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RESUMO

A patogénese da sindrome mielodisplasica (SMD) é complexa e multifatorial e depende da
interacdo entre células hematopoéticas e seu microambiente. Os mecanismos patogénicos
envolvidos ainda ndo séo totalmente compreendidos. Objetivos: (a) Avaliar niveis plasmaticos de
interleucina-8 (CXCLS8 ou IL-8) e a ativagdo do Fator Nuclear de Transcricdo kappa B (NF-kB) em
pacientes com SMD e as possiveis associagdes com variaveis clinico-patoldgicas. (b) Analisar
possivel correlagdo entre a IL-8 e NF-kB. Pacientes e métodos: Um total de 25 pacientes adultos
portadores de SMD de novo (4 ARSA, 16 CRDM, 1 AREB-I, 4 AREB-II) foram analisados de
acordo com a classificacdo da OMS e IPSS-R. Voluntérios idosos saudaveis pareados por sexo e
idade foram incluidos como controles. A andlise da IL-8 foi realizada por reacdo imunoenzimatica
de acordo com o kit BD OptEIA e a ativacdo do NF-kB foi medida por quimioluminescéncia
utilizando kit TransAM NF-kB p65. Resultados: Os pacientes com SMD apresentaram maior nivel
de IL-8 quando comparados aos controles (p=0,0068) e, dentre os pacientes, aqueles com 75 anos
ou mais apresentaram niveis significativamente maiores (p=0,0357). N&o foram encontradas
associacgdes significativas entre o nivel de IL-8 e as variaveis analisadas. Nos pacientes com SMD, a
ativacdo do NF-kB foi significativamente maior quando comparada aos controles (p<0,0001) e
maior em pacientes com 75 anos ou mais (p=0,0475). Foi encontrada associacdo significativa entre
a atividade de NF-kB e niveis elevados de ferritina sérica (p=0,042) e maior percentual de blastos
(p=0,0282). O estudo da correlacéo entre IL8 e NF-kB mostrou uma correlacdo moderada, positiva
e significativa (r = 0,480; p = 0,015). Discussdo e conclusbes: Estudos recentes sobre a
fisiopatologia complexa da SMD incluem a desregulacdo de citocinas e suas vias de sinalizagéo.
Neste estudo, niveis significantemente elevados de IL-8 e NF-kB foram demonstrados e uma
associacdo de maior ativacdo de NF-kB foi detectada em pacientes com sobrecarga de ferro e
excesso de blastos, dois marcadores de pior progndéstico na doenca. Uma correlacdo positiva entre
IL-8 e NF-kB foi observada, corroborando o conceito emergente do papel relevante do
microambiente e da sinalizacdo inflamatéria aberrante na patogénese da doenca. A melhor

compreensdo desses mecanismos favorece a identificacdo de novos alvos terapéuticos.

Palavras-chaves: IL — 8 (Interleucina — 8), Fator de Transcricdo Nuclear NF-kB, Citocinas pro-
inflamatorias, Inflamagéo, Sindrome Mielodisplasica.




ABSTRACT

The pathogenesis of myelodysplastic syndromes (MDS) is complex and multifactorial and depends
on the interaction between hematopoietic cells and their microenvironment. The definite
pathogenetic mechanisms are still not fully understood. Objectives: (a) To evaluate CXC
chemokine ligand 8 (CXCL8 or IL-8) plasma levels and nuclear transcription factor kappa B
activation (NF-kB) in patients with MDS and the possible associations with clinicopathologic
variables. (b) To test possible correlation between IL-8 and NF-kB. Patients and methods: A total
of 25 adults de novo MDS patients (4 RARS, 16 RCDM, 1 RAEB-I, 4 RAEB-II) were analyzed
according to WHO classification and IPSS-R. Sex and age-matched healthy elderly volunteers were
included as controls. 1L-8 analysis was performed by Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay kit
BD OptEIA and DNA binding activity of NF-kB p65 was measured using TransAM NF-kB p65
kits®. Results: MDS patients showed higher level of IL-8 when compared to controls(p=0,0068).
Patients aged 75 and above also showed significant higher levels (p=0,0357). No significant
associations were found between level of IL-8 and the variables analyzed. NF-kB activity was
significantly elevated in MDS patients when compared to controls (p<0,0001) and higher in
patients older than 75 years(p=0,0475). NF-kB activity was significantly associated with higher
serum ferritin (p=0,042) and higher percentage of blasts (p=0,0282). The study of correlation
between IL8 and NF-kB showed a significant positive correlation (r=0.480; p=0.015). Discussion
and conclusions: Many unraveled specific pathways involved in the complex pathophysiology of
MDS have been recently described, including aberrations in cytokines and their signaling pathways.
In this study elevated levels of IL-8 and NF-kB were demonstrated and an elevated NF-kB activity
was significantly associated with higher serum ferritin and with blast excess, two markers of bad
prognosis. A significant positive correlation between IL-8 and NF-kB was detected, corroborating
the emerging concept of the important role of the niche and deregulated inflammatory signaling in
MDS phenotype. The best comprehension of these mechanisms favors defining new targets for
therapy.

Key-words: IL — 8 (Interleukin — 8), NF-kB, Proinflammatory cytokine, Inflammation,

Myelodysplastic syndrome.
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1 INTRODUCAO

1.1 Sindrome mielodisplasica (SMD)

A Sindrome mielodisplésica (SMD) representa um grupo heterogéneo de doencas
hematopoéticas clonais, caracterizado por disturbios na proliferacéo e diferenciacéo da célula-
tronco. Uma sequéncia de alteracdes genéticas adquiridas resulta na geracdo de um clone
anémalo e geneticamente instavel com potencial para evolucéo para leucemia miel6ide aguda
(GANGAT, 2016). A idade média dos individuos acometidos varia entre 65 e 80 anos, €
incomum em individuos com menos de 50 anos e sua incidéncia € crescente com a idade,
variando de 4,1 a 12,6 novos casos/100.000 habitantes/ano, com aumento para cerca de 90
novos casos/100.000 habitantes/ano na populacdo com idade superior a 80 anos (RAZA et al.,
2012; MA, 2012; GERMING et al., 2013; MALCOVATI et al., 2013). E, atualmente,
considerada a doenca onco-hematolégica mais comum em idosos, superando as leucemias
agudas e cronicas mieloides e linfdides.

Embora a doenca afete ambos 0s sexos, assim como outras leucemias, a SMD € mais
comum em homens, devido provavelmente a maior exposicdo a fatores ocupacionais,
ambientais e ao estilo de vida (MA 2012; BELLI et al., 2015). As diferentes propostas de
classificacdo, a falta de registros de base populacional e a resisténcia em indicar
procedimentos diagndsticos invasivos em idosos dificultam o conhecimento da incidéncia e
pressupde sub-diagndstico e sub-notificacdo (MA 2012; BELLI et al., 2015).

A incidéncia e caracteristicas clinicas da SMD variam de acordo com a &rea
geogréfica, questdes étnicas e genéticas, bem como seu estilo de vida (BELLI et al., 2015).
No Brasil, ndo existem estudos epidemiol6gicos que deem o dimensionamento do problema
ou fornecam um suporte para um planejamento de a¢6es. Magalhdes e cols (2010) realizaram
o0 primeiro levantamento de SMD no Brasil, um estudo retrospectivo em 12 centros de atencéo
terciaria de referéncia, em que se avaliaram dados demograficos, clinico-patologicos e
terapéuticos. A idade mediana ao diagndstico nos 476 casos avaliados foi 68,3 anos, inferior
ao que se observa em estudos americanos ou europeus (MAGALHAES, 2010). Dados de um
unico centro do nordeste brasileiro foram publicados, e a idade mediana ao diagndstico foi 67
anos (variagdo 15 a 88 anos), similar ao encontrado no estudo multicéntrico brasileiro, embora

se acredite que variagBes regionais ocorram (MAGALHAES, 2013).
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Mais recentemente um estudo do perfil epidemiolégico realizado em paises da
América Latina (Chile — Brasil — Argentina) foi realizado por BELLI et al., em 2015. Nesse
estudo, foram avaliados retrospectivamente um total de 1.080 pacientes, sendo 635
argentinos, 345 brasileiros e 100 chilenos. Nesse estudo a mediana de idade foi 69 anos, com
valores ainda inferiores para os pacientes chilenos e com leve predominio do sexo feminino
(BELLI, 2015).

As causas da SMD néo s&o conhecidas (ADES et al., 2014). A idade é considerada o
mais fator de risco isolado mais importante para o desenvolvimento da SMD, seguida pelo
sexo masculino e pela exposicao prévia a quimio ou radioterapia (INVERNIZZI et al., 2015).
Esse ultimo grupo € considerado doenca secundaria ou SMD relacionada a terapia (SMD-t) e

constitui de 10% a 15% de todos 0s casos.

1.2 Patogénese e a Inflamacgéo

As neoplasias sao, geralmente, oriundas de uma predisposicao genética constitucional
seguida de mutacGes somaticas adquiridas ou de um acumulo de mutacGes somaticas que
levam ao desenvolvimento do fenétipo neoplasico (CHAUFFAULLE 2006; BEJAR et al.,
2011).

A patogénese da SMD é complexa e pode envolver mecanismos genéticos,
epigenéticos e imunomediados. Os passos iniciais da patogénese das SMD envolvem danos
no DNA das células tronco hematopoéticas pluripotentes, com o desenvolvimento de um
clone mielodisplasico que apresenta vantagem de proliferacdo e excesso de apoptose,
resultando nas citopenias que caracterizam a apresentacdo da doenga, conforme figura 1
(CHAUFFAULLE 2006; KERBAUY et al., 2007; MORAES et al., 2009).
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Células tronco hematopoiética

Jl
Clones Aberrantes » Precursores
Mieldides
Hematopoiese ineficaz * Mea ‘ Deficiéncia medular
Displasias Medulares Citopenias periféricas

i

als

Sindrome Mielodisplasica

Figura 1: Representacdo esquemdtica da patogénese da Sindrome Mielodisplésica. Adaptado de
Hellstrom-Lindberg (2008) e Economopoulou (2008).

Nos ultimos anos tém-se descoberto varias mutacdes importantes na SMD, sendo a
maioria anormalidades genéticas em progenitores mieldides, alteracbes epigenéticas e
alteracOes extrinsecas no microambiente da medula éssea, gerando uma patogénese bastante
complexa da SMD (OLNES et al., 2011; GLENTH@J et al., 2016). (Figura 2)

As causas fisiopatologicas dessa doenca sdo diversas, mas sabe-se que dependem
muito da interacdo entre as células hematopoéticas aberrantes e o seu microambiente. Além
disso, as anormalidades na funcdo imunoldgica apesar de ndo serem completamente
esclarecido, ultimamente tém sido relatado como a causa da apoptose e das citopenias

observadas na SMD.
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Figura 2. Papel da inflamag&o na patogénese da SMD. Adaptado de GOMEZ et al. 2015.

Uma caracteristica fundamental presente nos pacientes de SMD de baixo risco é o
aumento da apoptose de precursores hematopoiéticos (GOMEZ et al., 2015; WOLACH et al.,
2016).

A participacdo da apoptose na fisiopatologia da SMD é um fator determinante
(KERBAUY et al., 2007). Na SMD inicial ocorre uma excessiva apoptose intramedular
devido a uma maior liberacdo de citocinas pro-inflamatorias através da ativagdo das células T
citotoxicas (OLNES et al., 2011). A medida que a taxa de apoptose diminui ocorre progresso
da doenca e evolucéo para leucemia aguda (MARCONDES, 2008; HE, 2016). Pacientes com
altas taxas de apoptose apresentam maior sobrevida do que pacientes com baixas taxas, em
média de 66 meses x 30 meses 0 que estd de acordo com o conceito de que a progressdo da

doenca esté relacionada diretamente com a reducgdo da apoptose (KERBAUY et al., 2007).
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Portanto, tem-se que o aumento dos niveis de expressdo de proteinas pro-apoptdéticas, esta
relacionado diretamente com a expectativa de vida e a diminuigdo do risco de transformacéo
leucémica (KERBAUY et al., 2007).

A homeostase é mantida pelo equilibrio das acbes de varias citocinas inflamatorias
(BACHEGOWDA et al., 2013; HE Q et al., 2016).

