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RESUMO

A Sindrome Mielodisplédsica (SMD) se caracteriza por ser uma doenca hematopoiética e
heterogénea, manifestando variacdes clinicas e patoldgicas devido a ineficiente
diferenciacdo celular. Essa ineficiéncia ocasiona citopenias periféricas, que deverdo
servir como parametro para a caracterizacdo da doenga. A SMD ¢é uma doenga muito
comum no hemisfério ocidental e afeta em sua maioria a populacao senil. Essa associacao
da SMD com a idade estd ligada com a quiescéncia das células-tronco hematopoiéticas
(CTH) causada provavelmente pelo avanco da idade e da senescéncia. Estudos recentes
vém mostrando o gene Klotho como um importante biomarcador para o cancer associado
a proliferacdo e apoptose de células tumorais. O impacto clinico do Klotho na SMD ainda
ndo € definido. Neste estudo, hipotetiza-se que a patogénese da SMD pode ser afetada
pelo bloqueio de expressdo de Klotho, aumentando a produgdo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) no microambiente medular, atenuando assim os danos a0 DNA nas CTH
e levando ao aparecimento dos quadros de citopenias, perfil caracteristico dos pacientes.
Para validar essa hipdtese, um estudo clinico de caso-controle foi realizado com amostras
de medula 6ssea de pacientes com SMD para mostrar os diferentes niveis de expressao
dos genes a-Klotho (KL) e p-Klotho (KLB), e como estes genes podem estar associados
com as variaveis clinico-laboratoriais dos pacientes. Foram coletadas amostras de medula
Ossea de 69 individuos, distribuidos em 61 pacientes diagnosticados com SMD em
hospital tercidrio e 8 controles saudaveis. O estudo citogenético foi realizado por Banda-
G e para analisar os niveis de expressado foi utilizado o protocolo de PCR em tempo real
(qRT-PCR). Dentre as variaveis analisadas, observou-se que os pacientes tiveram seus
niveis de expressdao aumentados em relagdo ao grupo controle (p=0,000), assim como o
grupo de apenas uma citopenia ou nenhuma em relacdo ao grupo de duas ou trés
citopenias (p=0,001); o que corrobora de certa forma com os achados das varidveis
hemoglobina e contagem absoluta de neutr6filos (ANC), em que o gene KL estava mais
expresso nos individuos com anemia leve (8-10 g/dL) em relacdo aos individuos com
anemia severa (<8 g/dL) (p=0,008) e nos individuos com o ANC favoravel (>0,8
células/mm?3) em relacdo aos individuos com ANC desfavoravel (<0,8 células/mm3),
segundo o IPSS-R (p=0,008). Além disso, o KL se mostrou mais expresso em pacientes
do sexo feminino (p=0,002) e em pacientes nao dependentes de transfusdo (p=0,001). O

gene KLB ndo apresentou relagdes significativas entre os individuos e as varidveis



analisadas (p>0,005). Estas abordagens podem definir o Klotho como um novo marcador

patolégico para SMD e melhorar os avangos com a terapéutica.

Palavras-chave: Klotho, sindrome mielodispldsica, expressdo génica, biomarcador e

senescéncia.



ABSTRACT

Myelodysplastic syndrome (MDS) is characterized by a heterogeneous hematopoietic
disease, manifesting clinical and pathological changes due to inefficient cellular
differentiation. This inefficiency causes a peripheral cytopenia, which uses as a parameter
for the characterization of the disease. MDS is a very common disease in the western
hemisphere and mostly affects the senile population. This association of MDS with age
is linked to hematopoietic stem cell (CTH) quiescence caused by advancing age and
senescence. Recent studies show the Klotho gene as an important biomarker for cancer
associated with tumor cell proliferation and apoptosis. The clinical impact of Klotho on
MDS is not yet defined. In this study, hypothetically, if an SMD pathogen can be affected
by Klotho expression blockade, it reduces the production of reactive oxygen species
(ROS) in the medullary microenvironment, attenuating CTH DNA damage and
displaying cytopenic pictures, profile characteristic of the patients. To validate this
hypothesis, a large case-control clinical study was performed with bone marrow samples
from patients with MDS to show the different levels of a-Klotho (KL) and B-Klotho
(KLB) genes expression, and how these genes may be associated with clinical laboratory
variables of patients. Bone marrow tests were collected from 69 patients, distributed in
61 patients diagnosed with MDS at the tertiary hospital and 8 recommended controls. The
cytogenetic study was performed by G-Band and analyzed the expression levels used by
the real time PCR protocol (qQRT-PCR). Among the variables analyzed, patients with
increased expression levels in relation to the control group (p = 0.000), as well as the
group of only one cytopenia or none compared to the group of two or three cytopenias (p
= 0.001). ; which corroborates the form with the findings of hemoglobin and absolute
neutrophil count (ANC) variables, in which the KL gene was more expressed in mild
anemia levels (8-10 g / dL) in relation to anemia levels. (<8 g / dL) (p = 0.008) and in
cases with favorable ANC (> 0.8 cells / mm?®) compared to individuals with unfavorable
ANC (<0.8 cells / mm?3), second or IPSS-R (p = 0.008). In addition, KL. was more
expressed in female patients (p = 0.002) and in non-transfusion dependent patients (p =
0.001). The KLB gene showed no relationship between the variables and variables
analyzed (p> 0.005). These approaches may define Klotho as a new pathological marker

for MDS and improve advances in therapy.



Keywords: Klotho, myelodysplastic syndrome, gene expression, biomarker and

senescence.
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1 INTRODUCAO
1.1 Envelhecimento e Senescéncia celular

O envelhecimento é um processo natural do corpo de qualquer organismo e é
dependente do tempo, com isso, existe um declinio das fungdes fisioldgicas, da
adaptabilidade e da resisténcia dos 6rgdos diante das intensas exposicdes (Figura 01)
(LOPEZ-OTIN et al., 2013; SHENGHUI; SHARPLESS, 2017). Sendo assim, o
envelhecimento traz consigo o acumulo de diversos danos celulares, responsdveis pela
manifestacdo de doencas, como o cancer. Dessa maneira, quando as células acumulam
um grande nimero de danos, elas podem manifestar duas respostas: a ativagdo de um
suicidio programado (apoptose) ou entrar em um processo de senescéncia celular, na qual

as células apresentam uma parada no ciclo celular (SILVA-ALVAREZ et al., 2019).

A senescéncia celular também apresenta caracteristicas de expressar moléculas
anti-proliferativas (p16™%4?) e ativacdo de vias de sinalizacdo sensiveis a danos (p38MAPK
e NF-kB), gerando por consequéncia o grande nimero de transcritos relacionados a
senescéncia (SHENGHUI; SHARPLESS, 2017). Além disso, outros sinais sdo capazes
de induzir essa senescéncia, como a disfuncdo da telomerase, estresses oxidativos,
mudancas na conformacgdo da cromatina, disfuncdes mitocondriais, estresses mitoticos e
proteotoxicidade. Sabe-se que as células que entram em processos de senescéncia sao
capazes de induzir outras células a entrarem também em processo, por vias pardcrinas

(SHENGHUI; SHARPLESS, 2017).

Apesar dos estudos relacionados ao mecanismo do processo de senescéncia celular
in vivo serem ainda pouco elucidados, sabe-se que em culturas de células, esse processo
se inicia como uma resposta a alguma injuria celular, o que leva a célula a entrar no estado
transiente de parada do ciclo celular, mediado pela ativagdo da via p53 e expressdo de
mediadores de regides downstream (p21<!). A partir dai, se a célula consegue resolver
essa injudria, o processo de senescéncia nao continua. Entretanto, se os danos sofridos sao
continuos, existe uma ativagdo dos locus CDKN2A, reforcando essa parada do ciclo
celular. Com a intensificagdo dos danos, a via do p53 acaba sendo afetada, por exemplo,
aumentando processos de heterocromatizacdo de alvos E2F (NARITA et al., 2003), os
efeitos de citocinas SASP (ACOSTA et al., 2013), desregulacdo da cromatina (DOU et
al., 2015) e sinalizagdo de danos no DNA auto-infligidos (PASSOS et al., 2010)
(SHENGHUI; SHARPLESS, 2017).
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Figura 01: As principais caracteristicas causadas pelo envelhecimento.

Comunicagdes

intercelulares
afetadas

Instabilidade
Gendmica

Alteracdes
i * r Epigenéticas
Proteostasis

Disfuncéio
mitocontdrial

Fonte: Adaptado de Lopez-Otin (2013)

Durante o processo de envelhecimento, as células-tronco hematopoiéticas (CTHs)
perdem a capacidade de regeneracdo, levando a producdo fenotipica de envelhecimento,
como imunosenescéncia, anemia e desbalanceamento da producdo de células mieloides
(DE HAAN; LAZARE, 2018). Dessa forma, pode ocorrer um aumento da taxa de risco
de desenvolver neoplasias hematologicas e doencas autoimunes (MCKERREL;

VASSILIOU, 2015).

7z

O envelhecimento no processo hematopoiético € gerado tanto por fatores
extrinsecos (conferido por elementos do endotélio e microambiente estromal), quanto
intrinsecos (acumulo de danos no DNA, estresses oxidativos e autofagia)
(RAAIJMAKERS, 2019). Esses fatores podem provocar um aumento expressivo de um
nicho inflamatério induzindo certos distirbios que determinam o balango entre as
linhagens celulares na medula 6ssea, auxiliando dessa maneira no entendimento de certas
patologias, como uma certa predisposi¢do para neoplasias mieloides, como a SMD, a

NMP (Neoplasias Mieloproliferativas) e a LMA (RAAIJMAKERS, 2019).
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Um dos genes que estd intrinsecamente ligado ao processo de senescéncia celular
€ o klotho. Este gene é responsdvel pela manutencio quantitativa e funcional das células
tronco, por meio do antagonismo produzido pelo seu transcrito em vias celulares
importantes, como a sinalizagcdo de Wnt, responsdvel por processos de organogénese,
diferenciagdo, polarizagcdo e migragdo celular (MING CHANG HU., 2015). Além disso,
esse gene pode acelerar esses processos de senescéncia, por meio da desregulacdo mineral
homeostdtica, alteragdes nos processos de autofagia e amplificacdo de estresses

oxidativos (MING CHANG HU., 2015).
1.2 Aspectos gerais da Sindrome Mielodisplasica

A Sindrome Mielodisplasica (SMD) € definida como um conjunto de alteragdes
clonais na medula 6ssea, que causam uma ineficiéncia hematopoiética, e manifestando
caracteristicas anOmalas, como displasia (as) e/ou citopenia (as) periféricas
(HASSERIJIAN et al, 2018). Em 2016, a Organizacio Mundial da Saude (OMS)
apresentou uma revisdo de caracterizacdo dos tumores de tecidos hematopoiéticos e
linfoides, adicionando novos achados relacionados a caracteristicas clinicas,
morfoldgicas, imunofenotipicas, citogenéticas e moleculares, a partir das quais € feita a
classificagdo diagnodstica de SMD, em seus diferentes subtipos (ARBER et al, 2019). A
SMD ¢ dita como uma doenca senil (idade média de 70 a 75 anos) (WEINBERG et al,
2019) e pode levar a uma evolugdo para Leucemia Mieloide Aguda (LMA) em torno de

