
(ADES et al., 2014; CHAMSEDDINE et al, 2016). J4 a SMD secundaria ou relacionada com
terapia (t-SMD), surge alguns anos ap0s tratamentos agressivos, como quimioterapias e
radioterapias (CHAMSEDDINE et al, 2016; ZAHR et al, 2016). Sua incidéncia é de apenas 10
a 15% dos casos, porém, sdo acompanhadas de complicacfes mais graves e apresentam pior
prognostico. (ADES et al, 2014; CHAMSEDDINE et al, 2016)

Os estudos epidemioldgicos tém identificado diversos fatores de risco, como a
exposicao a solventes organicos, radiacdo ionizante e o tabagismo (BOWEN et al, 2013; ADES
et al, 2014). A exposi¢do a medicamentos citotdxicos estd associada a um risco maior de SMD
secundaria (t-SMD) (ADES et al, 2014; ZHOU et al, 2015).

A associacdo da SMD com o aumento da idade sugere dano genético causado pela
exposicdo a agentes toxicos ocupacionais /ambientais (ORAZI E CZADER, 2009). Ja em
criangas, pode ser secundéria a anomalias congénitas, como a anemia de Fanconi e a anemia de
Diamond-Blackfan (ADES et al, 2014).

1.4 CLASSIFICACAO CLINICA E PROGNOSTICA DA SMD

1.4.1 Classificacao clinica da SMD

Com o objetivo de estimar a sobrevida e o risco de transformacgdo para Leucemia
Miel6ide Aguda (LMA) apds o diagnostico de SMD, varios sistemas de classificacdo foram
desenvolvidos.

A primeira classificagédo para a SMD foi criada pelo grupo Franco-Americano-Britanico
(FAB) que definiu subgrupos da SMD baseados na morfologia e percentual de blastos na
medula 6ssea (30%) (BENNETT et al, 1982).

Em 2001, foi proposta uma nova classificacdo pela Organizagdo Mundial de Saude
(OMS), que insere varias defini¢fes da classificagdo FAB, incorporando outras caracteristicas
relevantes, como a introducdo da citogenética, e redefine o percentual de blastos na medula

6ssea (MO), delimitando as fronteiras entre a SMD e a LMA, diminuindo de 30% para 20% o
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percentual de blastos na medula déssea (JAFFE et al, 2001; VARDIMAN et al, 2002,
VARDIMAN et al, 2009; SENENT et al, 2013).

A classificacdo da OMS retirou o subgrupo AREB em transformacdo, devido as
mudancas no percentual de blastos para a transformacéo leucémica, e estratificou o subgrupo
AREB em AREB 1 e AREB 2 (VARDIMAN et al, 2009; SENENT et al, 2013). A partir disso,
0 subgrupo LMMC passa a pertencer a uma nova categoria intermediéria entre a SMD e as
Sindromes Mieloproliferativas (SMD/SMP) (JAFFE et al, 2001; VARDIMAN et al, 2002;
VARDIMAN et al, 2009; SENENT et al, 2013).

Em 2008 foi publicada uma atualizacdo da classificacdo pela OMS, que divide a SMD
em sete subgrupos, tendo como principal modificagdo, a estratificacdo do subgrupo Anemia
Refrataria (AR), agora incluso no subgrupo Citopenia Refrataria com Displasia em Unica
Linhagem (CRDU), que se divide, além da AR, em Neutropenia Refrataria (NR) e
Trombocitopenia Refrataria (TR) (SWERDLOW et al, 2008; VARDIMAN et al, 2009;
SENENT et al, 2013) (Quadro 1)

Quadro 1: Classificacdo da SMD segundo os critérios da OMS de 2008.

Subtipos da SMD

Sangue Periférico

Medula Ossea

Citopenia Refrataria com Displasia em Unica
Linhagem (CRDU)

- Anemia Refrataria (AR)

- Neutropenia Refrataria (NR)

- Trombocitopenia Refratéria (TR)

Anemia Refrataria com Sideroblastos em Anel
(ARSA)

Citopenia Refrataria com Displasia em Multiplas
Linhagens (CRDM)

Anemia Refrataria com Excesso de Blastos 1
(AREB 1)

Anemia Refrataria com Excesso de Blastos 2
(AREB 2)

SMD inclassificavel (SMD-i)

SMD com del(5q) isolada

<1% de Blastos;
Uni ou
Bicitopenia

Anemia;
auséncia de blastos

<1% de blastos;
Citopenia(s);
Auséncia de
bastonetes de Auer
<5% de blastos;
Citopenia(s);
Auséncia de
bastonetes de Auer
Citopenia(s); 5-19%
de blastos; Pode
haver Bastonetes de
Auer

Citopenia(s); <1% de
blastos

Anemia; contagem de
plaquetas normal ou
aumentada; <1% de
blastos

<5% de blastos;
Displasia em uma
Unica linhagem

<5% de blastos;
>15% Sideroblastos em Anel;
Displasia apenas eritroide

Displasia em 2 ou mais linhagens;
<5% de blastos;
Auséncia de bastonetes de Auer

Displasia em 1 ou mais linhagens;
5-9% de blastos;
Auséncia de bastonetes de Auer

Displasia em 1 ou mais linhagens;
10-19% de blastos;
Presenca de bastonetes de Auer

Displasia em <10% das células;
acompanhada de citogenética
sugestiva de SMD; <5% de
blastos

Presenca de del(5q) isolada;
Aumento de megacariocitos;
<5% de blastos;

auséncia de Bastonete de Auer

Fonte: Adaptado de Swerdlow et al (2008)



14

Em 2016, foi realizada uma nova revisdo da classificacdo da OMS, que, apesar dos

recentes avancos no estudo molecular da SMD, traz poucas mudancas com relagdo a

classificacdo de 2008 (STEENSMA, 2016). As principais alteracbes foram a substituicdo dos

termos ‘“anemia refrataria” e “citopenia refrataria” por “sindrome mielodispléasica” e a adigdo

da mutacdo do gene SF3B1 para definir a porcentagem de sideroblastos em anel no subgrupo,
agora intitulado como SMD com sideroblastos em anel (ARBER et al, 2016).(Quadro 2)

Quadro 2: Classificacdo da SMD segundo os critérios da OMS de 2016.

Subtipos da SMD

Sangue Periférico

Medula Ossea

SMD com Displasia em Unica
Linhagem (SMD-DU)

SMD com Displasia em Mdltiplas
Linhagens (SMD-DM)

SMD com Sideroblastos em Anel
(SMD-SA)

SMD-AS com Displasia em Unica
Linhagem (SMD-AS-DU)

SMD-AS com Displasia em Multiplas

Linhagens (SMD-AS-DM)

SMD com Excesso de Blastos (SMD-

EB)

SMD com Excesso de Blastos 1 (SMD-

EB1)

SMD com Excesso de Blastos 2 (SMD-

EB2)

SMD inclassificavel (SMD-i)
SMD-i com1% de blastos

SMD-i com displasia em Unica
linhagem e pancitopenia

SMD-i baseada em alterac6es
citogenéticas

SMD com del(5q) isolada

<1% de Blastos;
Uni ou Bicitopenia

Citopenia em 1 ou mais
linhagens; <1% de blastos

<1% de Blastos;
Uni ou Bicitopenia

Citopenia em 1 ou mais
linhagens; <1% de blastos

Citopenia em 1 ou mais
linhagens; 2 a 4% de
blastos

Citopenia em 1 ou mais
linhagens; 5 a 19% de
blastos

Citopenia em 1 ou mais
linhagens; <1% de blastos

Citopenia em 3 linhagens;
<1% de blastos

Citopenia em 1 ou mais
linhagens; <1% de blastos

<1% de Blastos;
Uni ou Bicitopenia

Displasia em 1 linhagem; 5%* de
Sideroblastos em anel; <5% de
blastos

Displasia em 2 ou 3 linhagens; 5% de
Sideroblastos em anel*; <5% de
blastos

Displasia em 1 linhagem; >15% ou
>5%* de Sideroblastos em anel; <5%
de blastos

Displasia em 2 ou 3 linhagens; >15%
ou >5%* de Sideroblastos em anel;
<5% de blastos

Displasia em 0,1, 2 ou 3 linhagens; 5
a 9% de blastos

Displasia em 0,1, 2 ou 3 linhagens;
10 a 19% de blastos

Displasia em 1 ou mais linhagens;
<5% de blastos

Displasia em | linhagem; <5% de
blastos

Auséncia de displasias; <15% de
Sideroblastos em anel; <5% de
blastos

Displasia em 1 ou mais linhagens;
<5% de blastos; del(5q) isolada ou
com 1 alteragdo adicional, exceto
del(7q)/-7

*Na presenca de mutagdo do gene SF3B1. ‘1% de blastos deve ser encontrado em pelo menos duas situacdes

isoladas.
Fonte: Adaptado de Arber et al (2016).
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1.4.2 Classificacdo prognostica da SMD

GREENBERG et al., desenvolveram, em 1997, um sistema de escore prognéstico, o
International Prognostic Score System — IPSS, posteriormente revisado em 2012.

O Sistema Internacional de Escores Progndsticos (IPSS) é um sistema de classificacdo
baseado em escores progndsticos, um método simples, que utiliza a citogenética, caracteristicas
morfologicas e clinicas para determinar o progndstico, a categoria de risco de evolucdo para
LMA e estima a sobrevida do paciente (GREENBERG et al, 1997; GREENBERG et al, 2012).

O IPSS de 1997 utilizou no seu estudo 816 pacientes classificados como SMD priméria.
As variaveis utilizadas foram o nimero de citopenias periféricas (0/1 e 2/3), a porcentagem de
blastos na medula 0ssea e trés grupos de citogenética, favoravel (cariotipo normal, del (5q), Del
(20q) e -Y), desfavoravel (cariétipo complexo e alteracdes envolvendo o cromossomo 7) e
intermediario (demais alteracdes) (GREENBERG et al, 1997). Cada variavel recebe um escore
diferente, e a soma dos escores leva a um grupo de risco, sendo eles: baixo risco, intermediariol
e 2 e alto risco (GREENBERG et al, 1997) (Quadro 3).

O IPSS revisado em 2012 (IPSS-R) contou com um maior nimero de pacientes (7012
pacientes com SMD) de mais centros especializados, dentre eles destaca-se a participacdo do
Brasil, através da pesquisadora Silvia Magalhdes, da Universidade Federal do Ceara. Esse
aumento possibilitou uma melhor estratificagdo dos grupos (GREENBERG et al, 2012). As
categorias da citogenética aumentaram de trés para cinco (Figura 1), a porcentagem de blastos
foi melhor estratificada e 0 numero de citopenias foi substituido pelo grau de citopenias nas trés
linhagens através da estratificacdo dos valores de hemoglobina (Hb), contagem absoluta de
neutréfilos (ANC) e contagem de plaquetas (Figura 2) (GREENBERG et al, 2012). Os grupos

de risco também aumentaram de quatro para cinco (Figura 2).
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Quadro 3: Variaveis estabelecidas pelo IPSS (1997)

Estratificacdo de risco / Valor dos escores

Baixo Intermediario | Intermediario 11 Alto
Variavel
0 0.5 1.0 1.5 2.0 >2.5
Blastos na MO <5% 5-10% - 11- 21-30%
20% >30%
Caridtipo* Bom Intermediari Ruim - -
o -
Citopenia** Ooul 20u3 - - - -
Frequéncia
de Evolucao
para LMA 19 30 - 33 - 45
(%)
Sobrevida média 57 35 - 12 - 04

(anos)

* Cari6tipo: Bom= normal ou -Y, del(5q), del(20q); Intermediario = outras anormalidades;
Ruim=complexo (3 anormalidades) ou anormalidades do cromossomo 7.

** Citopenias: contagem de neutrofilos < 100.000/ul, hemoglobina < 10 g/dl.

Fonte: Adaptado de Greenberg et al (1997).

As alteracdes na estratificacdo prognostica dos pacientes com SMD foram 5 em vez de
3 subgrupos citogenéticos de progndstico com classificacdes especificas, importancia da idade
do paciente ao diagnostico, quantificacdo de ferritina sérica e lactato desidrogenase como
importantes caracteristicas para a sobrevivéncia, mas ndo para a transformacdo em leucemia
mieldide aguda (GREENBERG et al., 2012).0 IPSS-R avalia de forma mais precisa 0
prognoéstico do paciente com SMD do que o IPSS inicial (GREENBERG et al., 1997,
GREENBERG et al., 2012) (Quadro 4 e Quadro 5).



17

Quadro 4: Descricdo das categorias citogenéticas conforme classificacdo progndstica do IPSS-R

Muito Favoravel Intermediario Desfavoravel Muito
favoravel desfavoravel
Unica Normal Unica: Unica: Complexo:
Unica: del(7q) del(3q)

el (11) del (5) +8 -
el g i(17 .
del(12p) (+ 13) Dupla: > 3 alteracdes
oY del (20p) qualquer outra Incl.-7/7q-
Dupla: Complexo:
Incl.del (5q) Dupla: 3 alteragdes

qualquer outra

Fonte: Adaptado de Greenberg et al (2012)

Quadro 5: Categorias de risco e valores progndsticos estabelecidas no IPSS-R

Variavel Valor dos escores
0 0.5 1.0 15 2.0 3.0 4.0

Blastos na MO <2% - >2-<5% - 5-10% >10% -
Caridtipo* Muito - Bom - Intermed.  Ruim  Muito
Bom Ruim

Hemoglobina >10 - 8-10 <8 - - -

Plaquetas >100 50- <50 - - - -

100
ANC >0.8 <0.8 - - - - -

Estratificacdo de risco
Muito  Baixo Intermed.  Alto Muito

baixo Alto
<1.5 >1.5- >3-45 >4.5 >6
3 -6
Sobrevida 8.8 5.3 3.0 1.6 0.8
(anos)
Média de tempo - 10.8 3.2 1.4 0.7
de Evolucéo
para LMA,
25%, ano

Fonte: Adaptado de Greenberg et al (2012)

1.5 PATOGENESE DA SMD

As sindromes mielodisplasicas (SMD) apresentam-se com uma variedade de
manifestacdes clinicas e patoldgicas, tendo em comum um defeito clonal nas células
progenitoras hematopoéticas (stem cells) (VASSALO e MAGALHAES, 2009). No entanto, a
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patogénese da SMD além de complexa, até 0 momento ndo esta elucidada, sendo ainda pouco
compreendida.

Os passos iniciais da patogénese da SMD envolvem danos no DNA nas células tronco
hematopoiéticas pluripotentes, o que conduz ao desenvolvimento de um clone mielodisplasico,
que apresenta vantagem de proliferacdo relativamente as outras células hematopoiéticas,
caracterizando o perfil de citopenias bastante peculiar da doenga.

Nas SMD as citopenias periféricas resultam do aumento da apoptose nas celulas
progenitoras hematopoiéticas (JADERSTEN e HELLSTROM-LINDBERG, 2008).

O acumulo gradual desses danos nas células tronco da medula Gssea, determina a
patogénese e a progressdo da SMD (HUNTLY E GILLILAND, 2005; WANG E DICKY
2005; PINHEIRO et al., 2009). Aléem disso, a patogénese da SMD envolve mecanismos

genéticos, epigenéticos e imunomediados.

1.6 ABORDAGEM TERAPEUTICA NA SMD

A heterogeneidade da SMD dificulta a avaliagcdo da resposta ao tratamento. Os sintomas
clinicos das SMD estao relacionados com as citopenias perifericas e sdo muito semelhantes
entre os diferentes subtipos.

Os pacientes apresentam um espectro clinico amplo, que varia desde a auséncia de
sintomas, onde o diagnostico é casual, até uma acentuada diminuicdo da qualidade de vida,
provocadas por sintomas associados as citopenias (GERMING,2013).

