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RESUMO

A Neoplasia Mielodisplésica é enquadrada num grupo heterogéneo de doencas hematoldgicas,
sendo descrita pela presenca de hematopoiese ineficaz, citopenias sdo comumente
apresentadas, variando de uma ou mais linhagens hematopoiéticas. A patologia de cunho
clonal atinge em sua maioria individuos mais velhos, onde aproximadamente 80% dos
pacientes acometidos sdo idosos acima de 65 anos. Com grande variedade de fatores de
progressdo, algumas alteracdes imunoldgicas foram descritas para a doenca, tanto no nivel
celular quanto humoral. Os chamados Checkpoints imunes possuem como principal papel a
regulacdo das vias que estabelecem os sinais estimulatérios e inibitérios liberados para mediar
a resposta imunoldgica, no entanto diversas neoplasias conseguem escapar dessa vigilancia,
construindo um cendrio complexo de desregulacio no sistema imune. A desregulacdo do
sistema imunologico pode ser desencadeada pela presencga de variantes polimérficas em genes
que estdo presentes na ativacdo da cascata imunoldgica da imunidade inata; genes de citocinas
anti-inflamatdrias, que realizam o controle do sistema imune, podem possuir variantes
polimorficas relevantes em pacientes com a Neoplasia Mielodispldsica. Nesse contexto, o
estudo teve como objetivo avaliar os polimorfismos dos genes das citocinas IL-6 e IL-10 na
Neoplasia Mielodisplasica, contribuindo para elucidar a presenga ou auséncia de associagcdo
desses polimorfismos com varidveis de progndstico. Trata-se de um estudo transversal,
analitico, com 44 pacientes com diagndstico clinico e laboratorial de SMD, entre 2008 e 2023,
com média de idade de 70.45 anos, sendo a maioria do sexo masculino e 145 controles
sauddveis, pareados pelos gendtipos. Através da extracdo de DNA nas amostras coletadas, foi
realizada PCR qualitativa e ensaio de discriminacdo alélica dos polimorfismos rs1800795 e
rs1800896. As andlises estatisticas foram realizadas através do software SPSS versdao 20 e
valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significantes. Para IL6, o alelo
polimérfico G foi mais frequentemente presente nos pacientes diagnosticados com SMD
(84,09%) quando comparado aos controles (71,59%). Quanto a presenca dos genotipos,
através do teste de qui-quadrado foi possivel observar uma associacdo significante entre os
diferentes genodtipos € o numero de citopenias -1,2,3 (p=0,002). Houve também uma
associacdo significante entre os diferentes gendtipos e a presenca ou auséncia de
disgranulopoiese (p=0,034) e uma associacdo significante entre os diferentes gendtipos e a
contagem de neutréfilos < 0,8, > 0,80, com (p=0,036). Para os outros modelos genéticos de
associacdo, ndo foram encontrados resultados significativos, concluindo que nio existiu

associacdo significativa desse polimorfismo para as demais varidveis na SMD para populacao



do estudo. Para o gene IL10 as andlises dos modelos genéticos de associacdo ndo revelaram
associacdo significativa, mostrando que ndo existiu significincia entre a presenca do

polimorfismo e as varidveis clinicas e laboratoriais para SMD na populacio estudada.

Palavras-chave: Neoplasia Mielodisplésica, citocinas, polimorfismos, imunologia.



10

ABSTRACT

Myelodysplastic Neoplasm is classified as a heterogeneous group of hematological disorders,
characterized by ineffective hematopoiesis. Cytopenias, affecting one or more hematopoietic
lineages, are commonly observed. This clonal pathology primarily affects older individuals,
with approximately 80% of affected patients being above 65 years of age. The disease
exhibits a wide range of progression factors, and immune alterations have been described at
both the cellular and humoral levels. Immune checkpoints play a crucial role in regulating the
pathways that establish stimulatory and inhibitory signals to mediate the immune response.
However, several neoplasms can evade this surveillance, creating a complex scenario of
immune system dysregulation. Dysregulation of the immune system can be triggered by the
presence of polymorphic variants in genes involved in the activation of the innate immune
cascade. Polymorphic variants in anti-inflammatory cytokine genes, which control the
immune system, may also be relevant in patients with Myelodysplastic Neoplasm. In this
context, the objective of this study was to evaluate polymorphisms in the IL-6 and IL-10
cytokine genes in Myelodysplastic Neoplasm, contributing to the elucidation of the presence
or absence of an association between these polymorphisms and prognostic variables. This was
a cross-sectional, analytical study involving 44 patients diagnosed with MDS based on
clinical and laboratory criteria between 2008 and 2023, with a mean age of 70.45 years. The
majority of participants were male, and there were 145 healthy controls matched by genotype.
Qualitative PCR and allele discrimination assays for the rs1800795 and rs1800896
polymorphisms were performed on collected DNA samples. Statistical analyses were
conducted using SPSS software version 20, with p-values <0.05 considered statistically
significant. For IL6, the polymorphic G allele was more frequently present in patients
diagnosed with MDS (84.09%) compared to controls (71.59%). Regarding genotype presence,
a significant association was observed, through the chi-square test, between different
genotypes and the number of cytopenias (-1,2,3) (p=0.002). There was also a significant
association between different genotypes and the presence or absence of dysgranulopoiesis
(p=0.034), as well as a significant association between different genotypes and neutrophil
count (<0.8, >0.80) (p=0.036). For other genetic association models, no significant results
were found, leading to the conclusion that there was no significant association of this
polymorphism with the other variables in MDS for the study population. For the IL10 gene,

genetic association models did not reveal any significant associations, indicating no
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significance between the presence of the polymorphism and the clinical and laboratory

variables for MDS in the studied population.

Keywords: Myelodysplastic Neoplasm, cytokines, polymorphisms, immunology.



Tabela O1:

Tabela 02:

Tabela 03:

Tabela 04:

Tabela 05:

Tabela 06:

Tabela 07:

Tabela 08:

Tabela 09:

Tabela 10:

Tabela 11:

Tabela 12:

Tabela 13:
Tabela 14:

Tabela 15:

Tabela 16:

Tabela 17:
Tabela 18:

12

LISTA DE TABELAS

Classificacdo atualizada de Sindrome Mielodisplésica, proposta pela OMS em

Lista de testes estatisticos de associacdo realizados para cada polimorfismo e
VATTAVEL..cc.eiieeiiie ettt et e ettt e et e e et eeetaeesteeesaseeeesseeensseeensseeennneeas

Varidveis clinicas dos pacientes SMD.........ccccoiiiiiiiiiiiiniiieeieeecee e

Classificacio da populacdo do estudo quanto ao Cariétipo, Prognéstico IPSS-R,
Grupo de Risco IPSS-R € OMS (2016)....cccouuieriiiiiieniieeriieeieeeiee e

Variaveis de Progressdo da doenca e Evolugao para LMA obtidos com a

Resultado do célculo do equilibrio de Hardy-Weinberg para o polimorfismo
TSTBO0TS .ttt ettt

Resultado do célculo do equilibrio de Hardy-Weinberg para o polimorfismo
TSIBO08B6.........eeiiiieieetete ettt

Relacdo dos polimorfismos no gene avaliado e sua respectiva localizacdo
génica; populacdo “Latino Americana 2”, de acordo com dbSNP - NCBI -
NationallnstituteSof HeQlth (NIH). .........ccccoueeeeoiiiieeiiiiieeeiieeeeeeiieeeesivee e

Anadlise do gendtipo em relacio a varidvel Citopenia..........cceeeeeeerieeenieeenieennnne.
Andlise do gendtipo em relacdo a varidvel disgranulopoese..........cccccueeevveennnee.
Analise do gendtipo em relacdo a varidvel contagem absoluta de neutrdéfilos...

Anadlise dos gen6tipos e varidveis clinicas.........cccevveeerieeennineennee.

Anadlise do modelo dominante e varidveis clinicas............cccecueenn..e.
Andlise do modelo recessivo em relacdo as varidveis clinicas.........cccceeveeenneenn.
Andlise do gendtipo em relacio as varidveis clinicas..........cooveeerieeiniieeniieenne.

Andlise do modelo dominante em relacdo as varidveis clinicas.............cccceu......

Andlise do modelo recessivo em relacdo as varidveis clinicas.........cccceeveeenneen.

18

37

39

41

42

43

46

47

48

49

49

50

53

56

59

62
65



Figura 01:

Figura 02:

Figura 03:

Figura 04:

Figura 05:

Figura 06:

Figura 07:

Figura 8:

13

LISTA DE FIGURAS

Processo de Hematopoiese e origem das células blasticas.........cc.cceveerieenennne. 17

Representag¢do esquemadtica da andlise Citogenética, desde a coleta de medula
05s€a at€ @ CATIOLIPAZEIM. ...ceuvieueieiieieeie et et ette et e e et steebe et esaeeteeneeseeenaeeneeas 20

Representacdo esquematica dos cinco grupos do sistema prognéstico

citogenético desenvolvido por Schanz et al., 2012.........ccccoeviiiviieiniiiiniiienneen. 21

Funcao basica da imunidade inata mostrando a intera¢do de antigenos com

como receptores em macrofagos. Esta figura também ilustra a interface entre

0 1NALO € O AAAPLALIVO. .. vviiiiiiieeiiie ettt ettt e et e e st e e sbeeesbeeesareeeareeenns 24
Efeitos das Citocinas nas Células do Sistema Imune............ccccoeceeviiiinininnen. 28
Representacdo dos Produtos finais obtidos a partir do procedimento de Lise
BIITOCITATIAL ...ttt ettt ettt s e e s eseseseaenas 35
Fluxograma resumido da metodologia realizada no Estudo para preparo e

ANAlISE dAS AMOSIIAS. c....eeiiiieeiiiie ettt ettt et e st esaeees 37

Organograma resumo das metodologias utilizadas neste estudo...........c....c.......



Grafico 01:
Grafico 02:

LISTA DE GRAFICOS

Frequéncia AIElica @ene ILO. ..........cccooiieiiiiiiiiiiiiieeieeee et

Frequéncia AIElica @ene IL10. ........c.cccoccueiueiiiiiiiiiieiieeie et

14



CD8+
IFN-y
IL-6
IL-10
NK
NPDM
PBS
PCR
PRR
SMD
SNPs
TGF-B
Th17
TNF-a

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

Linfécitos T citotdxicos

Interferon gama

Interleucina 6

Interleucina 10

Células Natural Killers

Niucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos
Solugdo tampdo salina-fosfato

Reacdo em cadeia da polimerase
Receptores de reconhecimento padrao
Sindrome mielodispldsica
Polimorfismos de nucleotideo tnico
Fator de crescimento transformador beta
Linfécitos T CD4+ helper 17

Fator de necrose tumoral alfa

15



%

LISTA DE SIMBOLOS

Marca Registrada

Porcentagem

16



17

SUMARIO

1 INTRODUGAO..........oooiiieieeeeeeeeeeeeeeeee e 19
1.1 Neoplasia MielodiSPIASICA .............ccooiiiiiiiiiieiiceeeeeee e 19
1.2 Etiopatiogénese da Sindrome Mielodisplasica ...................coccoeiiiiiniiniinieniieee 20
1.2.1 Classificacao Clinica e Estratificacdo Prognostica da SMD ................c.ccc..... 21

1.3 Citogenética e alteracoes moleculares para diferenciacdo da Neoplasia
MIEEIOISPIASICA .........oviiiiiieiiiciiecteeee ettt e e be et eeabeesseeesbeesaseesseessseensaens 23
) I D) 0) 1 11 11 (0] (17 S 26
1.5 Imunidade INAta..............cooiiiiiiiii e 26
1.6 Tumorigénese Na SIMD ............ccccoiiiiiiiiiieiee ettt eae e 28
1.7 Polimorfismos de Nucleotideo UNICo.................coccooovvirmeeeeeeeseeereeeeeseeseseesseseens 29
L8 CHEOCINAS ...ttt et ettt st e bt et e sbe e st e saae e enaees 31
L1.9INterleteina 6.........c..oooiiiiiiiiiii e e 32
1.10 Interleucina 10...........ccoooiiiiiiiiiii et 33
2 JUSTIFICATIVA ..ottt ettt ettt 36
3 OBUIETIVO ...ttt et ettt sttt et 36
3.1 ODJetivo @eral..........ooooiiiiiiiiiiieeeeeee e s et 36
3.2 Objetivos eSPECIfICOS ............cocuiiiiiiiiiieiieieeieeeeee ettt s 36
4  MATERIAIS E METODOS...........coomiiiiniiiinneieeeesesseesesessss s 37
4.1 Tipo de Estudo e Aspectos FLHCOS ... 37
4.2 Casuistica e SelecAo de AMOSIIAS .............cceeeiieiiiiiiieiiecieeeee e 37
4.3 Cariotipo por Banda G ...............ocoooiiiiiiiiieeeeeeee s 37
4.4 Lise de Células EritroCitarias ...............cccoooieiinieiiniieiiecceeee e 38
4.5 Extracao de DNA GenOmMUCO ..............coceeiiiiiiiiiiiiiiniicteeetee et 39
4.6 PCR QUAlitativa............ccoviiiiiiiiiii ettt e b e e ean e e e aneas 39
4.7 Variaveis ANaliSAdas................cccoeviiiieiiieiiiiieeeeeee e 40
4.8 Analise EStatiStiCa .............ccveeiiiiiiiieiecieceeeeeee et 41
SRESULTADOS ...ttt ettt ettt et ss e teeseesaeesseesaesseenseensesseeseensenes 43
5.1 Caracterizacao da Populacao................cccoooiiiiiiiiiniiniicceceeee e 43
5.2 Analise da Frequéncia Alélica do polimorfismo rs1800795 no gene I16 ................. 50
5.3 Analise da Frequéncia Alélica do polimorfismo rs1800896 no gene IL10............... 51

5.4 Analises do Polimorfismo do gene IL6 ....................ccccooeevieniieciienieeiieeieeie e, 53



18

5.4.1 Influéncia do polimorfismo rs1800795 do gene IL6 sobre os parametros

laboratori@is € CIIICOS ..................c.cccuoviivuiiiiiiiiiiiiiieeete et 53

5.5 Analises do polimorfismo rs1800896do gene ILI0...................c..cccoeevueeereeecrrecreeannnne. 63
5.5.1 Influéncia do polimorfismo rs1800896 do gene IL10 sobre os pardmetros

laboratori@is € CHIRICOS .................c.cooeevuiiiiiiiiiiiiiiiceeee et 63

6 DISCUSSAQ ...ttt 72

T CONCLUSAOQ.......ccoooiiiiiiiteie ettt 74

REFERENCIAS ...oooooeooeoeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e 78



19

1 INTRODUCAO

1.1 Neoplasia Mielodisplasica

A Neoplasia Mielodisplasica (SMD), anteriormente conhecida como Sindrome
Mielodisplésica é enquadrada num grupo heterogéneo de doencas hematoldgicas de cunho
clonal, em que a progressio da doenca para Leucemia Mieloide Aguda é de grande
recorréncia, vista em cerca de um terco dos casos de SMD (VASSALLO; MAGALHAES,
2009).

A avaliacdo clinica e laboratorial é feita atualmente com a realizacdo de
metodologias que incluem anédlise do sangue periférico e medula Gssea, aplicando técnicas
como citogenética e imunofenotipagem, além da avaliacio do histérico de exposicdo a
substancias potencialmente carcinogénicas ao paciente (ARBER et al., 2016; VASSALLO et
al., 2009). A heterogeneidade da doenca, munida de outros fatores hematopoiéticos faz da
Neoplasia Mielodispldsica uma das doencas malignas mais desafiantes da hematologia (LIST,
2010).