30 a 40% dos casos.
1.3 Etiologia

A SMD ¢é uma doenca que pode ndo apresentar causa conhecida, sendo assim € dita
como primaria ou de novo (85% a 90% dos casos) ou pode ser derivada de exposi¢do a
terapias naqueles pacientes que apresentam algum tipo de neoplasia e se submetem a
terapias com quimioterapia e/ou radioterapia, nesse caso sdo ditas secundarias (10% a
15% dos casos) (CHAMSEDDINE et al., 2015). Entretanto, ja existem estudos que
associam a etiologia da SMD com a exposi¢do a solventes quimicos (benzenos e
derivados) (IRONS, KERZIC et al., 2014) e ao estilo de vida (etilismo, tabagismo e
obesidade) (SCHATZKIN et al., 2009, TAIOLI et al.; 2010).
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1.4 Epidemiologia

A SMD estd entre as doencas neopldsicas hematolégicas mais comum em
pacientes acima de 60 anos ao diagndstico (em torno de 80% deles) (STROM; VELEZ-
BRAVO; ESTEY, 2008). Na infancia, ela estd presente em aproximadamente 5% das
neoplasias em individuos menores de 14 anos de idade (HASLE er al., 2003;
NIEMEYER; BAUMANN, 2008). Em relac@o ao sexo, a taxa de incidéncia em homens
€ mais prevalente do que em mulheres (4,5 vs 2,7 por 100.000 por ano) e hd um acentuado
aumento hd medida que o envelhecimento aumenta (PFEILSTOCKER, 2007; ADES et
al.,2014; LEE et al., 2016).

O SEER (Surveillance, Epidemiology and End Results), um programa que coleta
informacdes sobre as incidéncias de cancer e os dados de sobrevidas nos Estados Unidos
desde do ano de 1973. Este programa coletou dados nos anos de 2001 a 2003 e estimou a
taxa de incidéncia para 3.4 para 100.000 habitantes, resultando em aproximadamente
10.000 novos casos por ano. Tal incidéncia € similar ao que € reportado na Inglaterra e
Suécia (3.6 para 100.000), na Alemanha (4.1 para 100.000) e Franca (3.2 para 100.000),
entretanto é maior do que no Japao (1.0 por 100.000) (AUL; GATTERMANN et al.,
1992; MAYNADIE ez al., 1996; RADLUND et al., 2009; SEKERES, 2010). Mais
recentemente, 0 SEER coletou dados entre 2007 e 2011 e mostrar aumento da incidéncia
com uma taxa de incidéncia global de 4.9 pacientes por 100.000 habitantes (COGLE,
2015).

Recentemente, um estudo multinacional foi realizado analisando 1.080 pacientes
com SMD priméria derivados da Argentina (635 pacientes), Brasil (345) e Chile (100).
Neste estudo, foi observado que os chilenos tinham uma menor idade média (64 anos) ao
diagnéstico, seu predominio era de pacientes do sexo feminino e maior porcentagem dos
doentes foram classificados como alto risco, 0 que resultava em uma menor sobrevida
global em relac@o aos outros grupos. J4 os pacientes argentinos e brasileiros apareceram
com resultados mais similares, tanto em caracteristicas clinicas e epidemioldgicas, quanto
em relacdo a sobrevida desses pacientes (maior ao serem comparados com o grupo
chileno). O Brasil apresentava uma média de idade de 68 anos, com predominio do sexo
masculino e do subgrupo CRDM (OMS 2008), além de serem de baixo risco (IPSS-R)
(BELLI et al., 2015).
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No Brasil, o estudo pioneiro sobre o levantamento dos casos de SMD foi
apresentado o Registro Brasileiro de Sindromes Mielodispldsicas — Aspectos
demogrdficos, clinico-patologicos e terapéuticos em centros de atencdo tercidria,
realizado com base em um estudo que utilizou 476 pacientes com SMD em tratamento,
provenientes de 12 centros das regides Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul do Brasil,
diagnosticados no periodo de janeiro de 2003 até dezembro de 2007. Foi visto que a
mediana das idades dos pacientes se encontrava em torno de 68,3 anos, e destes, 50,8%

eram mulheres e 86,6% residentes em zona urbana (MAGALHAES et al., 2010).
1.5 Patogénese da SMD

O modelo mais aceito que busca explicar a patogénese da SMD € o modelo de
multiplos passos, em que a partir de clones anormais citogenéticos nas células medulares
e no microambiente medular, os clones mielodispldsicos se tornam predominantes,
ocasionando a doenga e, em alguns casos, levando ao desenvolvimento de leucemia
(FENAUX, 2004). Em suma, o clone andmalo originado apds sofrer alteragdes genéticas,
epigenéticas e citogenéticas, leva ao surgimento de mudangas morfoldgicas nas células
ou perdas de linhagens celulares, gerando a sindrome mielodisplédsica e levando a uma

possivel evolucdo para LMA (Leucemia Mieldide Aguda) (GIAGOUNIDIS et al., 2013).

Anormalidades no cariétipo podem ser detectadas nos pacientes com SMD (tanto
primdria, quanto secundéria). Essas alteracdes podem ser tanto a nivel numérico quanto
estrutural, podendo afetar apenas um cromossomo ou mais (chamado de caridtipo
complexo quando se tem a partir de 3 alteracdes em uma mesma metéfase). As alteracoes
mais frequentes encontradas na SMD estdo relacionadas com translocagdes balanceadas,
perdas de partes de cromossomos e de cromossomos completos. O actimulo dessas
alteracoes pode levar a uma instabilidade cromossdmica, impedindo que as células
hematopoiéticas consigam se reparar (DELFORGE et al., 2000). Essas alteragcdes
também podem ser causadas pelo avanco da idade (devido ao encurtamento dos

telomeros) ou por alguma condicao inflamatéria (ADES ez al., 2014).

As condig¢des inflamatdrias decorrentes dos processos de senescéncia podem
provocar alteracdes nos estromas, citocinas e sistema imune (NAEIM; RAO; GRODY,
2008). Essas condicdes aliadas as alteracdes ja citadas levam ao aparecimento de um
clone anormal, originado de uma célula tronco hematopoiética (CTH) (NAEIM; RAO;

GRODY, 2008). Todos esses processos podem prejudicar processos vitais para a
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manutencdo da célula, como ciclo celular e transcri¢do de genes supressores de tumor

podendo levar a dominancia das CTH andmalas.

Ademais, alguns tipos de mutacdes somadticas nas células troncos pluripotentes
podem contribuir para a patogénese da SMD. Em torno de 80% dos pacientes, apresentam
mutacdes em mais de um gene, tais mutacdes podem alterar a sequéncia e,
consequentemente, a funcdo de oncogenes e genes supressores tumorais (BEJAR et al.,
2011; PAPAMMANUILL et al., 2013). A maioria delas s3o mutacdes passageiras, ou
seja, ndo apresenta consequéncias diretas com a hematopoiese. Entretanto, algumas
mutacdes podem conferir as células com diferenciacdo anormal alguma vantagem de
sobrevivéncia, favorecendo a expansao clonal. Essas mutacdes podem levar ao fendtipo
de SMD e, em alguns casos, evolugdo para LMA (BEJAR er al, 2011;
PAPAMMANUILL et al., 2013).

1.6 Citogenética e alteracoes moleculares da SMD

A citogenética é uma das técnicas mais importantes no momento de estabelecer o
prognostico do paciente (BERNASCONI et al., 2013). As anormalidades citogenéticas
estdo presentes em torno de 40 — 50% dos casos de SMD priméria e mais de 80% dos
casos de SMD secunddria. As alteracOes mais comuns encontradas sdo: -7/7q-, 5q-,
i(17q), t(17p), -13/13q-, del(11q), del/t(12p), del(9q), idic(Xq), t(11;16), t(3;21), t(1;3),
t(2;11), inv/t(3) e t(6 ;9) (PERAZZIO; CHAUFFAILLE, 2019). Durante a evolucao dessa
técnica, houve uma grande contribuicao para acompanhar a resposta dos tratamentos e

analisar se houve uma progressdao ou nao durante o percurso da doenca.

Diferente de outras neoplasias, a SMD compde aquelas alteracdes que sao ditas ndo
balanceadas, em que a troca desses materiais pode resultar em um gene a mais ou a menos
(FEARON et al., 2002). Estas alteracdes cromossOmicas tao recorrentes podem inativar
alguns genes supressores tumorais. Além disso, a perda de fun¢ao do gene pode ocorrer
devido a alguma perda ou delecdo, mutacdes pontuais ou pelo silenciamento
transcricional decorrente de metilagdes das ilhas CPGs (regides ricas em citosinas e

guaninas) (OLNEY; LE BEAU, 2002).

As alteracdes cromossOmicas devem de certa forma correlacionarem-se com o
curso clinico da doenca e com a transformacdo. Aqueles pacientes que apresentam
determinadas alteracOes respondem melhor a tratamentos especificos, ressaltando assim

a importancia da citogenética (CHAUFFAILLE, 2019). A frequéncia e a alteracdo do
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cariétipo estdo relacionadas também com a drea geografica e as caracteristicas étnicas.
Nas alteragdes que envolvem o cromossomo 5 (-5/5q) sdo mais comumente reportadas
em diversas regides do mundo, incluindo o Brasil, seguidas das alteracdes no

cromossomo 7(-7/7q) (KAWANKAR; VUNDINTI, 2011).

A citogenética tem proporcionado um papel crucial na base molecular para a
descoberta de diversos genes envolvidos na transformacdo para Leucemia em pacientes
com SMD, além disso, sdo extremamente importantes para a definicdo do progndstico
dos pacientes, apesar dos grandes avangos da era gendmica (CAZZOLA et al., 2013;
SOUZA et al., 2014; GARCIA-MANERO, 2015).

1.7 Classificacao Clinica da SMD

A defini¢do mais utilizada para SMD traz consigo uma variedade de doengas que
pode determinar as variagdes genéticas e bioldgicas durante o desenvolvimento da
doenca, assim como determinar o tratamento mais indicado. A classificacdo utilizada para

SMD sofreu diversas mudancas ao longo do tempo.

Desde 1976, a SMD foi primeiramente categorizada como uma entidade que nao se
sabia ao certo o quao diferente ela era da Leucemia Aguda, sendo chamadas inicialmente
de Sindromes Dismielopoiéticas. A partir dai, com o avanco de maiores esclarecimentos
morfoldgicos, genéticos, clinicos, citoquimicos, imunofenotipagem e citogenético, e mais
recentemente, com a contribui¢do de toda a tecnologia disponivel na era molecular, a
classificagdo mais recente revisada pela Organiza¢do Mundial da Saude (OMS) em 2016

(SANZ-DE PEDRO et al., 2018; ARBER et al., 2019) (Tabela 01).

Tabela 01: Classificacdo da SMD seguindo os critérios estabelecidos da revisao da OMS
em 2016.