Os critérios de resposta padronizados sdo essenciais para avaliar o resultado da terapia,
refinar o tratamento de acordo com as caracteristicas relacionadas ao paciente e a doenca, além
de possibilitar comparagdes entre os ensaios clinicos (CHESON,2006). A padronizacdo dos
critérios de resposta na SMD foram definidos pelo Grupo de Trabalho Internacional (IWG) em
2000 e revisados em 2006.

Os critérios (segundo IWG 2000) para avaliar a resposta clinicamente significativa no
tratamento da SMD séo:

1. Medidas de alteracdo da historia natural da doenca,

2. Melhoria hematolégica

3. Resposta citogenética

4. Melhoria na qualidade de vida relacionada a saude.
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A adocgdo desses critérios é recomendada tanto para o manejo clinico quanto para o
planejamento de ensaios clinicos (MALCOVATI et al.,2013)

A selecdo do tratamento para SMD ¢é baseada no risco (International Prognostic Scoring
System - IPSS e IPSS -R) de evolucéo para LMA, na necessidade transfusional, no percentual
de blastos na medula dssea, e mais recentemente, na citogenética e nos perfis de mutacéo
(GARCIA-MANERO, 2015).

As metas do tratamento sdo direcionadas para 0 manejo adequado das citopenias e
melhoria da qualidade de vida relacionada a satde para os pacientes com SMD de baixo risco
e alterar a histdria natural da doenga para os pacientes com SMD de alto risco (CHESON et al
2006).

As questdes clinicas freqlientemente encontradas para o tratar pacientes com SMD
incluem:

«  Anemia com dependéncia de transfuséo;

»  Sobrecarga de ferro (hemossiderose) como consequéncia das transfusoes

sanguineas;

« Aloimunizacdo com refratariedade de transfusao;

«  Trombocitopenia ;

»  Neutropenia acompanhada de infecgdes recorrentes;

»  Progressdo da doenca e / ou transformacéo leucémica.

As terapias envolvidas incluem fatores de crescimento, lenalidomida, agentes
hipometilantes, imunossupressores, quimioterapias intensivas e transplante de células tronco
hematopoiéticas (TCTH) alogénico (GARCIA-MANERO, 2015; GANGAT et al,2016) (Figura
1).
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Figura 1: Algoritmo de tratamento adaptado ao risco para tratamento da SMD

PACIENTES COM SMD DE ALTO RISCO ESTRATIFICADOS
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Fonte: Adaptado de Gangat et al,2016

A premissa do uso de imunossupressores e talidomida nas sindromes mielodisplasicas
demonstra que o sistema imune tem participacéo na génese da SMD e que os clones normais e
neoplasicos perpassam juntos no inicio da doenca (VELLOSO, 2006). Pressupde-se que células
do clone anormal interagem com o estroma medular e células imunes, levando a uma
exacerbada producdo de citocinas pré-inflamatdrias na medula 6ssea e esse acimulo de
citocinas acaba por destruir células normais hematopoiéticas, de modo que o clone anormal
acaba por se sobressair (VELLOSO, 2006). Desta forma, a acdo de agentes imunomoduladores,
imunossupressores e antiapoptéticos podem estimular a hematopoese residual e melhorar a
pancitopenia. Fatores preditivos para uma boa resposta a terapia imunossupressora envolvem o
IPSS baixo ou intermediario 1, idade < 60 anos, MO hipocelular, HLA DR 15 e clone HPN
(VELLOSO, 2006)

1.6.1 Anemia

A SMD ¢ considerada uma doenca de pessoas idosas (BALLEARI et al., 2015) e a
ineficiéncia da hematopoese explica a presenca das citopenias, ainda que o paciente possua uma
medula hipercelular (ADES, 2014). Tais citopenias no sangue periférico podem tornar o
paciente dependente transfusional e elevar o risco do surgimento de infec¢bes e hemorragias.
Consequientemente, pacientes com SMD freqientemente sofrem de anemia sintomatica,

apresentam infeccfes recorrentes e episodios hemorragicos. Sendo a anemia a citopenia
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predominante, afeta aproximadamente 80-90% dos pacientes com SMD,dos quais 40%
acabarédo por se tornar dependentes de transfuséo durante o curso da doenca (SEASTONE e
GERDS,2015).

A anemia e a dependéncia transfusional devem constituir grandes problemas para
pacientes com SMD e estdo associados com a reducdo da qualidade de vida, menor sobrevida
e aumento do risco de transformacéo para LMA (HELLSTROM e LOOSDRECHT,2013).

A anemia esté associada ao declinio significativo no desempenho fisico em idosos e ao
pior desfecho em individuos com insuficiéncia cardiaca, afetando assim a sua qualidade de vida
(PENNINX et. al.,2003), especialmente em pacientes idosos com SMD (CHESON, 2006).

Segundo a OMS, os valores que definem a anemia referem a hemoglobina de 13 g/ dL
para homens e 12 g / dL para mulheres. A anemia ocorre em mais de 90% dos pacientes com

SMD ao diagnostico ou durante o curso da doenca,evoluindo para a dependéncia transfusional.

Nenhuma concentracdo Unica de hemoglobina pode ser recomendada como sendo o
nivel ideal abaixo do qual o suporte de células vermelhas deve ser dado. A decisdo deve ser
baseada nos sintomas e comorbidades do paciente. Como recomendacdo geral, todos 0s
pacientes com anemia grave (hemoglobina menor que 8 g/ dL) e aqueles com anemia leve, mas
sintomatica, devem receber transfusdo de heméacias.(MALCOVATI et al.,2013)

A dependéncia transfusional esta associada ao risco de infeccdo ou de aloimunizacao,
muito embora sejam baixo risco. Mas em pacientes com anemia crénica (niveis médios de
hemoglobina, 10 g / dL), pode ocorrer aumento da morbidade, especialmente como resultado
de insuficiéncia cardiaca, fadiga e baixa qualidade de vida. Além disso, a sobrecarga de ferro

resultante da sucessivas transfusdes pode ser deletérios para varios 6rgaos.

1.6.2 Tratamento da anemia

Os agentes estimuladores da eritropoese (ESA) sdo indicados como primeira linha para
pacientes com SMD de baixo risco.

Na prética, esses pacientes devem iniciar o tratamento para anemia com doses fixas dos
agentes estimuladores da eritropoese (EPO), em vez de doses ajustadas pelo peso.

As doses ideais de tratamento sdo 30.000 a 80.000 U da EPO (LATAGLIATA
et.al.,2008) e 150 a 300 mg de injecdo subcutanea de darbepoetina (SC) por semana.(OLIVA
et. Al.,2010)

A Eritropoetina humana recombinante (rHUEPO) pode ser eficaz em pacientes com

SMD. Uma meta-analise de mais de 200 pacientes de 17 estudos mostraram que o tratamento
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com Eritropoetina humana recombinante como monoterapia, induziram respostas eritrdides em
cerca de 15% dos pacientes (HELLSTROM et al.,2003). Além disso, a EPO leva a indugéo da
angiogénese, inibicdo da apoptose e inflamacdo em tecidos ndo hematopoéticos (
CHATEAUVIEUX et. al.,2011).

A resposta aos ESA é geralmente observada dentro de 12 semanas (SANTINI et.
al.,2015). Entretanto, pode ser menor para casos de SMD de baixo risco com del (5q)
(KELAIDI et. al.,2008)

Em estudos mais recentes,esses agentes tem mostrado uma taxa de resposta de 40% a
50% em pacientes com SMD de baixo risco, com uma duracdo da resposta de aproximadamente
2 anos (SANTINI et al.,2011). O uso da Eritropoetina (EPO) esté indicado para pacientes com
hemoglobina <10 g / dL e Eritropoetina serica <500U/I.

Quando uma resposta positiva é obtida, as doses de ESA podem ser ajustadas de maneira
a alcancar a menor dose efetiva para manter os niveis de Hb dentro dos pardmetros de
normalidade. Assim sendo, uma alta porcentagem de pacientes com SMD de baixo risco
respondera ao tratamento com os agentes estimuladores da eritropoese (EPO), com obtencdo
de maiores taxas de resposta (até 70%), desde que o0s critérios de selecdo sejam
seguidos.(SANTINI 2015). Estes critérios definem resposta com base nos niveis de EPO sérica
(< 100 U/L), na ndo dependéncia transfusional ou na necessidade de apenas 2 U/més, ter
citogenética, e progndstico de baixo risco ou risco intermediario, conforme o IPSS-R (MOYO
et. al.,2008; SANTINI et.al., 2015).

Vale ressaltar que os pacientes dependentes de transfusdo tém um maior risco de morte
e de progressao para LMA quando comprados aos ndo dependentes transfusionais, o que sugere
que o efeito negativo da dependéncia é em parte devido a formas mais agressivas da doenca.
Além disso, 0s pacientes mostraram maior risco de morte relacionada a faléncia cardiaca, o que
pode ser explicado pelos niveis médios de hemoglobina e a sobrecarga de ferro(HELLSTROM
e MALCOVATI, 2008).

A sobrecarga de ferro é preocupante entre pacientes com SMD, que recebem 4 unidades
ou mais de concentrados de hemacias durante 8 semanas. Cada unidade do concentrado contém
de 200-250 mg de ferro, e ndo ha mecanismo para excretar 0 excesso de ferro. Além disso, 0s
pacientes om SMD tendem a aumentar a absorcdo de ferro devido & hematopoese ineficaz.
(GANGAT, 2015 ; SANTINI,2011). Como resultado, ao longo do tempo, ocorre deposicédo de
ferro no figado e coragdo, podendo predispor a cardiomiopatia, arritmias, e morte stbita. Alguns

estudos sugeriram reducgdo da sobrevivéncia (GANGAT,2015)
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As mutagdes somaticas individuais recorrentes (SF3B1, TET2, ASXL1 e DNMT3A)
avaliadas em um grupo de pacientes com SMD de baixo risco com anemia ndo, mostrou
impacto na resposta aos ESA. Entretanto,a presenga de > 2 mutacfes foi confirmada como
sendo preditivo de menor sobrevida.(BEJAR et. al.,2015 ; KOSMIDER et. al.,2016)

A adicdo de G-CSF ao tratamento com EPO pode contribuir para 0 aumento da resposta,
especialmente em para os pacientes com ARSA. Entretanto, mais estudos prospectivos

randomizados para essa sinergia é escassa. (HELSTROM et. al.,1998)

1.6.3 Estrutura da Eritropoetina (EPO)

A EPO ¢é um fator de crescimento hematopoiético, sendo a hipdxia o estimulo primério
para a sua sintese. Os niveis da EPO sérica podem se elevar em até centenas de vezes,
dependendo da condi¢do hipoxica (HAASE, 2010).Nestas condic¢des, ocorre um aumento da
sua expressdo e de seu receptor rEPO, em varios tecidos.

A EPO liga-se a moléculas especificas sobre a superficie celular, os receptores de EPO,
estes receptores especificos foram identificados apenas em células eritroides humanas e
murinas, linhagens celulares eritroleucémicas, tecido hepéatico fetal rico em elementos
eritréides, em placenta de camundogo e rato, e em megacariocitos (WINTROBE, 1998).

Além de fator de crecimento EPO é um horménio enddgeno glicoproteico com peso
molecular de 30,4 Kdalton com aproximadamente metade do seu peso composto de hidratos de
carbono. A presenca dos hidratos de carbono é importante no controle do metabolismo da
eritropoetina. Possui uma cadeia de 165 aminoacidos e duas a quatro cadeias sialiladas. Os
residuos de &cido sialico funcionam como importante sinalizador bioldgico da eritropoetina
para que esta ndo seja depurada pelo figado antes de chegar no seu alvo fisioldgico (BENTO et
al., 2003). A EPO possui ainda quatro cadeias glicosiladas com um importante papel na sua
atividade bioldgica e pode proteger a EPO da degradacao por radicais livres de oxigénio. A

atividade bioldgica esta relacionada as duas pontes dissulfeto entre caseinas (Figura 2)
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Figura 2: Estrutura priméria da r HUEPO (Eritropoetina humana recombinante)
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Fonte: adaptado de T Ng et al, 2003.

O gene da eritropoetina esta localizado no braco longo do cromossomo 7 e codifica uma
cadeia de 193 aminoéacidos. Durante a sintese e secre¢do da EPO, 27 aminoécidos séo clivados
e uma arginina carboxi-terminal é removida, resultando numa proteina madura de 165
aminoéacidos (MAIESE et al., 2008).

No adulto, a EPO é sintetizada basicamente pelo rim, nos fibroblastos peritubulares
intersticiais, localizados principalmente no cortex renal e na zona medular externa. O rim é
estimulado por condicdes de hipoxemia & produzir eritropoetina na tentativa reverter a condicédo
de baixa tensdo de oxigénio, aumetando o numero de eritrocitos e consequentemente a
capacidade de carreamento desta molécula (PALIEGE et al., 2010)

Atualmente, a rHUEPO é utilizada no tratamento da anemia em pacientes com doenca
renal crénica em dialise, em pacientes com AIDS em uso de zidovudina e em pacientes
oncologicos em uso de quimioterapia, entre outros.

Hoje, existem diversas formas de agentes eritropoeticos: as epoetinas (alfa, beta, delta,
omega) diferem-se nas cadeias glicosiladas, quanto maior o grau de glicosilagdo maior € o
tempo de meia-vida; os agentes Biosimilares; a Darbepoetina alfa; Proteina Eritropoética
Sintética (MACDOUGALL, 2007)



25

Efeitos adversos relacionados ao uso da rHUEPO estdo diretamente associados ao
aumento da hemoglobina e sdo mais notaveis com niveis de hemoglobina >12 g/dl,
principalmente quando mantidos por algum tempo (FDA, 2013)

Nos pacientes com hipertenséo arterial, a rHu-EPO pode elevar significativamente a
pressao arterial média com um aumento da viscosidade do sangue, tanto na administracao aguda
como na continuada, motivo pelo qual o perfil tensional deve ser monitorizado (KANBAY et
al.,2007).

Nos pacientes com doenca renal crénica ou oncoldgicos, o tratamento com a rHUEPO
esta associado a um aumento da morbidade: trombose e eventos cardiovasculares, além do
aumento da mortalidade. Os riscos de morte ou eventos cardiovasculares estéo relacionados
provavelmente, a uma ma resposta eritréide inicial, com aumento das doses de agentes
estimulantes eritrdides para alcancar niveis satisfatorios de hemoglobina (MAIESE et al.,
2008).

Em pacientes oncoldgicos, o uso de rHu-EPO deve ser bem avaliado, pelo possivel risco
de progressdo do tumor, pois tem sido associada ao bloqueio da apoptose de células tumorais,
com aumento do tumor e da doenca metastatica, bem como diminuicdo dos efeitos da

radioterapia, por potenciar a angiogénese tumoral (MAIESE et al., 2005).

1.6.4 Resposta a Eritropoetina (EPO)

O tratamento de primeira linha para anemia nos pacientes com SMD de baixo risco é a
EPO, e os principais fatores pronosticos favoraveis a sua resposta sdo pacientes nado
dependentes transfusionais, ou 0s que necessitam apenas de 2 unidades transfundidas por més,
tendo o nivel sérico de EPO de 500 UI/L.( HELLSTROM-LINDBERG et al ,2003).

A resposta a EPO é maior em pacientes ndo transfundidos com diferenca de sobrevida
observada que responderam ao tratamento.As principais complicagdes com esta terapia sdo
tromboembolismo, convulsdes e insuficiéncia cardiaca congestiva, apesar deste Gltimo ser um
fendmeno raro.(GANGAT,2015) .

