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RESUMO

A Sindrome Mielodisplasica (SMD) ¢ composta por um grupo de doengas clonais
hematopoiéticas que apresenta grande heterogeneidade, sendo caracterizada por defeitos em
células progenitoras hematopoiéticas e por desregulacdo imune e epigenética. Seus portadores
possuem manifestagdes clinicas e patoldgicas como anemia, citopenias e displasias. O
checkpoint imunologico atua na regulacdo de resposta do sistema imunoldgico impedindo
ataques do sistema imune a um tecido proprio. No entanto, alguns cénceres conseguem
utilizar este mecanismo para contornar o sistema imunolégico, em um processo de evasao
imune. O objetivo deste estudo é analisar a expressao gene PD-L1, que faz parte do chekpoint
imunologico e esta envolvido no processo de evasao imune, em pacientes portadores de SMD,
associando os achados com alteragdes citogenéticas, varidveis clinicas e laboratoriais de
impacto progndstico. Amostras foram obtidas a partir da medula 6ssea de 67 pacientes com
SMD e quatro controles. Para analise da expressdo génica e citogenética foram realizadas as
técnicas de reagao em cadeia da polimerase em tempo real (RT-qPCR) e o exame de caridtipo
de medula 6ssea com cultura de curta duracdo por Banda-G. Os pacientes com SMD com
idade superior a 80 anos apresentaram expressdo diminuida do gene PD-L/ em comparacao
com idade igual ou inferior a 60 anos (p=0.005) e aqueles que possuiam idade entre 60 ¢ 70
anos (p=0.044). Além disso, na presente coorte, o gene PD-L/ foi mais expresso em
individuos com duas alteragdes citogenéticas, quando comparado com uma alteragao
citogenética(p=0,004), e em pacientes caridtipo normal em relagdo a uma alteragdo
citogenética (p=0,003). Os achados no presente estudo vao contra a tendéncia encontrada na
literatura, no entanto, PD-LI se mostra importante para SMD em func¢do de sua atuagdo no
processo de evasao imune.

Palavras-chave: Sindrome Mielodisplasica. Checkpoint imunolégico. PD-L1.



ABSTRACT

Myelodysplastic Syndrome (MDS) is composed of a group of clonal hematopoietic diseases
that present great heterogeneity, being characterized by defects in hematopoietic progenitor
cells and by immune and epigenetic dysregulation. Its carriers have clinical and pathological
manifestations such as anemia, cytopenias and dysplasia. The immune checkpoint acts in the
regulation of the immune system's response, preventing the immune system from attacking its
own tissue. However, some cancers are able to use this mechanism to bypass the immune
system, in a process of immune evasion. The aim of this study is to analyze the PD-L1 gene
expression, which is part of the immunological checkpoint and is involved in the immune
evasion process in patients with MDS, associating the findings with cytogenetic alterations,
clinical and laboratory variables of prognostic impact. Samples were obtained from the bone
marrow of 67 MDS patients and four controls. For analysis of gene expression and
cytogenetics, real-time polymerase chain reaction (RT-qPCR) and bone marrow karyotype
examination with short-term G-Band culture were performed. Patients with MDS aged over
80 years had decreased expression of the PD-L1 gene compared to those aged 60 years or less
(p=0.005) and those aged between 60 and 70 years (p=0.044). In addition, in this cohort, the
PD-L1 gene was more expressed in individuals with two cytogenetic alterations, when
compared to a cytogenetic alteration (p=0.004), and in normal karyotype patients compared to
a cytogenetic alteration (p=0.003) . The findings in this study go against the trend found in the
literature, however, PD-L1 is important for MDS due to its role in the immune evasion
process.

Keywords: Myelodysplastic Syndrome. Immune checkpoint. PD-L1.
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1 INTRODUCAO

1.1 Sindrome Mielodisplasica

1.1.1 Aspectos gerais da Sindrome mielodisplasica

A Sindrome Mielodisplasica (SMD) engloba um grupo heterogéneo de doencas
hematologicas, que acarretam diversas manifestacdes clinicas e patoldgicas em seus
portadores. Esta malignidade pode ser definida como doenca clonal de células-tronco na qual
a medula 6ssea nao realiza hematopoiese de forma eficaz, causando citopenias e displasias em
uma ou mais linhagens de células (SWERDLOW et al., 2017).

A SMD geralmente acomete idosos, com idade entre 65 e 70 anos no momento do
diagnéstico (ADES; ITZYKSON; FENAUX, 2014). Em razio da baixa nas linhagens
sanguineas, os pacientes de SMD desenvolvem anemia, e, por consequéncia da baixa
responsividade a tratamentos de suporte, ocorre o desenvolvimento de dependéncia
transfusional, o que causa impacto negativo na sobrevida geral, principalmente em portadores
de SMD de baixo risco (GATTERMANN, 2018). Além disso, defeitos na linhagem mieldide
também causam susceptibilidade a infec¢des, neutropenia, plaquetopenia e citogenética
desfavoravel (LEONE; PAGANO, 2018).

Em sua etiologia ela pode ser classificada como SMD primaria (de novo), quando
ndo hé causa conhecida, ou secundaria quando seu desenvolvimento acontece em decorréncia
de terapias (quimioterapia ou radioterapia). Embora a SMD primaria ndo possua causa
conhecida, estudos atribuem determinados fatores de risco ao desenvolvimento de SMD,
sendo estes: a idade, onde a predominancia ¢ em idosos, o sexo, no qual o masculino ¢ mais
afetado, estilo de vida, onde obesidade e habitos como tabagismo sdo significativos, além das
exposi¢cdes ambientais e ocupacionais (benzeno, solventes, tintas de cabelo, radiacdo e

pesticidas) (MA et al., 2009; BOWEN, 2013).

1.1.2 Classificacao Clinica e Estratificacao Progndstica da SMD

A Organizagdo Mundial da Satde (OMS) apontou a SMD como sendo uma das
cinco principais categorias de neoplasias mieldides. Em sua ultima atualizagdo para canceres
hematologicos (ocorrida em 2016), a OMS promoveu uma reorganizag¢do na classificagdo da

Sindrome Mielodisplasica, levando em conta a quantidade de blastos e citopenias em sangue
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periférico, além de alteragdes morfoldgicas, como displasias e presenga de sideroblastos em

anel nas células da medula 6ssea, de forma que esta passou a possuir dez subtipos (ARBER et

al., 2016) (Tabela 2).

Tabela 2- Classificagdo atualizada de Sindrome Mielodisplésica, proposta pela OMS em 2016.

SMD com Displasia em Unica
Linhagem (SMD-DU)

SMD com Displasia em Multiplas
Linhagens (SMD- DM)

<1% de Blastos; Uni ou Bicitopenia

Citopenia em 1 ou mais linhagens;

<1% de blastos

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

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

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

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

<1% de Blastos; Uni ou Bicitopenia

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

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

Displasiaem 2 ou 3
linhagens: 215% ou 25%* de
Sideroblastos em anel;
<5% de blastos

SMD com Excesso de Blastos 1
(SMD-EB1)

SMD com Excesso de Blastos
2 (SMD-EB2)

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

Citopenia em 1 ou mais
linhagens; 5 a 19% 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

SMD-i com 1% de blastos

SMD-i com displasia em unica
linhagem e pancitopenia

SMD-i baseada em alteragoes
citogenéticas

SMD com del(5q) isolada

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

Citopenia em 3 linhagens:
<1%
de blastos

Citopenia em 1 ou mais
linhagens: £1% de blastos

<1% de Blastos: Uni ou
Bicitopenia

Displasia em 1 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
alteracao adicional,
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exceto del(7q)/-7

*Quando ha presenca de mutagdo do gene SF3B1 ; 1% de blastos deve ser encontrado em pelo menos duas
situagOes isoladas.
Fonte: Adaptado de Arber et al (2016).

Um outro sistema de classificagdo foi desenvolvido por Greenberg e
colaboradores em 1997, o qual foi revisado em 2012. O mais recente (Sistema Internacional
de Classificagdo de Progndstico Revisado - IPSS-R), baseia-se em escores prognésticos a
partir de pacientes com SMD primaria e possui o objetivo de determinar a predigdo de
prognostico desta doenga clonal, levando em conta caracteristicas clinicas -Hemoglobina
(Hb), Contagem Absoluta de Neutrofilos (ANC) e Contagem de plaquetas-, além de
caracteristicas morfoldgicas e citogenéticas para determinar a estratificacdo do risco e a

sobrevida dos portadores de SMD (GREENBERG et al., 2012) (Figuras 1 e 2).

Figura 1- Representacdo da estratificagdo da variavel cariotipo no IPSS-R

Muito Bom
Cr Del 11q,-Y
Bom Normal, Del(5q), Del(12p), Del(20p), duas

alteragdes incluindo Del(5q)

Intermedidrio Del(7q), +8, +19, i(17q), qualquer outra
g alteracao
Ruim Del(3q), -7, duas alteragdes incluindo o 7,

T cariotipo complexo

Muito Ruim Cariétipo complexo >3 alteragdes

Fonte: Adaptado de GREENBERG et al., (2012)
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Figura 2- Variaveis estabelecidas pelo IPSS-R.

