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RESUMO

A patogénese das Sindromes Mielodisplésicas (SMD) € caracterizada pela intensa desregulagao
imune e evasdo do sistema imunolégico mediada pelos receptores do ponto de verificacdo da
Morte Programada 1 (PD-1), ligante da Morte Programada 1 (PD-L1) e Antigeno 4 Associado
a Linfécito T Citotéxico (CTLA-4). O bloqueio desses receptores tem sido utilizado como
alvo terapéutico na SMD. O objetivo do estudo foi avaliar a expressao proteica e génica de
PD-1,PD-L1 e CTLA-4 e associa-las com o perfil sociodemografico, clinico e com progndstico
em pacientes com SMD. Trata-se de um estudo transversal, analitico e descritivo com 34
pacientes com , e SMD acompanhamento no Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC)
e 15 individuos sadios (grupo controle). Os dados sociodemogréficos, clinicos e laboratoriais
foram obtidos nos prontudrios médicos. A expressao das proteinas PD-1,PD-L1 e CTLA-4 foi
avaliada por Imunohistoquimica (IHQ) e a expressdo génica por Transcricdo Reversa Seguida de
Reagao em Cadeia da Polimerase (RT-PCR). As anélises estatisticas foram realizadas através do
programa SPSS 20.0 e GraphPadPrism 6.0, com significancia p<0,05. A média de idade foi de
69,91 &+ 16.33 anos, sendo 52,94% do sexo feminino e 52,94% do interior do estado do Ceara,
20,29%, sendo do tipo SMD com blastos baixos e 44,2% do escore Sistema Internacional de
Escore Progndstico Revisado (IPSS-R) de baixo risco. A expressao das proteinas PD-1,PD-L1
e CTLA-4 foi positiva em 52,18%, 78,26% e 86,95% na bidpsia da Medula Ossea (MO) dos
pacientes com SMD, respectivamente e houve diferenca significativa entre o CTLA-4 e o PD-1
(p=0,034). PD-L1 apresentou maior intensidade de marcacao comparado ao PD-1 (p=0,039).
Foi observado também uma marcacao positiva de 47,82% para PD-L1, em megacaridcitos, nos
pacientes com SMD. Na andlise multivariada, as expressoes das proteinas foram associadas:
PD-1 com o sexo feminino (p=0,039) e com a mielofibrose (p=0,038) e CTLA-4 com a contagem
de neutréfilos (p=0,015) e com a disgranulopoese (p=0,015). A positividade da expressdo génica
do PD-1,PD-L1 e CTLA-4 foi observada em 28,57%, 23,81% e 33,33% dos pacientes com
SMD, respectivamente, ndo havendo diferenga com o grupo controle. Na andlise multivariada, a
expressao génica do PD-1 foi associada a idade < 70 anos (p=0,006); PD-L1 com a dependéncia
transfusional (p=0,029) e o subtipo hipoplasico (p=0,044). Observou-se uma menor taxa de
Sobrevida Global (SG) em pacientes com SMD com a expressao positiva isolada de PD-L1 e
quando a mesma estava associada ao CTLA-4. A reducdo da SG foi relacionada com idade >70
anos, contagem normal de plaquetas, medula hipercelular, dismegacariopoese e progressao para

Leucemia Mieloide Aguda (LMA). Quanto a sobrevida livre de progressdao (SLP), observou-se



que varidveis idade >70 anos, medula hipercelular e dismegacariopoese estiveram associadas a
menor SLP, enquanto a expressao positiva de PD-L1 + CTLA-4 foi preditiva de fator para menor
SLP (IC1,96-90,61; p=0,013). Conclui-se que ao diagnostico da SMD a expressao positiva génica
e proteica dePD-1,PD-L1 e CTLA-4 se apresentam aumentadas e que elas estdo associadas a um
pior progndstico, reforcando a relevancia do uso das mesmas como biomarcadores preditivos de

progndstico e na elegibilidade para tratamento personalizado de pacientes com SMD.

Palavras-chave: Sindrome Mielodisplasica, antigeno 4 associado a linfécitos T citotoxicos

CTLA-4, morte programada 1 PD-1, checkpoint imunolégico



ABSTRACT

The pathogenesis of Myelodysplastic Syndromes (MDS) is characterized by intense immune
dysregulation and evasion of the immune system, mediated by the programmed death 1 PD-1,
programmed death-ligand 1 PD-L1, and cytotoxic T-lymphocyte-associated antigen 4 CTLA-4
checkpoint receptors. The blockade of these receptors has been utilized as a therapeutic target in
MDS. The aim of this study was to evaluate the protein and gene expression of PD-1, PD-L1,
and CTLA-4, and associate them with sociodemographic, clinical, and prognostic profiles in
patients with MDS. This was a cross-sectional, analytical, and descriptive study involving 34
patients with MDS undergoing treatment at the HUWC and 15 healthy individuals (control
group). Sociodemographic, clinical, and laboratory data were obtained from medical records.
The expression of PD-1, PD-L1, and CTLA-4 proteins was evaluated by Immunohistochemistry
(IHC), and gene expression was assessed by RT-PCR. Statistical analyses were performed
using SPSS 20.0 and GraphPad Prism 6.0, with significance set at p<0.05. The mean age was
69.914+16.33 years, with 52.94% females and 52.94% from the countryside of the state of Cear4,
Brazil. MDS with low blast counts constituted 20.29% of the patients, and 44.2% had a low-risk
IPSS-R score. Protein expression was positive in 52.18%, 78.26%, and 86.95% for PD-1, PD-L1,
and CTLA-4, respectively, in Bone Marrow (BM) biopsies of MDS patients, and there was a
significant difference between CTLA-4 and PD-1 (p=0.034). PD-L1 showed higher intensity
compared to PD-1 (p=0.039). Positive staining for PD-L1 was also observed in 47.82% of
megakaryocytes in MDS patients. In multivariate analysis, protein expressions were associated:
PD-1 with female sex (p=0.039) and myelofibrosis (p=0.038), and CTLA-4 with neutrophil
count (p=0.015) and dysgranulopoiesis (p=0.015). Positive gene expression of PD-1, PD-L1,
and CTLA-4 was observed in 28.57%, 23.81%, and 33.33% of MDS patients, respectively, with
no difference compared to the control group. In multivariate analysis, PD-1 gene expression was
associated with age < 70 years (p=0.006); PD-L1 with transfusion dependence (p=0.029) and
hypoplastic subtype (p=0.044). A lower Overall Survival (OS) rate was observed in MDS patients
with isolated positive expression of PD-L1 and when it was associated with CTLA-4. Reduced OS
was related to age >70 years, normal platelet count, hypercellular marrow, dysmegakaryopoiesis,
and progression to Acute Myeloid Leukemia (AML). Regarding Progression-Free Survival
(PES), variables age >70 years, hypercellular marrow, and dysmegakaryopoiesis were associated
with shorter PFS, while positive expression of PD-L1+CTLA-4+ was predictive of lower PFS

(CI 1.96-90.61; p=0.013). In conclusion, at the diagnosis of MDS, positive gene and protein



expression of PD-1, PD-L1, and CTLA-4 are increased and are associated with a worse prognosis,
emphasizing their relevance as predictive prognostic biomarkers and in determining eligibility

for personalized treatment in MDS patients

Keywords: Myelodysplastic syndromes, T lymphocyte-associated antigen 4 receptors, Cytoto-
xic (CTLA-4), programmed death checkpoint-1 (PD-1), programmed death ligand-1(PD-L1),

immunological checkpoint.
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1 INTRODUCAO

As neoplasias mielodispldsicas SMD consistem em um grupo heterogéneo de doen-
cas clonais da medula dssea caracterizadas pela hematopoiese ineficaz, resultando na presenca
de citopenias em uma ou mais linhagens celulares, presenca de displasias morfoldgicas em
elementos hematopoiéticos e predisposicao ao desenvolvimento de Leucemia Mieloide Aguda
(LMA) (GARCIA-MANERO et al., 2020; HASSERIJIAN et al., 2021).

A patogénese da SMD € complexa e envolve mecanismos genéticos, epigenéticos, al-
teracdes no microambiente da medula 6ssea e desregulacdo imune (PENG et al., 2022; DUARTE,
2016). A intensa desregulacdo imune na SMD fornece uma base razodvel para a imunoterapia
nos pacientes refratérios a outros tratamentos (PENG et al., 2022). Os checkpoints imunolégicos
sdo vias com caracteristicas inibitdrias ou estimulatérias que auxiliam a resposta imune e mantém
a autotolerancia (MARIN-ACEVEDO et al., 2018). Os Check-point imune mais descritos na
literatura sdo de natureza inibitria como o receptor molécula Antigeno 4 Associado a Linfdcito
T Citotéxico (CTLA-4), o receptor de Morte Programada 1 (PD-1) e seu ligante de morte celular
programada 1 PD-L1 (MARIN-ACEVEDO et al., 2018). A ligacdo dos respectivos receptores
com seus ligantes promove inativacdo das células T, o que favorece o escape da vigilancia
imunoldgica em diversos canceres, inclusive na SMD (PENG et al., 2022). O uso de Anticorpos
Monoclonais (mAbs) que bloqueiam a ligacdo desses checkpoints imunes apresenta uma nova
estratégia de agentes imunoterdpicos para tratamento de varios tipos de canceres, inclusive na
SMD.

Embora a terapia com inibidores do checkpoint imune tenha a eficacia clinica
comprovada, nem todos os individuos se beneficiam com essa terapia, podendo ser classificados
como resistentes a imunoterapia (DARVIN et al., 2018). A expressdo de PD-1,PD-L1 e CTLA-
4 depende de fatores como o microambiente tumoral, carga de mutacdo tumoral e variagdes
epigenéticas, idade, sexo, exposi¢des ambientais, sedentarismo, obesidade e microbiota intestinal
(ZHOU et al., 2022).

Contudo, avaliar a expressao das proteinas PD-1,PD-L1 e CTLA-4 pode ser sugestivo
para indicacao do uso dos Inibidores do Checkpoint Imune (ICIs), sugerindo uma melhor eficicia
em relacdo a esse tipo de tratamento e evitando assim possiveis reacdes adversas contra a

imunoterapia.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Sindrome Mielodisplastica - Condideracoes Gerais

As SMD sao doencas clonais caracterizadas pelo acimulo de mutagdes sométicas
devido a alteracdes no estroma da medula 6ssea e intensa desregulacdo imune que contribuem
para uma hematopoiese ineficaz, resultando em citopenias, displasias na medula dssea e pre-
disposi¢do a transformacdo da SMD em Leucemia Mieloide Aguda (LMA) (SPERLING et al.,
2017).

A incidéncia da SMD na populacao geral é de 4,5 casos por 100.000 pessoas por ano
e aumenta com o avancar da idade. Em individuos com idade entre 70 e 79 anos a incidéncia € de
26,9 casos por 100.000 pessoas por ano, ji entre os individuos com idade > 80 anos a incidéncia
sobe para 55,4 casos por 100.000 pessoas por ano. A SMD também apresenta maior incidéncia
em homens do que em mulheres (6,2 vs. 3,3 por 100.000 pessoas por ano) (PLATZBECKER et
al.,2021).

Em criancgas, a SMD ¢€ rara e representa < 5% dos casos de neoplasias hematol6-
gicas infantis, sendo a predisposicdo genética envolvendo mutagdes na linhagem germinativa
e alteracdes cromossOmicas como monossomia do cromossomo 7, os fatores que contribuem
para o desenvolvimento da SMD em criangas que geralmente tem um manejo e objetivos de
tratamentos diferentes dos adultos (SCHWARTZ et al., 2017; HASLP, 2016).

No Brasil, ndo ha estimativas da incidéncia da SMD no pais, devido as dificuldades
de acesso ao diagnostico e classificagdo da SMD, a incidéncia da doenca as vezes € notificada
abaixo do ideal ou € subnotificada, refletindo em poucos casos registrados (BELLI ez al., 2015).
O primeiro levantamento epidemiolégico da SMD no Brasil, foi realizado por Magalhaes et al.,
(2010), onde foram avaliados 476 pacientes diagnosticados com SMD em 12 centros brasileiros
entre 2003 e 2007 e observou-se um predominio de pacientes do sexo feminino (50,8%) com
a mediana de idade de 68,3 anos (MAGALHAES et al., 2010). Em 2015, de acordo com o
levantamento epidemioldgico da SMD na América Latina envolvendo centros da Argentina
(n=635), Brasil (n=345) e Chile (n=100), realizado por (BELLI et al., 2015), ja foi observado
um predominio do sexo masculino (55,94%) com a média de idade de 65 anos.

Quanto a etiologia, a SMD pode ser classificada como de origem primadria (de novo)
ou secunddria associada a terapia prévia como quimioterapia ou radioterapia (T-SMD) (DUARTE,

2016). As SMD(s) de novo representam a maioria dos casos sem a presenca de um evento prévio
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e tém a idade como principal fator de risco, j4 as secunddrias desenvolvem-se apds um evento
mutagénico conhecido, exposicao ambiental ou ocupacional a varios agentes, como solventes
organicos, metais pesados e pesticidas, além do tratamento de outras doencas com quimioterapia
e radioterapia e corresponde a 10 —20% dos casos de SMD (YAROSH et al., 2021).

A apresentacao clinica dos pacientes com SMD sao variaveis, podendo ser assin-
tomaticos ao diagndstico ou identificados pela presencga de citopenias manifestando sintomas
clinicos dependendo do tipo de células afetadas, como por exemplo a anemia, fadiga, fra-
queza, apatia; sangramentos por trombocitopenia; febres e infec¢des recorrentes por neutropenia
(PLATZBECKER et al., 2021).

Diante disso, o diagndstico de SMD inicia pela presenca de citopenia no sangue
periférico, considerado um “sine qua non” para o diagnéstico da SMD, sendo identificadas em
exames de rotina (GARCIA-MANERO et al., 2020). Os limites recomendados de citopenia
incluem hemoglobina < 10g/dL, contagem de plaquetas <100 x 10°L e contagem absoluta de
neutroéfilos de < 1,8 x 10°L (CHOKR et al., 2018).

Além da citopenia, a andlise do aspirado medular é essencial pois fornece informa-
¢coes detalhadas da morfologia celular e avaliagao da porcentagem de blastos, assim como a
determinacdo da celularidade e arquitetura da medula 6ssea observadas na bidpsia de medula
dssea (GARCIA-MANERO et al., 2020).

Na SMD, as altera¢des morfoldgicas, ou seja, as displasias podem ocorrer em uma ou
mais das linhagens hematopoiéticas. As displasias encontradas na linhagem eritroide sdo formas
megaloblastdides (figura 1.A), multinucleadas ou com lobulagdo nuclear, picnose da cromatina
(figura 1.B), presenca de ponte internuclear (figura 1.C), vacuolizacdo e desgaste citoplasmatico
e presenca de sideroblastos em anel. Na linhagem granulocitica, as displasias podem ocorrer na
presenca de mieloblastos gigantes e bastonetes de Auer (figura 1.A), alteracdes pseudo-Pelger-
Hiiet ou hipossegmentag¢do nuclear (figura 1.D), citoplasma anormais, hipogranulagdo e células
gigantes (alteracdo de Tempka-Braiin) (figura 1.E). J4 as caracteristicas displdsicas megacari-
ocitica estdo 0os micromegacariiocitos, megacaridcitos gigantes, mononucleados e binucleados
ou com nucleos separados (figura 1.F). As displasias podem variar de leves a aberrantes, sendo
considerado um achado significativo quando pelo menos 10% das células em uma determinada

linhagem forem displasicas (CHOKR et al., 2018).
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Figura 1 — Exemplos de Displasias Presentes em Pacientes com Sindrome Mielodisplasica

R .
-

Legenda: A) aspirado medular de paciente com LMA a SMD, MO hipercelular com presenga de
Mieloblasto(seta) com nucleo irregular, nucléolo presente e corpos phi.(seta) B) dois
Eritroblastos displasicos com assincronismo maturativo entre o nucleo e citoplasma, desgaste
citoplasmatico e nuicleo aberrante com cromatina com picnose; C). eritroblastos com mitose
anomala (daughter cell); D. neutréfilo (seta) com hipogranulagdo e hiposegmentagdo (ou pseudo
Pelger-Huét) e eritroblasto com assincronismo maturativo entre nicleo e citoplasma, com
fragmentos nucleares e gigantismo (alteracdo de Tempka-Braiin). E: Metamiel6cito gigante (ou
alteracdo de TempkaBraiin) com assincronismo maturativo; F: megacarioblasto displasico com
nucleos separados. Coloracdo (Wright-Giemsa, x 100). Fonte: proprio autor.

A andlise de alteracdes citogenéticas por andlise de andlise cariotipica convencional
de banda G, ou FISH também contribui para o diagndstico, classificacao, avaliacdo de risco
e terapia na SMD (ZAHID et al., 2017). Ja € bem estabelecido na SMD algumas alteracdes
citogenéticas desequilibradas, que resultam de perda ou ganho de material cromossdmico, como
por exemplo as monossomias e as delecdes dos cromossomos 5 (-5 /del5q) e 7 (-7 /del7q), a
trissomia do cromossomo 8 (+8) e delecdo do cromossomo Y (-Y) e as alteragdes citogenéticas
raras na SMD, como a delecdo do —X, anormalidades 3q, +13/del(13q), i(17q), +21/-21) (ZAHID
etal.,2017).

Além disso, a Reacao em Cadeia Polimerase (PCR) e o sequenciamento de nova
geracdo, contribuem para o diagnostico ao detectar genes, com diferentes funcdes, que estdo

implicados no desenvolvimento da SMD (KENNEDY et al., 2017). Como por exemplo, as
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mutagdes somdticas em genes envolvidos na regulacdo epigenética (TET2, ASXL1, EZH2,
DNMT3A, IDHI1 / 2), splicing de RNA (SF3B1, SRSF2, U2AF1, ZRSR2), resposta ao dano
ao DNA (TP53) regulacgdo transcricional (RUNX1, BCOR, ETV6) e transducgdo de sinal (CBL,
NRAS, JAK?2) foram identificados em pacientes com SMD (GANGAT et al., 2016).

Por se tratar de um diagnéstico complexo, outros métodos diagndsticos, como a
imunofenotipagem por citometria de fluxo, e alguns testes como citoquimica de células da
medula 6ssea (peroxidases, esterases) e a imunohistoquimica, como, por exemplo, a expressao
andmala de CD34, CD117 ou da proteina p5S3 em células imaturas, contribuem para fechar o
diagnostico e manejo da SMD (CHOKR et al., 2018).

Portanto, para concluir o diagnostico de SMD, deve-se descartar outras condi¢des
que causam citopenias e displasias, outras doencas clonais das células tronco hematopoiéticas,
doencas infecciosas e autoimunes (SANTOS, 2019) . Além disso, ao diagndstico podem
ocorrer situagdes em que os achados clinicos e laboratoriais sdo sugestivos de SMD, mas os
achados morfoldgicos ndo preenchem os critérios para ser considerado SMD (VALENT, 2019;
SANTOS, 2019) . Essas condic¢des sdo conhecidas como “pré-SMD” e categorizam 4 grupos:
Citopenia Idiopatica de Significancia Desconhecida (ICUS), Displasia Idiopatica de Significado
Desconhecido (IDUS), Citopenia Clonal de Significincia Desconhecida (CCUS) e Hematopoiese
Clonal de Potencial Indeterminado (CHIP) (Tabela 1). Se o paciente preencher todos os critérios
como citopenia, displasia, presenga de mutacdo somadtica e anormalidade cariotipica clonal, os
pacientes podem ser considerados como SMD (VALENT, 2019).

O ICUS caracteriza-se pela presenga de citopenias com auséncia dos critérios morfo-
l6gicos considerados para o diagndstico da SMD (CAZZOLA et al., 2013). A IDUS deve-se a
presenca de displasia medular >10% sem citopenia periférica. A CCUS € uma condi¢ao clonal,
em que mutacdes estdo presentes com a citopenia, mas sem displasia. E CHIP ocorre quando as
Células-Tronco Hematopoiéticas (HSCs) anormais abrigam mutacdes encontradas em neoplasias
hematoldgicas detectadas na MO, porém sem evidéncia de doenga hematoldgica identificada
(VALENT, 2019; CAZZOLA et al., 2013). A Tabela 1 resume as caracteristicas que diferenciam
as 4 categorias de “pré-SMD” com a SMD e auxiliam no diagndstico clinico.

Por ser uma doenga heterogénea a SMD ¢ classificada de acordo com os achados
clinicos e com isso existem varios tipos sistemas de classificacdo da SMD, sendo a classifica-
¢ao da Organizacdo Mundial da Satide (OMS) de 2016, a versao mais amplamente utilizada

(GREENBERG, 2023).
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Tabela 1 — Caracteristicas e principais diferencas entre os tipos de pré-SMD e a SMD.

Condicao Clinica | Principais caracteristicas e critérios diagnodsticos

Presenca de citopenia

Critérios de SMD nao preenchidos
ICUS Nenhuma mutagdo relacionada a SMD
Nenhuma ou raras displasias (<10%)
Blastos <5%

Auséncia de Citopenia(s)

Critérios de SMD nao preenchidos

IDUS Nenhuma mutagdo relacionada a SMD

Presenca de displasia em > 10% de neutrofilicos, eritréides e/ou megacaridcitos
Blastos <5%

Presenca de Citopenia(s)

Critérios SMD nao preenchidos

CCUS Presenca de uma ou mais mutacdes relacionadas a SMD
Nenhuma ou raras displasias (<10%)

Blastos <5%.

Auséncia de Citopenia(s)

Critérios SMD nao preenchidos

CHIP Presenca de uma ou mais mutacdes relacionadas a SMD
Nenhuma ou raras displasias (<10%)

Blastos <5%.

Presenca de Citopenia(s)

Uma ou mais mutacdes relacionadas a SMD
SMD Presenca de displasia em > 10% de neutrofilicos
Eritréides e/ou megacaridcitos

Blastos <5%

Legenda: Citopenia Idiopética de Significancia Desconhecida (ICUS), Displasia Idiopética de
Significado Desconhecido (IDUS), Citopenia Clonal de Significancia Desconhecida (CCUS),
Hematopoiese Clonal de Potencial Indeterminado (CHIP), Sindromes Mielodisplédsicas (SMD).
Adaptado por (VALENT, 2019)

O sistema mais antigo de classificacao foi estabelecido pelo Grupo Cooperativo
Franco-Americano-Britanico (FAB) em 1976 baseado nos parametros morfologicos do sangue
periférico e na medula 6ssea (BORTOLHEIRO, 2006). Em 1982, a Grupo Cooperativo Franco-
Americano-Britanico (FAB), revisou a classificag¢do incluindo além das altera¢gdes morfoldgicas,
as displasias no Sangue Periférico (SP) ou na Medula Ossea (MO), a porcentagem de blastos;
a porcentagem de sideroblasto em anel na MO; contagem de mondcitos no Sangue Periférico
(SP) e a presenca de bastonetes de Auer, categorizando assim, a SMD em cinco grupos: anemia
refrataria, anemia refrataria com sideroblastos em anel, leucemia mieloide cronica, Anemia
Refratdria em Excesso de Blastos (RAEB) , e RAEB em Transformagao (RAEB-T).

Com intuito de agrupar melhor subtipos com comportamento clinico semelhantes, em
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1997 a Organizacao Mundial da Saide (OMS) iniciou os estudos para modificar a classificagdo
SMD. Em 2001, a OMS publicou uma nova modificac¢do da classificacdo da SMD que associa a
imunofenotipagem e a genética aos parametros clinicos, morfoldgicos e citologicos utilizados
na classificacdo FAB, classificando a SMD nos seguintes grupos: Citopenia Refratiria com
Displasia Unilinhagem (RCUD), Anemia Refratdria com Sideroblastos Anelados (RARS),
Anemia Refratdria com Displasia Multilinhagem (RAMD), Anemia Refrataria com Excesso
de Blastos-1 (RAEB-1), Anemia Refrataria com Excesso de Blastos-2 (RAEB-2) (RAEB-2),
Sindrome Mielodispldsica Nao Classificada (MDS-U), SMD associada a delecdo isolada 5q e
Citopenia Refrataria (RC) da infancia (GUPTA et al., 2010).