SUBTIPO DE SMD SANGUE PERIFERICO MEDULA OSSEA
SMD-DU <1% de blastos; Uni ou Bicitopenia Displasia em 1 linhagem; 5%* de
Sideroblastos em anel; <5% de
blastos
SMD-DM Citopenia em 1 ou mais linhagens; Displasia em 2 ou 3 linhagens; 5% de
<1% de blastos Sideroblastos em anel*; <5% de
blastos

SMD com Sideroblastos em Anel (SMD-SA)



SMD-SA-DU

SMD-SA-DM

<1 % de blatos; Uni ou Bicitopenia

Citopenia em 1 ou mais linhagens;

<1% de blastos

SMD com Excesso de Blastos (SMD-EB)

SMD-EBI

SMD-EB2

Citopenia em 1 ou mais linhagens; 2

a 4% de blastos

Citopenia em 1 ou mais linhagens; 5

a 19% de blastos

SMD inclassificdavel (SMD-i)

SMD-i com 1% de
blastos
SMD-i com displdsia em
tinica linhagem e
pancitopenia
SMD-i baseada em

alteragdes citogenéticas

SMD com del(5q)

isolada

Citopenia em 1 ou mais linhagens;
<1%x de blastos
Citopenia em 3 linhagens; <1% de

blastos

Citopenia em 1 ou mais linhagens;

<1% de blastos

<1% de blastos; Uni ou Bicitopenia
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Displasia em 1 linhagem; >5%* de
Sideroblastos em anel; <5% de
blastos
Displasia em 2 ou 3 linhagens; >15%
ou >5%%* de Sideroblastos em anel;

<5% de blastos

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

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

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

blastos

Auséncia de displasias; <15% de
Sideroblastos em anel; <5% de
blastos
Displasia em 1 ou mais linhagens;
<5% de blastos; del(5q) isolada ou
com 1 alteragdo adicional, exceto

del(7q)/-7

*Condi¢ao na presenca da mutacdo do gene SF3B1; x1% de blastos deve ser encontrado em pelo menos

duas situacgdes isoladas.

Fonte: Adaptado de Arber ef al (2016)

1.8 Estratificacao Prognéstica da SMD

O Sistema Internacional de Escores Prognésticos (IPSS) foi desenvolvido em 1997

e revisado em 2012 (IPSS-R), direcionando para a SMD uma maneira de classificacao

baseado em escores prognésticos de acordo com os dados de citogenética, morfologia e

aspectos clinicos, podendo permitir a predicao do risco de transformacdo leucémica e a

mediana de sobrevida esperada para cada paciente. A estratificacdo de risco mais recente

¢ baseada nas seguintes pontuagdes: muito baixo (escore <1,5), baixo (escore entre >1,5

- 3,0), intermediario (escore entre >3,0 - 4,0), alto (escore >4,5 — 6,0) e muito alto (escore

>6) (Figura 02) (GREEBERG et al., 1997; GREEBERG et al., 2012).
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As informacdes do IPSS foram obtidas de dados coletados de 816 pacientes com
SMD de novo, enquanto o IPSS-R utilizou um nimero bem maior (7012 pacientes com
SMD) de diversos centros especializados (GREEBERG et al., 2012). O sistema revisado
trouxe o ndmero de citopenias substituido pelo grau de citopenias nas trés linhagens (Hb,
ANC e plaquetas), categorias de citogenéticas que aumentaram de trés para cinco e

melhor estratificagdo da porcentagem de blastos (GREEBERG et al., 2012).

Figura 02: Categorias de risco e escores prognosticos segundo o IPSS-R.
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Fonte: Adaptado de Bejar (2014)

1.9 Klotho

No final do século passado, pesquisadores identificaram um gene até entdo
desconhecido que parecia estar ligado com os processos de senescéncia celular. Para
investigar as descobertas, um grupo de pesquisadores utilizou vdrias linhagens de
camundongos que apresentavam diversas mutacdes em varios genes candidatos a estarem
associados com sindromes relacionadas ao envelhecimento. Os pesquisadores entdo
geraram uma linhagem acidental a partir de técnicas de microinjecao pronuclear de DNA
recombinante. Foi verificado que os camundongos homozigotos para o gene mutado
apresentavam um exponencial avango em caracteristicas comuns no envelhecimento,

como arteriosclerose, enfisemas, displasias gonadais, hipoglicemima, osteoporose e baixa
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sobrevida. Os pesquisadores decidiram nomear o gene de Klotho em alusao a deusa da
mitologia grega, uma das trés irmas que tinham o total destino dos deuses e dos humanos

(KURO-O et al., 1997).

A grande descoberta permitiu que muitos pesquisadores pudessem entender como
o processo de envelhecimento acontece. Além disso, sabe-se que durante esse processo,
os niveis séricos de Klotho tendem a diminuir depois dos 40 anos (YAMAZAKI et al.,
2010; PEDERSEN et al., 2013). Alguns estudos ja associam os niveis de Klotho com
diversas doencas relacionadas a idade, como o cancer, a hipertensdo e as doengas renais

(WANG; SUN, 2009; ABOLGHASEMI et al., 2019).

O gene a-klotho (k/) foi o primeiro a ser descoberto e em seguida foram relatados
alguns paralogos como o B-klotho (klb) e o y-klotho (Lctl ou KLPH) (CHA; KIM et al.,
2015). Além disso, ele pode ser secretado na forma de horménio em sua forma soldvel
(S-Klotho), podendo ser identificado em amostras de sangue, urina, plasma e fluido
cerebroespinhal, ou atuando como correceptor de fatores de crescimento (Figura 03)

(AMARO-GAHETE et al., 2018).

Os niveis de expressao do Klotho sdo encontrados em nimero pequeno de tecidos,
e em grande abundancia nos tibulos renais, glandulas paratireoides e plexo coroide
(regido que € produzido a maior parte do liquido cefalorraquidiano). Dentre eles, o
sistema renal é o grande produtor do Klotho circulante, expressando a proteina em

grandes niveis (OLAUSON et al., 2017).

O klotho € encontrado na medula 6ssea em uma expressao bem reduzida, sendo dita
como uma expressao virtual, tanto nos humanos, quanto nos camundongos. Esses niveis
de expressao foram corroborados de acordo com analises de RNA-seq de medula ossea
humana, além disso, ndo foi encontrada expressao de proteina Klotho nessas amostras
(OLAUSON et al., 2017). Em amostras de modelo murino, que apresentam uma
homologia préxima dos humanos, foi mostrado que esses niveis de expressdao na medula
Ossea podem chegar a ser 1000 vezes menor do que os niveis de expressdao nos rins

(MADATHIL et al., 2013).
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Figura 03: Imagem esquematica do Klotho
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Legenda: Imagem esquemadtica do processo de transcricdo génica do
Klotho na sua forma de proteina transmembranar, atuando como
correceptor de fatores de crescimento, e na sua forma secretada, gerada por
um processo de splicing alternativo.

1.9.1 Estrutura, funcio e atividades do Klotho
1.9.1.1 o-klotho (kI)

O gene KL humano estd localizado no cromossomo 13 na por¢do do brago longo na
regido 12 (13q12), é composto por cinco exons e quatro introns com um tamanho de 50
kb. O KL codifica uma proteina do tipo transmembranar unipasso do tipo 1, ou seja,
atravessa a bicamada lipidica apenas uma vez e é composta por 1012 aminoécidos,
podendo também ser secretada na forma de uma proteina truncada (derivada de um
splicing alternativo) ou ter sofrido atuacdes de determinadas secretases, liberando assim
a sua forma soluvel composta por 549 aminodcidos (LI et al., 2004). O dominio
extracelular que compde a proteina do a-klotho apresenta similaridades com a familia das
1B-glicosidases de bactérias e plantas (em torno de 20 - 40% de homologia), entretanto

elas ndo apresentam determinada atividade enzimatica devido a falta dos residuos de

aminodcidos essenciais das atividades de exoglicosidade. Este dominio é onde se
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concentra a principal fun¢do e atividade da proteina, portanto sdo compostas por duas
regides (KL1 e KL2) que dividem entre si uma homologia de 28% (WANG et al., 2014;
RUBINEK et al, 2016).

O KL ¢ altamente conservado entre os mamiferos (Tabela 02) (MING CHANG HU
et al., 2015). Entretanto, nos humanos, a maior expressio do KL é responsdvel por
direcionar a sua transcricdo para a forma de proteina secretada (MATSUMURA et al.,
1998; LI et al., 2004). Esses niveis de expressdo sdao influenciados por indmeras
condigdes fisioldgicas e patoldgicas (KOH et al., 2001; ARKING et al., 2002; DUCE et
al., 2008), incluindo estresses oxidativos (MITOBE et al., 2005).

Com um papel fundamental nos diversos processos relacionados a idade e as
doencas que sdo associadas com o envelhecimento em mamiferos, o KL se apresenta
como um dos grandes genes responsdveis por esses processos (WANG; SUN, 2009).
Dentre essas fung¢des, o Klotho pode atuar como hormonio circulante, e nesse caso, atua
como um fator humoral, participando do sistema circulatério por meio de trés vias:
splicing alternativo (MATSUMURA et al., 1998), clivagem proteolitica (CHEN et al.,
2007) e movimentos da Na+, K+ - ATPase (IMURA et al., 2004).

Tabela 02: Dados informativos do gene Klotho em humanos, ratos e camundongos.

Gene Klotho Humanos Ratos Camundongos
Locus génico (chromossomo) 13q12 12q12 13q12
Niimero de exons 5 5 5
Tamanho de cDNA (kb) 5,2 5,2 5,2

Fonte: Adaptado pelo autor

Ademais, o Klotho pode apresentar funcdes regulatorias da sinalizagdo de fatores
de crescimento de insulina/insulina-like do tipo 1 (IGF1), além de suprimir estresses
oxidativos. Diversos modelos animais comprovaram os achados (MORRIS et al., 1996;
CLANCY et al., 2001; BARTKE et al., 2001; TAGUCHI et al., 2003; KUROSU et al.,
2005), e suportaram a ideia de que a supressao da sinalizacdo mediada por IGF1 pode
estender a vida util, além disso as vias de sinalizagdo que estdo relacionadas com o IGF-

IR (Relacionada aos receptores) pode participar de diversas vias de neoplasias
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hematolégicas (ZHOU et al., 2017). Foi verificado também, a partir da utilizacdo de
camundongos transgénicos que superexpressavam o klotho, que a inibicao dessa via de
sinaliza¢do pode levar a diminuicao da sinalizac@o de alguns fatores transcricionais, como
os FOXOs (forkhead box O), ativando-as e aumentando a expressdo de enzimas

mitocondriais, reduzindo os niveis de estresses oxidativos (WANG; SUN, 2009).

Apesar da sua recente descoberta, o gene Klotho também deve influenciar diversas
vias de sinalizacdo celular, como a do p53/p21, cAMP, PKC e Wnt. As células de certa
maneira possuem uma capacidade limitada de proliferacdo, conhecida como limite
Hayflick (RUBIN, 1997), e dessa maneira, acabam apresentando aspectos fenotipicos de

senescéncia (WANG; SUN, 2009).
1.9.1.2 B-klotho (kIb)

No final do século 20, o gene KLB foi identificado pela similaridade com KL em
torno de 41,2% (ITO; KINOSHITA et al., 2000). Os dois genes também compartilham
de uma grande similaridade entre os seus dominios extracelulares, entretanto diferencas
como a falta de mecanismos de geracdo de splicing alternativos (para a producdo de uma

proteina secretada) sdo bem caracteristicos do k/b.