/ Valor dos escores \

Varidveis 0 0,5 1 1,5 2 3 4
Blastos na MO 2% - >2%<5% - 5-10% 210
Cariétipo Muito bom - Bom - Intermediario  Ruim Muito Ruim
Hemoglobina =10 - 8-10 <8
Plaquetas (mm3) =100 50-100 <50
\ Neutréfilos (mm3) =0.8 <0.8 - - - - /
/ Valor dos escores \
Muito Baixo Baixo Intermedidrio Alto Muito Alto
<1.5 >1.5-3 >3-4.5 >4.5-6 >6
Sobrevida 8.8 5.3 3 1.6 0.5
Média de
tempo de
Evolugao - 10.8 3.2 1.4 0.73
para LMA,

\ 25%, ano /

Fonte: Adaptado de GREENBERG et al., (2012)

1.1.3 Epidemiologia

As causas de SMD sdo conhecidas em apenas 15% dos casos, além disso, tem-se
conhecimento de predisposi¢do hereditaria em apenas um ter¢o dos casos pediatricos,
incluindo em criangas com sindrome de Down, anemia de Fanconi e neurofibromatose.
(ADES; ITZYKSON; FENAUX, 2014)).

De acordo com o SEER (Surveillance, Epidemiology and End Results), em um
levantamento dos anos de 2007 e 2011 a taxa de incidéncia global de SMD era de 4,9 casos
por 100.000 habitantes (COGLE, 2015). No entanto, dados mais recentes estimam que a
incidéncia de SMD ¢ de cerca de 3,5 a 12,6 novos casos a cada 100.000 individuos por ano,
com sua prevaléncia aumentando de acordo com a idade, podendo, portanto, esse nimero
atingir 50 casos apos os 70 anos (GADJI; POZZO, 2019). No japao, dados epidemioldgicos

mostram que no Japao a média de idade dos portadores de SMD ¢ de 76 anos, no momento do
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diagnostico, onde a taxa de incidéncia de SMD foi de 3,8 casos por 100.000 para homens e
2,4 casos por 100.000 para mulheres no ano de 2008 (CHIHARA et al., 2014).

No Brasil, um estudo conduzido por Magalhaes et al. (2010) utilizando 476
pacientes de SMD das regides Nordeste, Sudeste, Sul e Centro-Oeste, no periodo de 01 de
janeiro de 2003 a 31 de dezembro de 2007, mostrou que a idade mediana no momento do
diagnéstico era de 68,3 anos. A maioria dos pacientes do estudo possuia SMD primaéria e
IPSS de baixo risco e o subtipo predominante foi citopenia refrataria com displasia
multilinhagem (CRDM) (40,6%) pela classificagio da OMS (MAGALHAES et al., 2010).

Um estudo mais recente, atualizou o perfil epidemioldgico de SMD na América
do Sul, de forma que neste foram avaliados um total de 1.080 pacientes, sendo destes 635
argentinos, 345 brasileiros ¢ 100 chilenos. Na avaliagdo dos pacientes brasileiros, houve
predominio de individuos do sexo masculino (193/345), com média de idade de 65+17 anos ¢

uma prevaléncia maior de casos de CRDM (105/345) (BELLI, 2015).

1.1.4 Citogenética e alteragoes moleculares da SMD

A citogenética apresenta uma grande importancia na classificagao, no diagndstico
e no prognostico da Sindrome Mielodisplasica. Aproximadamente 40-60% dos casos de SMD
primaria e mais de 80% dos casos de SMD secundaria apresentam alteragdes cromossdmicas,
as quais podem ser identificadas por técnicas de citogenética (PERAZZIO; CHAUFFAILLE,
2019).

Em portadores de SMD frequentemente sdo encontradas alteracdes nao
balanceadas. Dentre anormalidades cromossdmica encontradas em Sindrome Mielodisplasica
estao [-7/7 q-, 59-, 1 (17q), t (17p), - 13 / 13qg-, del (11q), del / t (12p), del (9q), idic (Xq), t
(11; 16), t (3; 21), t (1; 3), t (2; 11), inv / t (3), t (6; 9), além da presenca de caridtipo
complexo (HOSONO, 2019; PERAZZIO; CHAUFFAILLE, 2019).

As alteracdes cromossomicas atuam no curso clinico da SMD, de forma a
promover perda de homeostase genética, contribuindo para a transformagao leucémica. Nesse
contexto, destaca-se o importante papel desta técnica para a defini¢do do prognostico dos
pacientes, além de sua contribui¢do na descoberta de genes atuantes na patogénese da doenga
(CAZZOLA et al., 2013; SOUZA et al., 2014; GARCIA-MANERO, 2015; CHAUFFAILLE,
2019).
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1.1.3 Patogénese

A Sindrome Mielodisplasica ¢ uma doenga onde alteragdes sao induzidas por
complexas combinac¢des de mutagdes genéticas (COREY et al., 2007). Mutagdes em genes
relacionados aos processos de Splicing, metilagdo, modificacdo de histonas, transcricdo de
DNA e/ou transdugdo de sinal estdo associadas a fendtipos celulares e subtipos desta doenga
clonal. Atualmente sabe-se que estas modificagdes podem ter impacto prognoéstico, além de
desencadear novas mutacdes em diferentes genes (SHALLIS; AHMAD; ZEIDAN, 2018).
Mutagdes somaticas recorrentes em Sindrome Mielodisplasica podem ser vistas na Tabela 1.

Um modelo para a teoria de eventos associados a patogénese de SMD foi
proposto por Chamseddine et al. (2016), onde ocorrem as seguintes etapas: (1) Danos
epigenéticos e ao DNA, desenvolvidos apds exposicao prolongada a inflamacgdes, a agentes
genotdxicos, ou devido a disfuncdo telomérica; (2) ativagdo da sinalizagdo imune inata, com
posterior secre¢do desequilibrada de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento, que
interagem com checkpoints celulares; (3) ativagao dos checkpoints de dano autbnomos com a
interrupcao do ciclo celular, causando indu¢ao de apoptose, na SMD de baixo risco; (4)
secrecao desequilibrada de citocinas estimuladoras e inibitérias, € o aumento da expressdo de
TNF-a e Fas na superficie das células-tronco hematopoéticas de longo prazo (LT-HSCs),
aumentando sua apoptose; (5) Na SMD de alto risco, ocorre a resisténcia aos checkpoints de
dano ao DNA e apoptose, elevando o risco de adquirir mutagdes genéticas/epigenéticas
adicionais, as quais culminardo em expansdo clonal seletiva. Como consequéncia dessas
alteracdes, ocorre selecdo positiva de clones neoplasicos, trazendo consigo chances

aumentadas de progressdao para LMA (CHAMSEDDINE et al., 2016).

Tabela 1 - Alteracdes recorrentes em portadores de Sindrome Mielodisplésica

Func¢io/G I t
ungao/tene Incidéncia mpz}c ? Fenétipo e outras associacoes
mutado prognostico
Splicing de RNA
Prediz SMD-SA e SMD-DM, forte associagdo com
SF3B1 20% -28% 1 SG, 1 SLL, T SLE a presenca de sideroblastos em anel, associado a

mutagdes DNMT3A

Prediz o fenétipo Leucemia Mielomonocitica
SRSF?2 12% 1 SG, T TL Cronica; associado as mutagdes RUNX1 , TET2 e
IDHI; associado a superexpressao de RUNX1



U24F1 7% -8% 1 SG Associado com ASXL1 e IDH2 mutagdes

ZRSR2 3% Desconhecido Associado a mutagdes TET2

Encontrado em 60% do leucemia mielomonocitica

TET2 229 D nheci
% esconhecido cronica, prevé resposta ao DNMTi
DNMT3A4 8% I SG, 1 TL Associado a mutagdes IDH2
IDHI / IDH? 504 Desconhecido Assoctado com DNMT3A , ASXL1, e SRSF2
mutagdes

ASXL1 11% -14% {1 SG Associado & mutagdo U2AF1
EZH?2 6% 1 SG

Associado a maior porcentagem de mieloblastos da

medula, doenga de maior risco e cariotipo

TP53 8% -13% {ISG . ~
complexo; raramente associado a mutagdes em
spliceossomos

RUNXI 5% 9% 1SG Associado a maior porcen.tagem de mli:loblasto da
medula, fortemente associado a mutagdes SRSF2

NRAS 4% 6% 1SG. 1 TL Associado a maior porcentagem de mieloblasto da
medula

SETBPI 3%-9% L OS,TLT Associado a mutagdes del (7q) e ASXL1

Detectado em 50% dos casos de sindrome
JAK?2 3% -5% Desconhecido mielodisplasica / neoplasia mieloproliferativa com
sideroblastos em anel e trombocitose

ETV6 3% -4% 1SG

STAG?2 7% 1 SG Raramente identificado como um clone fundador

SG= Sobrevida Geral, TL= Transformagdo Leucémica; SLL= Sobrevivéncia Livre de Leucemia; SLE=
Sobrevivéncia Livre de Eventos; DNMTi= inibidores da DNA metiltransferase; del (7q)= delecdo do brago longo
do cromossomo 7; SMD-SA= Sindrome Mielodisplasica com Sideroblastos em Anel; SMD-DM= Sindrome
Mielodisplasica com Displasia em Multiplas Linhagens

Fonte: Adaptado de Shallis, 2018.