A SMD caracteriza-se pela ativacdo de células que compdem o sistema imune tais
como células natural killer; células T que secretam diversas citocinas; e células supressoras
derivadas mieldides (MDSC). Estudos recentes mostram que essas MDSC podem representar
um marcador fundamental na inefetividade da hematopoese por produzirem intermédios
inflamatorios gerando instabilidade no DNA (YANG et al., 2015; RIVIERA et al., 2016).

Na SMD, niveis de algumas citocinas, tais como: IL-6, IL-8, fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a), interferon gamma (IFN-y) estdo aumentados (CALADO 2011; GOMEZ, 2015).
Essas citocinas sdo essenciais na regulacdo da inflamacdo e da apoptose intramedular de
doencas hematoldgicas (PARKER et al., 2000; KERBAUY et al., 2007; MARCONDES et
al., 2008; MORAES et al., 2009; BACHEGOWDA et al., 2013).

Véarios mecanismos estdo implicados na regulacdo da resposta inflamatoria, na
proliferacdo celular, na apoptose e defesa, 0s quais estdo parcialmente regulados pelo fator de
transcricdo nuclear kappa B (NF-kB). (BARNES, 1997; AHN, 2007; UWE, 2008;
LOUNNAS, 2009) O NF-kB pode ser ativado por uma variedade de sinais como infecgdes,
estresse oxidativo, carcindgenos, citocinas, fatores de necrose (TNF-a), interleucinas (IL-1,
IL-6, IL-8), irradiacdo ultravioleta, produtos provenientes de virus e bactérias
(lipopolissacarideos — LPS) (GLEZER et al., 2000; VAN DEN BERG et al.,, 2001,
CARLSEN et al., 2004).

Mesmo sabendo que a inflamacdo pode ser induzida na auséncia da ativacdo do NF-
kB, apesar de ser uma via fisiologicamente rara, mostra a necessidade da ativacdo do NF-kB
ndo apenas para a amplificacdo mas na manutencdo da inflamacdo. Existe uma controvérsia
no mecanismo de acdo do NF-kB pois sabe-se também que 0 mesmo contribui para a reducéo
da inflamagé&o, preservando a funcdo do tecido (BEN-NERIAH, 2011).

1.3 Diagnostico

O diagndstico da SMD ¢ baseado nos achados do hemograma, na identificacdo de

alterac6es morfoldgicas em células hematopoéticas (displasias) do aspirado da medula 6ssea e
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bidpsia Ossea e na presenca de alteracGes citogenéticas recorrentes. (METZE et al., 2006;
WEINMANN 2014; BEJAR et al., 2014). Os sintomas iniciais se relacionam a gravidade das
citopenias, em especial da anemia, a citopenia mais comum. O diagnéstico pode ser
dificultado em pacientes com percentagem <5% de blastos na medula 6ssea, com auséncia de
anormalidades cromossdmicas recorrentes ou de excesso de blastos (GRIVICICH et al., 2007;
MALCOVATI et al., 2013). Nesses casos, um protocolo de exclusdo de causas ndo clonais
esta indicado (MAGALHAES, 2006). Sao critérios de exclusdo as deficiéncias nutricionais,
como a de vitamina B12 e acido fdlico, a exposicdo recente a agentes toxicos, disfuncdes
metabdlicas e hormonais, doencas infecciosas, auto-imunes e etilismo (MAGALHAES 2006;
STEENSMA, 2015).

Na SMD, as altera¢cdes cromossémicas sdo importantes para o diagnostico, classificagéo,
estratificacdo de risco e decisdo terapéutica (MORAES et al., 2009). Correlacionam-se com o
curso clinico da doenca e com a sua progressdo. (KITAMURA et al., 2014) De 50% a 60%
dos pacientes com SMD de novo apresentam cariotipo anormal ao diagndstico (AGGARWAL
2004) e uma porcentagem desses casos adquirem anomalias subsequentes, caracterizando a
evolucdo clonal e pior prognéstico (OLNEY; LE BEAU, 2002).

Nas SMD secundarias estas alteracBes sdo observadas em cerca de 80% dos casos
(NAEIM; RAO; GRODY, 2008; LEE et al., 2015). Nao existem alteragdes patognomonicas
destas doenca (MALCOVATI; NIMER, 2008). A excecdo da delecdo 5g-, a anormalidade
cromossdmica mais comumente observada, nenhuma outra alteracdo esta especificamente
associada a qualquer subtipo de SMD (NAEIM; RAO; GRODY, 2008; KASI LOKNATH
KUMAR et al., 2016).

As dele¢des cromossdmicas sdo as alteracBes recorrentes mais comuns na SMD primaria
ou secundéria. Sdo geralmente intersticiais e ocorrem frequentemente nos cromossomos 54,
7q, 20q, 11q, 13q, 12p e 17p (KEEN-KIM; NOORAIE; RAO, 2008; HAASE et al., 2008). As
monossomias, trissomias e translocacdes ndo equilibradas sdo as segundas anomalias mais
frequentes, ocorrendo em 15% dos casos. As monossomias mais comuns envolvem o0s
cromossomos 5, 7 e a nulissomia do Y. Embora as translocagdes equilibradas sejam alteragoes
relativamente comuns em doencgas mieldides, nomeadamente na LMA, sdo muito raras nas
SMD (KEEN-KIM; NOORAIE; RAO, 2008; HAASE et al., 2008).
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1.4 Classificacao e fatores de prognostico na SMD

Vaérios sistemas de classificacdo tém sido propostos com o objetivo de estimar a
sobrevida e o risco de transformacgdo para LMA ao diagnostico. A primeira classificagdo da
SMD foi proposta pelo grupo FAB (Francés - Americano — Britanico) e baseou-se na
morfologia celular e na percentagem de células blasticas presentes no sangue periférico e na
medula éssea (BENNETT, 1982).

Tabela 1: Evolugdo na classificacdo da Sindrome Mielodisplasica.

FAB OMS OMS Displasia-Linhagem % % Blastos
(1982) (2001) (2008) (OMS 2008) Blastos SP
MO
AR AR CRDU
SMD-U AR Eritréide <5 <1
CRDM NR/TR Né&o Eritroide <5 <1
del 59- CRDM Eritroide + outra <5 <1
del 5g isolada  Eritroide + mega <5b <1
SMD-U Unilinhagem + pancito <5 <1

ou CRDM/CRDU com
1%¢de blastos no SP

ARSA  ARSA ARSA Eritroide <5 <1

CRDM-SA >15% sideroblastos em

anel <5 <1

AREB  AREB-I AREB-I > 1 linhagem 5-9 2-4

AREB-II AREB-II > 1 linhagem 10-19 5-19
AREB-t LMA LMA Mieloide + outra >20
LMMC SMD/DMP SMD/NMP Varidvel  (monocitose <20

LMMC LMMC >1 x 10%/L)

LMMJ LMMJ

LMCa LMC BCR/abl

SMD/DMP-  neg

U SMD/NMP-U

Legenda: AR (Anemia Refrataria), ARSA (AR com sideroblastos em anel), AREB (AR com excesso de
blastos), AREB-t (AREB em transformacéo), LMMC (Leucemia Mielomonocitica Crénica), SMD-U (SMD
inclassificavel), CRDM (citopenia refratadria com displasia de multilinhagem), del 5q (delecdo 5q isolada),
CRDM-AS (CRDM com sideroblastos em anel), LMA (Leucemia mieléide aguda), SMD/DMP (SMD/doengas
mieloproliferativas), LMMJ (Leucemia mielomonocitica juvenil), LMCa (Leucemia mieléide crénica atipica),
SMD/DMP-U (SMD/ doencas mieloproliferativas inclassificaveis), CRDU (citopenias refratarias com displasia
unilinhagem), NR (neutropenia refrataria), TR (trombocitopenia refrataria), SMD/NMP (SMD/neoplasias
mieloproliferativas), SMD/NMP-U (SMD/neoplasias mieloproliferativas inclassificaveis).

Fonte: Adaptado de Komrokji, Zhang e Bennett (2010).

A classificacdo atualmente usada foi proposta pela Organizagdo Mundial de Saude
(OMS) em 2001 e revisada em 2008 e associa a citogenética as alteracdes morfoldgicas. E
considerado o numero de linhagens hematopoéticas acometidas (uma ou multiplas linhagens),

reconhece-se a sindrome 5¢-, reduz-se para um percentual igual ou superior a 20% a definicdo
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de leucemia aguda e excluem-se os subtipos anemia refrataria com excesso de blastos em
transformacéo e a leucemia mielomonocitica cronica (MALCOVATI et al., 2013; GERMING
et al., 2013). A tabela 1 representa a evolucdo nas classificagdes da SMD. O objetivo da
revisao da classificacdo OMS foi reduzir o nimero de pacientes ndo classificados e agrupar
categorias mais homogéneas. Oito subtipos formam entdo propostos, a saber: Citopenia
refrataria com displasia em uma linhagem (CRDU), anemia refrataria com sideroblastos em
anel (ARSA), citopenia refrataria com displasia em multiplas linhagens (CRDM), anemia
refrataria com excesso de blastos -1 (AREB-1), anemia refrataria com excesso de blastos -2
(AREB-2), sindrome mielodispléasica ndo classificavel (SMD-N), SMD associada com del
(5q) isolada (SMD-5q) e citopenia refrataria da crianga (CRC; provisério) (OMS 2008). A
tabela 2 mostra os critérios para a classificagdo da OMS 2008.

Mais recentemente, a classificacdo da OMS foi novamente atualizada em 2016 e
algumas modificacbes propostas. Os subgrupos anemia refrataria, neutropenia refrataria e
trombocitopenia refrataria foram abolidos e uma nova nomenclatura foi proposta: SMD com
displasia de Unica linhagem; SMD com sideroblastos em anel (com sideroblastos em anel e
displasia de unica linhagem e com sideroblastos em anel e displasia de multiplas linhagens),
SMD com displasia de multiplas linhagens, SMD com excesso de blastos, SMD com del(5q)
isolada, SMD ndo classificada, citopenia refrataria da infancia e neoplasia miel6ide com
predisposicdo da linhagem germinativa. Além disso, um marcador molecular foi, pela
primeira vez, utilizado para o subgrupo com sideroblastos em anel, que ficou definido atraves
da presenga de > 15% de sideroblastos em anel ou quando esse percentual for > 5%, desde

que na presenca de mutagcdo SF3B1 (ARBER, 2016).

Tabela 2: Classificacdo da OMS 2008: critérios e evolucédo

Tipo SP MO Sobrevida
(meses)
AR Anemia / nenhum ou raros blastos Diseritropoese isolada. <5% >60
blastos, < 15% SA
ARSA Anemia / nenhum ou raros blastos Diseritropoese isolada. <5% >60
blastos, >15% SA
CRDM Citopenias / nenhum ou raros blastos sem Displasia > 2 linhagens 31
bastonete de Auer / <1.000 <5% blastos, < 15% AS sem
monécitos/mm?® bastonete Auer
CRDM-ARSA  Citopenias / nenhum ou raros blastos sem Displasia > 2 linhagens 28
bastonete de Auer / <1.000 <5% blastos, > 15% AS sem
monécitos/mm?® bastonete Auer
AREB | Citopenias < 5% blastos / < 1.000 Displasia em 1 ou multiplas 27
monocitos / sem bastonete Auer linhagens. 5-9% blastos sem
bastonete Auer
AREB Il Citopenias 5-19% blastos/ <1.000 Displasia em 1 ou multiplas 12

mondcitos / pode ter bastonete Auer

linhagens. 10-19% blastos




pode ter bastonete Auer
Sindrome 5q Anemia <5% blastos / n° plaquetas Série megacariocitica hiper
normais ou aumentadas ou normo. Megacariocitos
hipolobulados. <5% blastos
sem bastonete Auer. 5¢-
isolado em citogenética
SMD Citopenias/ nenhum ou raros blastos sem Displasia Unica (série
inclassificavel bastonete Auer granulocitica ou
megacariocitica) . <5%
blastos sem bastonete Auer
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Adaptado de: OMS 2008

GREENBERG et al., desenvolveram em 1997, um sistema de escore prognostico, o

International Prognostic Score System — IPSS, conforme tabela 3. Esse sistema é baseado no

numero de blastos na medula 6ssea, 0 grupo de risco citogenético e a presenca de citopenias.

A estratificacdo de risco estima a sobrevida global e o risco de evolucdo para leucemia aguda,

orientando a escolha terapéutica (GRENNBERG, 1997).