E um gene composto por cinco exons e quatro introns de tamanho 44,68 kpb e é
encontrado no cromossomo 4. E a sua forma é encontrada apenas como proteina
transmembranar (119,8 kDa) e € homologo a proteina do KL (W()J CIK- KROWIRANDA
et al., 2018). Este gene € encontrado em sua forma mais expressa no figado e no tecido

adiposo branco.

O KLB é capaz de formar um complexo bindrio com fatores de crescimento, como
o FGFR4, funcionando assim como um coreceptor obrigatorio para auxiliar na ligacdo do
FGF19 com alta afinidade e assim exercer suas funcdes biolégicas (KUROSU et al.,
2007; LIN et al., 2007). Outro fator de crescimento é o FGFR1c, funcionando também
como coreceptor para permitir a ligacdo com o FGF21, responsavel por atuar como um
hormoénio estimulante da captura de glicose (KHARITONENKOV et al., 2005;
KUROSU et al., 2007).

1.10 Klotho e o cancer

Mecanismos que atuam na desregulacao dos niveis de Klotho ja foram observados

em diversas neoplasias, como carcinoma cervical (LEE efr al., 2010), carcinoma



32

hepatocelular (SHU et al., 2013), gastrico (WANG et al., 2011), de mama (RUBINEK et
al.,2012) e de colorretal (PAN et al., 2011) (Tabela 03). Existem estudos também que o
associam a patogénese de diversos tumores, sendo considerada como uma molécula
antitumoral, por outro lado, diversos estudos afirmam que o gene estimula a angiogénese

e que ele inibe a apoptose (MAO et al., 2018).

O ki, por ser encontrado nos humanos em maior propor¢ao na sua forma circulante,
pode atuar como um tipo de hormoénio inibindo o crescimento celular, processos
migratérios e a proliferacdo de células neopldsicas. Essa modulagao de respostas afeta as
vias de transdu¢do de sinais, como as vias IGF-1/insulina, Wnt/B-catenina e PI3K/Akt
(XUAN et al., 2017). A expressao do KL pode atuar nessas vias e subsequentemente
reduzir a proliferagcdo celular, demonstrado em alguns tipos de cancer, como o de mama

e o de ovario (LIGUMSKY et al., 2005; LOJKIN et al., 2015).

O sistema IGF (Fator de crescimento dependente de insulina) contem diferentes
ligantes, receptores de superficie e proteinas de ligacdo que participam da regulacdo
adequada do crescimento natural e diferenciacdo de diversos 6rgaos (BRUCHIN et al.,
2013). A superativacdo dessa via participa da progressdo e sobrevivéncia das células
neoplésicas, além de responderem aos tipos de quimioterapia utilizados (LIEFERS-
VISSER et al., 2017). A expressdao aumentada do Klotho influencia nessa determinada

via reduzindo a proliferacao celular, por meio do bloqueio de IGF-1 (XUAN ez al., 2018).

Os FGFs sao proteinas que atuam como fatores endocrinos, paracrinos € autocrinos.
S@o compostos por uma familia que contem 22 subtipos e classificados em 7 tipos. A
interacdo dessas proteinas com seus receptores (FGFR) sdo mediadas por um
proteoglicano sulfato de heparina (HSPG), formando um complexo responsdvel por
promover toda a atividade biologica (PRESTA et al., 2017). Essa ativacdo deve levar a
proliferacdo, sobrevivéncia celular e angiogénese tumoral. O Klotho € essencial para a
funcdo do FGF23, participando do metabolismo da glicose, lipidio, fosfato e vitamina D
(KHARITONENKOV et al., 2009). Tanto o alfa, quanto o beta Klotho, podem participar
como cofatores de FGFs, e eles ndo so participam de processos regulatorios do

metabolismo, como também da tumorigenese (ZHOU et al., 2015).

A via Wnt participa da modulacdo de processos que envolvem a diferenciacdo e
proliferagdo na embriogénese, no ciclo celular e na progressao do tumor (CHANG et al.,

2012). A desregulacdo dessa via € prevalente em diversas neoplasias, ja que ela participa
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na producdo de transcritos, como o c-Myc e ciclinas, a partir da correta estabilidade da -

catenina (PAUL et al., 2008).

Tabela 03: Relacdo dos niveis de expressdo do Klotho com diversas neoplasias

encontradas na literatura

Tipo de cancer Funcao Referéncia

Colo O klotho diminui os niveis de expressdo de Prasad et al
IGF-1R, p-P13K, p-Akt, PCNA e MMP-2.

Linfoma de Células B IGF1 induz a proliferacio de células Liefers-
DLBCL pela inibicdo da superexpressdo Visser et al
de Klotho

Mama Klotho inibe a ativacdo das vias de Sharma etal
insulina/IGF e  superregulacao  da
supressdo tumoral C/EBPb

Linfoma de Células T A super expressao do Klotho inibe alvos Tang et al
downstream da sinalizacdo IGFIR,
incluindo Akt e Erk1/2

Pulmao A super expressdo do Klotho é associada Zhou et al
com a baixa fosforilacdo do IGF-1R

Prostata FGF19 pode usar o KL ou o KLB como Zhu et al
correceptor € promover o inicio e
progressao do cancer

Carcinoma A super expressao do KL pode reprimir Feng et al

Hepatocelular Humano  vias Wnt/B-Catenina

Melanoma Klotho pode levar uma supressdo da Chen et al
expressdao de WntSA

Fonte: Adaptado de Abolghasemi (2018)

Existem poucos relatos de avaliacdo do perfil de expressdao de KL e nenhum relato
de KLB em amostras de medula 6ssea, buscamos nesta pesquisa avaliar a expressao destes
alvos moleculares em amostras de pacientes com Sindrome Mielodisplésica, a fim de
correlacionar seus achados com a fisiopatologia da doenca, uma patologia onco-

hematoldgica associada ao envelhecimento.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Analisar os niveis de expressdo do mRNA dos genes alfa e beta KLOTHO em
pacientes portadores de SMD, associando os achados com alteragdes citogenéticas,

varidveis clinicas, varidveis laboratoriais, progndstico e sobrevida desses pacientes.
2.2 Objetivos Especificos

1. Avaliar os niveis de expressio do mRNA dos genes KL e KLB através da

utilizacdo da metodologia de RT-qPCR;

2. Comparar os niveis de expressdo do mRNA dos genes KL e KLB entre individuos

sauddveis e portadores de SMD;

3. Associar os niveis de expressdo génica as caracteristicas clinico-laboratoriais de

pacientes portadores de SMD;

4. Associar os niveis de expressdo gé€nica dos genes KL e KLB as alteracdes

citogenéticas;

5. Associar os niveis de expressdo génica a evolucio para LMA.
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3. PACIENTES, MATERIAIS E METODOS
3.1 Aspectos Eticos da Pesquisa

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 € normas
reguladoras descritas na Resolu¢do 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.
3.2 Obtencao das amostras de células de medula 6ssea

A partir da coleta de 8 ml de medula 6ssea de 61 pacientes portadores de SMD e
08 individuos sauddveis em tubos de vidro Vacutainer® contendo EDTA, sdo separados
05 ml para os procedimentos de extracdo de RNA total a fim de realizar os experimentos
de expressdo génica e 03 ml para os procedimentos de Citogenética Classica. Os 61
pacientes diagnosticados com SMD de acordo com os critérios da Organizagdao Mundial
de Satde revisado de 2016 (VARDIMAN et al, 2019) tiveram 02 de seus genes analisados
em amostras de pool celular de medula 6ssea. Os pacientes foram atendidos em um
hospital tercidrio de referéncia da Universidade Federal do Ceara no periodo de 2008 a
2017. A medula 6ssea dos pacientes e dos individuos saudéveis foi coletada, apos eles
assinarem um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE). Os dados de expressao
génica foram entdo correlacionados com os dados clinico-laboratoriais e os dados

citogenéticos, ap0s revisao de prontudrios.

Para o processo de separacdo das células dos tubos que continham o material
medular, realizou-se uma centrifugacdo a 1811g por 10 minutos a 4°C. Em seguida, foram
retirados o sobrenadante que continha o plasma e armazenado em microtubos para futuras
pesquisas protedmicas. O material restante foi lavado com 1ml de solucdo de lise (25ml
de cloreto de amonio 0,144M e bicarbonato de amdnio 0,01M) e transferido para um tubo
do tipo Falcon de 50mL que continha 24ml de solugio de lise. E necessdrio deixar o tubo
com o material descansando em gelo por 15 minutos para entdo ele ser homogeneizado e
centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos a 4°C. Logo apds, o sobrenadante € descartado

e o pellet lavado mais uma vez com 5ml de solu¢cdao de lise. Deixar descansando o
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conteido novamente em gelo por 10 minutos, homogeneizar o tubo e centrifugar nas
especificagdes anteriores. Em seguida, foi desprezado o sobrenadante e acrescentado
250uL de PBS. Posteriormente, adicionou-se 750uL de Trizol LS Reagent® (Invitrogen,
EUA) e homogeneizado com pipeta até a dissolugdo completa do pellet sendo transferido
para um eppendorf de 1,5mL. Apds todo o procedimento, o material foi armazenado no

freezer a -80°C.
3.3 Cariétipo por bandeamento-G

A técnica de citogenética foi realizada a partir dos protocolos estabelecidos pelo
Laboratério de Citogendmica do Cancer da Universidade Federal do Ceard, segundo a
técnica descrita por Chauffaille e adaptada por Pinheiro (PINHEIRO ez al, 2009). A
amostra de medula é colhida em tubos estéreis contendo heparina e sdo divididas em dois
frascos contendo 8mL de meio RPMI 1640 (pH 7,0), 2 mL de soro fetal bovino e 100uL
de streptomicina e penicilina. O material foi cultivado por 24 horas em estufa a 37°C. Em
seguida, adiciona-se 70uL de colchicina (Colcemid®) por 30 minutos. O material € entdo
centrifugado e ressuspenso em solugdo hipotdnica de KC1 0,075M por 20 minutos. Antes
de centrifugar novamente, € adicionado 0,5mL de Carnoy (solucdo 3:1 de metanol e 4cido
acético) e homogeneizado. Apds a centrifugagdo, o material foi lavado por até 4 vezes em
solug@o de Carnoy até completar o volume de 10mL, ressaltando que para cada lavagem
foi necessario centrifugar a amostra. Por fim, retirou-se a solu¢do de lavagem de cada
tubo até um limite proporcional a quantidade de pellet, seguido de uma homogeneizagao
até a dissolugcdo do pellet. Para a confeccdo das laminas, o material foi gotejado em
laminas utilizadas para microscopia Optica e secadas na placa aquecedora a 45°C. Estas
laminas sdo depois aquecidas por 10 minutos na placa aquecedora a 85°C. O bandeamento
€ realizado pela técnica de tripsina e as laminas coradas com corante Wright. Para cada
paciente, sdo analisadas 20 metéafases e todas capturadas em sistema computadorizado
com software para cariotipagem: CytoVision®. Os resultados das andlises citogenéticas
de medula 6ssea foram confirmados segundo os critérios estabelecidos pelo Sistema
Internacional de Nomenclatura Citogenética Humana (ISCN) (MCGOWAN-JORDAN,
2016).
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3.4 Analise de Expressao do mRNA por qRT-PCR
3.4.1 Extracao do RNA total

A extragdo de RNA das células do pool medular dos pacientes com SMD e dos
controles saudaveis foi realizada a partir da utilizacdo do Trizol LS Reagente® de acordo
com o protocolo fornecido pelo fabricante. Em cada ImL de Trizol LS Reagente® deve-
se encontrar 10° células armazenadas, sendo assim, foram adicionados 200uL de
cloroférmio para desproteinizacdo e 10uL de glicogénio, em seguida, foram
homogeneizados em vortex e centrifugadas a 14000 rpm por 15 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi retirado de cada amostra e transferido para novos tubos, seguidos de
precipitacdo com 400uL de isopropanol e incubados por 60 minutos a -20°C. Apds esse
periodo, foi realizada outra centrifugacdo com as mesmas especificacdes, porém pelo
dobro do tempo (30 minutos), o sobrenadante foi depois descartado por inversao e, apos

o pellet ter secado, ele foi diluido em 4dgua livre de RNAse.