Em 2008 com posterior revisdo em 2016, a classificacdo da Organizacdo Mundial
da Saide (OMYS) foi revisada de acordo com novos estudos clinicos e laboratoriais, sendo a
versdo de 2016 a mais amplamente utilizada, esta utiliza critérios morfoldgicos, de marcadores
imunofenotipicos, citogenéticos e moleculares, com um refinamento relacionado a interpreta¢ao
da morfologia e caracterizacdo da citopenias, além da adi¢do da informacdo genética. De acordo
com a OMS de 2016 a SMD é classificada como: MDS com Displasia de Linhagem Unica
(MDS-SLD), MDS com Displasia em Miltipla Linhagem (MDS-MLD), MDS com Sideroblastos
em Anel (MDS-RS) (MDS-RS), MDS com Sideroblastos de Unica Linhagem (MDS-RS-SLD)
(MDS-RS-SLD) e MDS com Sideroblastos de Multipla Linhagem (MDS-RS-MLD), MDS com
Excesso de Blastos (MDS-EB) do tipo 1 e tipo 2, MDS com del(5q) isolado, MDS, Sindrome
Mielodisplasica Nao Classificada (MDS-U) e Citopenia Refrataria (RC) (provisoria) (Tabela 2)
(BENNETT, 2016).

Em 2022, a OMS langou um novo esquema de classifica¢do para neoplasias mieldides
e histiociticas/dendriticas, onde as principais diferengas com a classificagdo de 2016 foram a
mudanga do termo sindrome mielodispldsica para neoplasias mielodispldsicas, enfatizando
sua natureza neopldsica, além disso a classificacdo da SMD agora estd dividida em aquelas
com anormalidades genéticas definidoras e aquelas que sdo morfologicamente definidas com
base também na integracdo de dados morfoldgicos (citologia e histologia), imunofenotipicos,
citogenéticos e moleculares (GREENBERG, 2023). Na SMD definida por alteragdes genéticas
temos SMD com Blastos Baixos e del(5q) Isolado (MDS-5q) . A SMD com Inativag¢do Bialélica
de TP53 (MDS-biTP53) e a SMD com Mutagao SF3B1 e Blastos Baixos (MDS-SF3B1) que
substitui o subtipo anterior de MDS com Sideroblastos em Anel (MDS-RS). Ja a SMD definida

pela morfologia temos SMD com Niveis Baixos de Blastos (SMD-LB) e SMD com Aumento
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de Blastos (SMD-IB). Pacientes sem aumento de blastos sdo divididas em SMD com Niveis
Baixos de Blastos (SMD-LB) e SMD hipopldsica (SMD-h). Pessoas com aumento de blastos sdo
divididas em MDS-IB1, MDS-IB2 e SMD com fibrose (MDS-f). SMD-h e SMD com fibrose
(MDS-f) sdo considerados subtipos distintos, ressaltando a importancia da biépsia de medula
Ossea (ZHANG et al., 2022).

Recentemente, o sistema de Classificagdo Internacional de Consenso (ICC), também
publicou uma classificagdo da SMD em 2022, categorizando a doenga de acordo com anorma-
lidades citogenéticas ou cariotipicas especificas, grau de displasia ou presenca de excesso de
blastos. Na categoria de SMD com Anomalias genéticas ou cariotipicas especificas temos a
SMD com SF3B1 mutado e SMD com dele¢do do cromossomo 5q. Ja a categoria quanto as
displasias subdividem em SMD, sem displasia, SMD com displasia unlinhagem, SMD com
displasia multilinhagem e na categoria quanto a presenga de Blastos, temos a SMD com excesso
de blastos e SMD/LMA (ZHANG et al., 2023).

O risco da SMD ¢€ avaliado pelo Sistema Internacional de Escore Prognoéstico Revi-
sado (IPSS-R) ou por outros escores como o IPSS, o Sistema de Pontuag@o Prognéstico (WPSS)
e o Sistema MD Anderson Comprehensive Scoring (MDA-CSS) (MONTALBAN-BRAVO et al.,
2018).

Tabela 2 — Comparacdo das Classificagdes da SMD da OMS de 2016 e 2022
OMS - 2016 OMS - 2022
SMD com anormalida-
des genéticas definidoras

SMD com del(5q) isolado SMD com del(5q) isolado
SMD com sideroblastos em anel (SMD-SA) SMD SF3B1
SMD -SA -DUL SMD biTP53

SMD -SA -DML

SMD definida pela morfologia

SMD com Displasia em

Unica linhagem (SMD-DUL) SMD baixo blastos
SMD com displasia mul- . ..
tilinhagem (MI;)S-DML) SMD hipoplsica

SMD com excesso de blastos SMD com excesso de blastos

(SMD-EB1) (SMD-EB1)
(SMD-EB2) (SMD-EB2)
SMD nio classificavel (SMD-U) SMD com fibrose

Citopenia refrataria da infancia (provisoria) Neoplasias mielodisplédsicas em criangas
Legenda: Adaptado por (HONG; HE, 2017; ZAHID et al., 2017)
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O IPSS e o IPSS-R sdo os mais utilizados e ambos levam em consideracdo o nlimero
de citopenias, o perfil citogenético e a porcentagem de blastos na medula 6ssea para agrupar
pacientes com SMD em quatro categorias de prognéstico: baixo risco, risco intermedidrio 1,
risco intermedidrio 2 e alto risco (PAPPA et al., 2017). A estratificacdo de risco em muito
baixo, baixo, intermediario, alto e muito alto risco € fundamental para estabelecer o progndstico,
tratamento, a sobrevida e a transformacao em Leucemia Mieloide Aguda (LMA) (Tabela 3)
(MONTALBAN-BRAVO et al., 2018). O recente desenvolvido IPSS-M, inclui ao risco as
anormalidades moleculares com dados hematoldgicos e citogenéticos. Ele ajuda a determinar
a sobrevida e a probabilidade de transformacio leucémica dos pacientes com SMD. Essa
abordagem mais abrangente permite uma estratificacdo mais precisa dos riscos e auxilia na
tomada de decisdes clinicas, como a escolha do tratamento mais adequado para cada paciente

(KEWAN et al., 2023).

Tabela 3 — Sistema Internacional de Escore Prognédstico Revisado (IPSS-R) para SMD

Variaveis Escores
Cariétipo* Muito Bom Bom Intermedidrio | Ruim | Muito Ruim
Blastos (%) <2 >2a<5 - 10
Hemoglobina (g/dL) > 10 8a< 10 8 -
Neutroéfilos (/mm?>) > 800 800 - -
Plaquetas (x10° /mm®) | > 100 0-100

Nota: Adaptado de (GREENBERG, 2023)

Tabela 4 — Grupos Prognésticos citogenéticos de acordo com IPSS-R
Tempo médio de so-
brevida (meses)

Muito Bom del(11q), -Y; 60,8
Normal, del(20q), del(5q)
isolada e dupla, del(12p)
+8, 7q-,1(17q), +19,
Intermediario +21, qualquer outra 25,0
alteracao isolada ou dupla
inv(3)/t(3q)/del(3q), -7, anor-
Ruim malidades duplas incluindo 15,0
-7/del(7q), 3 anormalidades
presenca de > 3
anormalidades
Nota: Sistema Internacional de Escore Prognéstico Revisado (IPSS-R). Adaptado de
(GREENBERG, 2023)

Grupos Prognésticos Categorias cromossomicas

Bom 48.5

Muito Ruim 5,7
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Tabela 5 — Classifica¢do de Risco segundo o Sistema Internacional de Escore Prognostico
Revisado (IPSS-R)

Classificacao de Risco Pontuacao SobrevidaMédia (anos)
Muito Baixo <1,5 8.8
Baixo >1,5a3,0 5,3
Intermediario 3,0a4,5 3,2
Alto >45a6,0 1,6
Muito Alto > 6,0 0,2

Nota: Adaptado de (GREENBERG, 2023)

A estratificag@o de risco pelo escore prognostico IPSS-R é amplamente utilizada e é
essencial para o tratamento da SMD. Os pacientes de baixo risco normalmente apresentam uma
doenca mais indolente, no qual o tratamento tem o objetivo de apenas melhorar os sintomas de
citopenias. Em muitos casos, a anemia e a citopenia requerem reposi¢ao de vitaminas, transfusdes
e tratamento com agentes estimuladores de eritréides (VOLPE et al., 2022) . Alguns subgrupos
de pacientes com SMD de baixo risco, podem se beneficiar de terapias especificas, incluindo
lenalidomida para pacientes com (SMD com delecdo 5q), luspatercept em casos de (SMD com
sideroblastos em anel), ou terapia imunossupressora na (SMD hipocelular). (BAZINET; BRAVO,
2022)

Na SMD de alto risco, a doenca tende a ser mais agressiva, € o tratamento tem
como objetivo modificar a histéria natural da doenga e prolongar a sobrevida. Para os pacientes
elegiveis, o Transplante Alogénico de Células-Tronco Hematopoiéticas (aHSCT) € a tnica
op¢ao com potencial curativo. Os Agentes Hipometilantes (HMA) como Azacitidina (AZA)
ou Decitabina (DAC) sdo o tratamento padrdo para os pacientes de alto risco, com abordagens
incluindo quimioterapia intensiva (VOLPE et al., 2022; MONTALBAN-BRAVO et al., 2018;
BAZINET; BRAVO, 2022).

Aos pacientes que nao respondem ou progridem apds o uso dos HMA, existem
alternativas como o uso de venetoclax, Células Mieloides Leucémicas (MCL-1), Inibidores da
Quinase 4 Associada ao Receptor de Interleucina-1 (IRAK-4), pevonedistat, seclidemstat e as

imunoterapias (BAZINET; BRAVO, 2022).

2.2 Fisiopatologia da SMD

O desenvolvimento da SMD € complexo e pode envolver tantos mecanismos genéti-

cos, epigenéticos como imunomediados (DUARTE, 2016). A SMD resulta de uma combinagdo
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de mutacdes genéticas nas Células-Tronco Hematopoiéticas (HSCs) que podem ser induzidas
pelo envelhecimento e/ou ambiente inflamatdrio, por exposi¢do a agentes genotoxicos, infec¢des
cronicas e/ou CHIP, que podem induzir a desregulagdo da sinalizacdo imune inata em HSCs, em
parte criando um microambiente extremamente inflamatério na MO com o aumento de citocinas
contribuindo para a senescéncia das células tronco hematopoiéticas levando a uma diferencia¢ao
celular prejudicada e a morte celular aumentada (BARREYRO et al., 2012).

Os defeitos genéticos na SMD, incluem alteracdes cromossOmicas, mutagoes ge-
néticas, alteracdes no nimero de copias e expressao anormal de genes (VISCONTE et al.,
2014). As alteragdes citogenéticas clonais e recorrentes como del5q, del 7q, +8, del 20q, dentre
outros contribuem para evolu¢do da SMD visto que a instabilidade gendmica provocada pelas
delecdes, translocagdes de cromossomos podem abranger regides contendo genes supressores
de tumor relevantes para o desenvolvimento da SMD (VISCONTE et al., 2014; SHALLIS et
al., 2018). Estas alteracdes citogenéticas ocorrem em 50% dos casos “de novo” e 70% dos
casos T-SMD (SHALLIS et al., 2018). O cariétipo complexo contendo de 3 ou mais defeitos
estd correlacionado com progndsticos ruins e sdo observados apds quimioterapia/radioterapia e
exposi¢ao a produtos quimicos téxicos (SHAHJAHANI et al., 2019).

As mutacdes somdticas nas HSCs estdo presentes em 78% dos pacientes com SMD,
nos quais carregam pelo menos uma mutacdo somatica e o acimulo de mutagdes aumenta a
propensdo para desenvolver LMA (VISCONTE et al., 2014). Mutagdes em diversos genes
foram identificados e implicados na patogénese molecular da SMD (KENNEDY et al., 2017).
Entre eles mutagdes somdticas nos genes envolvidos na regulacdo epigenética (TET2, ASXLI,
EZH2, DNMTS3A, IDH1 / 2), splicing de RNA (SF3B1, SRSF2, U2AF1, ZRSR2), resposta ao
dano ao DNA (TP53) regulacao transcricional (RUNX1, BCOR, ETV6) e transducao de sinal
(CBL, NRAS, JAK2) (GANGAT et al., 2016). Essas mutacdes genéticas e epigenéticas em
blastos conferem a essas células mutantes capacidades de autorrenovacdo e progressao clonal
descontroladas (YANG et al., 2022).

Acredita-se que na SMD, as mutacgdes nesses genes podem ocorrer por pelo menos
2 mecanismos independentes. (1) Mutacdes associadas ao CHIP (ou seja, mutagdes nos genes
DNMT?3a ou TET2) que ocorrem nas HSCs por mecanismos independentes de imunidade inata
e conduzem a expansao de HSCs com viés mieloide levando a sinaliza¢do imune inata alterada e
desenvolvimento de SMD. (2) Outra hipétese seria que a sinalizagdo imune inata prolongada

causada por HSCs com viés mieloide expandido clonalmente aumenta diretamente o risco de
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adquirir mutagdes (ou seja, mutacdes CHIP) que contribuem para a SMD. A desregulacdo da
sinalizac@o imune inata no estigio SMD ocorre através de mecanismos intrinsecos a célula
(ou seja, aumento da morte celular via piroptose) e mecanismos extrinsecos da célula (ou seja,
estimulagdo de citocinas e alarminas de macréfagos e Células supressoras Derivadas de Mieloises
(MDSCs)). Como resultado da sinalizacdo imune inata alterada, as MDSCs também promovem
a ativacao de Linfocitos T reguladores (Treg) para limitar a vigilancia de células T, com isso
as celulas neoplasicas sobrevivem e proliferam contribuindo para o estabelecimento da SMD
(BARREYRO et al., 2012).

Diante disso, a desregulacdo das vias de sinaliza¢do imune e inflamatéria no micro-

ambiente da MO sao importantes no desenvolvimento da SMD (PENG et al., 2022).

Figura 2 — Fisiopatologia da SMD

FATORES GENETICOS CHIP IDADE AGENTES GENOTOXICOS AUTOIMUNIDADE
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HEMATOPOIETICA- NEOPLASICO - SMD LMA
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Legenda: Hipodteses para origem do clone neoplasico e desenvolvimento da SMD. (1) Mutacdes
associadas a CHIP (ou seja, DNMT3a ou TET2) ocorrem nas CTH e impulsionam a expansao
de CTH com viés mieldide levando a sinaliza¢do imune inata alterada e desenvolvimento de
MDS. Ou (2) a sinalizacdo imune inata prolongada causada por CTHs com viés mieloide
expandido de forma clonal aumenta o risco de adquirir muta¢des (CHIP) que contribuem para a
SMD. A desregulagdo da sinalizacdo imune inata, além da expressao das moléculas do
check-point imune contribuem para evasdo do sistema imune e progressiao da doenca para LMA.
(BARREYRO et al., 2012).

2.3 Desregulacao Imunolégica na SMD

Na medula 6ssea (MO), a hematopoiese normal é regulada pelo sistema imune por

meio da interacdo entre células T, células da imunidade inata, citocinas e Células Estromais
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Mesenquimais (MSCs) e os mecanismos que promovem a desregulacao imune na SMD, inclui
superexpressao de citocinas pro-inflamatdrias, supressao da MO mediada por células T, ativacdo
excessiva das vias envolvidas na imunidade inata e MSCs alteradas com expressoes alteradas
(Figura 3). (CHOKR et al., 2018).

Como resultado dessa intensa desregulacdo imune, na SMD observamos intensa
apoptose de células tronco normais que acarreta a citopenia na SMD de baixo risco e escape da
vigilancia imunolégica na SMD de alto risco (SUGIMORI et al., 2010). As células neoplasicas
da SMD conseguem evitar a detec¢do e destrui¢cdo pelo sistema imunolégico através de varios
mecanismos. Isso inclui o aumento da producao de citocinas pré-inflamatorias, a presenca de
células T disfuncionais e alteragdes no estroma do nicho hematopoiético. Além disso, essas
células expressam a molécula PD-L1, que libera sinais que impedem a acdo das células T
citotéxicas. Isso permite que as células neoplésicas evitem a resposta imune e sobrevivam. (
Figura 3) (WAKI et al., 2014).

A expressao anormal de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento contribuem
para o desenvolvimento da SMD. Nesta, pelo menos 30 citocinas apresentam alteracdes na sua
expressao tanto no sangue periférico como na medula 6ssea BM dos pacientes, estando relaciona-
dos ao desfecho clinico da SMD. Observa-se niveis aumentados de interferon-y (IFN-7), fator de
necrose Fator de Necrose Tumoral-o (TNF-«), Fator de Crescimento Transformante-f3 (TGF-f3),
Interleucina (IL) IL-6, IL-8, IL- 32 e Fator Estimulador de Col6nias de Granuldcitos Mcréfagos
(GM-CSF) em pacientes com SMD, e seus niveis de expressao podem estar relacionados ao
resultado a desregulacdo na diferenciacdo mieldide e na sinalizac¢do inflamatéria (BARREYRO ez
al., 2012; WARLICK; MILLER, 2011). No entanto, a secrecdo anormal de citocinas € diferente
na SMD com diferentes estratificacdes de risco (PENG et al., 2022)

Em pacientes com SMD de baixo risco, os niveis de citocinas pro-inflamatdrias
como TNF-a, IFN-7, IL-8, IL-12 e IL-17 aumentam e induzem a apoptose de HSCs normais na
MO. J4 na SMD de alto risco, as Células supressoras Derivadas de Mieloises (MDSCs) da MO
secretam muitas citocinas imunossupressoras, como IL- 10, IL-1 e TGF-f3, fazendo com que as
células tumorais escapem da vigilancia imunolédgica (PENG et al., 2022). Além disso, existem
muitas citocinas desreguladas no microambiente imunolégico da BM da , mas o mecanismo
regulatorio especifico e o impacto no progndstico ainda nao estdo claros, o que requer mais
pesquisas. (PENG et al., 2022)

Os linfécitos T sdo as células que participam da imunidade mediada por células
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e da imunidade humoral. A linfocitopenia T € muito comum em pacientes com SMD, e sua
expressao também difere de acordo com a estratificacdo de risco. Os linfécitos T CD8+, também
chamados de Linfécito T Citotéxico (CTL), sao as células T efetoras da imunidade antitumoral
porque atacam diretamente as células tumorais. Na SMD de baixo risco, ocorre a ativagdo dos
linfécitos T CD8+, que sdo estimulados a se multiplicar. Esses linfécitos inibem a hematopoiese,
ou seja, a formacao de células sanguineas, tanto normais quanto neopldsicas, a partir das células
Trono Hematopoiéticas (CTHs). Isso resulta na inducdo de apoptose intramedular, um processo
de morte celular programada. principalmente na SMD de alto risco, as células TCD8+ apds
ativadas passam a expressar um receptor, a proteina de Morte Programada 1 (PD-1), uma
molécula inibitdria responsavel por manter autotolerancia da ativagdo imune, mas na SMD ¢é
superexpressam e contribui para o escape das células tumorais da imunovigilancia. As células
Treg também sdo reguladores do sistema imunolégico com func¢io imunossupressora e na SMD
de baixo risco estd diminuida e podem ser usadas como um fator prognéstico para prever o grau
de anemia, a taxa de transformacao de Acute Myeloid Leukemia (AML) e a Overall Survival
(OS) (PENG et al., 2022).

As Células Naturais Killers (NK) também participam da imunidade inata quanto
do sistema de imunidade adaptativa. e tem fun¢do antitumoral com efeito de morte direta e
na SMD, as células NK no sangue periférico e MO estdo diminuidas significativamente, o que
consequentemente contribui para a progressao da doenca (PENG et al., 2022). Acredita-se que o
microambiente supressor na SMD prejudica ainda mais a fun¢do das células NK e a imunoterapia
seria uma estratégia para modular as células NK aumentando a citotoxicidade contra as células
cancerigenas na SMD. (ARELLANO-BALLESTERO et al., 2023). As Células Estromais
Mesenquimais (MSCs) sao o componente chave do microambiente da MO em pacientes com
SMD e sdo importantes na manuten¢do da estabilidade imunoldgica ao regular negativamente a
intensidade da resposta imune. Na SMD de baixo risco induz a proliferacdo e ativacdo excessivas
de células T na MO e libera muitas moléculas pré-inflamatérias para induzir apoptose das
HSCs normais. na SMD de alto risco as MSCs sdo imunossupressoras € induzem a expressao
aumentada de TGF-f3 e capacidade de induzir Treg e inibir a proliferagdo e ativacdo de células T.
(PENG et al., 2022). As Células supressoras Derivadas de Mieloises (MDSCs) sdo estruturas
imunolégicas que foram descobertas recentemente e tém efeitos inibitérios na imunidade. As
MDSCs exacerbam os defeitos de diferenciagdo induzindo desvio mieléide matando precursores

eritroide, e suprimem a resposta autoimune por Células T CD8+ bem como provavelmente
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participando da mudanca para um microambiente imunotolerante (GANAN-GOMEZ et al.,
2015).

Os checkpoints imunoldgicos s@o moléculas regulatdrias responsédveis por manter
a auto-tolerancia imune. Os mais relevantes na SMD sdo a proteina de Morte Programada 1
(PD-1) e seu ligante PD-L1, a proteina 4 associada aos linfécitos T citotéxicos CTLA-4, a
mucina-3 de imunoglobulina de células T (TIM-3) a imunoglobulina de células T e o dominio
ITIM (TIGIT) e o gene de ativagdo de linfécitos-3 (LAG-3). Esses checkpoints, na SMD, estdao
desregulados e contribuem para um microambiente supressor que protege as células cancerosas
da destruicdo imune (WAKI et al., 2014). Por exemplo, as células neopldsicas de origem
mieldide na SMD exploram esses pontos de verificagdo imunes e superexpressam os ligantes dos
checkpoints, como PD-L1, B7-1, B7-2 e CD47, para regulacdo positiva inibitdria, facilitando
sua sobrevivéncia, longevidade e proliferacao (LINDER; LULLA, 2021). Diversos estudos
demonstraram a fun¢do dinamica da sinalizacao PD-1/PD-L1 na promog¢ao da leucemogénese
em SMD/LMA, aumentando a atenc¢ao para esse campo (YANG et al., 2022; LINDER; LULLA,
2021; BODDU et al., 2017)).



36

Figura 3 — Mecanismos de desregulacao imune na SMD
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Legenda: (1) Na SMD de baixo risco, fatores genéticos, ambientais e a desregulacdo imune
alteram o microambiente das células Trono Hematopoiéticas (CTHs)), dando origem a um clone
neoplésico da SMD. (2) As células MDS neoplésicas (CTHs SMD) expressam receptores
imunoldgicos que induzem a expansdo clonal de células T CD8+ e NK. (3) As células T CD- 8+
produzem citocinas como TNF-o e IFN-7Y, que contribuem para a apoptose, resultando em
citopenias. (4) A constante liberac@o de citocinas pré- inflamatdrias torna o microambiente da
MO imunossupressor devido a presenca de Células supressoras Derivadas de Mieloises
(MDSCs), células-tronco Mesenquimais Circulantes (CTM), Linfocitos T reguladores (Treg) e
células T CD8+. (5) Com o acimulo de aberragdes genéticas/epigenéticas adicionais e a
inflamacao continua, as citocinas TNF-o e IFN-y induzem a expressao de PD-L1 em células
clonais de SMD. (6) O PD-L1 permite que as células MDS escapem da vigilancia imunoldgica
pela supressao de células T, contribuindo assim para a evolu¢do da SMD para Leucemia
Mieloide Aguda (LMA). (CHOKR et al., 2018; GANAN-GOMEZ et al., 2015)

2.4 Check- Point Imune

No sistema imunoldgico € um requisito fundamental distinguir o préprio de nao-
préprio. Portanto, os ‘checkpoints imunolégicos’ ou “pontos de verificacdo imune” sdo mecanis-
mos com caracteristicas inibitdrias ou estimulatdrias responsdveis por manter a autotolerancia,
regulando a ativagdo das células T em diferentes estagios e assim auxiliam na resposta imune
(MARIN-ACEVEDO et al., 2018; BUCHBINDER et al., 2016)

No presente estudo, daremos €nfase aos check-point de natureza inibitéria mais

descritos na SMD, que incluem a Antigeno 4 Associado a Linfécito T Citotoxico (CTLA-4), o
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receptor 1 de morte celular programada PD-1 e o ligante 1 de morte celular programada PD-L1
(MARIN-ACEVEDO et al., 2018).