A duracdo mediana da resposta a EPO € de aproximadamente 2 anos, sendo ela mais
duradoura em pacientes que responderam mais, de acordo com os critérios do IWG 2006
(ADES,2013).

Curiosamente, cerca de 70% das recidivas da anemia ap0s resposta inicial aos agentes
estimuladores da Eritropoetina (AEE) ndo estdo associadas a progressdo para SMD de alto

risco, mas simplesmente a perda de sensibilidade dos progenitores eritroides aos AEE. A
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segunda linha para tratamento desses pacientes pode ser diferente daqueles necessarios aos
pacientes que apresentam progressao concomitante para SMD de alto risco. (CHESON, 2006)
A maioria das respostas aos AEE ocorre dentro de 8 semanas de tratamento, embora
alguns pacientes respondam apos apenas 12 semanas.
O IWG,2006, sugere 0s seguintes critérios de resposta a tratamento :

Quadro 6: Critérios de resposta ao tratamento com Eritropoetina

Melhora hematologica Critérios de resposta (as respostas devem durar pelo

menos 8 semanas)

Resposta eritroide (pré- Hb>=15g/dL

tratamento,< 11 g/dL) Reducdo relevante de unidades de transfusdes de hemacias
por um numero absoluto de pelo menos 4 transfusdes de
hemécias / 8 semanas com o numero de transfusdo de pré-
tratamento nas 8 semanas anteriores. Apenas transfusdes de
hemaécias administradas para um Hb =< 9,0 g / dl no pré-
tratamento, contara na avaliacdo da resposta transfusional

aos globulos vermelhos

Fonte: CHESON,2006
Duas variaveis podem ser utilizadas como preditoras de resposta a EPO: o nivel basal

de EPO e a quantidade de transfusdes realizadas ao diagndstico. Uma boa resposta estaria
relacionada com os pacientes que requeriam menos de duas unidades (bolsas) de concentrado
de hemécias por més e com valor de SEPO < 500U/L ,com uma chance de responder ao
tratamento com EPO em torno de 74%. Apesar do beneficio da terapéutica com fatores de
crescimento, nomeadamente a Eritropoetina, ter sido demonstrado em estudos retrospectivos,
gue os niveis séricos de EPO (< 500 IU/L) podem ser considerados como preditivos de resposta.
Entretanto, a EPO sérica ndo demonstrou impacto na evolucdo para leucemia mieldide
aguda(CORTESAO et.al,2015).

Além disso, o papel dos niveis de EPO como fator de risco progndstico na SMD néo foi
ainda estabelecido, e por outro lado, uma resposta ruim era prevista para oS pacientes que
requeriam mais de duas unidades de concentrado de hemaécias ao més e SEPO > 500U/L ( nivel
sérico de eritropoetina) ,com chance de resposta em torno de 7% (HELLSTROM-LINDBERG;
MALCOVATI, 2008).
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1.7 EXPRESSAO GENICA

Sabe-se que as neoplasias podem desenvolver-se a partir de uma predisposi¢do genética
constitucional seguida de mutacfes somaticas adquiridas ou de um acumulo dessas mutacdes
que levam ao desenvolvimento do fenétipo neoplasico.

Cada vez mais, dados sugerem que defeitos citogenéticos e moleculares estdo associados
ao curso clinico e ao progndstico da SMD.

Essas alteracdes citogenéticas e moleculares podem servir como marcadores diagndsticos
ou / ou prognosticos ou até mesmo alvos terapéuticos. No entanto, na maioria dos casos, 0
impacto exato e funcdo de cada gene alterado e sua contribuicdo para a patogénese da SMD,
ainda permanecem desconhecidos(VALENT;WIESER,2009)

1.8 CONTROLE E REGULACAO DO CICLO CELULAR

Um dos desafios fundamentais que a célula enfrenta é copiar com precisdo o seu material
genético para as células filhas. Quando este processo ocorre de forma incorreta, leva ao dano
no DNA, contribuindo para a instabilidade gendmica e o desenvolvimento de malignidade
(ABBAS et al,2013). A integridade do genoma é monitorada ao longo do ciclo celular por
mecanismos de vigilancia que garantem a ordem e a fidelidade adequadas da replicagéo e
segregacdo do DNA através da mitose e meiose (LAWRENCE et al.,2015)

A segregacdo cromossdmica correta € essencial para a heranca do genoma e a aptiddo
celular, sendo o ponto de verificacdo do fuso a garantia que esta segregacdo ocorra de maneira
apropriada durante o processo de divisdo celular (LONDON E BIGGINS, 2014). A segregacdo
precisa é conseguida ligando as cromatides irmés ap0s a replicacdo e depois segregando-as para
o0s poélos opostos do fuso antes da divisdo celular (citocinese). A segregacdo € mediada por
microtUbulos de fuso que se ligam aos cromossomos através de cinetdcoros, que sdo complexos
de proteinas grandes que se renem no DNA centromérico permitindo o alinhamento dos
cromossomos (LONDON E BIGGINS, 2014) (Figura 3). Um Unico cinetdcoro que ainda néo foi
anexado ao fuso , atrasara a segregacao cromossdmica e o inicio da anafase. O sinal inibitério
nos cinetécoros ndo ligados é gerado por um mecanismo de vigilancia chamado de checkpoint
do fuso ou o checkpoint mitético (LUO, 2000).
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Figura 3: Processo de segregacdo cromossémica
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Legenda: as cromatides irmds sdo ligadas apds a replicacdo e depois segregadas para os pélos opostos antes do
processo de citocinese . Essa segregacdo é mediada por microtdbulos do fuso, que estabelece uma conexdo
estavel e bi-orientada.

Fonte: adaptado de Holland et al (2012).

A desmontagem dos microttbulos fornece a forga para segregar 0s Cromossomos na
anafase .A tensdo gerada nos cinetdcoros irmaos faz com que os microtubulos do fuso sinalizem
a bi-orientacao apropriada e o processo de divisdo celular siga sem erros .

Problemas nos pontos de checagem mit6tico permitem que as células prossigam com a
mitose antes da formac&o de todo o maquinario apropriado, levando a erros de segregacao e a
instabilidade genémica (SCHUYLER et al.,2012).

1.8.1 Genes relacionados ao ponto de checagem mitética (MAD2 e CDC20)

O ponto de controle da montagem do fuso (SAC) é um sinal ativo produzido por
cinetocoros indevidamente ligados aos microtubulos (HENZEL et al.,2017). Trata-se de um
mecanismo de vigilancia que monitora 0s cromossomos para garantir que eles estejam ligados
adequadamente aos microtibulos do fuso na anafase (SCHUYLER et al., 2012). O SAC
coordena a ligacéo correta de cinetdcoros de cromatides irmas ao fuso mitético com ativacao
do complexo / ciclossoma promotor de anafase (APC / C)(ALFIERI et al., 2016).

O Complexo Promotor da Anafase (CPA) é um regulador priméario do ciclo celular na
transicdo da metéfase-anéfase, que é ativado pelo CDC20 , permitindo que o CPA se ligue aos
seus substratos, tais como securina e ciclina B, levando a anafase (SCHUYLER et al, 2012;
WANG et al., 2013). O APC/C, considerado o alvo final do ponto de checagem mitotico € uma
ligase de ubiquitina E3 que promove a degradacdo de vérias proteinas reguladoras da mitose.
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Quando o ponto de checagem é ativado a atividade do CPA ¢ inibida, impedindo a transi¢ao da
metafase para a anafase (SCHUYLER et al., 2012; HEINRICH et al., 2013) (Figura 4).

Figura 4: Funcionamento do ponto de controle de montagem do fuso (SAC)

MCC I C-Mad2 APCAC:Cde20

Legenda:ilustragdo esquematica da atividade SAC. Os cinetdcoros nao ligados catalisam a formagao do complexo
de checagem mitética (CCM) que inibe o APC / C que é ativado por CDC20. Uma vez que todos 0s cinetdcoros
estdo conectados (verde), a APC / C ubiquitina a securina e a ciclina B, resultando na destruicdo da coesina pela
separase, tendo Cdk1 ndo bloqueado se inicia a metafase e progride o ciclo celular.

Fonte: HENZE,2017.

O SAC compdem o complexo de checagem mitético (CCM), que inclui proteinas do
SAC, MAD2 / MAD3 (Mitotic arrest defective type 2 ), BUB1 e BUB3 (Budding uninhibited by
benzimidazole) e CDC20 (Cell division cycle protein 20). Outras proteinas envolvidas no SAC
incluem MAD1, BUB1, MPS1 e Aurora B.

A proteina CDC20 é sintetizada de forma continua durante a prometafase e a metafase.
Se o resultado do ponto de checagem for satisfatério, 0 CDC20 podera ativar o CPA e promover
a anafase. Por outro lado, o ponto de checagem inibe as funcfes do CPA através da inativacao
do CDC20 pelo complexo de checagem mitético (CCM) que se liga ao CDC20 impedindo a
ativagdo do CPA (SCHUYLER et al., 2012; LONDON E BIGGINS, 2014; FAESEN et al.,
2017). Essa inativacdo ocorre devido a ligacdo do MAD2 em sua forma livre (“aberta”) com o
CDC20, formando o CCM, que se liga ao CPA, tornando-o inativo e levando ao bloqueio do
ciclo celular até o completo e correto alinhamento dos cromossomos ao fuso mitético. A

formagéo do complexo MAD2-CDC20 envolve a conversdo de MAD2 de uma conformagéo
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“aberta” para uma conformagdo “fechada” com o CDC20 (SCHUYLER et al, 2012;
HEINRICH et al., 2013; LONDON E BIGGINS, 2014).

O CPA néo é ativado enquanto MAD?2 estiver ligado ao CDC20. S6 ap6s todos 0s
cromossomos estarem alinhados corretamente na metafase, 0 MAD2 dissocia-se de CDC20,
permitindo a ativagdo do CPA (BRAUNSTEIN et al., 2007).

Vaérios estudos tém descrito o papel oncogénico do CDC20, estando relacionado ao
desenvolvimento e progressao de canceres humanos. MAD2 tem se apresentado superexpresso
em varios tipos de tumores, geralmente associado a prognostico desfavoravel e promovendo a
instabilidade genética em estudos com cultura de células (SOTILLO et al., 2007).

Heredia e colaboradores (2014) demonstraram a associa¢do entre o aumento da
expressao dos genes MAD2 e CDC20 e o aumento de chances de desenvolvimento de uma
medula déssea normo ou hipercelular em pacientes com SMD, relacionando a um pior
prognostico. Ainda neste estudo, demonstrou-se que os genes MAD2 e CDC20 estéo
superexpressos em pacientes idosos (com idade superior a 60 anos) (HEREDIA et al., 2014).
Sabe-se que alteracdes na expressdo dessas proteinas estdo fortemente relacionadas a
instabilidade cromossdmica, aneuploidia e progressdo tumoral em diferentes tumores sélidos e
neoplasias hematoldgicas.

Genga e colaboradores (2015) também encontraram associagdes significativas entre 0s
niveis de expressao desses genes em pacientes com SMD.

1.8.2 Genes relacionado ao fuso mitético (AURKA, AURKB e TPX2)

Aurora quinases desempenham papéis criticos na segregacdo cromossémica e na divisdo
celular. Eles estdo implicados no ciclo centrossomo, na montagem do fuso, na condensacéo
cromossémica, na ligacdo microtubulo-cinetécoro, no ponto de checagem do fuso e na
citocinese. Varios substratos Aurora foram identificados e seus papéis estdo sendo elucidados.
A desregulacdo de Aurora quinases prejudica a montagem do fuso, a funcdo do ponto de
checagem e a divisdo celular, a falta de segregacdo de cromossomos individuais ou a
poliploidizacdo acompanhada de amplificacdo do centrossoma. As quinases Aurora S&o
frequentemente superexpressas em canceres e a identificagdo de Aurora A como um gene de
susceptibilidade ao cancer fornece uma forte ligacéo entre erros mitoticos e carcinogénese.

A familia da proteina quinase , as Auroras (constituida por AuroraA, Aurora B e Aurora

C) é um importante grupo de enzimas que controla varios aspectos da divisdo celular em células
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de mamiferos. A disfungdo destas quinases tem sido associadas com a incapacidade de manter
0 contetdo cromossémico estavel, um estado que pode contribuir para a tumorigénese.

Além disso, Aurora A é frequentemente encontrada amplificada em uma variedade de
tipos de tumor e exibe atividade oncogénica.(VADER,2008)

A familia dos genes Aurora quinases tem sido amplamente estudada em virtude de ser
essencial para a regulacdo da segregacdo cromossdmica e citocinese durante a mitose
(HEREDIA et al.,2014).Esses genes, AURK A e AURK B sdo membros da familia de serinas /
treoninas que regulam a maturacdo do centrossomo, montagem do fuso mitotico e segregacéo
cromossomica. Foi relatado que a superexpressdo ou amplificacdo de Aurora A / B desencadeia
a instabilidade cromossomica e induz a formacdo de tumores (WANG,2014). Estudos
demonstraram que Aurora A e Aurora B promovem a progressdo do ciclo celular (OLIVEIRA
etal.,2012).

Embora as aurora quinases compartilhem dominios de cinases cataliticas muito
semelhantes, as cinases Aurora A e Aurora B possuem funcdes distintas que estéo relacionadas

as suas distribuic@es subcelulares (YU et al.,2017).

1.8.2.1 AURORA A (AURKA)

A Aurora A (AURKA) é uma serina / treonina quinase envolvida na regulacédo ,
maturacdo e separacdo dos centrossomos, montagem do fuso bipolar e nos processos de
segregacdo cromossémica . A Aurora A localiza-se nos centrossomos e microttbulos de fuso
proximal durante a mitose e sdo reguladas de maneira dependente do ciclo celular; os niveis sdo
baixos em G1/S, regulares durante a fase G2 / M e rapidamente reduzidos ap6s a mitose (BAI
et al.,2014). A Aurora A desempenha fungdes na maturagéo e separacao do centrossomos antes
da mitose e na subsequente formacao do fuso bipolar durante a mitose. Também é necessaria
para entrada mitotica eficiente e alinhamento cromossdémico.

Na auséncia da AURKA, o ponto de checagem detecta defeitos no alinhamento dos
cromossomos e interrompe a diviséo celular, porém, algumas células com defeitos na AURKA
podem escapar do bloqueio e terminar o processo de divisdo, levando a erros de segregacéo
cromossdmicas (GOLDENSON E CRISPINO, 2015).

Em um estudo realizado por Herédia e colaboradores envolvendo anélise de expressdo
génica, cariotipo e FISH (Hibridizacdo in situ por fluorescéncia) , foram encontradas varias

correlagOes entre a Aurora A e as caracteristicas clinico-laboratoriais de pacientes portadores
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de SMD. Neste estudo foi encontrado amplificacdo do gene Aurora A por FISH, em pacientes
com hiperexpressdo em relacdo ao grupo controle.Esses pacientes apresentavam prognostico
desfavoravel, com presenca de alteracGes citogenéticas, dependéncia transfusional e maior
numero de citopenias periféricas (HEREDIA et al., 2014).

A superexpressdao de AURKA tem sido estudada em diversos tipos de tumores por
induzir a transformacdo oncogénica.Assim, as Aurora quinases podem ser bons alvos
terapéuticos moleculares para o cancer (DAMODARAN et al.,2017)

Diversos fatores moduladores tém sido estudados como ativadores da Aurora A com
relacdo a atividade, localizacdo e estabilidade. O regulador mais bem caracterizado é o TPX2
(Target Protein for Xklp2) (ASTERITI et al., 2010).