Por fim, para a quantificacio das amostras, realizou-se leituras
espectofotométricas em Nanodrop nos comprimentos de onda de 230, 260 e 280 nm,

obtendo suas correlacdes e concentracdes adquiridas.
3.4.2 Sintese de cDNA

O experimento seguiu as recomendacdes do fabricante do kit para Transcri¢io
Reversa da Applied Biosystems® (High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
Applied Biosystems®). Para cada reacdo, foram utilizados uma quantidade otimizada de
RNA total para uma concentracdo final de 2000 ng/uL. Para cada reagdo, utilizou-se de
2,0 uL de buffer, 0,8 pL. de dNTP, 2,0 uL de Random Primers, 1,0 uL. de Multiscribe
Reverse Transcriptase™ e 1,0 uL de RNAse Inhibitor. As quantidades que foram citadas
tiveram que ser multiplicadas pelo nimero total de amostras com RNA total para a
producao de um “Mix” de rea¢do. Em seguida, 6,8 uL desse Mix foram adicionados em
microtubos de 0,2 mL apropriados para PCR com o volume calculado de RNA seguindo
o protocolo (Quantificacdo de acidos nucleicos em Nanodrop®). Os volumes de cada
microtubo foram completados com 4gua ultrapura até o volume final padrao de 20 pL.
Os tubos foram fechados e submetidos a agitacdo com spin por aproximadamente 10
segundos. Por fim, as amostras foram submetidas ao termociclador, onde foram
realizados os seguintes ciclos: Desnaturagdo a 25°C por 10 minutos; Anelamento a 37°C

por 120 minutos; Extens@o a 85°C por 5 minutos; e Finalizacdo a 4°C.
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3.4.3 RT-qPCR (Reacao em Cadeia da Polimerase em Tempo Real)

A quantificacdo da expressao génica dos dois genes avaliados nesse estudo (Tabela
04) foi realizada a partir da técnica de reacdo em cadeia da polimerase em tempo real
(RT-gPCR) realizado no aparelho 7500 Real-Time PCR System® (Applied Biosystems,
Inc., Foster City, CA, USA). As reacdes foram preparadas utilizando o Kit TagMan®
Universal PCR Marter Mix (Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA, USA) otimizado

para reagoes com sonda TagMan assay® (Tabela 04).

Tabela 04: Sondas utilizadas na reacdo de RT-qPCR

Simbolo Nomenclatura Ensaio Tagman
KL alpha-Klotho Hs00934627_m1
KLB beta-Klotho Hs00545621 _ml

Fonte: Elaborado pelo autor

O armazenamento e os preparados foram realizados de acordo com as instrucdes
do fabricante, exceto pelo volume final de cada reacdo que foi otimizado em 5 pL. Para
cada reagdo foram utilizados 2,5 uL. de TagMan PCR Master Mix, 0,25 uL. de sonda
TagMan assay®, 1,0 uL de dgua ultrapura e 1,25 uL. de cDNA. Na preparacao das reacdes
foram utilizadas placas de polipropileno para 96 reagdes (MicroAmp 96-well Plates,
Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA, USA) recobertas com adesivos para
microplacas dpticas resistentes a dlcool e a altas temperaturas (Optical Adhesive film,
Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA, USA). Apds o preparo dos pogos, as placas
foram centrifugadas por 1 minuto a 4500 rpm. As condigdes para a PCR foram: pré-
aquecimento a 50° C por 2 minutos, ativacao da polimerase a 95° C por 10 minutos e 40
ciclos de desnaturacdo (15 segundos a 95° C) e anelamento e extensdo (60 segundos a
60°C. Em todas as etapas, as amostras estavam imersas no gelo com pouca exposicao a

luz.

Para cada amostra, foi realizada uma duplicata e foram consideradas para andlise
somente amostras cujas diferencas de amplificagao ndo excederam a 0,8 ciclos (ACq<0,8)
(VANDESOMPELE et al., 2002). Nao foram consideradas as duplicatas das amostras
que apresentaram diferencas maiores que um ciclo e meio, mesmo apds repeticdo do
experimento. Foram realizados controles negativos (NTC) das reagdes para todos os

genes estudados, sendo que para estas reagdes foram adicionados 1,25 pl. de 4gua no
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lugar da amostra de cDNA. Todas as reagdes que mostraram amplificagdo para qualquer

um dos controles negativos foram desconsideradas.

Além disso, foi utilizado para cada placa e por cada gene estudado uma amostra
de referéncia (REF), também em duplicata, com o intuito de padronizar e validar todas as
placas do experimento. Tal amostra de referéncia foi composta por cDNA originado de
mRNA de um pool de duas linhagens celulares oriundas de tumores humanos

disponibilizados pela Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — FRMP/USP.

Foram utilizados trés genes enddgenos para confirmar a estabilidade dos niveis de
expressdo génica: f2-microglobulina (B2M), Ubiquitina C (UBC) e Gliceraldeido fosfato
desidrogenase (GAPDH). Foi calculado o desvio padriao de cada endégeno com base em
valores absolutos (Cq - quantification cycle) para a escolha do par de genes de referéncia
mais estdvel. Aqueles que obtiveram o menor valor de desvio padrdo foram considerados
os mais estaveis. Apos a andlise do desvio padrao, foi realizado um célculo de coeficiente
de correlacdo de Pearson para cada par de genes de referéncia candidatos. Em seguida,
foi feita a média geométrica de todos os genes, conhecida como média de tendéncia
central (INDEX), e feito correlacio de Pearson de cada gene, separadamente, com o
INDEX obtido. Os genes de referéncia que apresentaram menor valor de desvio padrio e
maior correlacdo entre si e com o valor INDEX (r>0,7) (VANDESOMPELE et al, 2002)

foram considerados os mais estaveis.

Portanto, apds os calculos realizados, os genes mais estiveis nas amostras de
cDNA utilizados foram a UBC e o0 GAPDH. Os resultados foram analisados através do
software Sequence Detection System v1.3 (Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA,
USA) para a obtencdo dos valores de quantitative cycle (Cq). Foi estabelecido um
threshold, no qual os valores de Cq foram fornecidos pelo software do aparelho 7500
Real-Time PCR System® (Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA, USA) para a
realizacdo das andlises estatisticas. Em seguida, os dados foram exportados para planilhas
do software Microsoft Excel (formato .xIsx) para os célculos de 4Cq e de 2/ tanto dos
genes endogenos quanto dos genes alvos (LIVAK et al., 2001). A nomenclatura utilizada
para os experimentos da PCR quantitativa em tempo real foi padronizada e seguida de
acordo com o MIQE (Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time
PCR Experiments) (BUSTIN et al., 2009). Sabe-se que os valores em outliers frente ao
amostras avaliadas podem apresentar algum tipo de interferéncia na precisao correta das

andlises realizadas. Por isso, foi necessdrio retirar do estudo as amostras que se
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distanciavam em seus desvios padrdes, a fim de determinar a qualidade, integridade e

estabilidade dos niveis de expressdo. Diante disso, o estudo se iniciou com 86 amostras

de cDNA, mantendo-se no total 69 amostras para prosseguimento das andlises

estatisticas.

3.5 Variaveis Analisadas

3

C 0NN T B T B I I

Grupo: Caso e Controle;

Sexo: Feminino e Masculino;

Idade: <60 anos e >60 anos;

Idade: <60 anos, >60 - <70 anos, >70 anos (Classificacdo IPSS-R);

Celularidade: Hipocelular, Normocelular e Hipercelular;

Diseritropoiese: Auséncia e Presenca;

Disgranulopoiese: Auséncia e Presencga;

Dismegacariopoiese: Auséncia e Presenca;

Faixas de porcentagem de sideroblastos em anel: 0, 1-14% e >15%;
Dependéncia Transfusional: Auséncia e Presenca [utilizando-se o critério de 1
transfusdo a cada 8 semanas durante periodo de 4 meses (MALCOVATI et al.,
2005)];

Cariétipo: Normal e Alterado;

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

Classificacdo dos valores de neutréfilos (ANC) (IPSS-R): >800 por mm3 e <800
por mm?;

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

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

Classificacio do nimero de citopenias no sangue periférico: nenhuma, 1
citopenia, 2 citopenias e 3 citopenias;

Quanto a classificagdo da OMS (2016): SMD-DUL (SMD com Displasia de
Unica Linhagem), SMD-DML (SMD com Displasia de Miiltipla Linhagem),
SMD-EB (SMD com Excesso de Blastos), SMD-SA (SMD com Sideroblastos em
Anel);

Cariétipo (Aneuploidia): normal, alterado ndo aneupldide e alterado aneupldide;



41

& Caridtipo (Alteracdo no cromossomo 7): normal, alterado com -7/7q e alterado
sem -7/7q;

& Caridtipo (Alteracdo no cromossomo 5): normal, alterado com -5/5q e alterado
sem -5/5q;

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

& Evolucdo para LMA: Auséncia e Presenca;

3.6 Analises Estatisticas

Os resultados gerados pelas andlises de expressdo génica foram avaliados pelos
resultados de cada Cq (quantitative cycle) de cada amostra de cDNA (em duplicatas). Em
seguida, para normalizar os valores de Cq com o objetivo de diminuir as diferengas
geradas por quantidades distintas de cDNA utilizadas nas reacdes, o0 Cq de uma amostra
foi subtraido pela média geométrica dos Cq’s dos genes constitutivos utilizados (UBC e
GAPDH) da mesma amostra, gerando assim os valores de ACq e, posteriormente,

convertidos para 229 (LIVAK et al., 2001; SCHMITTGEN; LIVAK, 2008).

