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RESUMO

Um processo inflamatério tem como objetivo recompor a homeostase do tecido lesado
através da ativacdo da imunidade inata e adquirida. A medida que o processo de
inflamacéo prossegue, varias células sdo estimuladas e recrutadas resultando em
uma resposta imunoldgica com a participacdo de mediadores da inflamacao. Outro
importante grupo de células participantes do processo inflamatoério € formado pelas
células supressoras derivadas da linhagem mieléide (MDSC’s). O conhecimento
sobre o papel das MDSC'’s nas doencas hematoldgicas € ainda pouco conhecido. A
patogénese da sindrome mielodisplasica (SMD) é complexa e multifatorial e depende
da interacdo entre células hematopoéticas e seu microambiente. Objetivo: Avaliar a
expressdo das células (MDSC'’s), correlaciona-las com os niveis séricos de IL-10, IL-
13, IFN-y e VEGF e com as variaveis clinicas em pacientes adultos portadores de
SMD. Metodologia: Foram incluidos 93 pacientes com SMD de novo (2 SMD com
del 5q; 2 SMD inclassificavel, 11 SMD-DU, 18 SMD-SA; 23 SMD-EB e 37 SMD-DM)
de acordo com classificacdo da OMS. 50 voluntérios sadios foram incluidos como
grupo controle. As andlises das interleucinas foram quantificadas por ELISA. A
fenotipagem das células MDSC’s foi realizada pela marcagdo com os anticorpos
monoclonais e avaliada por citbmetro de fluxo-FACSVerse. Resultados: Observou-
se um predominio de 55,9% do sexo feminino entre os pacientes. A média de idade
nesse grupo foi de 72,4 anos. Pacientes com SMD mostraram niveis séricos de IL-
10, IL-13, IFN-y e VEGF significativamente mais elevados do que o grupo controle.
(p<0.001) N&o foi observada uma expressao significante das células MDSC’s quando
comparados os pacientes ao grupo controle (p=0.0388). A expressdo das células
MDSC’s foi significativamente maior nos pacientes com SMD do sexo masculino
(p=0.041). Quanto ao IPSS-R, houve uma associacao significativa entre a expressao
das MDSC’s em pacientes de alto e muito alto risco quando comparados com aqueles
categorizados como muito baixo, baixo e risco intermediario conforme IPSS-R
(p=0.011). Observou-se que a expressdao das células PMN-MDSC’s foi
significativamente maior nos pacientes com SMD do que no grupo controle (p< 0.001).
Quanto a estratificacdo do risco, houve um aumento significativo da expresséao das
PMN-MDSC’s em pacientes de muito baixo, baixo e risco intermediario do que em
pacientes categorizados como alto e muito alto risco conforme IPSS-R. (p=0.041). A
expressdo das M-MDSC'’s foi significativamente maior nos pacientes com SMD
guando comparada aos controles (p< 0.001). Pela correlagdo de Spearman,
observou-se: uma correlacdo positiva e significante entre a IL-10 e a producéao de IL-
13 (r=0,564; p<0.001); uma correlacao forte, positiva e significante entre a IL-10 e a
producéo de IFN-y (r=0,252; p=0,004); uma correlacao positiva entre IL-10 e 0 VEGF
(r=0,275; p<0.001); uma correlacdo negativa significante entre a IL-10 e o nivel sérico
de ferritina (r=-0,410; p<0.001); uma correlacéo significante entre as dosagens de IL-
13 e INF-y (r= 0,239; p= 0.007); uma correlacao positiva entre IFN- y e o VEGF com
r= 0,253 e p=0.004; uma correlacao positiva e significante entre o VEGF e a producao
de neutrdfilos, com r=0,233 e p=0.028. Conclusao: Os resultados desse estudo
demonstram a importancia da relacdo das MDSC’s e a secregdo de citocinas
inflamatorias na patogénese da SMD. E provavel que as células MDSC'’s atuem no
processo inflamatdrio como parte da patogénese da SMD e possam constituir futuros
alvos terapéuticos.

Palavras-chave: sindrome mielodisplasica, sistema imunoldgico, interleucinas,
células supressores derivadas da linhagem mieloide.



Abstract

An inflammatory process aims to restore the homeostasis of the injured tissue through
the activation of innate and acquired immunity. As the inflammation process proceeds,
several cells are stimulated and recruited resulting in an immune response with the
participation of inflammation mediators. Another important group of cells participating
in the inflammatory process is formed by suppressor cells derived from the myeloid
lineage (MDSC's). Knowledge about the role of MDSC’s in hematological diseases is
still poorly understood. The pathogenesis of myelodysplastic syndrome (MDS) is
complex and multifactorial and depends on the interaction between hematopoietic
cells and their microenvironment. Objective: To evaluate cell expression (MDSC's)
and correlate them with serum levels of IL-10, IL-13, IFN-y and VEGF in adult MDS
patients, correlate them with clinical variables. Methods: 93 patients with MDS de
novo were included (2 MDS with del 5g; 2 Unclassifiable MDS, 11 MDS-DU, 18 MDS-
AS; 23 MDS-EB and 37 MDS-DM) according to WHO classification and IPSS-R. 50
healthy volunteers were included as a control group. Interleukin analyzes were
guantified by ELISA. The phenotyping of MDSC's cells was performed by labeling with
monoclonal antibodies and evaluated by flow cytometer-FACSVerse. Results: There
was a predominance of 55.9% females among the patients. The mean age in this
group was 72.4 years. Patients with MDS showed significantly higher serum levels of
IL-10, IL-13, IFN-y and VEGF than the control group. (p<0.001) There was no
significant expression of MDSC’s cells when compared to the control group
(p=0.0388). The expression of MDSC'’s cells was significantly higher in male patients
with MDS than in female patients (p=0.041). As for the IPSS-R, there was a significant
association between the expression of MDSC'’s in high and very high risk patients
when compared with those categorized as very low, low and intermediate risk
according to IPSS-R (p=0.011). It was observed that the expression of PMN-MDSC’s
cells was significantly higher in patients with MDS than in the control group (p<0.001).
As for risk stratification, there was a significant association of PMN-MDSC'’s
expression between high and very high-risk patients than in patients categorized as
very low, low and intermediate risk according to IPSS-R. (p=0.041). The expression of
M-MDSC's was significantly higher in MDS patients compared to controls (p<0.001).
By Spearman's correlation, it was observed: a moderate, positive and significant
correlation between IL-10 and IL-13 production (r=0.564; p<0.001); a positive and
significant correlation between IL-10 and IFN-y production (r=0.252; p=0.04); a
positive correlation between IL-10 and VEGF (r=0.275; p<0.001); a significant
negative correlation between IL-10 and serum ferritin level (r=-0.410; p<0.001); a
significant correlation between IL-13 and INF-y levels (r=0.239; p=0.007); a positive
correlation between IFN-y and VEGF with r=0.253 and p=0.004; a positive and
significant correlation between VEGF and neutrophils, with r=0.233 and p=0.028.
Conclusion: The results of this study demonstrate the importance of the relationship
between MDSC’s and the secretion of inflammatory cytokines in the pathogenesis of
MDS. Through these results, it is likely that MDSC's cells act in the inflammatory
process as part of the pathogenesis of MDS and may constitute future therapeutic
targets.

Keywords: myelodysplastic syndrome, immune system, interleukins, myeloid derived
suppressors cells.
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1. INTRODUCAO

1.1 Sindrome Mielodisplésica

A sindrome mielodisplasica (SMD) representa um grupo heterogéneo de
doencas hematopoéticas clonais, caracterizado por disturbios na proliferacédo e
diferenciacdo da célula- tronco. Uma sequéncia de alteracdes genéticas adquiridas
resulta na geracdo de um clone anémalo e geneticamente instavel com potencial para
evolucdo para leucemia mieldide aguda (GANGAT, 2016). A idade média dos
individuos acometidos varia entre 65 e 80 anos sendo incomum em individuos com
menos de 50 anos e sua incidéncia é crescente com a idade, variando de 4,1 a 12,6
novos casos/100.000 habitantes/ano, com aumento para cerca de 90 novos
caso0s/100.000 habitantes/ano na populacdo com idade superior a 80 anos
(GERMING et al., 2013; MALCOVATI et al., 2013; ADES et al., 2014). E, atualmente,
considerada a doenca onco-hematolégica mais comum em idosos, superando as

leucemias agudas e cronicas mielbides e linféides.

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

A incidéncia e caracteristicas clinicas da SMD variam de acordo com a area
geografica, questdes étnicas e genéticas, bem como seu estilo de vida (BELLI et al.,
2015). No Brasil, ndo existem estudos epidemiolégicos que deem o dimensionamento
do problema ou fornegam um suporte para um planejamento de acdes. Magalhées e
cols (2010) realizaram o primeiro levantamento de SMD no Brasil, um estudo
retrospectivo em 12 centros de atencéo terciaria de referéncia, em que se avaliaram
dados demograficos, clinico-patologicos e terapéuticos. A idade mediana ao
diagnaostico nos 476 casos avaliados foi 68,3 anos, inferior ao que se observa em

estudos americanos ou europeus (MAGALHAES, 2010). Dados de um Unico centro
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do nordeste brasileiro foram publicados, e a idade mediana ao diagnostico foi 67 anos
(variacdo 15 a 88 anos), similar ao encontrado no estudo multicéntrico brasileiro,

embora se acredite que variacdes regionais ocorram (MAGALHAES, 2013).

O estudo do perfil epidemiolégico mais recente realizado em paises da América
Latina (Chile — Brasil — Argentina) foi conduzido por BELLI et al., em 2015. Nesse
estudo, foram avaliados retrospectivamente um total de 1.080 pacientes, sendo 635
argentinos, 345 brasileiros e 100 chilenos. A mediana de idade foi 69 anos, com
valores ainda inferiores para os pacientes chilenos e com leve predominio do sexo
feminino (BELLI, 2015).

As causas da SMD nido sdo conhecidas (ADES et al., 2014). A idade ¢é
considerada o mais fator de risco isolado mais importante, seguida pelo sexo
masculino e pela exposicao prévia a quimio ou radioterapia (INVERNIZZI et al., 2015).
Esse ultimo grupo é considerado doenca secundaria ou SMD relacionada a terapia
(SMD-t) e constitui de 10% a 15% de todos 0s casos.

1.1.1 Patogénese da SMD

As neoplasias sao, geralmente, oriundas de uma predisposicdo genética
constitucional seguida de mutacbes somaticas adquiridas ou de um acumulo de
mutacBes somaticas que levam ao desenvolvimento do fenétipo neoplasico (YANG
et al., 2016; LI 2017; HASSERJIAN et al, 2018).

A patogénese da SMD é complexa e pode envolver mecanismos genéticos,
epigenéticos e imunomediados. Os passos iniciais da patogénese das SMD envolvem
danos no DNA das células tronco hematopoéticas pluripotentes, com o
desenvolvimento de um clone mielodisplasico que apresenta vantagem de
proliferacdo e excesso de apoptose, resultando nas citopenias que caracterizam a
apresentacdo da doenga, conforme figura 1 (STARCZYNOWSKI et al., 2010;
HASSERJIAN et al, 2018; VEIGA et al., 2021).
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Figura 1: Representagcdo esquematica da patogénese da Sindrome
Mielodisplasica. Adaptado de Hellstrom-Lindberg (2008) e Economopoulou (2008).

Nos ultimos anos varias mutacdes recorrentes foram identificadas em mais de
50 genes em 80-90% dos casos de SMD, sendo a maioria relacionadas com genes
responsaveis pela regulacdo epigenéticas, splicing, fatores de transcricdo entre
outros, conforme ilustrado na figura 2 (GLENTH@J et al., 2016; SHI et al., 2019).

O desenvolvimento da doenca depende muito da interacdo entre as células
hematopoéticas aberrantes e o seu microambiente. Além disso, as anormalidades na
fungdo imunoldgica apesar de ndo serem completamente esclarecidas, tém sido
implicadas com a apoptose e as citopenias observadas na SMD (HASSERJIAN et al,
2018; SYED et al., 2020).
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Figura 2: Patogénese da SMD de alto risco x baixo risco. Adaptado de GOMEZ et al.
2015.

Uma caracteristica fundamental presente nos pacientes de SMD de baixo risco
€ 0 aumento da apoptose de precursores hematopoéticos (STARCZYNOWSKI,
KARSAN 2010; GOMEZ et al., 2015; WOLACH et al., 2016). Na SMD inicial ocorre
uma excessiva apoptose intramedular devido a uma maior liberacéo de citocinas pro-
inflamatdrias através da ativacéo das células T citotdxicas (SHI et al., 2019). A medida
gue a taxa de apoptose diminui ocorre progressdo da doenca e evolugcdo para
leucemia aguda (HE 2016; LI 2017). Pacientes com altas taxas de apoptose
apresentam maior sobrevida do que pacientes com baixas taxas, em média de 66
meses x 30 meses 0 que estad de acordo com o conceito de que a progressdo da

doenca esta relacionada diretamente com a reducdo da apoptose
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(STARCZYNOWSKI, KARSAN 2010; SHI et al., 2019). Portanto, tem-se que o
aumento dos niveis de expressdo de proteinas pré-apoptéticas, esta relacionado
diretamente com a expectativa de vida e a diminuicdo do risco de transformacao
leucémica (LI 2017; SHI et al., 2019).

A SMD caracteriza-se pela ativacao de células que compdem o sistema imune
tais como as células natural killer; células T que secretam diversas citocinas; e células
supressoras derivadas mieldides (MDSC). Estudos recentes mostram que essas
MDSC podem representar um marcador fundamental na inefetividade da
hematopoese por produzirem intermédios inflamatérios gerando instabilidade no DNA
(BACHEGOWDA et al., 2013; HE Q et al., 2016; YANG et al., 2015; KIRKWOOD et
al., 2018).

Na SMD, niveis de algumas citocinas, tais como: IL-6, IL-8, fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), interferon gamma (IFN-y) estdo aumentados (GOMEZ, 2015).
Essas citocinas sédo essenciais na regulacdo da inflamacdo e da apoptose
intramedular de doencas hematoldgicas (BACHEGOWNDA et al., 2013; HAN 2020).

Varios mecanismos estao implicados na regulacao da resposta inflamatéria, na
proliferacdo celular, na apoptose e na defesa, 0s quais estdo parcialmente regulados
pelo fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-kB). (STARCZYNOWSKI, KARSAN
2010). O NF-kB pode ser ativado por uma variedade de sinais como infecgdes,
estresse oxidativo, carcin6genos, citocinas, fatores de necrose (TNF-a), interleucinas
(IL-1, IL-6, IL-8), irradiacdo ultravioleta, produtos provenientes de virus e bactérias
(lipopolissacarideos — LPS) (STARCZYNOWSKI, KARSAN., 2010; HAN et al., 2020;
SHl et al., 2019).

Embora a inflamacgéo possa ser induzida na auséncia da ativacdo do NF- kB,
apesar de ser uma via fisiologicamente rara, ha uma necessidade da ativacdo do NF-
kB ndo apenas para a indugdo, mas para a manutencao da inflamacao. Existe uma
controvérsia no mecanismo de acdo do NF-kB pois sabe-se também que o0 mesmo
contribui para a reducdo da inflamacdo, preservando a funcdo do tecido
(STARCZYNOWSKI, KARSAN., 2010; BEN-NERIAH et al., 2011; MATOS et al.,
2016).
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Uma grande quantidade de dados esta agora disponivel sobre varias mutacdes
recorrentes detectadas em SMD pela técnica do sequenciamento genético (NGS). No
entanto, mutacbes adquiridas em muitos genes associados a SMD também sé&o
encontradas em individuos normais em processo de senescéncia, chamada de
“‘hematopoese clonal de potencial indeterminado” (CHIP) (SNETSINGER et al., 2019;
VEIGA et al., 2021).

Uma medula 6ssea em atividade normal tem uma hematopoese altamente
regulada, apresentando células-tronco hematopoéticas (HSCs) com poder de se
auto-renovarem e se diferenciarem em células progenitoras. As células progenitoras
se diferenciam em glébulos imaturos (células blasticas) e, em seguida, em globulos
brancos maduros (leucdcitos). E considerado uma pré-SMD na presenca do CHIP, ou
seja, quando a HSC adquire uma mutacado somatica resultando em uma vantagem
proliferativa; dando origem a hematopoese clonal (MATOS et al., 2021; VEIGA et al.,
2021). Enquanto os niveis de leucécitos ndo mudam, ha leucécitos clonais mutantes

detectados no sangue, como representado na figura 3.



23

Figura 3: Esquema ilustrando as transforma¢des da hematopoese normal para desenvolvimento da
LMA.
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Figura 3: Esquema ilustrando as transformacgfes da hematopoese normal para desenvolvimento
da LMA. Adaptado de VEIGA et al., 2021. Normal: a hematopoese é regulada, se diferenciando
em células progenitoras. As células progenitoras se diferenciam em blastos e, em seguida, em
leucdcitos. Pré-SMD: hematopoese clonal de potencial indeterminado (CHIP) ocorre quando uma
célula tronco adquire uma mutagdo somatica dando origem a um clone mutante. Os niveis de
leucocitos ndo mudam. SMD: o desenvolvimento de células blasticas, displasia na medula 6ssea
e citopenia, geralmente estdo associadas a pelo menos 1 mutacdo cromossdmica. LMA: ocorre
uma transformacao leucémica com expanséo clonal excessiva de blastos na medula dssea.
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1.1.2 Diagnéstico

O diagnéstico da SMD é baseado nos achados do hemograma, na identificacao
de alteracbes morfolégicas em células hematopoéticas (displasias) do aspirado da
medula éssea e bidpsia 6ssea e na presenca de alteracdes citogenéticas recorrentes.
(BEJAR et al., 2014; HASSERJIAN et al, 2018). Os sintomas iniciais se relacionam a
gravidade das citopenias, em especial da anemia, a citopenia mais comum. O
diagnostico pode ser dificultado em pacientes com percentagem <5% de blastos na
medula 6ssea, com auséncia de anormalidades cromossdémicas recorrentes ou de
excesso de blastos (MALCOVATI et al., 2013). Nesses casos, um protocolo de
exclusdo de causas ndo clonais esta indicado (MAGALHAES, 2006). S&o critérios de
exclusdo as deficiéncias nutricionais, como a de vitamina B12 e acido fdlico, a
exposicao recente a agentes toxicos, disfungbes metabodlicas e hormonais, doencas
infecciosas, auto-imunes e etilismo (MAGALHAES 2006; STEENSMA, 2015).

O cariétipo convencional deve ser realizado em todos os casos de SMD ao
diagndstico, uma vez que as anormalidades citogenéticas séo vistas em 50-60% dos
pacientes e podem ajudar a estabelecer clonalidade; > 90% dos casos de SMD
relacionados a terapia mostram um cariétipo anormal. De acordo com a classificacao
da OMS 2016, a presenca de certas anormalidades citogenéticas associadas a SMD,
sendo a mais comum -7, del (7q), del (5q) ei (17q), ndo é suficiente para confirmar um
diagnéstico de SMD em um paciente citopénico. No entanto, algumas das
anormalidades citogenéticas mais comuns vistas na SMD, ou seja, del (20q), +8 e —
Y, sdo especificamente excluidos desta lista, pois podem ser vistos em individuos
idosos normais ou em pacientes com causas de citopenia ndo relacionadas a SMD
(HASSERJIAN et al, 2018; POON et al., 2019 PRATS-MARTIN et al., 2020).

Nas SMD secundarias estas alteracfes sdo observadas em cerca de 80% dos
casos (LEE et al., 2015). A excecéo da delecio 50-, a anormalidade cromossdmica
mais comumente observada, nenhuma outra alteracdo estd especificamente
associada a qualquer subtipo de SMD (KASI LOKNATH KUMAR et al., 2016).
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Genes comumente mutados em SMD conhecidos até o momento podem ser
classificados em grupos de acordo com suas func¢des celulares regulatérias: fatores
de transcricdo (RUNX1 e TP53), metilacdo de DNA (TET2), modificacdo de histona
(ASXL1), fatores de splicing (SF3B1) (VALKA et al., 2019). Essas mutacOes
contribuem para a proliferacdo e progresséo clonal, que eventualmente levam ao
desenvolvimento da SMD e / ou Leucemia Mileoide Aguda (LMA) (VEIGA et al., 2021).
Por essas razdes, na atual classificagdo da OMS de 2016, a presenca de mutacdes
genéticas ndo pode ser usada fazer o diagndstico de SMD na auséncia de outras
caracteristicas diagnosticas (HASSERJIAN 2018). Portanto, mutacdes recorrentes

nao sao, atualmente, suficientes para o diagnéstico da SMD.

As delecbes cromossOmicas séo as alteracdes recorrentes mais comuns na
Tabela 1: Anormalidades genéticas mais frequentes na SMD gquentemente
nos cromossomos 5q, 7q, 20q, 11q, 13q, 12p e 17p (Ll et al., 2017; PRATS-MARTIN
etal., 2020) (Tabela 1). As monossomias, trissomias e translocac¢des nao equilibradas
sdo as segundas anomalias mais frequentes, ocorrendo em 15% dos casos. As

monossomias mais comuns envolvem os cromossomos 5, 7 e a nulissomia do Y.

Anormalidades Genéticas da SMD

Mutagoes somaticas Genes envolvidos
Reguladores epigenéticos TET2, DNMT3A, ASXL1, EZH2
Spliceossomo do RNA SF3B1, SRSF2, U2AF1
Transcricdo do DNA RUNX1, TP53
Vias de transducao de sinal KRAS, NRAS, JAK2
Coesao complexa SMC3, SMC1A, RAD21, STAG2

Mutagoes germinativas CEBPA, DDX41, ETV6, GATA2, RUNX1

Anormalidades cromossémicas del(5q), del(7q), del(20q), del(17q)
Fonte: Adaptado de Veiga et al., 2021.