1.8.2.2 AURORA B (AURKB)

A Aurora B (AURKB), é uma proteina quinase membro da familia de serina / treonina,
sendo fundamental no processo de segregacdo cromossdmica. Esta proteina é parte integrante
do chromosomal passenger complex (CPC) e tem um papel importante na corre¢do das ligacdes
cinetocoro-microtubulos aberrantes (RUCHAUD et al.,2007). A Aurora B controla a citocinese
e a bi-orientacdo cromossomica no alinhamento dos cromossomos e no monitoramento do
ponto de checagem mitético,regulando ainda a dindmica do cromossomo mitotico
(GOLDENSON E CRISPINO,2015).

A AURKB se concentra no inicio da mitose na proximidade dos centrdmeros e
cinetocoros, contribuindo para uma série de processos que conferem fidelidade a divisao
celular, incluindo a estabilizacdo do cinetdcoro, a conexdo aos microtibulos e a regulagdo do
ponto de controle da montagem do fuso (KRENN e MUSACCHIO,2015).

Neste processo, a proteina AURKB identifica e desestabiliza as ligagdes aberrantes,
permitindo uma nova orientacdo e alinhamento dos cromossomos, evitando, desta forma, a
aneuploidia (DELUCA et al., 2011; SILVA et al., 2011;). Enquanto todos 0s cromossomaos ndo
estiverem bi orientados, através da acdo da AURKB, o CPA permanece desativado, apenas sendo
liberado pelo ponto de checagem ap0és a correta reorganiza¢do cromossdémica, possibilitando a
anafase. Assim, o ponto de checagem mit6tico é comprometido pela falta de atividade de Aurora
B ( KITZEN et al, 2010; GOLDENSON E CRISPINO, 2015).

Aurora B também ¢ essencial para a realizagdo correta da citocinese. Sem sua acao, as
células filhas permanecem ligadas através de pontes citoplasmaticas, gerando defeitos de
formacéo cromossémicos (GOLDENSON E CRISPINO, 2015).
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1.8.2.3 TPX2

TPX2 é uma proteina associada aos microttbulos e desempenha um papel importante
na formacao do fuso mitdtico (LIANG et al., 2016). A sua expressdo € rigorosamente controlada
durante a progressao do ciclo celular, ou seja, aparece entre as fases G1 e S e desaparece ap0s
a concluséo da citocinese das células (LIANG et al., 2016). As funcdes e localizagdo do TPX2
estdo relacionadas a sua funcdo como regulador da Aurora A (DE LUCA et al., 2016). Além de
permitir que a Aurora A realize suas fungdes, a TPX2 também a protege contra a degradacéo
prematura (GARRIDO E VERNOS, 2016). A Aurora A ¢ ativada pela fosforilagcdo durante a
mitose e inativada por desfosforilagdo (MARUMOTO et al., 2002) A autoativagdo da Aurora
A depende da fosforilacdo do residuo Thr288. A fosforilacdo da Thr288 ndo é obrigatoria para
a ligacdo do TPX2 a AURKA, porém, a ativacdo s6 € completa quando TPX2 se liga a Aurora
A fosforilada, pois o TPX2 protege o residuo Thr288 de ser desfosforilado pela acéo da Proteina
Fosfatase 1 (PP1) (ASTERITI et al., 2010; LEE et al., 2014; BERTOLIN et al., 2016). Quando
Aurora A ndo esta ligada ao TPX2, o residuo Thr288 € neutralizado pela fosfatase PP1, gerando
uma ativacdo parcial da Aurora A. Com a ligacdo do TPX2, a Aurora A sofre uma mudanca na
sua forma, fazendo com que o residuo Thr288 esteja inacessivel ao PP1, tornando a Aurora A
totalmente ativada e podendo entdo se ligar aos microtibulos do fuso e realizar suas funcdes
corretamente (Figura 5) (ASTERITI et al., 2010; BERTOLIN et al., 2016).

A associacdo da TPX2 com Aurora A resulta em uma unidade funcional que, quando
superexpressa, tem propriedades cancerigenas, provavelmete devido a ativacdo oncogénica da
Aurora A pelo TPX2 (GUPTA et al., 2015). O aumento da expressdo do TPX2 estéa relacionado
a instabilidade cromossémica, o que pode levar ao desenvolvimento de tumores (CASTRO e
MALUMBRES, 2013; NEUMAYER et al., 2014). Muitos estudos tém demonstrado que o
TPX2 se encontra hiperexpresso nos canceres de colo, de figado, mama, entre outros,
evidenciando seu papel como possivel marcador da proliferacdo de tumores (NEUMAYER et
al., 2014). A hiperexpressdo do TPX2 nesses tumores tem sido associada a amplificacéo
anormal dos centrossomos, presenca de aneuploidias, proliferacdo celular e a reducdo da
apoptose. Além disso, esse aumento de expressdo também tem sido associado com a presenca
de metastase tumoral em varias neoplasias (LIANG et al., 2016; LEE et al., 2016). Este € 0
primeiro estudo a avaliar os niveis de expressdo génica do TPX2 em pacientes portadores de

SMD que fizeram tratamento com EPO.
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Figura 5: Ativacdo de AURKA por TPX2
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Legenda: (A) A Aurora-A em vermelho ndo fosforilada (inativada), em laranja , parcialmente ativado, fosforilado e em
amarelo, fosforilada (ativada), ligada a TPX2. TPX2 é indicado em rosa. Na auséncia de TPX2, a fosfatase PP1 é capaz de
desfosforilar completamente e desativar a AURKA.

(B) Um gradiente de RanGTP (azul), mais concentrado na proximidade da cromatina, regula a formag&o e organizagéo da rede
de microtbulos ,regularizando a polimerizagdo dos microtibulos durante a mitose. Na baixa concentracdo de RanGTP, o
TPX2 (rosa) esta ligado a fatores de importagdo nuclear e ndo pode ligar e ativar Aurora-A. Na alta concentragdo de RanGTP,
0 TPX2 é liberado e fora o complexo TPX2-AURKA permite a ligacdo de AURKA ao centrossomo e sua migracéo pelo fuso
mitotico.

Fonte: BAYLISS,2003

1.8.2.4 Genes reguladores do ciclo celular (CDKN1A)

Um controle apropriado sobre a progressao do ciclo celular depende de muitos fatores.

As ciclinas dependentes de quinases (CDK) sdo uma familia de proteinas que atuam nas
transicOes de G1 para S e de G2 para mitose (PRIVES E GOTTIFREDI, 2008; CAZZALINI et
al., 2010; KARIMIAN et al., 2016). Vérios estudos relacionam a funcéo do inibidor de ciclina
dependente de quinase a carcinogénese de diversos tumores. (PRIVES E GOTTIFREDI, 2008;
CAZZALINI et al., 2010; KARIMIAN et al., 2016).

O inibidor p21 (CDKN1A) é um desses fatores que promovem a parada do ciclo celular

em resposta a uma variedade de estimulos. O efeito inibitério da P21 na progressdo do ciclo
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celular correlaciona-se com sua localizacdo nuclear (KARIMIAN et al., 2016).0 p53 é o
principal regulador transcricional da p21. Estudos recentes tém demonstrado que a Aurora B
pode fosforilar p53, suprimindo a acdo desse supressor tumoral. Da mesma forma, a inativacao
da AURKB leva a um aumento da atividade do p53 e indugdo do CDKN1A (TRAKALA et al.,
2013).

Niveis muito elevados de CDKN1A, devido a lesdes no DNA, resultam no bloqueio do
ciclo celular em G2 sem que haja a segregacdo cromossdémica. O aumento intermediario dos
niveis de CDKN1A permite que a célula inicie a mitose, porém, resulta em uma saida prematura,
devido a baixa atividade das CDKs (TRAKALA et al., 2013).Além disso, 0 CDKN1A tem
apresentado influéncia na expressé@o de genes relacionados ao ciclo celular, ao reparo do DNA
e na regulacdo da apoptose (PRIVES E GOTTIFREDI, 2008; CAZZALINI et al., 2010;
KARIMIAN et al., 2016).

Estudos prévios demonstram a importdncia do estudo dos genes relacionados a
regulacdo do ciclo celular, aos mecanismos de checagem mitdticos e ao fuso mitético em
pacientes portadores de SMD, mostrando associacdo entre 0s niveis de expressdo génica e 0
prognostico dos pacientes ,além das alteracGes laboratoriais, demonstrando o papel desses
genes no melhor entendimento da SMD (HEREDIA et al., 2014; GENGA et al., 2015).
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2. OBJETIVOS

A SMD é uma doenca epidemiologicamente importante e o arsenal terapéutico para
tratamento dessa neoplasia ainda é escasso. Além disso, a necessidade de se avaliar possiveis
novos biomarcadores de resposta a tratamento utilizando andlises de expressdao de genes
relacionados a sua patogénese é algo que pode contribuir também para avaliar sobrevida e

progressdo da doenca em pacientes com SMD.

2.1 OBJETIVO GERAL

Estabelecer associacfes entre os niveis de expressao dos genes de controle de fuso
mitético (AURKA,AURKB,TPX2), dos genes relacionados ao ponto de checagem mitético
(CDC20 e MAD?2) e reguladores do ciclo celular (CDKN1A) e variaveis clinico-laboratoriais

referentes a resposta ao tratamento com Eritropoetina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Definir ponto de corte para cada gene através da utilizacdo do software Cutoff Finder® e
estratificar os grupos de acordo com as variaveis clinico-laboratoriais a serem estudadas.

2. Avaliar a associacdo do nivel de expressdo dos genes com as variaveis clinicas referentes
a resposta ao tratamento de pacientes com SMD que fizeram tratamento com EPO.

3. Associar os achados moleculares com as varidveis clinico-laboratoriais encontradas nos
pacientes com SMD.

4. Categorizar os niveis de expressdo dos genes avaliados de acordo com o agrupamento das

associacoes clinicas significantes apresentadas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. COLETA DE DADOS
Neste estudo foram incluidos 43 pacientes portadores de SMD diagnosticados de acordo

com critérios da Organizacdo Mundial de Saude (OMS,2008), seguidos no Ambulatério de
Sindrome Mielodisplasica do Hospital Universitario Walter Cantidio da Universidade de
Federal do Ceard (HUWC/UFC), no periodo de 2007 a 2015, que fizeram uso de Eritropoetina
e que possuiam dados de expressdo génica disponibilizados pelo Laboratério de Citogenémica
do Cancer da UFC.

3.2 CUTOFF FINDER®: UMA ABORDAGEM PARA A SELECAO DE NOVOS
BIOMARCADORES EM SMD.

O Cutoff Finder é uma ferramenta on-line disponivel gratuitamente
(http://molpath.charite.de/cutoff) que disponibiliza um conjunto de métodos de otimizacao e
visualizacdo de pontos de cut-off para avaliacdo de novos potenciais biomarcadores de dados
moleculares (BUDCZIES et al., 2012).

O Cutoff Finder otimiza pontos de corte de dados provenientes de expressao génica ou
proteica. Esses dados moleculares sdo apresentados em forma de varidveis continuas ou
ordinais, e para transforma-las em variaveis de decisdo clinica, € necessario a definicdo de
pontos de corte para a estratificacdo de pacientes de forma dicotdmica.Esta ferramenta
computacional oferece uma infinidade de métodos para determinacdo do cuttoff point,
utilizando um pacote estatistico R como suporte para a visualizacdo e analise dos dados (CORE
TEAM, 2012).

As etapas de processamento de dados s&o mostradas abaixo:

* Os dados sdo carregados a partir de um ficheiro separado por tabulac@es, linhas que
representam pacientes e colunas que representam variaveis.

» O usuéario seleciona o biomarcador e opcionalmente as variaveis de resultado e
sobrevivéncia das colunas da tabela.

» O usuério seleciona 0 método para determinacéo de corte.

» O usuério escolhe o conjunto de graficos a serem gerados.

¢ O banco de dados é enviado ao modelo estatistico R. O ponto de corte étimo €

determinado e os graficos de analise s&o gerados.
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» O usuério é direcionado para a pagina da Web de resultados, onde o ponto de corte e 0s
gréaficos sdo mostrados(Figura 6).
Figura 6: Apresentacdo do Software Cutoff Finder® ( pagina da web)

Data set

"An?lises_CutofifFinder_Daniela_EPREX" includes 12 variables and 43 patients.

Assignment of variables
biomarker: | (no data) v
outcome (no data) v
survival time: | (ne data) v event | (no data) v
Method for cutoff determination Overview plots
¥ None ¥ Histogram
Fit of mixture model Qdds Ratio (outcome information required)

Qutcome: significance (Fisher's exact fest)
Quicome: ROC curve (Euclidean distance)

Qutcome: ROC curve (Manhattan distance)

ROC curve (outcome information required)
Hazard Ratio (survival information required)

Difference in survival (survival information required)

Qutcome: minimum sensitivity

Plots at cutoff point
Quicome: minimum specificity

Survival: significance (log-rank test) Waterfall plot (outcome information required)

Enter cutoff value: Kaplan-Meier plot (survival information required)

Fonte:Budczies,2013. http://molpath.charite.de/cutoff

Este método se encaixa para os modelos de andlises de risco proporcional de Cox para
uma variavel dicotomizada (binaria) e uma variavel de analise de sobrevida (BUDCZIES et al.,
2012). A anélise de sobrevida é executada utilizando-se das func¢fes coxph e survfit do pacote
estatistico R (THERNEAU; LUMLEY, 2011). O ponto de corte ideal é definido como o ponto
com o desdobramento mais significativo obtido pelo teste de log-rank (BUDCZIES et al., 2012)
aumentando o poder do teste em afastar a hipotese nula dos resultados. O odds-ratio, incluindo
intervalos de confianca de 95%, também ¢é calculado por essa ferramenta do software Cutoff
Finder (BUDCZIES et al., 2012).
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3.3 DESENHO EXPERIMENTAL
A representacdo esquematica da metodologia a ser utilizada neste projeto encontra-se

apresentada na figura 7.
Figura 7: Representac¢do esquematica do desenho do estudo

Dados de expressao génica Ferramenta de analise

Pacientes com SMD smanty
Parametros Clinicos » y ‘
“*Resposta ao tratamento I i ‘

v Eritropoetina

S o e @Software de determinacio de
pontos de corte (cutoff points) em

% Controledo fuso celular dados moleculares de expressao
I------------I génica
I Advento de possiveis I
I Biomarcadores I
R R R B B B B B B B ] |}
Analises e discussdo dos
achados moleculares Estratificacdo dos pacientes pelo nivel de expresséo Estratificagdo dos pacientes
Gene Resposta ao tratamento
VR T Nivel de expresséo fSim Néo .1
Varidveis clinicas « . 1 : MD | SMD « !
A Maior 10 9
Pacientes Total 11 18 § )
T — i i : o
Varidveis clinicas por parémetro clinico T

Cutoff point

A partir dos dados de expressdo dos genes de controle de fuso mitdtico
(AURKA,AURKB,TPX2), dos genes relacionados ao ponto de checagem mitético (CDC20 e
MAD2) e reguladores do ciclo celular (CDKN1A), oriundos de 43 pacientes com SMD
submetidos ao tratamento com EPO, realizamos as comparagdes das médias de expressao
desses genes entre 0s pacientes que responderam ou ndo ao tratamento com EPO, utilizando-se
do teste t de student (dados normalizados pelo teste de Shapiro-Wilk). Todos os outliers foram
removidos por ndo representarem os resultados que o estudo tinha o objetivo de generalizar (p-

valor >0.05 para o teste de Shapiro-Wilk).
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Para avaliar a intensidade da for¢a de associagdo destas variéveis foi utilizado o
método de Phi e Cramer’s V, onde o intervalo de 0,1 - < 0,3 indica uma associacao fraca, de
0,3 - < 0,5 associacdo moderada e > 0,5 uma forte associacéo.

