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“Ora, em nosso pais”, disse Alice, ainda um pouco sem folego,
“geralmente a gente chega a outro lugar quando a gente corre
répido durante muito tempo, como estamos fazendo. ”

“Pais lento, esse!”, disse a rainha. “Aqui é preciso que se corra 0
maximo possivel para ficar no mesmo lugar. Se quiser ir para outro
lugar, tem de correr pelo menos duas vezes mais rapido/”

- Lewis Carroll, Alice atravées do espelho.



RESUMO

As Sirtuinas (SIRTs) sdo um grupo de proteinas que desempenham um papel crucial em
diversos processos celulares, incluindo reparo do DNA, metabolismo e envelhecimento.
As SIRTs tém sido implicadas na promogéo da progressao do céncer, inibindo vias de
morte celular e facilitando a sobrevivéncia das células cancerosas. Além disso, alguns
estudos tém relacionado a atividade de expressdo génica aumentada da familia SIRTs
(SIRT1 a SIRT7) ao desenvolvimento de resisténcia a medicamentos em células
cancerosas, tornando o tratamento mais desafiador. Recentemente, em uma reviséo
sistematica, nosso grupo destacou a escassez de estudos que estabelecem o papel dos
genes SIRTs na patobiologia da Neoplasia Mielodisplasica (SMD). Avaliamos o perfil
de expressdo génica das SIRTs (SIRT1, SIRT2, SIRT3, SIRT4, SIRT5, SIRT6 e SIRT7)
em relagdo a patogénese e progressdo prognostica da SMD. Esta analise incluiu uma
coorte de 80 pacientes idosos diagnosticados com SMD e amostras de medula 6ssea de
10 individuos saudaveis. Os pacientes com SMD foram diagnosticados com base nos
critérios da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e estratificados de acordo com 0s
critérios prognosticos estabelecidos pelo Sistema Internacional de Pontuacgéo
Progndstica - Revisado (IPSS-R). Avaliamos 0s niveis de expressao génica das SIRTs
usando o método de PCR em tempo real (RT-gPCR). Resultados: Observamos baixa
expressdo de SIRT2 (p=0,009), SIRT3 (p=0,048), SIRT4 (p=0,049), SIRT5 (p=0,046),
SIRT6 (p=0,043) e SIRT7 (p=0,047) em pacientes com SMD em comparagcdo com 0
grupo de controle. Além disso, encontramos aumento na expresséo de SIRT4 (p=0,029)
em pacientes com 60 anos ou mais. Além disso, identificamos aumento na expressao de
SIRT2 (p=0,016) e SIRT3 (p=0,036) em pacientes com niveis de hemoglobina abaixo de
8g/dL, aumento de SIRT4 (p=0,036) em pacientes com diseritropoiese, diminuicdo da
expressao de SIRT2 (p=0,035), SIRT4 (p=0,035) e SIRT7 (p=0,037) em pacientes com
disgranulopoese, aumento de SIRT1 (p=0,027) em pacientes com dismegacariopoese e
aumento de SIRT4 (p=0,043) em pacientes com a presenca de sideroblastos em anel.
Também observamos alta expressdo de SIRT2 (p=0,045) e SIRT3 (p=0,033) em
pacientes com alteracGes citogenéticas e aumento da expressdo de SIRT2 (p=0,004),
SIRT3 (p=0,005) e SIRT4 (p=0,033) em pacientes saudaveis em compara¢do com
aqueles com cariétipo normal. Em resumo, identificamos uma expressao génica
significativamente diferencial dos membros das SIRTs na SMD. Identificamos
variacdes na expressdo das SIRTs em displasias celulares nas trés linhagens celulares
presentes na medula déssea, bem como variacGes das SIRTs em pacientes com niveis
muito baixos de hemoglobina, demonstrando a relacdo desses genes com a doenca.
Essas disfuncbes levam a caracteristicas displasicas e oncogénicas capazes de
desencadear a doenca e suas caracteristicas prognosticas. Nossos resultados revelaram
associacOes clinicas significativas em relacdo a expressdo dos genes SIRT2, SIRT3,
SIRT4, SIRTS5, SIRT6 e SIRT7, demonstrando seu potencial envolvimento na patogénese
e progresséo da SMD.

Palavras-chave: Neoplasia Mielodisplasica, Envelhecimento, Senescéncia celular,
Expressdo génica e Sirtuinas.