Embora as translocagdes equilibradas sejam alteracdes relativamente comuns
em doencas mieldides, nomeadamente na LMA, sdo muito raras nas SMD (VALKA et
al., 2019; VEIGA et al., 2021). Portanto, mutacdes recorrentes ndo séo suficientes

para o diagnostico da SMD e néo estéo inseridas até hoje em “guideline”.
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1.1.3 Classificacao e fatores de prognostico na SMD

A classificacdo atualmente usada foi proposta pela Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) em 2001 e revisada em 2016 e associa a citogenética as alteracfes
morfologicas. E considerado o nimero de linhagens hematopoéticas acometidas
(uma ou multiplas linhagens), reconhece-se a sindrome 5qg-, reduz-se para um
percentual igual ou superior a 20% a definicdo de leucemia aguda e excluem-se 0s
subtipos anemia refrataria com excesso de blastos em transformacéo e a leucemia
mielomonocitica crénica (HASSERJIAN 2018; VALKA et al., 2019). O objetivo da
revisdo da classificagdo OMS foi reduzir o nimero de pacientes ndo classificados e
agrupar categorias mais homogéneas. Oito subtipos foram entdo propostos, a saber:
citopenia refrataria com displasia em uma linhagem (CRDU), anemia refrataria com
sideroblastos em anel (ARSA), citopenia refrataria com displasia em mdultiplas
linhagens (CRDM), anemia refrataria com excesso de blastos -1 (AREB-1), anemia
refrataria com excesso de blastos -2 (AREB-2), sindrome mielodisplasica nao
classificavel (SMD-N), SMD associada com del (5q) isolada (SMD-5q) e citopenia
refrataria da crianca (CRC; provisorio) (OMS 2008).

Mais recentemente, a classificagdo da OMS foi novamente atualizada em 2016

e algumas modificacBes propostas, conforme tabela 2.

Os subgrupos anemia refrataria, neutropenia refrataria e trombocitopenia
refrataria foram abolidos e uma nova nomenclatura foi proposta: SMD com displasia
de Unica linhagem; SMD com sideroblastos em anel (com sideroblastos em anel e
displasia de Unica linhagem e com sideroblastos em anel e displasia de multiplas
linhagens), SMD com displasia de multiplas linhagens, SMD com excesso de blastos,
SMD com del(5q) isolada, SMD néo classificada, citopenia refrataria da infancia e
neoplasia mieldide com predisposicdo da linhagem germinativa. Além disso, um
marcador molecular foi, pela primeira vez, utlizado para o subgrupo com
sideroblastos em anel, que ficou definido através da presenca de = 15% de
sideroblastos em anel ou quando esse percentual for 2 5%, desde que na presenca
de mutacado SF3B1 (ARBER, 2016).
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Tabela 2: Classificagdo da SMD de acordo com a OMS 2016.

SUBTIPO
SMD com displasia em
Unica
linhagem (SMD-DU)

SP
Uni ou bicitopenia; <1% de
blastos

MO

Displasia em llinhagem; 5% de
sideroblastos em anel**; <5%
blastos

SMD com displasia em
mdltiplas linhagens (SMD-
DM)

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

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

SMD COM SIDEROBLASTOS EM ANEL (SMD-SA)

SMD-SA com displasia em  Uni ou bicitopenia; £1% de

Unica linhagem (SMD-SA-
DU)

blastos;

Displasia em 1 linhagem; = 15%
ou

>5% de sideroblastos em anel**;
<5% blastos

SMD-SA com displasia em Citopenia em 1 ou mais

mdltiplas linhagens
linhagem
(SMD-SA-DM)

linhagens; <1% de blastos;

Displasia em 2 ou 3 linhagens; 2
15% ou =25% de sideroblastos em
anel**;

<5% blastos

SMD COM EXCESSO DE BLASTOS (SMD-EB)

SMD com excesso de
blastos
1 (SMD-EB1)

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

Displasiaem 0, 1,2 ou 3
linhagens; 5-
9% blastos

SMD com excesso de
blastos
2 (SMD-EB2)

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

Displasiaem 0, 1,2 0u 3
linhagens.
10-19% blastos

SMD INCLASSIFICAVEL (SMD -)

SMD-I com 1% de blastos

SMD-I com displasia em
Gnica linhagem e
pancitopenia

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

blastos

Displasia em 1ou mais linhagens;
<5% blastos

Displasia em 1 linhagem;

<5% blastos

SMD-I baseada em
alteracdes citogenéticas

Citopenia em 1 ou mais
linhagens; <1% blastos

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

SMD com del(5q) isolada

Uni ou Bicitopenia; <1% de
blastos;

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

*1% de blastos deve ser encontrado em pelo menos duas situagfes isoladas** Na presenca
de mutacao do gene SF3B1. SP: sangue periférico; MO: medula 6ssea. Fonte: Adaptado de

Abner et al (2016).

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

prognaostico, o International Prognostic Score System — IPSS. Esse sistema é

baseado no numero de blastos na medula 6ssea, 0 grupo de risco citogenético e a

presenca de citopenias. A estratificacdo de risco estima a sobrevida global e o risco
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de evolucao para leucemia aguda, orientando a escolha terapéutica (GRENNBERG,
1997).

Em 2012, o indice prognéstico do IPSS foi revisado, o IPSS-R (GREENBERG
et al.,, 2012), conforme tabela 3. Nesta nova revisdo, o IPSS-R permaneceu
possuindo como variaveis clinicas laboratoriais para auxiliar no prognostico do

paciente a citogenética, percentagem de blastos e citopenias no sangue periférico.

As mudancas na estratificacdo prognostica dos pacientes com SMD foram: 5
em vez de 3 subgrupos citogenéticos de prognéstico com classificacdes especificas,
importancia da idade do paciente ao diagndstico, nivel de ferritina sérica e lactato
desidrogenase como impacto para a sobrevivéncia, mas ndo para a transformacao
da leucemia mieldide aguda (GREENBERG et al., 2012).

Tabela 3: Estratificacdo progndstica na SMD.

Valor dos escores

variavel 0 0.5 1.0 15 2.0 30 40
Blastos naMO  <2% - >2-<5% - 5-10% >10% -
Caridtipo* Muito - Bom - Intermediario Ruim  Muito

Bom Ruim
Hemoglobina 210 - 8-10 <8 - - -
(9/dL)
Plaguetas =100 50-100 <50 - - - -
(x103mm?3)
Neutrofilos 0.8 <0.8 - - - - -
(x103mm?3)

Estratificagdo de risco

Muito Baixo Intermediario Alto Muito Alto

baixo
Escores 1.5 >1.5-3 >3-4.5 >4.5-6 >6
Sobrevida
(anos) 8.8 5.3 3.0 1.6 0.8
Média de
tempo de - 10.8 3.2 14 0.73
evolucéo
para LMA,
25%, ano

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

A inflamacéo é uma reacao fisiologica de defesa e reparo do organismo frente
a uma agressao fisica, quimica ou biologica, podendo esse processo ser considerado
como base fisiopatologica para o desenvolvimento de muitas doencas (DESAI,
PRICKRIL, et al., 2018). Esse restabelecimento da homeostase é desencadeado
atraveés da estimulacéo de mecanismos celulares e moleculares. (MANTOVANI et al.,
2008; MUNN, 2017; DESAI, PRICKRIL, et al., 2018).

A imunidade inata, podendo ser chamada de natural ou nativa, constitui a
primeira linha de defesa do organismo. Seus principais constituintes sdo o epitélio,
células natural killer (NK), proteinas do sistema complemento, mediadores da
inflamacéo e células fagocitarias (Tabela 4). Dentre essas células, os neutrdfilos sédo
as primeiras células a se infiltrarem sob a acdo de mediadores inflamatorios para o
local lesionado e, por conseguinte, enviar sinais quimicos recrutando outras células
fagocitarias para a area lesionada, respondendo sistematicamente da mesma
maneira a sucessivas infeccfes. Com isto a inflamacéo € instaurada (GRETEN;
GRIVENNIKOV, 2019; THOMPSON et al., 2015).

A medida que o processo de inflamac&o prossegue, a imunidade torna-se mais
especifica para distinguir diferentes moléculas e microrganismos, sendo necessario o
recrutamento de células mais especializadas como linfécitos caracterizando, portanto,
o outro tipo de resposta imunoldgica, a chamada imunidade adquirida ou adaptativa
(Figura 4). Esta resposta é facilitada pela acdo de citocinas, quimiocinas, fatores de
crescimento, prostaglandinas e espécies reativas de nitrogénio e oxigénio (RONS)
liberadas com o objetivo de combater o patdbgeno ou agente causador do processo
inflamatério. (COUSSENS; ZENA WERB, 2002; MUNN, 2017; QU et al., 2018;
DESAI, PRICKRIL, etal., 2018).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Prickril+B&cauthor_id=29578814
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Prickril+B&cauthor_id=29578814
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Prickril+B&cauthor_id=29578814
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Tabela 4: Principais células participantes da resposta imunol6gica do sistema inato e

adquirido.
Células
Resposta Caracteristicas Funcéao principal
Inata
Os monaocitos séo Realizam
Macrofagos ,
precursores fagocitose
Reconhecimento de Liberam
antigenos pelos receptores mediadores da
Toll-like (TLRS) inflamacgéo como
Presentes no tecido RONS
conjuntivo
Células essenciais do sistema Realizam
inato fagocitose
Neutrofilos Possuem receptores de Possuem granulos
superficie para antimicrobianos
reconhecimento do patégeno Produzem éxido
Constituem 40-70% dos nitrico
leucocitos Liberam
mediadores da
inflamagédo RONS
Ativagéo por citocinas Possuem granulos
Células Presentes no sangue e ativam apoptose

Natural Killer

periférico, baco e raras em
outros érgaos linféides
Importante fonte de IFN-y

Secretam citocinas

inflamatorias

Células
Dendriticas

Funcdo de apresentadora de
antigeno
Ligacao entre resposta inata e

adquirida

Captura e
apresentacao de
antigenos aos

linf6citos
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Células
Resposta Caracteristicas Funcéo principal
Adquirida
Possuem receptores de Diferenciam-se em
Linfocitos B . .
antigenos plasmacitos
Maturam na medula 6ssea Atuam na producéo
Constituem 5-15% dos de anticorpos
linfécitos Atuam como
Constituem a imunidade células
humoral apresentadoras de
Antes do contato com o antigenos
antigeno é chamado de Liberam citocinas
linfécito naive
Possuem receptores de Séo parte da
Linfocitos T antigenos para complexo imunidade celular
principal de Responsavel pela
histocompatibilidade — MHC memoria
Expressam moléculas CD4 imunolégica
ou CD8 Possuem 3

Maturam no timo
Constituem a imunidade
celular

Antes do contato com o
antigeno é chamado de

linfécito naive

subtipos: T helper,
T citotéxicoe T
reguladoras
Linfécitos T
citotoxico contém
granzimas,
granulisina e
perforina que

atuam na apoptose.

Fonte: Adaptado de ABBAS e LICHTMAN, 2009.

A inflamacé&o é ainda dividida em aguda e cronica. A inflamac&o aguda € uma
resposta protetora inicial caracterizada por um fenémeno transitorio de curta duracao,

gue tem como resultado a resolugdo, ou cicatrizacdo da area, ou ainda a sua
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cronicidade. Na inflamacé&o cronica, o processo persiste por um longo periodo com a

presenca de macrofagos no tecido lesionado, ocorrendo o dano/destruicdo do tecido.

A restauracdo da homeostase apos dano visa prevenir a perda da funcéo do
tecido. Macrofagos reagem as alteracGes do tecido para remover células mortas por
apoptose e produzir moléculas quimiotaticas para o recrutamento de outros tipos de
células (se necessario), regulando o sistema imunoldgico. As respostas inflamatorias
dos tecidos podem ser iniciadas e mantidas por pelo menos trés principais
mecanismos interdependentes. Inicialmente, através da proliferacdo local de
macrofagos e células dendriticas. Outro mecanismo € através do recrutamento de
células imunes da medula 6ssea e do tecido linféide. E posteriormente, verifica-se a
proliferacéo e diferenciacdo de células do sistema imunolégico (BACKDAHL, L.; et al
2009; MUNN, 2017; GRETEN; GRIVENNIKQOV, 2019).

S RS
‘® e 7% @ 3 4
> ) y. ,4.’ }‘ ) /‘» ‘
Macréfago Células Dendriticas Células NK Neutréfilo Linfécito B Linfécito T

Figura 4: Células que participam da resposta imune inata e adaptativa. Macrofago, célula
dendritica, célula NK e neutréfilo sdo as principais células responsaveis pela resposta
imune inata. Células B e T sado células caracteristicas da imunidade adaptativa. Adaptado
de ABBAS, LICHTMAN e PILLAI (2012).

Uma inflamacéao cronica e persistente local ou sistémica ndo controlada é uma
forca motriz subjacente de doencas como diabetes, depressao, obesidade, COVID-
19 entre outros. (MEHTA et al., 2020; FISHBEIN et al., 2020).

A inflamacao cronica tem sido regularmente associada ao desenvolvimento e
progresséao do cancer. Estudos iniciaram com Rudolf Virchow em 1863, que associou

a origem do cancer em regides teciduais inflamadas com a proliferacédo celular e
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desde entdo, estabeleceu-se uma conexdo entre a inflamacdo crénica e a
tumorigénese (SINGH, 2019; FISHBEIN et al., 2020).

O patologista alemé&o Rudolph Virchow estudou os quatro sinais de inflamacgéo
(vermelhidéo, inchaco, calor e dor) e referiu que a “inflamacéo cronica é uma condicao
promotora tumoral, através do estimulo a proliferagdo celular” (HEIDLAND et al.,
2006). Estudos experimentais realmente confirmaram que a inflamacdo pode
estimular ou induzir o inicio, a progresséo e a metastase do tumor. (BEN-NERIAH et
al., 2011; CANDIDO J., HAGEMANN, 2013; ZINGER et al., 2017 CHEN et al, 2018).

O desenvolvimento do cancer pode representar uma falha da imunovigilancia.
A imunidade tumoral eficaz é estabelecida pelo equilibrio do sistema imunolégico
através das propriedades de protecdo proveniente da inflamacdo aguda ou
manutencao do equilibrio das propriedades tumoricidas (yin) e tumorigénicas (yang)
de vigilancia imunoldgica (THOMPSON et al., 2015; GRETEN; GRIVENNIKOV,
2019). A figura 5 retrata o equilibrio dos dois lados controlados biologicamente por
respostas inflamatoérias opostas. Os estimulos induzem a ativagao de células imunes
inatas e / ou adaptativas pela expressao de "fatores de morte" participantes das vias
yin, acarretando a apoptose da célula tumoral; enquanto que as vias yang tentam
cessar a inflamacéo através da liberacédo de "fatores de crescimento”. As vias yin e
yang sao intimamente conectadas em busca do restabelecimento da homeostase
(THOMPSON et al., 2015; GRETEN; GRIVENNIKOV, 2019).
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Figura 5: llustracdo dos lados 'yin' e 'yang' da inflamacéo aguda. O esquema retrata
os lados opostos de respostas inflamatérias agudas controladas por células imunes
inatas e / ou adaptativas. Adaptado de Thompson et al., 2015.

Legenda: VEGF: fator de crescimento endotelial vascular; IL: Interleucinas; NO:
Oxido nitrico; ROS: espécie reativa de oxigénio; RNS: espécie reativa de nitrogénio;
IFN: interferons; NF-kB: fator de transcrigédo kB; COX: ciclo-oxigenase; TGF: fator de
crescimento transformador.

A ativacdo das células do sistema imunolégico contribui para a liberacdo de
uma variedade de citocinas pro-inflamatorias, quimiocinas e enzimas inflamatérias
como ciclooxigenases, favorecendo um papel relevante no fornecimento de sinais anti
e protumorigénicos, que resultam em transformacdao celular, progresséao, proliferacao,
sobrevivéncia, invasao celular, angiogénese e metastase (KIDANE 2014; HIGHTON
et al.,, 2021). Além do mais, o inicio da inflamacdo esta relacionado com danos
oxidativos, mutacbes de DNA e outras mudancas no microambiente como a

modelacdo da matriz extracelular e enfraquecimento das barreiras vasculares,
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facilitando a migracao de células imunes (THOMPSON 2015; QU 2018; CONLON et
al., 2019).

Em vista disso, os danos secundarios a inflamacdo podem resultar em
apoptose, necrose e mutacdes, dificultando ainda mais o reestabelecimento da
homeostase, tornando-o mais propicio a transformacdo celular, agravando o
processo inflamatorio e desse modo, o surgimento do cancer conforme ilustrado na
figura 6 (COUSSENS, WERB 2002; DESAI 2018; KAY 2020; FISHBEIN 2021).

- Liberagdo de citocinas: TNF-a, INF-y, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13
- Espécies reativas de Oxigénio e Nitrogénio — RONS
-  Fator de crescimento — VEGF

- Prostaglandinas

Inflamagao Dano no DNA

t Instabilidade gen6mica '

- Proliferagdo Cancer
- Migragao

- Sobrevivéncia

- Angiogénese

Mutacoes

Figura 6: Associagdo da inflamagédo e o surgimento do cancer. As duas vias
desencadeiam a acdo de células e mediadores inflamatérios promovendo a
desregulacdo da homeostase, instabilidade genbmica e a tumorigénese.
Adaptado: Del Prete, 2011; Candido, 2013; Kidane, 2014; Yang, 2017; Kay 2019.
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Duas vias moleculares que ligam a inflamacdo e o cancer podem ser
identificadas como as principais afluentes para o meio inflamatério: uma intrinseca,
na qual eventos genéticos, como oncogenes e aberragcdes genéticas, induzem a
transformac@o neoplasica através da liberacdo de inUmeras citocinas, e uma via
extrinseca, quando a inflamacdo crbénica por meio de infeccbes aumenta
significativamente o risco de desenvolvimento de diferentes tipos de cancer pela acéo
de mediadores inflamatérios (DEL PRETE, 2011; CONLON et al., 2019).

Na via intrinseca, diferentes classes moleculares e modos de ativacdo de
oncogenes como as tirosinas quinases ou inativacédo dos genes supressores de tumor
desencadeiam uma cascata inflamatoéria. Por exemplo, o oncogene myc, que codifica
fator de transcricdo, estd super expresso nos tumores. A desregulacdo do gene myc
inicia e mantém caracteristicas fundamentais na fenotipagem do tumor, alterando o
microambiente extracelular com a indug¢édo na producéao e liberacdo de mediadores
inflamatdrios, como algumas citocinas. Ja na via extrinseca, os leucocitos sdo os
principais reguladores dos mediadores inflamatodrios, através da producdo de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio e fatores de crescimento. Esta via resulta
em danos no DNA, na ativacdo de oncogenes e também representa uma via
sinalizadora importante que liga o processo inflamatério ao surgimento do tumor
(BRENNER 2014; MUNN 2017).

As duas vias convergem, resultando na ativacdo de fatores de transcricéo, tais
como: o STAT3 que € um fator de transcricdo ativado por tirosina quinase e o fator de
transcricdo nuclear Kappa B — NF-kB que coordenam a producdo de mediadores
inflamatorios e a ativacao de varios leucocitos gerando um microambiente inflamatorio
relacionado ao cancer. NF-kB funciona em processos inflamatérios induzindo a
expressao de citocinas inflamatdrias, moléculas de adesao, ciclooxigenases, sintese
de oxido nitrico - NO e fatores angiogénicos, todos culminando numa resposta
inflamatoria exacerbada. Além dessas ac6es, o NFkB atua na sobrevivéncia do tumor
pela inducéo de genes anti-apoptoticos (DEL PRETE, 2011; MATOS 2017; CHEN et
al., 2018).
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De acordo com Kidane et al 2014 e Kay et al 2019, outro fator relevante na
correlacdo inflamacéo-cancer é a ocorréncia de um dano no gene de reparo e
replicacdo de DNA, o que acarretard um fendtipo aberrante, sendo um fator
significativo para o desenvolvimento do cancer. O dano no DNA esta presente durante
0 inicio da inflamacdo e se acumula no decorrer de sua fase crénica. Durante a
inflamacédo, a producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio (RONS) é
estimulada para combater patégenos e atuar no reparo e regeneracgéo de tecidos, no
entanto, essas moléculas quimicas também podem danificar o DNA, que por sua vez
favorecem o desenvolvimento de mutacdes que ocasionam o surgimento do cancer.
As vias de reparo do DNA sao essenciais para impedir que danos ao DNA causem
mutacbes, mas a producdo exacerbada de RONS pode ser potencialmente
mutagénica, interferindo nos mecanismos de reparo, reduzindo assim sua eficacia.
Em vista disso, o reparo do DNA desempenha um papel importante na neutralizacéao
desse dano, porém ndo é sempre bem-sucedido, sendo muitas vezes a causa do
aparecimento do cancer (KIDANE 2014; THOMPSON 2015; DESAI 2018; KAY 2019).

A inflamacéo cronica é a capacidade de habilitacdo de tumor bem estabelecida,
0 que permite tumores se esquivarem da imunovigilancia. Diferentes mediadores
inflamatorios participam das varias fases da carcinogénese: a iniciagdo, progressao
e invasdo do cancer dando origem a uma via irreversivel. Portanto, células
participantes do processo inflamatorio relacionadas ao céncer necessitam uma
compreensao mais aprofundada acerca de suas func¢des para melhor adaptar o uso
de abordagens terapéuticas anticancer nos pacientes (COSTANTINI et al., 2009;
GALDIERO, et al., 2018; BERRAONDO et al., 2019; FISHBEIN 2021).

1.3 Mediadores da Inflamacéao

A inflamacg&o aguda € uma resposta protetora contra patégenos, mas também
importante para o restabelecimento de tecidos danificados apos leséo e infeccdo. As
células do sistema imunolégico produzem espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
para o local da infeccdo. A progressdo para uma inflamacdo crénica resulta da

presenca continua de um patdgeno ou infecc¢ao viral, reagdes autoimunes ou corpos
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estranhos persistentes. Uma das caracteristicas da inflamacdo € a infiltracdo de
células fagocitarias, incluindo neutréfilos e varios tipos de linfécitos. A presenca
dessas células leva a producdo sustentada de mediadores inflamatérios, como
citocinas, quimiocinas que pertencem a familia das citocinas, interferon-y e outros
mediadores lipidicos que coordenadamente compdem um microambiente propenso
ao cancer. (MUNN 2017; CONLON et al., 2019; GRETEN 2019).