Ap0s estas andlises, 0s casos, dicotomizados quanto a resposta ou ndo ao tratamento
com EPO, e os dados de expressdo dos referidos genes, foram plotados no software Cutoff
Finder, a fim de obtermos o ponto de corte do perfil de expresséo e verificarmos a existéncia
de associacdo com a resposta ao tratamento com EPO. Tal associacao foi obtida pela analise do
grafico Waterfall Plot e pelo modelo estatistico Fit of mixture model, fornecido pelo software.

De acordo com a analise dos graficos Waterfall Plot , os genes que apresentaram
associacao significativa, tiveram seus casos estratificados em duas variaveis distintas: 1°) Casos
estratificados com aumento de expressao (valores maiores que o ponto de corte) e diminuigédo
de expressao (valores menores que o ponto de corte) de expressdo e 2°) casos estratificados de
acordo com a resposta ao tratamento com EPO (com resposta e sem resposta). A partir dessa
avaliacdo, foram realizadas as andlises de associacdo entre 0s casos e as variaveis clinico-
laboratoriais (secdo 5.4) dos pacientes com SMD pelo teste de qui-quadrado, seguido da analise
de regressdo logistica multinominal.

Os dados sobre o nivel de expresséo génica (valores de ACq ) foram expressos em média
+ desvio padrdo (SD), com intervalo de confianca (CI) (maximo e minimo), com nivel de
significancia estatistica de p<0,05. Todas as analises foram efetuadas com recurso do software
SPSS para Windows (versao 22.0).

3.4 VARIAVEIS CLINICO LABORATORIAIS:

As variaveis analisadas neste estudo foram assim subdivididas:

1. Sexo: masculino e feminino;

2.1dade (categorizagdo 1): <60 anos e >60 anos;

3.1dade (categorizagdo 2): <60 anos, >60 - <70 anos, >70 anos;

4.0rigem: urbano e rural;

5.Quanto a classificagdo da OMS (2008): CRDU (Citopenia Refrataria com
Displasia de Linhagem Unica), ARSA (Anemia Refrataria com Sideroblastos em
Anel), CRDM (Citopenia Refrataria com Displasia em Multiplas Linhagens),
AREB | (Anemia Refrataria com Excesso de Blastos I), AREB Il (Anemia

Refrataria com Excesso de Blastos 1), t-SMD (SMD Secundéria ao tratamento),
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LMMC (Leucemia Mielomonocitica Crénica);

6.Forma da SMD: Iniciais (CRDU, ARSA e CRDM) e Avancadas (AREB | e AREB II);
7.Celularidade da medula 6ssea: Hipocelular, Normocelular e Hipercelular;

8.Fibrose na medula 6ssea: Presenca e Auséncia;

9. Displasias na medula dssea: 0, 1 displasia, 2 displasias e 3 displasias;

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.

20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

Diseritropoiese: Sim e N&o;

Disgranulopoiese: Sim e N&o;

Dismegacariopoiese: Sim e N&o;

Presenca de Micromegacariécito: Sim e N4o;

Sideroblastos em anel: Presenca e auséncia;

Faixas de porcentagens de Sideroblastos em anel: 0, 1-14% e >15%;
Porcentagens de Blastos (IPSS-R): < 2%, >2% - <5%, 5%-10% e >10%);
Caridtipo:

Quanto a alteracdo: normal e alterado;

Caridtipo (Aneuploidia): normal, alterado ndo aneupldide e alterado aneupléide;
Caridtipo (Alteragdo no cromossomo 5): normal, alterado com -5/5q e alterado sem -
5/5q; Cariotipo (Alteracdo no cromossomo 7): normal, alterado com -7/7q e alterado
sem -7/7q;

Caridtipo (Numero de alteracdes): normal, 1 alteracéo, 2 alteracbes e Complexo (3 ou
mais alteracdes);

Classificacdo dos valores de hemoglobina (Hb) (IPSS-R): >10g/dL, 8-<10g/dL e
<8g/dL,;

Classificacdo dos valores de neutrofilos (ANC) (IPSS-R): >800 por mm?® e <800 por

mm?:

Classificacdo dos valores de plaquetas (IPSS-R): >100.000 por mm?, 50.000 -
<100.000 por mm?e <50.000 por mm?;

Classificacdo do numero de citopenias no sangue periférico: 0/1 citopenia e 2/3
citopenias;

Classificacdo do grupo de risco de acordo com o IPSS-R: muito baixo, baixo,
intermediério, alto e muito alto;

Classificacdo do grupo de risco de acordo com o WPSS: muito baixo, baixo,
intermediario, alto e muito alto;

Dependéncia Transfusional: sim e ndo (utilizando-se o critério de 1 transfusdo a cada 8
semanas durante periodo de 4 meses (IWG,2006);

Tratamento com Eritropoetina: Com resposta e sem resposta.
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3.4 ASPECTOS ETICOS

A presente pesquisa foi submetida e aprovada (N° do processo: 2.108.480) pelo Comité
de Etica em Pesquisa com Seres Humanos PROPESQ da Universidade Federal do Ceara -UFC,
através do sistema da Plataforma Brasil.

Nestes termos, a equipe executora desta pesquisa comprometeu-se a cumprir todas as
diretrizes e normas reguladoras descritas na Resolucdo n° 466 de 12 de dezembro de 2012 do
Conselho Nacional de Salude que aprova as diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisas

envolvendo seres humanos.
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERIZACAO DOS PACIENTES QUANTO A RESPOSTA A EPO.

Neste estudo foram avaliados os dados de expressdo para 0s genes de controle de fuso
mitotico e regulacdo do ciclo celular, AURKA, AURKB, MAD2,TPX2,CDC20 e CDKN1A de
43 pacientes com SMD que fizeram uso de Eritropoetina (EPO), numa populacdo de 15
pacientes que responderam a tratamento.

Dos 43 pacientes avaliados, 21 (48,8%) eram do sexo masculino e 22 (51,2%) do sexo
feminino. Observou-se que 80% (12/15) dos individuos que responderam a EPO eram do sexo
feminino. A média de idade do grupo estudado foi de 69,58 anos (mediana= 71 anos / minimo
de 33 anos e maximo de 89 anos), e destes, 80%(12/15) dos que responderam ao tratamento
tinham mais de 65 anos(Tabela 1).

Quanto a origem dos pacientes, 25 (62,5%) eram da capital e 15 (37,5%) da zona rural,
sendo que a predominancia da resposta foi identificada nos pacientes da zona urbana,com
78,6% (11/14).

Em se tratando dos achados da medula déssea, observou-se que 25 (67,5%) pacientes
apresentaram predominantemente medula déssea hipercelular.seguido de uma taxa de resposta
de 71,4% (10/14) (Tabela 1). No grupo do estudo, houve predominancia de auséncia de fibrose
em 28 (75,6%) individuos , dos quais ,64,3% (9/14) responderam ao tratamento com EPO.
(Tabela 1).

Quanto a presenca de displasias na medula 6ssea, observou-se que 16 (40%) pacientes
apresentaram displasias em duas linhagens, seguidos de 15(37,5%) para displasia em uma
linhagem e 9 (22,5%) para as trés linhagens celulares. Identificou-se quanto a esses achados,
gue o0s pacientes que mais responderam ao tratamento representavam 50% (7/14) dos que
tinham displasias em duas linhagens.

Dentre as principais displasias, observou-se que houve um predominio de achados para
a diseritropoiese, em 39(88,63%) casos, seguidos de disgranulopoiese 19 (47,5%) e
dismegacariopoiese 16 (40%). De acordo com os valores apresentados, 0s pacientes que mais
responderam possuiam como citopenia a diseritropoiese, representando 14 (35%) contra 25
(62,5%) dos pacientes que ndo responderam para a mesma variavel.

Em relacdo a variavel sideroblastos, observamos a predominancia de pacientes com
auséncia destes ao mielograma, representados em 29 (70,7%) casos. Desses ,78,6% (11/14)

responderam a EPO.
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Quanto a porcentagem de blastos observados no mielograma, identificou-se um
predominio de 38 (90,4%) pacientes que estavam na faixa de < 10%, e deste grupo ,98,5%
(13/14) mostraram resposta ao tratamento quando utilizaram Eritropoetina (Tabela 1).

Ao se analisarem o0s 43 pacientes, apenas 32 tinham cariétipo com metafase(74,4%).
Destes, 24 (75%) apresentaram cariétipo normal, frente a 8 (25%) pacientes com cariotipo
alterado.Para os pacientes com cari6tipo normal, observou-se que 84,6%(11/13) responderam
ao tratamento com EPO (Tabela 1).

Quanto ao grupo de risco, os pacientes foram classificados de acordo com o IPSS- R e
com o WPSS. Em ambas as classificacbes de risco, observou-se o predominio de pacientes de
baixo risco 15 (50%), seguido dos de risco intermediério 9 (30%). Dos pacientes de baixo
risco,63,6% (7/11) responderam a Eritropoetina (Tabela 1).

Quanto aos achados no sangue periférico, as variaveis analisadas em relacdo aos
pacientes que fizeram tratamento com Eritropoetina foram hemoglobina, contagem de
neutrofilos e plaquetas, categorizada conforme o IPSS-R, como também as citopenias.

Para a variavel hemoglobina observou-se o predominio de pacientes com Hb < 8
(46,5%), sequidos de 12 pacientes com valores > 10 (27,9%) e 11 casos com valores de intervalo
entre 8-10 de Hb (25,6%). Entretanto, os pacientes que mais responderam a Eritropoetina
representavam um percentual de 66,7% (10/15) para valores de Hb >10mg/dL.

Em relagdo a contagem de neutrofilos, identificou-se um predominio de casos para a
faixa de valores >0,8mg/dL, representadas quando utilizaram EPO (Tabela 1).

Considerando a contagem de plaquetas nos 43 pacientes , identificou-se que 25 (58,1%)
casos apresentaram valores de plaquetas na faixa > 100.000/mms3, seguidos de 11 (25,6%) para
a faixa < 50.000/mms3 e por fim, 7 (16,3%) casos com valores na faixa entre 50 -< 100.000/mmg,
Para pacientes com o nimero de plaquetas entre 50 - <100.000/mm3 houve predominio de
resposta ao tratamento em 60% (9/15) dos casos.

Dos achados quanto as citopenias, observou-se o predominio de pacientes com 0/1
citopenia por linhagem, representado por 31 (72%) casos, seguidos de 12 (28%) que
apresentaram citopenias em 2/3 linhagens celulares. Identificamos que 0s pacientes que mais
responderam a EPO foram os que se enquadraram nas citopenias de 0/1 linhagem, representados
por 93,3% (14/15) casos.

Todos os 43 pacientes avaliados foram classificados de acordo com a OMS 2008, sendo
21 (48,8%) pacientes classificados como CRDM, 8 (18,6%) pelo subtipo ARSA, 5 (11,6%)
como CRDU, 3 (7%) para ambos os casos de AREB1 e AREB 2. Para os pacientes com SMD

relacionada a terapia,LMMC e Sindrome 5q, todos os casos foram representados cada um por
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1(2,32%). Das SMD primérias, a mais prevalente foi a CRDM, e 0s pacientes que mais
responderam a EPO,57,1% (8/15) estavam distribuidos nesta classificacéo.

Quanto a varidvel dependéncia transfusional, houve predominio de pacientes nao
dependentes, representado por 22 casos (51,2%), seguidos de 21 (48,8%) que eram dependentes
transfusionais. Observou-se nesse estudo, o predominio de resposta a tratamento em 100%
(15/15) dos pacientes que ndo eram dependentes transfusionais.

Tabela 1: Descri¢do das variaveis clinico laboratoriais analisadas no estudo frente a
resposta ao tratamento com EPO.

RESPOSTA A ERITROPOETINA

VARIAVEIS COM RESPOSTA SEM RESPOSTA
(N=15) (N=28)
N % N %
Variaveis socio-demogréficas dos pacientes com SMD.

Sexo Feminino 12 80,0 10 35,7
Masculino 3 20,0 18 64,3

Idade categorizada 1 <60 anos 3 20,0 7 25,0
>60 anos 12 80,0 21 75,0

Idade categorizada 2 <60 anos 3 20,0 7 25,0
>60-70 anos 2 13,3 9 32,1

>70-80 anos 5 33,3 6 21,4

>80 anos 5 33,3 6 21,4

Origem Urbano 11 78,6 14 53,8
Rural 3 21,4 12 46,2

Achados da medula 6ssea

Celularidade Hipocelular 1 7,1 2 8,7
Normocelular 3 21,4 6 26,1

Hipercelular 10 71,4 15 65,2

Fibrose Auséncia 9 64,3 19 82,6
Presenca 5 35,7 4 17,4

Displasia 1 5 35,7 10 38,5

2 7 50,0 9 34,6

3 2 14,3 7 26,9

Diseritropoiese Néo 0 0,0 1 3,8
Sim 14 93,9 25 89,28

Disgranulopoiese Né&o 9 64,3 12 46,2
Sim 5 35,7 14 53,8

Dismegacariopoiese Né&o 8 57,1 16 61,5
Sim 6 42,9 10 38,5

Presenca de Presenca 3 21,4 9 33,3
sideroblasto Auséncia 11 78,6 18 66,7

0 11 78,6 18 66,7



Sideroblasto 1-14 0,0 1
categorizado >15 21,4 8
Percentual de blastos <10 13 92,9 25
IPSS-R >10 1 7,1 3
Variaveis clinicas relacionadas aos achados do sangue periférico
Hb IPSS-R >=10 10 66,7 2
8-10 3 20,0 8
<8 13,3 18
ANC IPSS-R <0,8 2 13,3 11
(contagem absoluta >=0,8 13 86,7 17
de neutrofilos)
Plaguetas IPSS-R >=100 9 60,0 16
50-<100 4 26,7
<50 2 13,3
Citopenias 0/1 14 93,3 17
2/3 1 6,7 11
Caracterizacao citogenética e seu impacto prognostico
*Cariotipo Normal 11 84,6 13
norm/alterado Alterado 2 15,4 6
Prognéstico IPSS-R Favoravel 9 81,8 16
Intermediéario 2 18,2 2
Muito desfavoravel 0 0,0 1
Grupo risco IPSS-R Muito baixo 4 36,4 1
Baixo risco 7 63,6 8
Risco intermediério 0 0,0 7
Alto risco 0 0,0 2
Risco muito alto 0 0,0 1
WPSS Muito baixo 2 18,2 1
Baixo 7 63,6 8
Intermediario 2 18,2 7
Alto 0 0,0 2
Classificacdo OMS 2008
WHO (2008) CRDU 3 20 2
ARSA 2 13,3 6
CRDM 8 53,3 13
AREB | 0 0,0 3
AREB Il 0 0,0 3
Sindrome 5q 0 0,0 1
LMMc 1 6,7 0
SMD relacionada a 1 6,7 0
terapia
Formas SMD Baixo risco 13 100,0 22
Alto risco 0 0,0 6
Dep .transfusional Sim 0 0,0 21
Néo 15 100,0 7

*Caridtipos com metéfase.

Fonte: banco de dados dos pacientes com SMD do laboratério de Citogenémica do cancer da UFC

3,7
29,6
89,3
10,7

7,1
28,6
64,3
39,3
60,7

57,1
10,7
32,1
60,7
39,3

68,4
31,6
84,2
10,5
5,3
5,3
42,1
36,8
10,5
5,3
5,6
44,4
38,9
11,1

7,14
21,43
46,43
10,71
10,71

3,6
0,0
0,0

78,6
21,4
75,0
25,0
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Conforme a tabela 2, estdo descritos os pontos de corte disponibilizados pelo software
Cutoff Finder para cada gene e sua associacdo entre perfil de expressdo e a resposta ao

tratamento com EPO.