Para as varidveis maiores ou iguais a 50 casos, foi realizado o teste de
Skinner’s/Kurtosis com objetivo de avaliar se as amostras apresentavam distribuicio
normal. Com essa mesma finalidade, para as varidveis com menos de 50 casos, foi
realizado o teste de Shapiro-Wilk. Os valores de outliers foram retirados do estudo,
porque apresentavam valores contrastantes com os demais. A partir da normalizagdo dos
casos, foram realizados testes paramétricos por meio de testes T de Student, quando se
comparavam médias entres dois grupos, € o teste d¢ ANOVA, quando se comparavam

trés ou mais grupos.

O pos-teste (post-hoc) parao ANOVA foi definido pela anélise de homogeneidade
de variancias através do teste de Levene. Se a homogeneidade fosse confirmada (p-valor
>0,05), o pos-teste utilizado foi o teste de Tukey. Se ndo tivesse homogeneidade (p-valor

< 0,05), o pos-teste foi o teste de Games-Howell.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizaciao dos Pacientes

O ntimero total de pacientes utilizados no estudo foi de 61 para o grupo SMD
(Tabela 05) e 08 para o grupo controle, somando 69 individuos. Destes, em relacdo a
varidvel género, o estudo comp0s 34 pacientes do sexo feminino (55,7%) e 27 do sexo

masculino (44,3%).

A variavel idade foi categorizada em dois grupos: idade categorizada (<60 anos e
>60 anos) e idade categorizada de acordo com o IPSSR (GREENBERG et al., 2012) (<60
anos, >60 - <70 anos, >70 - <80 anos e >80 anos). Nesta varidvel, o primeiro grupo se
concentrou em individuos maiores que >60 anos (72,4%), em contraste ao demais que
representavam 27,6%. Em relacdao ao segundo grupo, a distribui¢do foi relativamente
homogénea, o de maior grupo estava relacionado a idade <60 anos (27,6%) e o de menor

grupo, >60 - <70 anos (22,4%).

Em relacdo a varidvel celularidade, apenas 34 pacientes apresentavam biopsia
medular. Desses, 10 pacientes apresentaram medula normocelular (29,4%) e 24

apresentaram medula hipercelular (70,6%).

Dos achados relacionados ao mielograma, 50 pacientes apresentaram dados sobre
o ndmero de suas displasias. Destes, foi observado que a maioria apresentava 1 ou 2
displasias (40% e 36%, respectivamente). Destes, observou-se um predominio de
displasias da linhagem eritréide (diseritropoiese) (74%), seguida por 19 pacientes (38%)
com dismegacariopoiese e 15 pacientes (30%) com disgranulopoiese. Quanto a
porcentagem de blastos, 55 pacientes tiveram resultados, dos quais a maioria apresentou
<2% de blastos (74,5%). Adicionalmente, foi observado que apenas 7 pacientes (33,3%)

de 21 apresentaram fibrose na medula 6ssea.

Em relacdo a varidvel sideroblastos em anel, apenas 55 pacientes tiveram seus
dados obtidos, destes 39 ndo apresentavam sideroblastos (70,9%) e 16 apresentaram
(29,1%), dos que apresentaram, foi observado que a maioria tinha >15% de sideroblastos

(25,5%).

Sobre os achados em relacdo a varidvel citopenia, apenas 57 pacientes tinham seus
dados informados, e destes a maioria se apresentava com pelo menos 1 citopenia, para

uma citopenia, 27 pacientes (47,4%); para duas, 17 (29,8%); e para trés, 8 (14%). Em
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relac@o aos achados clinico-laboratoriais, foi observado que dos 57 pacientes que tinham
informacdes sobre a hemoglobina, os trés grupos verificados (>10; 8-10 e <8 g/dL)
tinham o mesmo nimero amostral de 19 pacientes (27,5%). De 56 pacientes, a maioria
apresentava a contagem de neutrofilos (ANC) >800/mm?, confirmado em 44 pacientes
(78,6%). E, por fim, em relagdo a contagem de plaquetas, dos 57 pacientes, 38 deles

apresentavam valores acima de 100.000/mm3.

Emrelagdo a analise citogenética dos pacientes, foi observado que dos 61 pacientes;
14 deles nao apresentavam metéafase (23%), 30 deles apresentavam cariétipo normal
(49,2%) e 17 apresentavam cariétipo alterado (27,9%). Dos 47 cariétipos observados, 9
apresentaram caridtipo com apenas 1 alteracdo (19,1%), 4 pacientes com 2 alteracdes
(8,5%) e apenas 2 pacientes apresentaram 3 alteracdes ou mais (4,3%), caracterizando um

cariotipo complexo.

Quanto as alteragdes citogenéticas mais comuns encontradas na SMD, observou-se
que 6 pacientes (9,8%) apresentavam alteracoes no cromossomo 5 (-5/5q) e apenas 1
apresentava alteracdo no cromossomo 7 (-7/7q-). Além disso, 7 pacientes (11,4%)
apresentavam cariétipo alterado com aneuploidia. Em relagdo ao progndstico, segundo
dados do IPSS-R, dos 47 que se aplicavam, 35 apresentavam progndstico favoravel

(74,5%).

Foi observado também para a varidvel grupo de risco, que dos 42 pacientes que se
aplicavam, 30 pacientes apresentavam risco baixo ou muito baixo (71,4%), 8
apresentavam risco intermedidrio (19%) e 4 apresentavam risco alto ou muito alto (9,5%).
Quanto a evolucdo para LMA, foi obtido dados de 48 pacientes e 43 deles ndo

apresentaram evolugdo (89,6%).

Em relagdo a dependéncia transfusional, foram levadas em consideracdes aqueles
que eram dependentes e aqueles que ndo eram. Os dependentes eram compostos por 22
pacientes (43,1%) e os que nao eram, 29 pacientes (56,9%), dos 51 pacientes que

apresentavam esses dados de dependéncia.
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Tabela 05: Descrigdo clinica dos pacientes com SMD que participaram do estudo.

1Paciente Sexo Idade Celularidade Cariétipo OMS IPSS-R DT Ev. LMA Obito

1 F 42 Normocelular Auséncia de Metafase SMD-SA - Sim N3do Sim

M 77 - 46,XY,add(13)(p11)[12]/46,XY,del(7)(g32),add(13)(p11)[4]/48,XY,add(1 SMD-DM Risco muito  Sim N3o Sim
3 3)(p11),+22,+mar([9]/48,XY,del(7)(932),add(13)(p11),+22,+mar[3]/46,X alto
Y[2]

5 F 46 Hipercelular 46,XX[8] SMD-DU Baixo risco Sim Ndo Ndo

7 M 74 Hipercelular 46,XY[6] SMD-SA Baixo risco Nao Nao Nao

F 85 - 46,XX[20] SMD-SA Risco N3o N3o N3o
Intermediario

11 M 91 - 46,x-y[41/46,XY[16] SMD-SA Muito baixo Nao Nao Sim

13 F 84 - 46,XX,del(20)(q13.1)[7]/46,XX[16] SMD-DU Muito baixo - Nao Nao
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F 41 - 46,XX,del(5)(q15g33)[9]/46,XX,del(5)(q15q33),del(11)(?Q25)[7]/46,XX[ SMD-DM Baixo risco Sim - Sim
4]

17 F 51 Hipercelular 46,XX[11] SMD-SA Muito baixo N3o N3o N3o

19 F 76 - 46,XX[15] SMD-SA Baixo risco Nao Nao Nao

21 F 88 - 46,XX[20] - - ) ) )

23 F 68 Normocelular 46,XX[20] SMD-DM Muito baixo Nao Nao Sim

25 F 47 Normocelular 46,XX[20] SMD-DM Baixo risco Ndo Ndo Sim

27 F 66 Hipercelular 46,XX[26] SMD-SA Baixo risco Nao Nao Nao

29 F 72 Hipercelular 46,XX[6] SMD-DU Muito baixo Ndo Ndo Ndo

31 F 45 Normocelular 46,XX[7] SMD-SA Muito baixo N3do - N3do
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M 70 Hipercelular 46,XY,add(17)(p13)[8]/46,XY,del(9)(q15),add(17)(p13)[10]/46,XY[2] SMD-EB Risco muito Sim Sim N3o

33
alto

M 83 Hipercelular 46,XY,1(9;22)(q34;911.2)[2]/46,XY[18] - Risco Sim N3o N3o

35 L
Intermedidrio

37 M 55 - 46,XY[15} SMD-DM Muito baixo Nao Nao Nao

39 M 78 - 46,XY[20] SMD-SA - Nao Nao Nao

41 M 31 - 46,XY[24] SMD-DM Baixo risco Nao Nao Nao

M 87 Normocelular 46,XY[6] SMD-DU Risco Ndo Ndo Ndo

43 L
Intermediario

45 M 69 Hipercelular 46XY[10] SMD-DM Muito baixo - - Sim

47 F 81 Hipercelular 47,XX,t(4;11)(q27;932),+mar[4]/46,XX[16] SMD-DM Baixo risco Nao Nao Nao
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M 70 Hipercelular 47,XY,del(5)(q31),+mar[7]/46,XY,del(11)(g23)[3]/46,XY,del(5)(q31),del( SMD-DM Baixo risco Sim Sim Sim

49 11)(q23)(5.

51 M 68 Hipercelular Auséncia de metdfase SMD-EB - Sim Sim Sim

53 F 88 - Auséncia de Metafase - - - - -

55 M 82 - Auséncia de Metafase SMD-DM - N3do N3do Sim

F 77 - Auséncia de Metafase SMD-EB - Sim N3o Sim

57

59 M 62 Hipercelular Auséncia de Metafase SMD-DM - - Nao Nao

61 F 44 - - SMD-DM - Nao Nao Nao
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4.2 Analise de expressao génica por RT-qPCR

4.2.1 Expressao génica do KL e KLB em pacientes com SMD e controles saudaveis

Em relacdo aos niveis de expressdo génica dos pacientes com SMD e individuos
sauddveis, foi verificado que todos os pacientes com SMD apresentaram aumento no
nivel de expressdo do gene KL (p=0,000) quando comparados aos controles saudaveis

(Figura 04).

Além disso, verificou-se que em 8 pacientes com SMD, o KLB foi expresso.
Entretanto, ndo foi identificado associagdes significativas entre os niveis de expressao do

gene KLB dos individuos com grupo SMD e grupos controles (p=0,532).

Figura 04: Niveis de expressdo do gene KL em pacientes com SMD e controles.
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Teste t de Student. Teste de Levene — Teste de homogeneidade de varidncias. Valor estatisticamente

significante para p<0,05.
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4.2.2 Expressao génica do KL ¢ KLB em relacao a variavel sexo

Em relacdo a varidvel sexo, foi verificado um aumento na expressao do KL nos
individuos de sexo feminino (p=0,002) (Figura 05). O gene KLB ndo apresentou dados

significativos para a realizacdo de andlises.

Figura 05: Nivel de expressao do KL em relacao a varidvel sexo
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Teste t de Student. Teste de Levene — Teste de homogeneidade de variancias. Valor estatisticamente

significante para p<0,05.