As interleucinas, quimiocinas, fatores de crescimentos e fator de necrose
tumoral constituem as chamadas citocinas. Esses mediadores da inflamacao séo
proteinas constituindo diferentes familias que afetam o comportamento de diversas
células através de respostas imunes e inflamatorias. Os efeitos das citocinas na
imunidade inata e adquirida estdo associados & a fatores como a concentragao local
de citocinas, o padrdo de expressdo de seu receptor e a interacdo das vias de
sinalizacdo em resposta as células imunes. Deste modo, o sistema imunoldgico
dispde de citocinas pré-inflamatoérias que podem estimular a acao de outras citocinas
e da resposta imune e de citocinas anti-inflamatoérias que atuam na supresséo dessa
resposta. (KIDANE 2014; CHEN et al., 2018; CONLON et al., 2019).

1.3.1 Interleucina 10 - (IL-10)

IL -10 é uma citocina composta por 178 aminoacidos e um peso molecular de
37kDa, possuindo receptores em duas cadeias diferentes: receptor-1 de IL-10 e
receptor-2 de IL-10. Esse homodimero foi originalmente identificado por Mosmann e
colaboradores em 1989 como uma citocina fundamental na acéo anti-inflamatoria
produzida por vérias células, tanto da imunidade inata quanto da adaptativa, incluindo
células dendriticas (DCs), macrofagos, mastocitos, células natural killer (NK),
eosindfilos, neutrofilos, linfocitos T CD4+ e CD8+, linfocitos B, bem como as células
supressoras derivadas mieldides - MDSCs (MOSSER 2008; SARAIVA, 2010;
MANNINO, 2015; SAXENA 2015). Que célula é a maior produtora de IL-10 € assunto
ainda controverso. (MOSSER 2008).

De acordo com Ouyang e cols 2011, inicialmente, IL-10 foi nomeada como um

fator inibidor da sintese de citocina (CSIF) através das células Th2 que inibem a
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producéo de citocinas como IFN-y e TNF-a por meio dos linfécitos Th-1. O papel da
IL-10 na patogénese e no desenvolvimento do tumor € ainda controverso (CHEN
2019). A funcao priméria da IL-10 é inicialmente considerada como uma citocina anti-
inflamatéria eficaz, que atua suprimindo a expressao de citocinas pré-inflamatérias
através da inibicdo de células TCD4+ e da inibicdo da capacidade de apresentacéo
de antigenos pela ativacdo da via de sinal STAT3 conforme ilustrado na figura 7
(FIORANELLI 2014; KWILASZ 2015; SAXENA 2015). A IL-10 é uma citocina
pleiotropica com fungBes antiinflamatorias e imunoestimulatérias. No cancer, a IL-10
pode exercer efeitos pré ou antitumorais no microambiente inflamatério do tumor.
(RALLIS et al., 2021). De acordo com Oft M., 2014, o efeito antitumoral de IL-10 &
pode ocorrer por meio de: (i) reducdo da inflamacédo promotora de tumor e (i)
estimulagéo de células T CD8 + no meio tumoral. O efeito pré-inflamatdrio ocorre por
inducdo de IFN-y, contrariamente, IL-10 pode induzir a citotoxicidade de células T

CD8+, induzindo efetivamente a rejeicdo do tumor (RALLIS et al., 2021).

IL-10

Tetramero
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Citoplasma

STAT3 STAT3

|

E1VIS
- S1G
€1VIS

Niacleo

Efeito anti-inflamatério
Figura 7: Mecanismo de ativacdo da IL-10 através de seus receptores. Adaptado de

Murray 2007; Fiorenalli 2014. Legenda: IL-10: interleucina 10; Tyk: tirosina quinase;
JAK: Janus quinase; STAT3: Proteina transdutora de sinal e ativadora de transcri¢éo 3.
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Alguns estudos indicam que um alto nivel de IL-10 se correlaciona com a baixa
sobrevida de alguns pacientes com cancer, enquanto alguns outros estudos
forneceram resultados opostos (ZAHO 2015; MANNINO 2015; VALDES-FERRADA
2020).

A resposta anti-inflamatéria da IL-10 permanece com efeitos contraditérios,
alguns estudos demonstram sua atuacdo de forma positiva para o crescimento e
promocdo do tumor e enquanto em outros estudos, tém mostrado que a IL-10
contribui para a erradicagéo e supressdo da angiogénese e metastases necessarias
a progressao do tumor pela inibicdo da TNF-a, IL-6, IL-8, dos linfécitos T helper e
consequentemente, inibindo a producdo de IFN-y (MOCELLIN et al.,, 2003;
FIORENALLI et al., 2014; MANNINO 2015; WANG 2019; VALDES-FERRADA et al.,
2020).

Considerando a IL-10 como uma citocina anti-inflamatoria, esta exerce suas
fungbes regulando importantes vias de sinalizagdo da imunidade inata e adquirida,
incluindo as proteinas da via Janus Kinase (JAK), do transdutor de sinal e ativador de
transcricdo 3 (STAT3) e do fator de transcricdo nuclear kB (NFkB), alterando, por
conseguinte a expressdo de genes (SARAIVA, O'GARRA 2010; KWILASZ et al.,
2015; CHEN et al., 2019). Consequentemente, a IL-10 pode inibir a producdo de
diversas citocinas pro-inflamatorias, bloquear a acdo das células apresentadoras de
antigeno (APCs), particularmente as células dendritica (DCs) e macrofagos e a
proliferacdo celular. Além de seus efeitos sobre APCs, IL-10 pode inibir diretamente
a ativacao e proliferacdo de células T por supressao da producéo de IL-2 (KWILASZ
et al., 2015; SAXENA et al., 2015).

A IL-10 executa essas funcbes regulatorias ligando-se a um receptor de
superficie celular especifico (IL-10R) que é feito de duas cadeias, IL-10R1 e IL-10R2.
Ambas as cadeias séo glicoproteinas transmembrana cujos dominios intracelulares
diferem em comprimento e sequéncia de aminoacidos. O IL-10R1 esta localizado no
cromossomo 11 e o IL-10R2 no cromossomo 21. O IL-10R2, que é amplamente
expresso, liga a IL-10 apenas apoés a IL-10 se ligar ao IL-10R1. Por outro lado, a

expressado de IL-10R1 é restrita principalmente as células do sistema imunologico e,
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principalmente, de mondcitos e macréfagos. A ligacdo de IL-10 a IL-10R1 leva as
alteracdes conformacionais na IL-10 que permitem sua associacdo com o IL-10R2 e
a formacao de complexos IL-10 / IL-10R. Esses complexos podem suprimir respostas
imunolégicas por multiplos mecanismos, porém a inibicdo do fator de transcricao
nuclear NF-kB e sua atividade de ligacdo ao DNA € considerada a principal via
(SARAIVA, O'GARRA 2010; KWILASZ et al., 2015; SAXENA et al., 2015; CHEN et
al., 2019).

Por serem mediadores imunolégicos potentes, as citocinas tém sido alvo
terapéutico para diversas patologias. Assim, a IL-10 tem sido o foco das aten¢des nos

ultimos anos por contribuir com um importante papel na imunoterapia contra o cancer.

1.3.2 Interleucina - 13 (IL-13)

Descrita pela primeira vez em 1993 por Minty e cols, a IL-13, um peptideo de
33 aminoécidos, é uma citocina pertencente a familia Th2. IL-13 é secretada tanto por
células da imunidade adquirida como as células T CD4+, quanto por células da
imunidade inata, como eosinofilos, baséfilos, mastocitos, células dendriticas, células
natural killer (NK), exercendo propriedades anti-inflamatorias (SAIGUSA et al., 2014;
MARONE et al., 2019).

Vérios autores tém relatado a associacdo de IL-13 com clinica de pacientes
com doencas inflamatdrias sistémicas, doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC),
alergias, sepse e no cancer (THACI et al., 2014; SAIGUSA et al., 2014; SEYFIZADEH
et al., 2015; DHABAL et al., 2018; BRADDOCK et al., 2018; MARONE et al., 2019).

A IL-13 exerce seus efeitos predominantemente ao se ligar com baixa afinidade
a um monodmero IL-13Ra1, expresso pela maioria dos leucocitos e, em seguida,
conecta-se a IL-4Ra para formar um complexo heterodimero de alta afinidade. Este

complexo ativa as tirosinas quinase JAK1, JAK3 e TYK e o sinal tradutor e ativador
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da transcricéo 6 (STATG6). Estas quinases fosforilam residuos de tirosina no receptor
IL-4a, que por sua vez levam ao recrutamento e fosforilacdo do transdutor de sinal
(STAT6). O STATG6 dimeriza e se transloca para o nucleo e modula a transcri¢éo de
genes principalmente de células T (Figura 8) (BRADDOCK 2018; MARONE et al.,
2019).

No cancer de coloretal, a ligacdo da IL-13 ao seu receptor de alta afinidade se
relacionou com a adeséo, migracao, invasédo, metastase e prognastico, revelando que
niveis baixos de IL-13 foram associados a um pior progndstico, acarretando a uma

menor sobrevida global nesses pacientes. (SAIGUSA et al.,2014).

As evidéncias mostram multiplos efeitos contraditorios da IL-13, por vezes,
inibindo a proliferacdo de células neoplasicas (BARDERAS R 2012; SAIGUSA et
al.,2014; THACI et al.,2014; MCCORMICK, HELLER 2015), outras vezes

promovendo a progressao do tumor. (CAO et al., 2016).
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Figura 8: Mecanismo de ativacdo da IL-13 através da ligacdo com seus receptores.
Adaptado de: OH CK, GEBA GP., et al.,2010; Suzuki A., Leland, et al., 2015. Legenda:
TYK: tirosina quinase; JAK2: janus quinase; STAT-6: Proteina transdutora de sinal e
ativadora de transcri¢do 6; IL-13: interleucina 13; IL-4: interleucina 4; IL-13Ra1/IL-13Ra2:
receptores da IL-13.
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E provavel que a resposta imunolégica Thil, incluindo a ativaciio de células T
citotoxicas CD8 + (CTLs), contribua para a acao anti-tumoral, enquanto a resposta
Th2 tenha uma acao pro-tumoral. Uma vez que a resposta imune em direcdo a Th2
suprime a ativacdo de Thl, acredita-se que este € um dos mecanismos que afeta
negativamente as respostas imunes tumorais. IL-13 tem papel central na via
imunorregulatéria em que as células NK suprimem a resposta imunoldgica ao tumor
(SUZUKI A., LELAND et al., 2015; MARONE et al., 2019).

O papel da IL-13 é, portanto, bastante complexo e varia conforme o tipo de
malignidade. Os niveis aumentados de IL-13 podem servir como um biomarcador
para prever o quao agressivo um cancer pode ser, bem como ser uma estratégia para

monitorar a eficicia da terapia do cancer.

1.3.3 IFN-y

A familia dos interferons (IFN) compreende um grupo de citocinas com maior
variedade de funcgdes que ajudam a regular o sistema imune inato e adaptativo
(MARTIN-HIJANO et al., 2020).

O IFN foi descoberto na década de 1950 por Isaacs & Lindenmann e Nagano
& Kojima através da investigacdo de infeccbes virais e a sua capacidade de
desencadear uma resposta antiviral muito potente nas células imunoldgicas, além de

muitas outras atividades posteriormente descritas (MARTIN-HIJANO et al., 2020).

A identificacdo de novos IFNs e a disponibilidade de novos agentes eficazes
na terapia antitumoral tém despertado interesse em estudos mais avancados no uso

do IFN em combinagao com outros agentes na imunoterapia (LASFAR et al., 2016).

Em seres humanos, IFN esta presente em trés familias diferenciando-se por
sua capacidade de se ligar a receptores especificos: tipo I, tipo Il e ultimamente IFN
tipo Ill. IFN tipo | € a maior subfamilia de citocinas, compreendendo mais de 20

membros. Os genes que codificam IFNSs tipo | estédo localizados no cromossomo 9. O
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mecanismo de acdo dos IFNs tipo | da-se pela transducéo de sinalizacdo celular
através do receptor IFN-a / B, formado por IFNAR1 e IFNAR2. Com a ligagdo ao
receptor, as quinases JAK1 e Tyk2 sdo ativadas, induzindo a formagao do complexo
de transcri¢ao do fator 3 do gene (ISGF3). Independentemente do receptor especifico
gue ativam, IFN resulta em grande complexidade de seus efeitos na funcao celular e
suas contribuicdes para a regulacéo da resposta imune. Em raz&o da qual, IFNs tipo
| parecem possuir habilidades antitumorais intrinsecas (JORGOVANOVIC et al.,
2020; MARTIN-HIJANO et al., 2020). Uma compreensdo do papel dos genes
estimulados por IFN (ISGs) no controle de infeccdes virais e outras doencas é
necesséria (LIU, JIADI et al., 2018; JORGOVANOVIC et al., 2020; MARTIN-HIJANO
et al., 2020).

Ja IFN-y é o unico membro da familia IFN tipo II, este se diferenciando na
estrutura e no receptor dos demais membros do IFN tipo I, porém apresentando
mesma habilidade funcional na resposta imunolégica antiviral. (CHEN et al., 2015;
MARTIN-HIJANO et al., 2020).

IFN-y € uma proteina codificada pelo gene IFNG, localizado no cromossomo
12, composta de duas cadeias polipeptidicas. IFN-y apresenta-se em trés fracfes
com massa molecular diferente. Uma fracédo representa a forma livre ativa de IFN-y,
enquanto as outras duas sdo consideradas moléculas IFN-y ligadas. A proteina
sintetizada é glicosilada nos terminais amino, onde o nivel de glicosilacdo determinara
o peso final das fragdes (CONLON et al., 2019; JORGOVANOVIC et al., 2020).

A sinalizacao de IFN-y é rigidamente controlada por meio da transcrigao de
genes reguladores. O mecanismo de acdo de IFN-y da-se pela interagdo com seu
receptor formado por IFNGR1 e IFNGR2, levando a ativacdo de JAK1l e JAK2 e
inducdo subsequente da fosforilacdo do ativador de transcricdo STAT1. Com a
ativacao deste, havera formacéo de homodimeros, que séo conhecidos como fatores
ativados por interferon gama (GAF), com objetivo de translocar para o ndcleo e ativar
a transcricdo de um conjunto de ISGs, assim como outras vias de sinalizagdo como
0 NF-kB. (LASFAR et al., 2016; KULLING et al., 2018; MARTIN-HIJANO et al.,2020).
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O IFN tipo Il foi descoberto recentemente e inclui quatro genes IFN- A em
humanos que estdo agrupados no cromossomo 19 e codificam as proteinas IFN- A 1,
IFN- A2, IFN-A3 e IFN- M (LASFAR et al.,2011). A razdo que o IFN tipo Il é
relacionado a IL-10 é devido os IFNs do tipo Il usarem a cadeia especifica do receptor
IFN- AR1 e IL-10R2, e a cadeia de receptor compartilhada por membros da familia de
citocinas IL-10, IL-22 e IL-26 (LASFAR et al., 2016).

IFNs séo os principais reguladores da resposta imune contra tumores. IFN-q, -
B e -y sdo capazes de regular positivamente a expressao de antigenos de superficie
associados ao tumor via aumento de moléculas do complexo de histocompatibilidade
classe | e classe Il (MHC de classe | e classe Il), aumentando assim a
imunogenicidade das células tumorais e tornando-as mais vulneraveis a identificagcao
e posterior destruicdo pelo sistema imunolégico (CONLON et al., 2019; MARTIN-
HIJANO et al., 2020)

Em um microambiente tumoral, células de imunidade inata e adaptativa
produzem IFN-y. Duas principais produtoras de IFN-y sdo células natural killer (NK),
ativando receptores inibitérios, e linfocitos T CD8 + citotoxicos (CTLs) (MOJIC et al
2018).

Estudos sobre os efeitos do IFN-y em varios tipos de cancer revelam seu
extenso potencial antitumoral. Entre eles, o efeito mediado por IFN-y mais conhecido
€ 0 aumento da funcéo citotoxica de células NK e linfocitos T citotéxicos como efetores
potentes de respostas antitumorais. Principais atividades antitumorais elucidadas
sdo: inducdo de apoptose, inibicdo da angiogénese e proliferacdo, diferenciacao
celular e regulacdo imunolégica (LAZEAR et al., 2015; KULLING et al., 2018). (Figura
9).
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Figura 9: Mecanismos de acdo envolvidos no mecanismo de acdo do IFN- vy.
Adaptado de: Lazear et al., 2015; Mojic et al., 2018.

De acordo com Mojic 2018 e Martin-Hijano 2020, o IFN-y pode, em paralelo,
agir facilitando a iniciacdo do tumor e, subsequentemente, promover mudancas no
fenotipo celular favorecendo o crescimento tumoral através de dano ao DNA,

angiogénese e/ou proliferacao celular.

Os efeitos do IFN- y na hematopoese, avaliados principalmente por ensaios in
vitro, foram relatados como estimuladores e supressivos sob varias circunstancias.
IFN- y foi relatado como estimulo & mielopoese sob condi¢cdes infecciosas
especificas. Porém, em contraste, o papel do IFN- y na doenga hematopoética
parece ser principalmente de aspecto negativo, como na neutropenia crénica, anemia

de doencas cronicas e anemia aplastica, nas quais o IFN- y suprime a diferenciacéo
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das células tronco hematopoéticas — HSC, prejudicando assim hematopoese normal
(MORALES-MANTILLA et al., 2018).

1.3.4 VEGF

O desenvolvimento de um suprimento neovascular ou angiogenese
desempenha papéis homeostéaticos cruciais, uma vez que 0S vasos sanguineos
transportam nutrientes para tecidos e 6rgdos e removem produtos do catabolismo
(APTE et al., 2019).

Na verdade, a angiogénese é fundamental tanto para um processo fisioldgico
guanto para um processo patolégico através do crescimento descontrolado dos vasos
sanguineos, que pode promover ou facilitar o desenvolvimento, crescimento e
metastases de tumores malignos ou outras inidmeras doencas como doencas
vasculares (TABERNERO et al., 2007; APTE et al., 2019; ALBALAWI et al., 2020). A
angiogénese desordenada é uma das mais estudadas alteracdes genéticas no
desenvolvimento do cancer (ALBALAWI et al., 2020).

O gene VEGF esta localizado no cromossomo 6pl2-p21, e consiste em oito
exons separados por sete introns para formar uma familia de proteinas.
Recentemente, a inibicho da angiogénese demonstrou resultados clinicamente
significativos em uma variedade de doencas malignas, incluindo cancer de mama e
melanoma (ALBALAWI et al., 2020; CECI et al., 2020).

Uma expressdo demasiada do fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), o mediador chave da angiogénese, esta associada a um mau prognostico no
cancer. Descoberto, isolado e identificado h& mais de 30 anos, o VEGF, além de seu
papel na angiogénese, esta envolvido na regulacdo de células hematopoéticas. Sua
desregulacdo promove a proliferacdo tumoral e angiogénese (APTE et al., 2019;
XIONG et al., 2021).
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A familia VEGF consiste em varios fatores estruturalmente relacionados além
de VEGF-A, ou seja, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D e fator de crescimento da placenta,
todos contribuindo para a angiogénese e / ou linfangiogénese. VEGF-A é o membro
mais bem caracterizado da familia e o indutor mais potente da angiogénese tumoral
conforme ilustrado na figura 10 (KANTHOU et al., 2018; APTE et al., 2019).

Liberacdo de VEGF
VEGF-A VEGF-C

VEGF B
VEGF E VEGF D

)

VEGFR-1 VEGFR-2 VEGFR-3

Ativacdao de macrofagos

Angiogénese Anglogenese

Figura 10: Membros da familia do VEGF e o papel das células tumorais na ativacao
dessas proteinas. Adaptado de: Tabernero 2007; Apte et al., 2019. Legenda: VEGF:
fator de crescimento endotelial vascular; VEGFR: receptores de VEGF.

Sob condi¢des patologicas, o VEGF é secretado por células tumorais na
maioria dos canceres e age nas células endoteliais dos vasos sanguineos existentes
para promover formacdo de novos vasos sanguineos. A liberacdo de VEGF por

células tumorais inicia 0 processo de angiogénese pela ativacao de células endoteliais
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e promovendo sua migracdo e, assim, aumentando a permeabilidade vascular
(ALBALAWI et al., 2020).

O VEGF livre se liga a dois receptores tirosina quinase relacionados, o receptor
1 do VEGF (Flt-1) e receptor 2 de VEGF (Flk-1 ou KDR). Ambos o0s receptores,
VEGF1 e 2, ttm um dominio extracelular composto por sete regibes semelhantes a
imunoglobulinas que se ligam a VEGF, uma Unica regido transmembrana, o qual
promove a dimerizacao e a fosforilagéo de varios residuos de tirosina que residem no
dominio intracelular do receptor, desencadeando a ativacdo da angiogénese e as
cascatas de sinalizacdo (TABERNERO 2007; KANTHOU et al., 2018).

Os efeitos do VEGF-A néo se restringem a ativacao de células endoteliais, uma
vez que muitas células do microambiente tumoral incluindo células imunes,
miofibroblastos, macréfagos também como as préprias células tumorais expressam
receptores funcionais e respondem ao VEGF-A. O VEGF-A recruta células mieldides
gue se diferenciam em macréfagos e células precursoras endoteliais da medula 6ssea
gue sao capazes de sustentar a angiogénese e o crescimento tumoral. (APTE et al.,
2019; CECI et al., 2020).

Nos ultimos anos, tornou-se mais evidente que o VEGF desempenha um
importante papel imunomodulador dentro do microambiente tumoral. Ceci, 2020
relata que niveis elevados plasméticos de VEGF-A em pacientes com céancer de
mama e colo-retal se correlacionaram com uma deficiéncia na maturacao das células
dendriticas (DCs), causando danos na diferenciacdo de células T efetoras e células
NK.