Tabela 3- Variaveis para IPSS

Estratificacdo de risco / Valor dos escores

Variavel Baixo Intermediario | Intermediario Il Alto
0 0.5 1.0 1.5 2.0 >2.5

Blastos na MO <5% 5-10% - 11-20% 21-30% >30%
Caridtipo* Bom Intermediario Ruim - - -
Citopenia** Ooul 20u3 - - - -
Frequéncia de 19 30 33 45
Evolucéo para
LMA (%)
Sobrevida média 5.7 3.5 1.2 0.4
(anos)

* Cariotipo: Bom= normal ou -Y, del(5q), del(20q); Intermediario = outras anormalidades; Ruim = complexos (3

anormalidades) ou anormalidades do cromossomo 7.
** Citopenias: contagem de neutrofilos < 100.000/ul, hemoglobina < 10 g/dl.
Fonte: Adaptado de Greenberg et al (1997).

Em 2012, o indice progndéstico do IPSS foi revisado, surgindo o IPSS-R (revisado)
(GREENBERG et al., 2012) (Tabela 4). Nesta nova reviséo, o IPSS-R permaneceu possuindo

como variaveis clinicas laboratoriais para auxiliar no progndstico do paciente a citogenética,

percentagem de blastos e citopenias no sangue periférico.

As mudancas na estratificacdo prognostica dos pacientes com SMD foram: 5 em vez

de 3 subgrupos citogenéticos de progndstico com classificagBes especificas, importancia da

idade do paciente ao diagnoéstico, quantificacdo de ferritina sérica e lactato desidrogenase
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como importantes caracteristicas para a sobrevivéncia, mas ndo para a transformacdo da
leucemia mieldide aguda (GREENBERG et al., 2012) (Tabela 4).

O IPSS-R apresenta-se como um método de analisar o prognostico do paciente com
SMD de forma mais precisa do que o IPSS inicial (GREENBERG et al., 1997; GREENBERG
etal., 2012) (Tabela 4).

Tabela 4 — Variaveis para IPSS — R

., Valor dos escores
Variavel

0 0.5 1.0 1.5 2.0 3.0 4.0
Blastosna MO  <2% - >2-<5% - 5-10% >10% -
Cariotipo* Muito - Bom - Intermediario Ruim  Muito
Bom Ruim
Hemoglobina >10 - 8-10 <8 - - -
(9/dL)
Plaquetas >100  50-100 <50 - - - -
(x103/mmd)
Neutrofilos >0.8 <0.8 - - - - -
(x103/mm°)
Estratificacao de risco
Muito  Baixo Intermediario  Alto Muito Alto
baixo
Escores <15 >15-3 >3-4.5 >4.5-6 >6
Sobrevida
(anos) 8.8 53 3.0 1.6 0.8
Meédia de
tempo de - 10.8 3.2 1.4 0.73
evolucéo
para LMA,
25%, ano

* Cari6tipo: Muito Bom= -Y, del(11qg); Bom= Normal, del(5q), del(12q), del(20q), duplo - incluindo o del(5q);
Intermediario = del(7q), +8, +19, i(17q), outras anormalidades simples ou duplas; Ruim = complexos (3
anormalidades), -7, inv(3)/t(3g)/del(3q), duplos incluindo o -7/del(7g); Muito ruim= complexos (>3
anormalidades).

1.5 Sobrecarga de ferro na SMD

O ferro € um metal essencial na sintese da hemoglobina, em reagdes de oxi-reducgéo e
na proliferagdo celular. (KOGHO et al., 2008). A quantidade total de ferro corporal €
aproximadamente 3-4 g, sendo que dois tercos da quantidade de ferro fazem parte da
composicdo dos eritrocitos e a quantidade restante € armazenada sob forma de ferritina
intracelular. (KOGHO et al., 2008; MITCHELL et al., 2013) Somente 1-2 mg de ferro séo
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absorvidos pelo trato gastrointestinal e encontram-se circulando no sangue (KOGHO et al.,
2008).

A anemia resulta em dependéncia transfusional na maioria dos pacientes (MITCHELL
et al., 2013; SHENOQY et al., 2014; TSANG et al., 2016). Cada unidade de concentrado de
hemacias (CH) contém 200 a 250mg de ferro (SHENQY et al., 2014; CARREAU et al.,
2016). Como o organismo ndo dispde de um mecanismo fisiologico de eliminacdo do excesso
de ferro, a dependéncia transfusional resulta em sobrecarga de ferro (TSANG et al., 2016).

A SF (Sobrecarga de ferro) na SMD é, portanto, decorrente de multiplas transfusées e
é agravada pela presenca de eritropoese ineficaz. (KOGHO et al., 2008; MITCHELL et al.,
2013) A partir de cerca de 20 unidades de CH transfundidos observa-se excesso de ferro e
toxicidade pela geracdo de espécies reativas de oxigénio em Orgdos-alvo como coracao,
figado e pancreas (KOGHO et al., 2008; BADAWI et al., 2010; CUI R, et al 2014;
REMACHA et al., 2015). E importante salientar que essa dependéncia transfusional pode
aumentar a susceptibilidade a infecgdes e hemorragias (GREENBERG et al., 1997,
MALCOVATI et al., 2011; GREENBERG et al., 2012; GREENBERG et al., 2013).

Os niveis seéricos de ferritina sdo usados frequentemente para avaliar a sobrecarga de
ferro (JACOBS A, BEAMISH MR, ALLISON M; 1972; JACOBS A, MILLER F; 1972). E
um teste simples e de baixo custo, porém deve ser interpretado com cautela tendo em vista
que € um reagente de fase aguda, portanto também elevado em doengas inflamatorias e
infecciosas (MITCHELL et al., 2013). Assume-se o valor de ferritina sérica superior a
1.000ng/mL para definir a sobrecarga de ferro transfusional.

De acordo com dados relatados por Shenoy et al., 2014, pacientes com sobrecarga de
ferro menor que 500 ng/mL tém uma maior expectativa de vida do que pacientes com
sobrecarga de ferro maior que 500ng/mL (118,8 versus 10,2 meses) e, consequentemente,
apresentam um menor risco de evolucao para leucemia mieldide aguda (LMA).

A sobrecarga de ferro em pacientes com SMD de baixo risco foi repetidamente
associada a mau prognoéstico e posteriomente incorporada a outros escores prognésticos
(MALCOVATI et al., 2005; MALCOVATI et al 2006; MITCHELL et al., 2013; CARREAU
et al 2016).




26

1.6 Interleucina—-8 (IL —8)

As quimiocinas sdo formadas por um grupo de citocinas, geralmente de baixo peso
molecular, variando entre 7 e 12kDa e com média de 75 aminoacidos de comprimento
(GUERREIRO, 2011; PALOMINO, 2015). Algumas quimiocinas sdo consideradas pro-
inflamatorias e sua liberacdo é regulada durante uma resposta imune em um sitio de infeccéo,
enquanto outras sdo consideradas homeostéaticas e estdo envolvidas no controle da migragéo
celular durante o desenvolvimento ou a manutencdo dos tecidos. A sua especificidade esta
relacionada com seu mecanismo de agdo. Os membros da familia das quimiocinas induzem ao
recrutamento de subtipos bem definidos de leucdcitos (PALOMINO, 2015).

Ha quatro familias de citocinas com base no primeiro residuo de cisteina; a primeira
familia é chamada de quimiocinas CC, também conhecidas como beta-quimiocinas. Os genes
que codificam as quimiocinas CC estdo localizados no cromossomo 17 (GUERREIRO et al.,
2011; PALOMINO et al., 2015). As quimiocinas CC estimulam principalmente os mondcitos,
mas também os basofilos, eosinofilos, linfécitos-T e as células natural killer (NK)
(PALOMINO et al., 2015). Existe também a familia CX3C com um Gnico membro que € a
fractalcina ou neurotactina sendo esta, quimiotatica para as células mononucleadas do sangue
periférico (GUERREIRO et al., 2011). A outra é chamada de familia C, sendo representada
pela linfotactina, estimulando a quimiotaxia nos linfocitos (GUERREIRO et al., 2011).
Porém, a sua atividade esta ligada as células efetoras (células NK e linfocitos T CD8+) e aos
linfocitos T-helper (linfocitos T CD4+), podendo ter alguma acdo na inibicdo de tumores.
(KOCH et al., 1992; GUERREIRO et al., 2011).

Por fim, a familia das quimiocinas CXC (Tabela 5), conhecidas como as alfa-
guimiocinas, que sdo caracterizadas por um aminoacido, chamado X, localizado entre as duas
primeiras cisteinas (SINGH et al., 2013). Essas quimiocinas, que estimulam principalmente a
quimiotaxia de neutréfilos, contém uma sequéncia de aminoacidos Glu-Leu-Arg (Glutamato-
Leucina-Arginina) na posicdo N-terminal, sendo essencial para a ligacdo de receptores
(SINGH et al., 2013; PALOMINO et al., 2015). Dentre as 20 quimiocinas descritas na

literatura, destacamos o papel imunolégico da IL8 em pacientes com SMD.
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Tabela 5. Quimiocinas: CXC, receptores e funcdo imunoldgica

Quimiocina Outros nomes

CXCL1
CXCL2
CXCL3
CXCL4
CXCL5
CXCL6
CXCL7
CXCLS8
CXCL9
CXCL10
CXCL11
CXCL12

CXCL13

CXCL14

CXCL15
CXCL16
CXCL17
XCL1
XCL2
CX3CL1

GRO«
GROB
GROy
PF4
ENAT8
GCP-2
NAP-2
IL-8
MIG
IP-10
I-TAC
SDF-1

BLC
BRAK

Lungkin
5R-PSOX
DMC
SCM-1a
SCM-1p

Fractalquina

Receptor
CXCR2
CXCR2
CXCR2

?
CXCR2
CXCR1, CXCR2
CXCR2
CXCR1, CXCR2
CXCR3
CXCR3
CXCR3
CXCR4

CXCR5

?
CXCR6
?
XCR1
XCR2
CX3CR1

Funcdo imunoldgica
Recrutamento de neutrofilos
Recrutamento de neutrofilos
Recrutamento de neutrofilos
Pro-coagulante
Recrutamento de neutrofilos
Recrutamento de neutrofilos
Recrutamento de neutrofilos
Recrutamento de neutrofilos
Resposta Thi, trafego de Thl, CD8 e NK
Resposta Thi, trafego de Thl, CD8 e NK
Resposta Thl, trafego de Th1l, CD8 e NK

Homing (enderegamento) para medula
0ssea

Posicionamento de célula B e Tfh no
linfonodo

Homing (enderegamento) de macr6fago
para a pele

2

Migracgéo e sobrevida de NKT e ILC
2

Apresentacdo cruzada por CD8+ DC

Apresentacdo cruzada por CD8+ DC

Migracdo de NK, mondcito e celula T

Fonte: Adaptado de Palomino & Marti (2015) e Murphy et al., (2000).

A IL — 8, chamada também de CXCL8, é uma quimiocina pro-inflamatéria

originalmente identificada como quimioatraente de neutrofilos (WAUGH et al., 2008;

CAMPBELL et al., 2013). A IL-8 é usada como marcador para varias condigdes clinicas.

Destaca-se seu mecanismo de acdo em condigdes patogénicas de muitas doencas

inflamatorias, como a artrite reumatoide assim como em ac¢les de angiogénese, promocao e
progressido de tumores (WAUGH et al., 2008; SHAHZAD et al., 2010; TODOROVIC-
RAKOVIC et al, 2013; CAMPBELL et al., 2013). Sua producdo é regulada pelo
polimorfismo de genes de regides promotoras (ZHANG M.; FANG T. et al., 2016).
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A ativacdo de IL-8 da-se por meio de sinais inflamatérios como TNF-a, espécies
reativas de oxigénio, horménios e também como resultado de um microambiente tumoral
através da hipdxia, acidose, quimioterapias citotoxicas e radiacdes (CAMPBELL et al., 2013).
A IL- 8 pode existir em sua forma monomérica ou dimérica, tendo a capacidade de
diferenciacdo e regulacdo de seus dois receptores de superficie (CAMPBELL et al., 2013).
Ele passa por uma clivagem proteolitica do amino-terminal, resultando em varios produtos
diferentes. Sendo assim, tem-se a IL-8 como um potente quimiotatico para os neutrofilos
(SHAHZAD et al., 2010).