As células T para serem ativadas requerem dois sinais: Na ativacdo das células TCD4
helper, primeiro sinal é o reconhecimento do antigeno pelo Receptor de Células T (TCR) apés a
apresentacdo do antigeno por moléculas do Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC)
classe II na superficie das Células Apresentadoras de Antigeno (APCs) e, de um segundo sinal,
que € a ligagdo da molécula por CD80 ou CD86 (B7) ao receptor CD28 e em seguida a citocina
IL-2 € secretada para conferir expansdo clonal e diferenciagdo em células com fungdes efetoras
(ABBAS et al., 2015). Ap6s ativacao da célula TCD4+, o CTLA-4 € expresso e migra para a
superficie das células T e compete com o receptor CD28 para se ligar a CD80 ou CD86(B7-1 e
B7- 2) bloqueando assim a ativacdo das células TCD4. As células TCDS (citotéxica) também &
ativada ap6s ligacdo do TCR com MHC de classe I presente nas APCs (ABBAS et al., 2015).
E apods ativagdo, dentro de horas a dias, as células T ativadas também comecam a expressar
o receptor co-inibitério PD-1. As células TCD8 no Microambiente Tumoral (TME) produz
interferon-y (IFN-7), que induz a expressdo de PD-L.1 em macréfagos e nas células tumorais.
E quando o receptor PD-1 se ligar ao seu ligante PD-L1 as Células TCD8 +PD-1 + serao
funcionalmente desativadas favorecendo o escape da vigilancia imune e como consequéncia

evolucdo para neoplasia (TOPALIAN et al., 2016). (Figura 4)
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Figura 4 — Ativagao das células T CD4 e CDS8 e dos mecanismos de check-point imune na SMD.
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Legenda: CTLA4: Antigeno Citotoxico T-Linfécito 4, MHC-I: complexo Principal de
Histocompatibilidade classe I, MHC-II: complexo Principal de Histocompatibilidade classe II ,
PD1: receptor de Morte Programada - 1, PD-L.1: Ligante 1 do receptor de morte programada,
TCR: Receptor de célula T (TOPALIAN et al., 2016)

2.4.1 Receptor de Morte Programada 1 (PD-1)

O PD-1 € um receptor co-estimulatorio pertencente a familia B7, onde sua principal
funcdo é regular as respostas efetoras das células T previamente ativadas, principalmente nos
tecidos periféricos em relagdo a infeccao, inflamagdo e limitar a autoimunidade (Figura 5)
(DONG et al., 2017; WANG et al., 2018). A expressdo de PD-1 estd presente nas células T
efetoras, nas Linfocitos T reguladores (Treg), nas células B ativas e virgens, nas células natural
killer, nas células dendriticas mieldides e nos mondcitos de baixa intensidade (DONG et al.,
2017).

A proteina PD-1 € codificada pelo gene PDCDI, localizado no locus 2q37.3 (VO-
ENA et al., 2016). A expressio de PD-1 nas células T é regulada pela metilacio do Acido
Desoxrribonucléico (DNA), em circunstancias normais, a desmetilacdo do promotor da PD-1
parece ser mediada pela ligagdao do Receptor de Células T (TCR) (BALLY et al., 2016). Em
processos infecciosos e no cancer, o promotor PD-1 permanece ndo metilado com superexpressao
continua de PD-1 nas células T ativadas, levando a disfun¢des (ARSKOV et al., 2015). Além

disso, estudos in vitro mostraram que o tratamento com HMA aumentam a expressao de PD-1
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em células T ativadas e de PD-L1 em tumores (YANG ef al., 2014).

Figura 5 — Receptor de morte Programada 1 PD-1 e seu ligante PD-L1
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Legenda: MHC-I: complexo Principal de Histocompatibilidade classe I, PD1: receptor de Morte
Programada - 1, PD-L1: Ligante 1 do receptor de morte programada, TCR: Receptor de célula T
(TOPALIAN et al., 2016)

2.4.2 Ligante do Receptor de Morte Programada 1 PD-L1

Os dois ligantes para PD-1 s@o conhecidos atualmente, o PD-L1 (B7-H1) e o PD-
L2 (B7-DC). Em circunstancias normais, ambos sa0 expressos constitutivamente por varios
tipos de células hematopoiéticas, incluindo macréfagos, células dendriticas, células T, células B,
mastdcitos megacaridcitos e alguns tipos de células ndo hematopoiéticas, como células endoteliais
vasculares. Além disso, PD-L1 pode ser regulado positivamente em varios tipos de células em
resposta a citocinas inflamatdrias e outros estimulos, sendo muitas vezes superexpresso em
varios tipos de células cancerigenas e/ou células estromais tumorais. (JELINEK et al., 2017;
WAKI et al., 2014).

A expressdo de PD-L1 € induzida via fosforilacdo das STAT3 e STATS5 que aumenta
a atividade do promotor PD-L1 e a expressdo da proteina PD-L1 em vdrios tipos de células,
incluindo megacaridcitos, que normalmente conduzem a doenga mieloproliferativas (Figura 5)
(PRESTIPINO; AL., 2018). A interagao da proteina PD-1 com os ligantes PD-L1/PD-L2 inibe

a proliferacdo de células T e a producao de interferon-y (IFN-7), fator de necrose tumoral o e
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IL-2 e reduz a sobrevida de células T (ROEMER et al., 2016). Além disso, a PD-1 também tem
um papel na regulacio das respostas de células B e mondcitos.(SALMANINEJAD et al., 2018).

O ligante PD-L1 € codificado pelo gene CD274, localizado no cromossomo 9p24.1
(STRAUB et al., 2016) . Sua expressao € observada em leucdcitos, células ndo hematopoiéticas
e tecidos ndo linfoides, podendo ser induzida por citocinas inflamatérias IFN-y ou vias de
sinalizacdo tumorigénicas (BUCHBINDER er al., 2016). Além disso, a expressao de PD-1
também pode ser induzida pelo tratamento com hipometilantes, como a azacitidina (WRANGLE
et al., 2013). PD-L1 € encontrado em diferentes tipos de tumores e estd associado a um aumento
na quantidade de Linfécitos Infiltrantes de Tumor (TILs) e pior prognéstico (GRAVELLE et al.,
2017).

2.4.3 Antigeno 4 associado ao linfécito T citotoxico (CTLA-4)

O CTLA-4 é homdlogo a CD28, sendo expresso principalmente em células T ativadas
e células tumorais e tem funcdo de interromper as células T potencialmente autorreativas
normalmente nos ganglios linfaticos (BUCHBINDER et al., 2016; YANG et al., 2014). Inibi¢ao
via CTLA-4 ocorre ap0s a ativacdo das células T quando os Receptor de Células T (TCR)
se ligam ao antigeno exibido no complexo MHC das células apresentadoras de antigeno em
conjunto com a coestimulacdo mediada pela ligacao de CD28 a B7. Se o estimulo da ligacdo
de TCR for forte, a expressao de CTLA-4 € regulada positivamente pelo aumento do transporte
para a superficie celular a partir de reservas intracelulares no qual o CTLA-4 compete com o
CD28 pela ligagdao de moléculas B7 resultando num sinal negativo, o que limita a produgdo e
proliferacdo de IL-2 e limita a sobrevivéncia da célula T (BUCHBINDER et al., 2016). Portanto,
o bloqueio do CTLA-4 pode restaurar a resposta imune (YANG et al., 2014).
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Figura 6 — Receptor da molécula 4 associada ao linfécito T citotoxico (CTLA-4) presente nas
células TCDA4.
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Legenda: CTLA4: Antigeno Citotoxico T-Linfécito 4, B7: proteina ligante co-estimulatoria,
CD28 receptor co-estimulatério de celulas T, MHC-II: complexo Principal de
Histocompatibilidade classe II , TCR: Receptor de célula T (TOPALIAN et al., 2016)

2.5 Imunoterapia

A imunoterapia tornou-se uma alternativa promissora no tratamento do cancer
(YANG et al., 2014). James P. Allison e Tasuku Honjo receberam o Prémio Nobel de Fisi-
ologia ou Medicina de 2018 pela descoberta do tratamento que suprime a imunomodulacao
contra o cancer, melhorando a especificidade e a eficdcia do sistema imunoldgico contra as
células cancerigenas. Estudos sobre os checkpoints imunes PD-1,PD-L1 e CTLA-4 sugerem
que a inibi¢do dessas moléculas pode reativar as células T e eliminar as células cancerigenas de
forma mais eficiente (HAN et al., 2020).

Os Anticorpos Monoclonais (mAbs) sdo utilizados para bloquear o receptor PD-1,
bloqueando a ligacdo das moléculas co-inibitérias CTLA-4,PD-1 e seu ligante PD-L.1 (HAN
et al., 2020). A imunoterapia com inibidores de checkpoints imunoldgicos tornou-se um alvo
importante para o tratamento de diversos tipos de neoplasias s6lidas e hematoldgicas, incluindo
linfoma de Linfoma de Hodgkin clédssic (cHL), Linfoma Nao-Hodgki (NHL), Mieloma Miiltiplo
(MM), Leucemia Mieloide Aguda (LMA) e SMD.(YANG et al., 2014; YANG et al., 2022;
LINDER; LULLA, 2021; HAN et al., 2020; DAVER et al., 2018).

Em tumores solidos, a carga mutacional, a quantidade de células T CD8+ infiltrantes
e a expressdo de PD-L1 sdo fatores preditivos da resposta imunoterdpica com inibidores de

checkpoints imunolégicos (WARLICK; MILLER, 2011). Em pacientes com SMD, estudos sobre
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a expressao desses checkpoints mostraram aumento dessas proteinas em pacientes refratdrios
ou recidivantes a terapia com Agentes Hipometilantes (HMA) Azacitidina (AZA) e Decitabina
(DAC).

O tratamento com azacitidina resulta na hipometilagdo do promotor PD-1 e o status
de metilacdo do DNA estd inversamente correlacionado com a expressao da proteina PD-1, ou
seja, com o uso dos hipometilantes, o promotor fica hipometilado e aumenta a expressao de PD-1
nas células T, contribuindo para a exaustdo das células T especificas do tumor (DAVER et al.,
2018).

O nivolumab e o pembrolizumab sdo exemplos de anticorpos monoclonais que
bloqueiam o PD-1 nas células T, mostrando eficécia clinica em vérios tumores solidos (GARCIA-
MANERO et al., 2016). Estudos com o uso do nivolumab/pembrolizumab em combinacdo
com azacitidina em pacientes com SMD mostraram eficdcia clinica em pacientes refratdrios ou
recidivantes (GARCIA-MANERO et al., 2016).

Os inibidores de checkpoints imunoldgicos atualmente testados em ensaios clinicos
em combinagdo com azacitidina na SMD e LMA incluem os anti-PD-1 nivolumab, pembroli-
zumab, os anti-CTLA-4 ipilimumab e tremelimumab em células T, os anti-PD-L1 durvalumab,
atezolizumab em células apresentadoras de antigeno e células tumorais, e os anti-receptores KIR
(lirimumab) em células NK (DAVER et al., 2018)

Embora a terapia com Inibidores do Checkpoint Imune (ICIs) tenha eficicia clinica
comprovada, nem todos os pacientes respondem a essa terapia. Cada paciente € tinico, com um
perfil genético de mutagdes e uma histdria clinica que pode afetar a resposta ao tratamento com
ICIs (ERAUSO et al., 2020). Alguns pacientes apresentam Eventos Adversos Relacionados ao
Sistema Imunolégico (IRAEs) apds o uso dos ICIs e esses eventos afetam cerca de 30 a 90%
dos pacientes. Os IRAEs podem acometer diferentes 6rgaos como cutaneo, pulmonar, renal,
oftalmoldgico reumatoide, hematoldgico, dentre outros, com graus varidveis de gravidade e com
potencial fatal (PENG et al., 2022).

Além disso, a maioria dos pacientes tratados com ICIs recaem ou apresentam re-
sisténcia intrinseca ou resisténcia adquirida imunoterapia (ERAUSO et al., 2020). Dentre os
casos de resisténcia aos ICIs temos a doenga hiperprogressiva, caracterizada por uma aceleragao
drastica inesperada no crescimento do tumor apds o inicio da terapia com consequéncias fatais.
Além disso, temos a pseudoprogressao que ocorre em pacientes respondedores, onde os ICIs

provocam infiltracdo massiva de células imunes no tumor acarretando uma progressao de lesoes
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neoplésicas (ERAUSO et al., 2020).

Ou seja, a eficacia dos inibidores do check-point pode ser atribuida a uma série de
mecanismos que podem diferir de acordo com o tipo de tumor e a fatores especificos do paciente.
Portanto, existem fatores intrinsecos da célula tumoral e extrinsecos especificos do paciente
que contribuem para o sucesso no tratamento com os ICIs (HUDSON et al., 2020). Dentre
os fatores intrinsecos, temos a antigenicidade insuficiente do tumor, expressao constitutiva de
PD-L1, defeitos na transducdo do sinal de IFN nas células cancerigenas e alteracdes na regulacdo
das vias oncogénicas. Ja os fatores extrinsecos do tumor ligados ao sistema imunolégico sao,
esgotamento irreversivel de células T, expressao de outros check-point e seus ligantes (CTLA-4,
TIM-3, LAG-3, TIGIT, VISTA e BTLA), diferenciagdo e expansao de células imunossupressoras
e a quantidade de citocinas imunossupressoras € metab6litos no microambiente tumoral (ZHOU
etal., 2022).

A expressdo de PD-1,PD-L1 e CTLA-4 sdao mecanismos intrinseco das células
cancerigenas que regulam varios mecanismos pré-carcinogénicos como: inibir as atividades
efetoras de células T, servir como escudo anti-apoptético e como recrutador de MDSCs para
tornar o microambiente tumoral imunossupressivo (ZHOU et al., 2022)

Diante disso, a expressao do PD-1, PD-L1 e CTLA-4 sdo biomarcadores reconheci-
dos para a estratificacdo de paciente elegiveis e responsivos para a imunoterapia, principalmente
aos pacientes refratdrios as terapias convencionais na SMD. (TOPALIAN et al., 2016).

Alguns ensaios de imuno-histoquimica para quantificar a expressao de PD-L1 sdo
atualmente aprovados pela FDA, como Dako 28-8, Dako 22C3, Ventana SP142 e Ventana
SP263. No entanto, ndo sdo atualmente padronizados, pois cada ensaio € diferente e apresenta
sistemas de pontuacdo e classificacdes para detectar o PD-L1 . Além disso, a expressao de
PD-1, PD-L1 e CTLA-4 podem ser altamente varidveis e heterogé€neas, o que dificulta a anélise
por imunohistoquimica. Alguns pacientes com tumores PD-L1 negativos sdo responsivos a
terapias anti-PD-L1/PD-1, pois PD-L1 também € expresso por muitos outros tipos de células,
incluindo células apresentadoras de antigenos mieldides. Contudo a associacao da andlise por
imunohistoquimica com PCR em tempo real, além de andlise por por PET Scan de tumores e
metéstases marcados com sondas provavelmente resolverdo esses problemas. (ERAUSO et al.,
2020)

Diante disso, a identificacdo de biomarcadores verdadeiramente preditivos e prog-

nosticos de resposta € atualmente uma prioridade na prética clinica. Ressalta-se a importancia
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da investigacdo do perfil individual de expressdo das proteinas PD-1, PD-L.1 e CTLA-4 por
imunohistoquimica e por PCR em tempo real como fator indicativo de tratamento com inibidores
do checkpoint imunol6gico na SMD para uma melhor qualidade de vida, evitando os eventos
adversos e efetivando o uso dos ICIs para diminuir os casos de recaidas e resisténcias dos
pacientes tratados com inibidores do checkpoint imunolégico (PINTO, 2015).

Contudo, o presente estudo vai beneficiar os pacientes do HEMOCE, pois este é
primeiro estudo a avaliar o perfil de expressdo das proteinas PD-1, PD-L1 e CTLA-4 em pacientes
com SMD no nordeste brasileiro. Assim como trard uma alternativa de um biomarcador para
o tratamento da SMD para que possam ajudar a selecionar os pacientes evitando toxicidades
significativas e reduzindo os custos com o uso inadequado dos ICIs. Além disso, o presente
estudo servird de base para novas andlises para efetivar o uso dos ICIs, além de avaliar a
combinacao com outras terapias, como quimioterapia, radioterapia, células CAR-T ou outros

checkpoints para obter resultados clinicos duradouros para os pacientes com SMD.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

Estudo da expressdo génica e proteica de PD-1, PD-L1 e CTLA-4 em pacientes com

Sindromes Mielodisplasicas.

3.2 Objetivos Especificos

* Avaliar a frequéncia da expressdo das proteinas PD-1, PD-L1 e CTLA-4 em pacientes com
SMD;

* Avaliar a expressao dos genes PD-1 (PDCD1), PD-L1 (CD274) e CTLA-4 (CD152) em
pacientes com SMD.

* Associar o perfil de expressdo das proteinas PD-1, PD-L1 e CTLA-44 com: sexo, idade,
cariotipo, citocinas e sistema Internacional de Sistema Internacional de Escore Prognds-
tico Revisado (IPSS-R);

* Associar os perfis de expressdes com a sobrevida dos pacientes com SMD.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Aspectos Eticos

O estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa da Universidade Federal do
Ceard, com o CAAE: 95298618.6.0000.5054, sob o n° de parecer 2.889.524 sendo desenvolvido
seguindo as diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos,
contidas na resolug@o 466/2012 do Conselho Nacional de Satde do Ministério da Saude. Todos os
participantes receberam as orientagdes acerca do estudo e assinaram o Termo de Consentimento

Livre e Esclarecido (TCLE).

4.2 Delineamento do estudo

Trata-se de um estudo transversal, analitico e descritivo da avaliagdo da expressao
génica e proteina de PD-1 (PDCD1), PD-L1 (CD274) e CTLA-4 (CD152) em pacientes com

SMD associando-os aos marcadores clinicos, escores progndsticos € com o tratamento.

4.3 Casuistica

Foram analisados 34 pacientes adultos com SMD atendidos no ambulatério do
Servi¢o de Hematologia do Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC) e 12 amostras de
voluntdrios saudaveis (doadores de sangue do HEMOCE) no periodo de novembro de 2019 a
dezembro de 2021. Desses, 23 pacientes realizaram andlise da expressdo proteica e 21 pacientes

realizaram anélise da expressdo génica por PCR em tempo real.
4.3.1 Critérios de Inclusao

 Paciente com diagnodstico confirmado de Sindrome Mielodisplésica.

Pacientes adultos, de ambos os sexos, com idade igual ou superior a 18 anos.
* Paciente com tratamento oncoldgico realizado no servico de Hematologia do Hospital

Universitario Walter Cantidio (HUWC).

Paciente com Biopsia de médula dssea suficiente para realizar a pesquisa armazenados no

departamento de Patologia da Universidade Federal do Ceara (UFC).
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4.3.2 Critérios de exclusdo

* Pacientes em terapia com inibidores de check-point.

* Biopsia medula 6ssea danificada ou insuficiente.

Figura 7 — Fluxograma do estudo

Expressdo protéica
Imunochistoquimica - IHQ

(n=23)
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IHQ/PCR
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Expressdo Génica
PCR em tempo real
(n=21)

Legenda: Sindrome Mielodisplasica (SMD); Fonte: Préprio autor.

4.4 Coleta de dados e de material biolégico

Os dados foram coletados através de consulta em prontudrios. Foram coletados
dados como idade, sexo, hemograma, mielograma, biopsia de medula 6ssea, classificagdo e
estratificacdo de risco e tratamento.

Para andlise de expressao das proteinas PD-1, PD-L1 e CTLA-4 por imunohistoqui-
mica, foi solicitada a autorizacdo para utilizagdo de uma amostra da biopsia de medula dssea
em bloco de parafina obtida no momento do diagndstico e que se encontra armazenada no
departamento de patologia da UFC.

Para expressao génica do PD-1, PD-L1 e CTLA-4 por PCR em tempo real, uma
amostra de 5 mL de sangue periférico foi obtida com uma seringa e agulha descartdveis, quando
o paciente foi realizar o hemograma, previamente solicitado pelo médico para sua consulta de

acompanhamento. A coleta foi realizada por um profissional capacitado do HUWC/HEMOCE.

4.5 Analise imuno-histoquimica da proteina PD-1, PD-L1 e CTLA4

A técnica de imuno-histoquimica foi realizada no departamento de Morfologia da
Universidade Federal do Ceard, de forma automatizada com o equipamento Autostainer Plus

(DAKO®). Para a analise da expressdo das proteinas PD-1, PD-L1 e CTLA-4 foram utilizadas



48

bi6psia de Medula Ossea (MO) em bloco de parafina de cada paciente diagnosticado com SMD
e como controle positivo foi utilizado tecido de amigdala e para controle negativo foi utilizado
um tecido de paciente sauddvel, ou seja, sem o diagndstico de SMD.

As bidpsias de MO foram seccionadas por microtomia no departamento de morfo-
logia e as laminas foram confeccionadas com cortes em triplicata com espessura de 4um para
a realizacdo da Imunohistoquimica. As amostras de MO cortadas foram desparafinizadas com
insercao em estufa (70°C) e trés ciclos de imersdo em xilol por 5 minutos cada. Em seguida, os
cortes foram reidratados em dlcool absoluto. Os cortes histolégicos foram entdo lavados com
dgua destilada por 10 minutos e em seguida foi realizada a recuperacdo antigénica utilizando o
PT Link (Dako) com 99°C por 20 min. Os tampdes de recuperac¢ao antigénica utilizados foram o
EnVision Flex Target Retrieval Solution High pH - K8000. Esse tampao é 50x diluivel e serve
para que o tecido fique livre de formol para poder receber e se ligar ao anticorpo primario.

Em seguida, os cortes foram lavados com solu¢do de lavagem tris Buffered Saline
Plus tween 20 (pH = 7,4) por 5 minutos em temperatura ambiente. Dando continuidade ao
protocolo, realizou-se o bloqueio enzimético com kit peroxidase block for image Analysis por
5 minutos. Em seguida, aos cortes foram adicionados o (Supre Block 8ml) por 5 minutos, que
reforca ainda mais o bloqueio enzimatico e a cada etapa descrita foram realizadas uma lavagem
com a solucdo tris buffered por 4 minutos.

Os cortes foram incubados overnight (4°C) com o anticorpo primdrio anti-PD1 (Scy-
Tek®), anti-PDL1 e anti-CTLA4 (ABclonal®) e por 20 minutos diluidos em 1:800, 1:1000 e
1:1000, respectivamente, em Antibody Diluent Tris, Green. Apds a lavagem com Tampao salino
de fosfato (PBS), adicionou-se o CRF TM Anti-Polyvalent HRP por 20 minutos para melhorar a
visualizacdo da ligacdo do anticorpo primdrio com o antigeno. Apds nova lavagem, seguiu-se a
revelacdo por meio da coloracao com o cromégeno Diaminobenzidina (DAB) (Scy-Tek®, uma
gota de DAB para um mL de diluente), seguida por contra-coloracdo com hematoxilina de Gil
(DAKO®) por 10 minutos. O DAB é um cromégeno que reage com a peroxidase do antigeno
alvo resultando em colora¢do marrom. Por fim, realizou-se a desidratacao dos cortes € montagem

das laminas com entelan.
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Figura 8 — fluxograma da reacdo de Imunohistoquimica para anélise das proteinas PD1, PD-L1 e
CTLA4
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Legenda Imunohistoquimica; Fonte: Proprio Autor

9.Analise das amostras

4.6 Interpretacao da expressao de PD-1, PD-L.1 e CTLA4

A expressao das proteinas PD-1, PD-L1 e CTLA-4 apresentam perfil de marcacao
de membranar e citoplasmadtica, no qual o anticorpo anti-PD1 marca as células T e células NK, o
anti-PD-L1 marca as células mieloides displasicas e células em proliferacdo, ja o anti-CTLA4
marca somente células T. A expressao das proteinas PD-1, PD-L1 e CTLA-4 foi revisada e
pontuada de forma independente por dois analistas. Casos discrepantes foram analisados até
que um consenso fosse alcancado. O tecido da amigdala com positividade conhecida para PD-1,
PD-L1 e CTLA-4 foi utilizado como controle positivo e o tecido de médula éssea de paciente
sauddvel foi utilizado como controle negativo (n=3).

Para a expressdo das proteinas PD-1, PD-L1 e CTLA-4, foi considerado positivo
quando > 1% de células foram marcadas. Para PD-1, CTLA-4 foram considerados positivos
pequenas células marcadas, ou seja, linfécitos. Para PD-L1 foram consideradas positivas
células gigantes, em proliferagdo, megacariocitos, células com granulos. Devido a marcagdes
inespecificas fibrina, células endoteliais e adipdcitos que coraram variavelmente para PD-L.1, e
ndo foram consideradas neste estudo.