Dando destaque a esfor¢os do nosso grupo na elucidagdo de mecanismos
envolvidos na patogénese de Sindrome Mielodispldsica, podemos mencionar tanto genes

atuantes no reparo de DNA, quanto genes e proteinas do ciclo celular como sendo importantes
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ndo s6 para o desenvolvimento, como também para a evolu¢do da doenca. Nesse contexto,
nosso destaca-se importantes achados de Cavalcante e colaboradores (2020), os quais
sugerem que desequilibrios na metilagdo de DNA podem influenciar no desenvolvimento de
anormalidades cromossomicas, podendo estas, ainda estar associada a baixa expressdo de
DNA polimerases com atividade translesdo, que tratam-se de enzimas capazes de contornar
lesdes na fita molde de DNA (CAVALCANTE et al., 2020).

Além disso, Oliveira e colaboradores (2020) estudando a polimerase com
atividade translesdo (REV3L) em SMD, demonstrou a mutagdo ¢.9253-6T > C REV3L,
como uma etapa importante durante a transformag¢ao para leucemia mieloide aguda, uma vez
que a inativacdo de REV3L estd associada a uma grande instabilidade gendémica nesta
neoplasia maligna e sua presenca pode causar uma alta frequéncia de quebras cromossdmicas
(OLIVEIRA et al., 2020).

Outro destaque estd no estudo de Genga e colaboradores que, por meio da
utilizacdo de imunohistoquimica em bidpsias de medula éssea, demonstraram MAD2,
CDC20 e AURKB, que sao proteinas do fuso ¢ do checkpoint mitdtico, como associadas a
anormalidades cromossomicas e progndstico desfavoravel em pacientes com SMD (GENGA
etal., 2015).

Em SMD, mecanismos imunoldgicos podem modular o ambiente de forma a
favorecer a expansao de células malignas, contribuindo para o desenvolvimento de SMD
(GRIGNANO et al., 2018). Um estudo utilizando grande coorte mostrou que a estimulagdo
imune cronica pode funcionar como gatilho para o desenvolvimento de SMD e LMA, onde
vasculite, doengas do tecido conjuntivo, artrite inflamatoria e doengas neutrofilicas sdo
relatadas como fatores predisponentes (KRISTINSSON et al., 2011).

Em recentes estudos do nosso grupo, foi revelado que a ativacdo de receptores
Toll-like 3 (TLR3) por Retrovirus endégenos (ERVs) pode estar ligada a patogénese de SMD,
uma vez que esta pode levar a displasia da linhagem eritrdide, e, portanto, ao seu bloqueio
(OLIVEIRA et al., 2021). Ainda na investigacao de mecanismos imunolégicos, IL-8 e NF-kB
foram evidenciados como partes de uma rede complexa de fatores imunes e inflamatorios

envolvidos na SMD (DE MATOS et al., 2017).

1.2 Checkpoint imunologico e evasdo imune no cincer

Pontos de verificagdo imunoldgicos sdo reguladores de resposta do sistema

imunolégico que permitem autotolerancia, portanto, eles previnem a autoimunidade e
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impedem ataques do sistema imune a um tecido proprio. Neste aspecto, tem destaque o
Antigeno 4 de linfocito T citotoxico (CTLA-4) e a proteina de morte celular programada 1
(PD-1) (Figura 3), os quais sdo reguladores negativos da ativacao de células T (WEBSTER,
2014; PALMIERI; CARLINO, 2018).

Figura 3- Esquematizacdo do Ponto de Checagem imunologico.

Célula APC
tumoral

PD-1 B7-1/B7-2

.

PD-L1/PD-L2

APC= Cé¢lula Apresentadora de Antigeno; B7-1/B7-2= Ligantes de CTLA-4; PD-L1/PD-L2= Ligantes da
Proteina de morte celular programada.

Fonte: Adaptado de BUCHBINDER; DESAI (2016).

Dentre as principais diferencas entre a agdo de CTLA-4 e PD-1, pode-se definir a
acdo reguladora de CTLA-4 ao inicio da resposta imune, com esta acontecendo
primordialmente em nodulos linfaticos, enquanto PD-1 age de forma mais tardia e
principalmente em tecidos periféricos (BUCHBINDER; DESAI, 2016). De forma a destacar o
foco principal do presente trabalho, prosseguiremos dando enfoque na atuacdo do checkpoint
imunologico no cancer.

Na iniciagdo do cancer, o sistema imune ¢ capaz de conter o avango de células
tumorais em func¢do de seu reconhecimento e eliminagdo, com isto acontecendo por meio de
moléculas pro-inflamatorias. Esse processo, no entanto, também seleciona células menos
imunogeénicas, isto ¢, aquelas que conseguem contornar o sistema imune, evitando sua reagao.
Como resultado deste processo, ocorre a evasdo imune, onde a formacao progressiva de um
ambiente imunossupressor ira promover o crescimento do tumor (DUNN; OLD;
SCHREIBER, 2004, VINAY et al., 2015).

Com o objetivo de contornar a evasao imune, uma das estratégias de tratamento

de canceres baseia-se no bloqueio da atividade de checkpoint imunoldgico, uma vez que isto
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causa interrupgao nos processos de sinalizacdo co-inibitoria, permitindo o reconhecimento de
células cancerosas. Este processo resulta numa forte ativagdo do sistema imunoldgico e
culmina em respostas imunoldgicas antitumorais, tanto de células T, quanto de outras células
da imunidade inata e adaptativa (SINGH et al., 2020, BAGCHI; YUAN; ENGLEMAN,
2021).

1.2.1 PD] e seus Ligantes (PD-L1 e PD-L2)

Conforme citado anteriormente, PD1 (programmed cell death 1) ¢ um receptor
regulador das fungdes de linfocitos T. O gene codificador deste receptor (PDCDI) possui 5
exons e estd localizado no braco longo do cromossomo 2. PD-1 ¢ uma proteina
transmembrana, pertencente a familia B7/CD28 de receptores e co-estimuladores, com 288
aminodcidos, que atua ndo apenas nas fungdes de células T, mas também na diferenciacdo de
T CD4 + em células T reguladoras (KEIR et al., 2008).

PD-1 ¢ expresso por células B, células T e células mieldides e possui dois
receptores o PD-L1 e PD-L2, ambos localizados na por¢ao 9p24.1, sendo estes expressos por
células dendriticas, macrdéfagos, células B, células endoteliais, epiteliais e células tumorais. A
interagdo de PD-1 com seus ligantes, tem como resultado a inibig¢do da ativagdo de células T,
assim como a regulagdo positiva de moléculas anti-apoptoticas e negativa da sintese de
citocinas pro-inflamatoérias (KEIR et al., 2008; SUN; MEZZADRA; SCHUMACHER, 2018).

Vale ressaltar a expressdo de PD-1 como uma caracteristica das células T em
processo de exaustdo, isto ¢, aquelas cuja proliferag¢do € reduzida e diminui progressivamente
até cessar, em razdo de estimulacdo antigénica excessiva ou reducao da ajuda de células T
CD4+. O processo de exaustdo ocorre durante infecgdes cronicas e cancer, sendo, portanto,
caracterizado por perda de fungdo das células T, e tendo como resultado o controle de
infecgdes e tumores. (BRAHMER et al, 2012).

Tanto PD-1 quanto seus ligantes podem ser considerados agentes com papel
central na resisténcia de canceres a eliminagdo por células T tumorais enddgenas especificas,
podendo este processo ocorrer em razdo de processos de resisténcia imune intrinseca ou
adaptativa. Neste contexto, o processo de resisténcia intrinseca, pode ocorrer em fungao de
alteragdes genéticas ou devido a ativagdo de vias de sinalizacdo, enquanto a resisténcia imune
adaptativa esta ligada a inducdo da expressao de PD-L1 em células tumorais em resposta a

citocinas especificas (TOPALIAN; DRAKE; PARDOLL, 2015).
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Tratando-se de cancer de mama, Wu e colaboradores (2019) mostraram PDL1
como um biomarcador, o qual ¢ preditivo de resposta patoldégica completa (estado em que
nenhum residuo de células tumorais ou apenas carcinoma ductal in situ permanece nas pecas
cirargicas apoOs o tratamento pré-operatorio), além de ser um fator prognostico de sobrevida
livre da doenga. J4 em cancer pancreatico, utilizando andlises multivariadas Birnbaum e
colaboradores (2016) apontaram uma associacdo de PDL-1 com menor sobrevida livre de
doenca e sobrevida global, o estudo fez uma comparagdo entre amostras pancreaticas normais
com cancer pancreatico, e, a expressao de PDL-1 estava aumentada em 19% das amostras de
cancer.