A IL-8 regula seus efeitos através da ligacdo de dois receptores acoplados a proteina
G, CXCR1 e CXCR2 (FUHLER et al., 2005). Esses receptores geralmente sdo encontrados
na membrana de células como os neutrdfilos, basofilos, mondcitos, linfécitos T e células
endoteliais. Porém, CXCR1 e CXCR2 também sdo encontrados nas membranas de células
tumorais (TODOROVIC-RAKOVIC et al., 2013; CAMPBELL et al., 2013). A IL-8 tem uma
maior especificidade com o ligante CXCR1 (TODOROVIC-RAKOVIC et al., 2013). Long e
colaboradores (2016) demonstraram o potencial dos antagonistas para as moléculas de
CXCR1 e CXCR2 na terapia do cancer.

A figura 3 representa esquematicamente 0 mecanismo de agéo da IL8 na patogénese
inflamatoria do cancer (CAMPBELL et al., 2013). Mostrando que a IL-8 ativa as células
endoteliais da vasculatura do tumor para promover angiogénese e induzir uma infiltragdo
quimiotatica de neutréfilos para o local do tumor. Embora a IL-8 possa promover a invasdo
celular e migracdo, a capacidade de IL-8 para induzir macréfagos associados a tumores que
segregam fatores de crescimento adicionais vai aumentar ainda mais a taxa de proliferacdo
celular e a invasdo de células malignas no local do tumor (CAMPBELL et al., 2013). Os
multiplos efeitos da IL-8 de sinalizacdo sobre diferentes tipos de células presentes no
microambiente do tumor sugere que a IL-8 pode ter implicacGes importantes na progressao da
doenca e auxiliar na sensibilizacdo de tumores a quimioterapéutico e agentes bioldgicos
(CAMPBELL et al., 2013).
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Figura 3: O papel da IL-8 no desenvolvimento do tumor . Adaptado de David J.J.Waugh et al., 2008.

Singh et al., 2013 relataram que a associa¢do entre a inflamacdo e o cancer é bem
estabelecida e ha uma expressdo desregulada de inimeras citocinas, incluindo a IL-8. Devido
ao fato de que diversos sinais sao induzidos por receptores de IL-8, comprova-se assim seu

complexo papel nas condiges fisiologicas e na progressao do cancer (LONG et. al., 2016).

1.7 Fator de Tanscricdo Nuclear NFk-B

Descoberto em 1986 por Sem e Baltimore, o NF-kB é um fator nuclear que interage
com 11 pares de base na cadeia leve da imunoglobulina kappa de células B ativadas
(AGGARWAL 2004; GILMORE 2006; HOESEL et al., 2013). Contudo, o NF-kB foi

descrito como uma proteina reguladora que esta envolvida no controle de inimeros processos
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celulares pela regulacdo da expressdo génica, de enzimas e citocinas, gerando respostas
inflamatorias, processos de desenvolvimento, crescimento celular e apoptose (VAN DEN
BERG et al., 2001; CILLONI et al., 2006; LOUNNAS et al., 2009). (Figura 4) Além disso,
este fator de transcricdo esta ativamente envolvido em doengas como o cancer, artrite, doenca
cardiovascular, diabetes, inflamacdo cronica, asma, e AIDS (GILMORE 1999; TAK et al.,
2001; BLANCO et al., 2003; CARLSEN et al., 2004).

A familia do fator de transcricdo NF-kB, também conhecida como Rel proteins, é
composta por dois grupos de proteinas diferindo entre si pela estrutura, funcéo e sintese
(THANOS et al., 1995; TAK et al., 2001; AHN et al., 2007; UWE et al., 2008). Um grupo,
formado pelas proteinas p105 e p1l00 que ndo tem atividade transcricional, mas ao serem
transformadas proteoliticamente gerando as formas ativas p50 e p52, respectivamente,
tornam-se aptas a exercerem a transcrigdo (GILMORE 2006; HOESEL et al., 2013). O outro
grupo de proteinas que ndo € sintetizada como precursora, inclui a c- Rel (Rel), RelB, e RelA
(p65), que além de apresentarem o dominio Rel Homology (RH) possuem o dominio
Transcrptional Activation Domains (TAD). Esses dominios que medeiam a interacdo com 0s
inibidores especificos, translocagdo para nacleo formando homo e heterodimeros,
promovendo assim a transcri¢cdo génica (THANOS et al., 1995; PRIGENT et al., 2000; LI,
STARK 2002).
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Figura 4: Indutores da ativacdo do NF-kB e os genes regulados pela ativacdo do NF-kB. Adaptado de Aggarwal,
2004,

O NF-kB encontra-se no citoplasma em sua forma inativa através da ligagdo com uma
proteina inibitdria IkB. A familia IkB é composta por oito membros: IkBa, IkBp, IkBe, IkBE,
bcl-3, IKBNS, p100, e p105. A formacdo do complexo NF-kB/IkB impede a sua entrada no
nacleo e sua liguacdo a regides especificas dos genes-alvo, evitando assim a transcri¢do
génica e traducdo de proteinas (GILMORE 1999; GLEZER et al., 2000; GILMORE 2006). O
processo de ativacdo do NF-kB da-se, inicialmente, por diversos estimulos extracelulares, tais
como: neurotransmissores, neurotrofinas, citocinas (IL-1, I1L-2; IL-8, IL-12; IL-17; IL-18,
Fator Necrose tumoral - TNF), endotoxinas (lipopolissacarideos — LPS), agentes carcin6genos
(DMBA - 7,12 dimetilbenzenoantracene), agentes quimioterapéuticos, irradiacao ultravioleta,
estresse (GLEZER et al., 2000; PRIGENT et al., 2000; CAAMANO et al., 2002;
AGGARWAL 2004; AHN et al., 2007; UWE et al., 2008; HOESEL et al., 2013).

A figura 5 representa 0s componentes das vias de ativacdo do NF-kB. A familia de
proteinas é constituida de 5 membros: p65 (RelA), RelB, c-Rel (Rel), e o precursor de
proteinas pl00 (NF-kB2) e pl105 (NF-kB1), a ultima dando origem a p52 e p50,
respectivamente (VALLABHAPURAPU et al., 2009; HAYDEN et al., 2012). Ja a familia
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das proteinas inibitdrias IkB’s consiste de 8 membros: 1kBa, IKB, IkBg, IkBE, bel-3, IKBNS,
p100, e p105. O complexo das proteinas quinase IKK é formado por IKKa (IKK1 or CHUK),
IKKB (IKK2), e NEMO (IKKYy). (VALLABHAPURAPU et al., 2009; HAYDEN et al., 2012)
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Figura 5: Componentes da via ativacdo do NF-kB. Adaptado de HAYDEN, 2012.

A ativacdo do Nf-kB e o processo inflamatdrio sdo mecanismos que possuem um
duplo papel na patogénese do cancer. O papel do NF-kB na patogénese de diversos tipos de
cancer, inclusive na SMD ¢ descrito por vaios autores (MESSA, 2010; BRAUN, 2006).

A ativagcdo do NF-kB ocorre geralmente por duas vias, a via candnica (classica) ou a
via ndo — canonica (alternativa) (GILMORE 2006). A figura 6 ilustra as vias de ativacdo do
NF-kB.
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Figura 6: Vias de Ativacdo do NF-kB. Adaptado de GILMORE 2006.

A via classica é a mais comum e esta associada a expressdo de genes relacionados a
inflamacdo, a resposta imunoldgica inata, a anti-apoptose e a sobrevivéncia celular. J& a via
alternativa esta associada a expressdo de genes que atuam no desenvolvimento e manutencao
de 6rgdos linfoides secundarios (linfonodos, baco, tonsilas e placas de Peyer) (HOESEL et al,
2013). Para que as proteinas do NF-kB liguem-se ao DNA, estas precisam ser submetidas ao
processo de translocacdo para o nucleo. Para isto, faz se necessario que uma molécula de
serinotreonino-quinase especifica, chamada de IkB quinase (IKK) realize a fosforilagdo da
proteina inibitoria IkB a qual esta firmemente ligada aos dimeros de NF-kB, mantendo-0s
inativos (CHANG et al., 2003; DOLCET et al., 2005; BEN-NERIAH et al., 2011). Vale
ressaltar que apos a fosforilagdo, as proteinas IkB sofrem um processo chamado de
ubiquitinazacdo e, posteriormente, a molécula passard por uma degradacdo proteossomal.

Consequentemente, apds a degradacdo, ha um sinal indutor de localizagdo nuclear,
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translocando assim, dimero do NF-kB para o nucleo, ligando-se a regido promotora de genes
que contém sitios kB (SCHWARTZ et al., 1999).

Mesmo que ndo estejam completamente definidos as vias de ativacdo da IKK, que é
composta por um complexo de proteinas IKKafy, sabe-se que esta moléula é fundamental
para a ativagdo de NF-kB. Da familia das IKK, a proteina IKKf ¢ mais prevalente na
fosforilagéo das IkB (DOLCET et al., 2005).

1.8 Relacéo entre 1L-8 e NF-kB na SMD

A hematopoese na SMD é caracterizada pela excessiva apoptose dos precursores
hematopoéticos, resultando em citopenias periféricas (BANERJEE et al., 2015; YANG et al.,
2015). A apoptose juntamente com a desregulacdo do sistema imune representam um
importante mediador da evolugdo patogénica da SMD (CHEN et al., 2013).

A relacdo entre IL-8 e NF-kB tem sido, ultimamente, alvo de estudo por
desempenharem um importante papel na patogénese da SMD. Varios autores estudaram a
expressdo de de inlmeras citocinas em pacientes com SMD, incluindo a IL-8 (CAAMANO,
2002, KORNBLAU, 2010; SCHINKE, 2015).

S&o vaérios os estimulos que induzem a producdo de IL-8 e que, consequentemente,
ativam inimeras proteinas quinases (IKK) sendo esta, a principal via de ativacdo do fator de
transcricdo NF-kB (GILMORE 2006). Porém, a ativacdo do NF-kB também pode promover a
transcrigdo do gene IL-8 (CAMPBELL et al., 2013). A figura 7 demonstra 0s mecanismos
envolvidos na ativagdo do NF-kB pela IL-8.

Portanto, estudos mais aprofundados sobre os mecanismos que envolvem IL-8 e NF-
kB na SMD sdo necessarios, para melhor compreensdo sobre a patogénese e identificacdo de

possiveis novos alvos terapéuticos.
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Figura 7: Diagrama esquematico ilustrando expressdo de genes associados com a regulagdo da apoptose e
metabolismo celular através da ativacdo NF-kB pela IL-8. Adapatado de Campbell et al., 2013.




36

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o nivel de ativacdo do NF-kB e IL — 8 em pacientes com Sindrome

Mielodisplésica e testar associagdo com variaveis clinico-laboratoriais.

2.2 Objetivos especificos

Avaliar caracteristicas clinico-laboratoriais de pacientes portadores de SMD;
Determinar a concentracdo de IL-8 nos pacientes analisados;
Determinar a ativacdo de NF-kB nos pacientes analisados;

Testar a associacao destas variaveis com aspectos clinico-laboratoriais

o B~ w D

Comparar os niveis de NF-kB e IL — 8 em pacientes de SMD com e sem sobrecarga
de ferro;

6. Correlacionar os niveis de IL-8 versus NF-kB nesses pacientes
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Casuistica

Trata-se de um estudo observacional transversal realizado no periodo de 2014 a 2016
que incluiu pacientes adultos com diagnéstico confirmado de SMD acompanhados no
Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC) e individuos voluntarios sadios como grupo

controle.

3.2. Aspectos éticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos do
Hospital Universitario Walter Cantidio, através do sistema da Plataforma Brasil (NUmero do
processo: 1.233.743). (ANEXO A)

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

envolvendo seres humanos.

3.3. Critérios de inclusao

Pacientes com SMD

Foram incluidos pacientes com diagnéstico confirmado de SMD, acompanhados em
ambulatério especializado de SMD no HUWC que aceitaram participar voluntariamente da
pesquisa e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) apresentado no
APENDICE A.

Grupo controle

Foram incluidos individuos saudaveis na faixa etaria acima de 45 anos, saudaveis que

aceitaram participar voluntariamente da pesquisa e assinaram o TCLE.