Portanto, diante da positividade e da variacdo da intensidade da marcagdo dos
anticorpos anti-PD-1, anti PD-L1 e anti-CTLAA4 foi elaborado um escore de positividade levando
em consideracdo a quantidade de células positivas expressa em porcentagem e a intensidade
de coloracdo. Para isso foi realizada a varredura total da lamina, contando até a 100 células,

considerando negativa a auséncia total de células marcadas, fraca intensidade quando se observa
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marcagdo em até 10% de células, foi considerado de intensidade moderada marcagdes entre
11% e 50% das células e marcagao de intensidade forte quando mais de 50% de células foram
marcadas de acordo Tabela 6. (PINTO, 2015). Casos representativos de vdrias intensidades de

coloracdo sdo ilustrados na Figura 9

Tabela 6 — Escore de positividade (EP) das proteinas PD-1, PD-L1 e CTLA4

A (porcentagem de células positivas) | B (intensidade de coloracio) Status
0 = células negativas 0 = auséncia de coloracao 0 = negativo
1 = 1-10% células positivas 1 =reacdo fraca 1 = positivo
2 =11-50% células positivas 2 =reagdo moderada -
3 => 50% células positivas 3 =reacdo intensa -

Legenda: Adaptado de (PINTO, 2015)

Figura 9 — Coloracao Imunohistoquimica da proteina PD-L1 em megacaridcitos da médula
dssea de quatro pacientes com (A) reacdo negativa, (B) fraca, (C) moderada e (D)
intensa, respectivamente.

4

Legenda: Coloracao: crofnégéno DAB - contra coloragdo hematoxilina de Gil. Aumento 40x. a)
auséncia de marcagao de PD-L1 (10x). b) fraca marcag¢do de PD-L1; ¢) moderada marcagao de
PD-L1; d) forte marcacdo de PD-L1. Fonte: Propio Autor
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4.7 Analise da Expressao Génica
4.7.1 Extracio de mRNA

Ap6s a coleta de sangue periférico, a extracio de Acido ribonucleico (RNA) das
células do pool medular dos pacientes com SMD foi realizada a partir da utilizacdo do Trizol
LS Reagente® de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante. O sobrenadante obtido de
cada amostra foi retirado e transferido para novos tubos, seguidos de precipitacdo com 4001 L de
isopropanol, e incubado overnight a -20°C. O precipitado foi armazenado a -80°C para posterior
extracdo de DNA. Apés esse periodo, foi realizada outra centrifugacdo a 14.000 rpm por 30
minutos a 4°C e o sobrenadante foi descartado por inversdo. O pellet formado foi ressuspenso
em 4lcool etilico e novamente centrifugado por 10 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi
novamente descartado por inversdo e, apds seco, o pellet foi ressuspenso em 20u L de dgua livre

de RNAse. Os RNAs foram quantificados e congelados em freezer a -80°C.
4.7.2 Quantificacio de RNA

RNA obtido das amostras foi quantificado através de leitura em nanoespectrofotd-
metro (Nanodrop) no comprimento de onda de 260nm, utilizando equivaléncia de 46 40ug/ml
para 1 unidade de absorbancia. O grau de pureza das amostras foi avaliado através da razao
260/280nm, sendo considerada uma boa extragao aquela que apresentou valores entre 1,6 e 1,8.

A qualidade do RNA total foi também verificada em gel de agarose 1%.
4.7.3 Sintese do cDNA

A transcrigio reversa do RNA para Acido Desoxrribonucléico complementar (cDNA)
foi realizada utilizando o kit comercial partir de Transcri¢do Reversa da AppliedBiosystems®(High
CapacitycDNA Reverse Transcription Kit AppliedBiosystems®). Para a reacdo, foram utilizados
2uL de Buffer RT 10X, 0,8uL de ANTP 25X (100mM), 2uL de Randon primers RT 3ug/uL,
1uL 26 de Reverse Transcripase, 8,21 L de dgua e 61 L de RNA. As amostras foram amplificadas
em termociclador com ciclos de 25°C por 10’, 2x (37°C 60’), 85°C por 10’ e 4°Ceo. O cDNA

obtido foi diluido cinco vezes para andlise e armazenado a —20°C.
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4.7.4 Analise da expressao dos genes CD279, CD274 e CD152 por PCR tempo real

quantitativa.

As reacdes foram realizadas no aparelho 7500 Fast Real-Time PCR System® (Appli-
edBiosystems, Foster City, CA, USA), em placas transparentes de 96 pocos (MicroAmp 96-well
Plates, AppliedBiosystems, Inc., Foster City, CA, USA). As reacdes de PCR em tempo real
foram realizadas em duplicata utilizando sondas TagManassay® com marcacio FAMMGB pela
AppliedBiosystems. O volume final de cada reacdo foi de 10uL, sendo SuL de TagMan Univer-
sal, 0,5uL de primer (TagManAssay), 0,5uL de dgua e 4,0uL de cDNA. A relagcdo das sondas
utilizadas na expressao génica por qPCR e as condi¢des de termociclagem compreenderam
uma incubagdo a 50°C por 2 minutos, 95°C por 10 minutos (para ativacdo da DNA polimerase),
seguidos por 40 ciclos de 95°C por 15 segundos (desnaturagdo) e 60°C por 1 minuto (anelamento
e extensdo simultaneos) (Tabela 7). Para a leitura foi utilizado fluor6foro FAM para marcar os
nucleotideos (Tabela 8).

Para andlise dos dados, uma amostra calibradora quantitativa foi incluida em todas
as placas de qPCR para minimizar as diferencas de amplificacio entre as reacdes. Como controle
de contaminantes da PCR foram incluidos na placa os NTCs (no-templante controls), no qual
agua foi adicionada no lugar do RNA. O gene Gliceraldeido fosfatodesidrogenase (GAPDH) foi
escolhido como controle enddgeno para normalizar os dados de expressao de todos os genes em
investigacao. Além disso, todas as reagdes foram submetidas as mesmas condi¢des de andlise,
sendo também normalizadas pelo sinal do corante de referéncia passiva ROX, para corre¢do de
flutuagdes na leitura decorrentes de variagdes de volume e evaporacio ao longo da reacdo. Todos
os ensaios de qRT-PCR envolveram pelo menos dois controles negativos, para atestar auséncia

de contaminacdo da reagdo.

Tabela 7 — Sondas utilizadas na expressao génica por qtPCR

Gene Sondas (TagManAssay) | Amplicon
PD-1 (CD279) Hs01550088_ml1 127
PD-L1 (CD274) Hs01125299_ml1 89
CTLA-4 (CD152) Hs00175480_m1 93
GAPDH (controle) Hs03929097_gl1 58

Legenda: (CORPORATION, 2010)
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Tabela 8 — Reagentes utilizados na PCR em tempo real

Reagentes uL

Tampao TagMan Genotyping Master Mix | 5,0
Sonda (primers) 0,5

Agua para qPCR 2,0

cDNA 2,5

Total 10,0

Legenda: (CORPORATION, 2010)

4.7.5 Determinacao relativa dos niveis de expressao dos genes alvo

Algumas varidveis foram controladas na anélise da expressao génica, como a quanti-
dade de material inicial, qualidade do RNA utilizado, eficiéncia da Transcricao Reversa (RT)),
componentes inibitdrios e diferencga na atividade transicional global das células. Para a normaliza-
¢do dos parametros acima, foi utilizado um gene de referéncia GAPDH (LIVAK; SCHMITTGEN,
2001). Os resultados foram avaliados através da obtenc¢do dos valores do Ciclo de Quantificacdo
(Cq) . Ao final de cada corrida, os dados foram exportados para planilhas do software Excel®para
o cdlculo dos valores de Delta Ciclo de Quantificagao (ACq). A nomenclatura padrdo utilizada
para os experimentos da PCR quantitativa em tempo real foi baseada no MIQE (Minimum
Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments) (BUSTIN et al., 2009).
Posteriormente, os resultados dos Cq para cada gene de estudo foram normalizados para cada
amostra, subtraindo o valor da média do Cq do gene de referéncia, obtendo o valor de ACq,
utilizado para o célculo de valores de expressao (2ACq) (PFAFFL, 2001), segundo a férmula

2ACq=média do Cq do gene alvo — média do Cq do gene de referéncia.

4.8 Analise estatistica

A anélise estatistica foi realizada através do Programa GraphPad Prism 6.0. e do
SPSS 20.0 para Windows Os testes realizados foram determinados de acordo com a normalidade
dos dados usando o teste de Shapiro-Wilk. As varidveis sociodemograficas foram apresentadas
pelas frequéncias e porcentagens. Os resultados de expressdo proteica foram expressos em
escores que variam de acordo com a positividade e intensidade de marcagao e os resultados
de expressdo génica foram expressos em valores do Cycle Threshold (CT), o qual se refere ao
numero ciclos de PCR necessarios para que o sinal fluorescente atinja um determinado limiar de
deteccdo. Os valores CT de cada um dos genes de interesse, para cada uma das amostras, foram

subtraidos dos valores CT do controle end6geno GAPDH para obten¢ao de valores normalizados
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(ACT), utilizados para a andlise estatistica.

Para as andlises de comparacao de dois grupos, foi utilizado o teste de Mann Whitney,
para as andlises de comparacdes envolvendo 3 ou mais grupos foi utilizado o teste de Kruskal-
Wallis. As frequéncias de imunopositividade para PD-1, PD-L1 e CTLA-4 foram associadas
com demais varidveis por meio dos testes exato de Fisher ou qui-quadrado de Pearson. O nivel
de significincia estatistica utilizado para todas as andlises foi de p<0,05. O tempo médio e
mediano de sobrevida global e sobrevida livre de progressdo foram calculados por meio e curvas
de Kaplan-Meier as quais foram associadas com demais varidveis por meio do teste de Log-Rank
Mantel-Cox. As varidveis com p<0,200 foram submetidas a modelo de regressao de Cox (andlise

multivariada) .
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5 RESULTADOS

5.1 Caracteristicas clinicas, sociodemograficas (idade, sexo, origem e profissao) e Clinicas

e laboratoriais dos pacientes com SMD.

O presente estudo € composto por 34 pacientes com diagndstico confirmado de
SMD e um grupo controle composto por 15 individuos declaradamente sauddveis. A maioria
dos pacientes do estudo eram do sexo feminino 52,94%, a média de idade dos pacientes com
SMD foi de 69,91 + 16,33, a média de idade do grupo controle foi de 36,36 4 13,35. 52,94%
dos pacientes do servigco de hematologia eram provenientes do interior do Ceard. Dentre as
profissdes informadas, a maioria dos pacientes eram domésticas 17,65% e agricultores 14,71%.

As caracteristicas sociodemogréficas estdo descritas na (Tabela 9).

Tabela 9 — Caracteristica sociodemogréfica dos pacientes com SMD (n = 34).

Parametros Grupos Total de Pacientes n(%)
Sexo Feminino 18(52,94)
Masculino 16 (47,06)
Idade 69,91 + 16,33*
Procedéncia [Fortaleza e Re- 16 (47,06)
gido Metropolitana
Interior 18(52,94)
Nao informado 14 (50)
Agricultor 5(14,71)
Profissao Doméstica 6 (17,65)
Autdébnomo 3(8,82)
Outras profissoes 3(8,82)

Legenda: Pacientes com SMD (n = 34). Grupo Controle (individuos sauddveis) (n =20). Nota:
outras profissdes: cabeleireiro, motorista e professor.

Os dados laboratoriais como hemograma, mielograma, biopsia de medula 6ssea e
cariétipo, bem como a classificacio, estratificacdo de risco, tratamento e desfecho dos pacientes
com SMD estao descritos na (Tabela 10).

Quanto aos parametros do hemograma, a média da hemoglobina dos pacientes
com SMD foi de 9,39¢g/dL, leucécitos 4941mm3, linfocitos 756, 2mm? e plaquetas 133791 mm?.
50% dos pacientes com SMD apresentaram citopenias em duas linhagens, 62,5% apresentaram
displasias afetando duas linhagens hematopoiéticas, sendo a média da porcentagem de blastos na

MO de 2%. Quanto ao caridtipo, 82,4% dos pacientes foram considerados “Bom”. De acordo
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com a Classificacido da Organizacdo Mundial da Saide (OMS) 2016, 35,3% eram pacientes com
SMD com Displasia em mudltiplas linhagens (DML) e 23,5% eram pacientes com SMD com
sideroblastos em anel com displasia em multiplas linhagens (SMD-SA-DML). Na Classificacdo
da OMS 2022, a maioria dos pacientes foram classificados como SMD com blastos baixos
20,29%, SMD com blastos baixos e sideroblastos em anel 17,65%, SMD COM excesso de
blastos-1 17,65% e SMD hipoplésica 14,71%. De acordo com o escore de progndstico IPSS-R
44,2% dos pacientes eram considerados de baixo risco.

Diante disso, a maioria dos pacientes faziam uso de fatores estimulantes para o
tratamento 47%, além de uso de vitaminas como suplementagdo de ferro, folato e vitamina
B12 35,3%. Apenas 9,38% dos pacientes foram submetidos ao Transplante de células tronco
hematopoiéticas (TCTH). Dos pacientes do estudo 44,1% foram a 6bito no periodo de 2018 a
2022 (Tabela 10).

Tabela 10 — Caracteristica clinicas e laboratoriais dos pacientes com SMD (n = 34).

Parametros Grupos Total de Pancientes n(%)
Hemacias 2,979 + 0,957
Hemoglobina 9,394 4+ 3,052*
Hematdcrito 29,49 + 7,798*
Hemograma Leucécitos 4941 + 2813*
Neutrofilos 2648 +2036*
Linfécitos 756,2 + 532,9*
Plaquetas 5133791 4+ 99572*
1 Linhagem 2 (6,25)
Citopenias (n=32) 2 linhagens 16 (50,0)
3 linhagens 14 (43,75)
1 linhagem 3(9,38)
Displasias (n=32) 2 linhagens 20 (62,5)
3 linhagens 9 (28,12)
Normocelular 6 (17,60)
Celularidade da MO Hipocelular 9 (26,5)
Hipercelular 19 (55,9)

Continua na proxima pagina
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Tabela 10 — Continuagao da pagina anterior

Parametros Grupos Total de Pancientes n(%)
% Blastos na MO 2,018 +2,130*
Muito bom 1(2,9)
Bom 28 (82,4)
Cariotipo Intermediario 2(5,9)
Ruim 1(2,9)
Muito ruim 2 (5,9
SMD DUL 5(14,7)
SMD DML 12 (35,3)
SMD SA DUL 1(2,9)
Classificacao (OMS-2016) SMD SA DML 8(23,5)
SMD com ex-
5(14,7)
cesso de blastos 1
SMD com ex-
1(2,9)
cesso de blastos 2
SMD del(5q) 1(2,9)
SMD inclassificavel 1(2,9)
SMD-5q 1(2,94)
SMD -SF3B1 3(8,82)
SMD -bi TP53 1(2,94)
SMD com blastos baixos
6 (17,65)
e sideroblastos em anel
SMD com blastos
Classificacao (OMS-2022) 7 (20,59)
baixos (SMDLB)
SMD com aumento de
6 (17,65)
blastos (SMD-IB1)
SMD com aumento de
1(2,94)
blastos(SMD-1B2)
SMD com fibrose (SMD-f) 4(11,76)
SMD hipoplasica (SMD-h) 5(14,71)

Continua na préxima pagina
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Tabela 10 — Continuagao da pagina anterior

Parametros Grupos Total de Pancientes n(%)
Muito baixo 8 (23,5)
Baixo 15 (44,2)
IPSS-R Intermediario 8 (23,5)
Muito baixo 8 (23,5)
Baixo 15 (44,2)
Intermediario 8 (23,5)
Obito Nio 19 (55,9)
Sim 15 (44,1)
Vitaminas** 12 (35,3)
Fator estimulante 16(47,05)
Tratamento Agente hipometilante 6 (17,60)
Dependéncia transfusional 8(23,5)
TCTH 3 (9,38)

Nota: * Dados expressos como média e desvio padrdo. ** Vitaminas: (Vit B12, ferro, dcido
félico) SMD: Sindrome Mielodispldsica Hb: hemoglobina; HT: hematocrito; SMD com
inativagdo bialélica de TP53, SMD-DUL: SMD com displasia em unica linhagem; SMDDML.:
SMD com displasia em multiplas linhagens; SMD-SA-DMI: SMD com sideroblastos em anel
com displasia em multiplas linhagens; IPSS-R: Sistema Internacional de Escore Prognéstico

Revisado.

5.2 Expressao de PD1, PD-L.1 e CTLA4 em pacientes com SMD utilizando Imunohis-

toquimica

A expressdo das proteinas PD-1, PD-L1 e CTLA-4 foram realizadas em 67,64%
dos pacientes. As amostras foram analisadas com o auxilio de um microscépio 6ptico, sendo
analisadas nas objetivas de 40x e 100x. Os resultados foram considerados positivos quando

acima de 1% das células estdo marcadas (Figura 10).
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Figura 10 — Imunohistoquimica das proteinas PD1, PD-L1 e CTLA4 em médula 6ssea de
pacientes com SMD.
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(A) Medula 6ssea de paciente com SMD considerado negativa para marcagdo das proteinas PDI,

PD-L1 e CTLA4 por imunohistoquimica (B) Biopsia de medula dssea apresentando marcagdo

positiva de linfécitos para CTLA4. (C) Biopsia de medula dssea apresentando marcagdo positiva

de linfécitos para PD-1. Megacaridcitos com marcagao de positiva de PD-L1. (D) Megacariécito

com marcacao forte de PD-L1. As amostras foram coradas com hematoxilina eosina. Objetiva
x40 (A) e x100 (B, C e D).

A expressdo positiva das proteinas de PD1, PD-L1 e CTLA4 foram observadas em
52,18%, 78,26% e 86,95% dos pacientes com SMD, respectivamente (Tabela 11). Observou-
se uma maior expressio da proteina CTLA4 nos pacientes com SMD quando comparado a

expressao de PD-1 (p=0,034*) (Gréfico 1).
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Tabela 11 — Expressao de PD1, PD-L1 e CTLA4 positividade apds andlise de 100 campos em
porcentagem (n=23).
Presenca de marcacdo | PD1 n (%) | PD-L1n (%) | CTLA4 n (%)
Positivo 12 (52,18) 16 (69,56) 20 (86,95)
Negativo 11 (47,82) 7 (30,44) 3 (13,05)
Nota: Distribui¢do de frequéncia. SPSS 20.0

Grifico 1: Expressdo das proteinas PD1, PD-L1 e CTLA4 em pacientes com SMD

s (p=0,034%)

[ ]

[
1

Score de pontuagdo da expressdo
das proteinas

T
PD1 PDL1 CTLA4

Nota: Score de pontuagdo de expressao das proteinas: O= ausente, 1=fraco, 2= moderado e 3=
forte. Teste de Kruskal-Wallis com pds teste de Dunn. (p<0,05).

A figura 11 , estd descrito a porcentagem de expressdao de PD1, PD-L1 e CTLA4 em
imunohistoquimica de acordo com a intensidade de marcacao negativa, fraco, moderado e forte.
Para PD-1 foram consideradas positivas pequenas células marcadas com marcacdo membranar
ou citoplasmadtica. Dos 52,18% dos pacientes com marcacao positiva de PD-1 observamos perfis
de marcagdes com variagdo entre fraca 30,42%, moderada 17,40% e forte 4,35%.

A expressao da proteina PD-L1 foi positiva em 78,26% dos pacientes, marcacdo que
variaram de fraca 17,40%, moderada 26,08% e forte 34,78% nas células nucleadas da medula
Ossea, enquanto 21,74% nido apresentaram marcacdo. Observamos a expressao positiva de PD-L1
em megacariécitos em 47,82% dos pacientes (Figura 10d; Figura 11).

Para CTLA4 foram consideradas positivas pequenas células marcadas (linfécitos).
A proteina CTLA4 apresentou marcacdo em 86,95% dos pacientes com positividade, sendo
a protefna com maior frequéncia de positividade. A marcacdo de CTLA4 variou entre fraca

52,18%, moderada 21,73% e forte intensidade 13,05%. Além disso, marcagdes inespecificas em
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células no estroma foram observadas, porém ndo foram consideradas.
No Grifico 2, estd exposto a intensidade da expressdo de PD1, PD-L1 e CTLA4
em pacientes com SMD, observou-se uma maior intensidade de marcagdo de células tronco

hematopoiéticas com do PD-L1 nos pacientes com SMD quando comparado ao PD-1 (p =

0,039*).

Figura 11 — Expressdo de PD1, PD-L1 e CTLA4 em imunohistoquimica de acordo com o grau

de marcacdo
R
e
L ]
. -
PD-1 AUSENTE PD-1 FRACO PD-1 MODERADO PD-1 FORTE
(47,82%) (30,42%) (17,40%) (4,35%)

PD-L1 AUSENTE PD-L1 FRACO PD-L1 MODERADO PD-L1 FORTE
(21,74%) (14,40%) (26,08%) (34,78%)

CTLA4 AUSENTE CTLA4 FRACO CTLA4 MODERADO CTLA4 FORTE
(13,04%) (52,18%) (21,74%) (13,04%)

Nota: As amostras de médula 6ssea de pacientes com SMD. Apds a reagdo imunohistoquimica
com os anticorpos Anti-PD1, anti PD-L1 e anti- CTLA4 as 1aminas das amostras foram coradas
com hematoxilina eosina. Objetiva x40 e x100. Fonte préprio autor.
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Grafico 2: Expressido de PD1, PD-L1 e CTLA4 em pacientes com SMD, de acordo com a
intensidade de marcagdo por imunohistoquimica.
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p=0,039*
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Nota:Teste de Kruskal-Wallis com pos teste de Dunn. *(p<0,05).

A andlise de associacdo entre os perfis de expressdo das proteinas PD1, PDL1 e
CTLA4 com as variaveis clinicas e demograficas estdo descritas na (Tabela 12). A expressao
positiva da proteina PD-1 apresentou associagdo significativa com o sexo feminino (p=0,039),
auséncia de mielofibrose (p=0,038) e com a expressdo concomitante de CTLA4 (p=0,010). Na
andlise de associa¢dao de PD-L1 com as varidveis clinicas, observou-se associagdo significativa
entre a expressdo positiva de PD-L1 com a expressao positiva de CTLA4 (p=0,001). J4 na
expressdo de CTLA4, observou-se associagdo estatisticamente significativa com os neutréfilos
com parametros normais (p=0,015), alteracdes na linhagem granulocitica (p=0,015) e com a
expressao positiva de PD-1 e PD-L1, com significancia de (p=0,010) e (p=0,001) respectivamente
(Tabela 12).



Tabela 12 — Avaliacdo da associacdo das caracteristicas sociodemogréficas e clinico-laboratoriais com a expressdo por imuno-histoquimica de PD-1,

PD-L1 e CTLA4 dos pacientes com SMD (n=34).