Atualmente, tem-se como alternativa para tratamentos de canceres, como LMA e
SMD, o uso de agentes hipometilantes. Estes farmacos t€ém como mecanismo de acdo a
inibi¢do de DNA metiltransferase-1 (DNMT1), podendo causar hipometilacdo de ilhas CpG
presentes em promotores de genes envolvidos na resposta anti-tumoral, aumentando, assim, o
combate a células malignas. Todavia, um viés observado no uso destes medicamentos se
encontra no seu potencial de regular positivamente a expressao de moléculas imunes
inibitdrias, as quais poderiam justificar o aumento da resisténcia de tumores (DAVER et al.,
2018).

Estudos frequentemente analisam a expressdo de PD-L1, a qual parece ser
regulada positivamente apos o tratamento com agentes hipometilantes. Utilizando linhagens
de cancer de pulmdo de nao pequenas células, WRANGLE et al, (2013) descreveram uma
regulagdo positiva de PDL-1 e este foi correlacionado com uma boa resposta a terapia
anti-PD-1. Além disso, a expressdo de PDL-1 também estd aumentada em pacientes com
TP53 mutado, e, sua presenga no microambiente tumoral parece estar associada em mau
prognoéstico em SMD (YANG et al., 2014, HAROUN et al., 2017). Ainda ha, no entanto,
necessidade de elucidacdo do papel destes receptores em SMD, que trata-se de uma doenca

extremamente heterogénea, onde ha forte participagdo de mecanismos imunes.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a expressdo do gene PD-LI em pacientes portadores de Sindrome
Mielodisplasica (SMD), associando os achados com alteragdes citogenéticas, variaveis

clinicas, laboratoriais, além do prognostico dos pacientes.

2.2 Objetivos especificos

1. Avaliar os niveis de expressdo do gene PD-LI/ em pacientes portadores de Sindrome
Mielodisplasicasz

2. Comparar os niveis de expressdo do gene PD-L] entre individuos saudaveis e portadores de
SMD;

3. Associar os niveis de expressdo gé€nica as caracteristicas clinico-laboratoriais de pacientes
portadores de SMD;

4. Associar os niveis de expressdo génica do gene PD-L1 as alteragdes citogenéticas;

5. Associar os niveis de expressao génica a evolugdo 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:
47730721.9.0000.5054) através do sistema da Plataforma Brasil, utilizando-se de Termos de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) apresentados na secdo apéndice. A equipe
executora desta pesquisa comprometeu-se a cumprir todas as diretrizes e normas reguladoras
descritas na Resolugdo n° 466 de 12 de dezembro de 2012 do Conselho Nacional de Satde

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

3.2 Obtencao das amostras de células da medula dssea

As 67 amostras de pacientes ¢ as 4 dos controles foram coletadas por médico
hematologista experiente. Para a avaliacdo do Caridtipo por banda G, as amostras foram
coletadas em seringa heparinizada. As amostras para a obten¢do do pool celular foram
coletadas em tubos Vacutainer® contendo EDTA. A partir da coleta de 8 ml de medula 6ssea
de pacientes com SMD e individuos saudaveis em tubos de vidro Vacutainer® contendo
EDTA, foram separados 5 ml para os procedimentos de extragdo de RNA total a fim de
realizar os experimentos de expressao génica e 03 ml para os procedimentos de Citogenética
Cléssica.

Para o processo de separacdo das células dos tubos que continham o material
medular, realizou-se uma centrifugagdao a 1811g por 10 minutos a 4°C. Em seguida, foram
retirados o sobrenadante que continha o plasma e armazenado em eppendorfs para futuras
pesquisas protedmicas. O material restante foi lavado com ImL de solucdo de lise (25ml 65
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 solugdo de lise. O conteudo foi agitado
lentamente, deixado em banho de gelo por 15 minutos e centrifugado a 3000 rpm por 10
minutos a 4° C. Em seguida foi desprezada a fase aquosa e acrescentado 250uL. de PBS e,
posteriormente, 750ul. de Trizol LS Reagent® (Invitrogen, EUA). O material foi
homogeneizado com pipeta até a dissolugao completa. Apos este procedimento, o material foi

armazenado no freezer a —80°C.
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3.3 Cariotipo por Bandeamento G

A técnica de citogenética foi realizada a partir dos protocolos estabelecidos pelo
Laboratorio de Citogenomica do Cancer da Universidade Federal do Ceard, segundo a técnica
descrita por Chauffaille e adaptada por Pinheiro (PINHEIRO et al, 2009). A amostra de
medula foi 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
estreptomicina e penicilina. O material foi cultivado por 24 horas em estufa a 37°C. Em
seguida, adicionou-se 70uL de colchicina (Colcemid®) por 30 minutos. O material foi entdo
centrifugado e ressuspenso em solucao hipotonica de KCl 0,075M por 20 minutos. Antes de
centrifugar novamente, foi adicionado 0,5mL de Carnoy (solu¢do 3:1 de metanol e acido
acético) e homogeneizado. Apds a centrifugagdo, o material foi lavado por até 3 vezes em
solugdo de Carnoy. Para a confeccdo das laminas, o material foi gotejado em laminas,
“envelhecidas” em placa e o bandeamento foi realizado pela técnica de tripsina e as laminas
coradas com corante Wright. Para cada paciente, foram analisadas 20 metédfases e todas
capturadas em sistema computadorizado com software para cariotipagem: CytoVision®. Os
resultados das analises citogenéticas de medula dssea foram confirmados segundo os critérios
estabelecidos pelo Sistema Internacional de Nomenclatura Citogenética Humana (ISCN)

(MCGOWAN-JORDAN, 2016) (Figura 4).
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Figura 4: Representagdo esquematica da analise Citogenética, desde a coleta de medula dssea

até a cariotipagem.
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Fonte: Elaborada pelo Autor.

3.4 Anilise da Expressao génica por RT-qPCR

3.4.1 Extracdo do RNA total

A extracdo de RNA das células do pool medular dos pacientes com SMD e dos
controles saudaveis foi realizada a partir da utilizagcao do 7rizo/ LS Reagente® (ThermoFihser
Scientific) de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante. Para cada 10° células
armazenadas em ImL de 7rizol foi adicionado a 200puL de Cloroféormio para lise da
membrana e 10uL de glicogénio, foram homogeneizadas em vortex e, em seguida,
centrifugadas a 14.000rpm por 15 minutos a 4° C. Retirou-se o sobrenadante de cada amostra,
transferindo para novos tubos, seguidos de precipitacdo com 400ul de isopropanol, e
incubado por 60 minutos a -20°C, apds esse periodo, foi realizada outra centrifugagdo a
14.000rpm por 30 minutos a 4°C e o sobrenadante foi descartado por inversdo. O pellet
formado foi ressuspenso em etanol 70% (v/v) e novamente centrifugado por 10 minutos. Em
seguida, o sobrenadante foi novamente descartado por inversdao e, apos seco, o pellet foi

diluido em 4gua livre de RNAase. Foram realizadas leituras espectrofotométricas em
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Nanodrop 1000 (ThermoFisher Scientific) nos comprimentos de ondas de 230, 260 e 280nm,

obtendo-se suas relagdes para posterior afericdo de contaminagdo das amostras.

3.4.2 Sintese de cDNA

O experimento seguiu as recomendacdes do fabricante do kit para Transcricao
Reversa High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems®). Para cada
reacdo, foram utilizados uma quantidade de RNA total para uma concentracao final de 1000
ng. Para cada reagdo, utilizou-se de 1,0 uL de buffer, 0,4 uL de dNTP, 1,0 uL de Random
Primers, 0,625 puL 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 producdo de um “Mix” de reagdo. Os volumes de cada microtubo
foram completados com é4gua ultrapura até o volume final padrdo de 20 pL. Os tubos foram
fechados e submetidos a agitagdo 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; Extensdo a 85°C

por 5 minutos; e Finalizagdo a 4°C.

3.4.3 Analise da expressdo génica por RT-gPCR

A quantificagdo da expressdo génica de PD-L/ foi realizada a partir da técnica de
reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-qPCR) realizado no aparelho 7500
Real-Time PCR System® (Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA, USA). As reagdes
foram preparadas utilizando o Kit TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied
Biosystems, Inc., Foster City, CA, USA) otimizado para reacdes com sonda TagMan assay®
Hs00204257 ml.