Em contrapartida, em algumas doencas como a Sindrome Mielodisplasica
(SMD), o papel do VEGF na progresséao ainda nao foi bem esclarecido (CECI et al.,
2020; XIONG et al., 2021).
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1.4 Células supressoras derivadas da linhagem miel6ide (MDSC’s)

O termo “células supressoras derivadas mieloides” (MDSC'’s) foi definido por
Gabrilovich e cols 2007, ao descreverem uma populacdo de células
imunossupressoras de origem mieldide em distintos periodos de diferenciacao,
encontradas em pacientes com cancer. Sabe-se que essas MDSC's constituem um
grupo de células mieldides progenitoras imaturas (iMC’s) com caracteristicas
heterogéneas na atividade transcricional e diferenciacdo, com marcadores fenotipicos
proprios, e na funcéo celular, diferenciando-se em células imaturas mononucleares
como as M-MDSC'’s e as polimorfonucleares como PMN-MDSC’s (KUSMARTSEYV et
al, 2006; MARVEL, GABRILOVICH 2015). Em individuos saudaveis, as iMC’s
geradas na medula Ossea sado rapidamente diferenciadas nos granuldcitos,
macrofagos ou células dendriticas. A linhagem mielbide é expandida de acordo com
as condicbes patoldgicas, favorecendo um mielopoese ineficaz. O microambiente
tumoral (TME) sofre uma intensa influéncia de citocinas pro-inflamatorias, exercendo
estas um papel crucial na diferenciacdo de MDSC'’s e prejudicando a maturacéo das
células mieldides, conforme figura 11. Consequentemente, o0 estagio de
diferenciagcdo das MDSC's € analogo aos neutrofilos e mondcitos, porém variando no
tipo de marcador celular (GABRILOVICH et al., 2007; GABRILOVICH, NAGARAJ
2009; UMANSKY V. et al, 2016; WANG et al., 2020).

A categorizacdo das MDSCs em dois grupos deu-se por marcadores
fenotipicos proprios, ressaltando que ndo ha um marcador Unico das MSDCs
(GABRILOVICH et al., 2007; BRONTE et al., 2015; OSTRAND-ROSENBERG,;
FENSELAU 2018). Em humanos, o fenétipo de MDSCs é mais complexo para
determinar porque depende do tipo de cancer (NADAL et al., 2018). MDSCs séo,
portanto, caracterizadas pela presenca do marcador CD11b (marcador de mondcito /
macrofago) ou mais especificamente como células que expressam o marcador
mieldide mais comum, o CD33 e pela auséncia de antigeno leucocitario humano -
relacionado ao antigeno D (HLA-DR) que é o MHC de classe Il humana comumente
expresso em células mieldides. PMN-MDSC € caracterizada pela expressdo de
CD15+ e M-MDSC pela expresséao de CD14+. Ambos os tipos de MDSC’s também

expressam o marcador de mieldide geral, CD33+ e ndo possuem marcadores de
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linhagem para linfécitos HLA-DR™ (TCYGANOV et al., 2018; APODACA et al., 2019;
LAW et al., 2020; WANG et al., 2020). MDSCs também foram identificados no sangue
periférico humano. Em individuos saudaveis, células mieldides imaturas com o
fendtipo descrito acima compreendem 0,5% das células mononucleares do sangue
periférico (GABRILOVICH, NAGARAJ 2009). Portanto, MDSC’s podem ser
separadas de neutrofilos e mondcitos com base em marcadores fenotipicos e
densidade celular (VEGLIA et al., 2018).

Inflamacao x Tumor
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Figura 11: llustracdo esquematica da geragdo das MDSC’s. iMC’s: células mieldides
imaturas; PMN-MDSC: células supressoras derivadas mieléides polimorfonucleares; M-
MDSC: células supressoras derivadas mieléides mononucleares e seus respectivos
marcadores celulares. Adaptado: Bronte et al., 2015; Umansky V. et al, 2016; Tcyganov et
al., 2018.
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Essas células supressoras de linhagem mieloide foram amplamente ignoradas
pelos imunologistas até o inicio de 2000, quando se tornaram evidentes seus
mecanismos de supressdo da imunidade antitumoral (TCYGANOV et al., 2018). Em
pacientes com cancer e em camundongos com tumores, as MDSCs véo se tornando
cada vez mais reconhecidas como um papel crucial na resposta da imunidade
antitumoral, principalmente devido ao seu acumulo em praticamente todos o0s
individuos com cancer (OSTRAND-ROSENBERG; FENSELAU 2018).

Sob condi¢des fisioldgicas, o fator estimulador de colonias de granulécitos e
macrofagos (GM-CSF) induz a mielopoese e a diferenciagdo em granuldcitos e
macréfagos acontece pela inducdo do fator estimulador de colbénias de granuldcitos
(G-CSF) e do fator estimulador de colénias de macréfagos (M-CSF), respectivamente.
No cancer e em outras condi¢cdes patologicas, ha o predominio de uma mielopoese
deficiente causada pela producdo demasiada desses fatores estimuladores de
colonias, favorecendo a geracdo das MDSCs. Esses fatores de crescimento séo
cruciais para a sobrevivéncia das células mieldides (PARKER et al., 2015; MILLRUD
et al, 2016). Desse modo, o acumulo e a atividade das MDSCs ocorrem ao mesmo
tempo das mesmas vias de diferenciagcdo em neutrofilos e mondcitos (VEGLIA et al.,
2018; Ql et al., 2021; VEGLIA et al., 2021). O VEGF, considerado como um fator de
crescimento que atua na progressao tumoral através da neoangiogénese, é regulado
pela taxa de hipoxia no microambiente tumoral. Estudos em pacientes com cancer de
pulmdo demonstraram que o VEGF é um quimioatraente para MDSC, e estudos em
camundongos demonstraram que as MDSC produzem VEGF (OSTRAND-
ROSENBERG; FENSELAU 2018; AGRATI et al., 2019).

De acordo com Veglia et al., 2021, as MDSCs atuam em duas areas principais:
no cancer, desempenhando uma funcédo desfavoravel e em doencas infecciosas,

como a COVID-19, autoimunes e cronicas limitando a evolugcdo da doenca.

Um fator crucial para tornar as MDSC’s funcionalmente ativas é a presenca
aumentada das iMC’s na medula 6ssea (Z. SU et al, 2016). S&o varios os mediadores
gue atuam dentro do microambiente tumoral (TME) com foco na proliferacdo e
crescimento das iMC’s, incluindo citocinas tais como: interleucina (IL-1, IL-6); fator de

necrose tumoral alfa, (TNF-a)), quimiocinas (como a CC-quimiocina ligante 2 (CCL2)),
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prostaglandinas (prostaglandina E2 (PGE2)) e fatores de crescimento (por exemplo,
fator transformador de crescimento-B (TGF-B), fator estimulador de colonia de
granulécitos-macrofagos (GM-CSF)) (MILLRUD et al, 2016; HAIST et al., 2021). Por
se tratar de um meio bastante complexo e onde h& uma intensa interacdo entre
células hospedeiras e tumorais, conforme o TME se desenvolve e evolui, células
imunossupressoras, como células T regulatérias (Treg) e MDSCs séo agregadas para
inibir a proliferacdo e atividade de células NK; promovendo assim, a progressao
tumoral e metastase (Figura 12). (OSTRAND-ROSENBERG; FENSELAU 2018;
HAIST et al., 2021). Sendo assim, € perceptivel que as MDSC e as Treg sao 0s

principais componentes celulares do TME imunossupressor.
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Figura 12: Representacdo esquematica do envolvimento dos fatores de crescimento e citocinas
na producao e ativacao das células MDSC’s. Adaptado: Gabitass et al., 2011; Kong et al., 2013;
Millrud et al., 2016; Ostrand-Rosenberg et al., 2018;; Haist et al., 2021. Legenda: iMCs: células
mieldides imaturas; MDSC: células supressoras derivadas da linhagem miel6ides; IL:
Interleucinas; GM-CSF: fator estimulador de colbnias granuldcitos e macréfagos; IFN-y:
interferon —v; NK: células natural killer; PGEZ2: prostaglandina.
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A principal caracteristica funcional das MDSCs € imunossupressao, sendo uma
propriedade comum em diversas patologias tais como: infeccbes bacterianas e
parasitarias, inflamag&o aguda e crbénica, mas particularmente tém sido encontradas
em diversos tipos de tumores sélidos (GABRILOVICH et al, 2008; VEGLIA et al.,
2018). Portanto, a presenca da mielopoese ineficaz, favorecera o acumulo dessas
MDSC's resultando em uma atividade imunossupressora. Devido a producédo de
citocinas imunossupressoras, bloqueiam metabolicamente as respostas de linfocitos
T citotoxicos pelo sequestro de aminoécidos como arginina, triptofano e cisteina. Esse
ultimo € essencial na ativacdo e proliferacdo de células T (LAW et al., 2020). A
presenca de MDSCs dentro de tumores mostrou ser dependente de IFN-y para

suprimir as respostas das células T efetoras antitumorais (MOJIC 2018).

Assim, as células imunossupressoras dentro do TME tornaram-se um
importante alvo para melhorar a eficacia da imunoterapia, e varias estratégias

terapéuticas tém sido desenvolvidas nos dltimos anos (LAW 2020).
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1.4.1 SMD e as células MDSC'’s

Um equilibrio entre as citocinas no microambiente medular € necessario para
a regulacdo da hematopoese. Na SMD uma diferenca no perfil inflamatério entre
pacientes com SMD de baixo e alto risco é descrita (MATOS et al., 2016; BARREYRO
et al., 2018; LV et al., 2019). Na SMD, a patogénese e a progressao da doenca na
sao influenciadas pelas alteracdes relacionadas a idade, pelo microambiente medular
e seu meio inflamatério (BANERJEE et al., 2019; MATOS et al., 2021).

E limitado o estudo sobre MDSCs em doencas hematolégicas como, leucemia
mieloide aguda (LMA), leucemia mieloide crénica (LMC), leucemia linfoblastica aguda
(LLA) e leucemia linfocitica cronica (LLC) e em SMD. (PALUMBO et al., 2020). Porém,
apesar de poucos estudos na SMD em particular, sabe-se que as MDSCs sao
agentes efetoras de citopenias, particularmente no grupo de pacientes de baixo risco.
(LV et al., 2019; SALLMAN, LIST 2019).

Segundo Sallman em 2019 e Syed et al.,, em 2020, as MDSCs secretam
citocinas anti-inflamatérias para reduzir a proliferacdo de células T efetoras e
contribuir significativamente para a desregulacdo do sistema imunolégico em
pacientes com SMD. Além disso, essas células interagem com outras linhagens de
células imunes, incluindo células T, macrofagos, células dendriticas e células natural
killer.

Os mecanismos necessarios a geracdo de MDSCs permanecem ainda
desconhecidos. E provavel que as MDSCs surjam em condi¢des inflamatdrias quando
ha um aumento da demanda por células mieldides através da mielopoese ineficaz;
por conseguinte ha uma expansao das células imaturas na medula 0ssea de onde
migram para o sangue periférico, sendo blogueada sua diferenciacéo e finalmente,

transformando-se em MDSCs funcionalmente ativas (BIZYMI et al., 2019).
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A deteccdao de citocinas relacionadas com as MDSC'’s pode ajudar a avaliar os
mecanismos de ativacao, proliferacéo, inibicdo de MDSC'’s e assim, correlacionar com

a progressao da SMD.

Porém, devido a imensa complexidade existente entre o sistema imunoldgico,
o0 microambiente medular e a grande heterogeneidade da doenca, ainda existem
muitas perguntas sem resposta sobre os principais mediadores inflamatérios
envolvidos e as células MDSC’s para uma melhor compreenséo sobre a patogénese

e identificacdo de possiveis novos alvos terapéuticos.
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2. JUSTIFICATIVA

As sindromes mielodisplasicas sdo um grupo de doencas heterogéneas
caracterizadas por uma displasia medular, uma hematopoese ineficaz e uma
propenséo para o desenvolvimento de uma leucemia. A patogénese desta doenca
depende da interacdo entre células hematopoéticas e seu microambiente medular.
Células inflamatorias e seus mediadores sdo constituintes do microambiente tumoral

e estdo implicadas na patogénese e progressao da doenca.

O papel das MDSC'’s na supressao do sistema imunologico foi demonstrado
em muitos tumores solidos e em algumas doencas hematoldgicas malignas. O
acumulo dessas células regula negativamente a vigilancia imunolégica e a imunidade

anti-tumoral.

A caracterizacdo das MDSC e o estudo de sua relagcdo com alguns mediadores
inflamatérios em pacientes portadores de sindromes mielodisplasicas se propfe a
esclarecer seu papel na patogénese da doenca e abrir perspectivas para o

desenvolvimento de potenciais alvos terapéuticos.
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3. OBJETIVOS

3.10Dbjetivo geral

Avaliar a expressédo das células supressoras derivadas da linhagem mielbide
(MDSC'’s) e correlaciona-las com os niveis séricos de IL-10, IL-13, VEGF, IFN-y em
pacientes adultos portadores de SMD acompanhados no Servico de Hematologia do
Hospital Universitario Walter Cantidio da Universidade Federal do Ceara (HUWC-
UFC).

3.2 Objetivos Especificos

e Quantificar os niveis séricos de IL-10, IL-13, IFN-y e VEGF nos pacientes

portadores de SMD;

e Avaliar a expresséo das células MDSC’s em sangue periférico;

e Quantificar a populacéo de células PMN-MDSC’s e M-MDSC'’s;

e Investigar a associacdo entre as interleucinas dosadas e a expresséo das
MDSC'’s;

e Investigar a associacdo entre o VEGF e a expresséo das MDSC'’s;

e Avaliar a associacdo da expressdo destas células com o0s grupos de
estratificacdo de risco da SMD e as variaveis clinicas.
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4. METODOLOGIA

4.1 Casuistica

Trata-se de um estudo observacional transversal realizado no periodo de 2017
a 2021 que incluiu pacientes adultos com diagnéstico confirmado de SMD
acompanhados no Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC) e individuos

voluntarios sadios como grupo controle.

4.2 Aspectos éticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos
do Hospital Universitario Walter Cantidio, através do sistema da Plataforma Brasil
(Numero do processo: 2.812.259). (ANEXO A). Nestes termos, a equipe executora
desta pesquisa comprometeu-se a cumprir todas as diretrizes e normas reguladoras
descritas na Resolucdo n° 466 de 12 de dezembro de 2012 do Conselho Nacional de
Saude que aprova as diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisas envolvendo

seres humanos.

4.3. Critérios de inclusao

Pacientes com SMD

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

Grupo controle

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

aceitaram participar voluntariamente da pesquisa e assinaram o TCLE.
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4.4. Coleta e processamento de amostras

Os dados clinicos e epidemiolégicos dos pacientes com SMD foram coletados
a partir dos prontuarios médicos e utilizou-se como ferramenta um formulario proprio
(APENDICE).

Para as analises de citocinas foram coletados 8 mL de sangue periférico de
cada individuo, em dois tubos Vacutainer® contendo EDTA. Apés a coleta, as
amostras foram encaminhadas, sob refrigeracdo, ao Laboratorio de Citogenémica do
Céncer, da Universidade Federal do Ceara, onde foram centrifugadas a 1200 rpm por
10 minutos, realizada a aliquota do plasma e, posteriormente, este foi armazenado
em freezer a uma temperatura de -80°C até a realizacdo do ensaio imunoenzimatico

ELISA e o resultado foi expresso em pg/mL.

Para a expressao das células MDSC’s, as amostras foram, inicialmente,
processadas pelo Cell-Dyn Ruby para quantificar nimero total de leucoécitos e em
seguida, as amostras eram encaminhadas imediatamente ao Laboratério de
Citogendmica do Cancer para processamento das amostras no Citdmetro de fluxo
conforme ilustrado na figura 13.

Citometria de Fluxo

Citometria de fluxo
I —) ] , = N° pacientes: 46
/ | \ } y Grupo controle: 20

F CD 33 (CD14+ (CD15+ HLA-DR BD FACSCalibur
Coleta \
da
amostra
[_rwe—=s ]
Centrifugacéo\ L Ve — - -
= —_— Y Analllse (Ele citocinas
[' — 3. 1113 N°® pacientes: 93
T 4. IFNy Grupo controle: 50

Figura 13: llustracdo esquematica do processamento de amostras.
Fonte: proprio autor.
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4.4.1 Determinacdao de interleucinas por ensaio imunoenzimatico (ELISA)

As citocinas (IL-10, IL-13, VEGF e IFN-y) foram dosadas no plasma dos
individuos através do método de ELISA sanduiche, utilizando-se kits Invitrogen ELISA
(ThermoFisher) e seguindo as orientacfes do fabricante (Figura 14). Estas dosagens
foram realizadas no Laboratorio de Farmacologia da Inflamacdo e do Céancer
(LAFICA), da Universidade Federal do Ceara.

Foram utilizadas placas de poliestireno com 96 pocos, ja sensibilizadas
previamente com anticorpo de captura monoclonal anti- IL-10, anti- IL-13, anti-VEGF
e anti-IFN-y diluido em PBS (Phosphate — Buffered saline). Apds esse periodo os
pocos foram lavados 3 vezes com 400uL do tampéo de lavagem e secos vertendo
em papel absorvente. Posteriormente, foi realizado o bloqueio da placa através da
adicdo de 300 pL, em cada poco, de diluente de ensaio, seguido de incubacéo a
temperatura ambiente por 1 hora. A seguir, a placa foi lavada conforme descrito
anteriormente. Foram adicionados aos diferentes poc¢os da placa 100 uL de cada
concentracdo do padrao, do plasma dos pacientes e grupo controle, cobertos por fita
adesiva e incubados por 2h a temperatura ambiente. ApGs este periodo, foram
realizadas 3 lavagens e em seguida adicionados 100uL da diluicdo de trabalho da
Streptavidin-HRP. A placa foi selada e incubada por 20 min em uma sala escura e a
temperatura ambiente. Posteriormente, a placa foi novamente aspirada e lavada por
3 vezes. Em seguida, foram adicionados 100 pL do substrato enzimatico, constituido
por solucdes estabilizadoras de peroxido de hidrogénio e de tetrametilbenzidina
(TMB). A placa foi incubada no escuro a temperatura ambiente por 20 min e entao
adicionaram-se 50 pL de solucdo de parada a cada poco. A leitura da placa foi

realizada em leitor de ELISA utilizando filtro de comprimento de onda de 450 nm.
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Figura 14: llustracdo esquematica da técnica de ELISA.

300uL  300pL  300uL  300uL  300pL  300uL
" hY g "
e v,
. 200

100 50 25 12,5 6.3
pg/mL  pg/mL pg/mlL pg/mL pg/mL pg/mL

Aspirado ¢ Lavado 3
vezes @ €
. - [ I8
Aspirado ¢ Lavado 3 Adicionado amostras @
vezes ¢ padrdo (incubado
por 2h)
Sensibilizagdo com Bloqueio com
Anticorpo de Captura diluente de ensaio
Aspirado ¢ Lavado 5 Aspirado e Lavado 7
€ vezes = vezes
esssm——) | vy | mamm——
® = J
Adicionados: Adicionado o
(Anticorpo de Substrato
detecgdo + SA\:H&?) (auséncia de luz)
215

IL-10
IFN-y —> CAPTURADA
VEGF
Leitura em
e 4 ) cspectrofotometro a
450nm

Adicionada a
Solug¢do de Parada




64

4.4.2 Imunofenotipagem — Analise das MDSC’s

A imunofenotipagem por citometria de fluxo teve por objetivo identificar a
presenca das células MDSC’s em SP. Foi utilizado um painel com anticorpos
monoclonais (AcMo) pré-definido, montado de maneira a se ter 1 AcMo por tubo,
conjugado em cada flurocromo especifico. O painel escolhido marca antigenos de
membrana e utilizado da marca Becton-Dickinson®. Os AcMos utilizados, bem como

seus respectivos fluorocromos conjugados encontram-se detalhados na tabela 5.

Tabela 5 - Painel de anticorpos monoclonais para MDSC'’s.

Painel de anticorpo monoclonal para MDSC’s

Tubo 1 Gamma

Tubo 2 CD 14+ PE

Tubo 3 CD 15+ FITC

Tubo 4 CD 33+ APC

Tubo 5 HLA — DR'o" PerCP

Tubo 6 CD 14+ / CD 15-/ HLA-DR-'*% / CD 33+
Tubo 7 CD 14- /CD 15+ /HLA-DR "%/ CD 33+

Legenda: Gamma: Controle negativo sem AcMos; PE: FITC:
(isotiocianato de  fluoresceina); Fonte: elaborado pelo autor.

Para as marca¢cfes de membrana o procedimento foi: inicialmente identificar
todos os tubos com seus respectivos AcMos; adicionar a cada tubo 50uL da amostra
de MO e SP coletada em tubos com EDTA; adicionados a cada tubo 5uL dos
respectivos AcMos, com concentragcdes previamente ajustadas, em temperatura
ambiente e foi incubada por 15 minutos em camara escura;, ap0s esse prazo,
adicionaram-se em cada tubo 2mL de solucéo de lise e incubado novamente por 10
minutos; apos termino de incubacédo, as amostras foram centrifugadas por 3 minutos

a 1.500 rpm; logo apds remover o sobrenadante e foram adicionados a cada tubo
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2mL de solucdo PBS a 1X e homogeneizado; esta etapa foi repetida por mais duas

vezes; o pellet foi ressuspendido com 300uL de solugcédo de PBS mais soro fisiologico.

Todas as aquisicoes foram realizadas no citbmetro de fluxo FACSCaliburTM e as

analises realizadas utilizando o software Cell-Quest (Becton-Dickinson®). Para todos

0s tubos um total de 50.000 eventos foram adquiridos e considerou-se um cut-off de

20% para determinacdo de positividade para todos os AcMos que compunham o

painel.