Descrita pela presenca de Hematopoiese ineficaz, citopenias sdo comumente
apresentadas, variando de uma ou mais linhagens hematopoiéticas. As Neoplasias
Mielodisplésicas ocorrem principalmente em individuos mais velhos, onde aproximadamente
80% dos pacientes acometidos sdo 1dosos acima de 65 anos (CAZZOLA e MALCOVATI,
2010). O fator envelhecimento € ponderado com cautela para o diagndstico da doenca,
enquanto a prevaléncia é de cerca de 4/100.000 na populagcdao dos EUA, ela aumenta ap6s 60
anos para 35/100.000, o que demonstra a importancia dessa varidvel, principalmente em
quadros iniciais da doenca e diagndstico. Varios mecanismos moleculares estdo envolvidos no
envelhecimento, o que inclui danos genomicos, reducdo dos teldomeros ou alteragdes
epigenéticas (GOTTLIEB et al., 2007). Além disso, o envelhecimento estd associado a um
aumento no nimero de mutagdes somadticas, que, no compartimento hematopoiético, criam
uma ampla gama de células-tronco geneticamente distintas (ANDRADE; COSTA; SILVA,
2012).

Em sua etiologia, pode ser classificada como SMD priméria (de novo) quando nao
ha causa conhecida, ou secunddria, quando se desenvolve como resultado de tratamento
baseados em quimioterapia ou radioterapia. Embora a etiologia da SMD primaéria seja
desconhecida, estudos tém atribuido alguns fatores de risco ao desenvolvimento da SMD, a

saber: idade, com predominancia de idosos, sexo, onde o masculino é mais acometido, estilo
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de vida, onde obesidade e tabagismo sdo apontados, além de exposic¢do a fatores ambientais e
ocupacionais (tais como benzeno, solventes, tinturas de cabelo, radiacdo e pesticidas) (MA et
al., 2009; BOWEN, 2013).

Atualmente, existem diferentes fendtipos clinicos para Neoplasia Mielodisplésica,
nos ultimos anos, mutagdes pontuais foram identificadas e relacionadas aos fenétipos, onde
existe um potencial clinico para refletir nos resultados de diagndstico e pontuacdo para
progndstico do paciente (PAPAEMMANUIL et al., 2011). A nivel molecular, a desregulacio
imunolégica na Neoplasia Mielodispldsica causa, como fator principal, a apoptose celular e a
capacidade de evasdo da vigilancia imunolégica (SUGIMORI et al.,, 2010; EPLING-
BURNETTE e LIST, 2009), o que mostra que a complexidade da SMD esta relacionada

também aos diferentes mecanismos de desregulacido imune presentes na patologia.

1.2 Etiopatiogénese da Sindrome Mielodisplasica

A SMD ¢ uma doenga que se caracteriza pelo crescimento descontrolado de células
precursoras hematopoiéticas mutadas. Essas células passam por um processo chamado
hematopoiese, no qual ocorre renovacgdo, proliferacdo, diferenciacdo e maturacdo celular
coordenadas por fatores de transcri¢do. Acredita-se que todas as células sanguineas derivam
de uma unica célula-tronco pluripotente presente na medula 6ssea (WANG; DICK, 2005).
Durante a hematopoiese, essa célula-tronco se divide em duas linhagens: a linhagem linféide,
que gera os linfécitos, e a linhagem mieldide, responsdvel pela produgdo de eritrcitos,
granuldcitos, mondcitos e plaquetas. O desenvolvimento da SMD ocorre devido a uma série
de mutacdes nessas células precursoras, resultando em um clone maligno e na producao
descontrolada de células sanguineas anormais (MAIOLI; SOUZA, 2012).

A desregulacdo intrinseca da célula das vias imunes e inflamatdrias inatas, bem como
a inflamacgdo sistémica, foram implicadas em defeitos hematopoiéticos associados ao
envelhecimento, hematopoiese clonal e SMD. A formagao das células blésticas ocorre a partir
de um clone de células que apresentam defeitos em seu DNA (NIERO-MELO et al., 2006).
Na SMD, foram identificadas diversas alteracOes genéticas recorrentes que contribuem para o
seu desenvolvimento. Essas altera¢des incluem a expressao andmala de proto-oncogenes,
translocacdes cromossdmicas que resultam em fusdes génicas que codificam quinases ativas e
fatores de transcri¢do alterados, alteracdes no numero de cOpias cromossdmicas € mutagoes
genéticas especificas (ZON, 1995; WANG E DICK 2005). Essas alteracdes genéticas

interferem no processo regulatério normal, resultando em uma capacidade de
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autorrenovacaoilimitada, desregulacao da proliferacdo celular e bloqueio da diferenciacgao,
contribuindo para a transformacao das células-tronco hematopoiéticas ou suas progenitoras
(MESQUITA, 2009).

Os blastos sdo células jovens e imaturas encontradas comumente em extensodes
sanguineas e medulares de pacientes com SMD e leucemias agudas (Figura O1). A sua
morfologia citoldgica é caracterizada por multiplos nucléolos visiveis, citoplasma escasso e
levemente basofilico, e nicleo grande com cromatina nuclear que pode variar de fina a densa
(NIERO-MELO et al., 2006). Essas caracteristicas sdo importantes para a identificacdo e
classificagdo dos blastos durante a analise laboratorial, pacientes com SMD podem apresentar
Blastos na medula 6ssea abaixo de 5%, entre 5% e 9%, entre 10% e 19%; Blastos no sangue
periférico abaixo de 1%, entre 1% e 5%, entre 5% e¢19% (ANDRADE; COSTA; SILVA,
2012).

Figura 01- Processo de Hematopoiese e origem das células blésticas.
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Fonte: Adaptado de Wang e Dick (2005).

1.2.1 Classificacao Clinica e Estratificacao Prognédstica da SMD

A Organizagdo Mundial da Satide (OMS) identificou a SMD como uma das cinco

principais categorias de neoplasias mieloides. Em sua atualizacdo de 2016 sobre cancer no
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sangue, a OMS pressionou por uma reorganizacdo da classificacdo das sindromes

mielodisplasicas para levar em conta o nimero de blastos e citopenias no sangue periférico,

bem como alteragdes morfolégicas, como displasia e sideroblastos do anel mieldide,

dividindo a patologia em dez

subtipos (ARBER et al., 2016).

Tabela 01 - Classificagdo atualizada de Sindrome Mielodisplésica, proposta pela OMS em

2016.

SUBTIPO

SANGUE PERIFERICO

MEDULA OSSEA

SMD com Displasia em Unica
Linhagem (SMD-DU)

<1% de Blastos; Uni ou Bicitopenia

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

SMD com Displasia em
Muiltiplas Linhagens (SMD- DM)

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

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

SMD com Sideroblastos em Anel

(SMD-SA)

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

<1% de Blastos; Uni ou Bicitopenia

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

SMD-SA com Displasia em
Miiltiplas Linhagens (SMD- SA-
DM)

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

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

SMD com Excesso de Blastos (SMD-EB)

SMD com Excesso de Blastos 1
(SMD-EB1)

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

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

SMD com Excesso de Blastos
2 (SMD-EB2)

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

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

SMD inclassificavel (SMD-i)

SMD-i com 1% de blastos

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

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

SMD-i com displasia em unica
linhagem e pancitopenia

Citopenia em 3 linhagens; <1%
de blastos

Displasia em 1 linhagem; <5%
de blastos

SMD-i baseada em alteragdes
citogenéticas

SMD com del(5q) isolada

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

<1% de Blastos; Uni ou Bicitopenia

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

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

*Quando hé presenca de mutacdo do gene SF3B1 ; 1% de blastos deve ser encontrado em pelo menos duas

situacdes isoladas.

Fonte: Adaptado de Arber et al (2016).



23

1.3 Citogenética e alteracbes moleculares para diferenciacaio da Neoplasia

Mielodisplasica

Outros fatores progndsticos, como caracteristicas dos pacientes, comorbidades ou
mutacdes somdticas e novas pontuacdes estdo sendo desenvolvidas. A hematopoiese clonal é
caracterizada pela representacdo de células sanguineas derivadas de um unico clone. Varios
estudos identificaram mutacGes somadticas recorrentes em vdrios genes que conduzem a
hematopoiese clonal (JUNIOR et al., 2010). Essas mutacdes de perda de funcdo dizem
respeito principalmente a genes envolvidos na metilacdo do DNA.

A Neoplasia Mielodisplasica, dada sua complexidade, pode ter caracteristicas distintas
quando decorrente de um estado subjacente de insuficiéncia medular, como anemias. Para
1sso, uma avaliacdo medular é necessaria (VASSALO; MAGALHAES, 2009). Para casos de
medula hipocelular, com suspeita de SMD, o aumento na contagem de células de
diferenciacdo CD34 pode ser quantificado por citometria de fluxo, provindas de aspirados de
medula dssea, ou a andlise pode ser realizada por imuno-histoquimica, na bidpsia central, o
que aumenta a acurdcia do diagndstico diferencial entre anemia apléstica, j4& que as duas
patologias apresentam, clinicamente e laboratorialmente de forma semelhante (SOUZA,
2009), processo destacado na Figura 02. Ademais, estudos de hibridizacdo in situ fluorescente
(FISH) podem ser adicionados, habitualmente, tem-se usado um conjunto de sondas que
englobam as seguintes regides: 5/5q, 7/7q, 9p, 11923, t(8;21), 20q, 10, 17 e Chic2, avaliando
aberracOes comuns para patologia (FOPPA, 2009).

A citogenética € considerada um método de estudo de alteracdes cromossOmicas,
muito aplicado para auxiliar no diagndstico, como também evidencia aspectos importantes da
biologia da doenga, diferenciar subtipos e progndstico dos pacientes. As alteragdes
cromossOmicas mais frequentes em SMD envolvem os cromossomos: 5, 7, 8, 11, 13, 17, 20,
21 e X. Alteragdes cariotipicas estdao presentes em 25% das anemias refratarias (AR), em 10%
das anemia refratdrias com sideroblastos em anel (ARSA), 50% das citopenias refratarias com
displasia de multiplas linhagens (CRDM), em 30-50% das anemias refratarias com excesso de
blastos (AREB) e em 100% das Sindromes 5q-, que, alids, necessitam da identificagdo desta
alteracdo isolada para serem assim consideradas (MAIOLI; SOUZA, 2012). A delecio 5q-,
quando ocorre de forma isolada é considerada fator de progndstico favordvel, ja quando
presente em conjunto a outras alteragdes € desfavoravel (Figura 03).

Em pacientes que apresentam resultado de caridtipo nao informativo ou com auséncia,

os polimorfismos de nucleotideo tinico (SNPs) podem ser considerados como ferramenta para
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detectar as aberragdes citogenéticas, que investiga simultaneamente milhares de regides no
genoma humano para identificar variagdes no nimero de cépias (OLIVEIRA, 2018). A
gravidade na SMD ¢ definida pelo Sistema Internacional de Pontuacdo de Progndstico
Revisado (IPSS-R). Os resultados das andlises citogenéticas de medula éssea sdo confirmados
segundo os critérios estabelecidos pelo Sistema Internacional de Nomenclatura Citogenética

Humana (ISCN) (MCGOWAN-JORDAN, 2016) (Figura 01).

Figura 02 - Representacdo esquemadtica da andlise Citogenética, desde a coleta de medula
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 03 - Representacdo esquematica dos cinco grupos do sistema progndstico citogenético

desenvolvido por Schanz et al., 2012.
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Muito favoravel - ---- -1 Del (11q), -Y

S ,_ _______ Normal, Del(5q), Del(12p), Del(20p), quaisquer duas alteragdes
ey incluindo Del(5q)

Intermediario =ity Del(7q), +8, +19, i(17q), qualquer outra alteragdo

Del(3q), -7, quaisquer duas alteragdes incluindo o cromossomo 7,

Desfavoravel =) o
cariétipo complexo

Muito desfavoravel .— ------- Cariotipo complexo >3 alteragtes

Fonte: Adaptado de Schanz et al., 2012

Nos ultimos anos, foram publicados vérios estudos importantes que descrevem uma
andlise abrangente da incidéncia e do impacto clinico de multiplas lesdes genéticas na
sindrome mielodisplasica. Em 2011, Bejar e colaboradores publicaram a primeira andlise de
18 genes em 439 pacientes (BEJAR et al., 2011). Recentemente, o European Consortium
(PAPAEMMANUIL et al., 2013) realizou uma analise de mutacdo em 111 genes usando
técnicas de sequenciamento de ultima geracdo em uma coorte de 738 pacientes e descobriu a
frequéncia das mutagdes mais comuns em portadores de SMD. Esses e outros estudos,
envolvendo centenas de pacientes, que utilizaram conjuntos de mutagdes genéticas especificas
e sequenciamento completo do genoma (BEJAR et al., 2011 e HAFERLACH et al., 2014),
mostram que at€é 80% dos pacientes com SMD apresentam alguma mutacdo de interesse,
sendo que varias delas estdo associadas a um impacto prognéstico. Os dados emergentes nao
s0 sdo importantes na definicio do progndstico desses pacientes, mas também podem

potencialmente auxiliar na sele¢ao do tratamento adequado (GARCIAMANERO, 2015).
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1.4 Epidemiologia

Nos ultimos anos, apesar das melhorias para diagndéstico e acompanhamento do
paciente com SMD, dados epidemioldgicos para doenca ainda sdo considerados escassos,
principalmente em fatores de incidéncia e prevaléncia. Dados como manejo clinico, histérico
do paciente e classificacdo sdo necessdrios para avaliagdo. No que tange os dltimos 30 anos,
periodo em que houve mudangas na classificacdo e diagndstico do paciente, esses dados nio
foram coletados em larga escala (AUL et al, 2001; STROM; VELEZ-BRAVO; ESTEY,
2008).

O diagnéstico das sindromes mielodispldsicas € mais frequentemente encontrado em
individuos considerados idosos, com idade média do diagndstico variando de 65 a 70 anos.
Pessoas com menos de 50 anos representam menos de 10% dos casos (RUIZ, 2001). Embora
haja um leve desequilibrio de género, com os homens sendo afetados com mais frequéncia, ha
uma excecdo para a variante isolada da sindrome 5q, que € mais prevalente em mulheres
(OLIVEIRA, 2011). Embora a incidéncia anual exata de sindromes mielodisplésicas seja
desconhecida, os especialistas estimam que ocorram aproximadamente quatro casos em cada
100.000 individuos, enquanto o nimero de casos aumenta significativamente para 40-50 casos
por 100.000 pessoas ap6ds os 70 anos de idade (BEGHE; WILSON; ERSHLER, 2004).

Aproximadamente um ter¢o dos casos pedidtricos, incluindo criangas com sindrome
de Down, anemia de Fanconi, sindrome de ataxia-telangiectasia e neurofibromatose,
apresentam predisposicao hereditaria para o distirbio. Embora a predisposi¢ao hereditdria seja
menos comum em adultos, ela ainda deve ser investigada em adultos jovens ou em familias
com outros casos de sindromes mielodispldsicas, leucemia mieldide aguda ou anemia
aplastica (SENA; FILHO SILVIO; LYRA, 2010).

A mielodisplasia € influenciada por diversos fatores ambientais, como tratamento
quimioterdpico prévio, principalmente com agentes alquilantes e andlogos de purina, além de
tabagismo e radioterapia. Existem também fatores ocupacionais reconhecidos, como a
exposicdo ao benzeno e seus derivados, levando a um aumento no ndmero de casos

notificados entre trabalhadores agricolas e industriais (PINHEIRO; CHAUFFAILLE, 2006).

1.5 Imunidade Inata

Com grande variedade de fatores de progressao, algumas alteragdes imunoldgicas

foram descritas para a doenca, tanto no nivel celular quanto humoral (BAUMANN et al.,
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2010). Nesse cendrio, desequilibrios hematoldgicos podem alterar a regulacdo dos chamados
checkpoints imunes, que desempenham um papel importante na regulacio dos sinais
estimulatdrios e inibitdrios que medeiam a resposta imunoldgica, o equilibrio dessa resposta é
normalmente regulado pela acdo de moléculas inibitdrias e seus ligantes, no entanto, diversos
tipos de neoplasias conseguem escapar dessa vigilancia, construindo um cendrio complexo de
desregulagdo no sistema imune (BODDU P et al., 2018).