3.4. Critérios de exclusao

Foram excluidos deste estudo pacientes com diagndstico de SMD secundaria.
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3.5. Coleta e processamento de amostras
3.5.1 Coleta de amostras

Foram coletados de cada individuo trés tubos de 5 mL de sangue periférico, sendo dois
deles tubo Vacutainer contendo EDTA (1,8mg/mL) (Sigma, St. Louis, MO, USA) e um com
gel separador. Apoés a coleta, as amostras foram mantidas sob refrigeracéo e encaminhadas ao
Laboratdrio de Citogendmica do Céncer e Laboratorio de Pesquisa em Hemoglobinopatias e
Genética das Doencas Hematologicas, ambos da Universidade Federal do Ceara, onde foram
processadas. A figura 8 € uma representacdo dos procedimentos da dosagem de IL-8 e da
ativagcdo do NF-kB.

| , Ce ntrifugacao
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Figura 8: Representacdo esquematica dos procedimentos da dosagem de 1L-8 e a anélise da
ativagcdo do NF-kB.
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3.5.2 Determinacéo de IL — 8 por Ensaio Imunoenzimético (ELISA)

Para a determinacdo de IL-8 por ELISA o soro foi obtido por meio da coleta em tubo
vacutainer contendo gel separador. Apés a coleta as amostras foram centrifugadas a 3200 rpm
por 10 minutos, aliquotadas e armazenadas a -80°C até a realizacéo do teste.

Teste ELISA

As amostras de soro foram descongeladas até atingirem temperatura ambiente. Para a
determinacédo da IL-8 foi utilizado o kit BD OptEIA e o teste foi realizado de acordo com as
normas empregadas pelo fabricante. A representacdo esquematica encontra-se na Figura 9. Foi
utilizada placa de poliestireno com 96 pocos, a qual foi sensibilizada overnight a 4°C com
anticorpo de captura monoclonal anti- IL-8, diluido em PBS (Phosphate — Bufferid saline).
Apds esse periodo os pogos foram lavados 3 vezes com 300uL do tampdo de lavagem e secas
vertendo em papel absorvente.

Posteriormente for realizado o blogueio da placa por meio de adi¢do 200 pL, em cada
poco, de diluente de ensaio, seguido de incubagdo a temperatura ambiente por 1 hora. A
seguir, a placa foi lavada conforme descrito anteriormente.

O padrdo de IL-8 foi preparado por meio de dilui¢cBes seriadas nas concentracdes de
200 pL, 100 pL, 50 pL, 25 pL, 12,5 pL, 6,3 puL e 3,1 uL para obtencdo da curva de
calibracéo.

Foram adicionados a diferentes pocos da placa 100 pL de cada concentracdo do
padrdo, do soro dos pacientes e grupo controle e incubados por 2h a temperatura ambiente.
Apbs este periodo, foram realizadas 5 lavagens e em seguida adicionados 100uL do anticorpo
de deteccdo com SAv-HRP (Streptavidin-horseradish peroxidase conjugate). A placa foi
selada e incubada por 1h a temperatura ambiente. Posteriormente, a placa foi novamente
aspirada e lavada por 7 vezes com intervalo de 30 a 60 segundos entre uma lavagem e outra.

Em seguida, foram adicionados 100 pL do substrato enzimatico, constituido por
solugdes estabilizadoras de peroxido de hidrogénio e de tetrametilbenzidina (TMB). A placa
foi incubada no escuro a temperatura ambiente por 30 min e entdo adicionaram-se 50 pL de
solucgéo de parada a cada pogo. A leitura da placa foi realizada em leitor de ELISA utilizando

filtro de comprimento de onda igual a 450 nm.
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Figura 9: Representacdo esquematica dos procedimentos da dosagem de IL - 8.
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3.5.3 Determinagéo NF-kB

Para a separacao das células mononucleares, foram utilizados os 10mL de sangue
venoso periférico coletados em tubo vacutainer contendo EDTA. A fracdo mononuclear foi
isolada por centrifugacdo através da diferenca de gradiente de densidade utilizando o Ficoll-
Histopaque (d=1,077) (GE Healthcare, Piscataway, NJ, USA).

A adicdo de tampdo PBS 1X as amostras foi realizada de forma lenta e seguida da
adicdo de 3mL de Histopaque em tubos Falcon de 15mL, a fim de ndo ocorrer a
sedimentagdo. As amostras foram centrifugadas em uma rotacdo de 400xg durante 30min em
temperatura ambiente para evitar a aglutinagdo e conseqliente baixa qualidade da amostra que
podem ocorrer em baixas tempreraturas.

Apbs a centrifugacdo, obteve-se o anel de células mononucleares localizado na
interface do Ficoll-Histopaque e plasma sanguineo. O anel de células foi coletado com auxilio
de pipeta Pasteur, submetido a trés lavagens com solucgéo salina 0,9% estéril e o pellet obtido
foi ressuspenso em salina 0,9%. As células foram entdo submetidas a extracdo nuclear.

A extracdo nuclear foi realizada a partir da utilizacdo do kit da Active Motif®
(Carlsbad, Califérnia 92008, USA) conforme protocolo do fabricante. As células
mononucleares obtidas permaneceram incubadas no gelo enquanto preparavam-se 0S
reagentes. Foram adicionados as células 3mL Inibidor de Fosfatase, em seguida centrifugadas
por 5 minutos numa rotacdo de 200xg e a uma temperatura de 4°C. O sobrenadante foi
descartado e as células foram ressuspendidas com 250uL tampdo hipotdnico 1x. As amostras
permaneceram no gelo por 15 minutos. Foram adicionados as amostras, 25L de detergente e
estas agitadas no vortex. As amostras foram centrifugadas numa rotagdo de 14000 rpm
durante 1 minuto em uma temperatura de 4°C. O sobrenadante (fracdo citoplasmatica) foi
descartado e o pellet foi ressuspenso com 25uL tampdo Lysis. As amostras permaneceram
incubadas no gelo por 30 minutos em uma placa agitadora a 150rpm.

Logo apods a incubacdo, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos em uma
rotacdo de 14000 rpm. A fracdo nuclear obtida € o sobrenadante, sendo posteriormente
transferido para um Eppendorf pré- refrigerado e congelado a -80°C. A concentragdo proteica
foi dosado pelo método de Bradford (BRADFORD 1976).

Para a determinagdo da ativagdo do NF-kB foi utilizado o teste de
guimioluminescéncia, através do kit Active Motif® TransAM NFkB Chemi p65/p50/p52 e de
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acordo com as normas recomendadas pelo fabricante. A figura 10 representa
esquematicamente esse teste.

As amostras de fracdo nuclear foram descongeladas no gelo engquanto os reagentes
foram preparados, a fim de evitar a perda da atividade proteica. Uma placa ja sensibilizada
pelo fabricante foi utilizada para a realizacdo do experimento. Nesta placa foram adicionados
30uL do tampdo completo Binding para cada pogo a ser usado. A placa foi utilizada para
determinacdo das amostras, realizar o branco e controle positivo. Para as amostras foram
adicionados 20 pL da amostra diluida no Tampé&o Lysis Completo por pogo. Foram utilizados
2uL de extrato nuclear diluido no tamp&o Lysis completo, conforme protocolo do fabricante.
Para o controle positivo foram adicionados 1,25ug de extrato nuclear Jurkat diluidos em 20uL
tampdo Lysis completo por pogo. Para o branco foram utilizados 20puL do Tampdo Lysis
completo para cada poco. A placa foi selada com papel adesivo fornecido pelo préprio kit e
incubada por 1h em temparatura ambiente em placa agitadora (100rpm). Apds a incubacéo, a
placa foi lavada 3x com 200uL tampédo de lavagem 1X em cada pogo. Ao final de cada
lavagem, a placa foi invertida e secada com leves batidas com objetivo de esvaziar
completamente 0s pogos.

Em seguida foram adicionados a placa 50uL de anticorpo NF-kB diluido (1:1000
diluido em 1X tampdo anticorpo) para cada poco utilizado, incluindo os brancos. Apds esse
procedimento, a placa foi novamente coberta e incubada por 1h em temperatura ambiente sem
agitacdo. Apos a incubacdo, a placa foi lavada novamente 3x com 200uL tampdo lavagem
1X. Ao final de cada lavagem, a placa foi invertida e secada com leves batidas com objetivo
de esvaziar completamente os pogos. Em seguida, foram adicionados 50pL anticorpo
conjugado HRP diluidos (1:10000 diluido em tampdo binding anticorpo 1X) para todos pocos
a serem utilizados. A placa foi coberta com papel adesivo e incubada por 1h em temperatura
ambiente sem agitacdo. Durante a incubacdo, foi adicionada a Solucdo Developing em
temperatura ambiente. ApGs a incubacdo, a placa foi lavada 4x com 200uL tampéo lavagem
1X. Ao final de cada lavagem, a placa foi invertida e secada com leves batidas com objetivo
de esvaziar completamente 0s pogos.

Apos a lavagem, foram adicionadso 50uL de solu¢do quimioluminescente, em
temperatura ambiente, para todos 0s pocos. Evitou-se a exposicdo a luz. A leitura da placa foi

realizada logo em seguida em espectrofotdbmetro com detector quimioluminescente.
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Figura 10: Representacdo esquematica dos procedimentos da analise da ativagdo do NF-kB.

"l




44

3.6 Variaveis analisadas

As variaveis analisadas neste estudo foram assim subdivididas:

e Sexo: masculino e feminino;

¢ Idade (categorizada de acordo como IPSS-R): <75 anos e >75 anos;

e Classificacdo OMS (2008)

e Celularidade da medula dssea: hipocelular, normocelular ou hipercelular;

e Niveis séricos de ferritina: <500ng/mL e >500ng/mL

e Percentual de blastos: <5% (normal) e >5% (excesso de blastos).

e Sobrecarga de ferro: sim ou néo;

e Cariotipo: normal ou alterado;

e Concentragcdo de hemoglobina (Hb) de acordo com o IPSS-R: >10g/dL, 8-<10g/dL ¢
<8g/dL;

 Contagem de neutréfilos de acordo com o IPSS-R: >800/mm? e <800/mm>;

e Contagem de plaquetas de acordo com o IPSS-R: >100.000/ mm® >50.000 -
<100.000/ mm® e <50.000 /mm?;

e Numero de citopenias no sangue periférico de acordo com o IPSS-R: 1 citopenia, 2
citopenias e 3 citopenias;

e Grupo de risco de acordo com o IPSS-R: muito baixo, baixo, intermediario, alto e
muito alto;

e Grupo de risco de acordo com o IPSS-R (categorizado): muito baixo e baixo versus

intermediario, alto e muito alto;

3.7 Anélises Estatisticas

Os niveis de IL8 e a quantificacdo de NF-kB foram expressos como mediana e
variacdo (minimo e maximo). O teste Many-Whitney foi utilizado para analisar a influéncia
de IL8 e NFkB nas variaveis clinico-patoldgicas avaliadas. O teste de correlacdo de Spearman
foi utilizado para obtencdo dos valores de r-quadrado (r2). As analises estatisticas foram
realizadas utilizando o programa GraphPad Prism 5 (software GraphPad Prism, La Jolla, CA,
EUA) e SPSS 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA) O nivel de probabilidade (valor-p) <0,05
foi adotado como critério de significancia.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacao dos pacientes

Foram incluidos nesse estudo 25 pacientes portadores de SMD e 19 voluntéarios
sadios para o grupo controle. Dentre os pacientes, observou-se que 44% eram do sexo
masculino e 56% do sexo feminino (Tabela 7). A média de idade nesse grupo foi de 78,4 anos
(mediana = 78 anos / minimo 56 anos e maximo 99 anos) com predominio de pacientes com
idade >75 anos em 68% (17/25) dos casos avaliados (Tabela 6).

Tabela 6: Caracterizagédo descritiva dos pacientes com SMD.

Variaveis N° %

Grupo SMD Caso 25 100
Sexo Feminino 14 56
Masculino 11 44

Idade (categorizada) <75 anos 8 32
> 75 anos 17 68

Quanto aos achados no sangue periférico dos pacientes com SMD, foi observado que
8 pacientes (32%) apresentaram Hb <8g/dL, que 10 pacientes (40%) apresentaram valores de
Hb entre 8 e 10g/dL, e 7 pacientes (28%) Hb>10g/dL. Com relacdo a contagem de
neutrofilos, 16 pacientes (64%) tiveram contagem >800/mm?, e 9 pacientes (36%) <800/mm>.
A contagem de plaquetas foi superior a 100.000/mm?® em 13 pacientes (52%), entre 50.000 e
100.000/mm? em 10 pacientes (40%) e inferior a 50.000/mm? em 2 pacientes (8%).(Tabela 7).
Houve predominio de pacientes com a presenca de trés citopenias ao hemograma: 40% dos

casos avaliados.
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Tabela 7: Caracterizacéo das variveis laboratoriais do hemograma em pacientes com SMD.