Tabela 2: Caracterizacdo dos cutoffs na analise de associacédo entre os niveis de expressdo dos
genes AURKA, AURKB, TPX2, MAD2, CDC20 e CDKN1A(p21) e pacientes com SMD que fizeram
uso de EPO

Faixa**
Gene Cutoff*
Superior Inferior P

AURKA 0,001539 27 (62,8%) 16 (37,2%) 0,023
AURKB 0,002585 26 (60,5%) 17 (39,5%) 0,02

TPX2 0,01377 17 (39,5%) 26 (60,5%) 0,21

MAD2 0,01358 17 (39,5%) 26 (60,5%) 0,21
CDC20 0,01354 15 (34,9%) 28 (65,1%) 0,09
CDKN1A 0.001944 33 (76,7%) 10 (23,3%) 0,28

* Algoritmo estabelecido pelo software Cutoff Finder
** Faixas de pacientes com os niveis de expressdo superior ou inferior ao cutoff estabelecida
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4.2 Andlise de associacdo entre o nivel de expressdo de genes relacionados ao
controle do fuso mitotico e do ciclo celular e a resposta ao tratamento com EPO em

pacientes com SMD.

As anélises de comparacdes de médias entre os niveis de expressdo dos genes
AURKA, AURKB, TPX2, MAD2, CDC20 e CDKN1A nos pacientes com SMD que
responderam, ou ndo ao tratamento com EPO serdo apresentadas nas se¢des a seguir.

Para a verificagcdo das associac@es entre 0s niveis de expressao dos referidos genes
e a resposta ao tratamento com EPO nos pacientes com SMD, foi definido o cutoff point
(Tabela 2) baseando-se no algoritimo estabelecido pelo software Cutoff Finder® de cada
perfil de expressao, individualmente. A partir desta analise foi possivel obter:

1°) um gréfico do tipo histograma, que estratifica os pacientes de acordo com o
perfil de expresséo, frente ao cutoff point;

2°) um grafico do tipo Waterfall plot, que caracteriza a importancia da associagédo
entre o nivel de expressao génica e a variavel dicotdmica de resposta ou ndo ao tratamento
com EPO.

Para uma melhor compreensdo, o0s resultados serdo demonstrados

individualmente para cada gene do estudo.

4.2.1. Analise do nivel de expressdo do gene AURKA

Para o0 gene AURKA, identificamos que pacientes que responderam ao tratamento
com EPO apresentaram um aumento de expressao desse gene em relacdo aos pacientes
que ndo responderam (p=0.013; IC= 0.0006583792 - 0,0046972062).
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Figura 8: Nivel de expressdo do gene AURKA em pacientes com SMD quanto a resposta ao

tratamento com EPO.
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Nivel de Expressédo (ACq)

N % Média Desvio Minimo Maéaximo  Teste p-
Padréo de valor#
Levene

Resposta Sim 13 40,62 0,00394 0,00329 0,000139 0,010997 0.000 0.013
S Nado 19 59,38 0,00126 0,00088 0,000133 0,003171

Teste t de Student. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variancias.
Valor estatisticamente significante para p< 0,05.

Inicialmente, quanto as analises pelo Cutoff Finder, ao avaliarmos a estratificacdo
dos casos pelo grafico de histograma (Figura 8), foi identificado que, a partir do cutoff
point de 0,001539, observamos que 27 (62,8%) casos apresentaram um aumento de
expressao (>0,001539) e 16 (37,2%) casos apresentaram expressdo diminuida
(<0,001539)(Figura 9).
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Figura 9: Estratificacdo dos casos de acordo com o perfil de expressdo do gene AURKA e 0

respectivo cutoff point,identificado pela linha vermelha no histograma.
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Na avaliacdo do grafico Waterfall plot, através do teste Fit of mixture model,
estabelecido pelo software Cutoff Finder, identificamos uma importante associagao entre
o perfil de expressao do gene AURKA e a resposta ao tratamento com EPO no paciente
com SMD (p=0.023; OR= 2.14e+27; IC=0 - 4.69e+73) (Figura 10).

Figura 10: Andlise de associacéo entre o perfil de expressdo do gene AURKA e a resposta ao
tratamento com EPO no paciente com SMD, de acordo com o cutoff point.
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A partir desta analise significante, os pacientes foram estratificados de acordo com
seu perfil de expressdo em duas categorias:

1. pacientes que responderam, ou ndo, ao tratamento com EPO, apresentando
aumento de expressdo do gene AURKA (cutoff point >0,001539); e 2. pacientes que
responderam, ou ndo, ao tratamento com EPO, apresentando diminuicao de expressdo do
gene AURKA (cutoff point <0,001539) (Figura 10)

Ao estratificarmos a amostra, observamos que 26 pacientes apresentaram aumento
de expressdo, sendo 12 casos com resposta a EPO e 14 casos sem resposta a EPO. Para
0s 17 pacientes que apresentaram diminuicdo de expressdao de AURKA, 3 casos
apresentaram resposta a EPO e 14 casos ndo responderam.

A partir desta estratificacdo, foi realizado o teste de associagdo de qui-quadrado,
no qual foi observado que houve uma associacao (p=0.05) entre a expressdo de AURKA
e a resposta ao tratamento com EPO, demonstrando que pacientes que apresentaram um
aumento de expressdo de AURKA estdo associados a um aumento de chance significativo
de responder a EPO (p=0.064; OR= 4.000; IC=0.923 - 17.329) (Tabela 3).

Tabela 3: Identificagéo da razdo de chances da associagéo entre o perfil de expressdo do
gene AURKA e a resposta ao tratamento com EPO no paciente com SMD, de acordo com o
cutoff

Expressdo de AURKA  x? Regressdo Logistica Multinominal

p- Wal OR I1C 95%
Tipo de Lo valu d - .
Trata resposta Aumento  Diminuigao o Min MAx

mento Com  12(46,2)  3(176) 005 0.064 3435 4.00 0923 17.329

com resposta
EPO Sem 14 (53,8) 14 (82,4) 0.064 3.435 025 0.058 1.083
resposta

Valor estatisticamente significante para p< 0,05.

Ao analisarmos as variaveis foi observado a associacdo estatisticamente
significante entre os pacientes que responderam a EPO e apresentaram aumento de
expressdo de AURK A (p = 0,055), mostrando uma associacdo destas variaveis pelo
método de Phi e Cramer’s V (0,292) (Figura 11).



Figura 11 : Resposta a EPO em pacientes com SMD em relacdo a AURK A.
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Por fim, ainda a partir da estratificacdo realizada, foram obtidas associacfes

importantes entre o perfil de expressdo do gene AURKA e as variaveis clinico laboratoriais

do paciente com SMD. Dentre todas as variaveis analisadas (sessdo 4.3), foi identificado

que o aumento de expressdo de AURKA esta associado a um aumento de chance do
paciente com SMD apresentar 1 (uma) citopenia (p=0,030;0R=0,205;1C=0,049 - 0,854),
ter cari6tipo normal (p= 0,037; OR= 6,333; IC= 1,114 — 35,997); ndo ser dependente
transfusional (p= 0,025; OR= 4,533; IC= 1,212 — 16,963) e estar vivo (p= 0,017; OR=
6,857; IC= 1,412 — 33,289) (Tabela 4).
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Tabela 4: Associacdo entre a expressao do gene AURKA, estratificado de acordo com o

cutoff point, e as variaveis clinico-laboratoriais dos pacientes com SMD.

VARIAVEL SUB-GRUPO EXPRESSAQO X? REGRESSAO LOGISTICA
CASOS (N/%) MULTINOMINAL**
p Wald OR 1C 95%
Aumento  Diminuicgéo Min Maéx
(26) (a7
VARIAVEIS SOCIO DEMOGRAFICAS
Género Masculino 10(38,5) 11(64,7) 0,124 - - - - -
Feminino 16 (61,5) 6 (35,3) - - - - -
Idade <60a 6 (23,1) 4 (23,5) 1,0 - - - - -
>60a 20 (76,9) 13 (76,5) - - - - -
Idade categorizada <=60a 6 (23,1) 4(23,5 0,395 - - - - -
>60-70a 6 (23,1) 5 (29,4) - - - - -
>70-80a 9 (34,6) 2(11,8) - - - - -
>80a 5 (19,2) 6 (35,3) - - - - -
Origem Urbano 16 (66,7) 9 (56,2) 0,740 - -
Rural 8(33,3) 7 (43,8) = =
ACHADOS DE MEDULA OSSEA
Celularidade Hipo 2 (8,7) 1(7,1) 0,865 - - - - -
da medula Normo 5(21,7) 4 (28,6) - - - - -
Ossea Hiper 16 (69,6) 9 (64,3) - - - - -
Fibrose Ausente 17 (73,9) 11(78,6) 1,0 - - - - -
Presente 6 (26,1) 3(21,4) - - - - -
1 10 (41,7) 5(31,3) 0,597 - - - - -
Displasias da 2 10 (41,7) 6 (37,5) - - - - -
medula éssea 3 4 (16,6) 5(31,2) - - - - -
Diseritropoiese Sim 24 (100) 15(93,8) 0,400 - - - - -
Né&o 0 (0) 1(6,3) - - - - -
Disgranulopoiese Sim 10 (41,7) 9(56,2) 0,520 - - - - -
Néo 14 (58,3) 7(43,8) - - - - -
Dismegacariopoiese Sim 8 (33,3) 8 (50,00 0,339 - - - - -
Néo 16 (66,7) 8 (50,0) - - - - -
% Sideroblastos em 0% 16 (64,00 13(81,3) 0,110 - - - - -
anel 1-14% 0 (0) 1(6,2) - - - - -
>15% 9 (36,0) 2 (12,5) - - - - -
% Blastos mo <10% 23(92,0)0 15(88,2) 1,00 - - - - -
>10% 2 (8,0 2 (11,8) - - - - -
ACHADOS NO SANGUE PERIFERICO
Hemoglobina >=10 10 (38,5) 2(11,8) 0,095 - - - - -
IPSS-R 8-10 7 (26,9) 4 (23,5) - - - - -
<8 9 (34,6) 11 (64,7) - - - - -
ANC <0.8 6 (23,1) 7(41,2) 0,310 - - - - -
(neutroéfilos) >=0,8 20(76,9) 10 (58,8) - - - - -
<=50 5(19,2) 6(353) 0,295 - - - - -
Plaquetas >50 21(80,8) 11(64,7) - - - - -
Citopenias 0-1 22 (84,6) 9(52,9) 0,037 0,030 4,738 0,205 0,049 0,854
2-3 4 (15,4) 8 (47,1) 0,030 4,738 4,889 1,1171 20,408
CARACTERIZACAO CITOGENETICA E IMPACTO PROGNOSTICO
Carittipo Normal 19 (86,4) 5(50,0) 0,028 0,037 4,335 6,333 1,114 35,997
Alterado 3(13,6) 5 (50,0) 0,037 4,335 0,158 0,28 0,897
Carittipo Normal 19 (86,4) 5(50,0) 0,089 - - - - -
(aneuploidia) Com aneuplo 2(9,1) 2 (20,0) - - - - -
Sem aneuplo 1(4,5) 3 (30,0) - - - - -
Carittipo Normal 19 (86,4) 5(50,0) 0,089 - - - - -
(alteracdo 5q) Com alt.5q 1(4,5) 3 (30,0) - - - - -
Sem alt.5q 2(9,1) 2 (20,0) - - - - -
Cari6tipo Normal 19 (86,4) 5(50,00 0,072 - - - - -
(alteracédo 7q) Alt. Sem 7q 3(13,6) 5 (50,0) - - - - -



Cari6tipo
complexo

Prognostico
IPSS-R

Grupo de risco
IPSS-R

WHO 2008

Formas de SMD
Dependéncia
tranfusional

Tratamento com

EPO
Obhito

Evolugdo para LMA

Normal
1 alteracdes
2 alteracoes
3 alteracbes

Favoravel

Intermediario

Muito
desfavoravel
Muito baixo

Baixo
Intermediario
Alto
Muito alto

CRDU
ARSA
CRDM
AREB |
AREB 11
Sindrome 5q
SMD
relacionada a
terapia
LMMC
iniciais
avancadas
Sim
Néo
Com resposta

Sem
resposta
Sim
Nao
Sim
Nao

19(86,4) 5 (50,0)
2(9,1) 2 (20,0)
1(4,5) 1(10,0)
0(0,0) 2 (20,0)

19(905)  6(66,7)
2 (9,5) 2 (22,2)
0(0,0) 1(11,1)
5 (23,8) 0(0,0)

11(52,4) 4 (44,5)
4 (19) 3(33,3)
1(4,8) 1(11,1)
0(0,0) 1(11,1)
CLASSIFICACAO OMS 2008
4(15,4) 1(6,7)
7(2700  2(13,3)

11(42,3)  8(53.3)
2(7,7) 1(6,7)
1(3,8) 2(13,3)
0(0,0) 1(6,7)
1(3,8) 0(0,0)
0(0,0) 1(5,9)
22(88) 13 (81.2)

13(12,0)  3(188)
9(346)  12(70,6)

17 (654)  5(29,4)
12(46,2)

3(17,6)

14 (53,8)

14 (82,4)

3(158)  9(56,2)

16(84,2)  7(438)
1(4,0) 4 (23,5)

24(96,0) 13 (76,5)

0,080

0,219

0,257

0,713

0.662
0,031

0,05

0,017

0,055

0,025
0,025
0,064

0,064

0,017
0,017

5,040
5,040
3,435

3,435

5,704
5,704

0,146
6,857
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0,059
1,212
0,923

0,058

0,030
1,412

Valor estatisticamente significante para p< 0,05. Teste Qui-quadrado e Regressdo logistica multinominal.

4.2.2 Andlise do nivel de expressdo do gene AURKB

Para o gene AURKB, identificamos que pacientes que responderam ao tratamento

com EPO apresentaram um aumento de expressdo em relacdo aos pacientes que ndo
responderam a EPO (p=0,021; IC= 0.0006583792 - 0,0046972062) (Figura 12).
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Figura 12: Nivel de expressdo do gene AURKB em pacientes com SMD quanto a resposta ao

tratamento com EPO.
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N % Média Desvio Minimo Maximo Teste p-
Padrao de valor#
Levene
Resposta Sim 12 37,5 0,003877 0,002216 0,000251 0,008488 0.032 0.021
aEPO Nao 20 62,5 0,002115 0,001008 0,000370 0,004469

#Teste t de Student. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variancias.
Valor estatisticamente significante para p< 0,05

Quanto as analises pelo Cutoff Finder, inicialmente, na avaliacdo da estratificacdo
dos casos pelo grafico de histograma foi identificado que, a partir do cutoff point de
0,002585 observamos que 26 (62,8%) casos apresentam um aumento de expressdo
(>0,002585) e 17 (37,2%) apresentaram diminuicdo de expressdo (<0,002585) ,ficando

abaixo desse valor (Figura 13).
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Figura 13: Estratificacdo dos casos de acordo com o perfil de expressdo do gene AURKB e 0

respectivo cutoff point,identificado pela linha vermelha no histograma
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Na analise do grafico Whatterfall plot, pela anélise do teste Fit of mixture model,

estabelecido pelo software Cutoff Finder, identificamos uma importante associacao entre

o perfil de expressao do gene AURKB e a resposta ao tratamento com EPO no paciente
com SMD (p=0.02; OR=1,23; IC=0 - 4.532+21) (Figura 13)

Figura 14: Andlise de associacdo entre o perfil de expressdo do gene AURKB e a resposta ao

tratamento com EPO no paciente com SMD, de acordo com o cutoff point.
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A partir desta analise significante, os pacientes foram estratificados de acordo com
seu perfil de expressdo em duas categorias: 1. pacientes que responderam, ou néo, ao
tratamento com EPO, apresentando aumento de expressao do gene AURKB (cutoff point
>0,002585); e 2. pacientes que responderam, ou ndo, ao tratamento com EPO,
apresentando diminuicédo de expressdo do gene
AURKB (cutoff point <0,002585).