Para os mecanismos de desregulacdo imunoldgica na Neoplasia Mielodisplésica, tanto
o sistema imunoldgico inato quanto o adaptativo sdo pertinentes na patogénese da doenca
(MEKINIAN et al., 2016). Enquanto a selecdo clonal envolve principalmente inflamacao
latente, uma disfuncdo da imunidade celular leva ao aumento da apoptose e proliferacdo de
blastos. A desregulacdo nos niveis de citocinas, dada pela alteracdo na homeostase do sistema
imune inato, afeta vias de sinalizacdo inflamatoria, contribuindo para hematopoiese anormal,
ademais, células T CD8+, capazes de induzir a morte celular por mecanismos citotéxicos,
fazem parte do sistema imune adaptativo e sdo ativadas por células tronco SMD malignas,
causando supressdo da hematopoiese e falha na vigilincia do sistema imunoldgico
(BARREYRO et al., 2012).

A imunidade inata é um pré-requisito obrigatério para o inicio das respostas imunes
adaptativas, como também necessdria para o recrutamento de células T ativadas e moléculas
presentes nas células dessa via imunoldgica, incluindo Natural Killers, células dendriticas,
macréfagos, células endoteliais etc. (JUNIOR et al., 2010). O sistema imunolégico se
desenvolveu ao longo do tempo para realizar monitoramento e erradicacdo eficientes de
patégenos nocivos, minimizando qualquer dano causado ao hospedeiro, como inflamagcao
autoimune e exacerbacdo. Isso € feito por meio do uso de reguladores negativos e pontos de
verificacdo que ajudam a restringir a duracdo e a intensidade da resposta imune (SOUZA,
2009).

Apesar dessas medidas, certas células podem escapar da vigilancia imunolégica e
causar danos. Portanto, interromper os processos de regulacdo do sistema imunoldgico pode
potencialmente aumentar a eficdcia da resposta imune contra o cancer (FERRAZ et al., 2011).
Nesse cendrio, as células dendriticas sdo responsdveis pela deteccao dos invasores por meio
da expressdao de seus receptores de reconhecimento padrdo que podem detectar PAMPs e
DAMPs, representado na Figura 04.

A funcdo bioldgica dessas vias inatas relacionadas a imunidade e a inflamacdo ndo
serve apenas para detectar e defender contra patogenos estranhos, mas também € critica para a

adaptacdo a ambientes estressados, processos de desenvolvimento e direcionamento de
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programas de sobrevivéncia e autorrenovacao celular (NIERO-MELO et al., 2006). A andlise

do perfil imunolégico para Neoplasia Imunolégica pode responder sobre muitos fatores

relacionados a fisiopatologia da doenca (OLIVEIRA, 2011).

Figura 04 - Func¢do bésica da imunidade inata mostrando a interag¢do de antigenos com
como receptores em macrofagos. Esta figura também ilustra a interface entre o inato e o

adaptativo.

Patdgeno

Fonte: adaptado de MURPHY, 2014.
1.6  Tumorigénese na SMD

Uma das caracteristicas proeminentes do microambiente tumoral é a presenca
significativa de macréfagos infiltrados. Embora ainda haja muito a ser compreendido sobre a
interacdo entre esses macréfagos e as células tumorais na SMD, evidéncias indicam que essas
células podem desempenhar um papel dual na progressdao da doenca. Esse estado se afirma
quando, por um lado, os macréfagos podem suprimir a imunidade anti-tumoral (SAVILL et
al., 2002; OGDEN et al., 2005) e, por outro lado, eles também tém a capacidade de produzir
fatores de crescimento que auxiliam na regulacdo da apoptose (LEVENS et al., 2000;
OGDEN et al., 2005).

Evidéncias acumuladas indicaram que a faléncia medular na SMD esta associada com

autoimunidade, mielossupressdo mediada por células T e citopenias induzidas por citocinas.
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Além disso, em pacientes com qualquer doenga autoimune tem sido associado com um risco
aumentado de SMD e — vice-versa — manifestacdes clinicas de doenga autoimune sdao
frequentemente descritas em pacientes com SMD e leucemia mielomonocitica cronica. As
citocinas sdo elementos-chave na interacdo do clone maligno com o microambiente
juntamente com a hematopoiese ineficaz na SMD e podem influenciar uma variedade de
manifestacdes clinicas que caracterizam a doenca. O papel do fator de necrose tumoral-a
(TNF-a) em afetar as taxas de apoptose intramedular, o resultado de pacientes com SMD e a
resposta ao tratamento com eritropoetina (EPO) foi amplamente confirmado. Niveis mais
altos de interferon-y (IFN-y) também foram demonstrados em bidpsias com trefina e no
plasma da medula 6ssea (MO).

Camadas de células aderentes de pacientes com SMD em cultura produziram niveis
mais altos de interleucina-6 (IL-6) e TNF-a, enquanto aumentou os niveis de IL-6, que foram
independentemente associados. Uma maior produgdo do crescimento transformador fator-3
(TGF-B) por células-tronco mesenquimais foi observada no grupo de alto risco. A patologia
SMD contribui para o aumento de células T reguladoras, o que foi observado em estudos
anteriores (ZHAO et al., 2012).

Inicialmente, acredita-se que a InterleucinalO (IL-10) atuava como inibidora da
ativacdo dos macrdfagos em resposta as concentragcdes locais no microambiente tumoral. No
entanto, agora se sabe que a IL-10 pode gerar um fendtipo de ativacdo "alternativa" ou
polarizacdo "M2" nos macréfagos (MANTOVANI et al.,, 2002; GORDON, 2003). Os
macréfagos do microambiente tumoral sdo capazes de expressar IL-10 em resposta a presenca
de corpos apoptdticos, o0 que representa um mecanismo autdcrino de inibicao da via de NF-kB
e da expressdo de Interleucina 12 (IL-12) nessas células. Isso resulta na inibi¢do das respostas
antitumorais (SICA et al., 2000).

Ainda no contexto do céancer, a IL-10 possui como caracteristica relevante o efeito
imunossupressor, que pode estar envolvido na patogénese de certas neoplasias. Isso também
ocorre por meio da inibi¢do dos macréfagos e da supressdo da producdo de IFN-y, que sao

mediadores potentes com propriedades antitumorais e antivirais (FASSONE et al., 2000).
1.7 Polimorfismos de Nucleotideo Unico
Os Polimorfismos de Nucleotideo Unico (SNP) sdo os polimorfismos mais comuns na

natureza e caracterizados por uma troca Unica de base nitrogenada no DNA, ou seja,

substituicao de um dnico nucleotideo (adenina, guanina, citocina ou timina) por outra, em um
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determinado local da sequéncia de DNA. Esta é a forma mais comum de variante encontrada
no genoma (SAFADY, 2021). Embora essas variacdes possam ocorrer em qualquer parte do
genoma humano, é mais comum que elas ocorram em regides ndo codificantes, que ndo tém
um impacto direto na sintese de proteinas.

Estima-se que a frequéncia de SNPs seja de aproximadamente 1 em 1000 pares de
base no genoma. No entanto, é importante ressaltar que essa frequéncia pode variar em
diferentes regides do genoma e em diferentes populacdes. A grande maioria dos SNPs nao
causa alteracOes significativas no organismo, uma vez que muitos deles estdo localizados em
regides ndo codificantes do DNA. Essas regides ndo estdo diretamente envolvidas na
producdo de proteinas, e, portanto, as mutacdes nesses locais t€m menos probabilidade de
afetar a funcdo dos genes (BIER; MOTA; SILVA, 1992).

No entanto, € importante mencionar que alguns SNPs em regides regulatérias ou em
genes especificos podem ter efeitos funcionais, influenciando a expressdo génica ou a
atividade de proteinas. Essas variacdes podem contribuir para a diversidade genética
observada na populagdo e podem estar associadas a caracteristicas fenotipicas ou
predisposicao a certas patologias (GONDEK et al., 2008).

Para o presente estudo, o SNP T/C foi ponderado para patologia da SMD e refere-se a
uma variacdo genética em que uma base de nucleotideo T (timina) em uma sequéncia de DNA
que € substituida por uma base de nucleotideo C (citosina) em uma determinada posi¢do. Uma
sequéncia de DNA onde a letra T seja substituida pela letra C em um local especifico
(GONDEK et al., 2008). Por exemplo, se tivermos a sequéncia "ATGCAT", onde a base T é
substituida pela base C, terifamos a sequéncia resultante "ACGCAC". Essa mudanca de T para
C é um exemplo de um SNP T/C.

Virios relatérios identificaram variantes polimorficas em genes de antigeno
leucocitario humano e em genes de citocinas que estdo ligadas a suscetibilidade ao cancer e
autoimunidade e que contribuem diferencialmente para o desenvolvimento da doenca,
progressdo e resposta a terapia. Variantes funcionais, como polimorfismos de nucleotideo
unico (SNPs) localizados nas regides promotoras ou reguladoras de genes de citocinas
relevantes podem influenciar sua expressao genética, distorcendo assim o funcionamento das
células imunes através da acdo de suas moléculas efetoras, as citocinas e quimiocinas
(MEENAGH et al., 2002). Estudos anteriores provaram que a presenca do TNF —308A, IFNG
+875 12 CA-repeticao, IL6 —174G e os alelos TGFB1 +869C ou 4+915G aumentam a
expressdo do transcrito e/ou a proteina das citocinas codificadas. Embora a influéncia dessas

variantes tenha sido confirmada in vitro (SAINZ et al., 2008), ou seja, estimulacdo mitogénica
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de células em cultura, isolamento de alelos individuais de promotores de genes por clonagem
adjacente a um gene repoérter e/ou realizar um ensaio de mudanga de mobilidade na presenca

de extratos nucleares, em que certos dados reforcam a no¢ao de uma modulagao in vivo.

1.8 Citocinas

As citocinas representam um conjunto variado de mensageiros moleculares imunes, de
modo que apresentam funcionalidade mediada por receptores soliveis, antagonistas de
receptores e polimorfismos génicos, dentre outros fatores. Nesse contexto, a expressdo de
citocinas pode ser desencadeada por multiplas vias, as quais realizam ou o controle do sistema
imune ou sua ativagdo. Assim, a interleucina 6 e a interleucina 10 podem ser destacadas como
partes integrantes dessa rede complexa de citocinas (REA et al., 2018).

A IL-6 tem atividades pré e antiinflamatdrias e influencia na resposta inflamatoria
aguda, atuando na transi¢do da imunidade inata para a adquirida, no controle metabdlico e na
patogénese de muitas doencas cronicas. A IL-10 € uma das principais citocinas
imunossupressoras, de modo que controla as atividades IL-6, TNF-a (fator de necrose tumoral
alfa) e IL-8 (interleucina 8) (REA et al., 2018). Ambas as citocinas desempenham papéis
complexos e interligados no sistema imunoldgico, e a avaliagdo dos polimorfismos nesses
genes pode fornecer insights sobre a associagdo entre suas expressoes € a Neoplasia
Mielodisplésica (OLIVEIRA et al., 2011).

Havendo um desequilibrio na homeostase do sistema imune processos inflamatérios
e/ou de proliferacao celular sdo viabilizados, ao passo que linfécitos sdo recrutados e ativados,
bem como TNF-a e outras citocinas relacionadas (IFN-y ou IL-6) sdo secretadas (YANG et
al., 2015; GANAN-GOMEZ et al., 2015), processo demonstrado na Figura 05. Por
conseguinte, o aumento na secre¢do desses fatores € comumente observado em subtipos de
menor risco de neoplasia mielodispldsica e estd ligado a varios aspectos do fendtipo da
doenca, de modo que se verifica o desenvolvimento de displasias e citopenias (GANAN-
GOMEZ et al., 2015). J4 em estdgios de maior risco, € verificado um estimulo maior de
citocinas supressoras como TGF-B e IL-10 associado com niveis mais baixos de funcdo das
células CD8 +, Th17 e NK e pior prognéstico da doenca (GANAN-GOMEZ et al., 2015;
WOLACH; STONE, 2016). Os polimorfismos no gene da IL-10 em pacientes com SMD sao
estudados com o objetivo de entender se essas variantes genéticas estdo associadas ao

desenvolvimento, progressao e progndstico da doenga (OLIVEIRA et al., 2011).
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As citocinas podem influenciar a sintese de outras citocinas e sdo frequentemente
pleiotropicas e redundantes, além de que agem sobre outras citocinas podendo ser

antagonistas e sinergistas (BIER; MOTA; SILVA, 1992). como demonstrado na Figura 05.

Figura 05 - Efeitos das Citocinas nas Células do Sistema Imune.
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Fonte: BIER,O.,SILVA, W.D.da& MOTA,I. Imunologia Bésica e Aplicada.

1.9 Interleucina 6

A resposta inflamatéria do organismo a neoplasias envolve uma complexa rede de vias
humorais e celulares. A hierarquia da resposta imune e a expressiao dos principais mediadores
imunolégicos durante a SMD sdo fortemente influenciados pela variagdo genética em genes
reguladores (SPASOVA et al.,, 2005). Dentro da complexa rede de citocinas, a IL6 €
geralmente considerada uma das mais importantes mediadoras na patogénese de diversos
canceres e documentada em pacientes com sepse e diversas outras patologias (SAINZ et al.,
2008).

IL-6 €, também, o exemplo mais proeminente de uma citocina relevante para doengas
inflamatoérias. Na década de 1970, o grupo de Kishimoto identificou inicialmente o IL-6 como

uma proteina solivel produzida por células T que ativa a diferenciacdo de células B em
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células produtoras de anticorpos; portanto, inicialmente era conhecido como fator estimulador
de células B (BSF-2; KISHIMOTO e ISHIZAKA, 1976). Em 1986, o IFN-B2 e uma proteina
de 26 kD foram identificados em fibroblastos; (HAEGEMAN et al., 1986; ZILBERSTEIN et
al., 1986). Posteriormente, o fator estimulador de hepatécitos e o fator de crescimento de
plasmocitoma foram clonados e mostraram ser relacio com IL6, destacando as diversas
atividades bioldgicas dessa proteina (GAULDIE et al., 1987).

A Interleucina 6 € um componente multifuncional da resposta pré-inflamatéria.
Normalmente ausente, ¢é abundantemente produzida durante doencas infecciosas,
desempenhando um papel crucial na regulacdo das respostas imunes (ALADZSITY et al.,
2009). As células do sistema imunoldgico inato e adaptativo sdo responsdveis pela produgdo
de IL-6, que estimula o crescimento e a diferenciacdo das células, além de induzir a producao
de proteinas de fase aguda, como a proteina Creativa (PCR). Além disso, a IL-6 contribui para
a ativacao e/ou proliferacdo das células T (SAINZ et al., 2008).

A IL6 é uma citocina pleiotropica com potentes efeitos bioldgicos, abrangendo a
estimulacdo de linfécitos B e T e inducdo da resposta de fase aguda hepética (BORDEN &
CHIN, 1994; BARTON, 1996). A concentragdo sistémica de IL6 € regulada principalmente
no nivel transcricional, uma vez que A IL6 é rapidamente eliminada do sangue (CASTELL et
al., 1988). A expressao de IL6 é rigidamente regulada por uma série de fatores de transcri¢ao,
incluindo o fator nuclear kB (AKIRA et.al.,, 1992). Recentemente, um polimorfismo de
nucleotideo tnico (SNP) funcionalmente relevante foi descrito com 174 pares de bases
upstream do codon de iniciagdo ATG do gene IL6 (FISHMAN et al., 1998). O alelo C deste
polimorfismo G/C ¢é associado com menor produgdo de IL6 em um ensaio de gene repérter
apo6s estimulacdo de células Hela transfectadas com Interleucinal (IL1) ou lipopolissacarideo
(LPS). Em individuos saudédveis em jejum, diferengas significativas nos niveis plasmaticos de
IL6 sdo encontradas dependendo do gendtipo IL6-174 (FISHMAN et al., 1998),

demonstrando a relevancia funcional deste polimorfismo.

1.10 Interleucina 10

A interleucina-10 (IL-10) € uma citocina com propriedades anti-inflamatérias e
desempenha diversas fung¢des no sistema imunolégico. Os niveis de IL-10 no sangue podem
variar consideravelmente entre os individuos, possivelmente devido a polimorfismos na

regido promotora do gene IL-10. Esses polimorfismos especificos IL-10 -819C/T; CC/CT
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C=0,453255 (136458/301062, ALFA) em pacientes com SMD durante o tratamento, estdo
relacionados a uma maior suscetibilidade a infecgdes (QI et al., 2016).