Variaveis N° 9%
Concentracdo de hemoglobina (Hb) >10g/dL 7 28%
>8-<10g/dL 10 40%
<8 g/dL 8 32%

Contagem de neutrdéfilos >800/mm°® 16 64%
<800/mm°® 9 36%
Contagem de plaquetas >100.000/mm*® 13 52%
>50.000 - 10 40%

<100.000/mm®
<50.000/mm® 2 8%
NUmero de citopenias de acordo com o IPSS-R 1 8 32%
2 7 28%
3 10 40%

De acordo ccom a classificagio OMS foram incluidos 16 pacientes (64%) com
CRDM, 4 (16%) pacientes com ARSA, 1 (4%) paciente com AREB | e 4 (16%) pacientes
com AREB II, (Tabela 8).

Tabela 8: Estratificacdo dos pacientes com SMD quanto a classificacdo OMS.

Variaveis N° %

Classificacdo OMS, 2008 ARSA 4 16
CRDM 16 64

AREB | 1 4

AREB Il 4 16

Ao mielograma identificou-se que 19 pacientes (82%) apresentaram percentagem
menor ou que 5% de blastos na medula dssea ao diagndstico, seguido de 4 (18%) pacientes
com percentagem maior ou igual que 5%.

A biopsia da medula 6ssea foi observado que 11.7% dos pacientes apresentaram
medula 6ssea normocelular, 5,8% medula dssea hipocelular e 82,5% medula hipercelular.

Dentre os 17 pacientes com resultado citogeneético, identificou-se que 8 pacientes

(47%) apresentaram cariétipo normal e 9 (53%) apresentaram cariétipo alterado (Tabela 9).
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Tabela 9: Caracterizacdo descritiva das variaveis clinicas relacionadas aos achados da medula
0ssea em pacientes com SMD.

Variaveis N° %
Celularidade da medula 6ssea Hipocelular 1 58%
Normocelular 2 11,7%
Hipercelular 14 82,5%
Percentagens de blastos >5% 19 82%
<5% 4 18%

Quanto a estratificacdo de risco de acordo com o IPSS-R, verificou-se que 4 pacientes
(23,5%) foram classificados como de muito bom prognostico; 7 (41,2%) como bom
prognostico; 4 pacientes (23,5%) como prognostico intermediario e 2 (11,8%) como alto

risco. Nenhum paciente com muito alto risco foi incluido. (Tabela 10)

Tabela 10: Estratificacdo dos pacientes com SMD quanto ao grupo de risco pelo IPSS-R

Variaveis N° %
Classificagdo do grupo de risco de acordo com o Muito baixo (<1.5) 4 23,5%
IPSS-R Baixo (>1.5-3) 7 41,2%
Intermediario (>3-4.5) 4 23,5%
Alto (>4.5-6) 2 11.8%

Muito alto (>6) 0 0
Classificacao do grupo de risco de acordo com o Muito baixo+baixo 11 64,7%
IPSS-R (categorizada) Intermediario+alto+muito alto 6 35,3%

Em 14 pacientes (56%) foi observada ferritina sérica maior ou igual a 500ng/mL
enquanto que 11 (44%) apresentaram uma dosagem inferior a 500ng/mL. A sobrecarga de
ferro, definida como ferritina sérica maior ou igial 1.000ng/mL foi observada em 10 casos
(40%).(Tabela 11).
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Tabela 11: Estratificacdo dos pacientes quanto a dosagem de ferritina sérica

Variaveis N° %
Ferritina <500ng/mL 11 44%
>500ng/mL 14 56%
Sobrecarga de Ferro Sim 10 40%
Né&o 15 60%

4.2 Anélise da IL-8

Em nosso estudo os pacientes com SMD mostraram niveis séricos de IL-8
significativamente mais elevados quando comparados ao grupo controle (p=0,0068). (Figura
11)

Figura 11: Anélise de IL-8 em pacientes com SMD versus grupo controle
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*0 asterisco representa a significancia estatistica (p=0,0068)

Quanto a analise da idade, pacientes com idade >75 anos apresentaram niveis mais
elevados de 1L-8 quando comparados ao grupo de pacientes com idade < 75 anos. (p=0,0357)
(Figura 12).
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Figura 12: Dosagem de IL-8 em pacientes com SMD frente a variavel idade.
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*Q asterisco representa a significancia estatistica (p=0,0357)

N&o foram observadas associacOes significativas entre os niveis de IL-8 e ferritina
sérica, concentracdo de hemoglobina, sobrecarga de ferro, dependéncia transfusional,

eritropoetina sérica, nimero de citopenias, percentual de blastos, cari6tipo, classificagdo OMS

ou estratificacdo de risco pelo IPSS-r (p>0,05)

4.3 Analise da ativacdo do NF-kB

Uma maior ativacdo do NF-kB foi observada em pacientes com SMD quando

comparados ao grupo controle. (p<0,0001) (Figura 13)
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Figura 13: Ativacdo do NF-kB em pacientes com SMD.
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Pacientes portadores de SMD com idade maior ou igual a 75 anos tém
significativamente maior ativacdo de NF-kB quando comparados ao grupo de pacientes com
idade inferior a 75 anos. (p=0,0476) (Figura 14).

Figura 14: Analise comparativa da ativacao de NF-kB quanto a idade dos pacientes com
SMD.
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*QO asterisco representa a significancia estatistica (p<0,05)
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Na andlise comparativa dos niveis de ferritina, observou-se que a ativacdo de NF-kB é
maior em grupo de pacientes de SMD com a dosagem de ferritina superior a 500ng/mL
quando comparados ao grupo de pacientes de SMD com dosagem de ferritina inferior a

500ng/mL. (p=0,032) (Figura 15)

Figura 15: Analise comparativa da ativacdo de NF-kB quanto ao nivel de ferritina
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Quando se testou a associacdo com o percentual de blastos na medula éssea observou-
se que pacientes com SMD e percentual de blastos > 5% de blastos apresentaram maior
ativacdo de NF-kB quando comparados ao grupo de pacientes com percentual de blastos < 5%
(p=0,042). (Figura 16)
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Figura 16: Analise comparativa da ativacdo de NF-kB quanto ao percentual de blastos.
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Na anélise do indice de score progndstico estabelecido pelo IPSS-r (GREENBERG et
al., 2012), verificou-se que pacientes inseridos no grupo de prognostico intermediario —alto —
muito alto apresentaram uma ativacdo do NF-kB maior do que pacientes inseridos no grupo
de progndstico muito baixo — baixo. (p=0,0282) (Figura 17)

Figura 17: Analise da associacao entre ativacdo de NF-kB e estratificacdo de risco pelo IPSS-
R
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N&o se observaram valores significativos entre a ativacdo de NF-kB e concentracéo de
hemoglobina, sobrecarga de ferro, dependéncia transfusional, eritropoetina sérica, nimero de

citopenias, cariotipo ou classificacdo OMS (p>0,05).

4.4 Anédlise da correlagdo entre niveis de IL-8 e ativagdo do NF-kB

Utilizando a correlacéo de Spearman’s, observou-se que ha uma correlacdo moderada,
positiva e significante entre a IL-8 e a ativacdo do NF-kB (r=0.480; p=0.015). A IL-8 é

responsével por 23,2% (r?=0,232) da ativacéo do NF-kB no grupo analisado (Figura 18).

Figura 18: Correlacdo de Spearman’s entre o0s niveis de IL-8 e a ativacdo de NF-kB
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5. DISCUSSAO

O presente estudo avaliou o nivel sérico de IL-8 e a ativacdo do NF-kB em pacientes
portadores de SMD, associando-0s as suas variaveis clinico-patolégicas.

A média de idade ao diagnostico foi de 78 anos (variagdo 56 a 99 anos) corroborando
com dados brasileiros e latino-americanos recentemente publicados (MAGALHAES et al.,
2012; BELLI et al., 2015). A relacdo masculino- feminino foi de 0,8, semelhante a observada
em estudos brasileiros que mostraram um predominio de 58% de pacientes do sexo feminino,
provavelmente devido, entre outros fatores, a crescente exposicdo de mulheres a agentes
ocupacionais tais como pesticidas agricolas ap6s sua insercdo na agricultura de subsisténcia.
(MAGALHAES et al., 2013).

Na SMD, 70% a 90% dos pacientes desenvolvem anemia em alguma fase da
evolucdo da doenca, sendo esta, a citopenia mais comum, associada ou ndo a neutropenia e/ou
plaquetopenia (SHENOY et al., 2014; TSANG, LEITCH 2016). Nesse estudo, ao
diagnostico, houve um predominio de pacientes com anemia e em 72% dos casos se observou
concentracdo de Hb igual ou inferior 10g/dL.

Dentre os pacientes com SMD de novo e estudo citogenético disponivel, 53%
apresentaram caridtipo alterado, percentual semelhante ao observado em estudos
internacionais multicéntricos (HAASE et al, 2008; SCHANZ et al, 2012).

Quanto a classificacdo da SMD segundo a OMS, observou-se um predominio de casos
de CRDM (64%), seguido por AREB (20%) e ARSA (16%). A maioria dos pacientes
pertencia a subtipos de mais baixo grau. Esses resultados estdo de acordo com o estudo de
Belli e cols (2015) que analisaram 345 pacientes brasileiros observaram predominio de
doenca dos subtipos CRDM (35,1%), AREB (29,8%) e ARSA (10,4%). Também Haase et al
(2008), em estudo multicéntrico de 598 pacientes, observou predominio dos subtipos de mais
baixo risco, com predominio de CRDM.

De acordo com a estratificacdo de risco pelo IPSS-R, 64% foram estratificados como
muito baixo ou baixo risco, percentual aproximado aquele relatado por Greenberg et al (2012)
em estudo multicéntrico de 7012 pacientes.

A dosagem de ferritina sérica é usada para definir a sobrecarga de ferro nos pacientes
dependentes de transfusdo. Niveis de ferritina superiores a 1.000 ng/mL estdo associados a
toxicidade hepatica, renal e cardiaca e sdo considerados fator de mau progndstico que
impactam negativamente a sobrevida global (MITCHELL et al, 2013; SHENOY et al, 2014).
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Recentemente tem sido demonstrado que mesmo ferritina inferior a 1.000 ng/dL tem impacto
negativo significante (HARTMANN et al, 2013; CUI et al, 2015). Na série aqui estudada
observou-se que 56% dos pacientes apresentaram ferritina >500 ng/mL em alguma fase da
evolucéo da doenca.

A patogénese da SMD é complexa, multifatorial e ainda pouco compreendida, mas
sabe-se ser decorrente de um processo de multiplas etapas que envolvem a célula progenitora
e 0 microambiente medular (HE et al 2016). A sinalizacdo inflamatdria, através de células
inflamatdrias e secrecdo de citocinas, € um importante regulador da célula progenitora em
resposta & infec¢do. Excessiva sinalizagdo, entretanto, pode exercer impacto negativo na
regulacéo e fungdo da stem cell (HE et al, 2016). Na SMD, o processo inflamatdrio tem sido
frequente e recentemente implicado na patogénese da doenca. AlteracBes em citocinas tais
como de TNF-a, IFN-y, TGF-B, IL-4, IL- 6, IL7 e IL-8 e suas vias de sinalizacdo tém sido
descritas e associadas com resposta inflamatdria prolongada e aberrante. (MEYERS et al,
2005; KORNBLAU et al, 2010; GANAN-GOMEZ et al, 2015). Citocinas e mediadores
inflamatdrios resultam em desequilibrio do sistema imune e inflamacao. Esses processos tém
sido implicados com a regulacdo da proliferacdo celular e apoptose de progenitores
hematopoéticos na SMD. A desregulacdo do sistema imune, notadamente da imunidade
celular, tem sido considerada um evento fisiopatolégico priméario que induz a evolugdo para
SMD. A resposta inflamatoria anormal e a ativacdo do sistema imune levam leucocitos
imaturos, células dendriticas, macrofagos a se expandir rapidamente na medula Gssea. A
disfuncdo imune parece, portanto, ser um fator permissivo que precede e favorece a evolucao
clonal e contribui para a progressdo (GLENTH®@J et al, 2016; YANG et al, 2015).