4.2.3 Expressao génica do KL e KLB em relacio as variaveis clinico-laboratoriais dos

pacientes com SMD
4.2.3.1 Achados de sangue periférico

Para a varidvel hemoglobina, foi realizado a estratificacdo segundo o IPSS-R e
percebeu-se um aumento moderado nos niveis de expressdo nos pacientes que
apresentavam niveis de hemoglobina entre 8-10g/dL. quando comparados aqueles que

tinham <8g/dL (p=0,008) (Figura 06).
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Figura 06: Niveis de expressdo do KL em relacdo a varidvel hemoglobina IPSS-R
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ANOVA one-way. Teste de Levene: Homogeneidade de varidncias. Valor estatisticamente significante

para p< 0,05. Games-Howell: Pés-teste de comparagdes multiplas.

Para a varidvel de contagem de neutré6filos (ANC), foi observado um aumento dos

niveis de expressao naqueles que apresentavam valores >800/mm? em relacdo aqueles

que apresentavam valores menores que 800/mm3 (p=0,030) (Figura 07).



Figura 07: Niveis de expressao da varidvel ANC
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Para a variavel citopenias periféricas, optou-se por estratificar o grupo em 0-1

citopenias e 2-3 citopenias. Foi observado um aumento de expressdo no grupo que

apresentava de 0-1 citopenias (p=0,001) (Figura 08).



Figura 08: Niveis de expressao da varidvel Citopenias
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significante para p<0,05.

Nao foram verificadas associacdes significativas na varidvel de Plaquetas,

estratificadas segundo o IPSSR (p>0,05). O gene KLB ndo apresentou dados

significativos para a realizacdo de analises.

4.2.3.2 Achados Medulares

Em relacdo aos achados medulares, nao foi encontrado significancia nas varidveis:

Celularidade, Displasias, Diseritropoiese, Disgranulopoiese, Dismegacariopoiese e

Sideroblastos em anel (p>0,05). O gene KLB nao apresentou dados significativos para a

realizacdo de andlises.
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4.2.3.3 Achados Citogenéticos

As varidveis desses achados: cariétipo (normal ou alterado), nimero de alteracoes,
aneuploidia, alteracdes envolvendo o cromossomo 5 (-5/5g-) e altera¢des envolvendo o
cromossomo 7 (-7/7q-); ndo apresentaram significancia (p>0,05). O gene KLB ndo

apresentou dados significativos para a realizacdo de andlises.

4.3 Expressao génica do KL e KLB na classificacio clinica e estratificacdo

prognéstica dos pacientes com SMD.

N3ao encontramos associagdes em relacdo a classificacdo da WHO 2016 e no IPSSR,
demonstrando auséncia de significancia (p>0,05). O gene KLB ndo apresentou dados

significativos para a realizacdo de analises.

4.4 Expressao génica do KL e KLB em pacientes com dependéncia transfusional.

De acordo com os dados obtidos dos pacientes que relacionados a dependéncia
transfusional, foi verificado aumento de expressao nos pacientes nao dependentes quando

relacionados aqueles que sdo dependentes (p=0,001) (Figura 09).

Figura 09: Niveis de expressao da varidvel Dependéncia Transfusional
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Gene ki Nivel de expressdo (Expressdo Génica do KL 2°4¢9)
Teste
Dependéncia p-
Média Desvio Padrio IC inferior IC superior de
Transfusional valor
Levene

Dependentes | ,0001186689 ,00009318775

Nio ,00002847160 | ,00010898316 ,039 ,001
,0000499415 | ,00004607803

dependentes

Teste t de Student. Teste de Levene — Teste de homogeneidade de varidncias. Valor estatisticamente

significante para p<0,05.

4.5 Expressao génica do KL e KLB em relacao a evolucao para LMA

N3ao foi encontrado nenhuma associagdo significativa dos pacientes em relacdo a
evolucdo para LMA (p>0,05). O gene KLB ndo apresentou dados significativos para a

realizacdo de andlises.

4.6 Expressao génica do KLB

A expressdo do KLB se manteve sem nenhuma associacdo significante frente as
varidveis analisadas. Entretanto, foi verificado que o gene se expressou em apenas 8

pacientes dos 61 e 2 controles.

Diante das varidveis clinico-laboratoriais, foi percebido que a maioria desses
pacientes se encontrava na classifica¢do de risco, segundo o IPSS-R, nos niveis de baixo
risco (3 pacientes de 8) e intermedidrio (2 pacientes de 8), totalizando 5 pacientes
(62,5%). Esses pacientes apresentavam em comum cariétipo normal e progndstico

favoravel.
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5. DISCUSSAO

Neste estudo, foram feitas andlises de expressao de dois genes (a-klotho e -
klotho), que estdo ligados a processos carcinogénicos e de senescéncia celular, em 61
pacientes que apresentavam Sindrome Mielodisplésica correlacionando com diversas
varidveis clinico-laboratoriais. Vale ressaltar que o estudo em questdo é completamente
inédito, sem nenhuma demonstrac@o prévia que relacione os genes selecionados com a

doencga estudada.

Em estudos encontrados na literatura, foi demonstrado que em individuos
sauddveis, a expressdo dos niveis de Klotho na medula dssea era extremamente baixa,
sendo dita como uma expressao apenas basal (OLAUSON et al., 2017). Em contraste
com esses estudos, foi observado que a medula 6ssea de individuos portadores de
sindrome mielodispldsica apresentava um aumento nos niveis de expressao do gene a-
klotho, o que corrobora com alguns achados que relacionam os niveis alterados de
expressao desse gene com o desequilibrio do processo hematopoiético, tanto nas etapas
de diferenciacdo quanto de maturacdo (MADATHIL et al., 2013). Além disso, sabe-se
que esses processos sdo atenuados devido ao envelhecimento, caracteristica encontrada

na maioria dos pacientes com SMD (DE HAAN; LAZARE, 2018).

Em relagdo a varidvel sexo, foi observado um aumento de expressao nos pacientes
do sexo feminino, seguindo com o encontrado na literatura, em que os niveis de a-klotho
tendem a ser maiores em mulheres do que em homens (BEHRINGER et al., 2018),
entretanto, o estudo ndo conseguiu encontrar associacdes que possam explicar com os
achados. Além disso, os pacientes do sexo feminino com SMD apresentam melhor

progndstico do que os pacientes masculinos.

A sindrome mielodisplasica € caracterizada por ser uma doencga que apresenta
ineficiéncia no processo hematopoiético. Esse processo € gerado por uma intensa
proliferacao celular na medula 6ssea, porém acompanhada de um excesso de apoptose, o
que gera uma desregulacdo no processo de diferenciagdo das células tronco em células

maduras, em sua fase inicial. A partir dai, temos o surgimento de diversas citopenias.

Durante as anélises, foi observado que os pacientes de SMD que apresentavam
nenhuma citopenia ou apenas uma citopenia em qualquer linhagem celular tinham os seus
niveis de expressdo maiores do que nos pacientes que apresentavam duas ou trés

citopenias. Outros resultados também corroboraram com esses achados, como a varidvel
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ANC que se mostrou mais expressa em pacientes que apresentavam seus niveis favoraveis
(> 800/mm?3) e os niveis de hemoglobina que estavam mais expressos nos pacientes com
anemia leve (8-10 g/dL) quando comparados aos que apresentavam anemia severa (<8

g/dL).

O processo de eritropoiese ¢ um mecanismo intimamente ligado entre os rins € o
microambiente medular, a partir da producdo de Epo (Eritropoetina), um hormdnio
secretado pelo cortex-renal e que age na medula 6ssea nos progenitores eritréides. Em
respostas a quadros de anemia, a producdo de Epo é aumentada com o objetivo de
aumentar a producdo de eritrécitos. Alguns estudos ja demonstraram que o Epo pode
induzir na expressao de Klotho (SUGIURA et al., 2010) por meio da ativagdo de vias de
sinaliza¢do HIF (Fator induzivel por hipdxia), o que corrobora com os achados em relagdo

a anemia leve em sobreposi¢c@o a anemia severa.

Uma meta-analise realizada por MAO et al., mostrou que a expressao do nivel de
Klotho esta associada ao baixo risco e baixa progressdo de diversas neoplasias (MAO et
al., 2018). O estudo também demostrou que os altos niveis de Klotho estavam associados
com bons progndsticos, o que confirma com os resultados encontrados no estudo aqui
demonstrado. O Klotho participa de maneira fundamental na manuten¢do da homeostase
celular. Este gene participa de processos importantes contra inflamacgdo, estresses
oxidativos e transi¢cdo mesenquimal-epitelial (TME) (HAN et al., 2018), conhecido por
ser um processo em que células neopldsicas passam por um processo de conversdo de

seus fendtipos para invadir, migrar e gerar metdstases em tecidos e 6rgdos distantes.

A anemia € uma das maiores prevaléncias encontradas nos pacientes com SMD
(em torno de 90%), diante disso, muitos deles precisam se submeter a suportes
transfusionais. O critério utilizado para a indicacdo de tratamento baseado na dependéncia
transfusional € a dosagem de hemoglobina, e foi percebido que a maioria dos pacientes
estudados apresentavam hemoglobina acima de 8 g/dL, faixa considerada o limite entre
os dependentes e os ndo. Foi observado também que naqueles que nao era dependentes,
a expressao de Klotho foi maior, corroborando com os achados de bom prognoéstico para

pacientes com SMD.

O gene B-klotho ndo demonstrou nenhuma expressdo significativa entre as
variaveis selecionadas no estudo, porém dos 8 pacientes que expressaram esse gene, 5

deles (62,5%) apresentavam displasias na linhagem eritréide, sugerindo uma resposta



57

compensatéria do microambiente medular em um bloqueio por expansdo clonal do

desenvolvimento hematopoiético, principalmente nas linhagens eritréide.

Sabe-se que ha diversos marcadores moleculares associados a patogénese da SMD,
como por exemplo, mutacdes no gene do Splicing SF3B1, definidor da SMD com
sideroblastos em ANEL (ARBER, 2016). Neste contexto, conclui-se que a expressao do
gene KL ¢ importante para a compreensdo da fisiopatologia da SMD, especialmente
quando se verifica a sua alta expressdo em varidveis clinicas de bom progndstico,
podendo considerd-la como um biomarcador de compensag¢ao da doenca. Estudos futuros
e complementares (por exemplo a nivel de ensaios funcionais, modelos murinos e

sequenciamento gendmico) sdo necessarios para confirmar esta hipotese.
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6. CONCLUSAO

Conclui-se que os genes apresentaram dados inéditos dos seus niveis de expressao
em individuos portadores de Sindrome Mielodisplésica. Além disso, foi demonstrado que
eles podem estar associados como biomarcadores de bom progndstico, abrindo grandes

oportunidades para estudos mais complexos e com grande potencial terapéutico.