A IL-10 desempenha controle da resposta imune, especialmente nas células Thl,
células natural killer (NK) e macréfagos. Sua funcdo € reduzir a imunopatologia, ou seja,
limitar os danos causados pela resposta inflamatéria excessiva (MOORE, 2001), além
desempenhar um papel crucial como uma citocina anti-inflamatdria na resposta imunoldgica.
Ela € produzida por células ativadas, como células T do tipo Th2, macréfagos, mondcitos,
células B ativadas e mastécitos (JUNIOR et al., 2010).

A Interleucina 10 possui multiplas func¢des, sendo um poderoso inibidor de citocinas
do perfil Thl, como a IL-2 e o IFN-y. Além disso, ela também inibe a expressdo de moléculas
do complexo de histocompatibilidade (MHC), fator estimulador de coldnias de granuldcitos e
mondcitos (GM-CSF), fator inibidor da leucemia (LIF) e fator ativador de plaquetas (PAF). A
IL-10 atua como fator de crescimento para mastocitos e promove a diferenciacio e
proliferacdo de linfécitos B, auxiliando assim na resposta imunolégica (FERRAZ et al.,
2011).

Recentemente, a IL-10 tem despertado interesse devido ao seu papel como um
importante modulador da resposta imune inata durante processos inflamatdrios, especialmente
em relacdo a invasdo de microorganismos oportunistas. Estudos tém revelado novas fungdes
dessa citocina no controle do sistema imunolégico nesse contexto. Um aspecto de grande
interesse € entender como os Receptores de Padrdes de Reconhecimento (PRRs) e os
receptores Toll-like (TLRs) coordenam suas agdes por meio da via de sinalizagdo Janus
quinase transdutor de sinal e ativador de transcricdo (JAK-STAT) apdés a deteccdo de
microrganismos (KUWATA et al., 2003; CAREY et al., 2012).

Mecanisticamente, € a IL-10 do macréfago M2 que promove a proliferacio,
dependente da ativacdo da via JAK2/STAT3 (QI et al., 2016). Na via de sinalizagdao JAK-
STAT, a IL-10 se liga ao seu receptor celular, o que induz a dimerizacdo ou polimerizacao
dos receptores na superficie celular (SWIATEK et al., 2012). Esse processo desencadeia a
ativacdo de quinases JAK, que sdo uma familia de tirosina quinases citosolicas que interagem
com os dominios citoplasmaticos do receptor. Essa interacdo resulta na fosforilagdo de
residuos de tirosina presentes tanto no dominio citoplasmatico do receptor como nas quinases
JAK, desencadeando uma cascata de sinalizac@o intracelular que afeta a expressao génica e
regula a resposta imune (KUWATA et al., 2003).

A ligacdo da IL-10 aos seus receptores resulta na regulacdo génica da fosforilagcdo das

tirosina-quinases (JAKs), desencadeando a dimerizagdo dos fatores de transcricdo STATSs
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(JUNIOR et al., 2010). Esses complexos STAT dimerizados se deslocam para o nicleo, onde
atuam sobre genes-alvo, incluindo aqueles envolvidos na inibi¢do da expressdo de genes que
codificam outras citocinas (HO et al., 1993; SPASOVA et al., 2005). A regido promotora do
gene IL-10 possui mais de 100 polimorfismos descritos depositados no banco de dados
dbSNP (NCBI, National Center for Biotechnologylnformation).

Dentre os gendtipos bem caracterizados na por¢do proximal da regido promotora do
gene IL-10, por possuirem efeito funcional, o IL-10-819T>C, alelo T e C na posi¢do -819 do
gene IL-10 podem estar associados a baixa producdo da proteina. Existem amplas variagdes
nos niveis de IL-10 entre os individuos, e isso pode ser devido a polimorfismos presentes na
regido promotora do gene IL-10 (XIAO et al., 2019). No entanto, o conhecimento sobre o
fendtipo das células envolvidas nas interagdes anti-inflamatérias mediadas por essa citocina
ainda € limitado. Diante do exposto, evidencia-se a necessidade de realizar estudos para
investigar a influéncia desses polimorfismos na expressdo desses fendtipos celulares (LU

YONG-LIANG et al., 2010).
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2 JUSTIFICATIVA

A avaliacdo do perfil polimérfico presente nas citocinas IL-6 e IL-10 na Neoplasia
Mielodispldsica pode contribuir para elucidar a presenca ou auséncia de associacdo da
expressao desses mediadores com varidveis de prognéstico, em virtude da reunido de dados
de interesse clinico que permitam um melhor conhecimento da fisiopatologia da doenca e uma

possivel mudanca de intervengao terapéutica durante o acompanhamento dos pacientes.

3 OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

Investigar a presenca de variantes polimorficas relacionadas as Interleucinas 6 € 10 em

pacientes portadores de Neoplasia mielodisplésica.

3.2 Objetivos especificos

1. Descrever a frequéncia dos polimorfismos rs1800795; rs1800896 em pacientes
portadores da Neoplasia Mielodisplésica.

2. Analisar a influéncia dos polimorfismos rs1800795; rs1800896em pacientes
portadores da Neoplasia Mielodisplésica.

3. Avaliar a importancia dos polimorfismos rs1800795; rs1800896e a relacao
com a progressdio da doenca em pacientes portadores da Neoplasia
Mielodisplésica.

4. Associar a presenca dos polimorfismos rs1800795; rs1800896 com
caracteristicas clinicas e laboratoriais dos pacientes diagnosticados com
Neoplasia Mielodisplésica.

5. Associar a presenca dos polimorfismos rs1800795; rs1800896 com a

progressao e evolucdo da doenca para Leucemia Miel6ide Aguda.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Tipo de Estudo e Aspectos Eticos

A pesquisa foi submetida e aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Federal do Ceard/PROPESQ-UFC (nimero de processo:
96542518.8.0000.5054) através do sistema da Plataforma Brasil, utilizando-se de Termos de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) apresentados na sessao apéndice. A equipe
executora desta pesquisa comprometeu-se a cumprir todas as diretrizes e normas reguladoras
descritas na Resolucdo n° 466 de 12 de dezembro de 2012 do Conselho Nacional de Saide

que aprova as diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos.

4.2 Casuistica e Selecao de Amostras

Foram selecionados 44 pacientes diagnosticados com SMD atendidos, entre 2008 e
2023, no Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos (NPDM) da Universidade
Federal do Ceard (UFC), bem como 145 individuos sauddveis que foram voluntariamente
incluidos no grupo controle. Todos os participantes assinaram o termo de consentimento livre
e esclarecido (TCLE).

Foi realizada a coleta de medula d6ssea por médico hematologista experiente com
agulha para mielograma apds punc¢do esternal, em que o material (4ml de amostra de sangue)
foi armazenado em tubos Vacutainer® contendo EDTA e passaram por processamento de
extracdo de DNA, a fim de realizar os experimentos de genotipagem. Assim, foram analisados
dados de genotipagem dos genes (tabela 1) em amostras de pool celular de medula dssea de
pacientes diagnosticados com SMD conforme os critérios da Organizacdo Mundial de Saude

(ARBER et al, 2016).

4.3 Cariétipo por Banda G

A técnica de citogenética foi realizada seguindo os protocolos estabelecidos pelo
Laboratério de Citogendomica do Cancer da Universidade Federal do Ceard, com base na
técnica descrita por Chauffaille e adaptada por Pinheiro (PINHEIRO et al., 2009) e
exemplificado na Figura 02. A amostra de medula foi coletada em tubos estéreis contendo

heparina e dividida em dois frascos contendo 8mL de meio RPMI 1640 (pH 7,0), 2 mL de
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soro fetal bovino e 100uL de estreptomicina e penicilina. Em seguida, a amostra foi cultivada
por 24 horas a 37°C na estufa.

Posteriormente, adicionou-se 70uLl. de colchicina (Colcemid®) por 30 minutos. O
material foi centrifugado e ressuspenso em uma solucdo hipoténica de KCI1 0,075M por 20
minutos. Antes de uma nova centrifugacio, adicionou-se 0,5mL de Carnoy (solucdao 3:1 de
metanol e 4cido acético) e o material foi homogeneizado. Apds a centrifugagdo, o material foi
lavado até trés vezes em solucdo de Carnoy. Para a preparacdo das laminas, o material foi
gotejado em laminas previamente "envelhecidas" em placas. O bandeamento cromossdmico
foi realizado pela técnica de tripsina e as laminas foram coradas com corante Wright. Para
cada paciente, foram analisadas 20 metéafases, sempre que possivel, que foram capturadas em
um sistema computadorizado com software de cariotipagem: CyfoVision®. Os resultados das
andlises citogenéticas da medula 6ssea foram interpretados de acordo com os critérios
estabelecidos pelo Sistema Internacional de Nomenclatura Citogenética Humana (ISCN)

(MCGOWAN-JORDAN, 2016) para confirmacao.

4.4 Lise de Células Eritrocitarias

Para a separacdo das células do pool celular da medula 6ssea, foi realizado uma
centrifugacdo a 1811g por 10 minutos a 4°C e, seguidamente, o plasma foi retirado e o
material restante lavado com Iml de solucdo de solucdo de lise (45mL de solucdo de Cloreto
de amoénio 0,144M e 5ml de Bicarbonato de amonio 0,01 M). Apds isso, a amostra foi
transferida para um tubo do tipo Falcon de 50mL contendo 24ml de solu¢do de lise, havendo
logo ap6s um descanso de 15 minutos do material no gelo antes de seguir para a centrifugacdo
(3000 rpm por 10 minutos a 4°C). Em seguida, desprezou-se a fase aquosa e o pellet lavado
mais uma vez com 5ml de solucdo de lise, com manutencdo do material sob o gelo por 10
minutos, homogeneizacdao do tubo e centrifugacdo conforme descritos anteriormente. Apos
isso, o sobrenadante foi desprezado e acrescentou-se 250uL de PBS, de acordo com o volume
do material obtido. Posteriormente serd adicionado 750uL de Trizol LS Reagent® (Invitrogen,
EUA) para cada 250uL. de volume de PBS aplicado no pool medular. O material foi
homogeneizado com pipeta até a dissolu¢do completa. Apds este procedimento, o material foi
armazenado no freezer a —80°C para posterior extracdo do DNA contendo os produtos obtidos

de acordo com a Figura 06.

Figura 06- Representaciao dos produtos obtidos a partir do procedimento de Lise Eritrocitéria.
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1 tubo PBS+Trizol

—— 1 tubo PBS

— 2 tubos de plasma

Fonte: Protocolo de Lise de Células Eritrocitarias para Armazenamento em Trizol a -80°C - Laboratério de

Citogendmica do Cancer, 2023.

4.5 Extracao de DNA Gendmico

O DNA foi extraido apdés o procedimento de lise celular, as células foram
armazenadas no Trizol Reagente®. Apds remover completamente a fase aquosa contendo o
RNA, isolou-se a interfase contendo o DNA da fase organica, que contém proteinas e
compostos fendlicos. Utilizou-se o kit PureLink™ Genomic DNA mini kit (Invitrogen) para a
extracdo do DNA, empregando 200 uL da amostra coletada em um tubo contendo EDTA.
Todas as amostras foram extraidas de acordo com as recomendagdes do fabricante.

O DNA extraido foi entdo armazenado a -80°C para ser utilizado posteriormente nos
experimentos de genotipagem. Foram realizadas leituras espectrofotométricas nos
comprimentos de ondas de 220, 260 e 280nm para afericio de pureza, concentracdo e

contaminagdo das amostras. Foram analisadas amostras com relagdo A260/280 > 1,7 e < 2,0.

4.6 PCR Qualitativa

Para obtencdo dos resultados, foi utilizado o ensaio de discriminacdo alélica para
genotipagem do polimorfismo, com o uso de oligonucleotideos e sondas Tagman®
AssayProbes (Applied Biosystems, California, USA), do equipamento de PCR em tempo real
7500 Fast Real Time PCR System (Applied Biosystems, California, USA).

Para realizacdo do ensaio de discriminagdo alélica dos polimorfismos, as amostras de
DNA extraido foram diluidas de forma a cada amostra conter 30ng, apds quantificacio
estimada através de leitura espectrofotométrica pelo equipamento Nanodrop (Thermo Fisher
Scientific Inc., Shangai, China). Controles negativos foram apropriadamente utilizados. O
PCR quantitativo foi realizado seguindo as seguintes condi¢des: 50°C por 2 minutos, 95°C
por 10 minutos e 40 ciclos de amplificacdo (95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto). Para

cada ciclo, o programa 7500 Fast SDS System Software plotou os resultados da discriminagao
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alélica em graficos que ilustram a emissdo de fluorescéncia em cada amostra submetida a

amplificacao (Figura 07).

Figura 07. Fluxograma resumido da metodologia realizada no Estudo para preparo e andlise

das amostras.

!

1 Preparo de amostras

Eluigio
— ||

Spin Lavagem
— & — g — |l

W ¥ v ¥

3 Discriminagéo aléllica dos polimorfismos 2 Plagueamento

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.7 Variaveis Analisadas

=  Grupo: Caso e Controle;

= Sexo: Feminino e Masculino;

= Idade: >60 e <=60 (Classificacdo IPSS-R);

= Cariotipo: Normal e Alterado;

= Sideroblastos em anel: 0%, >1% -<14%, >15%;

= Percentual de blastos (IPSS-R): <2%, >2 a <5%, >5% -<10%;

= Contagem absoluta de neutréfilos (ANC) (mm3): >800, <800;

* Prognéstico IPSS-R: Muito Favoravel, Favordvel, Intermedidrio,
Desfavoravel, Muito Desfavoravel;

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

* C(Classificacdo dos valores de plaquetas (IPSS-R): >100.000 por mm?,
50.000 - <100.000 por mm? e <50.000 por mm* (GREENBERG et al.,
2012);
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= Classificacdo do grupo de risco de acordo com o IPSS-R: muito baixo e
baixo, intermediario, alto e muito alto;

= (lassificacio do ndmero de citopenias no sangue periférico: 1
citopenia, 2 citopenias e 3 citopenias;

= Quanto a classificacdo da OMS (2016): SMD-DU (SMD com Displasia
de Unica Linhagem), SMD-DM (SMD com Displasia de Miiltipla
Linhagem), SMD-EB (SMD com Excesso de Blastos), SMD-SA (SMD
com Sideroblastos em Anel);

* Progressdao da doencga: Auséncia ou Presencga;

* Evolugdo para LMA: Auséncia e Presenca.

4.8 Analise Estatistica

Em 2011 foi publicado por Clarke e colegas um protocolo detalhado para a realizacao
da andlise estatistica basica em estudos de caso-controle de associacdo genética populacional
envolvendo polimorfismos de nucleotideo tnico (CLARKE et al., 2011)

As diferencas entre as distribuicdes alélicas e genotipicas, os modelos genéticos e a
andlise do Equilibrio de Hardy-Weiberg (p>0,05) foram analisadas com o teste de
quiquadrado (com 1 grau de liberdade) ou teste exato de Fisher (CLARKE et al., 2011). O
teorema de Hardy-Weinberg consiste na base tedrica da genética das populacdes, avaliando o
principio do equilibrio génico no processo evolutivo, consistindo em uma importante andlise

na verificagdo da populagdo proposta nos estudos de polimorfismos.

Tabela 2 — Lista de testes estatisticos de associagdo realizados para cada polimorfismo e

variavel.

Distribui¢do Genotipica SELVAGEM versus HETEROZIGOTO versus MUTANTE

Modelo Genético de Domindncia SELVAGEM versus MUTANTE + HETEROZIGOTO



Modelo Genético de Recessividade

Modelo Genético de Homozigose

Modelo  Genético de  Heterozigose

Dominante

Modelo  Genético de  Heterozigose

Recessiva
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MUTANTE versus SELVAGEM + HETEROZIGOTO

HOMOZIGOTO  SELVAGEM  versus HOMOZIGOTO
MUTANTE

HOMOZIGOTO SELVAGEM versus HETEROZIGOTO

HOMOZIGOTO MUTANTE versus HETEROZIGOTO

Para as varidveis que contribuem para o risco de SMD foram realizadas as anélises de

forma demonstrativa para discorrer os fatores que contribuem para a susceptibilidade de

SMD. O nivel de significancia estatistica utilizado foi p < 0,05 (2-sided) e todas as andlises

foram efetuadas com recurso ao software SPSS para Windows na versdao 26.0 (SPSS Inc.,

Chicago, IL, USA).