PD-1 PD-L1 CTLA-4

Nao Sim p-valor Nao Sim p-valor Nao Sim p-valor
Sexo
Masculino 11(64,7%) | 5(29,4%) | 0.039* | 9(64,3%) 7(35,0%) 0,092 | 7(63,6%) 9(39,1%) | 0,18
Feminino 6(35,3%) 12 (70,6%) 5@35,7%) | 13 (65,0%) 4(36,4%) | 14 (60,9%)
Idade
Até 70 7(438%) | 6(37,5%) 0,719 | 6 (46,2% ) | 7(36,8%) | 0,598 | 4(36,4%) 9(42,9%) | 0,722
>70 9(59,9%) | 10 (62,5%) 7(53,8%) | 12 (63,2%) 7(63,6%) 12 (57,1%)
Procedéncia
Interior 2 (11.8%) 6 (35.3%) 0,236 | 4 (28.6%) 4 (20.0%) 0,516 | 2(18.2%) 6 (26.1%) | 0,051
Fortaleza 8 (47.1%) 7 (41.2%) 7 (50.0%) 8 (40.0%) 8 (72.7%) 7 (30.4%)
Nao Informado 7 (41.2%) 4 (23.5%) 3 (21.4%) 8 (40.0%) 1 (9.1%) 10 (43.5%)
Profissao
Nao Informado 10 (58.8%) | 7 (41.2%) 0,558 | 7(50.0%) | 10(50.0%) | 0,541 | 4(36.4%) | 13 (56.5%) | 0,671
Agricultor 1 (5.9%) 4 (23.5%) 3(21.4%) 2 (10.0%) 2 (18.2%) 3 (13.0%)
Doméstica 3 (17.6%) 3 (17.6%) 1 (7.1%) 5(25.0%) 2 (18.2%) 4 (17.4%)
Auténomo 2 (11.8%) 1 (5.9%) 2 (14.3%) 1 (5.0%) 1 (9.1%) 2 (8.7%)
Outros 1 (5.9%) 2 (11.8%) 1 (7.1%) 2 (10.0%) 2 (18.2%) 1 (4.3%)

[oN
w



Continuagdo da tabela 12 da pagina anterior

PD-1 PD-L1 CTLA-4

Nao Sim p-valor Nao Sim p-valor Nao Sim p-valor
Hemacias
Baixo 14 (87.5%) | 15 (100.0%) | 0,157 | 13(92.9%) | 16 (94.1%) | 0,887 | 9 (81.8%) | 20 (100.0%) | 0,067
Normal 2 (12.5%) 0 (0.0%) 1(7.1%) 1 (5.9%) 2 (18.2%) 0 (0.0%)
Hemoglobina
Baixo 15 (93.8%) | 15 (93.8%) 1 13 (92.9%) | 17 (94.4%) | 0,854 | 10 (90.9%) | 20 (95.2%) | 0,631
Normal 1 (6.3%) 1(6.3%) 1(7.1%) 1 (5.6%) 1(9.1%) 1 (4.8%)
Hematécrito
Baixo 14 (93.3%) | 12(75.0%) | 0,165 | 12(85.7%) | 14 (82.4%) 0,8 10 (90.9%) | 16 (80.0%) | 0,429
Normal 1 (6.7%) 4 (25.0%) 2 (14.3%) 3 (17.6%) 1(9.1%) 4 (20.0%)
Leucdcito
Baixo 7 (43.8%) 4(25.0%) | 0,365 | 6(42.9%) 5278%) | 0,493 | 6(54.5%) 5(23.8%) | 0,193
Normal 9(56.3%) | 11(68.8%) 8(57.1%) | 12 (66.7%) 5455%) | 15(71.4%)
Alto 0 (0.0%) 1(6.3%) 0 (0.0%) 1 (5.6%) 0 (0.0%) 1 (4.8%)
Neutrdfilo
Baixo 7 (43.8%) 3 (18.8%) 0,22 6 (42.9%) 4(222%) | 0,346 | 7(63.6%) 3(143%) | 0,015%
Normal 9(56.3%) | 12(75.0%) 8(57.1%) | 13 (72.2%) 4(36.4%) | 17 (81.0%)
Alto 0 (0.0%) 1 (6.3%) 0 (0.0%) 1 (5.6%) 0 (0.0%) 1 (4.8%)
Eosinofilo )




Continuagdo da tabela 12 da pagina anterior

PD-1 PD-L1 CTLA-4

Nao Sim p-valor Nao Sim p-valor Nao Sim p-valor
Baixo 5(31.3%) 7(43.8%) | 0,696 | 7(50.0%) 5278%) | 0435 | 4(36.4%) 8 (38.1%) | 0,993
Normal 9 (56.3%) 8 (50.0%) 6 (42.9%) | 11(61.1%) 6 (54.5%) | 11(52.4%)
Alto 2 (12.5%) 1(6.3%) 1(7.1%) 2(11.1%) 1 (9.1%) 2 (9.5%)
Linfocito
Baixo 11 (68.8%) | 10(62.5%) | 0,71 9(64.3%) | 12(66.7%) | 0,888 | 8(72.7%) | 13 (61.9%) | 0,54
Normal 5(31.3%) 6 (37.5%) 5(35.7%) 6 (33.3%) 3(27.3%) 8 (38.1%)
Basofilo
Baixo 0 (0.0%) 0 (0.0%) 1 0 (0.0%) 0 (0.0%) 1 0 (0.0%) 0 (0.0%) 1
Normal 16(100.0%) | 16 (100.0%) 14(100.0%) | 18 (100.0%) 11(100.0%) | 21(100.0%)
Monocito
Baixo 3 (18.8%) 2(12.5%) | 0,881 | 3(21.4%) 2(11.1%) | 0,597 | 3(27.3%) 209.5%) |04
Normal 9(56.3%) | 10(62.5%) 7 (50.0%) | 12 (66.7%) 6 (54.5%) | 13(61.9%)
Alto 4 (25.0%) 4 (25.0%) 4 (28.6%) 4 (22.2%) 2 (18.2%) 6 (28.6%)
Plaqueta
Baixo 12 (75.0%) | 11(68.8%) | 0911 | 1285.7%) | 11(61.1%) | 0,238 | 9 (81.8%) | 14 (66.7%) | 0,501
Normal 3 (18.8%) 4 (25.0%) 2 (14.3%) 5(27.8%) 2 (18.2%) 5(23.8%)
Alto 1 (6.3%) 1 (6.3%) 0 (0.0%) 2(11.1%) 0 (0.0%) 2 (9.5%)
Citopenia a
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PD-1 PD-L1 CTLA-4

Nao Sim p-valor Nao Sim p-valor Nao Sim p-valor
1 Linhagem afetada 1 (6.3%) 1 (6.3%) 0,765 1 (7.1%) 1 (5.6%) 0,982 1(9.1%) 1(4.8%) | 0,862
2 Linhagens afetadas 7 (43.8%) 9 (56.3%) 7 (50.0%) 9 (50.0%) 50455%) | 11(52.4%)
3 Linhagens afetadas 8 (50.0%) 6 (37.5%) 6 (42.9%) 8 (44.4%) 5(45.5%) 9 (42.9%)
Displasias
1 Linhagem afetada 3 (18.8%) 1 (5.9%) 0,39 2 (14.3%) 2(10.5%) | 0,924 1(9.1%) 3(13.6%) | 0,253
2 Linhagens afetadas 8(50.0%) | 12 (70.6%) 8(57.1%) | 12(63.2%) 5(455%) | 15(68.2%)
3 Linhagens afetadas 5(31.3%) 4 (23.5%) 4 (28.6%) 5(26.3%) 5(45.5%) 4 (18.2%)
Celularida da MO
Normocelular 4 (23.5%) 2(11.8%) | 0,535 | 2(14.3%) 4 (20.0%) | 0,586 1(9.1%) 521.7%) | 0,201
Hipocelular 5(29.4%) 4 (23.5%) 5(35.7%) 4 (20.0%) 5(45.5%) 4 (17.4%)
Hipercelular 8 (47.1%) | 11 (64.7%) 7 (50.0%) | 12 (60.0%) 5(45.5%) | 14 (60.9%)
Eritopoese
Normal 4 (23.5%) 4 (23.5%) 0,44 | 4(28.57%) | 4(21.05%) | 0,908 | 2(18.18%) | 6(27.27%) | 0,941
Hiperplasia 7 (43.8%) 4 (23.5%) 5(35.71%) | 6 (31.58%) 4 (36.36%) | 7(31.82%)
Hipoplasia 4 (23.5%) 5(29.5%) 3(21.43%) | 6 (31.58%) 3(27.27%) | 6 (27.27%)
Displasia 1 (6.3%) 4 (23.5%) 2 (14.29%) | 3 (15.79%) 2 (18.18%) | 3 (13.64%)
Granulopoese
Normal 3(18.75%) | 8 (47.06%) | 0,209 | 3(21.43%) | 8 (42.11%) | 0,502 0 (0.0%) 11 (50%) g| 0,015%*




Continuagdo da tabela 12 da pagina anterior

PD-1 PD-L1 CTLA-4

Nao Sim p-valor Nao Sim p-valor Nao Sim p-valor
Hiperplasia 3 (18.75%) | 4 (23.53%) 3(21.43%) | 4 (21.05%) 4 (36.36%) | 3 (13.64%)
Hipoplasia 6 (37.5%) | 2(11.76%) 5(35.71%) | 3 (15.79%) 5(45.45%) | 3 (13.64%)
Displasia 4 (25%) 3 (17.64%) 3(21.43%) | 4 (21.05%) 2 (18.18%) | 5(22.73%)
Plaquetopoese
Normal 4(25.0%) | 2(11.76%) | 0,431 | 2(14.29%) | 4 (21.05%) | 0,367 | 2(18.18%) | 4 (18.18%) | 0,8584
Hiperplasia 2 (15.50%) | 6 (35.29%) 4 (28.57%) | 4(21.05%) 3(27.27%) | 5(22.73%)
Hipoplasia 531.25%) | 5(29.41%) 6 (42.86%) | 4 (21.05%) 4 (36.36%) | 6(27.27%)
Displasia 5(31.25%) | 4(23.53%) 2 (14.29%) | 7 (36.85%) 2 (18.18%) | 7(31.82%)
Sidedroblastos em anel
Nao 11 (68.8%) | 11(64.7%) | 0,805 | 10 (71.4%) | 12 (63.2%) | 0,618 | 7(63.6%) | 15(68.2%) | 0,794
Sim 5(31.3%) 6 (35.3%) 4 (28.6%) 7 (36.8%) 4 (36.4%) 7 (31.8%)
Cariotipo
Bom 14 (82.4%) | 15(88.2%) | 0,169 | 12 (85.7%) | 17 (85.0%) | 0,843 | 10(90.9%) | 19 (82.6%) | 0,619
Intermedidrio 0 (0.0%) 2 (11.8%) 1(7.1%) 1 (5.0%) 0 (0.0%) 2 (8.7%)
Ruim 1 (5.9%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 1 (5.0%) 0 (0.0%) 1 (4.3%)
Muito ruim 2 (11.8%) 0 (0.0%) 1(7.1%) 1 (5.0%) 1(9.1%) 1(4.3%)
Alteracoes moleculares
Nao 10 (66.7%) | 11(64.7%) | 0,907 | 9(64.3%) | 12(66.7%) | 0,888 | 7(63.6%) | 14 (66.7%)3| 0,864
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PD-1 PD-L1 CTLA-4

Nao Sim p-valor Nao Sim p-valor Nao Sim p-valor
Sim 5(33.3%) 6 (35.3%) 5 (35.7%) 6 (33.3%) 4 (36.4%) 7 (33.3%)
Mielofibrose
Nio 16 100.0%) | 13 (76.5%) | 0,038* | 12 (85.7%) | 17 (89.5%) | 0,744 | 10(90.9%) | 19 (86.4%) | 0,706
Sim 0 (0.0%) 4 (23.5%) 2 (14.3%) 2 (10.5%) 1(9.1%) 3 (13.6%)
Dependéncia Transfusional
Nao 14 (82.4%) | 12(70.6%) | 0,419 | 12 (85.7%) | 14 (70.0%) | 0,288 | 9 (81.8%) | 17(73.9%) | 0,129
Sim 3 (17.6%) 5(29.4%) 2 (14.3%) 6 (30.0%) 2 (18.2%) 6 (26.1%)
Classificacao OMS 2022
SMD com anomalias genéticas definidores | 3 (17.6%) 6 (35.3%) 0,244 3(21.4%) 6 (30.0%) 0,577 1(9.1%) 8(34.8%) | 0,611
SMD definida por morfologia 14 (82.4%) | 11 (64.7%) 11 (78.6%) | 14 (70.0%) 10 (90.9%) | 15 (65.2%)
Sub Classificacao OMS 2022
SMD-5q 0 (0.0%) 1 (5.9%) 0,433 0 (0.0%) 1 (5.0%) 0,439 0 (0.0%) 1(4.3%) |0,613
SMDEF3BI 1 (5.9%) 2 (11.8%) 1(7.1%) 2 (10.0%) 0 (0.0%) 3 (13.0%)
MDS com inativagdo bialélica de TP53 0 (0.0%) 1(5.9%) 0 (0.0%) 1 (5.0%) 0 (0.0%) 1 (4.3%)
MDS com blastos baixos e MDS-RS 4 (23.5%) 2(11.8%) 4 (28.6%) 2 (10.0%) 2 (18.2%) 4 (17.4%)
SMD com blastos baixos (SMD-LB) 3 (17.6%) 4 (23.5%) 2 (14.3%) 5(25.0%) 2 (18.2%) 521.7%)
SMD com aumento de blastos (SMD-IB1) | 5 (29.4%) 1(5.9%) 2 (14.3%) 4 (20.0%) 3(27.3%) 3 (13.0%)
SMD com aumento de blastos (SMD-1B2) 1(5.9%) 0 (0.0%) 1(7.1%) 0 (0.0%) 1(9.1%) 0 (0.0%) g
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PD-1 PD-L1 CTLA-4

Nao Sim p-valor Nao Sim p-valor Nao Sim p-valor
SMD com fibrose (SMD-f) 1 (5.9%) 3(17.6%) 3(21.4%) 1 (5.0%) 2 (18.2%) 2 (8.7%)
SMD hipoplasicab SMD-h 2 (11.8%) 3(17.6%) 1 (7.1%) 4 (20.0%) 1(9.1%) 4 (17.4%)
Classificacao OMS 2016
SMD DUL 2 (11.8%) 3(17.6%) | 0,303 | 3(21.4%) 2 (10.0%) 0,64 2 (18.2%) 3(13.0%) | 0,484
SMD DML 4 (23.5%) 8 (47.1%) 4 (28.6%) 8 (40.0%) 2(182%) | 10(43.5%)
SMD SA SML 4 (23.5%) 4 (23.5%) 4 (28.6%) 4 (20.0%) 3(27.3%) 521.7%)
SMD com excesso de Blasto 1 5(29.4%) 1 (5.9%) 2 (14.3%) 4 (20.0%) 3 (27.3%) 3 (13.0%)
SMD com excesso de blasto 2 1 (5.9%) 0 (0.0%) 1(7.1%) 0 (0.0%) 1(9.1%) 0 (0.0%)
SMD DEL 5Q 0 (0.0%) 1(5.9%) 0 (0.0%) 1 (5.0%) 0 (0.0%) 1 (4.3%)
SMD inclassificavel 1 (5.9%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 1 (5.0%) 0 (0.0%) 1 (4.3%)
Risco IPRSS R
Muito baixo 3(17.6%) 5294%) | 0,127 | 3(21.4%) 525.0%) | 0,904 | 2(18.2%) 6 (26.1%) | 0,677
Baixo 5(29.4%) | 10(58.8%) 7 (50.0%) 8 (40.0%) 4(36.4%) | 11 (47.8%)
Intermedidrio 6 (35.3%) 2 (11.8%) 3(21.4%) 5(25.0%) 4 (36.4%) 4 (17.4%)
Alto 1 (5.9%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 1 (5.0%) 0 (0.0%) 1 (4.3%)
Muito alto 2 (11.8%) 0 (0.0%) 1(7.1%) 1 (5.0%) 1(9.1%) 1(4.3%)
Obito
Nao 10 (58.8%) | 9 (52.9%) 0,73 | 10(71.4%) | 9(45.0%) | 0,127 | 7(63.6%) | 12 (52.2%)g| 0,529
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PD-1 PD-L1 CTLA-4

Nao Sim p-valor Nao Sim p-valor Nao Sim p-valor
Sim 7 (41.2%) 8 (47.1%) 4 (28.6%) | 11 (55.0%) 4 (36.4%) | 11 (47.8%)
Progressao
Nio 10 (58.8%) | 10 (58.8%) 1 10 (71.4%) | 10 (50.0%) | 0,211 | 7(63.6%) | 13(56.5%) | 0,693
Sim 7 (41.2%) 7 (41.2%) 4 (28.6%) | 10 (50.0%) 4 (36.4%) | 10 (43.5%)
TCTH
Nao 15 (88.2%) | 16 (94.1%) | 0,545 | 13(92.9%) | 18 (90.0%) | 0,773 | 10(90.9%) | 21 (91.3%) | 0,97
Sim 2 (11.8%) 1 (5.9%) 1 (7.1%) 2 (10.0%) 1 (9.1%) 2 (8.7%)
PD1
Nio - - - 9 (64.3%) 8(40.0%) | 0,163 | 9 (81.8%) 8 (34.8%) | 0,010%
Sim - - 535.7%) | 12 (60.0%) 2(182%) | 15(65.2%)
PD-L1
Nio 9 (52.9%) 529.4%) | 0,163 - - - 9 (81.8%) 5@21.7%) | 0,001*
Sim 8(47.1%) | 12(70.6%) - - 2(182%) | 18 (78.3%)
CTLA4
Nio 9 (52.9%) 2(11.8%) | 0,010* | 9 (64.3%) 2 (10.0%) | 0,001%* - - -

0L
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PD-1

Nao

Sim

p-valor

PD-L1

Nao

Sim

p-valor

CTLA-4

Nao

Sim

p-valor

Sim

8 (47.1%)

15 (88.2%)

5(35.7%)

18 (90.0%)

Nota: Abreviacdes: OMS: Organizacdo Mundial da Saide. SMD: Sindrome Mielodispldsica Hb: hemoglobina; HT: hematocrito; SMD-DUL: SMD
com displasia em tnica linhagem; SMDDML: SMD com displasia em multiplas linhagens; SMD-SA-DMI: SMD com sideroblastos em anel com
displasia em multiplas linhagens; IPSS-R: Sistema Internacional de Escore Prognéstico Revisado; *Teste exato de Fischer. **Teste chi-quadrado de

Pearson. *** Teste chi-quadrado de Pearson com correc@o de Yates, considerado estatisticamente significante p<0,05.

End of Table
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5.3 Expressao de PD1, PD-L1 e CTLA4 em pacientes com SMD utilizando PCR em tempo

real

A frequéncia da expressdo génica para os genes PD1, PDL1 e CTLA4, estdo descritos
no Griéfico 3. Para o gene PD1, observou-se a amplificagdo desse gene em 28,57% dos pacientes
com SMD. O gene PD-L1, apresentou uma frequéncia de expressao positiva em 23,81% dos
pacientes. A frequéncia de amplificacdo do gene CTLA4 foi de 33,33% dos pacientes com SMD.
Um total de 14,28% dos pacientes apresentou amplificagdo dos trés genes PD1, PDL1 e CTLA4
concomitantes. Na comparacdo entre os perfis de expressao génica dos transcritos ndo se observa

diferenca significativa entre as frequéncias dos transcritos expressos (p=0,853) (Grafico 3).

Grafico 3: Comparacido da frequéncia de expressido dos genes PD1, PD-L1 e CTLA4 em
pacientes com SMD (n = 21).
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Nota: Comparagdo de médias + desvio padrdo da expressao do mRNA dos genes PD1, PD-L1
e CTLA4 (2AC,) de pacientes com SMD (n=21). Valor de p obtido através do teste de Mann-
Whitney. *p=0,853. Fonte: Do préprio autor.

A Expressao dos genes check-point imune em pacientes com SMD foram compa-
radas com o grupo controle (GC) utilizando qPCR. As comparacdes da expressao dos genes
relacionados ao check-point imune PD-1, PD-L.1 e CTLA4 em pacientes com SMD e GC estao
descritas nos graficos 4 a 6. No Gréfico 4, observou-se que os pacientes com SMD apresenta-
ram niveis mais elevados da expressdo do gene PD1 em comparagdo ao grupo controle (GC),
no entanto, ndo houve diferenca estatistica (p= 0,7654), as médias + desvio padrdo foram

7542 +16760(n = 21) e 4664 +-9618(n = 15), respectivamente (Grafico 4).
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Grafico 4: Nivel de expressiao do gene PD1 em pacientes com SMD e GC (p=0,7654)
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Nota: Comparacdo de médias + desvio padrdo da expressdo do mRNA do gene PDI (2AC,) de
pacientes com SMD (n=21) e grupo controle (GC) (n=15). Valor de p obtido através do teste de
Mann-Whitney. p=0,4972. Fonte: Do proprio autor.

A comparagdo da expressdao do gene PD-L1 nos pacientes com SMD e GC, néo se
apresentou estatisticamente significante (p=0,5973), com média £ desvio padrdo no grupo de
pacientes com SMD (7937 4 18344; n = 21) em relagdo ao GC (8328 £ 18483) n = 15) (Gréfico
5).

Griéfico 5: Nivel de expressdo do gene PD-L1 em pacientes com SMD e GC (p=0,5973)
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Nota: Comparagio de médias + desvio padrdo da expressio do mRNA do gene PD-L1 (2AC,)

de pacientes com SMD (n=21) e grupo controle (GC) (n=15). Valor de p obtido através do teste
de Mann-Whitney. p=0,5973. Fonte: Do préprio autor.

A comparacao dos niveis de expressdao do gene CTLA4 em pacientes com SMD e
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GC ndo apresentou diferenca estatisticamente significativas (p = 0,6663), as médias + desvio
padrao foram 10407 4+-24365(n = 21) SMD e 10122 +21146 (n = 15) GC, respectivamente
(Grafico 6).

Ao comparar a expressdo (2AC,) dos trés genes PD1, PD-L1 e CTLA4 com o
controle, o gene GAPDH, observou-se uma diferenca estatisticamente significativa entre a
expressdo do grupo controle comparado aos genes PD1, PD-L1 e CTLA4 (p=0,04*, p=0,01%* e

p=0,03***)_ respectivamente (Grafico 7).

Grafico 6: Nivel de expressdao do gene CTLA4 em pacientes com SMD e GC (p=0,6663)
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Nota: Comparacdo de médias + desvio padrdo da expressdao do mRNA do gene CTLA4 (2AC,)
de pacientes com SMD (n=21) e grupo controle (GC) (n=15). Valor de p obtido através do teste
de Mann-Whitney. p=0,6663. Fonte: Do préprio autor.
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Grafico 7: Comparacdo das expressdes dos genes PD1, PD-L1, CTLA4 e o gene Controle
GAPDH (p=0,005)
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Nota: Comparacdo do CT da expressao do mRNA dos genes PD1, PD-L1 E CTLA4 e gene
controle GAPDH em pacientes com SMD (n=21). Valor de p obtido através do teste de Kruskal
Wallis. p=0,005. Comparacao entre GAPDH vs. PD1 p=0,04*, GAPD vs. PD-L1 p=0,01*%*,
GAPD vc. CTLA4 p=0,03***. Ns = ndo estatisticamente significativo. CT=cycle threshold ou
ciclo de quantificacdo. Fonte: Do préprio autor.

A andlise multivariada da expressdao génica de PD-1, PD-L1 e CTLA4 com as
varidveis sociodemograficas e clinicas estdo descritas na Tabela 13. Para o gene PD- 1 observou-
se associacdo estatisticamente significativa com idade < 70 anos (p=0,006). A expressao positiva
do gene PD1 também apresentou associagdo estatisticamente significativa em relac@o a expressao
positiva dos genes PDL1 (p=0,003) e CTLA4 (p=0,040). A andlise multivariada, o gene PD-L]1,
apresentou associa¢do estatisticamente significativa com a dependéncia transfusional (p = 0,029)
e com a classificacdo da SMD 2022, SMD hipopléasica (p=0,044). O gene PD-L1, também
apresentou associagdo com a expressao dos genes PD-1 (p=0,003) e CTLA4 (p=0,011). O
gene CTLA4 ndo apresentou associacio estatisticamente significativa com as variaveis clinicas,
associando-se apenas, com a expressao positiva de PD-1 (p=0,040) e PDL1 (p=0,011) (Tabela
13).