A interleucina-8 tem sido considerada um potente marcador em tumores sélidos,
relacionada a angiogénese, crescimento tumoral, progressdo e disseminacdo, sendo, por
alguns, proposta como um marcador universal (SHAHZAD et al., 2010). Em tumores sélidos,
niveis elevados de IL-8 se associaram a pior prognéstico (TODOROVIC-RAKOVIC, 2013;
CAMPBELL et al., 2013). Poucos estudos se dedicaram a interacdo da IL-8 com tumores
hematologicos, muito embora uma terapia baseada na inibicdo de receptores dessa citocina
tenha sido proposta para pacientes portadores de LMA e SMD (SCHINKE et al, 2015). Nessa
série de 25 pacientes, foram observados niveis significativamente mais elevados de IL-8
quando comparados com individuos sadios, confirmando estudos prévios em que se dosou
essa citocina (MEYERS et al, 2005; KORNBLAU et al, 2010; GANAN-GOMEZ et al,
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2015). E provavel que o aumento dos niveis séricos de IL-8 seja parte do processo
inflamatorio/imunolégico que tem efeito deletério na hematopoese normal.

O NF-kB esta envolvido em diversos mecanismos celulares através da regulacdo da
transcricdo de genes que codificam moléculas de adesdo, citocinas pro-inflamatorias e
proteinas anti-apoptoéticas, interferindo em véarios processos relacionados a diferenciacéo,
maturagdo e proliferacdo celulares (VAN DEN BERG et al., 2001; CILLONI et al., 2006;
LOUNNAS et al., 2009). No céancer, exerce dupla funcdo. Sua ativacdo é parte da defesa
imune, contribuindo para a eliminacdo de células transformadas. No entanto, esta ativado em
muitos tipos de tumores onde pode exercer uma variedade de fungdes pro-tumorigénicas:
angiogénese, promogcéo, proliferacdo, anti-apoptose e disseminacdo (AGGARWAL, 2004,
HOESEL 2013). Para alguns autores ¢ o NF-kB o elo principal entre inflamagédo e cancer
(BEN-NERIAH, 2011).

Na SMD, o NF-kB tem um papel importante na patogénese, induzindo a expresséo de
citocinas inflamatdrias e fatores anti-apoptéticos e contribuindo para a desregulacdo da
hematopoese. Uma maior ativacdo de NF-kB é observada nos estdgios mais avancados da
doenca e se correlaciona com a contagem de blastos, com alteracdes citogenéticas e supressao
de apoptose (BRAUN et al 2006). No presente estudo, uma maior ativagdo do NF-kB foi
observada em pacientes com SMD quando comparados aos controles. Interessantemente, a
ativacdo foi significativamente maior em pacientes mais idosos, com idade >75 anos. Nao
foram encontrados dados na literatura sobre a influéncia da idade nesse achado. Foi observada
uma associacao significativa entre ativacdo do NF-kB e niveis séricos de ferritina >500ng/mL,
um outro marcador de mau prognostico na SMD. E sabido que o excesso de ferro no meio
intra-celular induz a producdo de espécies reativas de oxigénio que tém efeito genotdxico que
resulta em instabilidade genémica e, entre outros efeitos, promove a ativacdo do, fatores que

favorecem a progressdo (PORTER, 2014).

A ativacdo do NF-kB esta significativamente mais elevada em subtipos de maior risco
e tem sido correlacionada com a progressdo da doenca. Também nesse estudo foi observada
uma associagéo significativa da maior ativagcdo do NF-kB com excesso de blastos na medula
Ossea (>5%) e com os subtipos de mais alto risco, estratificados pelo IPSS-R. Nos subtipos de
baixo risco, em que ndo se observa ativacdo do NF-kB, um aumento da apoptose € descrito na
medula 6ssea. Contrariamente, nos subtipos de alto risco, em que uma maior ativacdo de NF-
kB é descrita, ha diminuicdo significativa da apoptose. Essa relagdo inversdo pressupde

importante papel desse fator de transcrigéo na regulacdo da apoptose e progresséo da doenca
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(BRAUN et al, 2006). A inibicdo do NF-kB tem sido considerada uma estratégia potencial de
tratamento da LMA e SMD (BRECCIA, 2010).

Diversos sdo os fatores que, potencialmente, induzem a ativacdo do NF-kB. Observou-
se nesse estudo, através da correlacdo de Spearman’s, uma correlacdo positiva, moderada e
significativa entre IL-8 e a ativagdo de NF-kB. De acordo com essa andlise, a IL-8 é
responsavel por 23% da ativacdo do NF-kB. Poucos estudos envolvendo essa via de ativacéo
foram feitos em doencas hematologicas malignas (WAUGH et al, 2008). Esses dados
favorecem a hipotese de estreita cooperacdo de IL-8 e NF-KB ndo apenas nos processos

inflamatorios mas também na promocao e progressdo do cancer.
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. CONCLUSOES

A média de idade dos pacientes, distribuicdo quanto ao género, apresentacdo ao
diagndstico, classificacdo pela OMS e estratificacdo de risco pelo IPSS-R foram

semelhantes a outros estudos brasileiros e internacionais

Um aumento significativo do nivel de ativacdo do NF-kB e do nivel sérico de IL — 8
foi observado na populacdo de portadores de SMD estudada, quando comparada aos

controles

Um aumento significativo de ambos, nivel de ativacdo do NF-kB e nivel sérico de IL —

8, foi evidenciado em pacientes mais idosos, com idade >75 anos

A ativacdo de NF-kB foi maior nos pacientes de SMD com sobrecarga e ferro e
naqueles com doenga de mais alto risco, quando avaliada pelo excesso de blastos e
pelo IPSS-R

Uma correlacdo significativa, positiva e moderada foi observada entre a ativacdo do

NF-kB e o nivel sérico de IL — 8 na populagdo estudada

E provavel que o NF-kB e a IL — 8 colaborem no processo inflamatdrio como parte da

patogénese da doenca e possam constituir futuros alvos terapéuticos
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APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido do Paciente

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE MEDICINA CLINICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PROJETO: ASSOCIACAQ DOS NIVEIS DE INTERLEUCINA — 8 E A ATIVACAO DE
FATOR DE TRANSCRICAO NUCLEAR NF -kB EM PACIENTES PORTADORES DE
SINDROMES MIELODISPLASICAS

Vocé estd sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa. Sua participacdo é
importante, porém, vocé ndo deve participar contra a sua vontade. Leia atentamente as
informac@es abaixo e faca qualquer pergunta que desejar.

O abaixo assinado, , RG n°
, declara que € de livre e espontanea vontade que esta
participando como voluntario do projeto de pesquisa supracitado, de responsabilidade do
pesquisador Profa Dra.,Silvia Maria Meira Magalhaes / Anacélia Gomes de Matos. O abaixo
assinado esta ciente de que:

NATUREZA E PROPOSITO DO ESTUDO

O objetivo da pesquisa € estudar o material genético de pacientes portadores de
Sindrome Mielodispléasica gerando dados que favorecam a uma melhor compreensdo da
doenca e sua evolucéo.

PROCEDIMENTOS A SEREM REALIZADOS E RESPONSABILIDADES

A amostra bioldgica utilizada na presente pesquisa corresponde a sangue periférico do
individuo. A coleta é realizada por um técnico de laboratorio através de uma pungdo venosa
no individuo. Serdo coletados somente 10mL de amostra de sangue periférico.

Apds o procedimento, serdo coletados dados pessoais de sexo e idade.
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E de sua responsabilidade: comparecer nas datas e horarios informados e submeter-se
aos procedimentos de rotina do servigo.

PARTICIPACAO VOLUNTARIA

Sua participacdo € voluntaria e vocé tem a liberdade de desistir ou interromper a
participacdo neste estudo no momento em que desejar. Neste caso, vocé deve informar
imediatamente sua decisdo ao pesquisador responsavel ou a qualquer um membro de sua
equipe, sem necessidade de qualquer explicacdo e sem que isto venha interferir no seu
atendimento nesta instituicéo.

Independentemente de seu desejo e consentimento, sua participacdo no estudo podera
ser interrompida, em funcdo da ocorréncia de qualquer doenca que, a critério médico,
prejudique a continuacdo de sua participacdo no estudo, do ndo cumprimento das normas
estabelecidas, de qualquer outro motivo que,a critério da pesquisadora, seja do interesse de
seu proprio bem-estar ou dos demais participantes e, por fim, da suspensdo do estudo como
um todo.

O Laboratorio de Citogendmica do Cancer o manterd informado, em tempo oportuno,
sempre que houver alguma informacdo adicional que possa influenciar seu desejo de
continuar participando no estudo e prestara qualquer tipo de esclarecimento em relacdo ao
progresso da pesquisa, conforme sua solicitacao.

DIVULGACAO DE INFORMACOES QUANTO A PARTICIPACAO NO ESTUDO

Os registros que possam identificar sua identidade serdo mantidos em sigilo, a ndo ser
que haja obrigacdo legal de divulgacdo. VVocé ndo seré identificado por ocasido da publicacédo
dos resultados obtidos.

Contudo, o(s) monitor(es) do Estudo, auditor(es), membros do Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos, ou autoridades do(s) 6rgaos(s) regulamentar(es) envolvido(s)
terdo direito de ter acesso aos registros originais de dados clinicos de sua pessoa, coletados
durante a pesquisa, na extensdo em que for permitido pela Lei e regulamentacdes aplicaveis,
como o propasito de verificar os procedimentos e dados do estudo, sem, no entanto, violar a
condicdo de que tais informacdes sdo confidenciais.

CONTATOS E PERGUNTAS

Caso surja algum imprevisto ou duvidas, vocé devera entrar em contato solicitar
contato direto com o pesquisador responsavel pelo estudo: Dra. Silvia Maria Meira
Magalhaes (85-9.99818108) ou com a aluna de Mestrado Académico Anacélia Gomes de
Matos Mota (85-9.96674443)

Podera contatar a Secretaria do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
do Ceara - UFC ou no local (Rua Coronel Nunes de Melo, 1000) ou pelo telefone 3366-8344,
para apresentar recursos ou reclamacdes em relacéo ao estudo.
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Somente assine este termo se vocé tiver a certeza de que recebeu todos 0s
esclarecimentos e informagOes para decidir conscientemente sobre a sua participagdo neste
estudo.

ASSINATURAS

Autorizo o acesso as minhas informacdes de saude aos membros da equipe de
pesquisadores, nas condicOes estabelecidas descritas nos itens acima.

N&o renunciei qualquer direito legal que eu venha a ter ao participar deste Estudo.

Eu, por fim, declaro que li cuidadosamente todo este documento denominado Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido e que, apds a assinatura, tive oportunidade de fazer
perguntas sobre o conteddo do mesmo e também sobre o referido estudo, recebendo
explicacbes que responderam por completo minhas duvidas e reafirmando estar livre e
espontaneamente decidido a participar do estudo, ficando munido de uma via do documento
assinado pelo pesquisador responsavel.

/ /

Data Assinatura do participante da pesquisa
/ /

Data Assinatura do Pesquisador Responséavel
/ /

Data Assinatura do Responséavel pela aplicacdo do TCLE
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APENDICE B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido do Voluntario

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE MEDICINA CLINICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PROJETO: ASSOClA(;AQ DOS NIVEIS DE INTERLEUCINA - 8 E A ATIVACAO DE
FATOR DE TRANSCRICAO NUCLEAR NF —kB EM PACIENTES PORTADORES DE
SINDROMES MIELODISPLASICAS

Vocé estd sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa. Sua participacdo é
importante, porém, vocé ndo deve participar contra a sua vontade. Leia atentamente as
informacdes abaixo e faga qualquer pergunta que desejar.

O abaixo assinado,

: anos, RG n° , declara que é de livre e espontanea
vontade que estd participando como voluntario do projeto de pesquisa supracitado, de
responsabilidade da pesquisadora Profa. Dra. Silvia Maria Meira Magalhdes / Anacélia
Gomes de Matos Mota. O abaixo assinado esta ciente de que:

NATUREZA E PROPOSITO DO ESTUDO

O objetivo da pesquisa é estudar citocinas inflamatérias de pacientes portadores de
Sindrome Mielodispléasica gerando dados que favorecam a uma melhor compreensdo do
surgimento e evolucgéo clinica desta doenca. Para compreender melhor os pontos clinicos dos
pacientes visualizados nesta pesquisa, precisamos comparar os achados clinicos destes
pacientes com individuos sadios (voluntérios). E devido a este contexto que necessitamos
recrutar individuos saudaveis (voluntarios) para participar da presente pesquisa.