Figura 8: Organograma resumo das metodologias utilizadas neste estudo.
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Fonte: elaborado pelo autor.
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5. RESULTADOS

5.1 Caracterizacao da Populacao

Foram avaliados um total 44 pacientes diagnosticados com SMD, dentre os quais
23 (52,3%) eram do sexo masculino e 21 (47,7%) eram do sexo feminino. Com relacdo a
idade, a média foi de 70,45 anos, com mediana de 71,5 anos, e, ao estratificar essa variavel
em <=60 e >60, observou-se que 77,3% dos individuos encontravam-se acima dos 60 anos
(Tabela 3).

Nas variaveis clinico-laboratoriais, 44 individuos foram analisados, sendo que 17
(38,6%) apresentaram hemoglobina inferior a 8g/dL, 26 (59,1%) apresentavam apenas uma
citopenia, 13 (29,5%) apresentaram 2 citopenias e apenas S5 (11,4%) apresentaram 3
citopenias. Nesta caracterizacao, a citopenia mais frequente foi a neutropenia, presente em 34
(77,3%) dos individuos amostrados e a menos frequente foi a plaquetopenia, a qual estava em
10 (22,7%) destes (Tabela 3).

Dentre os resultados de mielograma da presente coorte, foi observado que a
maioria apresentava 1 ou 2 displasias (36,36% e 50%, respectivamente), dessas foi observada
a predominincia de diseritropoiese, 38 (86,4%) dos individuos, seguida por
dismegacariopoese 25 (56,8%) dos individuos e por ultimo disgranulopoiese, presente em 19
(43,2%) dos individuos. Vale ressaltar que ndo foi possivel ter acesso aos dados dos demais
pacientes.

Estratificando o percentual de blastos de 41 individuos, 23 (56,09%) apresentaram
contagens inferiores a 2% de blastos, além disso, 7 (17,7%) apresentaram contagens entre 5 €
10%, 7 (17,7%) possuiam contagens entre 2% - 5% de blastos na medula 6ssea e 3 (6,5%)
apresentaram contagens >10% (Tabela 3).

Quanto ao percentual de sideroblastos em anel, foram contabilizados dados de 44
pacientes. Destes, a maioria - 32 (72,7%) - ndo apresentava esta caracteristica nas contagens,
no entanto, 10 (22,4%) dos pacientes apresentaram contagens superiores a 15% de

sideroblastos em anel em suas células da medula 6ssea (Tabela 3).

Tabela 3- Variaveis clinicas dos pacientes SMD.

Varidveis N %

Caso 44 23,2
Grupo
Controle 145 76,8



Sexo

Idade (Categorizada
de acordo com o IPSS 2012)

Diseritropoese

Disgranulopoese

Dismegacariopoese

Presenga de Sideroblastos em anel

Percentual de blastos
(IPSS-R)

Percentual de blastos _Categoria 2

Percentual de blastos _Categoria 3

Hemoglobina (g/dL)

Contagem absoluta
de neutrdfilos (ANC)(mm3)

Plagquetas(mm3)

Plaquetas(mm3) _Categoria 2

Nimero de citopenias

Feminino
Masculino
<60 anos
>60 anos
Presenca
Auséncia
Presenca
Auséncia
Presenca
Auséncia
0%
>1% -<14%
>15%
2%
>2 a<5%
>5% -<10%
>10%
<10%
>10%
<5%
>5%
>10
8-<10
<8
>800
<800
>100
50 -<100
<50
<100
>100
1
2

21
23
10
34
38

19
25
25
19
32

10
23

34

28

19
17
34
10
22
10
12
18
26
26
13

47,7
52,3
22,7
77,3
86,4
13,6
432
56,8
56,8
432
72,7
4,5
224
57,5
17,5
17,5
7.5
87,2
12,8
75,7
24,3
18,2
432
38,6
77,3
22,7
50
22,7
27,3
40,9
59,1
59,1
29,5
11,4

44
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Estratificando os dados relacionados ao progndstico segundo IPSS-R, foi possivel
perceber que apenas 1 paciente (3,0%) apresentou caridtipo classificado como muito
favordvel, a maioria - 24 (72,7%) apresentaram cariétipo considerado favoravel, 5 (15,2%)
apresentou cariétipo intermedidrio, apenas 1 (3,0%) com caridtipo desfavoravel e 2 (6,1%),
caridtipo muito desfavoravel.

Com andlise do Grupo de Risco (IPSS-R), foi possivel identificar que apenas 1
paciente (3,2%) apresentou como classificagdo risco muito baixo, a maioria — 18 (58,1%)
apresentaram risco baixo, seguido por 6 (19,4%) com risco intermedidrio, 4 (12,9%) com
risco alto e 2 (6,5%) com risco muito alto.

Dentre os pacientes portadores de SMD, o subtipo mais frequente foi SMD com
Displasia em multilinhagem com 17 (38,6%) pacientes, seguido pelo subtipo SMD com
sideroblastos em anel com 6 (13,6%) pacientes, 5 pacientes com subtipo SMD com Excesso
de Blastos I (11,4%), 5 pacientes com subtipo SMD com Excesso de Blastos II (11,4%) e 6
(13,6%) pacientes do subtipo SMD com displasia unilinhagem.

Tabela 04 - Classificacdo da populacdo do estudo quanto ao Caridtipo, Prognéstico IPSS-R,
Grupo de Risco IPSS-R e OMS (2016).

Varidveis N %
Normal 19 57,6
Caridtipo

Alterado 14 42.4

Muito Favoravel 1 3,0
Favoravel 24 72,7
Progndstico (IPSS-R) Intermediario 5 15,2
Desfavoravel 1 3,0

Muito Desfavoravel 2 6,1

Muito Baixo 1 3,2

Baixo 18 58,1

Grupo de Risco (IPSS-R) Intermediario 6 19,4
Alto 4 12,9

Muito Alto 2 6,5

SMD-DU 7 15,9

Classificagdo (OMS — 2016) SMD-DM 17 38,6

SMD-SA-DU 6 13,6
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SMD-AS-DM 4 9,1
SMD-EBI1 5 11,4
SMD-EB2 5 11,4

Analisando a varidvel que computa os dados relacionados a progressdo da doenga,
foi entendido que a maioria - 32 (86,5%) dos pacientes ndo apresentaram progressao,
enquanto 5 (13,5%) apresentaram progressao da doenca.

Dentre os resultados relacionados a evolugdo para Leucemia Mieldide Aguda,
foram computados dados de 36 pacientes, dos quais 31 (86,1%) ndo apresentaram evolugdo

para patologia e 5 (13,9) evoluiram para LMA.

Tabela 5 —Varidveis de Progressdao da doenca e Evolugdo para LMA obtidos com a coorte.

Varidveis N %
Sim 5 13,5
Progressdo da doenca
Nao 32 86,5
Sim 5 13,9
Evolugdo _LMA
Nao 31 86,1

A citogenética nos permitiu avaliar os cariétipos, de onde foram obtidos os
resultados de 42 pacientes. Nas analises, 19 (45,24%) pacientes ndo possuiam alteracdes no
caritipo e 14 (33,33%) apresentaram um caridtipo alterado, 9 (21,43%) apresentaram
auséncia de metdfases. Dos 33 caridtipos com resultado diferente de auséncia de metéfases,
12 (36,36%) apresentaram caridtipo complexo e a alteragdo mais comum entre eles foi a

del5g-.
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Tabela 06- Descri¢do Clinica dos pacientes com SMD do presente estudo.

Sexo Idade OMS_2016 Grupo de Risco Progressio Evoluciao

Cariétipo

Paciente

o 0 N Nt AW N -

DO | ke e e e e e | e | e
S o X N SNt R W N= e

11

65
72
73
62
66
91
45
46
73
28
82
92
64
81
87
70
87
23
69

L €1 g 1 mm " T g 1 8 g B R R ™

80

46,XX[20]
46,XX[5]
Auséncia de metafase
Auséncia de metéfase
Auséncia de metéfase
45,X-Y[4]/46,XY[16]
47,XY ,+mar[3]/46,XY[17]
46,XY[8]
Auséncia de metafase
46 XX [20]
46,XY[20]

Auséncia de metafase
37.X,-2,-3,-9,-11,-12,-15,-16,-18,- Y[81/46,XY,del(5)(q15q33)[5]/46,XY[6]
46,XX[5]
47,XX,t(4;11)(q27;932),+mar[4]/46,XX[16]
Auséncia de metafase
46,XY[6]
46,XX,del(5)(q15q33)[41/46,XX[18]

47,XY del(5)(q31),+mar[7)/46,XY,del(11)(q23)[31/46,XY,del(5)(q31).del(11)(q23)[5].

46,XY[17]

SMD-DM
SMD-DM
SMD-EB2

MD-DM

SMD-EB1
SMD-SA-DU
SMD-DM
SMD-DM
SMD-DM
SMD-SA-DU
SMD-SA-DM
SMD-DM
SMD-EB2
SMD-SA-DM
SMD-DM
SMD-DM
SMD-SA-DM
SMD-DM
SMD-DM
SMD-SA-DU

Intermediério
Baixo Risco
Ignorado
Ignorado
Ignorado
Muito Baixo
Alto Risco
Baixo Risco
Ignorado
Baixo Risco
Baixo Risco
Ignorado
Muito Alto
Baixo Risco
Intermedidrio
Ignorado
Baixo Risco
Baixo Risco
Ignorado

Baixo Risco

Ignorado

Nao

Nao
Nao
Nao
Nao

Nao

Ignorado

Nao

Nao
Nao
Nao
Nao

Nao



21
22
23

24

25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42

| ™

£ 1 £/ " =" " m ™ 2 7m < L2 2 2 01 mnm g £

84
64
59
77

83
83
72
31
85
57
98
54
56
90
81
73
70
49
80
81
88
79

Auséncia de metafase
46,XX][20]

Auséncia de metafase

46,XY,add(13)(p1 1)[121/46,XY del(7)(q32),add(13)(p11)[41/48,XY ,add(13)(p11),+22,+mar[9]

/48 XY,del(7)(q32),add(13)(p11),+22,+mar[3]/46,XY[2]
46,XY[18]

46,XX[20]

46,XX[6]

46,XY[24]

46,XY[20]

46,XY,del(5)(q32)[31/46,XY,del(5)(q32),del(7)(q36)[31/46,XY,-5,+mar[9]/46,XY([7]
46,XY,del(5)(q32)[13]/46,XY[17]
46,XX,del(5)(q31q33)[71/46,xx[15]
45,X,-Y[15]/45,X,-Y,del(5)(q32)[3]/46,XY[2]

46,XX[20]

46,XX[20]

Auséncia de metdfase
46,XY,add(17)(p13)[8]1/46,XY,del(9)(q13),add(17)(p13)[10]/46,XY[2]
46,XX[20]

46,XX[20]
46,XY[18]
47,XX+8[15]
46,XY,del(5)(q32)[9]/46,XY[11]

SMD-SA-DU
SMD-DU
SMD-DU
SMD-DM
SMD-DU
SMD-EB1
SMD-DU
SMD-DU
SMD-EB1
SMD-DM

SMD-SA-DM
SMD-DM
SMD-EB2
SMD-DU

SMD-SA-DU
SMD-DM
SMD-EB2
SMD-DM
SMD-DU
SMD-DM
SMD-EB1
SMD-EB1

Ignorado
Baixo Risco
Ignorado
Ignorado
Intermediério
Intermediario
Baixo Risco
Baixo Risco
Intermediério
Alto Risco
Baixo Risco
Baixo Risco
Alto Risco
Baixo Risco
Baixo Risco
Ignorado
Muito Alto
Baixo Risco
Baixo Risco
Baixo Risco
Alto Risco

Intermediario

Nao
Nao
Nao
Nao
Ignorado
Nao
Ignorado
Nao
Sim
Nao
Nao
Ignorado
Nao
Sim
Ignorado
Ignorado
Nao

Ignorado
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Nao
Nao
Nao
Nao
Nao
Ignorado
Ignorado
Ignorado
Sim
Nao
Nao
Ignorado
Nao
Sim
Ignorado
Ignorado
Nao

Ignorado
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44

78

72

Dado ndo informado

Dado néo informado

SMD-SA-DU

SMD-EB2

Ignorado

Ignorado

Nao

Nio

49

Nao
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5.2 Analise da Frequéncia Alélica do polimorfismo rs1800795 no gene IL6

O polimorfismo rs1800795 no gene IL6, localizado no brago curto do cromossomo 7,
na posi¢ao p15.3. A frequéncia encontrada do alelo de referéncia — C € menos frequente que o
alelo polimérfico - G, para populagdo de referéncia “Latino Americana 2, avaliada a partir
dos dados obtidos no dbSNP, o que estd relatado na Tabela 09.

Ao realizarmos a andlise do equilibrio de Hardy-Weinberg, detectamos que os
gendtipos analisados para o polimorfismo rs1800795 encontram-se em equilibrio de Hardy-
Weinberg (p>0,05), indicando que a amostragem podera ser utilizada para prosseguir com as

analises (Tabela 07).

Tabela 07 — Resultado do célculo do equilibrio de Hardy-Weinberg para o polimorfismo
rs1800795.

Equilibrio de HW
‘ X2 p valor
Controle ‘ 1.61035 0,44701

SMD ‘ 0,01018 0,99493

Legenda: X?— Teste de qui-quadrado.

Para IL6, o alelo polimérfico estd mais presente nos pacientes diagnosticados com
SMD, apresentando 74 alelos G (84,09%), quando comparado ao grupo controle - 184 Alelos
G (71,59%). A presenca do Homozigoto selvagem - CC foi encontrada em apenas 1 (2,27%)
da amostragem dos pacientes, seguido por 12 (27,27%) de heterozigoto CG e a maioria
apresentou o homozigoto mutante GG, com 31 (70,45%) da amostragem. O alelo Selvagem C
foi quantificado nos pacientes com SMD, encontrando a presenca de apenas 14 alelos C na
amostragem, o que representa 15,55% do total. Para o grupo controle, computou-se 73 alelos

C, representando 28,04% do total.
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Graéfico 01 - Frequéncia Alélica gene IL6.

FREQUENCIADOS GENOTIPOS SMD IL6

—
c/cC C/G G/G

Fonte: elaborado pelo autor.

5.3 Analise da Frequéncia Alélica do polimorfismo rs1800896 no gene 1L10

O polimorfismo rs1800896 no genelL10, localizado no brago curto do cromossomo 1,
na posicdo q32.1. A frequéncia encontrada do alelo de referéncia — T é mais comum que o
alelo polimérfico - C, para populagdo de referéncia “Latino Americana 2”, o que esta relatado
na Tabela 09.

Ao realizarmos a andlise do equilibrio de Hardy-Weinberg, detectamos que os
gendtipos analisados para o polimorfismo rs1800896 encontram-se em equilibrio de Hardy-
Weinberg (p>0,05), indicando que a amostragem podera ser utilizada para prosseguir com as

andlises (Tabela 08).

Tabela 08 — Resultado do cédlculo do equilibrio de Hardy-Weinberg para o polimorfismo
rs1800896

Equilibrio de HW
‘ p valor
X2
Controle 0,01482 0,99261
SMD 2.39258 0,30231

Legenda: X?— Teste de qui-quadrado.

Para IL10, a presenca do alelo Selvagem na SMD € mais encontrada, com frequéncia

de 54 alelos T, o que representa 61,3% do total, quando comparado ao alelo mutante C - 34
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(38,66%). A presenca do homozigoto selvagem foi predominante, com 20 pacientes com
genétipo TT, o que representa 45,45% do total. J4 para o heterozigoto TC, foram encontrados
14 pacientes, representando 31,81% da amostragem. A presenga do homozigoto mutante CC
representou 10 (22,72%). Para o grupo controle, a frequéncia do alelo selvagem TT foi de 183

(62,67%) e do alelo mutante foi de 109 (37,32%).