4.5 Variaveis analisadas

As variaveis analisadas neste estudo foram assim subdivididas:

Idade (categorizada de acordo como IPSS-R): <75 anos e 275 anos;
Quanto a classificacdo da OMS (2016): SMD com displasia em Unica
linhagem (SMD-DU), SMD com displasia em mudltiplas linhagens (SMD-
DM), SMD com sideroblastos em anel com displasia em Unica linhagem
(SMD-SA-DU) SMD com sideroblastos em anel com displasia em multiplas
linhagens (SMD-SA-DM), SMD com excesso de blastos 1 (SMD-EB-1),
SMD com excesso de blastos 2 (SMD-EB-2), SMD com del 5q isolada, SMD
nao classificavel (SMD-U)

Celularidade da medula 6ssea: hipocelular, normocelular ou hipercelular;
Niveis séricos de ferritina: <500ng/mL e =2500ng/mL

Percentual de blastos: <5% (normal) e 25% (excesso de blastos).
Cariotipo: normal ou alterado;

Concentracédo de hemoglobina (Hb) categorizada: <8g/dL e =8g/dL;
Contagem de neutréfilos de acordo com o IPSS-R: 2800/mm?3 e <800/mm?3
Contagem de plaquetas de acordo com o IPSS-R: 2100.000/ mm? e
<100.000/ mm3;

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

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

Dependéncia transfusional: sim e nao (utilizando-se o critério de 1
transfusdo a cada 8 semanas durante periodo de 4 meses (MALCOVATI et
al., 2005).
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4.6 Analise estatistica

Os niveis de IL-10, IL-13, IFN-y e VEGF e a expressao das células MDSC’s
foram expressos como mediana e variacdo (minimo e maximo). O teste Many-
Whitney foi utilizado para analisar a influéncia das Interleucinas e a expressao das
células MDSC'’s nas variaveis clinico-patoldgicas avaliadas. O teste de correlacdo de
Spearman foi utilizado para obtencdo dos valores de r-quadrado (r2). As analises
estatisticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism 6 (software
GraphPad Prism, La Jolla, CA, EUA) e SPSS 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA). O

nivel de probabilidade (valor-p) <0,05 foi adotado como critério de significancia.
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5. RESULTADOS

5.1Caracterizacéo dos pacientes

Ao fim do prazo estimado para coleta de amostras, foram pré-selecionados
nesse estudo 93 pacientes atendidos no ambulatério de Hematologia do Hospital

Universitario Walter Cantidio e 50 voluntarios sadios para o grupo controle.

Dentre os pacientes, observou-se que 44,1% eram do sexo masculino e 55,9%
do sexo feminino (Tabela 6). A média de idade nesse grupo foi de 72,4 anos
(mediana: 74 anos / minimo: 44 anos e maximo: 98 anos) com predominio de
pacientes com idade = 60 anos em 80,6% (75) dos casos avaliados. Enquanto que
no grupo controle foi observada uma média de idade de 61,4 anos (mediana: 55 anos
/ minimo: 45 anos e maximo: 71 anos) e uma predominancia de 64% do sexo

masculino.

Tabela 6: Caracterizacédo descritiva dos pacientes com SMD

Variaveis N %
Grupos
Controle 50 35,0
SMD 93 65,0
Sexo
Masculino 41 441
Feminino 52 55,9
Idade
<60 anos 18 19,4
=60 anos 75 80,6

Quanto aos achados no sangue periférico dos pacientes com SMD, foi
observado que 25,8% dos pacientes apresentaram Hb <8g/dL, e 74,2% dos pacientes
apresentaram valores de Hb = 8g/d|L. Com relacdo a contagem de neutrdfilos, 76
pacientes (81,7%) tiveram contagem 2800/mm?3, e 17 pacientes (18,3%) tiveram <
800/mm3. (Tabela 7)
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A contagem de plaquetas foi igual ou superior a 100.000/mm? em 51 pacientes
(54,8%) e inferior a 100.000/mm? em 42 pacientes (45,2%).

Em relagdo a presenca de citopenias ao hemograma: 35,5% dos pacientes
apresentaram duas citopenias, 34,4% apenas uma citopenia e 30,1% apresentaram

trés citopenias.

Tabela 7: Caracterizagdo das variaveis laboratoriais em pacientes com SMD.

Variaveis N %
Hemoglobina
<8g/dL 24 25,8
>8g/dL 69 74,2
Neutréfilos
<800/mm?3 17 18,3
>800/mm?3 76 81,7
Plaguetas
<100.000/mm?3 42 45,2
2100.000/mm?3 51 54,8
Citopenias
1 32 34,4
2 33 35,5
3 28 30,1

Avaliando a presenca de displasias no mielograma: 45,2% dos casos avaliados
apresentaram duas displasias, seguido de 27 casos (29%) com as trés displasias.
Dentre as displasias apresentadas, observou-se predominancia de diseritropoese e

dismegapoese representando quase 80 % dos casos analisados.

Ao mielograma, identificou-se que 22 pacientes (23,7%) apresentaram
percentagem maior ou igual a 5% de blastos na medula 6ssea ao diagnéstico,

enquanto 71 (76,3%) pacientes apresentaram percentagem menor que 5%.

A Dbiépsia da medula Ossea foi observado que 59,1% dos pacientes
apresentaram medula éssea hipercelular, 32,3% medula éssea normocelular e 8,6%

medula hipocelular. (Tabela 8).
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Tabela 8: Caracterizacdo descritiva das varidveis clinicas relacionadas aos
achados da medula 6ssea em pacientes com SMD.

Celularidade da Medula Ossea N %
Hipocelular 8 8,6
Hipercelular 55 59,1
Normocelular 30 32,3
Cariotipo
Normal 39 56,5
Alterado 30 435
* N&o Disponivel 24
Percentagens de blastos
25% 22 23,7
<5% 71 76,3

De acordo com a classificacdo OMS (2016) foram incluidos 37 pacientes
(39,8%) com SMD com displasia em multilinhagem, 23 pacientes (24,7%) com SMD
com excesso de blastos, 15 pacientes (16,1%) com SMD com sideroblastos em anel
em multipla linhagem, 3 pacientes (3,2%) com SMD com sideroblastos em anel em
Unica linhagem, 11 pacientes (11,8%) classificados como SMD com displasia em
Unica linhagem, 2 pacientes (2,2%) com SMD com delecao 5q isolada e em seguida,
2 pacientes (2,2%) estratificados como SMD inclassificavel com 1% de blastos.
Dentro da categorizacdo da OMS, foi observado uma predominéancia das formas
iniciais da SMD com 70 casos (75,3%), seguido das formas avancadas com 23 casos
(24,7%) conforme da tabela 9.

Tabela 9: Estratificacdo dos pacientes com SMD quanto a classificacdo OMS.

Classificacdo OMS (2016) N %
SMD com displasia Unica linhagem 11 11,8
SMD com sideroblastos em anel em Unica linhagem 3 3,2
SMD com sideroblastos em anel em mdltipla linhagem 15 16,1
SMD com displasia multilinhagem 37 39,8
SMD com excesso de blastos 23 24,7
SMD com del (5q) isolada 2 2,2
SMD inclassificavel com 1% blastos 2 2,2
Classificagao OMS(2016), categorizada
Formais iniciais 70 75,3

Formas avancadas 23 24,7
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Dentre os 69 pacientes com resultado citogenético disponivel, identificou-se
gue 39 pacientes (56,5%) apresentaram cariotipo normal e 30 (43,5%) apresentaram

cariétipo alterado.

Quanto a estratificacdo de risco de acordo com o IPSS-R, verificou-se que 10
pacientes (14,9%) foram classificados como de muito bom prognaéstico; 27 (40,3%)
como bom progndstico; 3 pacientes (4,5%) como progndostico intermediario, 23
(34,3%) como alto risco e 4 pacientes (6%) com muito alto risco. (Tabela 10).

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

Classificacao N %
IPSS-R
Muito Baixo 10 149
Baixo 27 40,3
Intermediario 3 4,5
Alto 23 34,3
Muito Alto 4 6,0
* Nao disponivel 33
IPSS-R (Categorizado)
Muito Baixo + Baixo + Intermediario 42 62,7
Alto + Muito Alto 25 37,3
Ferritina
=500ng/mL 26 553
<500ng/mL 21 44,7
* N&o disponivel 46
Dependéncia Transfusional
Sim 28 34,6
Nao 53 65,4
* Nao disponivel 12

Analisando os pacientes com dependéncia transfusional, verificou-se que
apenas 34,6% dos pacientes eram dependentes de transfusdo sanguinea do quais

55,3% apresentavam sobrecarga de ferro com ferritina acima de 500ng/mL.
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5.2 Analise dalL-10

Em nosso estudo, os pacientes com SMD mostraram niveis séricos de IL-10
significativamente mais elevados com a média de 34,1811+24,5911 ng/mL do que o
grupo controle com média de 7,1905+45,1169 ng/mL. (p<0,001). (Grafico 1).

Gréfico 1: Analise de IL-10 em pacientes com SMD versus grupo controle
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Associacao entre niveis de IL-10 em pacientes com SMD x grupo

controle (34,18 + 24,59 versus 0 + 319,5). Valor de p obtido através do
teste de Man Whitney. *p<0.001.
Fonte: elaborado pelo autor.

N&o foi encontrada associacao significativa entre os niveis de IL-10 e as
seguintes variaveis clinicas: idade (p=0.149); hemoglobina (p=0.595); numero de
neutrofilos (p=0.911); numero de plaquetas (p=0.729); celularidade da medula 6ssea
(p=0.075); numero de displasias (p=0.693); quanto ao caribtipo (p= 0.061); quanto a
classificacdo da OMS (0.668) e quanto ao IPSS-R (p= 0.711) (TABELA 11).
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5.3 Anédlise da IL-13

Em nosso estudo os pacientes com SMD mostraram niveis séricos de IL-13

significativamente mais elevados quando comparados ao grupo controle (p<0,001).
(Grafico 2)

Gréfico 2: Analise de IL-13 em pacientes com SMD versus grupo controle
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Associacao entre niveis de IL-13 em pacientes com SMD x grupo controle
(3,09 £ 4,37 versus 0,0 £ 0,0). Valor de p obtido através do teste de Man
Whitney. *p<0.001. Fonte: elaborado pelo autor.

N&o foi encontrada associacdo significativa entre os niveis de IL-13 e as
seguintes variaveis clinicas: idade (p=0.175); hemoglobina (p=0.084); nimero de
neutrofilos (p=0.371); numero de plaquetas (p=0.126); celularidade da medula 6ssea
(p=0.739); numero de displasias (p=0.584); quanto ao caridtipo (p= 0.654); quanto a
classificagcdo da OMS (p=0.171) e quanto ao IPSS-R (p= 0.384). (TABELA 11).



73

5.4 Analise do IFN-y

Em nosso estudo os pacientes com SMD mostraram niveis séricos de IFN-y

significativamente mais elevados quando comparados ao grupo controle (p<0,001)
conforme ilustrado no gréfico 3.

Gréfico 3: Analise de IFN-y em pacientes com SMD versus grupo controle

- p<0.001
1500 - ' '

= 1000 - (m)

€

S

1]

2

= 500-

' o

E O[O

0 - a ..............

Controle SMD

Associacao entre niveis de IFN-y em pacientes com SMD x grupo controle
(41,95 + 115,55 versus 11,65 + 60,18). Valor de p obtido através do teste
de Man Whitney. *p<0.001.

Fonte: elaborado pelo autor.

N&o foi encontrada associacdo significativa entre os niveis de INF-y e as
seguintes variaveis clinicas: idade (p=0.647); hemoglobina (p=0.958); nimero de
neutrofilos (p=0.943); numero de plaquetas (p=0.495); celularidade da medula 6ssea
(p=0.678); numero de displasias (p=0.659); quanto ao cariétipo (p= 0.932); quanto a
classificagcdo da OMS (p=0.324) e quanto ao IPSS-R (p= 0.398). (TABELA 11).
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5.5 Anélise do VEGF

Em nosso estudo os pacientes com SMD mostraram niveis séricos de VEGF
significativamente mais elevados quando comparados ao grupo controle (p<0,001)
conforme ilustrado no grafico 4.

Gréfico 4: Analise de VEGF em pacientes com SMD versus grupo controle
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Associacao entre niveis de VEGF em pacientes com SMD x grupo
controle (238,44 + 230,87 versus 148,66 + 129,79). Valor de p obtido
através do teste de Man Whitney. *p<0.001.

Fonte: elaborado pelo autor.

N&o foi encontrada associacdo significativa entre os niveis de VEGF e as
seguintes variaveis clinicas: idade (p=0.266); hemoglobina (p=0.806); numero de
plaguetas (p=0.672). (TABELA 11).
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Tabela 11: Caracterizacdo das variaveis clinicas com as interleucinas IL-10, IL-13, IFN-y e VEGF em pacientes com SMD e grupo controle.

IL10 IL13 IFNy VEGF
Variaveis Média Minimo- p Média  Minimo- p Média Minimo - p Média Minimo - p
Maximo Méaximo Maximo Maximo
Grupos
Controle 7.1905:451169 99000 0,00+0,00 0,00-0,00 11,65:60,18 200 148 66412979 1236
319,5054 359,46 775,95
34,1811:245501  00000- 0001 <0.001 000- 0003 a2,75. <0001
SMD T 1741420 3,09+4,37 0,00-27,69 41,95+11555 oo 238,44+230,87 a7,
Sexo
Masculino 34,0117+19,767  0,0000- 3,81+5,81 0,00-27,69 26,45+52 25 0,00- 216,70+141,22 28,26-
5 77,8150 238,04 629,80
Femini 343082527856 00000- 0% o hnaaz o sagreaed0 000 o ossagaszaz G275
eminino 3 174,1420 exs,08 DUU-24, G140, 995,88 AURL0424 0 5018,54
Idade
<60 anos 44,1499+37,655  0,0000- 3.4942.87 0.75-10.82 20.67:38.93 000" 330204442 40 4275
3 1741420 .o 0.175 107,96 ) c47 201854 e
31,7231+19,752  0,0000- : 2,09++4.6 : 0,00- : 54,83- :
>60 anos 5 812120 271" 0,00-27,69 47,12+127,00 g 212,80+127,20 200
Hemoglobina
<8g/dL 82,5273+21,053  0,0000- 5,20+7,56 0,00-27,69 342246185 00 213,88+132.89 275
9 81,2120 238,04 629,80
>8g/dL 347736+25,861  0,0000- % 2.35+2.09 0,00-10,82 0.084 4468412959 990 0:998 247 51425814 2H83 0809
=59 2 174,1420 3924,809 Yy ' 0022125, 995,88 DIEE26,2% 5018,54
Neutroéfilos
<800/mm? 31,7378+18,206  0,0000- 3.06+2,47 0,00-8,85 30.70+46,77 990 192,31+153,70 3275
7 81,2120 115,03 629,80
>800/mm3 34,7425%25,907  0,0000- oo 3,09+4,70 0,00-27,69 o3rt 4450412614 990 0943 24933424518 >H83 N
=cvbimm 3 174,1420 0924, (00,0021, OUELED, 995,88 O92LA9,18 5018,54
Plaquetas
<100.000/mm?3 31,4583£18,025  4,0270- 2,63+4,27 0,00-27,69 2901+50,83 00 214.73+12973 3275
8 81,2120 214,00 629,80
>100.000/mm3 364139:28882  00000- 0 3.46+4,46 0,00-27,69 0120 5282414957 000 049 258,60+290.81 2226 oor2
=100.000Imm 2 174,1420 404,40 U004 OEELAY, 995,88 0I2£I0,8L 5018,54

Continua



Tabela 11: Caracterizacdo das variaveis clinicas com as interleucinas IL-10, IL-13, IFN-y e VEGF em pacientes com SMD e grupo controle.

Celularic!ade da
Medula Ossea

Hipercelular
Hipocelular

Normocelular
Diseritropoese
Sim

N&o
Disgranulopoese
Sim

N&o
Dismegacariopoe
se

Sim

N&o

N° de Displasias
1

2

3
Cariétipo
Normal

Alterado

Classificacao
OMS (2016)

37,2766+19,618
1

54,0428+53,004
1

27,6733+18,208
3

33,1716x25,601
4

38,2752+20,084
9

32,9056+19,425
4

34,9565+28,515
6

34,3223+25,883
7

33,6462+19,509
0

35,2210+19,917
4

35,8395+29,859
3

30,7771+19,199
5

28,8108+18,349
4

41,1208+30,869
3

4,0270-

81,2120
3,1010-
174,1420
0,0000-

77,8150

0,0000-
174,1420
9,5840-
80,9030

0,0000-

81,2120

0,0000-
174,1420

0,0000-
174,1420
0,0000-
70,4060

0,0000-

80,9030

0,0000-
174,1420
0,0000-

81,2120

0,0000-

70,7140

10,8190-
174,1420

0.075

0.258

0.075

0.671

0.693

0.061

2,19+1,59 0,00-6,14
5,6849,25 0,58-27,69

3,21+4,46 0,00-27,69

3,28+4,69 0,00-27,69

2,35+2,76 0,00-10,82

2,90+4,40 0,00-27,69

3,24+4,43 0,00-27,69

2,99+4,62 0,00-27,69

3,47+3,29 0,81-14,31

3,06+3,46 0,00-14,31
3,14+4,35 0,00-27,69

3,02+5,21 0,00-27,69

2,97+4,35 0,00-27,69

3,75+5,39 0,00-27,69

0.739

0.198

0.569

0.103

0.584

0.654

56,68+199,41
52,50+90,94

34,204+62,75

33,52+61,15

74,33+226,16

33,81+52,97

47,73+149,59

44,45+127,13

32,33+52,27

67,72+202,76
30,46+63,87

36,48+56,88

65,51+169,15

30,32+55,41

0,00-
995,88
0,00-
238,04
0,00-
260,66

0,00-
260,66
0,00-
995,88

0,00-
214,00
0,00-
995,88

0,00-
995,88
0,00-
148,97

0,00-
995,88
0,00-
260,66
0,00-
214,00

0,00-
995,88
0,00-
238,04

0.678

0.650

0.650

0.825

0.659

0.932

206,29+115,85
297,11+203,03

213,13+130,72

237,66+251,46

241,52+124,62

232,92+149,63

244,61+282,44

240,43+251,81

231,11+132,13

241,92+137,60
237,74+299,35

236,39+169,47

215,11+116,43

206,40+122,38

42,75-
541,86
84,12-
629,80
59,56-
547,04

42,75-
2018,54
72,50-
541,87

42,75-

629,80

59,56-
2018,54

42,75-
2018,54
59,56-
431,96

59,56-
541,87
59,56-
2018,54
42,75-
629,80

54,83-
547,04
42,75-
541,86

76

0.585

0.305

0.762

0.610

0.621

0.522

Continua



Tabela 11: Caracterizacdo das variaveis clinicas com as interleucinas IL-10, IL-13, IFN-y e VEGF em pacientes com SMD e grupo controle.

SMD com displasia
unilinhagem

SMD com
sideroblastos em
anel

SMD com displasia
multilinhagem
SMD com excesso
de blastos

SMD com del (5q)
isolada
Classificacéo
OMS (2016),
categorizada

Formas Iniciais

Formas Avancadas

IPSS-R

Muito Baixo
Baixo
Intermediario
Alto

Muito Alto

IPSS-R
(Categorizado)
Muito Baixo +
Baixo +
Intermediario

Alto + Muito Alto

29,9644+23,069
5

27,2720+18,605
6

37,4671+29,959
8

35,4243+19,791
7

27,6970+12,234
3

33,1709+25,782
7

35,4243+19,791
7

26,5611+22,613

31,27374117,148

88,94233173,816

34,91052120,087

26,46730111,278
7

35,1024+28,730
2

32,9483+19,710
5

0,0000-
70,4060

0,0000-
65,7750

4,0270-
174,1420
9,5840-
81,2120
16,0680-
40,4580

0,0000-
174,1420
9,5840-
81,2120

0,0000-

70,7140

3,1010-

63,3050
44,2000-
174,1420
9,5840-

81,2120

13,2890-
40,7670

0,0000-
174,1420

9,5840-
81,2120

0.668

0.484

0.190

0.711

2,50+2, 132,92+291,5

26 0,00-8,37 7
3,65+3,35 0,81-14,31 19,57+34,68
2,34+1,92 0,00-9,31 0171 26,48+57,43
4,54+7,83 0,00-27,69 39,88+63,11
0,71+0,78 0,00-1,55 71,33+123,56
2,64+2,45 0,00-14,31 43,85+129,73

0.919
4,54+7,83 0,00-27,69 39,88+63,11
2,51+1,58 0,97-5,49 17,92+43,38

2,10+1,60 0,00-6,14 73,44+201,88

2,19+1,23 0,78-3,01 0.384 32,86+47,05

4,37+6,02 0,00-27,69 42,91+63,21
8’47?'2’8 1,78-27,69 56,23+53,39
0.081

2,22+1,51 0,00-6,14 55,89+163,40

5,18+7,46 0,00-27,69 44,30+62,33

0,00-
995,88

0,00-
106,55

0,00-
260,66
0,00-
238,04
0,00-
214,00

0,00-
995,88
0,00-
238,04

0,00-
134,83
0,00-
995,88
0,00-
86,76
0,00-
238,04
0,00-
107,96

0,00-
995,88

0,00-
238,04

0.324

0.348

0.398

0.299

264,11+160,74

324,88+459,00

205,07+107,89
201,82+120,89

176,36+88,95

244,16+256,09

201,82+120,89

195,44+147,48
204,89+115,55
176,36+106,95
205,75+93,90

286,80+210,19

211,08+128,60

202,69+99,04

91,80-
541,87

54,83-
2018,54

58,26-
547,04
42,75-
541,86
103,52-
275,50

54,83-
2018,54
42,75-
541,86

91,80-
547,04
54,83-
541,87
84,12-
293,60
72,50-
431,96
42,75-
541,86

54,83-
547,04

42,75-
431,96

77

0.854

0.491

0.792

0.907
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Tabela 11: Caracterizagdo das variaveis clinicas com as interleucinas IL-10, IL-13, IFN-y e VEGF em pacientes com SMD e grupo controle. ¢

Dependéncia
Transfusional

Sim 82,4712+18,604  4,6450- 3,05+5,01 0,00-27,69 43,90+72,54 0,00- 195,02+93,54 42,75
4 81,2120 260,66 376,36

N3 35,8909+28,098  0,0000- o018 3,34+4,47 0,00-27,69 0858 273745036 000 o213 24438429014 >H83 0503
ao 5 174,1420 oaxdal UUD-2f, e 214,00 20229018 5018,54

Legenda: Classificacdo OMS (2016), categorizada — Formas Iniciais (SMD com displasia unilinhagem + SMD com sideroblastos em anel + SMD
com displasia multilinhagem + SMD com del (5q) isolada), Formas Avancadas (SMD com excesso de blastos).
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5.6 Anédlise de Citometria de Fluxo

5.6.1 Expressédo de MDSC’s

N&o foi observada uma expressao significativa das células MDSC'’s, pela
marcacdo CD33+HLA-DR'%, quando comparados os pacientes com SMD versus
controles. (p=0.388) (Gréfico 5).