Tabela 13 — Andlise multivariada da associa¢@o das caracteristicas sociodemograficas e clinico-laboratoriais com a expressao génica de PD-1, PD-L1

e CTLA4 dos pacientes com SMD (n=21)

PD-1 PD-L1 CTLA-4

Nao Sim p-valor Nao Sim p-valor Nao Sim p-valor
Sexo
Masculino 9 (60.00%) | 2(33.33%) | 0,269 | 9 (56.25%) | 2(40.00%) | 0,523 | 8(57.14%) | 3 (42.86%) | 0,536
Feminino 6 (40.00%) | 4 (66.67%) 7 (43.75%) | 3 (60.00%) 6 (42.86%) | 4 (57.14%)
Idade
Até 70 3(20.00%) | 5(83.33%) | 0,006* | 5(31.25%) | 2 (40.00%) | 0,717 | 5(35.71%) | 4 (57.14%) | 0,349
>70 12 (80.00%) | 1 (16.67%) 11 (68.75%) | 3 (60.00%) 9 (64.29%) | 3 (42.86%)
Procedéncia
Interior 6 (40%) 1(16.67%) | 0,1028 | 6(37.50%) | 0(0.0%) 0,245 | 6(42.86%) | 0(0.0%) | 0,113
Fortaleza 5(33.33%) | 5(83.33%) 7 (43.75%) | 3 (60.00%) 5@35.71%) | 5(71.83%)
Nao Informado 4(26.67%) | 0(0.0%) 3 (18.75%) | 2 (40.00%) 3(21.43%) | 2(28.57%)
Procedéncia
Nao informado 6 (40%) 2 (33.33%) | 0,4042 | 6(37.50%) | 2 (40.00%) | 0,177 | 4(28.57%) | 4 (57.14%) | 0,533
Agricultor 4 (26.67%) | 1(16.67%) 5@31.25%) | 0(0.0%) 4 (28.57%) | 1(14.29%)
Doméstica 3 (20%) 0 (0.0%) 3(18.75%) | 0 (0.0%) 3(21.43%) | 0(0.0%)
Auténomo 1(6.67%) | 1(16.67%) 1 (6.25%) | 1(20.00%) 1(7.14%) | 1(14.29%)
Outros 1(6.67%) | 2(33.33%) 1 (6.25%) | 2 (40.00%) 2 (14.29%) | 1 (14.29%)

J
[@)
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PD-1 PD-L1 CTLA-4

Nao Sim p-valor Nao Sim p-valor Nao Sim p-valor
Hemacias
Baixo 14 (93.33%) | 6 (100.0%) | 0,5169 | 12 (75.00%) | 5 (100.0%) | 0,214 | 13 (92.86%) | 5 (71.43%) | 0,1859
Normal 1 (6.67%) 0 (0.0%) 4 (25.00%) | 0(0.0%) 7(7.14%) | 2 (28.57%)
Hemacias
Baixo 11 (73.33%) | 4 (66.67%) | 0,76 | 10 (62.50%) | 5 (100.0%) | 0,105 | 10 (71.43%) | 5 (71.43%) | 0,608
Normal 4 (26.67%) | 2(33.33%) 6 (37.50%) | 0(0.0%) 4 (28.57%) | 2 (28.57%)
Hematécrito
Baixo 13 (86.67%) | 4 (66.67%) | 0,2917 | 14 (87.50%) | 5 (100.0%) | 0,405 | 12 (85.71%) | 7 (100.0%) | 0,2931
Normal 2 (13.33%) | 2(33.33%) 2(12.50%) | 0(0.0%) 2(14.29%) | 0(0.0%)
Leucdcito
Baixo 11(73.33%) | 3(50%) | 0,3055 | 6(37.50%) | 2(40.00%) | 0,92 | 11(78.57%) | 5(71.43%) | 0,7171
Normal 4 (26.67%) 3 (50%) 10 (62.50%) | 3 (60.00%) 3(21.43%) | 2(28.57%)
Neutrdfilo
Baixo 8(53.33%) | 4(66.67%) | 0,577 | 7(43.75%) | 2(40.00%) | 0,882 | 9(64.29%) | 2(28.57%) | 0,1224
Normal 7 (46.67%) | 2 (33.33%) 9 (56.25%) | 3 (60.00%) 5(35.71%) | 5(71.43%)
Eosinofilo
Baixo 2(13.33%) | 2(33.33%) | 0,4966 | 3 (18.75%) | 0(0.0%) | 0426 | 3(21.43%) | 3 (42.86%) | 0,4984
Normal 12 (80%) | 4 (66.67%) 12 (75.00%) | 4 (80.00%) 10 (71.43%) | 4 (57.14%) 3
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PD-1 PD-L1 CTLA-4

Nao Sim p-valor Nao Sim p-valor Nao Sim p-valor
Alto 1 (6.67%) 0 (0.0%) 1(6.25%) | 1(20.00%) 1 (7.14%) 0 (0.0%)
Linfocito
Baixo 11 (73.33%) | 5(83.33%) | 0,6269 | 9 (60.00%) | 4 (80.00%) | 0,416 | 11 (78.57%) | 4 (57.14%) | 0,3055
Normal 4(26.67%) | 1(16.67%) 6 (40.00%) | 1 (20.00%) 3(21.43%) | 3 (42.86%)
Basofilo
Normal 15 (100.0%) | 6 (100.0%) 1 16 (100.0%) | 5 (100.0%) 1 14 (100.0%) | 7 (100.0%) | 1
Monocito
Baixo 1(6.67%) | 1(16.67%) | 0,727 1(6.25%) | 2(40.00%) | 0,17 1(7.14%) | 2 (28.57%) | 0,3679
Normal 7 (46.67%) | 2 (33.33%) 10 (62.50%) | 2 (40.00%) 7 (50.0%) | 2 (28.57%)
Alto 7 (46.67%) 3 (50%) 5@31.25%) | 1(20.0%) 6 (42.86%) | 3 (42.86%)
Plaqueta
Baixo 11 (73.33%) | 4 (66.67%) | 0,6884 | 13 (81.25%) | 2 (40.00%) | 0,089 | 10 (71.43%) | 5 (71.43%) | 0,7408
Normal 3 (20%) 2 (33.33%) 2 (12.50%) | 3 (60.00%) 3(21.43%) | 2(28.57%)
Alto 1 (6.67%) 0 (0.0%) 1 (6.25%) 0 (0.0%) 1 (7.14%) 0 (0.0%)
Citopenia
1 Linhagem afetada 1(6.67%) | 1(16.67%) | 0,5106 | 1 (6.25%) 1 (20.0%) | 0,62 0 (0.0%) 1 (14.29%) | 0,2956
2 Linhagens afetadas 9 (60%) 2 (33.33%) 9 (56.25%) | 2 (40.00%) 9 (64.29%) | 3 (42.86%)
3 Linhagens afetadas 5(33.33%) 3 (50%) 6 (37.50%) | 2 (40.00%) 5(35.71%) | 3 (42.86%) R
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PD-1 PD-L1 CTLA-4

Nao Sim p-valor Nao Sim p-valor Nao Sim p-valor
Displasias
1 Linhagem afetada 1(6.67%) | 1(16.67%) | 0,7691 | 1 (6.25%) 1 (20.0%) | 0,554 1(7.14%) | 1(14.29%) | 0,8515
2 Linhagens afetadas 9 (60%) 3 (50%) 10 (62.50%) | 2 (40.00%) 8 (57.14%) | 4 (57.14%)
3 Linhagens afetadas 5(33.33%) | 2(33.33%) 5 (31.25%) | 2 (40.00%) 5(35.71%) | 2 (28.57%)
Celularidade da MO
Normocelular 2(13.33%) | 1(16.67%) | 0,5181 | 3 (18.75%) | 0(0.0%) | 0,282 | 2(14.29%) | 1(14.29%) | 0,7251
Hipocelular 4 (26.67%) | 2 (33.33%) 4 (25.00%) | 3 (60.00%) 2 (14.29%) | 2 (28.57%)
Hipercelular 9 (60%) 3 (50%) 9 (56.25%) | 2 (40.00%) 10 (71.43%) | 4 (57.14%)
Eritropoese
Normal 3 (20%) 1(16.67%) | 0,9335 | 3(18.75%) | 1(20.0%) | 0,8834 | 3(21.43%) | 1 (14.29%) | 0,2713
Hiperplasia 5(33.33%) | 2(33.33%) 6 (37.50%) | 1(20.0%) 3(21.43%) | 4(57.14%)
Hipoplasia 4 (26.67%) | 2(33.33%) 4 (25.00%) | 2 (40.00%) 4 (28.57%) | 2 (28.57%)
Displasias 3 (20%) 1 (16.67%) 3(18.75%) | 1(20.0%) 4 (28.57%) | 0(0.0%)
Granulopoese
Normal 3 (20%) 4 (66.67%) | 0,1714 | 4(25.00%) | 3 (60.00%) | 0,4352 | 3(21.43%) | 4 (57.14%) | 0,2113
Hiperplasia 3 (20%) 1 (16.67%) 4 (25.00%) | 0(0.0%) 3(21.43%) | 1(14.29%)
Hipoplasia 5(33.33%) | 0(0.0%) 4 (25.00%) | 1(20.0%) 3(21.43%) | 2(28.57%)
Displasias 4(26.67%) | 1(16.67%) 4 (25.00%) | 1(20.0%) 53571%) | 0(0.0%) g




Continuagdo da tabela 13 da pagina anterior

PD-1 PD-L1 CTLA-4

Nao Sim p-valor Nao Sim p-valor Nao Sim p-valor
Plaquetopoese
Normal 3 (20%) 0(0.0%) | 0,5519 | 2(12.50%) | 1(20.0% | 0,2683 | 1(7.14%) | 2(28.57%) | 0,3834
Hiperplasia 5(33.33%) | 2(33.33%) 7 (43.75%) | 0(0.0%) 6 (42.86%) | 1(14.29%)
Hipoplasia 5(33.33%) | 2(33.33%) 5 (31.25%) | 2 (40.00%) 4 (28.57%) | 3 (42.86%)
Displasias 2 (13.33%) | 2(33.33%) 2 (12.50%) | 2 (40.00%) 3(21.43%) | 1(14.29%)
% Blatos na MO
<2% 9 (60%) 6 (100.0%) | 0,0668 | 10 (62.50%) | 4 (80.0%) | 0,4687 | 9 (64.29%) | 6 (85.71%) | 0,305
>2% 6 (40%) 0 (0.0%) 6 (37.50%) | 1(20.00%) 5@35.71%) | 1(14.29%)
Sideroblastos em anel
Nao 11 (73.33%) | 5(83.33%) | 0,6269 | 12 (75.00%) | 4 (80.0%) | 0,818 | 10(71.43%) | 6 (85.71%) | 0,4687
Sim 4(26.67%) | 1(16.67%) 4 (25.00%) | 1(20.00%) 4 (28.57%) | 1 (14.29%)
Cariotipo
Bom 12 (80%) | 6 (100.0%) | 0,4966 | 13 (81.25%) | 5 (100.0%) | 0,578 | 11 (78.57%) | 7 (100.0%) | 0,4169
Intermedidrio 1 (6.67%) 0 (0.0%) 1 (6.25%) 0 (0.0%) 1 (7.14%) 0 (0.0%)
Muito ruim 2(13.33%) | 0(0.0%) 2(12.50%) | 0(0.0%) 2(14.29%) | 0 (0.0%)
Alteracoes moleculares
Nao 10 (66.67%) | 5(83.33%) | 0,445 | 11 (68.75%) | 4 (80.0%) | 0,626 | 10(71.43%) | 5(71.43%) | 0,6084
Sim 5(33.33%) | 1(16.67%) 5(31.25%) | 1(20.00%) 4 (28.57%) | 2(28.57%) &




Continuagdo da tabela 13 da pagina anterior

PD-1 PD-L1 CTLA-4

Nao Sim p-valor Nao Sim p-valor Nao Sim p-valor
MIELOFIBROSE
Nio 12 (80%) | 5(83.33%) | 0,8605 | 12 (75.00%) | 5 (100.0%) | 0,214 | 10(71.43%) | 7 (100.0%) | 0,116
Sim 3 (20%) 1 (16.67%) 4 (25.00%) | 0(0.0%) 4 (28.57%) | 0(0.0%)
Transfusional
Nio 13 (86.67%) | 3(50.0%) | 0,074 | 14 (87.50%) | 2 (40.00%) | 0,029* | 11 (78.57%) | 5 (71.43%) | 0,7171
Sim 2(13.33%) | 3(50.0%) 2 (12.50%) | 3 (60.00%) 3(21.43%) | 2(28.57%)
Classificacio OMS 2022
SMD com anomalias genéticas definidores | 4 (26.67%) 0 (0.0%) 0,159 | 4 (25.00%) 0 (0.0%) 0,214 | 3(21.43%) | 1 (14.29%) | 0,6944
SMD definida por morfologia 11(73.33%) | 6 (100.0%) 12 (75.00%) | 5 (100.0%) 11 (78.57%) | 6 (85.71%)
Sub Classificacio OMS 2022
SMD-5q 1 (6.67%) 0(0.0%) | 0,3171 | 1(6.25%) 0(0.0%) | 0,044* | 1(7.14%) 0(0.0%) | 0,19
SMDF3BI 1 (6.67%) 0 (0.0%) 1 (6.25%) 0 (0.0%) 1 (7.14%) 0 (0.0%)
MDS com blastos baixos e MDS-RS 2(13.33%) 0 (0.0%) 2(12.50%) | 0(0.0%) 1(7.14%) | 1 (14.29%)
SMD com blastos baixos (SMD-LB) 2(13.33%) | 3 (50.0%) 3 (18.75%) | 2 (40.00%) 3(21.43%) | 2(28.57%)
SMD com aumento de blastos (SMD-IB1) | 4 (26.67%) | 0 (0.0%) 4 (25.00%) | 0(0.0%) 3(21.43%) | 1(14.29%)
SMD com aumento de blastos (SMD-IB2) | 1 (6.67%) 0 (0.0%) 1 (6.25%) 0 (0.0%) 1 (7.14%) 0 (0.0%)
SMD com fibrose (SMD-f) 3 (20%) 1 (16.67%) 4 (25.00%) | 0(0.0%) 4 (28.57%) | 0(0.0%)
SMD hipoplasicab SMD-h 1 (6.67%) | 2(33.33%) 0 (0.0%) 3 (60.0%) 0(0.0%) | 3(42.86%) p=




Continuagdo da tabela 13 da pagina anterior

PD-1 PD-L1 CTLA-4

Nao Sim p-valor Nao Sim p-valor Nao Sim p-valor
Classificacao OMS 2016
SMD DUL 1(6.67%) | 2(33.33%) | 0,159 | 2(12.50%) | 1(20.00%) | 0,1633 | 2(14.29%) | 1(14.29%) | 0,8136
SMD DML 4 (26.67%) | 4(66.67%) 4 (25.00%) | 4 (80.00%) 4 (28.57%) | 4 (57.14%)
SMD SA SML 4(26.67%) | 0(0.0%) 4 (25.00%) | 0(0.0%) 3(21.43%) | 1(14.29%)
SMD COM EXCESSO DE BLASTO 1 4(26.67%) | 0(0.0%) 4 (25.00%) | 0(0.0%) 3(21.43%) | 1(14.29%)
SMD COM EXCESSO DE BLASTO 2 1 (6.67%) 0 (0.0%) 1 (6.25%) 0 (0.0%) 1 (7.14%) 0 (0.0%)
SMD DEL 5Q 1 (6.67%) 0 (0.0%) 1 (6.25%) 0 (0.0%) 1 (7.14%) 0 (0.0%)
Risco IPRSS R
Muito baixo 4(26.67%) | 2(33.33%) | 0,3232 | 5(31.25%) | 1(20.00%) | 0,25 3(21.43%) | 3(50.0%) | 0,2442
Baixo 6 (40%) 3 (50%) 6 (37.50 %) | 2 (60.00%) 7 (50.0%) | 2 (33.33%)
Intermedidrio 3 (20%) 0 (0.0%) 3 (18.75%) | 0(0.0%) 2(14.29%) | 0 (0.0%)
Alto 0 (0.0%) 1 (16.67%) 0 (0.0%) 1 (20.00%) 0 (0.0%) 1 (16.67%)
Muito alto 2(13.33%) | 0(0.0%) 2(12.50%) | 0(0.0%) 2(14.29%) | 0(0.0%)
Obito
Nio 8 (53.33%) | 4(66.67%) | 0,577 | 9(56.25%) | 3 (60.00%) | 0,882 | 7(50.0%) |5 (71.43%) | 0,349
Sim 7 (46.67%) | 2 (33.33%) 7 (43.75%) | 2 (40.00%) 7 (50.0%) | 2 (28.57%)
Progressao
Nio 9 (60%) 4(66.67%) | 0,7763 | 10 (62.50%) | 3 (60.00%) | 0,92 | 8(57.14%) | 5(71.43%) §0,5251




Continuagdo da tabela 13 da pagina anterior

PD-1 PD-L1 CTLA-4

Nao Sim p-valor Nao Sim p-valor Nao Sim p-valor
Sim 6 (40%) 2 (33.33%) 6 (37.50%) | 2 (40.00%) 6 (42.86%) | 2 (28.57%)
TCTH
Nio 15 (100.0%) | 6 (100.0%) 1 16 (100.0%) | 5 (100.0%) 1 16 (100.0%) | 7 (100.0%) | 1
PD1
Nio 14 (87.50%) | 1(20.00%) | 0,003* | 12 (85.71%) | 3 (42.86%) | 0,040%*
Sim 2 (12.50%) | 4 (80.00%) 2 (14.29%) | 4 (57.14%)
PDL1
Nio 14 (93.33%) | 2 (33.33%) | 0,003* 13 (92.86%) | 3 (42.86%) | 0,011%*
Sim 1 (6.67%) | 4(66.67%) 1(7.14%) | 4 (57.14%)
CTLA4
Nao 12 (80.00%) | 2 (33.33%) | 0,040* | 13 (81.25%) | 1(20.0%) | 0,011*
Sim 3(20.00%) | 4(66.67%) 3 (18.75%) | 4 (80.0%)

€8



Nota: Abreviacdes: OMS: Organizacdo Mundial da Saide. SMD: Sindrome Mielodisplasica Hb: hemoglobina; HT: hematocrito; HPN:
Hemoglobindria paroxistica Noturna; SMD-5q: SMD com delecdo do braco longo do cromossomo 5; SMDSF3BI: SMD com mutacao SF3BI;
SMD-DUL: SMD com displasia em tnica linhagem; SMD DML: SMD com displasia em multiplas linhagens; SMD-SA-DMI: SMD com
sideroblastos em anel com displasia em multiplas linhagens; IPSS-R: Sistema Internacional de Escore Prognéstico Revisado; Teste chi-quadrado de

Pearson. ** Teste chi-quadrado de Pearson com correc¢do de Yates. Considerado estatisticamente significante p < 0,05.

End of Table
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5.4 Analise de Sobrevida

O seguimento médio dos pacientes com SMD foi de 75.27+15.04 (45.79- 104.76)
60 meses (5 anos), variando de 12 a 228 meses. Os pacientes com SMD com expressao
positiva de PD-1, apresentaram sobrevida global de 52,9%, com mediana de 10 anos, porém sem
significancia estatistica (p=0,603) (Grafico 8 a). A taxa de SG de PD-L1 positivo associou-se
com menor sobrevida(p=0,023), com taxa de SG de 45%, com mediana de sobrevida de 6
anos (Gréfico 8 b). Para CTLA4, a sobrevida global apresentou taxa de sobrevida de 52,2%
com mediana de 6 anos, porém sem significancia estatistica (p=0,285). (Grafico 8 c) (Tabela
14). Os pacientes com expressdo positiva das trés proteinas juntas PD-1, PD-L1 e CTLA4
ndo apresentaram associacao significativa com a menor SG do que aqueles sem expressao (p=
0,196) (Gréfico 8 d) (Tabela 14). Pacientes que expressavam as duas proteinas PD-L1 e CTLA4,
foram associados com menor SG com taxa de 44,4% mediana de 6 anos (p=0,044) (Grafico 8
e). A expressao dupla das outras proteinas ndo apresentaram associac¢ao significativa com a SG
(p>0,05) (Tabela 14).

Na andlise de associacdo das varidveis clinicas com SG, observamos que a idade,
plaquetas, celularidade, alteracdes na linhagem megacariocitica e progressao apresentaram menor
SG nos pacientes com SMD com expressao positiva das proteinas (P<0,05) (Tabela 14). Com
relacdo a idade, os pacientes com SMD com idade acima de 70 anos apresentaram taxa de SG
de 36,8% com mediana de 4 anos (p=0,025). Os pacientes com baixos niveis de plaquetas
apresentaram uma taxa de SG de 60,90% com mediana se sobrevida de 14 anos (p=0,037).
Pacientes com celularidade da medula dssea hipercelular apresentam taxa de SG de 42.1% com
mediana de sobrevida de 4 anos, enquanto pacientes com MO hipocelular tiveram taxa de SG
de 77.8% e mediana de 14 anos (p=0,037). Quanto as alteracdes na linhagem megacariocitica,
observou-se uma taxa de SG de 57.1% para alteracOes hiperplasicas com mediana de sobrevida
de 10 anos (p=0,010). J& a progressao apresentou mediana de sobrevida de 3 anos (p=0,0001)

(Tabela 14).
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Grifico 8 a: Sobrevida Global (SG) dos pacientes com SMD e a expressdo de PD-1, PD-L1 e
CTLA4
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Nota: *p<0,05, teste Log-Rank Mantel-Cox.

Grifico 8 b: Sobrevida Global (SG) dos pacientes com SMD e a expressdo de PD-1, PD-L1 e
CTLA4
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Grafico 8 c: Sobrevida Global (SG) dos pacientes com SMD e a expressdo de PD-1, PD-L1 e
CTLA4
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Nota: *p<0,05, teste Log-Rank Mantel-Cox.

Grifico 8 d: Sobrevida Global (SG) dos pacientes com SMD e a expressdo de PD-1, PD-L1 e
CTLA4
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Grifico 8 e: Sobrevida Global (SG) dos pacientes com SMD e a expressdo de PD-1, PD-L1 e

e)

1,0 + p=0,044

—
0,84 |
o

B +
; ++
o 0,6
=
2
o
[+]
@ g4
@
=
© + 24
-
3
O 024

0,0

1 Ll I 1 1
o S 10 15 20

Sobrevida global (anos)

Nota: *p<0,05, teste Log-Rank Mantel-Cox.

PDL1_CTLA4
NS
—'Sim
+= Niio-censored
— Sim-censored



PD-L1 E CTLA4.