Griéfico 02 - Frequéncia Alélica gene IL10.

FREQUENCIADOS GENOTIPOSSMD IL10

20

10

c/C T/C T/T

Fonte: elaborado pelo autor.

Tabela 09 - Relagdo dos polimorfismos no gene avaliado e sua respectiva localiza¢do génica;
populagdo “Latino Americana 2”, de acordo com dbSNP - NCBI — National Institutes of
Health (NIH).

Frequéncia  Frequéncia
“Latino “Latino Alelo de Alelo
SNP Gene Locus Americana Americana referéncia mutante

2” —Alelo de 2” Alelo

referéncia mutante
rs1800795 IL6 7pl15.3 0.180 0.820 C G
rs1800896 ILI10 1g32.1 0.7164 0.2836 T C

Legenda: Alelo de referéncia Citosina no Genoma; Alelo mutante Guanina no Genoma; Alelo de referéncia

Timina no Genoma; Alelo mutante Citosina no Genoma.
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5.4 Analises do Polimorfismo do gene /L6

5.4.1 Influéncia do polimorfismo rs1800795 do gene IL6 sobre os pardmetros laboratoriais e
clinicos

A estratificacdo dos dados laboratoriais quanto ao polimorfismo do gene /L6 na regido
rs1800795 revelou, através do teste de qui-quadrado uma associacdo significante entre os

diferentes gendtipos e o nimero de citopenias -1,2,3 (p=0,002). Dados descritos na Tabela 10.

Tabela 10- Andlise do gendtipo em relag@o a varidvel citopenia.

( gz::gg:}il;i) Gendtipo Contagem Contagem esperada % p-Valor

C/C 2 1,2 0

1 C/G 4 7,1 13,6
G/G 20 17,7 45,5
C/IC 1 0,6 0

2 C/G 5 3,5 13,6 0,002
G/G 7 8,9 15,9
C/C 1 0,2 4.5

3 C/G 1 1,4 0
G/G 3 3,4 6,8

A estratificacdo dos dados laboratoriais quanto ao polimorfismo do gene /L6 na regido
rs1800795 revelou através do teste de qui-quadrado uma associagdo significante entre os

diferentes gendtipos e a presenga ou auséncia de disgranulopoiese (p=0,034).

Tabela 11-Anadlise do gendtipo em relagdo a varidvel disgranulopoiese

Disgranulopoese Genotipo Contagem Contagem esperada %0 p-Valor
C/IC 2 1,1 0
Nao C/G 8 6,8 22,7
G/G 15 17 34,1
C/IC 2 0,9 4,5 0,034
Sim C/G 2 5,2 4,5
G/G 15 13 34,1

A estratificacido dos dados laboratoriais quanto ao polimorfismo do gene /L6 na regiao
rs1800795 revelou, através do teste de qui-quadrado, uma associacdo significante entre os

diferentes gendtipos e a contagem de neutréfilos < 0,8, > 0,80 (p=0,036).

Tabela 12-Anadlise do gendtipo em relagdo a varidvel contagem absoluta de neutréfilos
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ANC Genotipo Contagem Contagem esperada %0 p-Valor
C/C 2 0,5 4,5
<0,8 C/G 3 2,7 6.8
G/G S5 6,8 11,4
C/C 0 1,5 0 0,036
>0,8 C/G 9 9,3 20,5
G/G 25 23,2 56,8

Para as demais varidveis ndo foi encontrado valores significativos, apresentando p-

valor maior que 0,05 o que esta evidenciado na Tabela 13.

Tabela 13 — Anélise dos genétipos em relacdo a varidveis clinicas.

Variaveis Gendétipo Contagem Ltz % p-Valor
esperada
Grupos
Cc/C 2 3,2 1,1
Caso C/G 12 14,1 6,3
G/G 30 26,6 15,8
0,463
Cc/C 12 10,8 6,3
Controle C/G 49 46,9 25,8
G/G 85 88,4 44,7
Sexo
c/C 0 1 0
Feminino C/G 6 5,7 13,6
G/G 15 14,3 34,1
0,579
Cc/C 2 1 4,5
Masculino C/G 6 6,3 13,6
G/G 15 15,7 34,1
Idade
C/C 1 0,5 2,3
< 60 anos C/G 3 2,7 6,8
G/G 6 6,8 13,6
0,819
C/C 1 1,5 2,3
> 60 anos C/G 9 9,3 20,5
G/G 24 23,2 54,5
OMS (2016)
C/C 0 0,3 0
SMD-DU C/G 3 1,9 6,8
G/G 4 4.8 9,1 0,377
C/C 1 0,8 2,3
SMD-DM
C/G 5 4,6 11,4
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G/G 11 11,6 25
C/C 0 0,3 0
SMD-SA-DU C/G 1 1,6 2,3
G/G 5 4,1 11,4
C/C 0 0,2 0
SMD-SA-DM C/G 0 1,1 0
G/G 4 2,7 9,1
C/C 0 0,2 0
SMD-EBI1 C/G 3 1.4 6,8
G/G 2 3.4 4,5
C/C 1 0,2 2,3
SMD-EB2 C/G 0 1.4 0
G/G 4 3.4 9,1
Nuamero de Citopenias
C/C 2 1,2 0
1 C/G 7,1 13,6
G/G 20 17,7 45,5
C/C 1 0,6 0
2 C/G 5 3,5 13,6 0,002
G/G 7 8,9 15,9
C/C 1 0,2 4.5
3 C/G 1 1.4 0
G/G 3 34 6,8
Cariétipo
Cc/C 1,2 0
C/G 5,2 12,1
Normal G/G 15 12,7 45,5
Cc/C 0,8 6,1
C/G 3,8 15,2
Alterado G/G 9,3 21,2 0,08
Percentual de Sideroblastos em anel
C/C 2 1,5 4.5
0% C/G 10 8,7 22,7
G/G 20 21,8 45,5
C/C 0 0,1 0
1% - 14% C/G 0,5 2,3 0,367
G/G 1 1,4 2,3
C/C 0 0,5 0
> 15% C/G 1 2,7 2,3
G/G 9 6,8 20,5
Percentual de Blastos IPSS-R
<% C/C 1 1,2 2,5 0512
C/G 5 6,3 12,5
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G/G 17 15,5 42,5
C/C 0 0,4 0
2% - 5% C/G 3 1,9 7,5
G/G 4 4,7 10
C/C 1 0,4 2,5
5% - 10% C/G 3 1,9 7,5
G/G 3 4,7 7,5
C/C 0 0,2 0
> 10% C/G 0 0,8 0
G/G 3 2 7,5
Hemoglobina IPSS-R
C/C 0 0,4 0
> 10g/dL C/G 0 2,2 0
G/G 8 5,5 18,2
C/C 0 0,9 0
8 — 10g/dL. C/G 8 5,2 18,2 0,072
G/G 11 13 25
C/C 2 0,8 4,5
< 8 g/dL C/G 4,6 9.1
G/G 11 11,6 25
Contagem Absoluta de Neutréfilos IPSS-R
c/C 2 0,5 4,5
<0,8 C/G 3 2,7 6,8
G/G 5 6,8 11,4
0,036
C/C 0 1,5 0
>0,8 C/G 9 9,3 20,5
G/G 25 23,2 56,8
Contagem de Plaquetas IPSS-R
c/C 0
> 100 C/G 8 6 18,2
G/G 14 15 31,8
C/C 0 0,5 0
50 < 100 C/G 3 2,7 6,8 0,103
G/G 7 6,8 15,9
C/C 2 0,5 4,5
<50 C/G 1 3,3 2,3
G/G 9 8,2 20,5
Prognéstico IPSS-R
. C/C 0 0,1 0
e, | ao :
G/G 1 0,7 3 0,106
Favoravel e 0 = 0
C/G 5 6,5 15,2
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G/G 19 16 57,6
C/C 1 0,3 3
Intermediario C/G 3 1,4 9.1
G/G 1 3,3 3
C/C 0 0,1 0
Desfavoravel C/G 1 0,3 3
G/G 0 0,7 0
. C/C 1 0,1 3
Desﬁsgfével c/G 0 0.5 0
G/G 1 1,3 3
Grupo de Risco IPSS-R
Cc/C 0 0,1 0
Muito Baixo C/G 0 0,3
G/G 1 0,7 3,2
Cc/C 0 1,2 0
Baixo C/G 3 4,6 9,7
G/G 15 12,2 48,4
C/C 0 0,4 0
Intermediario C/G 3 1,5 9,7 0,098
G/G 3 4,1 9,7
Cc/C 1 0,3 3,2
Alto C/G 2 1 6,5
G/G 1 2,7 3,2
C/C 1 0,1 3,2
Muito Alto C/G 0 0,5 0
G/G 1 1,4 3,2
Evolucao (LMA)
c/C 0 0,3 0
Sim C/G 2 1,1 5,6
G/G 3 3,6 8,3
c/IC 2 1,7 5,6 0,683
Nio C/IG 6 6,9 16,7
G/G 23 22,4 63,9

A andlise multivariada do modelo dominante — C/C + C/G versus G/G foi realizada
para avaliar a influéncia do genétipo dominante para o polimorfismo rs1800795. Os
resultados ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas, apresentando p-valor maior

que 0,05 o que estd evidenciado na Tabela 14.

Tabela 14 — Anélise do modelo dominante em relagc@o a varidveis clinicas.
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Variaveis Genétipo Contagem Contagem esperada % p-Valor
Grupos
C/C +C/G 1 3 0,5
Caso
G/G 43 41 22,6
0,202
C/C +C/G 12 10 6,3
Controle
G/G 134 136 70,5
Sexo
o C/C +C/G 0 0,5 0
Feminino
G/G 21 20,5 47,7
1,000
C/C +C/G 1 0,5 2,3
Masculino
G/G 22 22,5 50
Idade
C/C +C/G 0 0,2 0
<60 anos
G/G 10 9,8 22,7
1,000
C/C +C/G 1 0,8 2,3
> 60 anos
G/G 33 33,2 75
OMS (2016)
C/C +C/G 0 0,2 0
SMD-DU
G/G 6,8 15,9
C/C +C/G 0 0,4 0
SMD-DM
G/G 17 16,6 39,5
SMD-SA- C/C +C/G 0 0,1 0
DU G/G 6 5.9 13,6
0,318
SMD-SA- C/IC +C/G 0 0,1 0
DM G/G 4 3,9 9,1
C/C +C/G 0 0,1 0
SMD-EB1
G/G 5 49 11,4
C/C +C/G 1 0,1 2,3
SMD-EB2
G/G 4 4,9 9,1
Numero de Citopenias
| C/C +C/G 0 0,6 0
G/G 26 25,4 59,1
C/C +C/G 0 0,3 0
2 0,114
G/G 13 12,7 29,5
3 C/C +C/G 0,1 2,3
G/G 4 4,9 9,1
Cariotipo
C/C +C/G 0 0,6 0
Normal G/G 19 18,4
. Bl 0,424
C/C +C/G 1 0,4 3
Alterado
G/G 13 13,6 394
Percentual de Sideroblastos em anel
0% C/C +C/G 1 0,7 2,3 1,000
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G/G 31 31,3 70,5
C/C +C/G 0 0
1% - 14%
G/G 2 4,5
C/C +C/G 0,2 0
> 15%
G/G 10 9,8 22,7
Percentual de Blastos (IPSS-R)
C/C +C/G 0 0,6 0
<2%
G/G 23 22,4 57,5
C/C +C/G 0,2 0
2% - 5%
G/G 7 6,8 17,5
0,425
C/C +C/G 0,2 2,5
5% - 10%
G/G 6 6,8 15
C/C +C/G 0 0,1 0
> 10%
G/G 3 2,9 7,5
Hemoglobina
C/C +C/G 0 0,2 0
> 10g/dL
G/G 7,8 18,2
C/C +C/G 0 0,4 0
8 — 10g/dL. 0,568
G/G 19 18,6 432
C/C +C/G 1 0,4 2,3
<8 g/dL
G/G 16 16,6 36,4
Contagem Absoluta de Neutroéfilos
C/C +C/G 1 0,2 2.3
<0,8
G/G 9,8 20,5
0,227
C/C +C/G 0,8 0
>0,8
G/G 34 33,2 77,3
Contagem de Plaquetas
C/C +C/G 0 0,5 0
>100
G/G 22 21,2 50
C/C +C/G 0 0,2 0
50 < 100 0,500
G/G 10 9,8 22,7
C/C +C/G 1 0,3 2,3
<50
G/G 11 11,7 25
Prognéstico
Muito C/C +C/G 0 0 0
Favoravel G/G 1 1
C/C +C/G 0 0,7
Favoravel
G/G 24 23,3 72,7
C/C +C/G 0 0,2 0 0,121
Intermediario
G/G 5 4,8 15,2
C/C +C/G 0 0 0
Desfavoravel
G/G 1 1
Muito C/C +C/G 1 0,1 3
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G/G 1 1,9 3
Grupo de Risco
C/C +C/G 0 0 0
Muito Baixo
G/G 3,2
C/C +C/G 0 0,6 0
Baixo
G/G 18 17,4 58,1
C/C +C/G 0 0,2 0
Intermediario 0,097
G/G 6 5,8 19,4
C/C +C/G 0 0,1 0
Alto
G/G 4 3,9 12,9
C/C +C/G 1 0,1 3,2
Muito Alto
G/G 1 1,9 3,2
Evolucao (LMA)
C/C +C/G 0 0,1 0
Sim
G/G 49 13,9
1,000
C/C +C/G 1 0,9 2,8
Nao
G/G 30 30,1 83,3

A analise multivariada do modelo recessivo — C/C + C/G versus G/G foi realizada

para avaliar a influéncia do genétipo dominante para o polimorfismo rs1800795. Os

resultados ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas, apresentando p-valor maior

que 0,05 o que esta evidenciado na Tabela 15.