Nesta estratificacdo, observamos que 26 pacientes apresentaram aumento de
expressao, sendo 12 casos com resposta a EPO e 14 casos sem resposta a EPO. Além
disto, identificamos que 17 pacientes apresentaram diminuicdo de expressao do gene
AURKB, sendo que 3 casos responderm a EPO e 14 casos ndo responderam ao tratamento.

Partindo desses dados, foi realizado o teste de associagdo de qui-quadrado, no qual
observou-se que houve uma associa¢do importante (p=0.023) entre a expressdo de
AURKB e a resposta a EPO, demonstrando que pacientes que apresentaram um aumento
de expressdo de AURKB estdo associados a um aumento de chance significativo de
responder a EPO (p=0.027; OR=6,5; IC=1,232- 34,282) (Tabela 10).

Tabela 5: Identificacdo da razdo de chances da associacao entre o perfil de expressao do

gene AURKB e a resposta ao tratamento com EPO no paciente com SMD, de acordo com o

cutoff point
Expressdo de AURKB X2 Regresséo Logistica Multinominal
p- Wald OR IC 95%
Tratamento Tipode Aumento Diminuicio value Minimo Maéaximo

com EPO  resposta (N=27) (N=16)
Com 13(30,2) 2(4,7) 0,023 0,027 4,868 6,5 1,232 34,282
resposta

Sem  14(32,6)  14(32,6) 0,027 4868 0154 0029 0811
resposta

Valor estatisticamente significante para p< 0,05.

Por fim, ainda a partir da estratificacdo realizada, foi obtida associa¢do importante

entre o perfil de expressdo do gene AURK B e a variavel clinico laboratorial referente &

resposta a Eritropoetina (EPO) do paciente com SMD. Foi identificado que o aumento de
expressao de AURKB esta associado a um aumento de chance do paciente com SMD
responder ao tratamento (p=0,027; OR=6,5; IC= 1,232 — 34,282) (Tabela 11).
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Ao analisarmos as varidveis foi observado uma associacdo estatisticamente
significante entre os pacientes que responderam a EPO e apresentaram aumento de
expressdo de AURK B (p = 0,018), mostrando uma forte associagdo entre estas variaveis
pelo método de Phi e Cramer’s V (0,362) (Figura 15)

Figura 15 : Resposta a EPO em pacientes com SMD em relacdo a AURK B

Symmetric Measures

Value Approx. Sig.
MNominal by Nominal Phi .362 .018
Cramer's V' .362 018

M ofvalid Cases 43
Bar Chart

AurB

B Increase
Il Decrease

Count

Response

Mot response

Teste de associagéo Phi e Cramer’s V.

Por fim, ainda a partir da estratificacdo realizada, foi obtida associacdo importante
entre o perfil de expressdo do gene AURK B e a variavel clinico laboratorial referente a
resposta a Eritropoetina (EPO) do paciente com SMD. Foi identificado que o aumento de
expressdo de AURKB estd associado a um aumento de chance do paciente com SMD
responder ao tratamento (p=0,027; OR=6,5; IC= 1,232 — 34,282) (Tabela 5).
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Tabela 6:Associacdo entre a expressao do gene AURKB, estratificado de acordo com o cutoff

point, e as variaveis clinico-laboratoriais dos pacientes com SMD.

Regresséo Logistica Multinominal**

Expressdo
Varia Casos (n/%) IC 95%
ariavel Sub-grupo P~ wald OR
Aumento Diminuicdo value Minimo Maximo
(27) (16)
VARIAVEIS SOCIO DEMOGRAFICAS
Género Masculino 12(44,4) 9(56,2) - - - - -
Feminino 15(55,6) 7(43,8) - - - - -
Idade <60a 5(18,5) 5(31,2) - - - - -
>60a 22(81,5) 11(68,8) - - - - -
<=60a 5(18,6) 5(31,3) - - - - -
Idade categorizada >60-70a 7(25,9) 4(25,0) - - - - -
>70-80a 8(29,6) 3(18,7) - - - - -
>80a 7(25,9) 4(25,0) - - - - -
Origem Urbano 14(53,8) 11(78,6) - - - - -
Rural 12(46,2) 3(21,4) - - - - -
ACHADOS DA MEDULA OSSEA
Celularidade Hipo 1(4,1) 2(15,3) - - - - -
da medula Normo 4(16,7) 5(38,5) - - - - -
Ossea Hiper 19(79,2) 6(46,2) - - - - -
Fibrose de medula Presente 6(25,0) 3(23,1) - - - - -
Gssea Ausente 18(75,0) 10(76,9) - - - - -
1 11(42,3) 4(28,6) - - - - -
Displasias da medula 2 9(34,6) 7(50,0) - - - - -
Ossea 3 6(23,1) 3(21,4) - - - - -
Diseritropoiese Sim 26(100) 13(92,9) - - - - -
Né&o 0(0,0) 1(7,1) - - - - -
Disgranulopoiese Sim 12(46,15) 7(50,0) - - - - -
Né&o 14(53,85) 7(50,0) - - - - -
Dismegacariopoiese Sim 9(34,6) 7(50,0) - - - - -
Né&o 17(65,4) 7(50,0) - - - - -
0% 18(69,23) 11(73,3) - - - - -
Sideroblastos em 1-14% 1(3,85) 0(0,0) - - - - -
anel >15% 7(26,92) 4(26,7) - - - - -
% Blasto mo <10% 24(92,3) 14(87,5) - - - - -
>10% 2(7,7) 2(12,5) - - - - -
ACHADOS DO SANGUE PERIFERICO
Hemoglobina >=10 9(33,3) 3(18,7) - - - - -
IPSS-R 8-10 6(22,2) 5(31,3) - - - - -
<8 12(44,5) 8(50,0) - - - - -
<0.8 6(22,2) 7(43,8) - - - - -
ANC IPSS-R >=0,8 21(77,8) 9(56,2) - - - - -
>=100 15(55,6) 10(62,5) - - - - -
Plagueta IPSS-R 50-<100 5(18,5) 2(12,5) - - - - -
<50 7(25,9) 4(25,0) - - - - -
Citopenias no sangue 0/1 21(77,7) 10(62,5) - - - - -
periférico 213 6(22,3) 6(37,5) - - - - -
CARACTERIZAGCAO CITOGENETICA E PROGNOSTICA
Cariétipo Normal 15(71,43) 9(81,8) - - - - -
Alterado 6(28,57) 2(18,2) - - - - -
Normal 15(71,5) 9(81,8)
Cariotipo Comaneuplo  4(19,0) 0(0,0) - - - - -
(aneuploidia) Sem aneuplo 2(9,5) 2(18,2) - - - - -
Caridtipo Normal 15(71,5) 9(81,8) - - - - -
(alteragdo 5q) Com alt.5q 2(9,5) 2(18,2) - - - - -
Sem alt.5q 4(19,0) 0(0.0) - - - - -
Caridtipo Normal 15(71,5) 9(81,8) - - - - -
(alteracdo 7q) Alt. Sem 7q 6(28,5) 2(18,2) - - - - -

Normal 15(71,5) 9(81,8) - - - - -



Caridtipo
complexo

Prognostico IPSS-R

Grupo de risco
IPSS-R

WHO 2008

Formas de SMD

Dependéncia

tranfusional

Tratamento
com EPO

Obito

Evolucéo para LMA

c/ 1 alter
c/2 alter
Compl./3
alter
Favoravel
Intermediario
Muito desfav
Muito baixo
Baixo
Intermediario
Alto
Muito alto

CRDU
ARSA
CRDM
AREB |
AREB Il
Sindrome 5q
SMD
relacionada a
terapia
LMMC
iniciais
avancadas
Sim
Né&o
Com resposta
Sem resposta
Sim
Né&o
Sim
Né&o

0,027 4,868

0,027 4,868 0,154

2(9,5) 2(18,2)
2(9,5) 0(0,0)
2(9,5) 0(0,0)
15(75,0)  10(100,0)
4(20,0) 0(0,0)
1(5,0) 0(0,0)
4(13,3) 1(3,3)
10(33,3) 5(16,7)
4(13,3) 3(10,0)
1(3,3) 1(3,3)
1(3,3) 0(0,0)
CLASSIFICACAO OMS 2008
4 (14,81) 1(6,25)
6 (22,22) 2 (12,5)
13(48,14) 8(50,0)
1(3,7) 2(12,5)
2 (7,43) 1(6,25)
0(0,0) 1(6,25)
0(0,0) 1(6,25)
1(3,7) 0
23(88,46)  12(80,0)
3(11,54) 3(20,0)
12(27,9) 9(20,9)
15(34,9) 7(16,3)
13(30,2) 2(4,7)
14(32,6) 14(32,6)
5(14,3) 7(20,0)
17(48,6) 6(17,1)
2(4,8) 3(7,1)
24(57,1) 13(31,0)

6.5

1,232
0,029

60

34,282
0,811

Valor estatisticamente significante para p< 0,05. Teste Qui-quadrado e Regressdo logistica multinominal.

4.2.3 Andlises dos niveis de expressdes dos genes de controle de fuso mitotico

(AURKA,AURKB,TPX2), dos genes relacionados ao ponto de checagem mitdtico
(CDC20 e MAD?2) e reguladores do ciclo celular (CDKN1A).

Para os genes CDKN1A, TPX2, MAD2 e CDC20, ndo foram identificadas

associacOes significantes entre as médias de expressdo destes genes entre 0s pacientes

que responderam ou ndo tratamento com EPO (p>0.05) (Tabela 7).

Por fim, ndo foram identificadas associacdes significantes entre o perfil de

expressao desses genes frente a resposta ou ndo ao tratamento com EPO, de acordo com

o perfil de expressao estabelecido pelo Cutoff Finder (Figura 14,15,16,17).Baseando-se

nestes resultados, ndo foram identificadas associagOes entre as expressodes destes genes e

as variaveis clinico-laboratoriais dos pacientes com SMD.
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Tabela 7: Niveis de expressao dos genes CDKN1A, TPX2, MAD2 e CDC20 em pacientes com
SMD quanto a resposta ao tratamento com EPO

Nivel de Expresséo CDKN1A (ACq)

N % Média Desvio Minimo  Maximo Teste p-
Padréo de valort
Levene

Resposta Sim 15 34,8 0,012440 0,027590 0,000755 0,111078 0,078 0,346
aEPO N30 28 652 0,007270 0,027590 0,000532  0,023806
Nivel de Expressdo TPX2 (ACq)
Resposta Sim 13 342 0,014150 0,010613 0,000906 0,038639 0,141 0,162
aEPO N0 25 658 0,010096 0,006850 0,000610 0,026010
Nivel de Expressdo MAD2 (ACq)
Resposta Sim 14 35 0,014014 0,010246 0,003730 0,035172 0,265 0,439
aEPO N30 26 65 0011779 0007627 0,001935 0,034486
Nivel de Expressdo CDC20 (ACq)
Resposta Sim 15 34,8 0,019519 0,021893 0,000542 0,077830 0,772 0,534
aEPO N30 28 652 0,015567 0,018450 0,000486  0,068890

Figura 16: Analise de associagdo entre os perfis de expressdes do gene CDKN1A e a resposta
ao tratamento com EPO no paciente com SMD, de acordo com o cutoff point.
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Figura 17: Andlise de associacao entre os perfis de expressdes do gene TPX2 e a resposta ao
tratamento com EPO no paciente com SMD, de acordo com o cutoff point.
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Figura 18: Andlise de associacao entre os perfis de expressées do gene MAD2 e a resposta ao
tratamento com EPO no paciente com SMD, de acordo com o cutoff point.
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Figura 19: Analise de associacdo entre os perfis de expressdes do gene CDC20 e a resposta
ao tratamento com EPO no paciente com SMD, de acordo com o cutoff point.
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5. DISCUSSAO

O presente estudo buscou avaliar o nivel de expressdo de 6 genes relacionados ao
controle do fuso mitético (AURKA,AURKB,TPX2), ao ponto de checagem mitdtico
(MAD2 e CDC20 ) e reguladores do ciclo celular (CDKN1A) em 43 pacientes com SMD
que fizeram uso de Eritropoietina (EPO), correlacionando-os as variaveis clinico-
laboratoriais.

Quantos aos achados epidemiolégicos, nosso estudo identificou que a média de
idade dos pacientes foi de 69,58 anos (mediana = 71 anos, minimo de 33 e maximo de 89
anos) corroborando com o levantamento proposto por Magalhées et al. (2010) e com o
estudo de Belli et al. (2015). Quanto a proporcao de pacientes do sexo masculino e
feminino, este estudo apresentou uma relagdo de 1,1:1. Estes dados podem ser
confirmados por serem equivalentes aos achados observados nos registros
epidemioldgicos internacionais sobre SMD que apresentam uma razdo
masculino/feminino entre 1,1 e 2 (HAASE et al., 2007; BELLI et al., 2015) e ainda com
0 de Magalh&es et al.(2010) que mostrou discreta prevaléncia do sexo feminino.

Em relacdo aos achados clinico laboratoriais, os pacientes foram estratificados
quanto ao diagndstico, conforme a classificacdo OMS 2008, e observou-se um
predominio de casos de CRDM (51,2%), seguido por casos de ARSA (19,5%), CRDU
(12,2%), AREB | e Il (7,3%), e SMD relacionada a terapia (2,4%). Esses achados
corroboram com outros estudos (FERREIRA JUNIOR et al.,2013) .Entretanto, dados da
literatura em relacdo a essa caracteristica sdo variaveis, além de muitos deles mostrarem
resultados de acordo com a classificacdo OMS de 2001(GERMING et al., 2012; HAASE
et al., 2007; MALCOVATI et al., 2011). Os pacientes que responderam e n&o
responderam a EPO foram predominantemente categorizados no grupo de CRDM, com
38% (8/14) e 62% (13/26) respectivamente. Esta distribuicdo por subtipos permite uma
previsao relativamente aos grupos de prognostico, ou seja, o predominio de doentes com
SMD em estédios iniciais corresponde a doentes com indices de prognéstico baixo e
intermediario (CORTESAO et al.,2015).

Em se tratando da classificagdo prognostica pelo IPSS-R,a maioria dos pacientes
do estudo foram classificados como baixo risco (50%),seguidos de risco intermediario
(23,3%), também em concordéncia com registros nacionais e internacionais (HAASE et
al.,2007;MAGALHAES et al.,2010;MALCOVATI et al.,2011).Tanto os pacientes que
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responderam ao tratamento com EPO como os que ndo mostraram resposta, estavam
inclusos no grupo de baixo risco, de acordo com o IPSS-R, com os percentuais de 46,6%
(7/11) e 53,4% (8/19) respectivamente.

Quanto a celularidade a maioria dos pacientes portadores de SMD do nosso
estudo apresentaram medula hipercelular (67,6 %). A hipercelularidade da medula 6ssea
esta relacionada a prépria patogénese da doenga, na qual a apoptose excessiva, presente
nos estagios iniciais da doencga é contrabalanceada pelo aumento na proliferacdo das
células progenitoras hematopoéticas. Essas alteraces proliferativas podem ser uma
caracteristica intrinseca do clone neoplasico ou podem estar relacionadas a interacdes
autocrinas e/ou parécrinas de citocinas. (BERNASCONI, 2008; ISHIBASHI et al., 2011).
Os achados do estudo mostrando os pacientes que responderam e ndo responderam ao
tratamento com EPO também apresentaram um perfil de hipercelularidade medular com
percentuais de 71,4%(10/14) para resposta e 65,2% (15/23) com auséncia de resposta
respectivamente.