Tabela 14 — Associacdo da Sobrevida Global (SG) dos pacientes com SMD com as varidveis clinicas e sociodemogréficas com a expressao de PD-1,

Sobrevida Global

% Média-=EPM (1C95%) Mediana (IC95%) | p-Valor
Overall 19 (55.9%) 8.75£1.52 (5.78-11.73) 7 (3.17-10.83)
Sexo
Masculino 7 (43.8%) 7.61£1.55 (4.57-10.65) 6 (1.52-10.48) 0,357
Feminino 12 (66.7%) | 10.21£2.55 (5.20-15.21) 10 (4.09-15.91)
Idade
Até 70 10 (76.9%) | 13.77£2.45 (8.97-18.57) - 0,025%
>70 7 (36.8%) 6.08+1.34 (3.45-8.70) 4 (2.50-5.50)
Procedéncia
Interior 3 (37.5%) 6.254+1.51 (3.28-9.22) 4 (0.12-7.88) 0,699
Fortaleza 9 (60.0%) 10.9942.34 (6.40-15.58) 6 (.-.)
Nao Informado 7 (63.6%) 8.77£2.66 (3.55-13.99) 7 (0.00-15.48)
Profissao
Nio Informado 12 (70.6%) | 11.30£2.38 (6.64-15.97) 14 (3.24-24.76) 0,310
Agricultor 3 (60.0%) 5.20+£1.01 (3.22-7.18) 6 (0.19-11.81)
Doméstica 1 (16.7%) 4.831+1.68 (1.55-8.12) 3 (0.00-7.80)
Autéonomo 1 (33.3%) 4.33£1.66 (1.09-7.58) 4 (0.00-8.80)
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Continuagdo da tabela 14 da pagina anterior

Sobrevida Global

% Média+EPM (IC95%) Mediana (IC95%) | p-Valor
Outros 2 (66.7%) 5.6741.09 (3.53-7.80) -
Hemacias
Baixo 15 (51.7%) 8.22+1.81 (4.68-11.76) 6 (2.65-9.35) 0,460
Normal 1 (50.0%) | 14.00+0.00 (14.00-14.00) 14 (.-.)
Hemoglobina
Baixo 15 (50.0%) - - 0,470
Normal 2 (100.0%) - -
Hematécrito
Baixo 13 (50.0%) 7.384+1.19 (5.06-9.71) 7 (3.74-10.26) 0,214
Normal 4 (80.0%) 15.40+3.22 (9.09-21.71) -
Leucécito
Baixo 7 (63.6%) - - 0,460
Normal 9 (45.0%) - -
Alto 1 (100.0%) - -
Neutréfilo
Baixo 6 (60.0%) - - 0,344
Normal 10 (47.6%) - -
Alto 1 (100.0%) - -

06



Continuagdo da tabela 14 da pagina anterior

Sobrevida Global

% Média+EPM (IC95%) Mediana (IC95%) | p-Valor
Segmentado
Baixo 4 (57.1%) 12.3242.68 (7.08-17.56) 14 (1.78-26.22) 0,178
Normal 9 (45.0%) 5.68+0.93 (3.86-7.50) 6 (2.84-9.16)
Alto 4 (80.0%) 6.60£1.25 (4.15-9.05) -
Eosinofilo
Baixo 8 (66.7%) 6.13+0.79 (4.57-7.68) - 0,731
Normal 7 (41.2%) 8.05£1.77 (4.58-11.51) 7 (1.53-12.47)
Alto 2 (66.7%) 4.00£0.00 (4.00-4.00) 4(.-)
Linfocito
Baixo 11 (52.4%) 7.914+1.34 (5.29-10.54) 7 (3.83-10.17) 0,848
Normal 6 (54.5%) 9.534+2.96 (3.73-15.32) 6 (0.31-11.69)
Linfocito percentual
Baixo 1 (25.0%) 4.38+1.54 (1.36-7.39) 4 (0.00-8.49) 0,338
Normal 11 (61.1%) 6.9141.06 (4.82-8.99) 10
Alto 5 (50.0%) 10.68+2.44 (5.90-15.46) 14 (1.93-26.07)
Monocito
Baixo 3 (60.0%) 8.20£2.28 (3.74-12.66) 10 0,468
Normal 11 (57.9%) | 10.22+2.06 (6.17-14.26) 14 (3.42-24.58)
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Continuagdo da tabela 14 da pagina anterior

Sobrevida Global

% Média+EPM (IC95%) Mediana (IC95%) | p-Valor
Alto 3 (37.5%) 4.85+£0.91 (3.06-6.64) 6 (2.68-9.32)
Plaqueta
Baixo 14 (60.9%) | 10.69+£1.84 (7.08-14.30) 14 (5.20-22.80) | 0,037*
Normal 3 (42.9%) 2.2540.39 (1.49-3.01) 3(1.12-4.88)
Alto 0 (0.0%) 8.00+2.00 (4.08-11.92) 6 (.-.)
Citopenia
1 Linhagem afetada 1 (50.0%) 4.50+2.47 (0.00-9.35) 1 0,515
2 Linhagens afetadas 10 (62.5%) | 10.76£2.16 (6.53-14.98) 10 (0.43-19.57)
3 Linhagens afetadas 6 (42.9%) 5.0940.62 (3.87-6.31) 6 (3.47-8.53)
Displasias
1 Linhagem afetada 3(75.0%) 5.67+1.09 (3.53-7.80) - 0,877
2 Linhagens afetadas 11 (55.0%) 8.48+2.11 (4.34-12.62) 6 (3.25-8.75)
3 Linhagens afetadas 4 (44.4%) 8.56£2.11 (4.42-12.69) 10 (0.00-20.23)
Afetadas
1 Linhagem afetada 1 (100.0%) - - 0,420
2 Linhagens afetadas 10 (52.6%) - -
3 Linhagens afetadas 7 (53.8%) - -
Da medula
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Continuagdo da tabela 14 da pagina anterior

Sobrevida Global

% Média+EPM (IC95%) Mediana (IC95%) | p-Valor
Normo 4 (66.7%) 12.38+3.01 (6.47-18.28) 10 (4.01-15.99) | 0,001*
Hipo 7 (77.8%) 12.6741.72 (9.29-16.04) 14 (.-)
Hiper 8 (42.1%) 3.8840.65 (2.62-5.15) 4 (2.50-5.50)
Eritopoese
Normal 1 (33.3%) 3.50+£0.50 (2.52-4.48) 3(-) 0,334
Hiperplasia 6 (60.0%) 11.4042.74 (6.03-16.77) 7(.-)
Hipoplasia 7 (77.8%) 9.00+1.33 (6.39-11.61) 10
Displasia 1 (20.0%) 6.80£3.05 (0.82-12.78) 3 (0.85-5.15)
Outros 0 (0.0%) 6.00£0.00 (6.00-6.00) 6 (.-.)
Granulopoese
Normal 3 (50.0%) 9.65£3.40 (2.99-16.30) 10 (0.00-22.31) 0,733
Hiperplasia 4 (57.1%) 4.714+0.91 (2.94-6.49) 6(.-.)
Hipoplasia 6 (75.0%) 6.504+0.94 (4.67-8.33) -
Displasia 2 (33.3%) 7.35+2.73 (2.01-12.70) 7 (0.84-13.16)
Outros 0 (0.0%) 6.00£0.00 (6.00-6.00) 6 (.-.)
Plaquetopoese
Normal 2 (50.0%) 5.00+1.15 (2.74-7.26) 6 (.-.) 0,010*
Hiperplasia 4 (57.1%) 11.00£2.93 (5.26-16.74) 10 (1.02-18.98)

€6



Continuagdo da tabela 14 da pagina anterior

Sobrevida Global

% Média+EPM (IC95%) Mediana (IC95%) | p-Valor
Hipoplasia 9 (90.0%) 7.80+£0.18 (7.45-8.15) -
Displasia 1 (12.5%) 3.94+2.08 (0.00-8.01) 1
Outros 1 (50.0%) 6.0040.00 (6.00-6.00) 6 (.-.)
Em anel
Nio 13 (59.1%) 9.71£1.92 (5.96-13.47) 7 (0.19-13.81) 0,438
Sim 5(45.5%) 6.22+1.34 (3.59-8.85) 6 (2.08-9.92)
Cariotipo
Bom 17 (58.6%) - - 0,827
Intermediario 1 (50.0%) - -
Ruim 1 (100.0%) - -
Muito ruim 0 (0.0%) - -
Alteracoes moleculares
Nao 11 (52.4%) 9.56+1.98 (5.68-13.45) 6 (1.74-10.26) 0,522
Sim 7 (63.6%) 10.00£1.99 (6.10-13.90) 10 (0.00-22.72)
SE
Nao 17 (58.6%) 9.76£1.71 (6.42-13.10) 7 (1.64-12.36) 0,453
Sim 1 (25.0%) 6.50+2.19 (2.21-10.79) 4 (0.00-9.23)
HPN
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Continuagdo da tabela 14 da pagina anterior

Sobrevida Global

% Média+EPM (IC95%) Mediana (IC95%) | p-Valor
Nao 15 (53.6%) - - 0,319
Sim 1 (100.0%) - -
Transfusional
Nao 16 (61.5%) 9.69£1.86 (6.04-13.35) 7 (0.33-13.67) 0,516
Sim 3 (37.5%) 6.254+1.55 (3.22-9.28) 6 (1.91-10.09)
Classificacao OMS 2022
SMD com anomalias genéticas definidores 5 (55.6%) 6.96+1.57 (3.89-10.04) 10 0,793
SMD definida por morfologia 14 (56.0%) 9.62+1.77 (6.15-13.10) 7 (0.66-13.34)
Sub Classificacao OMS 2022
SMD-5q 0 (0.0%) - - 0,855
SMDF3BI 2 (66.7%) - -
MDS com inativacao bialélica de TP53 (MDS-bi TP53) | 1 (100.0%) - -
MDS com blastos baixos e sideroblastos em anel 4 (66.7%) - -
SMD com blastos baixos (SMD-LB) 3(42.9%) - -
SMD com aumento de blastos (SMD-IB1) 2 (33.3%) - -
SMD com aumento de blastos (SMD-IB2) 0 (0.0%) - -
SMD com fibrose (SMD-f) 2 (50.0%) - -
SMD hipoplasicab SMD-h 5 (100.0%) - -
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Continuagdo da tabela 14 da pagina anterior

Sobrevida Global

% Média+EPM (IC95%) Mediana (IC95%) | p-Valor

Classificacao OMS 2016

SMD DUL

SMD DML

SMD SA SML

SMD COM EXCESSO DE BLASTO 1
SMD COM EXCESSO DE BLASTO 2
SMD DEL 5Q

SMD INCLASSIFICAVEL

Risco IPRSS R

Muito baixo

Baixo

Intermediério

Alto

Muito

Progressao

Sim

TCTH

5 (100.0%)
7 (58.3%)
4 (50.0%)
2 (33.3%)
0 (0.0%)
0 (0.0%)
1 (100.0%)

5 (62.5%)
11 (73.3%)
3 (37.5%)
0 (0.0%)
alto 0 (0.0%)

19 (95.0%)
0 (0.0%)

11.95+3.19 (5.69-18.21
7.81£1.20 (5.46-10.15)
4.791+0.94 (2.94-6.64)
1.00£0.00 (1.00-1.00)

10.5043.50 (3.64-17.36)

14.50+£3.18 (8.26-20.74)
3.86£0.96 (1.98-5.74)

)-
10

6 (3.47-8.53)
1

7(.-.)

10
3(1.19-4.81)

0,453

0,093

0,000

96



Continuagdo da tabela 14 da pagina anterior

Sobrevida Global

% Média+EPM (IC95%) Mediana (IC95%) | p-Valor
Nao 17 (54.8%) 8.67+1.58 (5.57-11.76) 7 (3.11-10.89) 0,627
Sim 2 (66.7%) 7.00+0.71 (5.61-8.39) 6 (.-.)
PD1
Nao 10 (58.8%) 9.05+1.58 (5.96-12.14) 7 (2.63-11.37) 0,603
Sim 9 (52.9%) 8.61£2.30 (4.09-13.12) 10 (3.77-16.23)
PDL1
Nao 10 (71.4%) | 12.70£2.21 (8.38-17.03) 14 (2.33-25.67) | 0,023*
Sim 9 (45.0%) 5.4940.96 (3.61-7.37) 6 (1.87-10.13)
CTLA4
Nao 7 (63.6%) 10.52+£1.91 (6.78-14.26) 14 (.-) 0,285
Sim 12 (52.2%) 7.66+1.87 (3.99-11.34) 6 (2.43-9.57)
PD1-PDL1
Nao 14 (63.6%) | 10.54+£1.89 (6.82-14.25) 7(0.29-13.71) 0,087
Sim 5 (41.7%) 5.4141.36 (2.75-8.08) 4 (1.37-6.63)
PD1-CTLA4
Nao 11 (57.9%) 8.77£1.51 (5.82-11.72) 7 (4.24-9.76) 0,733
Sim 8 (53.3%) 8.64£2.42 (3.90-13.38) 10 (3.34-16.66)
PDL1-CTLA4
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Continuagdo da tabela 14 da pagina anterior

Sobrevida Global
% Média+EPM (IC95%) Mediana (IC95%) | p-Valor
Nao 11 (68.8%) | 12.03£2.15 (7.82-16.25) 14 (2.28-25.72) | 0,044*
Sim 8 (44.4%) 5.5441.02 (3.55-7.54) 6 (2.77-9.23)
PD1-PDL1-CTLA4
Nao 14 (60.9%) | 10.15+1.84 (6.54-13.75) 7 (0.19-13.81) 0,196
Sim 5 (45.5%) 5.78+1.48 (2.88-8.68) 4 (0.00-8.42)

Nota:*p<0,05, teste Log-Rank Mantel-Cox. EPM = erro padrao da média; IC95% = intervalo confiangca 95%.

End of Table
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A andlise de Regressao de Cox, € um teste de sobrevivéncia que foi realizado para
avaliar a relacdo entre fatores de risco e a incidéncia de uma determinada doenca, no caso a SMD.
Diante disso, na regressdo de Cox da SG, a varidvel progressdo demonstrou ser um preditor
com 6,48 vezes mais chances de influenciar na sobrevida independentemente dos fatores como
idade, neutrdfilos, plaquetas, celularidade, plaquetopoese, risco, € a expressao de apenas PDL1+,
PD1+PDL1+, PDL1+CTLA4+ ¢ PD1+PDL1+CTLA4+ juntos (HR, 6,48; p= 0,024*). (Tabela
15) .

Tabela 15 — Regressao de Cox da Analise de Sobrevida Global
p-Valor | HR 1C95 %

Idade CAT 0,159 | 2,17 | 0,05 | 9,59
Segmentado CAT 0,092 1,76 | 0,43 | 7,27
Plaqueta CAT 0,124 | 1,14 | 0,51 | 2,54
Da medula 0,420 | 2,67 | 0,25 | 29,17

Plaquetopoese 0,364 0,65 | 0,25 | 1,66
Risco IPRSS R 0,600 1,70 | 0,23 | 12,33

Progressdo 0,024* | 6,48 | 3,12 | 13,46
PDLI 0,998 | 1,37 | 0,00 | 5,75
PDI-PDLI 0,978 | 1,60 | 0,16 | 2,30

PDL1-CTLA4 0,984 | 221 | 0,55 | 8,90
PD1-PDL1-CTLA4 | 0,964 1,09 | 0,28 | 4,23
Nota: *p<0,05, regressdo de Cox; HR = hazard risk; IC95% = Intervalo de confianca 95%.

Na anélise de sobrevida livre de progressao (SLP), a expressao de PD-1, PD-L1 e
CTLAA4 nao apresentaram associagdo estatisticamente significativa com a sobrevida livre de
progressao (p>0,05) (Grafico 9 a - d)(Tabela 16). A expressdao de PD-1, apresentou uma taxa de
SLP de 58,8%, porém sem significancia estatistica com a progressao (p=0,753). A expressao
de PD-L1 apresentou taxa de SLP de 50% com mediana de progressao de 128 meses mas sem
significancia estatisticamente significativa (p=0,083). O CTLA4 teve uma taxa de SLP de 56,5%
com mediana de progressdao de 128 meses, porém sem significancia estatistica (p=0,625). A
expressdao de PD1+PDL1+CTLA4+ juntos apresentou taxa (SLP) de 54,5%, sem associac@o
significativa com a progressao (p=0,310) (Tabela 16).

Na andlise de sobrevida livre de progressao (SLP), as varidveis idade, celularidade
da MO e alteracOes na linhagem megacariocitica foram associadas com menor sobrevida livre de
progressdo (p<0,05) (Tabela 16). Com relacdo a idade, pacientes com idade acima de 70 anos
foram associados com uma menor taxa de sobrevida livre de progressao 42,1% com mediana de

72 meses, enquanto paciente com idade abaixo de 70 anos apresentaram maior SLP com 76,9%
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dos casos e mediana de 128 meses (p=0,037). A varidvel celularidade da MO, em pacientes
com MO hipercelular também apresentaram menor SLP 42,1% com mediana de 48 meses de
sobrevida. Enquanto, os pacientes hipocelulares foram associados com maior SLP com taxa de
77,8% dos casos e mediana de sobrevida de 168 meses (p=0,009). A varidvel de alteragdes na
linhagem megacariocitica com hipoplasia da MO associou-se com maior sobrevida com taxa
SLP de 90% dos casos com mediana de 128 meses (Tabela 16).

Grafico 9 a: Sobrevida Livre de Progressao (SLP) dos pacientes com SMD e a expressao de
PD-1, PD-L1 e CTLAA4.
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Nota: *p<0,05, teste Log-Rank Mantel-Cox

Grafico 9 b: Sobrevida Livre de Progressao (SLP) dos pacientes com SMD e a expressao de
PD-1, PD-L1 e CTLA4.
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Nota: *p<0,05, teste Log-Rank Mantel-Cox
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Grafico 9 c: Sobrevida Livre de Progressao (SLP) dos pacientes com SMD e a expressao de
PD-1, PD-L1 e CTLA4.
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Nota: *p<0,05, teste Log-Rank Mantel-Cox

Grafico 9 d: Sobrevida Livre de Progressido (SLP) dos pacientes com SMD e a expressao de
PD-1, PD-L1 e CTLA4.

MNio

Sim
+— Néo-censored
- Sim-censored

d) 10+ —L p=0,310 | PD1_PDL1_CTLA4

067

Curva de sobrevida (%)
=
N

0,07

T T T T T T
o 50 100 150 200 250 300

Sobrevida livre de progressio (meses)

Nota: *p<0,05, teste Log-Rank Mantel-Cox



Tabela 16 — Associacdo da Sobrevida Global (SG) dos pacientes com SMD com as varidveis clinicas e sociodemogréficas com a expressao de PD-1,

PD-L1 E CTLA4.

Sobrevida livre de progressao

% Média£EPM (1C95%) Mediana (IC95%) p-Valor
Total 20 (58.8%) | 126.85£22.79 (82.18-171.51) | 128 (33.43-222.57)
Sexo
Masculino 7 (43.8%) | 95.90£17.56 (61.49-130.31) | 128 (36.66-219.34) 0,188
Feminino 13 (72.2%) | 185.94425.05 (136.84-235.04) -
Idade
Até 70 10 (76.9%) | 164.21+39.66 (86.48-241.93) | 128 (48.83-207.17) 0,037*
>70 8 (42.1%) 91.58+17.39 (57.50-125.66) 72 (24.67-119.33)
Procedéncia
Interior 4 (50.0%) | 72.00£17.36 (37.97-106.03) 48 0,563
Fortaleza 9 (60.0%) | 157.17£29.14 (100.05-214.29) -
Nao Informado 7(63.6%) | 123.274+22.63 (78.92-167.62) | 128 (0.00-291.98)
Profissao
Nao Informado 12 (70.6%) | 154.10+28.68 (97.88-210.32) | 168 (71.02-264.98) 0,198
Agricultor 3 (60.0%) 68.80+10.35 (48.51-89.09) -
Doméstica 2 (33.3%) 58.00+£19.88 (19.03-96.97) 12
Autébnomo 1 (33.3%) | 56.00+22.86 (11.19-100.81) 48 (0.00-105.61)
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Continuagdo da tabela 16 da pigina anterior

Sobrevida livre de progressao
% MédiaLEPM (I1C95%) Mediana (IC95%) p-Valor

Outros 2 (66.7%) | 92.00+22.86 (47.19-136.81) -
Hemacias
Baixo 16 (55.2%) | 121.83+29.11 (64.76-178.89) | 128 (48.24-207.76) 0,481
Normal 1 (50.0%) | 168.0040.00 (168.00-168.00) 168
Hemoglobina
Baixo 16 (53.3%) - - 0,323
Normal 2 (100.0%) - -
Hematécrito
Baixo 14 (53.8%) | 102.57+14.80 (73.56-131.57) | 128 (48.21-207.79) 0,228
Normal 4 (80.0%) | 204.00+42.93 (119.85-288.15) -
Leucécito
Baixo 7 (63.6%) - - 0,431
Normal 10 (50.0%) - -
Alto 1 (100.0%) - -
Neutréfilo
Baixo 6 (60.0%) - - 0,507
Normal 11 (52.4%) - -
Alto 1 (100.0%) - -

€01



Continuagdo da tabela 16 da pigina anterior

Sobrevida livre de progressao
% MédiaLEPM (I1C95%) Mediana (IC95%) p-Valor

Segmentado
Baixo 4(571%) | 165.43+34.25 (98.31-232.55) | 168 (27.55-308.45) 0,281
Normal 10 (50.0%) | 81.19£12.39 (56.91-105.47) 128
Alto 4 (80.0%) 88.80+17.17 (55.14-122.46) -
Eosinofilo
Baixo 8 (66.7%) | 90.86+£12.36 (66.63-115.09) - 0,899
Normal 8 (47.1%) | 117.39+25.82 (66.78-168.00) | 128 (27.44-228.56)
Alto 2 (66.7%) 66.00+12.73 (41.05-90.95) 48
Linfocito
Baixo 12 (57.1%) | 110.11£16.03 (78.69-141.53) | 128 (48.44-207.56) 0,745
Normal 6 (54.5%) | 141.82435.99 (71.28-212.36) -
Linfocito percentual
Baixo 1(25.0%) | 79.004+31.00 (18.24-139.76) 48 (0.00-123.79) 0,601
Normal 12 (66.7%) | 87.86%£10.91 (66.48-109.25) -
Alto 5(50.0%) | 140.40£32.62 (76.46-204.34) | 168 (26.36-309.64)
Monocito
Baixo 4 (80.0%) | 98.40+19.32 (60.53-136.27) - 0,343
Normal 11 (57.9%) | 143.39427.44 (89.60-197.19) | 168 (30.78-305.22)
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Continuagdo da tabela 16 da pigina anterior

Sobrevida livre de progressao
% MédiaLEPM (I1C95%) Mediana (IC95%) p-Valor

Alto 3(37.5%) | 75.80£20.03 (36.54-115.06) | 72 (24.18-119.82)
Plaqueta
Baixo 14 (60.9%) | 135.43£25.39 (85.66-185.20) | 128 (46.52-209.48) 0,238
Normal 3 (42.9%) 44.14+12.42 (19.79-68.49) 36 (9.93-62.07)
Alto 1 (50.0%) | 96.00£16.97 (62.74-129.26) 72
Citopenia
1 Linhagem afetada 1 (50.0%) 60.00+33.94 (0.00-126.52) 12 0,301
2 Linhagens afetadas 11 (68.8%) | 161.02+30.50 (101.23-220.81) | 168 (0.00-355.09)
3 Linhagens afetadas 6 (42.9%) | 82.71£13.70 (55.87-109.56) | 72 (38.46-105.54)
Displasias
1 Linhagem afetada 3(75.0%) 66.00+£15.59 (35.45-96.55) - 0,874
2 Linhagens afetadas 11 (55.0%) | 123.104+30.21 (63.88-182.31) | 128 (46.73-209.27)
3 Linhagens afetadas 5(55.6%) | 118.674+26.97 (65.80-171.53) 168
Afetadas
1 Linhagem afetada 1 (100.0%) - - 0,496
2 Linhagens afetadas 10 (52.6%) - -
3 Linhagens afetadas 8 (61.5%) - -
Da medula

S0t



Continuagdo da tabela 16 da pigina anterior

Sobrevida livre de progressao

% MédiaLEPM (I1C95%) Mediana (IC95%) p-Valor
Normo 5@83.3%) | 222.00£27.39 (168.32-275.68) - 0,009*
Hipo 7 (77.8%) | 156.00£15.87 (124.89-187.11) 168
Hiper 8 (42.1%) 71.07£13.05 (45.50-96.64) 48 (10.95-85.05)
Eritopoese
Normal 1 (33.3%) 36.00£13.86 (8.84-63.16) 48 0,128
Hiperplasia 6 (60.0%) | 138.67+38.23 (63.73-213.60) 128 (45.99-210.01)
Hipoplasia 8 (88.9%) | 108.00£11.31 (85.83-130.17) -
Displasia 1 (20.0%) 81.60£36.64 (9.79-153.41) 36 (10.24-61.76)
Outros 0 (0.0%) 72.00+£0.00 (72.00-72.00) 72
Granulopoese
Normal 4 (66.7%) | 174.00+45.06 (85.69-262.31) - 0,755
Hiperplasia 4 (57.1%) 59.31£10.01 (39.69-78.94) 72 (36.37-107.63)
Hipoplasia 6 (75.0%) | 93.00+16.53 (60.59-125.41) -
Displasia 2 (33.3%) | 106.674+29.81 (48.24-165.09) | 128 (0.00-265.72)
Outros 0 (0.0%) 72.0040.00 (72.00-72.00) 72
Plaquetopoese
Normal 2 (50.0%) 61.50+14.64 (32.81-90.19) 72 (0.00-161.82) 0,023*
Hiperplasia 5(71.4%) | 184.00+39.26 (107.05-260.95) -
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Continuagdo da tabela 16 da pigina anterior

Sobrevida livre de progressao
% MédiaLEPM (I1C95%) Mediana (IC95%) p-Valor

Hipoplasia 9 (90.0%) | 128.00£0.00 (128.00-128.00 ) 128
Displasia 1(12.5%) 55.50+24.99 (6.52-104.48) 12
Outros 1 (50.0%) 72.00+£0.00 (72.00-72.00) 72
Em anel
Nao 13 (59.1%) | 132.02425.30 (82.42-181.61) | 128 (31.76-224.24) 0,483
Sim 6 (54.5%) | 78.91+14.11 (51.25-106.56) -
Cariotipo
Bom 18 (62.1%) - - 0,861
Intermediario 1 (50.0%) - -
Ruim 1 (100.0%) - -
Muito ruim 0 (0.0%) - -
Alteracoes moleculares
Nao 11 (52.4%) | 120.69£30.31 (61.29-180.10) | 128 (47.46-208.54) 0,332
Sim 8 (72.7%) | 139.64£22.22 (96.09-183.18) 168
SE
Nio 17 (58.6%) | 127.83+23.63 (81.51-174.14) | 128 (32.81-223.19) 0,540
Sim 2 (50.0%) | 78.00+21.42 (36.01-119.99) 48
HPN
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Continuagdo da tabela 16 da pigina anterior