ABSTRACT

Sirtuins (SIRTs) are a group of proteins that play a crucial role in various cellular
processes, including DNA repair, metabolism, and aging. They have been the subject of
significant research interest, particularly in relation to cancer. SIRTs have been
implicated in promoting cancer progression by inhibiting cell death pathways and
facilitating cancer cell survival. Additionally, some studies have linked increased SIRTS
family (SIRT1 to SIRT7) gene expression activity to developing drug resistance in
cancer cells, making treatment more challenging. Recently, in a systematic review, our
group highlighted the scarcity of studies that establish the role of SIRTs genes in the
pathobiology of Myelodysplastic neoplasm (MDS). To assess the gene expression
profile of SIRTs (SIRT1, SIRT2, SIRT3, SIRT4, SIRTS5, SIRT6, and SIRT7) in relation to
the pathogenesis and prognostic progression of MDS. This analysis included a cohort of
80 elderly patients diagnosed with MDS and bone marrow samples from 10 healthy
individuals. MDS patients were diagnosed based on the World Health Organization
(WHO) criteria and stratified according to the prognostic criteria established by the
International Prognostic Scoring System-Revised (IPSS-R). We assessed the gene
expression levels of SIRTs using the Real-Time PCR Gene Expression (RT-qPCR)
method. We observed low expression of SIRT2 (p=0.009), SIRT3 (p=0.048), SIRT4
(p=0.049), SIRT5 (p=0.046), SIRT6 (p=0.043), and SIRT7 (p=0.047) in MDS patients
compared to the control group. Additionally, we found increased expression of SIRT4
(p=0.029) in patients aged 60 or above. Furthermore, we identified increased expression
of SIRT2 (p=0.016) and SIRT3 (p=0.036) in patients with hemoglobin levels below
8g/dL, increased SIRT4 (p=0.036) in patients with dyserythropoiesis, decreased
expression of SIRT2 (p=0.035), SIRT4 (p=0.035), and SIRT7 (p=0.037) in patients with
dysgranulopoiesis, increased SIRT1 (p=0.027) in patients with dysmegakaryopoiesis,
and increased SIRT4 (p=0.043) in patients with the presence of ring sideroblasts. We
also observed high expression of SIRT2 (p=0.045) and SIRT3 (p=0.033) in patients with
cytogenetic alterations and increased expression of SIRT2 (p=0.004), SIRT3 (p=0.005),
and SIRT4 (p=0.033) in healthy patients compared to those with a normal karyotype. In
summary, we identified significantly differential gene expression of SIRTs members in
MDS. We identified variations in the expression of SIRTSs in cell dysplasias in all 3 cell
lines present in BM, as well as variations of SIRTs in patients with very low
hemoglobin levels, demonstrating the relationship of these genes with the disease.
These defunctions lead to dysplastic and oncogenic characteristics capable of triggering
the disease and its prognostic characteristics. Our results revealed significant clinical
associations regarding the expression of SIRT2, SIRT3, SIRT4, SIRT5, SIRT6, and
SIRT7 genes, demonstrating their potential involvement in the pathogenesis and
progression of MDS.

Keywords: Myelodysplastic Neoplasm, Aging, Cell Senescence, Gene Expression,
Sirtuins.
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1 INTRODUCAO
1.1 Sirtuinas, modificacao de histonas e controle epigenético

Em termos gerais, a regulacdo epigenética consiste em alteracdes
moleculares capazes de modificar a estrutura da cromatina e regular a expressao génica
sem necessariamente alterar a sequéncia do DNA (COSTA; PACHECO, 2013). A
metilacio do DNA e as modificagcbes das histonas sdo considerados 0s principais
mecanismos de regulacdo epigenética conhecidos (GEIMAN; MUEGGE, 2010; MULLER
et al., 2014). Estes processos regulam atividades bioldgicas como transcricdo e
mecanismos  pos-traducionais  (BARTH; IMHOF, 2010; ROBERTSON, 2001).
Recentemente, a reprogramacdo epigenética ndo mutacional foi adicionada como uma
das principais responsaveis pelo surgimento do céncer, dessa forma, a regulacdo
epigenética abre espago para o questionamento da evolucdo tumoral por mecanismos
epigenéticos ndo regulados (HANAHAN, 2022).

As modificagbes das lisinas nas caudas n-terminais das histonas foram
identificadas pela primeira vez em meados de 1960, contudo, até o inicio dos anos de
1990, as enzimas capazes de modificar essas lisinas ainda ndo haviam sido identificadas
(YANG; SETO, 2007). HAT (histona acetiltransferase) e HDAC (histona deacetilase) sdo
familias de enzimas de classes opostas que apresentam respectivamente, a funcdo de
abrir a cromatina e permitir a transcricdo génica, enquanto as HDACs possuem um
efeito reverso ao deacetilar residuos de lisina nas caudas n-terminais das histonas
(Figura 1) (WANG; WANG; LIU, 2020). Dentre as diversas enzimas de HDACs
existentes, destacam-se as Sirtuinas (SIRTs), uma familia de enzimas de classe Il
dependentes do cofator NAD™, além disso, possuem sete membros (SIRT1, SIRT2,
SIRT3, SIRT4, SIRT5, SIRT6 e SIRT7) sendo responsaveis por diversas atividades como
regulacao de transcricdo, metabolismo e manutencdo do genoma (DAI; FALLER, 2008).

Conhecidas como homdlogos do gene Sir2 (Silent information regulator-2),
as SIRTs fazem parte de uma familia extremamente conservada tanto em eucariotos
como em procariotos e sua hiper expressdo esta associada ao aumento da sobrevida
celular, além de serem capazes de prevenir doengas e reverter os efeitos do
envelhecimento celular e do cancer (LEE et al., 2019; ZHAO et al., 2019). As enzimas
codificadas pelos genes SIRTs se encontram atuantes em diversos compartimentos
celulares: SIRT1, SIRT6 e SIRT7 apresentam atividades nucleares, SIRT2 se encontra

majoritariamente presente no citoplasma enquanto, SIRT3, SIRT4 e SIRT5 possuem
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atividades mitocondriais (BEDOLLA et al., 2020; O’CALLAGHAN; VASSILOPOULOS,
2017).