Em relagdo a presenca de displasias medulares dos pacientes com SMD,
observa-se que é um padrdo caracteristico da patologia, cujo perfil compreende um fator
importante para classificar a doenca de maneira mais precisa. Conforme o nimero de
displasias presentes seja na série eritrocitica, granulocitica ou megacariocitica e o grau
dessas displasias, considera-se a SMD com um perfil mais agressivo e de pior
prognoéstico. (BRUNNING et al., 2008; RAUH, 2014). Nossos achados identificaram a
presenca de diseritropoese em 97,5% dos pacientes (39/40), disgranulopoese em 47,5%
(19/40) seguidos de 40% (16/40) de dismegacariopoese. A classificagdo da OMS
(BRUNNING et al, 2008) propde que >10% das células mieloides de pacientes com SMD
apresentam disgranulopoese. Entretanto, essa citopenia ndo foi prevalente nos pacientes
do estudo. Segundo PINHEIRO et al., 2006, a presenca de disgranulopoese € comumente
associada a presenca de dele¢6es no cromossomo 17 (17p-, i17q) em pacientes com SMD.
Entretanto, esses achados ndo foram coincidentes com os do nosso estudo.

Quanto as citopenias, estas foram de menor gravidade. Dos 43 pacientes, 46,5%
tinham anemia (valores de Hb menores que 8g/dL). Entretanto, apenas, 13,3% (2/15)
responderam ao tratamento com EPO. Em relagdo as outras citopenias, 69,7% (30/43)
ndo tinham neutropenia (contagem superior a 800 por mm?),e destes,86,7% (13/15)
responderam ao tratamento. Houve predominio de pacientes sem plaquetopenia
(contagem superior a 100.000/mm3) em 58,13% (25/43) dos casos.
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Em relacdo & neutropenia e plaquetopenia identificamos que os pacientes que
responderam a EPO, correspondiam aos percentuais de 86,6% e 60% para neutrofilos e
plaquetas respectivamente. Sabe-se que a SMD é caracterizada por um quadro de anemia
grave podendo ser associada com o perfil clinico de neutropenia e/ou plaquetopenia
(TEFFERI et al., 2009b; CERRANO et al., 2016). Caso este paciente apresente um
quadro de anemia sem associacdo com outras citopenias (ex. neutropenia e
plaquetopenia), a doenca serd considerada menos agressiva, conforme apresentado nos
resultados do estudo (BRUNNING et al., 2008),corroborando com nossos achados.

Em nosso estudo nédo foi evidenciada a dependéncia transfusional.Este percentual
de n&o dependéncia transfusional foi caracterizado, em 51,2% (22/43) dos pacientes. A
dependéncia transfusional foi considerada quando Hb < 9,0 g/dL em homens e < 8,0 g/dL
em mulheres (MALCOVATI et al., 2011). Em nossa pesquisa,o critério utilizado para
avaliacdo de dependéncia transfusional foi a dosagem de hemoglobina. Encontramos que
46,5% dos pacientes apresentavam valor de Hb menores que 8mg/dL, seguidos de 53,5%
de valores superiores a 8mg/dL. Dos pacientes que responderam a EPO, apenas 4,6%
possuiam valores de Hb inferiores a 8mg/dL se contrapondo a 41,8% dos que nao
demonstraram resposta ao tratamento.

Observamos também que 100% (15/15) dos pacientes ndo dependentes,
responderam a EPO.

Dos 43 pacientes com resultados de citogenética, 25,5% (11/43) ndo apresentaram
metafase. Os principais achados quanto a andlise citogenética mostraram um predominio
de caridtipos normais em 75% (24/32) dos pacientes contra 25% (8/32) de cari6tipos que
com alteragcfes.Obtivemos também que esses dados se mostram superiores aos estudos
internacionais, como o de Greenberg e colaboradores (1997) em que 60% dos pacientes com
avaliacdo do IPSS apresentavam cariotipo normal e com os estudos de Ades e colaboradores
(2014), Bacher e colaboradores (2015) que descrevem que a presenca de alteragfes
cromossdmicas na SMD é de 40-60%. Nossos dados também foram superiores aos estudos
nacionais publicados por PINHEIRO e CHAUFFAILLE (2009), no qual foi observada
uma freqiéncia de 35,2% (12/34) e 20,5% (9/44) de alteragbes citogenéticas,
respectivamente.A alta frequencia de caridtipos normais no presente estudo (75%), pode
estar relacionada que ao fato de que os pacientes desse estudo estdo inseridos na
classificacdo de prognostico favoravel, respectivamente, para os indices estabelecidos
IPSS-R (GREENBERG et al. 2012), estando de acordo com o estudo de Magalhaes et al.
(2010).
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Em se tratando do perfil citogenético em comparagdo com a resposta a EPO,
84,6% dos pacientes tinham cari6tipo normal. Nas SMD, a presenca de caridtipo normal
fala a favor de um melhor prognéstico em relacdo a presenca de quaisquer alteracoes
estruturais ou numéricas. Entretanto, a falta dessas alteracGes citogenéticas no cariotipo
nem sempre significa que estas estdo ausentes. Assim, € importante definir indicadores
bioldgicos que permitam uma melhor caracterizagdo dos pacientes com cari6tipo normal
e que possibilitem a identificacdo dos pacientes com SMD com cari6tipo normal em risco
de progressdao para LMA. Além disso, o cariétipo tem um papel importante no
estabelecimento do diagndstico de SMD, pois durante o curso da doenca, a citogenética
é utilizada para avaliar a resposta a terapia ou pode identificar a evolucéo clonal como
um sinal de progressao da doenca (BACHER et.al., 2015).

Realizamos o primeiro estudo de analise da expressao dos genes de controle de
fuso mitético (AURKA, AURKB e TPX2), de genes relacionados ao ponto de checagem
mitdtico (CDC20 e MAD?2) e reguladores do ciclo celular (CDKN1A), avaliando sua
associacdo com as varidveis clinicas dos pacientes com SMD que fizeram uso de
Eritropoietina (EPO),dentre elas, a resposta ao tratamento. Os resultados deste estudo
serdo discutidos de acordo com a categorizacdo dos niveis de expressdo dos genes
avaliados, correlacionado-os com 0 agrupamento das associa¢des clinicas significantes
apresentadas.

Inicialmente, observamos importantes achados relacionados aos niveis de
expressao dos genes AURKA e AURKB em pacientes com SMD que responderam ou hdo
ao tratamento com EPO. Ao compararmos a média de expressdo das auroras,
identificamos que o perfil de expressdo de AURK A (p=0,013) e AURK B (p=0,021) esteve
aumentado nos pacientes com SMD que responderam a EPO, quando comparados aos
que ndo responderam. Além disto, foi obtido através do ponto de corte (pelo software
Cutoff Finder) e da estratificagdo dos pacientes no grupo com resposta e sem resposta,
que o aumento de expressdo dos genes AURKA (p=0.064; OR=4.000; IC=0.923 - 17.329)
e AURKB (p=0,027; OR=6,5; IC= 1,232 — 34,282) esta associado & uma maior razdo de
chance dos pacientes com SMD responderem ao tratamento com Eritropoetina.

Sabe-se que as Auroras Kinases desempenham um papel essencial nos eventos
mitoticos, como 0 monitoramento do check-point mitdtico, criacdo do fuso bipolar e o
alinhamento dos centrossomos, regulando também a separacgéo deste, a bi-orientacdo dos
cromossomos e a citocinese (MERALDI,2004 ;VEDER,2008), sendo portanto as

principais reguladoras do ciclo celular.Qualquer inativacdo delas pode ocasionar
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consequéncias catastroficas e erréneas nos eventos mitéticos quanto & formacéo do fuso,
alinhamento dos centrossomos e citocinese, resultando em apoptose. Tais alteragdes
podem desencadear, por exemplo, a formacdo de anormalidades cromossdmicas
(BORGES et al., 2018).

Estudos recentes do nosso grupo de pesquisa demonstraram associagdes
importantes entre o perfil de expressao génica das Auroras A e B em pacientes com SMD
(HEREDIA et al.,2012; GENGA et al.,2014; BORGES et al., 2016). Contudo, ndo ha
relatos de associacao desses alvos em pacientes com SMD submetidos & tratamento com
EPO.

Compreende-se que 0s agentes estimuladores da eritropoiese (ESA) séo indicados
como primeira linha para pacientes com SMD de baixo risco, muito embora véarios
estudos apontem para que essa terapia ndo tenha impacto na progressdo para LMA, mas
seja um fator de prognostico favoravel em relacéo a sobrevida. N&o esta esclarecido se a
melhora na sobrevida dos pacientes esta relacionada ao uso da EPO em si, se ha
manutencdo dos niveis de hemoglobina de 10mg/dL, ou ainda por ndo haver sobrecarga
de ferro (JADERSTEN et al., 2013).

Os agentes estimuladores da eritropoiese atrasam significativamente o inicio de
uma necessidade regular de transfusdo em pacientes ndo transfundidos com sindrome
mielodisplasica de baixo risco (GARELIUS et al., 2017). Além disso, esses agentes
melhoram a qualidade de vida para pacientes moderadamente anémicos com niveis de
hemoglobina em torno de 7-8 mg / dL (NAKAZAKI et. al,2013). Pacientes sem
dependéncia transfusional sdo os que melhor respondem ao tratamento com eritropoetina,
sendo um fator preditivo de resposta (HELLSTROM-LINDBERG e MALCOVATI,
2008).

Dentre os que responderam ao uso de EPO, observamos que estes apresentavam
as seguintes caracteristicas: possuiam medula hipercelular (61,53%), com uma displasia
na medula dssea (41,7%)( predominantemente a diseritropoese (100%)), com auséncia de
sideroblastos em anel (64%), cariotipo normal (86,4%) e sem evolugdo para LMA (96%).
Clinicamente, tais pacientes eram predominantemente de baixo risco (52,4%)
(GREENBERG et al., 2012).

Especulamos que diante do predominio de pacientes de baixo risco com cariotipo
normal, o0 aumento de expressao das auroras esteja associado a um controle mais efetivo

do fuso mitdtico no que se refere, principalmente, & ocorréncia de alteragdes citogenéticas
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no paciente com SMD, especialmente no que diz respeito ao surgimento das aneuploidias
(LIN et. al,2009).

Dado o papel essencial das Auroras na mitose, sua inibicdo poderia, em principio,
prejudicar a proliferacdo de qualquer tumor. Isso torna os inibidores da Aurora A
potenciais medicamentos  universais para 0 tratamento de neoplasias
(MALUMBRES,2014).

Masaki et al.,2014 avaliaram a expressdo das quinases que regulam o ciclo celular
e identificaram que o aumento de expressdo da AURK B estava relacionada a resisténcia
a cisplatina e oxaliplatina. Este estudo objetivou elucidar os mecanismos envolvidos na
resisténcia mediada por quinases, sugerindo que os inibidores de AURK B superam
parcialmente a resisténcia &s platinas. Os resultados indicaram que os inibidores de AURK
B podem ser novos agentes para o tratamento de células com resisténcia adquirida aos
agentes de platina.

Hetland et.al.,2012 investigaram o perfil de expressao e o papel clinico das auroras
em carcinoma ovariano seroso primario e metastatico em 178 tumores de 144 pacientes
com doenca em estagio avancado usando PCR em tempo real e imuno-quimica. Este
estudo avaliou parametros clinico patoldgicos, e resisténcia a quimioterapia. A expressao
de AURK A foi maior nos tumores com derrames em comparagao com amostras solidas.
Ja a expressdo de AURK B foi maior nos carcinomas primarios e metastaticos obtidos na
pré-quimioterapia em comparacao com pos-quimioterapia. A baixa expressao de AURK
B foi associada a resisténcia priméaria a quimioterapia e a reduzida resposta ao tratamento,
sugerindo um papel que alteracdes em AURK B estdo associadas a resisténcia
quimioterapica.

O estudo aqui apresentado € o primeiro a avaliar niveis de AURKA e AURKB como
preditores de resposta a EPO. Apos dicotomizar o nivel de expressdo destes genes,
encontramos que pacientes com expressdo de Aurora A e Aurora B acima do ponto de
corte apresentavam maior resposta ao tratamento com EPO. Uma possivel explicacdo
para este achado € o efeito promovido pela AURK B em aumentar a fosforilacdo das
histonas, fendmeno que pode ser encontrado em estimulacdo aos receptores da EPO.
Schnoder et al.(2015) demonstraram que a maturacao eritréide vinculada ao receptor de
EPO ocorre através das vias de sinalizagdo STAT5, JACK- 2 e modificagdo das histonas.
Diante da informacdo que AURK B leva ao aumento da fosforilagdo da histona H3,
podemos especular que haja um possivel ligacdo entre a Eritropoetina e as Auroras

Quinases.
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Né&o identificamos associacdes significantes entre a expressao dos genes MAD2,
CDC20, TPX2 e CDKN1A e a resposta ao tratamento com EPO na populacdo do estudo.
Quanto a inexisténcia de associacdo entre a expressdo dos genes citados acima,
independentemente da relacdo a resposta ou ndo ao tratamento, podemos sugerir que ha
controvérsias sobre o papel deles na SMD, requerendo mais estudos para essa relagéo.

Heredia et. al., (2014), ndo conseguiram demonstrar associacdo desses genes com
variaveis clinicas do paciente com SMD, tais como celularidade da medula 6ssea, nUmero
de citopenias, dependéncia transfusional, citogenética alterada, cariétipo aneuploide e
classificacdo IPSS. Em estudos posteriores, Genga et al.,(2015) demonstraram que 0
aumento da expressdo de CDC20 esteve associado com a presenca de trombocitopenia,
citopenia em trés linhagens e presenca de cari6tipo complexo em pacientes com SMD
(GENGA et al, 2015). JA& o aumento da expressdo de MAD2 foi associado com
plaquetopenia (GENGA et al, 2015). Por fim, Borges et.al.,(2018), demonstraram que
houve um aumento de expresséo do CDC20 na presenca de dismegacariopoese,
trombocitopenia e em pacientes de alto risco.

Uma importante limitacdo deste estudo esta associada a necessidade de validacéo
funcional do perfil e do impacto da expressdo dos genes sobre a resposta a tratamento
com EPO, além da avaliacdo de outros parametros laboratoriais relacionados & resposta,
como por exemplo a dosagem de sEPO, muito embora tal exame nédo tenha a cobertura
do SUS.

Outros modelos podem ser utilizados para uma casuistica mais ampliada, como
por exemplo a utilizacdo de andlises de proteina dos genes AURKA, AURKB, MAD2,
CDC20, TPX2 e CDKN1A em pacientes com SMD. Além disso, por se tratar de um estudo
retrospectivo e com dados coletados ao diagnostico, identificamos a auséncia de algumas
informacdes que podem ter influenciado nos resultados, como a auséncia de alguns casos
de cariétipo sem metéfase.

Em sintese, nosso estudo sugere que os genes AURKA e AURKB, podem estar
relacionados a patogénese da SMD e devem ser avaliados, em uma coorte mais ampla, a
fim de validar seu papel como marcadores moleculares nos pacientes com SMD tratados

com Eritropoetina.
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CONCLUSOES

A partir do desenvolvimento deste estudo, podemos concluir que:

- Verificamos que o aumento da expressdo dos genes AURKA e AURKB esta
associado & uma maior raz&o de chances do paciente com SMD responder ao tratamento
com EPO;

- Propomos que o aumento de expressdao dos genes AURKA e AURKB pode
corresponder a possiveis novos marcadores moleculares da patogénese da SMD associada

a resposta ao tratamento com Eritropoetina;
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