O armazenamento e os preparados foram realizados de acordo com as instrugdes
do fabricante, exceto pelo volume final de cada reacdo que foi otimizado em 5 pL. Para cada
rea¢dao foram utilizados 2,5 pL de TagMan PCR Master Mix, 0,25 uL de sonda TagMan
assay®, 1,0 uL de agua ultrapura e 1,25 pL de cDNA. Na preparacdo 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 opticas
resistentes a alcool e a altas temperaturas (Optical Adhesive film, Applied Biosystems, Inc.,

Foster City, CA, USA). Apds o preparo dos pocos, as placas foram centrifugadas por 1 minuto
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a 4500 rpm. As condi¢des para a PCR foram: pré-aquecimento a 50° C por 2 minutos,
ativacdo da polimerase a 95° C por 10 minutos e 40 ciclos de desnaturagao (15 segundos a 95°
C) e anelamento e extensao (60 segundos a 60°C.

Para cada amostra, foi realizada uma duplicata e foram
consideradas para analise somente amostras cujas diferencas de
amplificacdo nado excederam a 0,4 ciclos (desvio padrao Cg<0.,4)
(VANDESOMPELE et al., 2002). Nao foram consideradas as duplicatas
das amostras que apresentaram diferencas maiores que 0,5 ciclos,
mesmo apo6s repeticdao do experimento. Foram realizados controles
negativos das reacdes para todos os genes estudados, sendo que
para estas reac¢odoes foram adicionados 1,25 uL de &gua no lugar da
amostra de cDNA. Todas as reacdes que mostraram amplificacao
para qualquer um dos controles negativos foram desconsideradas.

Além disso, foi utilizado para cada placa e por cada gene estudado uma amostra
referéncia, 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 dois genes referéncia para confirmar a estabilidade dos niveis de
expressdo génica: Beta-2-microglobulina (B2M) e Ubiquitina C (UBC), com sonda TagMan
assay® Hs00187842 ml para B2M e Hs00824723 ml para UBC. Foi calculado o desvio
padrdo de cada enddégeno com base em valores absolutos (Cq - quantification cycle) para a
escolha do par de genes de referéncia mais estavel. Aqueles que obtiveram o menor valor de
desvio padrao foram considerados os mais estaveis. Apos a analise do desvio padrdo, foi
realizado um calculo 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 correlacdo de Pearson de cada gene,
separadamente, com o INDEX obtido. Os genes de referéncia que apresentaram menor valor
de desvio padrao e maior correlagdio entre si e com o valor INDEX (r>0,7)
(VANDESOMPELE et al, 2002) foram considerados os mais estaveis.

Portanto, apds os célculos realizados, os genes mais estaveis nas amostras de

c¢DNA utilizados foram a UBC e o B2M. Os resultados foram analisados através do software
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Sequence Detection System vi.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 realizagdo das analises estatisticas.
Em seguida, os dados foram exportados para planilhas do software Microsoft Excel (formato
xIsx) para os calculos de ACq e de 2%““ tanto dos genes enddgenos quanto do gene alvo
(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 analises realizadas. Por isso, foi necessario retirar do
estudo as amostras que se distanciaram em seus desvios padrdes, a fim de determinar a
qualidade, integridade e estabilidade dos niveis de expressao. Diante disso, o estudo se iniciou
com 73 amostras de ¢cDNA, mantendo-se no total 67 amostras para prosseguimento das

analises estatisticas.

3.5 Variaveis Analisadas

e Grupo: Caso e Controle;

e Sexo: Feminino e Masculino;

e Idade: <60 anos, >60 — <70 anos, >70 anos (Classificacéo
IPSS—R);

e (elularidade: Hipocelular, Normocelular e Hipercelular;

e C(Cariotipo: Normal e Alterado;

e C(Classificacdo dos valores de hemoglobina (Hb) (IPSS—R):
210g/dL, 8—<10g/dL e <8g/dL;

e C(Classificagdo dos valores de plaquetas (IPSS—R):
2100.000 por mm?, 50.000 — <100.000 por mm?® e <50.000
por mm?* (GREENBERG et al., 2012);

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

e (lassificagdo do numero de citopenias no sangue periférico: nenhuma, 1

citopenia, 2 citopenias e 3 citopenias;
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e Quanto a classificagio da OMS (2016): SMD-DU (SMD com Displasia de
Unica Linhagem), SMD-DM (SMD com Displasia de Multipla Linhagem),
SMD-EB (SMD com Excesso de Blastos), SMD-SA (SMD com Sideroblastos
em Anel);

e Evolugdo para LMA: Auséncia e Presenca;

3.6 Analises Estatisticas

Os resultados gerados pelas analises de expressao 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 diferencas geradas
por quantidades distintas de cDNA utilizadas nas rea¢des, o0 Cq de uma amostra foi subtraido
pela média geométrica dos Cq’s dos genes constitutivos utilizados (B2M eUBC) da mesma
amostra, gerando assim os valores de ACq e, posteriormente, convertidos para 2“1 (LIVAK
et al., 2001; SCHMITTGEN; LIVAK, 2008).

Todas as varidveis possuiam menos de 50 casos, portanto foi realizado o teste de
Shapiro-Wilk com objetivo de avaliar se as amostras apresentavam distribui¢do normal. Os
valores de outliers foram retirados do estudo, porque apresentavam valores contrastantes com
os demais. A partir da normalizacdo dos casos, foram realizados testes paramétricos por meio
de testes T de Student, quando se comparavam médias entre dois grupos, € o teste de
ANOVA, quando se comparavam trés ou mais grupos. O pds-teste (post-hoc) para o ANOVA
foi definido pela andlise de homogeneidade de variancias através do teste de Levene. Se a
homogeneidade fosse confirmada (p-valor > 0,05), o pds-teste utilizado foi o teste de Tukey.

Se nao tivesse homogeneidade (p-valor < 0,05), o pos-teste foi o teste de Games-Howell.
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacio da Populacio

Um total 67 pacientes de SMD foram analisados no presente estudo, dentre os
quais 36 (53,7%) eram do sexo masculino e 31(46,3%) eram do sexo feminino. Com relagdo a
1dade, a média foi de 66,8 anos, com mediana de 71,5 anos, €, ao estratificar essa variavel em
<=60 e >60, observou-se que 68,2% dos individuos encontravam-se acima dos 60 anos
(Tabela 3).

Nas variaveis clinico-laboratoriais, 61 individuos foram analisados, sendo que 24
(39,3%) apresentaram hemoglobina inferior a 8g/dL, 20 (32,8%) apresentavam apenas uma
citopenia e 27 (44,3%) apresentavam duas ou mais. Nesta caracterizagdo, a baixa celular mais
frequente foi a neutropenia, presente em 47(77%) dos individuos amostrados e a menos
frequente foi plaquetopenia, a qual estava em 14 (23%) destes (Tabela 3).

31 pacientes possuiam resultados de biopsias de medula dssea, destes, 24 (77,4%)
possuia caracteristica hipercelular, enquanto 4 (12,9%) e 3 (9,7%) medulas eram normo e
hipocelular, respectivamente. Além disso, em 9 (29%) dos pacientes foi encontrada a presenca
de fibrose e em 6 (19,3%) ndo havia fibrose na bidpsia de medula 6ssea. Vale ressaltar que
ndo foi possivel ter acesso aos dados dos demais pacientes (Tabela 3).

Dentre os resultados de mielograma da presente coorte, foi observado que a
maioria apresentava 1 ou 2 displasias (34,6% e 32,7%, respectivamente), destas a foi
observada a predominancia de diseritropoiese- 42 (80,8%) dos individuos-, seguida por
dismegacariopoese- 30 (57,7%) dos individuos- e por ultimo disgranulopoiese- presente em
26 (50%) dos individuos.

Estratificando o percentual de blastos de 52 individuos, 33 (63,5%) apresentaram
contagens superiores a 2% de blastos, além disso, 7(13,5%) apresentaram contagens entre 5 e
10% e 6 (11,5%) possuiam contagens superiores a 10% de blastos na medula dssea (Tabela 3).

Quanto ao percentual de sideroblastos em anel, foram contabilizados dados de 51
pacientes. Destes, a maioria- 32 (62,7%) - ndo apresentava esta caracteristica nas contagens,
no entanto, 15 (29,4%) dos pacientes apresentaram contagens superiores a 15% de

sideroblastos em anel em suas células da medula 6ssea (Tabela 3).
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Tabela 3- Variaveis clinicas dos pacientes determinadas pelas frequéncias

Variaveis Numero de pacientes Porcentagem%

Feminino 31 46,3
Masculino 36 53,7

<60 21 31,8
>60-70 11 16,7
>70-80 21 31,8
>80 13 19,7
210 22 36,1
8-<10 15 24,6
<8 24 39,3
2800 14 23,0
<800 47 77,0

2 100 32 52,5
50-<100 15 24,6
<50 14 23,0

Hipocelular 3 9,7
Normocelular 4 12,9
Hipercelular 24 77,4
< 2% 33 63,5
>2% - <5% 6 11,5
5%-10% 7 13,5
>10% - <20% 6 11,5
0 32 42,1
>1-<15% 4 5,3
2 15% 15 19,7
Presenga 9 60,0
Auséncia 6 40,0

Dentre os paciente portadores de SMD, o subtipo mais frequente foi SMD com

Displasia em Multilinhagem com 20 (38,5%) pacientes, seguido pelo subtipo SMD com
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Sideroblastos em Anel com 11 (21,2%) pacientes, 9 pacientes com subtipo SMD com Excesso
de Blastos 1 (17,3%), 7 pacientes com subtipo SMD com Excesso de Blastos II (13,5%) e 5
(9,6%) pacientes do subtipo SMD com Displasia Unilinhagem.