PROCEDIMENTOS A SEREM REALIZADOS E RESPONSABILIDADES

A amostra bioldgica utilizada na presente pesquisa corresponde a sangue periférico do
individuo.




72

A coleta é realizada por um técnico de laboratorio através de uma puncéo venosa no
individuo. Serdo coletadas somente 10mL de amostra de sangue periférico

Ap0s o procedimento, serdo coletados dados pessoais de sexo e idade.

E de sua responsabilidade: comparecer nas datas e horérios informados e submeter-se

aos procedimentos de rotina do servico.
PARTICIPAGCAO VOLUNTARIA

Sua participacdo é voluntéria e vocé tem a liberdade de desistir ou interromper a
participacdo neste estudo no momento em que desejar. Neste caso, vocé deve informar
imediatamente sua decisdo ao pesquisador responsavel ou a qualquer um membro de sua
equipe, sem necessidade de qualquer explicacdo e sem que isto venha interferir no seu
atendimento nesta instituicdo.

Independentemente de seu desejo e consentimento, sua participacdo no estudo podera
ser interrompida, em funcdo da ocorréncia de qualquer doenca que, a critério médico,
prejudique a continuacdo de sua participacdo no estudo, do ndo cumprimento das normas
estabelecidas, de qualquer outro motivo que,a critério da pesquisadora, seja do interesse de
seu préprio bem-estar ou dos demais participantes e, por fim, da suspensdo do estudo como
um todo.

O Laboratério de Citogendmica do Cancer o mantera informado, em tempo oportuno,
sempre que houver alguma informacdo adicional que possa influenciar seu desejo de
continuar participando no estudo e prestara qualquer tipo de esclarecimento em relacdo ao
progresso da pesquisa, conforme sua solicitacéo.

DIVULGACAO DE INFORMACOES QUANTO A PARTICIPACAO NO ESTUDO

Os registros que possam identificar sua identidade serdo mantidos em sigilo, a ndo ser
que haja obrigacéo legal de divulgacdo. VVocé ndo sera identificado por ocasido da publicacéo
dos resultados obtidos.

Contudo, o(s) monitor(es) do Estudo, auditor(es), membros do Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos, ou autoridades do(s) érgdos(s) regulamentar(es) envolvido(s)
terdo direito de ter acesso aos registros originais de dados clinicos de sua pessoa, coletados
durante a pesquisa, na extensdo em que for permitido pela Lei e regulamentacGes aplicaveis,
como o proposito de verificar os procedimentos e dados do estudo, sem, no entanto, violar a
condicéo de que tais informacdes séo confidenciais.

CONTATOS E PERGUNTAS

Caso surja algum imprevisto ou duvidas, vocé devera entrar em contato solicitar
contato direto com o pesquisador responsavel pelo estudo: Dra. Silvia Maria Meira
Magalhées (85-9.99818108) ou com a aluna de Mestrado Académico Anacélia Gomes de
Matos Mota (85-9.96674443)
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Podera contatar a Secretaria do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
do Ceara - UFC ou no local (Rua Coronel Nunes de Melo, 1000) ou pelo telefone 3366-8344,
para apresentar recursos ou reclamacdes em relagcéo ao estudo.

Somente assine este termo se vocé tiver a certeza de que recebeu todos 0s
esclarecimentos e informacGes para decidir conscientemente sobre a sua participacdo neste
estudo.

ASSINATURAS

Autorizo o acesso as minhas informagdes de salude aos membros da equipe de
pesquisadores, nas condicOes estabelecidas descritas nos itens acima.

N&o renunciei qualquer direito legal que eu venha a ter ao participar deste Estudo.

Eu, por fim, declaro que li cuidadosamente todo este documento denominado Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido e que, ap6s a assinatura, tive oportunidade de fazer
perguntas sobre o conteudo do mesmo e também sobre o referido estudo, recebendo
explicacbes que responderam por completo minhas duvidas e reafirmando estar livre e
espontaneamente decidido a participar do estudo, ficando munido de uma via do documento
assinado pelo pesquisador responsavel.

/ /

Data Assinatura do participante da pesquisa
/ /

Data Assinatura do Pesquisador Responséavel
/ /

Data Assinatura do Responséavel pela aplicacdo do TCLE




ANEXO A - Aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da UFC
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HOSPITAL UNIVERSITARIO
WALTER CANTIDIO/ QR
UNIVERSIDADE FEDERAL DO

FARECER CONSUBSTANCIADD DO CEP
Elaborate pala Insitbulgds Copartelpants
DADCS D0 PROJETO DE PESGUISA

Tikulo da Pesquisa: FATOR HUCLEAR DE TRAMSCRICAD KAPPA B E THF-alfa EM PACIENTES
PORTADORES DE SINDROMES MIELODISPLASICAS COM E SEM SOBRECARGA

OE FERAD TRANSFUSHORAL
Peaquizador: anaceila gomes de matns mola
Arga Tematica:

Versdo: 1
CALF: AT50S115.6.3001.5045

Institulgio Proponents: Deparamenmo de Medicna Clinica da Universidade Fegeral do Ceard
Patrocinador Principal: Financamenio Proaprio

DaDdE DD PARECER

Homan do Pargser: 1.355.9E2

& presantagdo oo Projsto:

Projeto de pesquisa apreseniado para selecio de mesirado em Clenclas Medicas da Universidade Federal
@0 Ceara na linha de pesquisa Fammacoiogla Clinlca a sar orienfado pela Profa. Dra Sivia Marla Melra
Magalhdes. O estudo serd do Hpo fransversal anaiitico com a Mnalldade o2 Invesigar aboratoriaiments o5
portadores de sindrame mislodisplasica — SMD com & S8m Sobfecanga o Temo ransfusional 8 cOmparar os
rESURE00S COm WM grupa de idosos sadio. Serd realzado em 50 parikdpanies assim dsiibuldos: um grupo
controle com 20 paclentes |dosos sawddvels recutados na CASA DE REPCUSO DD PARGUE HAVAL,
loc:alizada no cemirn o3 cidade de Eussbio; um grupo de estudo com 20 padentss com SMD e sobrecarga
dge femo & um grupe de estudo com 20 paclentes com SMD sem sobfecarga de femo. Havera coleta de
Eaigue para ardlise de femo & MFKE, & THF afa nos inds grupos. Apresanta um cfonograma 8 eXecusao
g2 16 mesas com previsdo ¢e nalizacdo em 0182016 & um orgamento de RS 4.009,00, dedaaso comio
[ECUMS0S Proprios 43 PesquUISatora.

Objetivo da Pesgulsa:

OBEJETINVCES:

- Avalar a ativacio do falor de transeigdo NF-KB e fator de necrose umoral THF- nos packienies poradones
de sindromes mishodlsplasicas — SMD com 2 sem sobrecanga de Tesmo;

Endereco: Rua Capbls Framcsom Pedis, & 1200

Ealrra:  Fodofc Tedfik CEF: /0 45570
LWF: CE Manicipla: FORTALETLR
Tedalome: (G5 A58 201 Fae: BEEH1-4081 E-mail: onphirwefinme ok b

Sl T om H
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Corinuegic do Farscer 1.250 504

- Comparar os resuitados obiidos com Indviduos idosos 5adios;
- Comaiacionar a ativagdo do NF-KE 2 o5 nivels S&ncos de THF- com 3 sobrecanga de fermo transfusional em

pacienies portadones de SMOY;

Avallagdo dos Riscos & Benaficlos:

A pesquisadora 3ssim descreve

Riscos: AD participar da pesquisa, Ticara exposioda) nsco minimo, como desconfor oue constrangimento,
que & minimlzade pela declsdan de ndo querer pariiclpar ou & refirada do seu consentimento em qualquer
momento $3 pesquisa, alkm do sglio das Informagdes prestadas, sem prejulzo de sua assisigncla medica.
Beneficios: A sooracanga de femn & um fator prognosticn negatva Independente. E possival que a ativagdo
do WF-KE & 0= nivels elavados de THF- ienham papel nessa condican, o que abrina novas possikllidades
terapfuiicas associadas & quelagdo

Comantarios g Conalderagies sobre a Peaqulsa;

A pesquisa & factivel.

Consldersgies sobre o8 Termos de apressniagio obrigataria:
Todos foram apreseniacss & estdo atsquUatos.
Recomandagdes:

Sem resomendaces.

Conclusdes ou Panddncias @ Lista de Inadequagies:

O protocols 58 encontra adequado do ponto de vista éfico.
Conalderagies Finals a crbérna do CEP:

A pesquisadora deverd apresentar a3 este CERHUWC, wn relaitro pandal decomide um ano de estudo
L relattrio final apds o &mino do estadn

Ezta paracer fod slaborado bassado nos decumentos abalon relachinados:

Tipa Documento Arqunn Posiagem Auior T )
Infomagies Baskas | FE_INFORMACLES DASICAS DO P | 23072015 ACEND
da Projain ROJETD 2C5575. pdi 085554
Cariros INSTRUMENT-FICHA-ROTEIRD DE 230TrA0S Acafin

COLETA pdf 085520
Iomacies PB_INFORMALUES BASICAS DO P | 15072015 ACEND

Endesese: Rua Capils Framcdsom Pedi, &% 1200
Bairra: RodolieTedflle CEF: an s




HOSPITAL UNIVERSITARIO

: Plobalfor
WALTER CANTIDIO/ QQ Brasil .
UNIVERSIDADE FEDERAL DO
Coninuegilc &o Perscer 1355 584
Baslcas do Projeln  |ETO 298575 pdf 14:4F 45 Acafin
Cutnos ClaTiCulD |ates. 15072015 Acefin
14:4217
Cutros teemo de anueéncia do laboraborio.pd? 1507015 Acafin
14:30043
CAros termo de anuenda hospEar oy 150772015 AChD
14: 3836
Cutnos Anengla da 353 de repouso.pg 15072015 Acafin
14:37:47
Cutros Tenmo de concordancla dos 1507015 Acafin
pEsOLIEIdoNes. 00 14:37:03
Cutnos TERMO DE FIEL DEPCSITARIC Jpg 15072015 Acafin
1423611
Cutros carta 0e apreseniacao |pg 150772015 Ao
14:35:14
TCLE F Termos d2 | TERMOD DE CONSENTIMENTO LIWRE | 15072015 Acafin
AzsantimentD / E ESCLARECIDC pdf 14:342E
Justificativa de
Ausenga
TCLE f Termos d& | TERRD DE CONSENTIMENTO LIWRE | 15072015 AcafD
AzsantimentD / E ESCLARECIDD - GRURD 1423417
Justificativa de CONTROLE. pdf
Ausenga
Projeln Detalnado | | Frojesn - Plataiomna. pdl 150712015 ACERD
Emochura 14:33:44
Imvestigador
Folha de Rosio foiha de rosio assinada com aeracho | 130772015 St
i3 pela plalaforma. pdf 14:3230
Informaghes Baskcas | PE_INFORMACDES BASICAS DO P | 20062015 ACEND
do Projstn ROJETC 293575, 1525144
Informagies Baskcas | PE_INFORMAGOES BASICAS DO P | 23042015 ACERD
do Projsim ROJETO 203575, 07104
Imformagies Baskcas | FE_INFORMALOES DASICAS DO P | 2042015 ACEiD
do Projstn ROJETC 295575 M 172209050
Cutnos INSTRUMENT S DE COLETA pdf C20ar2015 Acefin
172832
Sltuacio do Paracar:
Aprovato
Hecsaalts Apraciacio da CONEP:
MaD

Endeswsn:

Fua Capiblls Frafcson Pedie 7 1200
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HOSPITAL UNIVERSITARIO

WALTER CANTIDIO/ W

UNIVERSIDADE FEDERAL DO

FORTALEZA, 10 02 Dezembro de 2015

Assinado por:
Maria de Fatima de Souza
{Coordenador)

Endesego: Rua Capitdo Frarcisco Pedm, of 1200

Balro: RodolieTedfle

CEP. 80450370

UF: CE Meniciplo: FORTALEZA

Teletone. (85 Gea813

Fax: (85052814081 E-mail: cephuwe@tawe Lk e
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