Tabela 15- Anélise do modelo recessivo em relacdo as varidveis clinicas

P 2 p-
Variaveis Genotipo Contagem Contagem esperada % Valor
Grupos
G/G 31 26,9 16,3
Caso
C/C +C/G 13 17,1 6,8
0,162
G/G 85 89,1 44,7
Controle
C/C +C/G 61 56,9 32,1
Sexo
G/G 15 14,8 34,1
Feminino
C/C +C/G 6 6,2 13,6
1,000
G/G 16 16,2 36,4
Masculino
C/C +C/G 7 6,8 15,9
Idade
G/G 7 7 15,9
<60 anos
C/C +C/G 3 3 6,8
1,000
G/G 24 24 54,5
> 60 anos
C/C +C/G 10 10 22,7
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OMS (2016)
| GG 4 4,9 9,1
SMD-DU
C/C +C/G B 2,1 6.8
| GG 12 12 273
SMD-DM
C/C +CIG 5 5 11,4
SMD-SA- |  GIG 5 42 114
DU C/C +C/G 1 1,8 2,3
0,427
SMDSA- | G/G 4 2.8 9,1
DM C/C +C/G 0 1,2 0
| GG 2 3.5 45
SMD-EB1
C/C +C/G 3 1,5 6.8
| a6 4 35 9,1
SMD-EB2
C/C +C/G 1 1,5 2,3
Niimero de Citopenias
| GG 13 113 29.5
C/C +C/G 3 477 6.8
| GG 14 15,5 31,8
2 0,48
C/C +C/G 6,5 18,2
, | oG 4 42 9,1
C/C +C/G 1.8 4,5
Carioétipo
| a6 15 132 45,5
Normal
C/C +C/G 4 5.8 12,1
’ 0,257
| GG 9.8 242
Alterado
C/C +C/G 6 42 18,2
Percentual de Sideroblastos em anel
| GG 21 225 47,7
0%
C/C +C/G 1 9.5 25
| GG I 1.4 23
1% - 14% 0,299
C/C +C/G 1 0,6 2,3
| GG 9 7 20,5
> 15%
C/C +C/G | 3 2,3
Percentual de Blastos (IPSS-R)
| GG 18 16,1 45
<2%
C/C +C/G 5 6.9 12,5
| GG 4 4,9 10
2% - 5%
C/C +C/G 3 2,1 7.5
0,171
| GG 3 4,9 75
5% - 10%
C/C +C/G 4 2,1 10
| GG 3 2.1 75
> 10%
C/C +C/G 0 0.9 0
Hemoglobina
> 10g/dL GIG 8 5,6 18,2 0,100
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C/C +CIG 0 2,4 0
| GG 1 134 25
8 — 10g/dL
C/C +C/G 8 5,6 18,2
| GG 12 12 273
<8 g/dL
C/C +C/G 5 5 11,4
Contagem Absoluta de Neutrofilos
| GG 7 13,6
<0,8
C/C +CIG 9,1
0,449
| GG 25 24 56.8
>0,8
C/C +C/G 9 10 20,5
Contagem de Plaquetas
| GG 14 155 318
> 100
C/C +C/G 8 6,5 18,2
| GG 7 7 15,9
50 < 100 0,475
C/C +CIG 3 6,8
| GG 10 8.5 22,7
<50
C/C +CIG 2 3,5 45
Prognéstico
Muito |  G/G 1 0,7 3
Favoravel C/C +CIG 0 0,3 0
| GG 19 16,7 57,6
Favoravel
C/C +C/G 5 7,3 15,2
| om 2 3.5 6,1
Intermediario 0,151
C/C +C/G 3 1,5 9,1
| GG 0 0.7 0
Desfavoravel
C/C +C/G 1 03 3
Muito | G/G 1 1,4 3
Desfavoravel C/C +C/G 1 0,6 3
Grupo de Risco
| GG 1 0,7 32
Muito Baixo
C/C +C/G 0 0,3 0
| aG 15 12,8 484
Baixo
C/C +C/G 3 5.2 9,7
| e 3 43 9,7
Intermediéario 0,420
C/C +CIG 3 1,7 9,7
| GG 2 28 6.5
Alto
C/C +CIG 2 12 6,5
| GG 1 14 32
Muito Alto
C/C +CIG 1 0,6 3,2
Evolucao (LMA)
. | GG 38 8.3
Sim
C/C +C/G 2 12 5,6 0,581
Nio G/G 24 23,3 66,7
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C/C +C/G 7 7,8 19,4

5.5 Analises do polimorfismo rs1800896 do gene IL10

5.5.1 Influéncia do polimorfismo rs1800896 do gene IL6 sobre os pardametros laboratoriais e

clinicos

A estratificacdo dos dados laboratoriais quanto ao polimorfismo do gene ILI0 na
regido rs1800896 revelou, através do teste de qui-quadrado, que ndo houve resultados
significativos entre os diferentes gendtipos relacionados as varidveis analisadas, o que pode

ser evidenciado na Tabela 16.

Tabela 16 - Anélise do gendtipo em relacdo as varidveis clinicas.

Contagem
Variaveis Genétipo Contagem esperada %0 p-Valor
Grupos
T/T 20 17,8 10,5
T/C 15 19,5 7,9
Caso C/C 9 6,7 4,7
T/T 57 59,2 30
T/C 69 64,5 36,3
Controle C/C 20 22,3 10,5 0,265
Sexo
T/T 9 9,5 20,5
T/C 8 7,2 18,2
Feminino C/C 4 4,3 9,1
T/T 11 10,5 25
T/C 7 7,8 15,9
Masculino C/C 5 4,7 11,4 0,926
Idade
T/T 6 4,5 13,6
T/C 4 34 9,1
<60 anos C/C 0 2 0
T/T 14 15,5 31,8
T/C 11 11,6 25
> 60 anos C/C 9 7 20,5 0,235
OMS (2016)
T/T 1 32 2,3
T/C 5 2.4 11,4
SMD-DU C/C 1 1,4 2,3
SMD-DM T/T 10 7,7 22,7 0,414




T/C 4 5,8 9,1
C/C 3 3,5 6,8
T/T 2 2,7 4,5
T/C 1 2 2,3
SMD-SA-DU C/C 3 1,2 6,8
T/T 2 1,8 4,5
T/C 1 1,4 2,3
SMD-SA-DM C/C 1 0,8 2,3
T/T 3 2,3 6,8
T/C 2 1,7 4.5
SMD-EB1 C/C 0 1 0
T/T 2 2,3 4,5
T/C 2 1,7 4,5
SMD-EB2 C/C 1 1 2,3
Niimero de Citopenias
T/T 7,3 11,4
T/C 5,5 15,9
1 C/C 4 33 9,1
T/T 12 10 27,3
T/C 6 7,5 13,6
2 C/C 4 4,5 9,1
T/T 3 2,7 6,8
T/C 2 2 4,5
3 C/C 1 1,2 2,3 0,704
Cariétipo
T/T 7 7,5 21,2
T/C 8 7,5 242
Normal C/C 4 4 12,1
T/T 6 5,5 18,2
T/C 5 5,5 15,2
Alterado C/C 3 3 9,1 1,000
Percentual de Sideroblastos em anel
T/T 15 14,5 34,1
T/C 13 10,9 29,5
0% C/C 4 6,5 9,1
T/T 1 0,9 2,3
T/C 0 0,7 0
1% - 14% C/C 0,4 2,3
T/T 4 4,5 9,1
T/C 2 34 4.5
> 15% C/C 4 2 9,1 0,222
Percentual de Blastos (IPSS-R)
<2% T/T 10 10,4 25 0,898
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T/C 8 8,6 20
C/C 5 4 12,5
T/T 3 3,2 7,5
T/C 3 2,6 7,5
2% - 5% C/C 1 1,2 2,5
T/T 4 3,2 10
T/C 3 2,6 7,5
5% - 10% C/C 0 1,2 0
T/T 1 1,3 2,5
T/C 1 1,1 2,5
>10% C/C 1 0,5 2,5
Hemoglobina
T/T 4 3,6 9,1
T/C 4 2,7 9,1
> 10g/dL C/C 0 1,6 0
T/T 7 8,6 15,9
T/C 7 6,5 15,9
8 — 10g/dL. C/C 5 3.9 114
T/T 9 7,7 20,5
T/C 4 5,8 9,1
< 8 g/dL C/C 4 3,5 9,1 0,465
Contagem Absoluta de Neutroéfilos
T/T 5 4,5 11,4
T/C 34 9,1
<0,8 C/C 1 2 2,3
T/T 15 15,5 34,1
T/C 11 11,6 25
>0,8 C/C 8 7 18,2 0,727
Contagem de Plaquetas
T/T 9 10 20,5
T/C 7 7,5 15,9
>100 C/C 6 4,5 13,6
T/T 7 4,5 15,9
T/C 2 34 4.5
50 < 100 C/C 1 2 2,3
T/T 4 5,5 9,1
T/C 6 4,1 13,6
<50 C/C 2 2,5 4,5 0,378
Progndstico
T/T 0 0,4 0
Muito T/C 0 0,4 0
Favoravel C/C 1 0,2
Favoréavel T/T 9 9,5 27,3 0,222
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T/C 11 9,5 33,3
C/C 4 5,1 12,1
T/T 1 2 3
T/C 2 2 6,1
Intermediario C/C 2 1,1 0,1
T/T 1 0,4 3
T/C 0 0,4 0
Desfavoravel C/C 0 0,2 0
T/T 2 0,8 6,1
Muito T/C 0 0,8 0
Desfavoravel C/C 0 0,4 0
Grupo de Risco
T/T 0 0,4
T/C 0 0,4 0
Muito Baixo C/C 1 0,2 3,2
T/T 8 7 25,8
T/C 7 7,5 22,6
Baixo C/C 3 3,5 9,7
T/T 1 2,3 3,2
T/C 4 2,5 12,9
Intermediario C/C 1 1,2 3,2
T/T 2 1,5 6,5
T/C 2 1,7 6,5
Alto C/C 0 0,8 0
T/T 1 0,8 3,2
T/C 0 0,8 0
Muito Alto C/C 1 0,4 3,2 0,359
Evolucao (LMA)
T/T 3 2,2 8,3
T/C 1 1,7 2,8
Sim C/C 1 1,1 2,8
T/T 13 13,8 36,1
T/C 11 10,3 30,6
Nio C/C 7 6,9 19,4 0,832

A anélise multivariada do modelo dominante —T/T + T/C versus C/C foi realizada para

avaliar a influéncia do gendtipo dominante para o polimorfismo rs1800896. Os resultados nao

apresentaram diferencgas estatisticas significativas, apresentando p-valor maior que 0,05 o que

esta evidenciado na Tabela 17.

Tabela 17- Andlise do modelo dominante em relagdo as varidveis clinicas.



Grupos
TT +T/C 21 18,1 11,1
Caso
C/C 23 25,9 12,1
0,382
TT +T/C 57 59,9 30
Controle
C/C 89 86,1 46,8
Sexo
TT +T/C 10 10 22,7
Feminino
C/C 11 11 25
1,000
TT +T/C 11 11 25
Masculino
C/C 12 12 27,3
Idade
TT +T/C 4.8 13,6
<60 anos
C/C 5,2 9,1
0,481
TT +T/C 15 16,2 34,1
> 60 anos
C/C 19 17,8 432
OMS (2016)
TT +T/C 1 3,3 2,3
SMD-DU
C/C 6 3,7 13,6
TT +T/C 11 8,1 25
SMD-DM
C/C 6 8,9 13,6
TT +T/C 2 2,9 4,5
SMD-SA-DU
C/C 4 3,1 9,1
0,325
TT +T/C 2 1,9 4,5
SMD-SA-DM
C/C 2 2,1 4.5
TT +T/C 3 2,4 6,8
SMD-EB1
C/C 2 2,6 4.5
TT +T/C 2 2,4 4,5
SMD-EB2
C/C 3 2,6 6,8
Numero de Citopenias
. TT +T/C 5 7,6 11,4
C/C 11 8,4 25
TT +T/C 12 10,5 27,3
2 0,224
C/C 10 11,5 22,7
3 TT +T/C 2,9 9,1
C/C 3,1 4.5
Cariétipo
TT +T/C 8 8,1 24,2
Normal C/C 11 10,9
. 88,8 1,000
TT +T/C 6 5,9 18,2
Alterado
C/C 8,1 24,2
Percentual de Sideroblastos em anel
TT +T/C 16 15,3 36,4
0% 0,858
C/C 16 16,7 36,4
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TT +T/C 1 1 2,3
1% - 14%
C/C 1 1 2,3
TT +T/C 4 4,8 9,1
> 15%
C/C 6 5,2 13,6
Percentual de Blastos (IPSS-R)
TT +T/C 10 10,4 25
<2%
C/C 13 12,7 32,5
TT +T/C 3 3,2 7,5
2% - 5%
C/C 4 3,9 10
0,956
TT +T/C 4 3,2 10
5% - 10%
C/C 3 3,9 7,5
TT +T/C 1 1,4 2,5
> 10%
C/C 2 1,7 5
Hemoglobina
TT +T/C 4 3,8 9,1
> 10g/dL
C/C 4,2 9,1
TT +T/C 9,1 18,2
8 — 10g/dL 0,922
C/C 11 9,9 25
TT +T/C 9 8,1 20,5
<8 g/dL
C/C 8,9 18,2
Contagem Absoluta de Neutrofilos
TT +T/C 4.8 13,6
<0,8
C/C 5,2 9,1
0,481
TT +T/C 15 16,2 34,1
>0,8
C/C 19 17,8 432
Contagem de Plaquetas
TT +T/C 9 10,5 20,5
> 100
C/C 13 11,5 29,5
TT +T/C 7 4.8 15,9
50 < 100 0,306
C/C 3 5,2 6,8
TT +T/C 5 5,7 11,4
<50
C/C 7 6,3 15,9
Prognéstico
TT +T/C 0 0,4 0
Muito Favoravel
C/C 1 0,6 3
TT +T/C 10 10,2 30,3
Favoravel
C/C 14 13,8 424
TT +T/C 2,1 3
Intermediario 0,185
C/C 4 2,9 12,1
TT +T/C 1 0,4 3
Desfavoravel
C/C 0 0,6 0
TT +T/C 2 0,8 6,1
Muito Desfavoravel
C/C 0 1,2 0
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Grupo de Risco
TT +T/C 0 0,4 0
Muito Baixo
C/C 1 0,6 3,2
TT +T/C 8 7.5 25,8
Baixo
C/C 10 10,5 32,3
TT +T/C 2 2,5 6,5
Intermediario 1,000
C/C 4 3,5 12,9
TT +T/C 2 1,7 6,5
Alto
C/C 2 2,3 6,5
TT +T/C 1 0,8 3,2
Muito Alto
C/C 1 1,2 3,2
Evolucao (LMA)
) TT +T/C 3 2,4 8,3
Sim
C/C 2 2,6 5,6
0,650
TT +T/C 14 14,6 38,9
Nao
C/C 17 16,4 47,2

A anélise multivariada do modelo recessivo — C/C versus TT + T/C foi realizada para
avaliar a influéncia do gendétipo dominante para o polimorfismo rs1800896. Os resultados nao
apresentaram diferengas estatisticas significativas, apresentando p-valor maior que 0,05 o que

esta evidenciado na Tabela 18.

Tabela 18- Andlise do modelo recessivo em relacdo as variaveis clinicas.

Variaveis Gendtipo Contagem SOIETIN % p-Valor
esperada
Grupos
| cc 9 67 47
Caso
TT +T/C 35 37,3 18,4
0,338
| cc 20 223 10,5
Controle
TT +T/C 126 123,7 66,3
Sexo
N | e 4 43 9,1
Feminino
TT +T/C 17 16,7 38,6
1,000
, | e 5 4,7 11,4
Masculino
TT +T/C 18 18,3 40,9
Idade
| e 0 2 0
<60 anos
TT +T/C 10 8 22,7
0,092
| cc 9 7 20.5
> 60 anos
TT +T/C 25 27 56,8

OMS (2016)




| cc 1 14 23
SMD-DU
TT +T/C 6 5,6 13,6
| e 13 35 6.8
SMD-DM
TT +T/C 14 13,5 31,8
| e 3 1.2 6.8
SMD-SA-DU
TT +T/C 3 438 6.8
0,478
| cc 1 0.8 23
SMD-SA-DM
TT +T/C 3 3,2 6.8
| cc 0 1 0
SMD-EBI
TT +T/C 5 4 11,4
| e I 1 23
SMD-EB2
TT +T/C 4 4 9,1
Niimero de Citopenias
1 | cc 4 33 9,1
TT +T/C 12 12,7 273
| e 4 45 9,1
2 0,875
TT +T/C 18 17,5 40,9
. | e I 1.2 23
TT +T/C 5 48 11,4
Cariotipo
| cc 4 4 12,1
Normal TT +T/C 15 15
+
45,5 1,000
| e 3 3 9,1
Alterado
TT +T/C 1 1 33,3
Percentual de Sideroblastos em anel
| e 4 6,5 9,1
0%
TT +T/C 28 25,5 63.6
| cc I 0.4 23
1% - 14% 0,078
TT +T/C 1 1,6 23
| e 2 9,1
> 15%
TT +T/C 8 13,6
Percentual de Blastos (IPSS-R)
| cc 5 4 12,5
<2%
TT +T/C 18 19 45
| e I 1.2 25
2% - 5%
TT +T/C 6 5.8 15
0,576
| e 0 1.2 0
5% - 10%
TT +T/C 7 5.8 17,5
| e I 0.5 25
> 10%
TT +T/C 2 2,5 5
Hemoglobina
| cc 0 1,6 0
> 10g/dL 0,304
TT +T/C 6,4 18,2
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T 5 39 114
8 — 10¢/dL
TT +T/C 14 15,1 31,8
| e 4 3,5 9,1
<8 g/dL
TT +T/C 13 13,5 29,5
Contagem Absoluta de Neutrofilos
| e 1 2 23
<0,8
TT +T/C 9 20,5
0,431
| cc 7 18,2
>0,8
TT +T/C 26 27 59,1
Contagem de Plaquetas
| cc 6 45 13,6
> 100
TT +T/C 16 17,5 36,4
| e 1 2 23
50 < 100 0,567
TT +T/C 8 20,5
| e 25 45
<50
TT +T/C 10 9,5 22,7
Prognéstico
, | cc ! 0.2 3
Muito Favoravel
TT +T/C 0,8 0
| cc 4 5,1 12,1
Favoravel
TT +T/C 20 18,9 60,6
e 2 11 6.1
Intermediario 0,300
TT +T/C 3 3,9 9,1
| cc 0 02 0
Desfavoravel
TT +T/C 1 0,8 3
Muito | e 0 0,4 0
Desfavoravel TT +T/C 2 1,6 6,1
Grupo de Risco
| e 1 02 3,2
Muito Baixo
TT +T/C 0 0.8 0
. | cc 35 9,7
Baixo
TT +T/C 15 14,5 48,4
| e 1 1.2 32
Intermediario 0,171
TT +T/C 5 48 16,1
| e 0 0.8 0
Alto
TT +T/C 4 32 12,9
, | e 1 0.4 32
Muito Alto
TT +T/C 1 1,6 3.2
Evolucao (LMA)
| e 1 11 28
Sim
TT +T/C 3,9 11,1
1,000
| e 6.9 19,4
Nio
TT +T/C 24 24,1 66,7
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6 DISCUSSAO

Neste estudo, foram analisados os polimorfismos rs1800795 e rs1800896 nos
genes IL6 e ILIO, respectivamente, em 44 pacientes diagnosticados com Sindrome
Mielodisplédsica. A expressdao de citocinas pode ser influenciada por diversas vias, que
regulam o sistema imunoldgico ou ativam sua resposta. Portanto, a 1L6 e a IL-10
desempenham um papel importante nessa complexa rede de citocinas, podendo atuar como
biomarcadores em canceres e influenciar tanto a defini¢do quanto a eficacia das terapias (REA
et al., 2018; QI et al., 2016). Polimorfismos dos genes IL6 e IL10 em amostras de sangue de
44 pacientes e 145 controles foram testados no presente estudo para esse fim.