Tabela 4 - Classificacdo da populagcdo do estudo de acordo com OMS (2016) e Formas de
SMD.

Variaveis Nimero de pacientes Porcentagem%
CLASSIFICACAO DA OMS

SMD-DU 5 9,6
SMD-DM 20 38,5
SMD-SA 11 21,2
SMD-EBI1 9 17,3
SMD-EB2 7 13,5
FORMAS DE SMD

Formas iniciais 36 67,9
Formas avangadas 17 32,1

A citogenética nos permitiu avaliar os caridtipos, de onde foram obtidos os
resultados de 64 pacientes. Nas andlises, 27(42,2%) ndo possuiam altera¢des no caridtipo e
21(32,8%) apresentaram um cariotipo alterado. Dos 48 caridtipos com resultado diferente de
auséncia de metafases, 9 (18,8%) tinham apenas uma alteragdo, 5 (10,4%) tinham duas
alteragdes e 7 (14,6%) tinham um caridtipo complexo com trés ou mais alteragdes (Tabela 5).

Analisando os 21 casos em que alteragdes cromossdmicas se fizeram presentes no
caridtipo, em 8 (38,1%) casos observou-se delecdo no braco longo do cromossomo 5, ja no
cromossomo 7, este mesmo tipo de alteracdo estrutural foi observada em 4 (19%) portadores
de SMD. Com relacao a alteragdes numeéricas (aneuploidias), em 10 (47,6%) pacientes esta
variavel se fazia presente (Tabela 5).

Se tratando de prognostico, dos 48 pacientes avaliados utilizando dados de
IPSS-R, 31 (64,58%) apresentaram prognostico favoravel, e, em contrapartida, apenas 1
(2,1%) possuia um progndstico muito desfavordvel. Ja na categoria do grupo de risco, dos 46
pacientes em que foi possivel avaliar o grupo de risco, 27 apresentavam risco baixo ou muito
baixo (32,6% e 26,1%, respectivamente), 7 (15,2%) eram de risco intermedidrio, 6 (13%)

eram de alto risco e 6 (13%) de muito alto risco (Tabela 6).



Tabela 5 - Frequéncia das varidveis citogenéticas dos pacientes

Variaveis Numero de pacientes Porcentagem%
Normal 27 56,3
Alterado 21 438
Normal 27 56,3
Alterado com 5q 8 16,7
Alterado sem 5q 13 27,1
Normal 27 56,3
Alterado com 7q 4 8,3
Alterado sem 7q 17 35,4
Normal 27 56,3
1 alteragdo 9 18,8
2 alteracdes 5 10,4
3 ou mais alteragdes (Complexo) 7 14,6
Muito favoravel 3 6,3

Favoravel 31 64,6
Intermediario 7 14,6
Desfavoravel 6 12,5

Muito desfavoravel 1 2,1

36

Dos 47 pacientes avaliados quanto a dependéncia transfusional, 25 (53,2%) se

encaixam nessa categoria. Enquanto a evolucao para LMA, dos 36 casos avaliados, apenas 2

5,5%) tiveram transformagao para esta neoplasia hematologica.
P P
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Tabela 6- Descrigdo clinica dos pacientes com SMD do presente estudo

F 65
M 62
M 73
M 66
M 49
F 57
M 58
F 28
M 82
M 77

Hipercelular

Hipercelular

Hipercelular

Hipercelular

Hipercelular

Hipocelular

Hipercelular

46,XX[20]

47 XY, +8[6]/47,XY,del(7)(q32),+8[7]/46,XY[2]

Auséncia de Metafases

Auséncia de Metafases

47 XY, +mar[6]/
48,XY,+8,del(16q22),+mar[4]/

47~50,XY, del(4q35),+8,+10,+11,del(16¢22),+21,+mar[8]

46,XX[8]

46,XY,del(5)(?q15q33)[81/46,XY[12]

46,XX[20]

46,XY,del(5)(?q22q33)[3)/
45 XY,del(5)(?922q33).-18[3)/
46,XY[14]

46,XY,add(13)(p11)[12)/
46,XY,del(7)(q32),add(13)(p11)[4]/
48,XY,add(13)(p11),+22,+mar[9]/
48,XY,del(7)(q32),add(13)(p11),+22,+mar[3]/
46,XY[2]

SMD-DM

SMD-EB2

SMD-EB2

SMD-EB1

SMD-DM

SMD-DM

SMD-SA

SMD-SA

SMD-SA

SMD-DM

Risco
intermediario

Alto risco

Risco muito
alto

Baixo risco

Baixo risco

Baixo risco

Baixo risco

Risco muito
alto

Nao

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Nao

Nao

Nao

Sim

Nao

Nao

Nao

Nao

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Nao

Sim

Sim

37
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12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

41

64

82

74

87

57

82

87

84

51

72

40

45

Hipercelular

Hipercelular

Hipercelular

Normocelular

Hipocelular

Hipercelular

Hipercelular

Hipercelular

Hipocelular

46,XX,del(5)(q15933)[9)/
46,XX,del(5)(q15933),del(11)(?q25)[7] /
46,XX[4]

37,X,2,-3,-9,-11,-12,-15,-16,-18,-Y[8]/
46,XY,del(5)(q15933)[5]
/46,XY[6]

46,XX[5]

46,XY[6]

46,XY[6]

46,XX del(11)(q23)[11]/46,XX

Auséncia de Metafases

Auséncia de Metafases

Auséncia de Metafases

46, XX[11]

Auséncia de Metafases

Auséncia de Metafases

SMD-DM

SMD-EB2

SMD-SA

SMD-SA

SMD-DU

SMD-DM

SMD-SA

SMD-SA

SMD-SA

SMD-EB2

SMD-DM

Baixo risco

Risco muito
alto

Baixo risco

Baixo risco

Baixo risco

Muito baixo

Muito baixo

Sim

Sim

Sim

Nao

Sim

Nao

Nao

Sim

Sim

Sim

Sim

Nao

Sim

38



24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

77

72

73

69

74

52

74

31

57

60

85

40

85

85

Hipercelular

Hipercelular

Hipercelular

Normocelular

Auséncia de Metafases

46,XX[6]

80~90<3n>XXYY,...[3)/
46,XY,del(5)(q32),del(11)(q32),del(17)(p11.2)[7)/
46,XX[11]

49 XY, +13,+14,+mar[9]/46,X Y[ 14]
46,XY[3]
46,XY[20]

46,XY,del(11)(q23)[7]/46,XY[13]

46,XY[24]

46,XX[21]

46,XX[10]

46,XY[15]

47 XY, +8[12]/46,XY[8]

46,XY[20]

SMD-EB1

SMD-DU

SMD-EB1

SMD-DM

SMD-DM

SMD-DU

SMD-DM

SMD-DM

SMD-SA

SMD-EB1

SMD-EB1

Muito baixo

Alto risco

Muito baixo

Baixo risco

Muito baixo

Baixo risco

Muito baixo

Baixo risco

Risco
intermediario
Risco
intermediario

Sim

Nao

Nao

Nao

Sim

Sim

Nao

Sim

Sim

39
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40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

62

66

77

71

75

44

45

73

79

84

73

55

47

78

62

Hipercelular

Hipercelular

Normocelular

Hipercelular

Hipercelular

Normocelular

Hipercelular

47, XY,+15[10]/46,XY[10]

46,XY[17]

46, XX 20

Auséncia de Metafases

Auséncia de Metafases

46,XX[20]

46,XX[7]

Auséncia de Metafases

46,XY[7]

Auséncia de Metafases

47,XX,+mar[4]/46,XX[14]

46,XY[15]

46,XX[15]

46,XX,del(5)(q12q33)[18]/46,XX[2]

Auséncia de Metafases

SMD-SA

SMD-DM

SMD-EB2

SMD-DM

SMD-DM

SMD-EB1

SMD-DM

SMD-DU

SMD-DM

SMD-DM

Risco
intermediario

Baixo risco

Baixo risco

Alto risco

Muito baixo

Muito baixo

Risco
intermediario
Muito baixo

Baixo risco

Muito baixo

Nao

Sim

Nao

Sim

Sim

Sim

Sim

40



54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

66

59

65

77

76

76

69

85

56

55

75

80

55

89

Hipercelular

Hipercelular

Hipercelular

Hipercelular

Auséncia de Metafases

Auséncia de Metafases

46,XX,del(7)(q32)[2]/46,XX[26]

46,XX[15]

Auséncia de Metafases

46,XY[10]

46,XX[20]

46,XY,del(5)(q32)[3)/
46,XY,del(5)(q32),del(7)(q36)[3)/
46,XY,-5,+mar[9]/46,XY[7]