Gréafico 5: Expressdo das MDSC’s em pacientes com SMD versus grupo
controle.

. p=0.388

100 -

80 -
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MDSC’s (%)
nt o l..
na" —.:.'j =.

204

L]
Controle

Associacao entre expressdo de MDSC’s em pacientes com SMD x grupo
controle (56,51 + 23,41 versus 47,08 + 35,12). Valor de p obtido através
do teste de Man Whitney. p=0.388.

Fonte: elaborado pelo autor.

Porém, observou-se que a expressédo das células MDSC'’s, pela marcacao
CD33+HLA-DR™, foi significativamente maior nos pacientes com SMD do sexo

masculino do que nos pacientes do sexo feminino conforme grafico 6. (p=0,041).
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Quanto a estratificacdo do risco, foi significativamente maior a expressao das
MDSC’s entre pacientes categorizados como muito baixo, baixo e risco intermediario

do que em pacientes de alto e muito alto risco conforme IPSS-R. (Grafico 7).

Gréafico 6: Expressdao das MDSC’s em pacientes com SMD do sexo masculino
versus pacientes do sexo feminino

, p=0.041 |
| 1
100-
®
i (1
.&: 80 B
-3 604 -
A  40- 1 "am
u ]
=
i ®
20 ° .
0 r T
Masculino Feminino

Associacao entre expressdo de MDSC’s em pacientes com SMD quanto
ao género masculino x feminino (66,44 + 27,29 versus 50,65 + 19,10).
Valor de p obtido através do teste de Man Whitney. *p=0.041.

Fonte: elaborado pelo autor.
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Gréfico 7: Expressdo das MDSC’s em pacientes com SMD estratificados pelo grupo
de risco conforme o IPSS-R.

| p=0.011 |
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Associacao entre expressdo de MDSC’s em pacientes com SMD estratificados
conforme IPSS-R: muito baixo, baixo e intermediério risco versus alto e muito
alto risco (56,06 + 22,42 versus 74,07 + 10,17). Valor de p obtido através do
teste de Man Whitney. p=0.011. Fonte: elaborado pelo autor.



A figura 15 apresenta os dot-plots de analise individual de um paciente.
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5.6.2 Expressédo de PMN-MDSC’s

Observou-se que a expressao das células PMN-MDSC’s, através do marcador
CD33+ CD15+HLA-DR"%, estava significativamente diminuida nos pacientes com

SMD do que no grupo controle (p< 0,001), conforme grafico 8.

Gréfico 8: Expressdo das PMN-MDSC’s em pacientes com SMD versus controle.

| p<0.001 |

100+
o ®
E-\- 80 - ¢
‘UI
O 604 -E%E
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o

-20

Cont.role SI";‘ID

Associacdo entre expressdo de PMN-MDSC’s em pacientes com SMD
versus grupo controle (39,71 £ 24,6 versus 65,71 + 11,21). Valor de p obtido
através do teste de Man Whitney. p<0.001.

Fonte: elaborado pelo autor.

Quanto a estratificacdo do risco, houve uma associacdo estatisticamente
significativa maior da expressdo das PMN-MDSC’s entre pacientes de alto e muito
alto risco do que em pacientes categorizados como muito baixo, baixo e risco
intermediario, conforme IPSS-r. (p=0,041). (Grafico 9)
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Gréafico 9: Expressado das PMN-MDSC’s em pacientes com SMD estratificados
pelo grupo de risco conforme o IPSS-R.
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Associacao entre expressdo de PMN-MDSC’s em pacientes com SMD
estratificados conforme IPSS-R: alto e muito alto risco versus muito baixo,
baixo e intermediario risco (61,19 + 11,87 versus 36,44 + 26,58). Valor de
p obtido através do teste de Man Whitney. *p=0.041.

Fonte: elaborado pelo autor.

5.6.3 Expressédo de M-MDSC'’s

Observou-se que a expressao das células M-MDSC'’s, através do marcador
CD33+CD14+HLA-DR¥, predominou significativamente nos pacientes com SMD do

gue no grupo controle (p< 0,001), conforme gréfico 10.
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Gréafico 10: Expressdo das M-MDSC’s em pacientes com SMD versus grupo
controle.

p<0.001
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Associacao entre expressdo de M-MDSC’s em pacientes com SMD versus
grupo controle (25,65+24,09 versus 5,79 + 2,16). Valor de p obtido através
do teste de Man Whitney. *p<0.001. Fonte: elaborado pelo autor.

Nao houve expressao significativa das células MDSC'’s e a idade (p=0.131); a
hemoglobina (p=0.463); numeros de neutréfilos (p=0.463); numero de plaquetas
(p=0.129); celularidade da medula éssea (p=0.200); numero de displasias (p=0.543);
caribtipo (p=0.829); classificacdo da SMD quanto a OMS (p=0.829) e também quanto
a dependéncia transfusional (p=0.465). (Tabela 12)



Tabela 12: Caracterizacdo das variaveis clinicas com os marcadores das células MDSC’s em pacientes com SMD e grupo controle.

86

CD14 M-MDSC CD15 PNM-MDSC CD33 MDSC
Variaveis . Minimo - . Minimo - . Minimo -
gl Maximo b itz Méaximo b gt Maximo b

Grupos

Controle 5,7942,16 2,01-10,23 65,71+11,21  46,15-89,64 47,08+35,12 1,35-89,81

SMD 22,57+25,60 1,78-99,36 <0.001 39,714+24.6 3,90-79,6 <0.001 56,51+23,41 14,79-92,50 0.388
Sexo

Masculino 32,22+35,72 1,78-99,36 0.203 44,85+27,69 5,85-77,63 0.349 66,44+27,29 16,91-92,50 0.041

Feminino 16,87+15,51 2,62-55,46 ' 36,67+22,70 3,90-79,6 ' 50,65+19,10 14,79-82,00 '
Idade

<60 anos 15,70+17,88 1,78-55,46 0210 33+26,71 5,85-77,63 0.350 46,30+21,93 16,91-71,48 0131

260 anos 24,95+27,68 2,62-99,36 ' 42,03+23,93 3,90-79,60 ' 60,05+23,26 14,79-92,50 '
Hemoglobina

<8g/dL 16,19+8,30 6,01-35,34 0.469 42,4+23,29 5,85-76,86 0.670 61,54+22,22 22,14-89,47 0.463

=>8g/dL 24,78+29,15 1,78-99,36 ' 38,78+25,41 3,90-79,60 ' 54,77+23,99 14,79-92,50 '
Neutroéfilos

<800/mm3 29,60+40,35 1,78-99,36 0.743 44,53+30,35 5,85-6267,00 0.536 57,31+29,86 16,91-92,50 0.914

2800/mm3 20,49+19,98 2,62-89,75 ' 38,28+23,11 3,90-79,60 ' 56,28+21,83 14,79-92,50 '
Plaquetas

<100.000/mm3 24,56+29,36 1,78-99,36 0.757 45,02+26,08 9,32-79,6 0173 62,38+21,94 16,91-92,50 0.129

2100.000/mm3 20,46+21,63 2,62-89,75 ' 34,09+22,31 3,90-76,52 ' 50,30+23,95 14,79-92,50 '
Celularidade da medula 6ssea

Hipercelular 1,78+. 1,78-1,78 39,39+24,35 10,94-77,63 16,91+, 16,91-16,91

Hipocelular 30,85+33,41 3,85-99,36 0.103 9,32+ 9,32-9,32 0.160 65,03+22,62 22,14-92,50 0.200

Normocelular 16,95+21,62 2,62-89,75 48,84+24,03 5,85-79,6 56,42+24,93 14,79-92,50
Diseritropoese

Sim 24,76+26,98 1,78-99,36 0219 38,55+24,57 3,90-77,63 0506 55,88+22,80 16,91-92,50 0.699

Nao 9,4446,41 2,62-17,20 ' 46,69+26,38  10,94-79,60 ' 60,35+29,51 14,79-88,20 '
Disgranulopoese

Sim 21,10+£22,71 2,62-89,75 0.758 36,53+24,94 3,90-77,63 0577 59,94+22,22 14,79-92,50 0.235

Nao 19,32+22,21 1,78-89,75 ' 41,27+23,55 9,32-79,60 ' 50,29+24,12 16,91-92,50 '
Dismegacariopoese

Sim 24,23+27,79 2,62-99,36 0.856 42,95+25,07 3,90-79,6 0.095 57,74+23,97 14,79-92,50 0543

Nao 15,91+13,23 1,78-42,75 ' 26,73+18,82 5,03-50,84 ' 51,61+22,03 16,91-80,57 '

N° de displasias

Continua



Tabela 12: Caracterizacdo das variaveis clinicas com os marcadores das células MDSC’s em pacientes com SMD e grupo controle.

1

2

3
Cariétipo

Normal

Alterado
Classificacdo OMS (2016)

SMD com displasia
unilinhagem

SMD com sideroblastos em

anel

SMD com displasia
multilinhagem

SMD com excesso de
blastos
Classificacdo OMS (2016),
categorizada

Formas iniciais

Formas avancadas
IPSS-R

Muito baixo

Baixo

Intermediario

Alto

Muito alto
IPSS-R (categorizado)

Muito baixo +Baixo +
Intermediario

Alto + Muito alto
Dependéncia transfusional

Sim

N&o

11,29+7,99
24,15+28,20
24,89+26,56

28,29+27,85
21,20+29,82

10,18+8,22
24,62+29,03
25,65+24,09

22,47+34,27

22,60+23,76
22,47+34,27

26,21+31,16
21,71+18,75
99,36+.
29,93+30,95
6,01+,

27,77+29,21
26,51+29,66

24,06+25,61
22,70+22,91

1,78-21,91
2,62-99,36
2,93-89,75

3,85-89,75
1,78-99,36
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2,62-99,36

3,85-89,75
5,32-55,46
99,36-99,36
6,81-89,75
6,01-6,01
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0. 659

0.668

0.499

0.643

0.318

0.929

0.689

43,73+25,99
37,73+24,10
41,0+26,67

40,67+28,13
41,71+23,28

39,52+26,83
32,69+26,77
39,48+24,21

48,37+24,30

37,54+24,62
48,37+24,30

41,25+30,19

29,02+21,59
76,86%.

60,91+12,98
62,67+.

36,44+26,58
61,16+11,87

36,38+25,18
42,13+£25,12

9,32-79,60
5,03-76,86
3,90-77,63

3,90-79,60
9,32-76,52

9,32-79,60
3,90-76,52
5,03-77,63

10,94-76,86

3,90-79,60
10,94-76,86

3,90-76,52

5,03-79,60
76,86-76,86
47,90-77,63
62,67-62,67

3,90-79,60
47,90-77,63

5,85-76,52
3,90-79,60

0.875

0.900

0.635

0.281

0.103

0.041

0.567

58,03+26,71
51,22+24,18
63,83+20,65

59,16+23,01
57,10+23,08

51,65+29,40
50,92+22,82
57,88+21,98

63,47+25,94

54,78+22,92
63,47+25,94

64,45+26,07

47,30£16,22
84,96+%.

74,84+10,92
69,47+

56,06+22,42
74,07+10,17

53,47+27,45
60,39+21,44

16,91-81,90
14,79-92,50
22,14-92,50

22,14-92,50
16,91-84,96

16,91-81,90
22,14-92,50
29,37-92,50

14,79-88,20

16,91-92,50
14,79-88,20

22,14-92,50
29,37-81,90
84,96-84,96
61,30-92,50
69,47-69,47

22,14-92,50
61,30-92,50

14,79-92,50
29,37-92,50

87

0.358

0.829

0.737

0.388

0.062

0.011

0.465

Legenda: Classificagdo OMS (2016), categorizada — Formas Iniciais (SMD com displasia unilinhagem + SMD com sideroblastos em anel +
SMD com displasia multiinhagem + SMD com del (5q) isolada), Formas Avancadas (SMD com excesso de blastos).
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5.7 Correlagéo entre Interleucinas

5.7.1 Andlise da correlagao entre IL-10 e IL-13

Utilizando a correlacdo de Spearman, observou-se que ha uma correlagcéo
moderada, positiva e significante entre a IL-10 e a producédo de IL-13 (r=0,564;
p<0,001). A IL-10 é responsavel por 2,2% (R? =0,022) da producéo de IL-13 no grupo

analisado (grafico 11).

Gréfico 11: Correlacdo de Spearman entre os niveis de IL-10 e IL-13.
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Correlacao entre os niveis séricos de IL-10 e os niveis de IL-13 em pacientes
com SMD. (r = 0,564). Valor de p obtido através da correlacdo de Spearman.
p<0,001.

Fonte: elaborado pelo autor.
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5.7.2 Andlise da correlacéo entre IL-10 e IFN-y

Analisando a IL-10 e o IFN-y pela correlacdo de Spearman, observou-se que
h& uma correlacédo fraca, positiva e significante entre a IL-10 e a producéo de IFN- y
(r=0,252; p=0,004). A IL-10 é responsavel por 83,1% (R? =8,319E-4) da producéo de

IFN- y no grupo analisado (gréfico 12).

Grafico 12: Correlacédo de Spearman entre os niveis de IL-10 e IFN-y.
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Correlagédo entre os niveis séricos de IL-10 e os niveis de IFN-y em pacientes com
SMD. (r = 0,252). Valor de p obtido através da correlagdo de Spearman. p=0.004.

Fonte: elaborado pelo autor.
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5.7.3 Anédlise da correlagédo entre IL-10 e VEGF

Aplicou-se o coeficiente de Spearman para correlacionar a producéo de IL-10
e o fator de crescimento VEGF. Foi constatada uma correlacéo fraca, porém positiva
e significante entre IL-10 e VEGF (r=0,275; p<0,001). A IL-10 €é responsavel por 1,2%

da ativacao de VEGF conforme o grafico 13.

Gréfico 13: Correlagdo de Spearman entre os niveis de IL-10 e VEGF.
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Correlagéo entre os niveis séricos de IL-10 e os niveis de VEGF em pacientes com
SMD. (r = 0,275). Valor de p obtido através da correlacdo de Spearman. p<0,001.
Fonte: elaborado pelo autor.
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5.7.4 Andlise da correlacéo entre IL-10 e Ferritina

Adicionalmente, foi observada uma correlacdo negativa significante entre a

dosagem de IL-10 e a concentracdo de ferritina (r= -0,410; p<0,001), conforme o

gréfico 14.

Gréfico 14: Correlacdo entre IL-10 e ferritina em pacientes com SMD.
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Correlacdo entre os niveis séricos de IL-10 e a dosagem de ferritina em pacientes com
SMD. (r = -0,410). Valor de p obtido através da correlacdo de Spearman. p<0,001.

Fonte: elaborado pelo autor.

N&o foram encontradas correla¢des significativas entre a dosagem de IL-10 e
as seguintes variaveis clinicas: idade; dosagem hemoglobina; contagem de

neutréfilos; numero de plaquetas e niumero de blastos, conforme descrito na tabela

13.
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5.7.5 Analise da correlagéo entre IL-13 e IFN-y

Através do coeficiente de Spearman foi verificada uma correlacdo entre a
concentracdo de IL-13 e o INF-y, mostrando-se uma correlacéo fraca, porém positiva
e significante entre IL-13 e INF-y (r= 0,239; p=0.007). A IL-13 é responsavel por 1,3%

da producéo de INF-y conforme o grafico 15.

Gréfico 15: Correlacdo entre IL-13 e a concentracdo de IFN-y em pacientes

com SMD.
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Correlagdo entre os niveis séricos de IL-13 e os niveis de IFN-y em pacientes com
SMD. (r = 0,239). Valor de p obtido através da correlacdo de Spearman. p=0.007.
Fonte: elaborado pelo autor.
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5.7.6 Andlise da correlacéo entre IL-13 e VEGF

Aplicou-se o coeficiente de Spearman para correlacionar a producao de IL-13
e o fator de crescimento VEGF. Foi constatada uma correlacéo fraca, porém positiva
e significante entre IL-13 e VEGF (r=0,012; p<0,001). A IL-13 é responséavel por 1%

da ativacao de VEGF conforme o grafico 16.

Grafico 16: Correlagéo entre IL-13 e a producédo de VEGF em pacientes com
SMD.
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Correlacéo entre os niveis séricos de IL-13 e o0 VEGF em pacientes com SMD.
(r =0,012). Valor de p obtido através da correlacao de Spearman. p<0.001.
Fonte: elaborado pelo autor.

N&o foram encontradas correla¢des significativas entre a dosagem de IL-13 e
as seguintes variaveis clinicas: idade; dosagem hemoglobina; contagem de

neutrofilos; nimero de plaquetas, dosagem de ferritina e nimero de blastos, conforme

descrito na tabela 13.
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5.7.7 Analise da correlagcédo entre IFN- y e VEGF

Foi observada, através do coeficiente de Spearman, uma correlagéo positiva

entre a producado de IFN- y e o fator de crescimento VEGF com r= 0,253 e p=0.004,

conforme ilustrado no grafico 17.

Grafico 17: Correlagédo entre IFN- y e a producdo de VEGF em pacientes
com SMD.
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Correlagdo entre os niveis séricos de IFN-y e o VEGF em pacientes com SMD. (r =
0,253). Valor de p obtido através da correlacdo de Spearman. p=0.004.
Fonte: elaborado pelo autor.

N&o foram encontradas correlagdes significativas entre a dosagem de IFN-y e
as seguintes variaveis clinicas: idade; dosagem hemoglobina; contagem de
neutréfilos; nimero de plaquetas, dosagem de ferritina e o nimero de blastos,

conforme descrito na tabela 13.
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5.7.8 Analise da correlagéo entre VEGF e a contagem de neutrofilos

Através do coeficiente de Spearman, foi verificada uma correlacdo positiva
entre e o fator de crescimento VEGF e a contagem de neutrofilos com r=0,233 e

p=0.028, conforme demonstrado no grafico 18.

Gréfico 18: Correlacao entre ativacdo de VEGF e a contagem de neutroéfilos
em pacientes com SMD.

R? Linear = 0,063

2300,00-

2000,00

1500,00-

VEGF (pgimL)

1000,00]

500,00

a0 T I 1 T I |
o} 2000 4000 G000 8000 10000

Neutréfilos (fmm3)

Correlagdo entre os niveis séricos de VEGF e a contagem de neutréfilos em
pacientes com SMD. (r = 0,233). Valor de p obtido através da correlacdo de

Spearman. p=0.028.
Fonte: elaborado pelo autor.

N&o foram encontradas correlagdes significativas entre a dosagem de VEGF e
as seguintes variaveis clinicas: idade; dosagem hemoglobina; nimero de plaquetas,

dosagem de ferritina e 0 numero de blastos, conforme descrito na tabela 13.



Tabela 13: Correlacdes entre dosagens de interleucinas versus variaveis clinicas.

IL10 IL13 IFNy VEGF Idade Hemoglobina Neutr6filos Plaquetas Ferritina Blastos

r de Spearman - 0,564™ 0,252™ 0,275" -0,182 0,055 0,126 0,062 -0,410" 0,166

IL10 p-value - 0,000 0,004 0,001 0,084 0,602 0,233 0,561 0,005 0,118
N - 141 127 139 91 91 91 91 45 90

r de Spearman (0,564 - 0,239" 0,279" -0,030 -0,077 -0,097 0,122 0,248 0,016

IL13 p-value 0,000 - 0,007 0,001 0,775 0,466 0,355 0,244 0,092 0,876
N 141 - 128 139 93 93 93 93 47 92

r de Spearman (0,252 0,239™ - 0,253" 0,099 -0,098 0,069 0,112 0,058 0,137

IFNy p-value 0,004 0,007 - 0,004 0,350 0,353 0,516 0,289 0,700 0,196
N 127 128 - 125 92 92 92 92 46 91

r de Spearman |0,275" 0,279™  0,253" - -0,199 0,047 0,233" 0,119 0,071 -0,046

VEGF p-value 0,001 0,001 0,004 - 0,062 0,663 0,028 0,267 0,646 0,669
N 139 139 125 - 89 89 89 89 44 88
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5.8 Correlacéo entre as células MDSC'’s e variaveis clinicas

5.8.1 M-MDSC’s e idade

Foi observada uma correlacéo positiva significante entre a expressado de M-

MDSC’s e 0 avanc¢o da idade em pacientes com SMD. (r= 0,334; p=0,050), conforme
grafico 19.

Grafico 19: Correlacdo entre a expressdo de M-MDSC'’s e a idade em pacientes com
SMD.
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Correlacdo entre a expressao de M-MDSC'’s e a idade dos pacientes com SMD. (r
= 0,334). Valor de p obtido através da correlacdo de Spearman. p=0,050.
Fonte: elaborado pelo autor.