O cancer é uma doenca multifatorial e um dos fatores relacionados € o avanco da
idade. A medida que envelhecemos, a capacidade e a qualidade da resposta imunoldgica sio
influenciadas. Além disso, em doencgas associadas a idade, o processo de envelhecimento
pode levar a um estado pré-inflamatério aumentado no organismo (BARREYRO et al., 2012).
Nesse contexto, o envelhecimento por inflamacdo se destaca, caracterizado por inflamagao
cronica e disturbios imunoldgicos. Além disso, os danos ao DNA, juntamente com citocinas
pro-inflamatorias, podem desencadear esse processo (XIA et al., 2016).

Nos dltimos anos, foram publicados varios estudos relevantes que descrevem uma
andlise abrangente da incidéncia e do impacto clinico de multiplas lesdes genéticas na
sindrome mielodisplasica. Em 2011, Bejar e seus colegas publicaram a primeira anélise de 18
genes em 439 pacientes (BEJAR et al., 2011). O European Consortium (PAPAEMMANUIL
et al., 2013) realizou uma andlise de mutacdo de 111 genes usando técnicas de
sequenciamento de ultima geracdo em uma coorte de 738 pacientes e identificou as mutacdes
mais comuns em portadores de SMD. Esses estudos, juntamente com outros que envolveram
centenas de pacientes e utilizaram conjuntos de mutacOes genéticas especificas e
sequenciamento total do genoma (BEJAR et al., 2011 e HAFERLACH et al., 2014),
revelaram que até 80% dos pacientes com SMD apresentam alguma mutacdo de interesse,
muitas das quais estdo associadas a um impacto prognéstico. Esses dados emergentes nao
apenas ajudam a definir o prognéstico desses pacientes, mas também t€m o potencial de
orientar a sele¢do do tratamento (GARCIAMANERO, 2015).

O polimorfismo rs1800795 -174G/C, estd localizado no gene da Interleucina 6 (IL6),
uma citocina pré-inflamatéria com um papel importante na regulacdo da resposta imune e
inflamatéria. A Neoplasia Mielodispldsica (SMD) € um grupo de distirbios hematolégicos

caracterizados por uma producdo anormal de células sanguineas na medula dssea em que
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tanto o sistema imunoldgico inato quanto o adaptativo sdo relevantes para os mecanismos de
desregulagdo imunoldgica associados a patogénese da doenca (MEKINIAN et al., 2016).

Um trabalho Argentino conduzido por BESTACH e colaboradores sugeriu que a
frequéncia do polimorfismo rs1800795 -174G/C foi diferente entre pacientes e controles
sauddveis, sugerindo uma relagdo com a suscetibilidade a SMD. Outros estudos, como o de
ALADZSITY e colaboradores nao encontraram uma associagdo significativa (ALADZSITY
et al., 2009). Essas diferencas podem ser devido a varia¢des étnicas na frequéncia do alelo C,
muito difundido e presenca na maior parte da populacdo estudada, tanto para o grupo
controle, quanto para o grupo composto por pacientes diagnosticados com SMD, bem como a
complexidade e heterogeneidade da SMD como uma doenca. Os resultados sdo copiosos e
ainda ndo ha um consenso claro sobre sua associa¢do e impacto no progndstico da doenca,
com desfechos ndo associativos e inconclusivos.

Apesar da resposta imune adaptativa ser reduzida em idosos, a inflamacdo e outros
mecanismos da imunidade inata € aumentada e conforme foi citado anteriormente, a Sindrome
Mielodisplédsica é uma doenca de multiplos passos, onde a patogénese € acompanhada por
condi¢des inflamatdrias, dano ao DNA e epigenético e disfuncdo telomérica, onde
inicialmente as células tumorais sdo sensiveis ao checkpoint imunolégico, mas em formas
mais avangadas, ocorre a resisténcia a este mecanismo (CHAMSEDDINE et al., 2016). Para
IL6, o alelo polimérfico foi mais frequentemente encontrado em pacientes diagnosticados
com SMD, com 74 alelos G (84,09%), em comparacdo com o grupo controle, que possui 184
alelos G (71,59%). Para explicar essa frequéncia alélica, vamos adaptar ao contexto do cancer
na genética populacional.

O cancer € resultado de alteracdes genéticas que conferem vantagens adaptativas as
células tumorais, como a capacidade de desenvolver metdstase. Essas mutagdes progressivas
impulsionam o crescimento do tumor, aumentando a vantagem adaptativa das células
afetadas. No entanto, nossa compreensdo sobre a dindmica da replicacdo, sobrevivéncia e
evolucdo das células tumorais ainda ndo alcancou o mesmo nivel de avangos obtidos na
genética molecular (HANAHAN; WEINBERG, 2000). O céancer pode originar-se de
alteracdes causadas por fatores internos, como mutagdes genéticas hereditarias, ou por fatores
externos, como agentes ambientais mutagénicos. Ambos os casos podem levar a um aumento
na replicacio celular. No estdgio inicial do desenvolvimento tumoral, as células ndo possuem
uma vantagem adaptativa significativa, e o processo de transformacao € lento, dependendo do
surgimento de novas muta¢des ao longo do tempo para garantir a sobrevivéncia do tumor. No

entanto, quando acumula um nidmero suficiente de mutagdes, uma célula tumoral adquire



74

vantagem em relacdo as outras (STRATTON; CAMPBELL; FUTREAL, 2009). Além de se
proliferar mais rapidamente, essas alteracOes podem conferir habilidades adicionais, como
escapar de sinais de apoptose celular ou promover a vascularizagdo do tumor. Portanto, a
predominancia de um alelo polimérfico em um grupo diagnosticado com uma determinada
neoplasia, em comparagdo com um grupo controle, pode estar relacionada a suscetibilidade ao
desenvolvimento do cancer. Isso ocorre porque uma mutacdo em um gene relacionado a
resisténcia a uma doenga especifica pode se tornar mais comum em uma populagdo que foi
amplamente exposta a doenca ao longo dos anos (HANAHAN; WEINBERG, 2000).
Resumidamente, quanto mais uma populagdo € exposta a uma infec¢do, maior a probabilidade
de ocorréncia de mutagdes, como a mutagdo encontrada com maior frequéncia no grupo
diagnosticado em comparagdo com o grupo controle sem a neoplasia.

Na presente coorte, a estratificacdo dos dados laboratoriais quanto ao polimorfismo do
gene IL6 na regido rs1800795 revelou, através do teste de qui-quadrado uma associagdo
significante entre os diferentes gendtipos e o ndmero de citopenias -1,2,3 (p=0,002),
mostrando que existe uma diferenca entre a presenga dos genoétipos (esperado versus obtido)
nos pacientes com SMD, o que pode estar relacionado a qualquer uma das citopenias
presentes, porém, dada a limitacdo do estudo, ndo foi realizada regressdao logistica para
investigacdo dessa associacdo significativa ao numero de citopenias. Uma associacdo
significativa foi encontrada também entre os diferentes genétipos e a presenca ou auséncia de
disgranulopoiese (p=0,034), varidvel que vamos discutir juntamente com a associagao
significante encontrada entre os diferentes gendtipos e a contagem de neutréfilos < 0,8, >
0,80, com (p=0,036).

Conforme citado anteriormente, o estudo apresentou limitacdes quanto a realizacdo de
regressdo logistica para sanar a investigacdo das varidveis que demonstraram valores
associativos, porém, explicacdes alternativas serdo formuladas com os resultados. A
disgranulopoiese refere-se a um conjunto de alteracdes displdsicas nas células granulociticas,
incluindo os neutréfilos hiposegmentados. A displasia na SMD refere-se a anormalidades na
aparéncia e maturacdo das células sanguineas, incluindo neutréfilos, eritrdcitos e plaquetas
(NETO; JOES., 2011). A observacdo microscOpica de células da medula Ossea permite
identificar essas anormalidades, como alteracdes na forma, tamanho e estrutura celular. A
displasia granulocitica é especialmente relevante, uma vez que € uma caracteristica
frequentemente encontrada na SMD e pode ser indicativa da presenga da doenca. Essa
alteracdo é comumente observada em pacientes com suspeita de Sindrome Mielodisplasica

(SMD) e € considerada um padrao displasico. Além da displasia, as alteragdes no nimero de
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neutréfilos também sdo observadas na SMD. Pacientes com SMD podem apresentar um
aumento, diminui¢do ou variacdes no numero de neutréfilos circulantes. O aumento do
nimero de neutréfilos, conhecido como neutrofilia, pode ocorrer como resultado de uma
resposta inflamatéria ou como uma reagdo compensatéria da medula 6ssea a produgao
inadequada de outras células sanguineas. E importante ressaltar que as caracteristicas de
displasia e as alteragdes no nimero de neutréfilos na SMD variam entre os diferentes subtipos
da doenc¢a (GRIGNANO et al., 2018).

A classificagao da SMD leva em considera¢do ndo apenas a presenca de displasia, mas
também outros critérios, como a contagem de células sanguineas, a citogenética e a presenca
de blastos na medula Ossea. Essas caracteristicas morfoldgicas e hematoldgicas tém
implicagdes significativas no progndstico da SMD. Pacientes com SMD e displasia
granulocitica acentuada, geralmente apresentam um progndstico desfavordvel e maior risco de
progressdo para leucemia mieloide aguda (LMA). Por outro lado, pacientes com displasia
menos pronunciada e menor alteracdo no numero de neutréfilos podem ter um melhor
prognostico e uma evolugdo mais estavel da doenca (TANAKA; BEJAR, 2019). Devido essa
atuacdo ativa dos neutrofilos, nesses casos, coloca-se em questdo que essa associacdo pode
levar ao desenvolvimento de padrdes displdsicos em pacientes com SMD, o que pode estar
relacionado a presenca de diferentes gendtipos associados ao polimorfismo estudado. Porém,
vale ressaltar que as outras varidveis clinicas ndo obtiveram associacdo significativa no
presente estudo. Ha também uma baixa correspondéncia na literatura acerca de nossos
achados, além disso, a populacdo amostral caracteriza-se como limitagdo do estudo, em razao
disto, ressalta-se a necessidade de maiores investigacdes, com o objetivo de observar melhor o
papel dos polimorfismos em questao.

Recentemente, tem havido um crescente interesse na IL-10 devido ao seu papel como
um importante modulador da resposta imune inata durante processos inflamatorios,
especialmente quando se trata da invasdo de microorganismos oportunistas. Estudos como de
RALLIS e colaboradores tém revelado novas funcdes dessa citocina no controle do sistema
imunoldgico no contexto de canceres, mostrando que o polimorfismo rs180089 no Gene —
IL10 apresentou efeito antitumoral (RALLIS et al., 2021). Recentemente, um estudo realizado
na Crodcia relacionou a Alta expressdo do alelo -1082G em pacientes em compara¢do com
controles a presenca de neoplasias (cancer de pulmao de células ndo pequenas, linfoma difuso
de grandes células B, cancer cervical e oral) e promoveu o desenvolvimento de processos

patolégicos nessas doencas (TRIFUNOVIC et al., 2015).
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Um recente estudo realizado em Bangladesh associou o polimorfismo rs180089 no
Gene — IL10 com a presenca de cancer cervical em mulheres (DATTA et al., 2020), porém
sd0 escassos os estudos que correlacionam a presenga desse polimorfismo na SMD, o que
dificulta ainda mais seu cendrio patoldgico.

A Interleucina 10 (IL-10) desempenha diversas func¢des, atuando como um potente
inibidor de citocinas do perfil Th1, como a IL-2 e o IFN-y. Além disso, a IL-10 também inibe
a expressao de moléculas do complexo de histocompatibilidade (MHC), o fator estimulador
de colonias de granuldcitos e mondcitos (GM-CSF), o fator inibidor da leucemia (LIF) e o
fator ativador de plaquetas (PAF). A producdo de IL-10 € estimulada por varios fatores
enddgenos e exdgenos, mas certas variantes alélicas do gene IL-10 também estdo associadas a
diferencas na expressio de IL-10 (SWIATEK, 2012). O polimorfismo do promotor do gene
IL10 em amostras de sangue de 44 pacientes com 145 controles foram testados no presente
estudo para esse fim, porém ndao houve diferenca significativa conclusiva entre pacientes e
controles em relacdo a IL10, portanto outros mecanismos relacionados a patogénese da SMD
parecem nao estar relacionados ao polimorfismo estudado na populagdo da amostragem.

Devido a escassez de resultados citada anteriormente, nio ha consenso definitivo
sobre o impacto desse polimorfismo no prognéstico da doenga. Isso indica que a presenca
desse polimorfismo ndo se mostrou significativa para a Neoplasia Mielodispldsica na
populacdo estudada. Todavia, dada a complexidade da doenca, o campo da genética e da
pesquisa em doencas hematoldgicas continua evoluindo, e estudos adicionais sdo necessarios

para fornecer uma compreensdo mais completa dessa relacao.
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6 CONCLUSAO
A partir do desenvolvimento deste estudo, podemos concluir que:

- Foi observado que o alelo polimérfico -G estava mais frequentemente encontrado em
pacientes diagnosticados com SMD (84,09%), em comparagdo com o grupo controle G

(71,59%).

- Encontramos associagdes significativas referentes ao polimorfismo rs1800795 para o
gene IL6 entre os diferentes gendtipos e o numero de citopenias presentes nos pacientes com

SMD.

- Encontramos associagdes significativas referentes ao polimorfismo rs1800795 para o
gene IL6 entre os diferentes gendtipos e a presenca ou auséncia de disgranulopoise nos

pacientes com SMD.

- Encontramos associagdes significativas referentes ao polimorfismo rs1800795 para o

gene /L6 entre os diferentes gendtipos e a contagem de neutréfilos nos pacientes com SMD.

- Nao obtivemos importantes associagdes do polimorfismo rs1800795 para o gene

IL10, quanto as demais varidveis clinicas e laboratoriais nos pacientes com SMD.

- Nao obtivemos importantes associacdoes do polimorfismo rs1800896 para o gene
IL10 quanto a nenhuma das varidveis clinicas e laboratoriais nos pacientes com SMD. No
entanto, dada a complexidade da neoplasia e associagdo do polimorfismo a outros tipos de
canceres, assim como o papel da citosina na regulacdo da imunidade, estudos adicionais s@o

necessdrios para fornecer uma compreensao mais completa dessa relacao.
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