45.X,-Y[15)/
45,X,-Y,del(5)(q32)[3)/
46,XY[2]
92, XXYY[4]/46,XY[8]
46,XX[20]

45 XY,-7[15]/46,XY,-7,+mar[5]

46,XY,1(5;19)(q13.2;q13.4)[3)/

46,XY;1(5;9)(q13.2;913.4),t(8;21)(q21.3:922.12)[3]/
46,Y,del(X)(q21),t(5;19)(q13.2;:q13.4),t(8;21)(q21.3;q22.12)[5)/

46,XY[9]

SMD-DM

SMD-DM

SMD-DU

SMD-SA

SMD-DM

SMD-EB1

SMD-EB2

SMD-EB1

SMD-EB2

- Nao

- Sim

Alto risco Sim

Baixo risco Nao
Muito baixo -

interlirilséccl()iério WEY
Risco muito i

alto
Risco i
intermediario
Alto risco Sim
Muito baixo Nao

Risco muito
alto

Risco muito
alto

Nao

Sim

Sim

41



67

84

46,XY[20]

SMD-EB1

Alto risco

Sim

42




43

4.2 Analise de expressao génica por RT-qPCR
4.2.1 Expressdio do gene PD-L1
4.2.1.1 Expressdo do gene PD-L1 em relagdo a varidvel idade (IPSS-R)

Para a variavel idade, estratificada em quatro grupos de
acordo com o IPSS—R: <60 anos, >60—-70 anos, >70—-80 e >80, foi
observado que houve um aumento da expressao de PD-LI em pacientes com

idade igual ou inferior a 60 anos e entre 60 ¢ 70 anos (p=0,005 e p=0,044 respectivamente),

em relacao aqueles com idade superior a 80 anos (Figura 5).

Figura 5: Nivel de expressao génica do PD-L1 na variavel idade.

p=0,005
p=0,044

1,2000000E-3

1,000D000E-3

5,000D000E-4-

&,0000000E-4-1

4, D00D00DE-4—

Expressido de PD-L1(24%9)

2 DO0DOODE-4-]

0,0000000E0—]

T T T T
==B0 ANCS =50-TD ANOS *T0-B0 ANOS =B0 ANDS

Idade

PDL-1 Nivel de expressiao (Expressio Génica do PD-L1 2%

“=60ANOS | 21 0,00057971 0,0003296664 | 0,000429647 | 0,000729772 0,005
=60-70
ANOS 9 0.000592578 | 0,0003025482 | 0,000360019 | 0000825137 0,044
0,016 0,036
=T0-80

ANOS 19 | 0,000415795 | 00003135229 | 0,000264682 | 0,000566908

=80 ANOS 11 0000241218 00001958758 | 0,000109627 | 0,000372809 -




44

ANOVA one—way. Teste de Levene: Homogeneidade de variancias. Valor
estatisticamente significante para p< 0,05. Games—Howell: Poés—teste de
comparac¢des multiplas. N: nimero de casos.

4.2.1.2 Expressdo do gene PD-L1 em relagdo ao nuumero de alteragoes no cariotipo
Quanto ao cariotipo, observou-se que os niveis de PD-LI estdo aumentados nos
pacientes com cariotipo normal (p=0,003) e com duas alteragdes no caridtipo em comparagao

com 0s que apresentavam apenas uma alteracao (Figura 6).

Figura 6: Nivel de expressao génica do PD-L] na variavel Numero de Alteragdes no Cariotipo
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PDL-1 Nivel de expressio (Expressio Génica do PD-L1 2°2%4)
Desvio Limite Teste de
Caridtipo N Meédia = Limite inferior : Anova Games-Howell
P padrio superior Levene
000050112
1AL 2 0313343 003745 i 27685
NORMALIL 6 3 00003133439 0,000374361 | 0,00062768 0.003
[
1 Al .TF.RA{;'I‘\(} 7 1),1]!!0{] 2008 00001274346 0000072828 | 0000308543
1 -
0,002 0,017
- i : 5 000086314 | 0,0002254076] 00005385259 | 0001145021
ALTERACOES 0,004
. o 000039543
COMPLEXO [} 3 000027858404 | 0,000102808 | 0000688058 =

ANOVA one—way. Teste de Levene: Homogeneidade de variancias. Valor
estatisticamente significante para p< 0,05. Games—Howell: P6s—teste de
comparac¢odes multiplas. N: namero de casos.

5 DISCUSSAO

No presente estudo foram realizadas anélises da expressao do gene PD-L1, em 67
pacientes portadores de Sindrome Mielodisplasica. PD-L1 esta envolvido no processo de
evasdao imune em diversas neoplasias malignas, podendo ser, portanto um importante
biomarcador em canceres, além de contribuir tanto para a defini¢cdo, quanto para a efetividade
de terapias (DERMANI et al., 2019).

O cancer ¢ uma doenca relacionada a muitos fatores, um deles é o avango da
idade. A idade, por sua vez, ¢ um fator determinante ndo s6 da capacidade, mas também da
qualidade da resposta imunologica. Com o avangar da idade, ocorre uma redugdo na resposta
imune mediada por linfocitos CD4 e CD8, além disso, ha uma redugdo de células T virgens
no pool periférico, o que pode resultar também em reducdao da responsividade a novos
antigenos (LINTON; DORSHKIND, 2004).

Ademais, em doencas relacionadas a idade, o processo de envelhecimento
também traz um aumento do estado pré-inflamatério no organismo. Neste contexto,
ressalta-se o envelhecimento por inflamagao, que ¢ caracterizado por inflamacgao cronica e por
distirbios imunologicos. Nao obstante, danos ao DNA podem, ainda, juntamente com
citocinas pro-inflamatorias, induzir este processo, assim como a quantidade de células com

resposta de danos ao DNA ativada pode exacerba-lo (XIA et al., 2016).
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Um trabalho conduzido por Kondo e colaboradores, utilizando linhagens celulares
(F-36P ¢ SKM-I) de SMD cultivadas em presenga de citocinas, demonstrou regulacao

positiva de PD-L1 induzida por interferon-y (IFNy) e fator de necrose tumoral-o (TNFa), via
NF-kB, nos blastos. J& em cé¢lulas coletadas da medula 6ssea de pacientes de SMD, ao
estratificar entre alto e baixo risco com o intuito de comparar a frequéncia de expressao de
PD-L1, foi observada uma maior expressdo nos pacientes de alto risco (KONDO et al., 2010).

Em uma explicagdo breve de um modelo de progressdo da SMD mediado pelo
microambiente tumoral, Ishibashi e colaboradores, propdem a superprodugdo de citocinas
como evento primario da patogénese da doenca. Ainda de acordo o estudo, a interacdo entre
PD-1 dos linfécitos e PD-L1 dos blastos de SMD gera um sinal bidirecional, que por um lado
levaria a apoptose de células T e por outro elevaria o potencial proliferativo intrinseco dos
blastos de SMD (ISHIBASHI; TAMURA; OGATA, 2011). Estes achados, em conformidade
com pesquisas de nosso grupo conduzida por De Matos e colaboradores, as quais demonstram
NF-kB como aumentado em pacientes com idade superior a 75 anos, além de ressaltar
processos inflamatérios como partes envolvidas na propria SMD, apontam para um possivel
favorecimento da regulacdo positiva de PD-L1, e, portanto, da presenca de evasdo imune na
progressao da doenca, com tendéncia a crescer de acordo com a idade (DE MATOS et al.,
2017).

Apesar da resposta imune adaptativa ser reduzida em idosos, a inflamacdo e
outros mecanismos da imunidade inata ¢ aumentada, o que poderia explicar uma tendéncia de
maior expressao de PD-LI em idades mais avancadas, visto que a interacdo PD-1/PD-LI
mantém a hiperativagcdo de células T de defesa para prevengao de doengas autoimunes (Y1 et
al.,, 2021). Ainda que os resultados das andlises da expressdo dos genes da populagdo do
presente estudo apontem para uma menor expressdo de PD-LI em pacientes com idade
superior a 80 anos quando comparados a pacientes com idade igual ou inferior a 60 e
pacientes entre 60 e 70 anos, outras caracteristicas, como alteragdes genéticas no
microambiente tumoral, podem, em conjunto, estar afetando a expressdo desse gene em
pacientes mais idosos.

A Hippo ¢ uma via de sinalizacdo que inicialmente foi descoberta em Drosophila
melanogaster como atuante no crescimento de tecidos. Atualmente sabe-se que esta via
também desempenha papel na regeneracdo de tecidos, renovagao celular e tumorigénese, além
disso, seus componentes estdo envolvidos na proliferagdo, sobrevivéncia, mobilidade e

diferenciagdo celular (MA et al., 2019). O YAP ¢ um importante mediador oncogénico atuante
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na via Hippo. Estudando céancer colorretal Zhang et al., observaram redu¢do da expressdo de
PD-L1 por meio da inibicdo de YAP em linhagens celulares HCT116, as quais foram
transplantadas em camundongos BALB/c nude submetidas ao tratamento com metformina.
Estes achados destacam o papel do YAP e da via Hippo na regula¢do de PD-L1 (ZHANG et
al., 2019).