I.  Foi encontrado aumento nos niveis de expressao do KL em pacientes portadores
de sindrome mielodisplésica;
II.  Em pacientes femininos, os niveis de expressdao do KL eram mais altos;

IlI. Nos pacientes com uma ou nenhuma citopenia tinham niveis de expressdao
maiores;

IV.  As varidveis hemoglobina e ANC, seguindo a classificacdo proposta pelo IPSS-
R, tiveram niveis de KL maiores em pacientes com anemia leve e ndo
neutropénicos;

V.  Os pacientes que ndo tinham dependéncia transfusional demonstraram possuirem
maiores niveis de expressao de k/;

VI. O KLB nao demonstrou associagdes significativas nos pacientes com SMD.
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APENDICE: Termo de Consetimento Livre e Esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE MEDICINA CLINICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PROJETO: AVALIACAO DOS NiVEIS DE EXPRESSAO DOS GENES ALFA E
BETA KLOTHO EM PACIENTES PORTADORES DE SINDROME
MIELODISPLASICA

Vocé estd sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa. Sua
participacao é importante, porém, voc€ ndo deve participar contra a sua vontade. Leia
atentamente as informagdes abaixo e faca qualquer pergunta que desejar.

O abaixo assinado,
anos,
RG n° , declara que € de livre e espontanea vontade que

estd participando como voluntirio do projeto de pesquisa supracitado, de
responsabilidade do pesquisador Prof. Dr. Ronald Feitosa Pinheiro / Jodo Victor Alves
Cordeiro. O abaixo assinado estd ciente de que:

NATUREZA E PROPOSITO DO ESTUDO

O objetivo da pesquisa € estudar o material genético de pacientes portadores de
Sindrome Mielodisplasica gerando dados que favorecam a uma melhor compreensao do
surgimento, evolucdo clinica desta doenca e a pesquisa de novas moléculas
antineoplésicas (nanoencapsuladas ou ndo) a serem empregadas em modelos in vitro.

PROCEDIMENTOS A SEREM REALIZADOS E RESPONSABILIDADES

A amostra bioldgica utilizada na presente pesquisa corresponde a medula dssea
do individuo, que corresponde a um tecido liquido-gelatinoso que ocupa o interior dos
0ssos, sendo conhecida popularmente por 'tutano’. Na medula éssea sdo produzidos os
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componentes do sangue: as hemadcias (glébulos vermelhos), os leucécitos (glébulos
brancos) e as plaquetas.

A coleta da medula dssea serd realizada por médico hematologista experiente com
agulha de mielograma mediante puncdo esternal. O osso do esterno é um osso chato,
plano e impar localizado no centro do térax. O osso do esterno € um importante 0sso
hematopoético, ou seja, de producdo das células sanguineas. E neste osso que é realizada
a punc¢do da medula 6ssea.

Serdo coletadas somente SmL de amostra de medula 6ssea com o uso de uma
agulha especifica para aspiracdo da medula 6ssea. Todo o procedimento de coleta da
medula dssea € realizado mediante administracdo de anestésico local com duragdo
maxima de 15 minutos. Ap6s o procedimento, serdo coletados dados pessoais de

sexo e idade.

E de sua responsabilidade: comparecer nas datas e horarios informados e
submeter-se aos procedimentos de rotina do servigo.

A recoleta deste material € necessdria, em poucos casos, pela amostra ser
insuficiente ou inadequada para andlise.

RISCOS DO PROCEDIMENTO

Durante o procedimento de coleta esternal da medula dssea, pode, raramente,
determinar uma equimose (mancha arroxeada) ao redor do local de onde foi retirado a
medula dssea, desaparecendo em poucos dias, e poderd ocorrer dor discreta e de facil
alivio, podendo ser, ocasionalmente, dor de maior intensidade. Excepcionalmente, podera
ocorrer sangramento local. Raramente, pode ocorrer infeccao local. Para pacientes com
maior sensibilidade dolorosa existe a possibilidade de realizar o procedimento sob
anestesia geral.

Em caso de dores mais fortes, entrar em contato com os responsaveis pela pesquisa
pelo telefone (85) 989291827.

PARTICIPACAO VOLUNTARIA

Sua participacdo € voluntaria, ndo havendo pagamento de nenhuma forma para os
participantes e vocé tem a liberdade de desistir ou interromper a participacao neste estudo
no momento em que desejar. Neste caso, voc€ deve informar imediatamente sua decisao
ao pesquisador responsdvel ou a qualquer um membro de sua equipe, sem necessidade de
qualquer explicacdo e sem que isto venha interferir no seu atendimento nesta institui¢ao.

Independentemente de seu desejo e consentimento, sua participagdo no estudo
podera ser interrompida, em fun¢do da ocorréncia de qualquer doenca que, a critério
médico, prejudique a continuacao de sua participac@o no estudo, do ndo cumprimento das
normas estabelecidas, de qualquer outro motivo que, a critério do pesquisador, seja do
interesse de seu proprio bem-estar ou dos demais participantes e, por fim, da suspensao
do estudo como um todo.
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O Laboratério de Citogendomica do Cancer o manterd informado, em tempo
oportuno, sempre que houver alguma informacao 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 solicitagdo.

BENEFICIOS DA PESQUISA

A presente pesquisa traz como beneficio o fato de que estudos que avaliem o perfil
de expressdo génica, proteica, metilacdo, cultura de células, andlise do efeito do estresse
oxidativo com o objetivo principal de desenvolvimento de novos farmacos para essa
doenca.

DIVULGACAO DE INFORMACOES QUANTO A PARTICIPACAO NO
ESTUDO

Os registros que possam identificar sua identidade serdo mantidos em sigilo, a nao
ser que haja obrigacdo legal de divulgac@o. Vocé ndo serd identificado por ocasido da
publica¢do 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) o6rgdos(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 aplicdveis, como o propdsito de verificar os procedimentos e dados do
estudo, sem, no entanto, violar a condi¢do de que tais informacdes sdo confidenciais.

CONTATOS E PERGUNTAS

Caso surja algum imprevisto ou ddvidas, vocé devera entrar em contato solicitar
contato direto com o pesquisador responsavel pelo estudo: Dr. Ronald Feitosa Pinheiro
(85 — 981881972) ou com o aluno de Graduacdo Joao Victor Alves Cordeiro (85 —
988239984).

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 reclamagdes em relagao ao estudo.

Somente assine este termo se vocé tiver a certeza de que recebeu todos os
esclarecimentos e informagdes para decidir conscientemente sobre a sua participagdo
neste estudo.
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Autorizo o acesso as minhas informacdes de saiide aos membros da equipe de
pesquisadores, nas condi¢des estabelecidas descritas nos itens acima.

Nao 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 conteido do mesmo e também sobre o referido
estudo, recebendo explicagdes que responderam por completo minhas ddvidas 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 Responsavel

/ /

Data Assinatura do Responsavel pela aplicacao do TCLE
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Klotho Expression Predicts Poor Prognosis in Myelodysplastic Syndrome

Howard Lopes Ribeiro Junior, Pth*, Jodo Victor Alves Cordeiro, Studentl*,

Roberta Taiane Germano Oliveira, M.Sc.l*, Silvia Maria Meira Magalhaes, MD,
PhD! and Ronald F Pinheiro, MD1,2*

ICancer Cytogenomics Laboratory, Drug Research and Development Center,

Universidade Federal do Ceard, Fortaleza, Brazil; 2Department of Medicine,
Columbia University Medical Center, New York, NY

Introduction: An important explanation for the occurrence of Myelodysplastic syndrome
(MDS) in the elderly is related to hematopoietic stem-cell (HSC) senescence. Recent
studies have identified aging-related alterations in mesenchymal stromal cells in MDS.
During the aging process, the different HSC subtypes lose the ability to differentiate into
lymphoid and myeloid precursor cells, causing a breakdown in the immune system
balance. This process exposes HSC to important genotoxic factors and may induce
genetic or epigenetic alterations because exposure to these factors increases the risk of
hematological malignancies. A new biomarker for cancer is Klotho (oo and f subtypes),
which has been identified as an anti-aging gene that extended the lifespan in murine
models when it was overexpressed. Several studies have demonstrated that aKlotho (KL)
deficiency causes development of aging features, including increased proliferation,
reduction in tumor cell apoptosis, and disruption of HSC development.

Some studies have established an association between low expression of KL and risks of
cancer (i.e. lymphoma) by inducing cell apoptosis, inhibiting tumor growth, and causing
a decrease in insulin-like growth factor 1 receptor

(IGF-1R) activation. In parallel to these studies, a recent study reported that KL
downregulation was associated with the occurrence of anemia, the main clinical feature
of MDS, in cancer patients. However, the expression profile of KL and fKlotho (KLB)
genes in the bone marrow (BM) of healthy patients with different ages and the way in

which the genes modulate the pathogenesis of MDS in the elderly are unknown.

Methods: Total BM cell samples from 62 de novo MDS patients with a mean age of 66
+ 16 years old (10 MDS with single lineage dysplasia, 14 MDS with ring sideroblasts,27
MDS with multilineage dysplasia, and 11 MDS with excess blasts based on World Health



Organization's (WHO) 2016 classification) and from eleven healthy volunteer individuals
were collected with informed consents. Healthy patients were stratified into young (n=6;
mean 25 + 6 years old) and elderly (n=5; mean 64 + 9 years old) individuals. Pre-
developed TagMan gene expression assays for KL (Hs00934627_ml) and KLB
(Hs00545621_m1) were used to quantify mRNA expression. Each sample was performed

in duplicate, and the expression ratios were calculated using the 2~ACq method.

Results: Our results demonstrate that the KL gene was expressed in the BM samples from
all experimental groups. High KL expression was identified in MDS patients when
compared to young (p <0.001) and elderly (p <0.001) controls (Figure 1A). In MDS,
KL was downregulated in male patients (p=0.042) (Figure 1B), neutropenic MDS cases
(p=0.003) (Figure 1C), MDS patients with transfusion dependence (p=0.001) (Figure
I1D), and MDS with an excess of blasts (p=0.038) (Figure 1D), representing more
aggressive diseases. A multiple regression was performed in order to predict KL
expression from gender, absolute neutrophil count (ANC), transfusion dependence, and

WHO 2016 classification. These variables significantly predicted KL expression (F [4,

27] = 3.396; p=0.023; r2=0.335). Transfusion dependence (p=0.027) and WHO 2016
classification (p=0.049) variables significantly added to the prediction. The KLB gene
was only expressed in a total of 8/62 MDS patients. The feature that stood out in these
patients was the presence of dyserythropoiesis (62.5%). No control sample expressed the

KLB gene.

Conclusions: Our results demonstrated an important expression profile of KL and KLB
in BM of healthy young and old individuals and/or in MDS patients for the first time in
contrast to a previous study in which it was demonstrated that human BM induces a
negligible expression of these genes. Based on absence of differences between controls,
our data showed that KL expression not was associated with the MDS pathogenesis-
related senescence process, but its lower expression contributed to the poor prognostic
MDS features, probably due to its high potential for affecting HSC number, function, and
erythropoiesis. Additionally, low KLB expression in MDS patients with dyserythropoiesis
suggests a compensatory response of the bone marrow environment to hematopoietic
development block via clonal expansion, especially in the erythroid lineage. These
approaches may define KL and KLB as new pathological markers of poor prognosis in

MDS and improve future potential therapies.
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Figure 1: Expression patterns of KZ gene in MDS patients.
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