98

N&o foi encontrada correlacdo significativa entre a expressao de M-MDSC’s e
as seguintes variaveis clinicas: hemoglobina (r= -0,216; p=0,213); numero de
neutrofilos (r= -0,134; p=0,442); numero de plaguetas (r=-0,049; p=0,781); dosagem
de ferritina (r=-0,009; p= 0,972); numero de blastos (r=-0,133; p= 0,452). (Tabela 14)

N&o foi encontrada correlacéo significativa entre a expressdo de PMM-MDSCs
e as seguintes variaveis clinicas: idade (r=-0,139; p= 0,426); hemoglobina (r=-0,230;
p=0,184); numero de neutrofilos (r=-0,195; p=0,261); numero de plaquetas (r=-0,171;
p=0,326); dosagem de ferritina (r= 0,011; p= 0,966); niumero de blastos (r=-0,080; p=
0,652). (Tabela 14)

N&o foi encontrada correlacdo significativa entre a expressdo de MDSCs e as
seguintes variaveis clinicas: idade (r= 0,067; p= 0,701); hemoglobina (r= -0,150; p=
0,391); numero de neutrdfilos (r= -0,042; p=0,810); numero de plaquetas (r= -0,128;
p=0,465); dosagem de ferritina (r= 0,021; p= 0,932); numero de blastos (r=-0,031; p=
0,862). (Tabela 14)

Para a avaliacdo da correlacdo entre a expressdao das MDSC’s versus
dosagem de interleucinas em pacientes com SMD, além da analise de todos os
pacientes, o grupo dos pacientes foi dividido conforme a classificacdo estabelecida
pela OMS (2016). Diante disso, ndo foi encontrada correlacéo significativa entre a
expressao das células MDSC'’s versus interleucinas no grupo de pacientes SMD com
sideroblastos em anel (tabela 15); assim também como n&o houve correlacdo
significativa nos grupos SMD com displasia em uma Unica linhagem (tabela 16); com

excesso de blastos (tabela 17) e displasia em multiplas linhagens (tabela 18).
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Tabela 14: Correlacdes entre a expressao das células MDSC'’s versus variaveis clinicas.

Idade Hemoglobina Neutréfilos Plaguetas Ferritina Blastos

r de Spearman 0,334 -0,216 -0,134 -0,049 -0,009 -0,133
CD14+ M MDS p-value 0,050 0,213 0,442 0,781 0,972 0,452

N 35 35 35 35 19 34

r de Spearman -0,139 -0,230 -0,195 -0,171 0,011 -0,080
CD15+ PNM MDS p-value 0,426 0,184 0,261 0,326 0,966 0,652

N 35 35 35 35 19 34

r de Spearman 0,067 -0,150 -0,042 -0,128 0,021 -0,031
CD33+ MDS p-value 0,701 0,391 0,810 0,465 0,932 0,862

N 35 35 35 35 19 34




Tabela 15: Correlacdes entre a expressao das células MDSC’s versus Interleucinas em pacientes SMD - SA.

CD14+CD33+ HLA-DR - CD15+CD33+ HLA-DR -~ CD33+CD15+CD14+HLA-DR-

M-MDSC PNM-MDSC MDSC

r de Spearman 0,119 0,071 0.048

IL-10 p-value 0,779 0,867 0,911
N 8 8 8

r de Spearman -0,333 0,690 0,619

IL-13 p-value 0,420 0,058 0,102
N 8 8 8

r de Spearman -0,191 -0,327 -0,164

IFN-y p-value 0,651 0,429 0,699
N 8 8 8

r de Spearman 0,679 0,286 0,179

VEGF p-value 0,094 0,535 0,702
N 7 7 7

100
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Tabela 16: Correlacdes entre a expressao das células MDSC'’s versus Interleucinas em pacientes SMD - DU.

CD14+CD33+ HLA-DR - CD15+CD33+ HLA-DR -~ CD33+CD15+CD14+HLA-DR-

M-MDSC PNM-MDSC MDSC

r de Spearman 0,500 0,100 0,100

IL-10 p-value 0,391 0,873 0,873
N 5 5 5

r de Spearman 0,400 0,300 0,300

IL-13 p-value 0,505 0,624 0,624
N 5 5 5

r de Spearman 0,354 0,000 0,000

IFN-y p-value 0,559 1,000 1,000
N 5 5 5

r de Spearman -0,800 0,100 0,100

VEGF p-value 0,104 0,873 0,873
N 5 5 5
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Tabela 17: Correlacdes entre a expressao das células MDSC’s versus Interleucinas em pacientes SMD — EB.

CD14+CD33+ HLA-DR - CD15+CD33+ HLA-DR -~ CD33+CD15+CD14+HLA-DR-

M-MDSC PNM-MDSC MDSC

r de Spearman 0,036 0,036 0,143

IL-10 p-value 0,939 0,939 0,760
N 7 7 7

r de Spearman 0,393 0,393 0,179

IL-13 p-value 0,383 0,383 0,702
N 7 7 7

r de Spearman -0,158 0,433 0,020

IFN-y p-value 0,736 0,331 0,967
N 7 7 7

r de Spearman 0,429 -0,429 0,107

VEGF p-value 0,337 0,337 0,819
N 7 7 7
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Tabela 18: Correlagdes entre a expressao das células MDSC’s versus Interleucinas em pacientes SMD — DM.

CD14+CD33+ HLA-DR - CD15+CD33+ HLA-DR -~ CD33+CD15+CD14+HLA-DR-

M-MDSC PNM-MDSC MDSC

r de Spearman 0,171 -0,264 -0,100

IL-10 p-value 0,541 0,341 0,723
N 15 15 15

r de Spearman -0,041 -0,250 0,148

IL-13 p-value 0,884 0,368 0,598
N 15 15 15

r de Spearman -0,124 0,186 -0,371

IFN-y p-value 0,660 0,508 0,173
N 15 15 15

r de Spearman -0,139 0,170 -0,479

VEGF p-value 0,620 0,545 0,071
N 15 15 15
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6. DISCUSSAO

O presente estudo avaliou a expressao das células supressoras derivadas da
linhagem mieldide e sua relacdo com os niveis de IL-10, IL-13, IFN-y e VEGF em
pacientes adultos portadores de Sindromes Mielodisplasicas. Os critérios minimos
para diagndstico de SMD envolvem a presenca de citopenias periféricas, displasia na
medula éssea e alteragdes cromossdmicas. Esses fatores associados com o avancar
da idade aumentam o risco para o desenvolvimento de uma leucemia mielbéide aguda.

Em relacdo ao género, observou-se um predominio de pacientes do sexo
feminino correspondendo a 55,9% dos casos, o que corrobora os resultados de outros
estudos brasileiros, provavelmente devido a crescente exposi¢cdo de mulheres a
agentes ambientais e ocupacionais como 0s pesticidas agricolas, apds sua insercao
na agricultura de subsisténcia. (MAGALHAES et al., 2013). Porém, os resultados aqui
observados diferem da maioria dos estudos com SMD, 0s quais encontraram maior
prevaléncia da doenca entre os homens, o que pode estar associado a menor busca
por um acompanhamento médico. (GREENBERG et al., 2012; BELLI et al., 2015; AL-
KALI et al., 2019).

Estudo realizado por Zini (2017) mostrou a incidéncia de 5 novos casos por
cada 100.000 pessoas/ano, apresentando maior prevaléncia em paciente do sexo
masculino na populacdo mundial. Vale ressaltar que ha uma diferenca na idade média
dependendo do continente avaliado. Pacientes asiaticos apresentam uma faixa etaria
entre 40 e 50 anos ao diagndstico, enquanto nos paises do ocidente predomina uma
faixa etaria acima de 70 anos. (Shi et al., 2019).

Em 2012, um levantamento epidemiolégico com a participacdo de 7012
pacientes com SMD realizado por Greenberg et al., mostrou uma média de idade de
71 anos. BELLI et al. (2015), em pesquisa realizada em paises da Ameérica Latina
com a inclusao de 345 brasileiros, relataram uma média de idade de 65 anos. O
estudo brasileiro com dados epidemiologicos mais recente publicado por Mendoncga
et al., 2019, revelou uma média de idade de 69,3 15,6 anos em pacientes com SMD
no estado do Ceara. Em contraste com outros estudos de centros brasileiros, no
presente estudo, foi encontrada uma média de idade de 72,4 anos. Nossos dados sao

semelhantes aos obtidos no estudo realizado por Al-Kali et al. (2019) com 54.953
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pacientes americanos portadores de SMD, onde se observou uma média de idade de
76 anos.

A presenga de uma ou mais citopenias € uma condi¢ao “sine qua non” para o
diagndstico de SMD. Na SMD, 70% a 90% dos pacientes desenvolvem anemia em
alguma fase da evolucéo da doenca, sendo esta, a citopenia mais comum, associada
ou ndo a neutropenia e/ou plaquetopenia (TSANG, LEITCH 2016). Em um estudo
publicado por Bastida e cols, 2019, 139 pacientes com anemia foram avaliados.
Destes, 14 eram SMD, apresentando a anemia como a citopenia presente em 85,7%
dos pacientes estudados. No presente estudo, 35,5% dos pacientes avaliados
apresentaram 2 citopenias ao diagndéstico, sendo a anemia a citopenia mais
prevalente o que corrobora os achandos na literatura. Portanto, a presenca de
citopenias permite-nos obter um diagndstico precoce da SMD.

Dentre os pacientes com estudo citogenético disponivel, 43,5% apresentaram
caribtipo alterado, corroborando os dados na literatura que relatam uma alteracao
cromossdmica em torno de 40 a 60% dos pacientes com SMD priméria e podendo
chegar a 80% na SMD secundéria. As alteracdes mais prevalentes sdo a delecdo
(59), monossomia 7 ou delecéo (7q), trissomia 8, e del (20q) (MALCOVATI et al. 2013;
SHAHRABI et al, 2016). Vale destacar que a maioria dessas alteracdes tem influéncia
negativa na sobrevivéncia e podem participar ativamente como gatilhos da
progresséo da doenca para LMA.

Quanto a classificacdo, observou-se predominio das formas iniciais da SMD
com 75,3% dos casos, sendo a forma de maior prevaléncia a SMD-DM
correspondendo a 39,8% dos casos. Nosso estudo corrobora os dados de Strupp,
2017, o qual encontrou 27,7% dos pacientes como SMD-DM num levantamento
composto por 3528 pacientes alemées. Entretanto, nossos dados contrariam o estudo
realizado por Al-Kali et al (2019) com 54.953 pacientes, o qual identificou uma
prevaléncia da SMD inclassificaAvel com 55.6% dos casos (30.530), seguido de SMD
— EB com 15.6% (8573), anemia refrataria com 9.0% (4921) dos pacientes, SMD- AS
com 7.6% (4155), SMD-DM com 6.1% (3373) dos casos e SMD del 5q
correspondendo a 3.7% (2008) dos casos. Um dos maiores desafios para o
diagnostico da SMD € a disponibilidade de recursos para estudos citogenéticos e
moleculares, principalmente em paises em desenvolvimento, onde a morfologia ainda

€ o critério preponderante para o diagnostico. As atualizac6es da OMS vém cada vez
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mais refinando variaveis e incorporando o papel das muta¢des tanto no diagndstico
como na classificacao.

De acordo com a estratificagdo de risco pelo IPSS-R, 62,7% dos pacientes
foram estratificados como muito baixo, baixo ou risco intermediario, mesmo
apresentando alguns pacientes sem dados completos para estratificacdo quanto ao
IPSS-R, o presente estudo mostrou um percentual aproximado aquele relatado por
Greenberg et al (2012) em estudo multicéntrico de 7012 pacientes.

A dosagem de ferritina sérica é usada para definir a sobrecarga de ferro nos
pacientes dependentes de transfusdo. Niveis de ferritina superiores a 1.000 ng/mL
estdo associados a toxicidade hepatica, renal e cardiaca, aumento do estresse
oxidativo e sdo considerados fatores que impactam negativamente a sobrevida global
desses pacientes (GATTERMANN et al., 2018; SHAMMO; KOMROKAJI, 2018).
Recentemente tem sido demonstrado que mesmo uma ferritina sérica inferior a 1.000
ng/dL tem impacto negativo significante (CUI et al, 2015). Na série aqui estudada
observou-se que 55,3% dos pacientes apresentaram ferritina 2500 ng/mL em alguma
fase da evolugéo da doenca.

Nos ultimos anos, estudos tém destacado a importancia no vinculo entre
inflamacédo e cancer. A inflamacgéo esta envolvida no desenvolvimento e supressao
do tumor, estimulando ou inibindo a resposta imune. Segundo Fishbein, 2021 a
inflamacgéo cronica e infecgdo contribuem com cerca de 25% de todos canceres
humanos incluindo hepatocelular, cancer de bexiga, mama e prostata. Uma maior
infiltrac&o de células imunes inatas no ambiente tumoral esta associada com aumento
da angiogénese e mau prognéstico. Em contraste, infiltrados inflamatérios linfociticos
podem estar associados a inibicdo do tumor e a um progndstico melhor. A principal
caracteristica de um desequilibrio no sistema imune é a producdo exacerbada de
citocinas e mediadores da inflamacao (DESAI, 2019; GRETEN, 2019; FISHBEIN,
2021). No entanto, esse desequilibrio também est4d presente na SMD, com a
participacdo tanto da resposta imune inata quanto da adquirida, culminando na
liberacdo de mediadores inflamatorios, no aumento da permeabilidade vascular e
angiogénese (WANG et al., 2018; SHI, 2019; HAN, 2020).

Sabe-se que a hematopoese ineficaz na SMD € caracterizada por diferentes
taxas de apoptose, sendo observado um aumento de apoptose promovido pelo
predominio do estado pro-inflamatoério nos pacientes categorizados como baixo risco,

enquanto nos pacientes de alto risco observam-se baixas taxas de apoptose,
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predominando um estado anti-inflamatério (GOMEZ et al., 2015; SHI et al., 2019).
Esse processo apoptético nos precursores hematopoéticos diminui com a progressao
da doenca, permitindo assim a expanséo do clone anémalo.

Dentre as células imunossupressoras que atuam no microambiente tumoral,
tém-se as células MDSC’s. Uma parte importante da patogénese da SMD é seu
microambiente incluindo as MDSC’s. Vale ressaltar que até 0 momento ndo existe
relato na literatura referente a expressao das células MDSC’s em pacientes com SMD
conjuntamente aos niveis séricos de IL-10, IL-13, IFN-y e VEGF.

Os principais mecanismos envolvidos na supressao mediada pelas MDSC'’s
incluem a deplecéo de nutrientes essenciais, como a arginase, para funcionalidade
das células T, producdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, atuacdo nos
processos de migracdo e ativacdo de células T, expansao de linfocitos Treg e
reprogramacao dos macrofagos M1/M2. (NADAL 2018; OSTRAND-ROSENBERG
2018). Em adicéo, as células MDSCs promovem a angiogénese tumoral, a invasao
de células neoplasicas e consequentemente, a metastase (NADAL et al., 2018).

Nesse estudo néo foi identificada diferenca significativa entre a expressao das
células MDSC’s em pacientes com SMD quando comparados ao grupo controle.
Apesar de a maioria dos estudos relatarem a predominancia dessas células MDSC'’s
na medula éssea, o presente estudo mostrou que essas células migram para sangue
periférico, sendo possivel quantifica-las. Vale a pena ressaltar que devido a natureza
heterogénea das MDSCs em seus varios estagios de diferenciacdo, torna-se dificil
sua exata identificacao.

Safarzadeh, 2018, avaliou a associacao da idade versus expressao das células
MDSC’s em pacientes com cancer de mama e foi demonstrado haver uma expressao
aumentada dessas células em pacientes acima de 45 anos. Nosso estudo se
assemelha aos dados de Safarzadeh, visto que tivemos uma correlacdo positiva e
significativa entre a expressao das células MDSC'’s versus idade. Outro dado curioso
observado foi em relagcdo ao género, havendo uma diferenca significativa entre a
expressdao das MDSC’s entre pacientes do sexo masculino e sexo feminino. No
entanto, podemos especular que pacientes do sexo masculino possuem maior estado
inflamatorio, devido ao estilo de vida e a uma maior exposicao a fatores ambientais e
ocupacionais e adicionalmente, pode-se relacionar com a idade, visto que com o
avancar da idade, o paciente torna-se mais inflamado devido a presenca de
comoorbidades. (BELLI et al., 2015; AL-KALI et al., 2019).
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A prevaléncia de MDSCs com atividades imunossupressoras demonstrou ser
o principal mecanismo de escape do tumor do sistema imunolégico. Xing, 2017 e
Safarzadeh, 2018 mostraram expressdes aumentadas das PMN-MDSC’s e M-
MDSCs no sangue periférico de pacientes com doencas renais crénicas e cancer de
mama, respectivamente, quando comparados ao grupo controle. No presente estudo
também encontramos uma maior expressao das subpopulacées, PMN-MDSC’s e M-
MDSC’s, no grupo de pacientes com SMD quando comparado ao grupo controle.
Porém, no estudo realizado por Qui, 2021, foram evidenciados resultados
divergentes, ou seja, ndo houve diferenca nos subtipos das MDSCs pela avaliacao
de 34 pacientes com SMD. Curiosamente, Safarzadeh, 2018, encontrou uma maior
proporgdo da fragdo M-MDSC do que PMN-MDSC em pacientes com céancer de
mama e Hyun, 2020 também encontrou essa mesma proporcao avaliando 58
pacientes com LMA, ambos corroborando nossos resultados. De acordo com
Zarobkiewicz, 2020, as M-MDSC’s sao provavelmente recrutadas da medula 6ssea
e, em seguida, liberadas na circulacdo, onde podem se misturar com células malignas
circulantes de origem hematopoiética, justificando essa diferenca na proporcao entre
as duas subpopulacoes.

Apesar do mecanismo de expansdao de M-MDSC em humanos nao estar
totalmente claro, ao analisar nossos resultados, pode-se observar uma maior
expressdo de M-MDSC em pacientes com SMD quando comparado ao grupo
controle. Dado este que corrobora os achados de Zarobkiewicz, 2020 que analisou
110 pacientes com LLC encontrando expressdo aumentada de M-MDSC nos
pacientes quando comparado ao grupo controle. Apesar da literatura relatar a
presenca dos dois subtipos no sangue periférico, sabe-se que o subtipo M-MDSC é
0 mais prevalente no microambiente tumoral e complementarmente, € o que
demonstra atividade imunossupressora mais atuante, quando comparada as PMN-
MDSCs. Além disso, ha uma notavel mistura morfoldégica dessas células que
compartilham multiplas caracteristicas fenotipicas e funcionais com outras
populacfes de células de origem mieldides, representando uma dificuldade em sua
identificagdo. (GABRILOVICH, 2015; QU; WANG,; LIN, 2016; SAFARZADEH, 2018).

Ao categorizarmos nossos pacientes de acordo com IPSS-R, néo foi observado
uma diferenca significativa nas expressdes das M-MDSC’s, porém foi observado um
aumento significativo nas expressoes de células MDSC’s, bem como as PMN-

MDSC'’s, em pacientes com alto e muito alto risco quando comparados ao grupo de



109

pacientes com muito baixo, baixo e intermediario risco. Corroborando os estudos
realizados por Kittang, 2015 e Qui, 2020, os quais demonstraram um aumento da
expressdo das MDSC’s em pacientes categorizados como intermediario, alto e muito
alto risco, de acordo com o IPSS-R. Nossos resultados, portanto, podem sugerir a
importancia dessas células na vigilancia imunologica, na supressao e facilitacdo da
progressdo da doenca. No entanto, essa correlacédo precisa ser confirmada em uma
coorte maior de pacientes.

A influéncia de citocinas pré- e anti-inflamatorias na patogénese da SMD esta
bem demonstrada (IVY, FERREL 2018; HAN 2020). A inflamacao cronica, associada
a ativagao e expansao das células MDSC’s, na medula dssea dos pacientes pode
induzir a uma instabilidade do DNA e promover o surgimento e expansao do clone
maligno. (ATRETKHANY, 2016; UMANSKY, 2016; LOPES-BUJANDA, 2017; IVY,
FERREL 2018; PALUMBO, 2019)

IL-10 é uma citocina com papel paradoxo, agindo como anti-inflamatdria ou
pro-inflamatéria, dependendo do estimulo recebido. De acordo com levantamento
realizado por Yaseen 2020, a IL-10 pode mediar e regular as respostas imunoldgicas
em niveis celular e molecular. Os papéis da IL-10 na carcinogénese tém sido
discutidos em varias doencas como o cancer gastrico (CHEN, 2019); cancer de
préstata (GARRIDO, 2021); doencas autoimunes (SAXENA, 2015); cancer de pulméao
(ACUNER-OZBABACAN, 2014). Fisher e cols., 2021 demonstraram que em doengas
mieloproliferativas, houve um aumento nos niveis de IL-10 em pacientes em estagio
cronico, quando comparados ao grupo controle. Kasamatsu, em 2016, estudou
polimorfismos do gene da IL-10, concluindo que estes polimorfismos podem nao
contribuir para a suscetibilidade a SMD, mas podem estar associados a gravidade e
ao prognostico da SMD.

D’Silva e cols, 2019 relataram que o aumento da IL-10 em pacientes com SMD
esta associado a uma acado anti-inflamatoria, atuando negativamente no estado
imune. No presente estudo, os niveis de IL-10 em nossos pacientes mostraram-se
aumentados quando comparados ao grupo controle, levando a hip6tese que niveis
elevados de IL-10 podem estar associados a um pior prognéstico da doenca,
corroborando, contanto, com os estudos realizados por Han, 2020, o qual encontrou
niveis mais elevados de IL-10 em pacientes com SMD de alto risco comparado aos

pacientes de baixo risco, associando assim, a IL-10 com a progressao da SMD.
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Véarios estudos tém mostrado uma correlacéao diretamente proporcional entre a
producdo de IL-10 e a expansdo de MDSCs no cancer, tais como: tumores de
prostata, pulméo e estbmago (HUTCHISON, 2019; HAN, 2020; YASEEN, 2020). Em
outras palavras, as MDSC's estao entre os principais produtores de IL-10 que, por
sua vez, medeia positivamente a expansdo e recrutamento dessas células para o
processo inflamatério local. Han e cols., 2020 estudaram a correlacdo entre a
producéo de IL-10 e as células MDSC’s na SMD, porem os autores ndo encontraram
correlagdo entre os niveis de IL-10 e a expansédo das MDSC'’s, corroborando os
nossos achados. Porém, é necessario expandir o numero de amostras para melhorar
essa associacao.

Um dado interessante foi a correlacdo entre producéo de IL-10 e os niveis de
ferritina, revelando-se uma correlacéo negativa significativa, ou seja, o0 aumento da
producdo de IL-10 acontece de forma inversamente proporcional aos niveis de
ferritina. Uma maior investigacao € necessaria num maior numero de pacientes para
confirmar e esclarecer essa associagao.