VGLL4 é um cofator transcricional com expressdo reduzida em canceres e sua
expressao esta positivamente ligada a sobrevivéncia. Utilizando modelos animais, Wu e
colaboradores demonstraram que deficiéncia de VGLL4 reduziu a expressdo de PD-L1 por
meio de uma cascata de reagdo que tem repressdo transcricional como resultado devido a
ligacdo de IRF-2 ao promotor de PD-L1 (WU et al., 2019).

Tanto tratamento medicamentoso com metformina ¢ sua acao inibitoria de PD-L1
por meio da supressdo de YAP, quanto a reducdo da expressdo de VGLL4 gerando repressao
transcricional de PD-L1, demonstram eventos que levam a uma reducdo da expressdo deste
ligante. Portanto, hipotetiza-se que eventos como estes poderiam justificar os achados do
presente estudo onde a expressao de PD-LI foi diminuida em idosos com idade superior a 80
anos quando comparados a pacientes com idade igual ou inferior a 60 e pacientes entre 60 e
70 anos.

Conforme citado anteriormente, a Sindrome Mielodispldsica ¢ uma doenga de
multiplos passos, onde a patogénese ¢ acompanhada por condi¢des inflamatorias, dano ao
DNA e epigenético e disfungdo telomérica, onde inicialmente as células tumorais sdo
sensiveis ao checkpoint imunoldgico, mas em formas mais avangadas, ocorre a resisténcia a
este mecanismo (CHAMSEDDINE et al., 2016). Na presente coorte, o gene PD-L1 foi mais
expresso em individuos com duas alteragdes citogenéticas, quando comparados aqueles com
uma alteracdo citogenética, e em pacientes com cariotipo normal em relagdo aqueles que
apresentavam uma alteracdo citogenética. Como a SMD ¢ uma doenga complexa e
multifatorial, diversos mecanismos podem estar relacionados ao desenvolvimento e
progressao da doenga. Vale ressaltar que ha uma baixa correspondéncia na literatura acerca da
relagdo da expressdo de PD-LI com a idade de acordo com o IPSS-R, assim como da
expressdo de PD-LI com as alteragdes no cariotipo, em razao disto, necessita-se de maiores
investigagdes, com o objetivo de observar melhor este fendmeno.

Por se tratar de um gene com potencial de contribui¢do para o avango de canceres,
ressalta-se a necessidade de mais estudos para elucidar sua fung¢do e influéncia em
malignidades hematopoiéticas, como SMD. Vale salientar que o Ligante da Proteina de Morte

Celular Programada pode ser importante para SMD, mesmo antes do tratamento com
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hipometilantes devido a sua contribuicdo no processo de evasdo imune e outras respostas
imunologicas.

Sabe-se que a desregulagdo das células T estd diretamente relacionadas a
interagdo entre PD-1 e seu receptor PD-L1 (PD-1/PD-L1), além disso, o bloqueio de
PD-1/PD-L1 pode restaurar a fun¢do da célula T no combate ao cancer (YI et al., 2021). Uma
limitacdo do presente estudo foi ndo avaliar a expressdao de PD-1, pois esta seria uma forma
de validar possiveis baixas ou altas na expressao. Outra limitacdo do estudo advém do
tamanho da populacdo amostral, portanto, a inclusdo de mais pacientes poderia confirmar
esses achados.

De importante discussdo, no presente estudo ha um caso de SMD-EB-II cuja
expressao de PD-L1 juntamente com caracteristicas clinicas foi sobressalente. Trata-se de um
paciente do sexo masculino, de 89 anos de idade, de origem rural, pertencente ao grupo de
risco muito alto e prognostico desfavoravel. Este paciente que apresentava 14% de blastos, 3
displasias na medula 6ssea e um caridtipo complexo, veio a 6bito. A média do Cq deste
individuo estava abaixo da média da populacdo amostral do trabalho. De acordo com o
exposto no presente estudo, especula-se que processos relacionados a idade e 8 SMD podem
ter contribuido para o processo de evasdo imune e progressao da doenga. Vale ressaltar que,
em fun¢do das caracteristicas da populagdo amostral, com o fim de normalizacdo de dados,

casos como estes eram frequentemente removidos, pois configuravam-se como outliers.
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6 CONCLUSAO

No presente estudo foi observada uma expressdao de PD-LI em pacientes com
idade superior a 80 anos, quando comparado a idades iguais ou inferiores a 60 anos e entre 60
e 70 anos. Além disso, PD-L1 foi mais expresso em pacientes com duas alteragdes, quando
comparado com uma alterag¢do, € em pacientes caridtipo normal em relagdo a uma alteracao.

Nao houve significancia estatistica nas demais varidveis analisadas, no entanto,
em Ligante da Proteina de Morte Celular Programada pode ser importante para SMD, mesmo
antes do tratamento com hipometilantes, em razdo da sua atua¢do no processo de evasdo
imune. Reafirma-se, portanto, a importancia do estudo deste gene em SMD, para a elucidagio

de sua fun¢ao nesta neoplasia maligna.
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APENDICE : TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FDERAL DO CEARA
FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE MEDICINA CLINICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PROJETO: AVALIACAO DOS NIVEIS DE EXPRESSAO DO GENE PD-L1 EM
PACIENTES PORTADORES DE SINDROME MIELODISPLASICA.

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

O abaixo assinado,

5

__ anos,RGn° , declara que ¢ de livre e
espontdnea vontade que estd participando como voluntdrio do projeto de pesquisa
supracitado, de responsabilidade do pesquisador Prof. Dr. Ronald Feitosa Pinheiro. 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 mielodisplasica gerando dados que favorecam a uma melhor
compreensdo do surgimento, evolugdo clinica desta doenca e a pesquisa de novas
moléculas antineoplasicas (nanoencapsuladas ou nao) a serem empregadas em
modelos in vitro.

PROCEDIMENTOS A SEREM REALIZADOS E RESPONSABILIDADES

A amostra bioldgica utilizada na presente pesquisa corresponde ao sangue
periférico do individuo, que corresponde a um liquido de cor vermelha que ocupa o
interior das veias. Os componentes do sangue: as hemacias (globulos vermelhos), os
leucdcitos (globulos brancos) e as plaquetas.

Serdo coletadas somente 4mL de amostra de sangue venoso com o uso de
uma agulha especifica para aspiragdo da medula 6ssea. Todo o procedimento de
coleta da medula 6ssea ¢ realizado mediante administracdo de anestésico local com
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duragdo maxima de 15 minutos.
ApoOs o procedimento, serdao coletados dados pessoais de sexo e idade.
E de sua responsabilidade: comparecer nas datas e hordrios informados e

submeter-se aos procedimentos de rotina do servigo.

A recoleta deste material é necessaria, em poucos casos, pela amostra ser
insuficiente ou inadequada para analise.

RISCOS DO PROCEDIMENTO

Durante o procedimento de coleta esternal da medula éssea, pode, raramente,
determinar uma equimose (mancha arroxeada) ao redor do local de onde foi retirado
a medula 6ssea, desaparecendo em poucos dias, e poderd ocorrer dor discreta e de
facil alivio, podendo ser, ocasionalmente, dor de maior intensidade.
Excepcionalmente, poderd ocorrer sangramento local. Raramente, pode ocorrer
infeccdo 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) 981881972.

PARTICIPACAO VOLUNTARIA

Sua participagdo ¢ voluntaria, ndo havendo pagamento de nenhuma forma
para os participantes e vocé tem a liberdade de desistir ou interromper a participagao
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 explicagdo e sem que isto venha interferir
no seu atendimento nesta institui¢ao.

Independentemente de seu desejo e consentimento, sua participagao no estudo
podera ser interrompida, em fun¢do da ocorréncia de qualquer doenga que, a critério
médico, prejudique a continuagdo de sua participagdo no estudo, do nao
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 suspensao do estudo como um todo.

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

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, analise do efeito
do estresse oxidativo com o objetivo principal de desenvolvimento de novos
farmacos para essa doenga.
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DIVULGACAO DE INFORMACOES QUANTO A PARTICIPACAO NO ESTUDO

Os registros que possam identificar sua identidade serao mantidos em sigilo, a nao ser
que haja obrigacgao legal de divulgagdo. Vocé nao sera identificado por ocasido da publicagao
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) 6rgdos(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 regulamentacgdes aplicaveis,
como o propdsito de verificar os procedimentos e dados do estudo, sem, no entanto, violar a

condicdo de que tais informagdes sdo confidenciais

CONTATOS E PERGUNTAS

Caso surja algum imprevisto ou duvidas, vocé deverd entrar em contato
solicitar contato direto com o pesquisador responsavel pelo estudo: Dr. Ronald
Feitosa Pinheiro (85- 981881972).

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 participagao
neste estudo.