Sobrevida livre de progressao

% MédiaLEPM (I1C95%) Mediana (IC95%) p-Valor
Nao 15 (53.6%) - - 0,457
Sim 1 (100.0%) - -
Transfusional
Nao 16 (61.5%) | 133.43+24.77 (84.87-181.99) | 128 (33.05-222.95) 0,385
Sim 4 (50.0%) | 76.50£16.56 (44.04-108.96) 72
Classificacao OMS 2022
SMD com anomalias genéticas definidores 6 (66.7%) 88.53+15.18 (58.77-118.29) - 0,889
SMD definida por morfologia 14 (56.0%) | 125.91£24.01 (78.86-172.97) | 128 (31.74-224.26)
Sub Classificacao OMS 2022
SMD-5q 1 (100.0%) - - 0,709
SMDF3BI 2 (66.7%) - -
MDS com inativacao bialélica de TP53 (MDS-bi TP53 | 1 (100.0%) - -
MDS com blastos baixos e sideroblastos em anel 4 (66.7%) - -
SMD com blastos baixos (SMD-LB) 3(42.9%) - -
SMD com aumento de blastos (SMD-IB1) 2 (33.3%) - -
SMD com aumento de blastos (SMD-IB2) 0 (0.0%) - -
SMD com fibrose (SMD-f) 2 (50.0%) - -
SMD hipoplasicab SMD-h 5 (100.0%) - -
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Continuagdo da tabela 16 da pigina anterior

Sobrevida livre de progressao

% MédiaLEPM (I1C95%) Mediana (IC95%) p-Valor
Classificacao OMS 2016
SMD DUL 5 (100.0%) - - 0,458
SMD DML 7 (58.3%) - -
SMD SA SML 4 (50.0%) - -
SMD COM EXCESSO DE BLASTO 1 2 (33.3%) - -
SMD COM EXCESSO DE BLASTO 2 0 (0.0%) - -
SMD DEL 5Q 1 (100.0%) - -
SMD INCLASSIFICAVEL 1 (100.0%) - -
Risco IPRSS R
Muito baixo 5(62.5%) | 163.504+40.41 (84.29-242.71) - 0,085
Baixo 12 (80.0%) | 103.71+8.36 (87.32-120.11) -
Intermedidrio 3 (37.5%) 63.00+£14.81 (33.97-92.03) 72 (0.00-152.52)
Alto 0 (0.0%) 12.00£0.00 (12.00-12.00) 12
Muito alto 0(0.0%) | 148.00£20.00 (108.80-187.20) 128
TCTH
Nao 18 (58.1%) | 125.68+23.33 (79.94-171.41) | 128 (33.10-222.90) 0,763
Sim 2 (66.7%) 96.00+9.80 (76.80-115.20) -

PD1
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Continuagdo da tabela 16 da pigina anterior

Sobrevida livre de progressao

% MédiaLEPM (I1C95%) Mediana (IC95%) p-Valor
Nao 10 (58.8%) | 114.37£17.70 (79.69-149.06) | 128 (48.35-207.65) 0,753
Sim
PDL1
Nao 10 (71.4%) | 170.27£30.20 (111.08-229.46) | 168 (31.41-304.59) 0,083
Sim 10 (50.0%) | 81.84+12.34 (57.66-106.02) 128
CTLA4
Nao 7 (63.6%) | 129.40421.83 (86.61-172.19) 168 0,625
Sim 13 (56.5%) | 125.33£31.20 (64.18-186.47) | 128 (48.04-207.96)
PD1 PDL1
Nao 14 (63.6%) | 140.90£25.65 (90.62-191.18) | 128 (46.55-209.45) 0,136
Sim 6 (50.0%) 72.00+14.14 (44.28-99.72) 48
PD1 CTLA4
Nao 11 (57.9%) | 111.05£16.92 (77.88-144.22) | 128 (48.20-207.80) 0,936
Sim 9 (60.0%) | 161.60+28.71 (105.33-217.87) -
PDL1 CTLA4
Nio 11 (68.8%) | 164.04+29.18 (106.84-221.23) | 168 (31.38-304.62) 0,124
Sim 9 (50.0%) 81.75+13.25 (55.78-107.73) 128
PD1 PDL1 CTLA4
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Continuagdo da tabela 16 da pigina anterior

Sobrevida livre de progressao
% MédiaLEPM (I1C95%) Mediana (IC95%) p-Valor
Nao 14 (60.9%) | 136.05+£24.93 (87.18-184.92) | 128 (32.40-223.60) 0,310
Sim 6 (54.5%) | 75.27£15.04 (45.79-104.76) -

Nota: *p<0,05, teste Log-Rank Mantel-Cox. EPM = erro padrao da média; IC95% confianga 95%. TCTH: Transplante de células tronco

hematopoiéticas, SMD: sindrome Mielodisplsica, Hemoglobinuria Paroxistica Noturna, PD-1: Receptor de Morte Programada-1, PD-L1: Ligante do

Morte Programada -1, CTLA4

End of Table
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Na andlise de regressdo de Cox da Sobrevida Livre de Progressdo, observou-se que
os pacientes com expressao positiva de PDL1+CTLA4+ € um fatore preditivo com 5.99 vezes
mais chances de progressdo independentemente de sexo, idade, profissdo, medula, eritropoese,
plaquetopoese, risco, PDL1+, PD1+PDL1+ apenas (HR, 5,99; p=0,013). Ou seja, a expressao
de PD-L1 e CTLAA4 juntos correspondem a um preditor de progressao independente de outros

fatores.

Tabela 17 — Regressao de Cox da Andlise de Sobrevida Livre de Progressao
Sobrevida livre de progressao
p-Valor | HR 1C95 %
Sexo 0,193 | 0,28 | 0,04 | 1,89
Idade 0,060 | 593 10,85 | 41,58
Profissao 0,057 | 5,69 | 0,40 | 23,17
Da medula 0,059 | 5,57 ] 0,94 | 33,10
Eritopoese 0,677 |0,82 10,32 | 2,08
Plaquetopoese 0,364 1,49 | 0,63 | 3,56
RiscoIPRSSR | 0,938 | 097 | 042 | 2,23
PDL1 0,087 | 0,02 ]0,00 | 1,73
PD1 PDL1 0,265 | 0,23 10,02 | 3,03
PDL1 CTLA4 | 0,013* | 5,99 | 1,96 | 90,61
Nota: *p<0,05, regressdo de Cox; HR = hazard risk; IC95% = Intervalo de confianca 95%.
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6 DISCUSSAO

No presente estudo observamos nos pacientes com SMD, uma média de idade de
69,91 anos ao diagndstico, proxima da média mundial de 71 anos (SALLMAN; PADRON, 2017).
No Brasil em 2010, a média de idade da SMD foi de 68,3 anos (MAGALHAES et al., 2010). Em
2019, um estudo de pacientes com SMD no estado do Ceard, reportou uma mediana de 75 anos
de idade (MOURA et al., 2019). A SMD € uma doenca que estd associada com aumento da idade
e esse fato deve-se as alteracdes bioldgicas do envelhecimento que sdo um pré-requisito para o
desenvolvimento da SMD, dentre elas instabilidade gendmica, alteracdes epigenéticas, alteragcdes
no slipcing de RNA, disfun¢do mitocondrial, esgotamento das células tronco, microambiente
da medula 6ssea alterado, senescéncia celular e inflamacdo sist€émica que contribuem para o
surgimento de eventos clonais da hematopoiese. Diante disso, acredita-se que a incidéncia da
SMD aumente nas proximas décadas (HEIBL et al., 2021).

Observamos uma maior frequéncia de SMD na populagdo feminina € uma maior
procedéncia de pacientes oriundos do interior do estado do Ceard. O presente estudo corrobora
com o estudo de Moura et al. (2019) onde os pacientes com SMD do servico de hematologia do
Ceard, também apresentou maior frequéncia do sexo feminino, no entanto, alguns estudos tém
reportado uma maior prevaléncia no sexo masculino (MAGGIONI et al., 2023). O aumento de
casos no sexo feminino deve-se aos comportamentos de saide com a maior procura de servicos
de satdde além de representarem a maioria da populagdo brasileira de acordo o ultimo Censo
demografico brasileiro divulgado pelo (IBGE DO, 2022; BELON et al., 2014). Destaca-se
ainda, que estudos tem demonstrado uma associag¢do entre o sexo masculino e as mutagdes nos
genes ASXL1, DDX41, IDH2, SRSF2, TET2, U2AF1 e ZRSR2 sao mais propensas de aparecer,
e o sexo feminino com as mutagdes nos genes DNMT3A e TP53.(MAGGIONI et al., 2023;
TINSLPY-VANCE et al., 2023).

Em relacdo ao subtipo de SMD ao diagndstico, observamos uma maior frequéncia
do tipo SMD com blastos baixos (SMD-LB). Esse resultado corrobora com o estudo de Zhang et
al. (2022), que analisaram 852 pacientes com SMD ao diagndstico e identificaram uma maior
frequéncia de pacientes do subtipo SMD-LB, SMD-EB1, SMD-EB2 e SMD-h de acordo com a
classificacdo da OMS 2022. Quanto ao IPSS-R, a maioria dos pacientes com SMD apresentou-se
como sendo de baixo risco. Esse resultado também corrobora com os dados demonstrados
em 2019, em um estudo realizado na mesma regido (MOURA et al., 2019). Esses resultados

reforcam que a maioria dos pacientes com SMD ao diagndstico s@o de baixo risco.
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No presente estudo, observamos uma elevada taxa de positividade da expressao
das proteinas PD-1, PD-LL1 e CTLA-4 em bidpsias de medula dssea, com maior positividade
de marcacdo de CTLA4 seguida da positividade de PD-L1 nos pacientes com SMD. O grupo
de YANG et al. (2014) demonstrou uma maior positividade da expressao da proteina PD-L1.
Outros estudos, no entanto, ndo observaram diferencas no padrao de expressao entre pacientes
com SMD e o grupo controle (GENG et al., 2022). Deve-se destacar que a expressao das
proteinas PD-1, PD-L1 e CTLA-4 se apresenta constitutivamente em baixas concentragdes em
condi¢des normais. No entanto, em neoplasias, a expressdo dessas proteinas se desregula e
aumenta significativamente. Estudos t€ém demonstrado aumento da expressdo de PD-1, PD-L1
e CTLA-4 em pacientes com SMD, quando comparados ao grupo controle (SAMPAIO et al.,
2023; CHENG et al., 2019; YANG et al., 2014)). A expressdo das proteinas de checkpoint imune
€ heterogénea em células-tronco hematopoiéticas e subconjuntos de células imunes na SMD,
variando em cada individuo (SALLMAN; PADRON, 2017). O aumento expressivo de CTLA4
no presente estudo pode ser justificado pela expressao constitutiva em Linfocitos T reguladores
(Treg), que estdo aumentadas no microambiente imunossupressor da SMD. Dessa forma, o
CTLA4 em células Treg pode sequestrar ou internalizar o ligante B7 das Células Apresentadoras
de Antigeno (APCs), resultando na falta de coestimulacao de CD28:B7, levando a reducao da
proliferacdo das células T e a reduc¢do de células efetoras (BUCHBINDER et al., 2016).

Quando analisamos a intensidade de marcagao da expressao proteica do PD-1, PD-L1
e CTLA-4 no referido estudo, observamos que a proteina PD-L1 apresentou maior intensidade
de marcagdo quando comparada as demais. Yang e colaboradores (2016) demonstraram uma
positividade forte de PD-L1 em 20% dos pacientes com SMD. A intensidade de expressdao de PD-
L1 indica um potencial alvo para o uso de inibidores de checkpoint. No entanto, a expressao de
PD-L1 € heterogénea e depende de vérios processos biologicos, como a regulacdo da expressao
dessa proteina nos niveis de transcri¢do, pds-transcri¢io e pds-tradugdo, por numerosos fatores,
incluindo estimulos inflamatérios e vias oncogénicas (LEE, 2022). Por exemplo, as células
T infiltrantes tumorais induzem a expressao de PD-L1, e a auséncia de células T leva a falta
de expressao reativa de PD-L1 (LEE, 2022). Essa heterogeneidade do padrao de expressdo de
PD-L1 pode ter implicagdes no tratamento, sendo a falta de padronizacio nacional quanto a
forma de analisar a expressdao de PD-L1 uma desvantagem da técnica (PERANZONI; AL., 2020).
No presente estudo, verificamos uma positividade expressiva de PD-L1 em megacaridcitos na

medula 6ssea. Este achado foi inesperado, uma vez que ndo utilizamos uma marcagdo especifica
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para megacaridcitos. No entanto, parece ser um achado inovador, uma vez que ndo encontramos
relatos na literatura até o momento sobre isso na SMD. Prestipino e al. (2018) verificaram
positividade para PD-L1 em plaquetas, mondcitos e em células supressoras mieloides derivadas
de mondcitos (MDSCs) de pacientes com doengas mieloproliferativas cronicas positivas para
JAK2 V617F. O grupo de O’Malley e al. (2019) enfatiza que os megacaridcitos na medula dssea
sdo sempre positivos para PD-L1, independentemente da doenca. No entanto, este fato nao
foi comprovado em nossa casuistica, onde verificamos um padrdo heterogéneo. Este resultado
corrobora com o grupo de Lee (2022), onde a expressdao de PD-L1 em megacaridcitos foi
analisada em pacientes com mielofibrose por imuno-histoquimica, considerando a propor¢ao
de células coradas positivamente, assim como a intensidade da coloragdo. Foi observado que
pacientes com expressao positiva de PD-LL1 em megacaridcitos apresentavam mielofibrose
evidente e uma sobrevida global menos favoravel nesses pacientes (LEE, 2022).

No presente estudo, em relacdo as andlises multivariadas das proteinas PD-1, PD-L1
e CTLA-4 com o perfil sociodemografico e clinico, verificamos associagdo entre a expressao
positiva de PD-1 com o sexo feminino e auséncia de mielofibrose, e com a expressao concomi-
tante de CTLA4. A proteina PD-L1 apresentou associacdo com a positividade de CTLA4. Ja
na expressao de CTLA4, houve associagdo com os neutréfilos e a disgranulopoese. No estudo
de associagdo das proteinas PD-1, PD-L1, PD-L2 e CTLA4 com 124 pacientes com SMD, a
expressao de PD-1 apresentou associagdo com a idade, o PD-L2 com o sexo feminino, o PD-L1
com os critérios de classificagdo da OMS 2016 e o CTLA4 com leucdécitos aumentados, IPSS de
baixo risco e auséncia de terapia prévia (YANG et al., 2014). No estudo de Liu e al. (2019), a
positividade de PD-1 e PD-L1 por imunohistoquimica ndo se associou com as varidveis sexo,
idade e classificagao em pacientes com SMD. Sallman e Padron (2017) também nao observaram
associacdo da expressdao de PD-L1 com a porcentagem de blastos, progressdo da doenga ou
categorias de risco IPSS-R. As discrepancias atribuidas a avaliagdo por imunohistoquimica
podem ser um reflexo da expressdo heterogénea desses receptores e dos fatores clinicos que
variam em cada paciente. Além disso, falta uma padroniza¢ao mundial quanto a forma de analisar
a marcacdo de PD-L1 por essa técnica (PERANZONI; AL., 2020).

No presente estudo, ao analisarmos a expressao génica do PD-1, PD-L1 e CTLA-4,
observamos um leve aumento da expressao, mas nao identificamos diferencgas significativas
quando comparado ao grupo controle. O estudo de Geng et al. (2022) mostrou uma elevada

expressdo génica de PD-1 e PD-L1 em pacientes com SMD. YANG et al. (2014) avaliaram
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a expressdo génica em células CD34+ do aspirado medular e de células mononucleares do
sangue periférico de pacientes com SMD, comparando com leucemia mielomonocitica cronica
(LMMC), LMA e individuos sauddveis. Em relacdo a expressdo génica do PD-1, PD-L1, PD-L2
e CTLA4 em células CD34+, o grupo demonstrou um aumento da expressdo na SMD em
comparacdo com a populacdo normal. Nas células mononucleares, também observou-se um
aumento da expressao génica do PD1 (5,2%), PD-L1 (4,4%), PD-L2 (2,7%) e CTLA4 (1%)
em relacdo a populacdo normal. Nesse contexto, podemos inferir que a expressdo génica do
PD-1, PD-L1 e CTLA4 foi maior no presente estudo em relacdo aos dados obtidos por Yang
e colaboradores na populacdo de pacientes adultos com SMD. No entanto, ndo obtivemos
uma diferencga estatisticamente significante com o grupo controle, o que pode ser atribuido
principalmente a pequena amostragem de pacientes no presente estudo. Destaca-se ainda as
dificuldades na obtencdo de amostras de pacientes com diagndstico confirmado de SMD, por
se tratar de uma doenga rara e de dificil diagnostico, sendo o mesmo realizado na sua maioria
por exclusdo. Além disso, vérios fatores podem controlar a expressao dos genes PD-1, PD-L1 e
CTLAA4, como fatores de transcricdo e componentes epigenéticos, incluindo metilacdo de DNA
e modificacdes de histonas (BALLY et al., 2016). Dentre eles, o uso dos agentes hipometilantes
pode influenciar a expressdo génica de PD-1, PD-L1 e CTLA4. (WONG et al., 2021; YANG et
al., 2014).

No presente estudo, nas analises multivariadas dos genes PD1, PD-L1 e CTLA4 com
o perfil sociodemografico e clinico, verificamos associa¢cao do PD-1 com a idade <70 anos. O
gene PD-L1 associou-se com a dependéncia transfusional e com o subtipo SMD hipoplasica,
enquanto o gene CTLA4 associou-se com a expressao dos outros genes PD-1 e PD-L1. YANG
et al. (2014) encontraram associac¢do da expressao de PD-1 com a idade. No estudo de Sampaio
et al. (2023), a expressao de PD-L1 foi avaliada por PCR em tempo real em 53 pacientes com
SMD do Ceard, onde foi relatada uma associacao entre a expressao de PD-L1 com a classificagdo
OMS 2016 e a diseritropoese. Em pacientes com LMA-MS5, a expressdao de PD-L1 também foi
associada com a classificagdo e com maior chance de recidiva. Na LMA, a expressao de PD-1,
PD-L1 e PD-L2 foi associada com a expressdo concomitante de CTLA4, dado que corrobora
com o resultado do presente estudo, onde a expressao de PD-1 e PD-L1 associaram-se com a
expressao de CTLA4 e vice-versa (CHEN; AL., 2020).

Nesta andlise, observamos que a expressao de PD-1, PD-L.1 e CTLA-4 juntos

associaram-se com menor sobrevida global, com uma mediana de sobrevida de 6 meses, cor-
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roborando com os dados da literatura que estimam a expressao de PD-L.1 como um indicador
significativo de uma sobrevida mais curta em vdrios tipos de cancer (SAMPAIO et al., 2023;
YANG et al., 2022; YANG et al., 2014). No estudo da expressdo de PD-L1 em pacientes com
SMD do Ceard, aqueles categorizados com pior progndstico também apresentaram menor sobre-
vida global, com uma mediana de 14 meses (SAMPAIO et al., 2023). No estudo de YANG et al.
(2014), observou-se que a maior expressao de PD-L1 em pacientes com SMD foi correlacionada
com pior sobrevida.

As varidveis idade, plaquetas, celularidade, dismegacariopoese e progressao tam-
bém se associaram a menor sobrevida global nos pacientes que expressaram os receptores do
checkpoint imune, sendo a progressao um preditor independente que apresenta 6,48 vezes mais
chances de influenciar na sobrevida global. A idade é um fator determinante na patogénese da
SMD e, consequentemente, na expressao desses receptores imunes. As alteracdes na linhagem
megacariocitica condizem com os achados do presente estudo, como a expressao de PD-L1
em megacariocitos. Ja a progressao, estd intimamente relacionada com as vias PD-1/PD-L1 e
CTLAA4/B7, pois ambas participam da evasdo imune e da exaustdo de células T citotéxicas em
neoplasias hematologicas (BODDU; AL., 2018). Na meta-anélise que avalia a expressao sérica
de PD-L1 em mais de seis tipos de cancer, os pacientes com niveis elevados de PD-L1 sérica
tiveram um risco 20% maior de progressdao da doenca e 67% de maior risco de morte (SZELES;
AL., 2022).

Na avaliacao de sobrevida livre de progressdao, ndo observamos associacao entre
a expressdo de PD-1, PD-L1 e CTLA-4. Contudo, verificamos que a idade, celularidade e
disgranulopoese foram associadas com menor sobrevida livre de progressdo. Além disso, a
expressao dupla de PD-L1 e CTLA-4 foi associada como um preditor de progressao independente
de outras varidveis. Na LMA, a expressdao de PD-1 em células TCD8+ no diagndstico foi preditiva
de menor sobrevida livre de eventos, no entanto, nossos resultados sdo discrepantes (DAVER
et al., 2018). Em outras neoplasias, o valor preditivo da expressao de PD-L1 varia entre os
diferentes estudos. Um estudo realizado com pacientes sob tratamento imunoterapico mostrou
maior sobrevida livre de progressao, sugerindo um valor preditivo relevante para alta expressao
de PD-L1 nesta populacdo. No entanto, para melanoma maligno, carcinoma de células renais
e cancer urotelial, o PD-L1 nao apresentou associacdo com a predi¢do da sobrevida livre de
progressdao (CHAE; AL., 2018).

Diante disso, o presente estudo ressalta a importancia de identificar a expressao
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dos receptores imunes envolvidos na desregulacdo imune da SMD, contribuindo assim para o
direcionamento da terapia e melhora do progndstico dos pacientes com SMD (BARREYRO
et al., 2012). O estudo da expressao de PD-1, PD-L1 e CTLA-4 pode ser avaliado por uma
variedade de técnicas de diagnodstico disponiveis. Dentre elas, podemos dosar os niveis plas-
maticos das proteinas por ensaio imunoenzimatico (ELISA) ou por Western Blot, na detec¢ao
das proteinas no homogeneizado do tecido tumoral. Além disso, podemos utilizar técnicas
moleculares, como painéis de sequenciamento ou PCR em tempo real, para o estudo do mRNA
e do microRNA, que fornecem informacgdes valiosas sobre o nivel de expressdo. No entanto,
a técnica de imunohistoquimica é a mais abordada, com diversos testes aprovados pelo Food
and drugs adminstration (FDA). Realizada de forma pratica e econdmica, tem como objetivo
avaliar a expressao das proteinas em células tumorais, células infiltrantes de tumor ou ambas.
Todas as técnicas citadas, incluindo as utilizadas no estudo, oferecem vantagens e limitagdes,
mas a combinac¢do das abordagens oferece uma compreensao ampliada do perfil de expressao
(AKHTAR et al., 2021).

As limitagdes deste estudo incluem a dificuldade em obter um niimero amostral
representativo de pacientes, devido a SMD ser uma doenca rara. Além disso, as bidpsias da
medula dssea e do sangue periférico dos pacientes com SMD foram obtidas em dois momentos
diferentes, o que pode resultar em viés no perfil de expressdo na comparacao das duas técnicas.
Também observamos muitas marcagdes inespecificas, dificultando a padronizagdo e anélise por
Imunohistoquimica (IHQ). Essas restricdes devem ser consideradas ao interpretar os resultados,
e futuras pesquisas podem abordar essas limitagdes para uma melhor compreensdo da doenca.

Nesse contexto, podemos inferir que a andlise da expressao proteica e génica de
PD-1, PD-L1 e CTLA4 foi expressiva na SMD ao diagndstico e associou-se com varidveis
sociodemogréficas e clinicas, bem como com o progndstico. Esses resultados consolidam
a importancia da andlise da expressdo desses biomarcadores no diagndstico, bem como no

monitoramento da doenca.
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7 CONCLUSAO

* A expressao proteica de PD-1, PD-L1 e CTLA4 revelou-se elevada em pacientes com
SMD.

* A expressdo proteica aumentada de PD-1 mostrou associacdo com o sexo feminino e
mielofibrose, enquanto a expressao positiva de CTLA4 se associou baixa contagem de
neutrdéfilos e a disgranulopoese.

* Nao houve diferenca significativa entra a expressao génica de PD-1, PD-L1 e CTLA4 com
grupo controle.

* A expressdo génica positiva de PD1 mostrou associacdo com a faixa etaria < 70 anos e a
expressao positiva de PD-L1 associou com a dependéncia transfusional e ao subtipo SMD
hipoplésica.

* A expressao positiva de PD-L1, assim como com a expressao conjunta de PD-L1 e CTLA4
associou com menor Sobrevida Global (SG).

* Além disso, a expressdo dupla de PD-L1 e CTLA4 conferiu ser um fator preditivo para

uma menor sobrevida livre de progressao (SLP).
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