A IL-13 atua principalmente como uma molécula anti-inflamatéria que ativa
monacitos / macrofagos levando a uma regulacao positiva de varios genes envolvidos
na resolucdo de inflamacado. Saigusa, 2014 associou baixos niveis de IL-13 com um
pior progndstico no cancer de coloretal. Ja Garrido e cols., 2021 ndo encontraram
associacgao significativa entre a producéo de IL-13 e pacientes avaliados com cancer
de préstata. Na LMA, Kornblau e cols., 2010 encontrou um aumento significativo da
IL-13 entre os 176 pacientes com LMA e caso controle, porém ndo obteve um
resultado satisfatorio ao avaliar 114 pacientes com SMD. Adicionalmente, no estudo
de Nakayama e cols., 2017, com 9 amostras de medula 6ssea de pacientes com SMD
nao houve associacao significativa entre IL-13 e a SMD. Contrariando os demais
estudos, na presente analise observou-se uma associacao significativa entre a
producdo de IL-13 em pacientes com SMD quando comparada ao grupo controle.
Porém, a relacdo entre a patogénese da SMD e IL-13 ainda ndo esta totalmente
elucidada.

A IL-13 também parece ser fundamental para a funcionalidade das MDSCs no
sistema imunossupressor. (GABITASS, 2011). Em relacdo a correlacdo entre a
producédo de IL-13 e a expressao das células MDSC'’s, Haist e cols., 2021 relataram
uma correlacdo positiva e significativa entre os niveis de IL-13 e a proliferacdo do

subtipo PMN-MDSC’s em alguns tumores soélidos, como adenocarcinoma de ovario.
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Leukes et al., 2021 mostrou pela primeira vez que os MDSCs suprimem a ativagao
de células T associada a producao de IL-13 em pacientes com tuberculose. Em nosso
estudo, ndo houve correlacao significativa entre a expressao das células MDSC'’s e
os niveis de IL-13. Sabendo que nas formas iniciais da SMD h& um predominio do
estado pro-inflamatorio e que a IL-13 constitui uma interleucina anti-inflamatéria,
nossos dados se alicercam na justificativa de que os pacientes incluidos nesse estudo
sdo 75% pertencentes as formas iniciais da SMD, predominando assim, um estado
pro-inflamatoério da doenca.

O IFN-y é produzido por linfécitos CD4+ e por células NK desempenhando um
papel fundamental na ativacdo da imunidade celular como a apoptose, proliferacéo
celular e recrutamento de leucdcitos e, subsequentemente, na estimulacdo de
resposta imune antitumoral. (JORGOVANOVIC, 2020). Morales-Mantilla, 2018,
relatou que o aumento de IFN-y em pacientes com anemia aplastica afetou
negativamente a hematopoese acarretando num desarranjo no processo de
diferenciacao celular.

Nos pacientes aqui avaliados, o nivel sérico de IFN-y mostrou um aumento
significativo nos pacientes com SMD comparado ao grupo controle, corroborando eoem
o estudo realizado por D’Silva e colaboradores, 2019. Ja na meta-analise realizada
por Shi e cols., 2019, composta de 697 pacientes de 11 diferentes estudos, foi
demonstrado haver uma diminuicao significativa dos niveis de IFN-y em pacientes
com SMD do Ocidente quando comparados ao grupo controle. Um outro achado
nessa meta-analise foi o aumento significativo de IFN-y em pacientes de baixo risco
guando comparado aos pacientes de alto risco, segundo o IPSS-R. Sabe-se que a
secrecdo de citocinas pro-apoptoticas, como IFN-y, encontra-se aumentada em
alguns subtipos de SMD de baixo risco, enquanto que em pacientes de alto risco essa
citocina esta mais propensa a estar downregulated (SHI et al., 2019). Contudo,
nossos dados encontrados séo justificados por serem constituidos por mais de 60%
de pacientes categorizados como grupos de muito baixo, baixo e intermediario risco,
gerando um resultado esperado com niveis de IFN-y aumentados em nosso grupo de
pacientes avaliado.

As MDSC’s sdo capazes de inibir a proliferacdo de células T CD8+, por
mecanismo independente de MHC de classe |, mas dependente de IFNy. (MILLRUD,
2016; OSTRAND-ROSENBERG, 2018). Estudos realizados com camundongos, Zhu
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e cols., 2021, encontraram uma correlacéo positiva significativa entre a producao de
IFN-y e a expanséo das células MDSC’s. No estudo proposto por Haist, 2021 foi
demonstrada uma correlagédo significativa entre a liberagéo do IFN-y e a diferenciagéo
das células MDSC’s em sua subpopulacdo PMN-MDSC’s. Contrariamente ndo se
observou uma correlacdo significativa entre os niveis de IFN-y e a expressao das
células MDSC’s, bem como de seus subtipos, M-MDSC’s e PMN-MDSC'’s. Para
elucidar esses questionamentos, sdo requeridos mais estudos que contemplem um
namero maior de pacientes.

A evolucdo de varios tipos de céancer estd associada a angiogénese e
metastase. Um mediador chave da angiogénese, o VEGF, esta associado com mau
prognadstico no cancer. (APTE, 2019; CECI 2020). Diante disso, € possivel encontrar
niveis aumentados de VEGF em fases mais avancadas da doenca. Um estudo
realizado com pacientes com LMA, Kornblau e cols., 2010 encontrou uma correlacao
positiva e significativa entre 0 aumento dos niveis de VEGF com sobrevida reduzida
desses pacientes, porém ndo obteve um resultado satisfatério em pacientes com
SMD. Nos resultados de Del Rey, 2013 e Santos e cols, 2019 nao foram observadas
diferencas entre os grupos. No presente estudo, foram encontrados niveis
significativamente aumentados de VEGF em pacientes com SMD quando
comparados ao grupo controle, corroborando os dados demonstrados por Albalawi e
cols, 2020 em que niveis de VEGF foram maiores em mulheres com cancer de mama
do que caso controle, favorecendo um papel fundamental na angiogénese do cancer
de mama.

SMD é caracterizada pela hematopoese ineficaz e citopenias. Nesse estudo,
foi observada uma correlacdo positiva e significante entre a contagem de neutroéfilos
e o fator de crescimento endotelial vascular em pacientes com SMD. Tal observacéo
nos faz achar que ha uma maior producédo de VEGF quando ha maior estimulo da
hematopoese, com o aumento no nimero de neutréfilos, promovendo assim, uma
maior resposta imune inata. No entanto, faz-se necessario mais estudos para
esclarecer o impacto desse achado na patogénese da SMD.

O VEGF, circulante no microambiente tumoral, atua como um quimio atraente
para as MDSCs. Especificamente, o VEGF atrai os MDSCs para migrar da medula
0ssea para a periferia, aumentando assim sua presenca na circulacdo sanguinea. A
ligacdo do VEGF ao seu receptor estd associada com aumento da producdo de

espécies reativas de oxigénio (ROS) por meio da ativacdo da via JAK2 / STATS3.
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Assim, as proprias MDSCs podem produzir VEGF, criando um ciclo de feedback
positivo. (KANTHOU 2018; VETSIKA et al., 2019). Um estudo realizado por Horikawa
e cols, 2020 revelou uma associacao entre a expresséao do gene que regula o VEGF
no cancer de ovario e a indugcédo das MDSCs, promovendo a progressao do tumor por
meio da imunossupressdo. No entanto, ndo ha, na literatura, estudo que avalia os
niveis séricos de VEGF e sua relacdo com a expressdo de MDSC’s. Nessa analise,
nao foi observada uma correlagéo significativa entre a expressao das MDSC'’s e os
niveis séricos de VEGF, sugerindo que uma provavel mudanca na metodologia de
deteccdo possamos obter resultados dentro do esperado.

Interacbes entre o microambiente medular através dos mediadores
inflamatoérios e a hematopoese ineficaz parecem ser determinantes na evolucdo da
SMD. Complementarmente, nosso estudo revelou algumas associagdes significativas
entre 0s niveis de interleucinas. Em nosso estudo, houve uma correlacdo positiva
significativa entre os niveis de IL-10 e IFN-y (p<0,001); IL-10 e IL-13 (p<0,001); IL-10
e VEGF (p=0,001); IL-13 e IFN- y (p=0,007); IL-13 e VEGF (p=0,001); IFN-y e VEGF
(p=0,004). Embora seja uma observacao baseada em correla¢gbes fracas, é possivel
gue esse estudo permita fazer uma hipétese sobre uma interdependéncia na
producdo dessas citocinas. Diante disso, observamos o quéo importante é o papel
desempenhado por inimeros mediadores quimicos no desenvolvimento da SMD.

Diversos séo os fatores que, potencialmente, induzem a ativacéo, proliferacao
e disseminacéao das células MDSC’s. A inibicao dos efeitos das MDSC’s (ou seja, por
deplecdo das MDSC’s ou inducdo da diferenciacdo) pode reverter o ambiente
imunossupressor e restabelecer a vigilancia imunoldgica na SMD. Embora a pesquisa
biolégica envolvendo as MDSCs tenha tido progresso, a relagdo entre a expressao
das MDSC'’s, a secrecao de citocinas e o prognoéstico da SMD néo esta clara, e ndo
h& ainda critérios plausiveis para medir o estado funcional das MDSCs na SMD.

Por fim, ressaltamos que o presente estudo foi pioneiro a relacionar algumas
interleucinas com a expresséao das células MDSC’s bem como seus subtipos, PMN-
MDSC’s e M-MDSC'’s, em pacientes portadores de SMD.
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. CONCLUSOES

A média de idade dos pacientes, distribuicdo quanto ao género, apresentacao
ao diagnostico, classificacdo pela OMS e estratificagdo de risco pelo IPSS-R

foram semelhantes a outros estudos brasileiros;

Um aumento significativo do nivel sérico de IL-10 foi observado na populacéo

de portadores de SMD estudada, quando comparada aos controles;

Um aumento significativo do nivel sérico de IL-13 foi observado na populacéo

de portadores de SMD estudada, quando comparada aos controles;

Um aumento significativo do nivel sérico de IFN-y foi observado na populagao

de portadores de SMD estudada, quando comparada aos controles;

Um aumento significativo do nivel sérico de VEGF foi observado na populacao

de portadores de SMD estudada, quando comparada aos controles;

Adicionalmente, encontramos uma correlacdo positiva e significativa entre os
niveis séricos de VEGF e o numero de neutrofilos foi observada na populacao

de portadores de SMD estudada,;

Foi também observada uma correlacdo positiva e significativa entre os niveis
séricos de IL-10 e os niveis de IL-13 foi observada na populacao de portadores
de SMD estudada;

Uma correlagcdo negativa e significativa entre os niveis séricos de IL-10 e os

niveis de ferritina foi observada na populacéo de portadores de SMD estudada;

Observou-se uma correlacao positiva e significativa entre os niveis séricos de

IL-10 e os niveis de IFN-y nos pacientes portadores de SMD;
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Os dados mostraram uma correlacdo positiva e significativa entre os niveis
séricos de IL-10 e os niveis de VEGF na populacdo de portadores de SMD

estudada;

Houve uma correlacdo positiva e significativa entre os niveis séricos de IL-13

e os niveis de IFN-y na populacéo de portadores de SMD estudada;

Uma correlagdo positiva e significativa entre os niveis séricos de IFN-y e os

niveis de VEGF foi observada na populacdo de portadores de SMD estudada;

Foi observada uma maior expressdao das células MDSC’s nos pacientes
categorizados como alto e muito alto risco quando comparados ao grupo muito

baixo, baixo e risco intermediario;

Houve um aumento significativo da expresséo das células PMN-MDSC’s nos
portadores de SMD, quando comparado aos controles;

Uma expressao significativa das células M-MDSC’s foi observada nos

pacientes portadores de SMD, quando comparada aos controles;

E provavel que as células MDSC’s atuem ativamente no processo inflamatério
como parte da patogénese da doenca e possam constituir futuros alvos

terapéuticos.
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Anexo I: Instrumento de coleta dos dados paciente

INSTRUMENTO DE COLETA

Ambulatério de Hematologia — Hosp Universitario Walter Cantidio

Paciente:

Prontuario:

Data Nascimento:
Data Diagnostico:
Classificacio da SMD:

Dados Hemograma:

Hemoglobina

Plaguetas

Leucocitos

Neutrofilos

Reticulocitos

Mielograma:

% Blastos:

Biopsia:

Cariotipo:

Classificaciio IPSS-r:

Medicamentos em uso:
Coomorbidades:
Ferritina:

Dependéncia Transfusional: ( ) Sim () Nio



ANEXO II: Aprovacao do comité de ética em pesquisa da UFC.

UFC - UNIVERSIDADE
FEDERAL DO CEARA /

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: CELULAS SUPRESSORAS DERIVADAS MIELOIDES (MDSC's) COMO
REGULADORAS DOS MECANISMOS IMUNOLOGICOS EM PACIENTES
PORTADORES DE SINDROMES MIELODISPLASICAS

Pesquisador: anacelia gomes de matos mota

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 88318318.9.0000.5054

Instituicdo Proponente: Departamento de Medicina Clinica da Universidade Federal do Ceara
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER
Namero do Parecer: 2812259

Apresentacao do Projeto:

O ambulatério de Sindrome Mielodisplasica do Hospital Universitario Cantidio - UFC possui mais de 100
pacientes cadastrados. Diante disso, pretende-se avaliar o perfil inflamatério de no minimo 100 pacientes. O
estudo ¢ do tipo transversal analitico. A sele¢do dos participantes sera feita no ambulatério através da
adesao espontanea dos pacientes devidamente cadastrados e atendidos pela instituicdo, apés assinatura
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Serdo incluidos nos casos todos os participantes
acima de 18 anos, de ambos os sexos, que tenham diagnéstico de SMD, confirmados por diagnéstico
laboratorial, segundo os critérios da OMS (2008). Serao utilizadas, para fins comparativos, amostras de
individuos saudaveis naoc fumantes, ndo etilistas, nao obesos, sem infecgdo e que apresentem exames
hematolégicos e bioquimicos dentro dos valores normais, pareados de acordo com o sexo e a idade e em
numero correspondente ao de participantes do estudo. Para a quantificagio das células MDSC's, sera
utilizado o citdmetro de fluxo com a analise feita pela emissao de fluorescéncia das células (FACS -
Fluorescence Activated Cell Sorter). Serdo coletadas amostras de 10ml de sangue periférico e medula em
tubos estéreis com EDTA. As células da amostra em suspensao serdo marcadas com reagentes
fluorescentes especificos e serdo introduzidas numa camara de fluxo vibratéria. Para a determinagdo das
citocinas (IL-1, IL-6, IL-10 e IL-13) e fator de crescimento (VEGF) serdo realizadas por ELISA (Biosciense).
para a qual serdo coletados 10mL de sangue periférico em tubo
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vacutainer contendo gel separador.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar a relaco das células MDSC's na regulacéo do sistema imunolégico e correlaciona-los com os niveis
séricos de IL-1, IL-6, IL-10, IL-13 em portadores de sindrome mielodisplasica de baixo e alto risco
acompanhados no Servigo de Hematologia do Hospital Universitario Walter Cantidio da Universidade
Federal do Ceara (HUWC-UFC).

Objetivo Secundario:

-Mensurar a proporgo destas células MDSC's em sangue periférico e na medula éssea;-Mensurar os niveis
séricos de VEGF nos Individuos estudados;-Correlacionar os niveis de VEGF com a proliferacio dessas
células MDSC's;-Mensurar os niveis séricos de IL-1, IL-6, IL-10 e IL-13 nos individuos estudados;-
Correlacionar as interleucinas mensuradas na proliferagao destas células;-Avaliar os marcadores fenotipicos
que caracterizam as células MDSC's;-Diferenciar os marcadores para a populacao de células PMN-MDSC's
da populagao de células M-MDSC's ;-Correlacionar os marcadores fenotipicos CD14/CD11b/CD15/CD66b
com a populacdo de células PMN-MDSC's;-Correlacionar os marcadores fenotipicos CD11b/CD14/HLA-
DR/CD15 com a populagéo de células M-MDSC's;-Diferenciar a ativagio destas células nos subtipos de
SMD e correlacionalos ao seu prognéstico.

Contnuacso do Parecer: 2.812.259

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Este estudo apresenta risco, como desconforto ou/e constrangimento, por conta do preenchimento da ficha
de coleta de dados e presenca de dor, infecgdo e manchas arroxeadas na regiao da coleta de sangue que
serd realizado no momento da entrevista pela prépria pesquisadora, caso seja autorizado. Esses riscos sdo
minimizados pelo sigilo das informacdes prestadas, bem como a realizagdo dos procedimentos por
profissionais qualificados e o oferecimento de apoio e/ou assisténcia para o pesquisado, caso seja
necessario ou solicitado. Vale ressaltar que esses riscos sdo abolidos a partir do momento que tomar a
decisdo de nao autorizar a coleta de dados ou a retirada do seu consentimento em qualquer momento da
pesquisa.

Beneficios:

A presente pesquisa trara beneficios ao paciente tratando-se de melhor avaliacdo quanto ao diagnéstico,
avaliagao do seu perfil inflamatério direcionando-o a um tratamento mais especifico.

Enderego: Rua Cel Nunes de Melo. 1000
Bairro: Rodolfo Tedfilo CEP: §0.430-275
UF: CE Municiplo: FORTALEZA

—Jelefone; (AS\IAEANLY E-mail: _comenad@ulc by
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Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:
Pesquisa relevante para a area estudada pois trara beneficios ao paciente tratando-se de melhor avaliacio
quanto ao diagnéstico, avaliagao do seu perfil inflamatério direcionando-0 a um tratamento mais especifico.

Continuacso do Parecer: 2812258

Consideragoes sobre os Termos de apresentacio obrigatéria:

Todos os termos de apresentagao obrigatéria foram devidamente apresentados. Conforme solicitado a
pesquisadora refez TCLE bem como reformulou os riscos da pesquisa.

Recomendacdes:

N&o se aplica.

Conclusbdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Nao se aplica.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas PB_lNFORMACGES_BASICAS_DO_P 28/06/2018 Aceito
| do Projeto ROJETO_1059625.pdf 00:34:05
Projeto Detalhado / | projetofinal.pdf 28/06/2018 |anacelia gomes de Aceito
Brochura 00:33:30 |matos mota
TCLE , Termos de | TCLE.pdf 28/06/2018 |anacelia gomes de Aceito
Assentimento / 00:32:53 |matos mota
Justificativa de
Auséncia
Outros InstrumentodeColeta. pdf 17/04/2018 |anacelia gomes de Aceito
:10:31__|matos mota
Cronograma cronograma.pdf 17/04/2018 |anacelia gomes de Aceito
- - 05:08:38 _Imatos mota
Folha de Rosto folhaderostoassinada. pdf 17/04/2018 |anacelia gomes de Aceito
05:07:36 _|matos mota
Orgamento orcamento.pdf 19/02/2018 |anacelia gomes de Aceito
22:04:41 | malos mota
Dedlaracgao de pesquisadora.pdf 18/02/2018 |anacelia gomes de Aceito
| Pesquisadores 21:48:29 |matos mota
Declaracgao de fiel.pdf 19/02/2018 |anacelia gomes de Aceito
Instituicéo e 21:46:22 |matos mota
Infraestrutura
Dedaracgao de hospital. pdf 19/02/2018 |anacelia gomes de Aceito
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Anexo llI: Artigos publicados.

2 Int J Hematol. 2020 May;111(5):742-744. doi: 10.1007/512185-020-02848-3. Epub 2020 Mar 9.

Do small increases in serum ferritin impact
prognosis in lower-risk MDS patients?

Anacelia Gomes de Matos Mota 1 2, Priscila da Silva Mendonga 3 # 3,
Howard Lopes Ribeiro Junior # # ® Ana Patricia Nogueira Aguiar > #,
347

Ronald Feitosa Pinheiro 2 % 7, Silvia Maria Meira Magalhdes

Affiliations: + expand
PMID: 32152878 DOI: 10.1007/512185-020-02848-3
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Immune Dysregulation and Recurring
Mutations in Myelodysplastic
Syndromes Pathogenesis

Anacélia Matos, Silvia M. M. Magalhaes, and Michael J. Rauh

Abstract

have equally contributed to this chapter.

the response to DNA damage contribute to 25

Myelodysplastic syndromes (MDS) are clonal ineffective hematopoiesis, genomic instability 28
stem cell malignancies characterized by inef- and MDS development. The inflammation- 27
fective hematopoiesis leading to peripheral associated DNA damage in hematopoietic 28
cytopenias and variable risk of progression to stem cells may also contribute to MDS devel- 29
acute myeloid leukemia. Inflammation is opment and progression with aggressive clini- 30
associated with MDS pathogenesis. Several cal characteristics. Many studies have aimed at 34
cytokines, reactive species of oxygen/nitrogen clarifying mechanisms involved in the activity 32
and growth factors are directly or indirectly of immature myeloid cells as powerful 33
involved in dysfunction of the MDS bone modulators of the immune response and their 34
marrow (BM) microenvironment. Mutations correlation with aging, autoimmunity, and 35
in genes mainly regulating RNA splicing, development of cancer. In this review, we 38
DMNA methylation and chromatin accessibility, explore recent advances and accumulating evi- 37
transcription factors, signal transduction and dence  uniting immune  dysregulation, 38
inflammaging and recurring mutations in the 38

Authors Silvia M. M. Magalhfies and Michael J. Rauh pathogenesis of MDS. 40



136

" CYTOKIME
Cytokine =
Available online 12 June 2021, 155817
In Press, Corrected F'rcn:f

e

ELSEVIER

Plasma IL.-33 levels are decreased in
patients with high-risk myelodysplastic
syndrome and show no correlation with
pro-inflammatory IL-6 levels

Luciana de Brito Falcio 2 B Anacélia Gomes de Matos * b, Deysi Viviana Tenazoa Wong ©,
Roberto César Pereira Lima-)dnior 9, Priscila da Silva Mendonca * 2 ¢ Ana Patricia Nogueira Aguiar
3, b Roberta Taiane Germano de Oliveira ® P, Emanna Odilia de Castro Lima * b, Ronald Feitosa
Pinheiro * B ¥ Silvia Maria Meira Magalhzes = b &