Figura 1 - Atividade das enzimas de regulacdo de histonas.

Acetilagao Deacetilagao

Y

' _fl

Cromatina Aberta

Cromatina Condensada

*As enzimas HATs (Histonas acetiltransferases) sdo capazes de introduzir um grupamento acetil nas lisinas das
caudas n-terminais das histonas, modificando sua carga original e permitindo a abertura da cromatina e consequente
liberagédo da transcricdo génica. Em contrapartida, as enzimas HDACs (Histonas deacetilases), aqui demonstradas por
SIRTs, quebram a ligagdo entre o grupo acetil e as histonas, retornando as proteinas a sua carga normal e consequente
condensagdo da cromatina, impedindo a transcricéo génica.

Fonte: Resumo gréfico adaptado de P. Wang et al., 2020 através da ferramenta online BioRender
(https://biorender.com/).

As SIRTs ndo sdo redundantes entre si, ou seja, ainda que apresentem as
mesmas caracteristicas funcionais, as enzimas apresentam caracteristicas de
deacetilacdo distintas entre as proteinas do maquinario celular, entretanto, possuem um
dominio de deacetilacdo conservado: as lisinas das caudas n-terminais de histonas
(Tabela 1) (WATROBA et al., 2017).

Tabela 1 - Pontos de modificagcdo de histonas por sirtuinas e seus efeitos.

Sirtuina Modlflcagao Efeitos Deficiéncia
de histona
H4-K16dac . . ..
Silenciamento transcricional,
H1-K26dac estabpilidade do g00enoma Instabilidade gendmica,
acimulo de danos ao DNA
SIRT1 H3-K14dac Silenciamento transcricional no caso do estresse
H-K16dac genotoxico coexistente
H3-K56dac Regulagéo do ciclo celular, reparo do

DNA
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H3-K79me3 Estabilidade aendmica Envelhecimento celular
H3-K27me3 g acelerado
H3-K56dac Condensacéo da cromatina, mitose e g‘zl?llﬂgaoecigghcéohf;ﬂ:; Zm
H4-K16dac reparo do DNA P L
regides subteloméricas
SIRT2 o N~
- < Instabilidade genémica e
Estabilidade do genoma e progresséo da ~ o
H4K20mel fase S aberracdes cromossdmica,
tumorigénese
Silenciamento de cromatina,
SIRT3 H4-Kl16dac  silenciamento transcricional de genes de Danos ao DNA
estresse, reparo do DNA
Protecdo subtelomérica da Doenga degenerativa
cromatina, promocao do reparo do DNA associada ao
SIRTSG H3-K9dac e da estabilidade do genoma, prevencgao envelhecimento,
H3-K56dac do envelhecimento e doencas inflamac0es,
neurodegenerativas por silenciando os apoptose celular excessiva,
locais do promotor NF-kB hipoglicemia letal
Facilitacdo do reparo de DSB por meio PEIEEEE prollfer_agao,
x - acelerado envelhecimento
de NHEJ, promocéo da estabilidade do organismo. danos no
SIRT7 H3-K18dac gendmica, indugdo da transcricéo de g '

rRNA

DNA, metabolismo de
glicose e lipidios
prejudicado.

Fonte: Adaptado de Watroba et al., 2017.

Ao atuar na manutencao da cromatina e em resposta aos danos sofridos pelo

DNA e seu consequente reparo, as SIRTs auxiliam na manutencdo da integridade do
genoma, dessa forma, sdo capazes de suprimir 0s processos de senescéncia celular,
envelhecimento e o céncer. Além disso, a atividade das SIRTs também se encontra
relacionada a manutencdo e auto renovacdo de células tronco (LEE et al., 2019).
Atrelado aos efeitos do envelhecimento, a producdo de NAD* tende a diminuir €, como
consequéncia, os ciclos dependentes de NAD* se tornam escassos. Estudos
identificaram que os precursores de NAD* podem atuar restaurando os efeitos das SIRTs
em organismos envelhecidos (Figura 2) (MARTENS et al., 2018; MENDELSOHN;
LARRICK, 2019; MOON; KIM; SHIN, 2018).

No processo de formacdo do NAD®, a Nicotinamida Livre (NAM) é
convertida em Nicotinamida (NMN) pela agcdo da enzima Nicotinamida
Fosforibosiltransferase (NAMPT), o mesmo resultado é obtido quando o suplemento de
Nicotinamida Ribosideo (NR) é convertido em NMN pela enzima Nicotinamida

Ribosideo Kinase (NRK). A NMN ¢é convertida para NAD" pela enzima NMN
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Adeniltransferase (NMNAT). Apo6s a ligacdo com as SIRTs, o NAD* ¢ hidrolisado, o
grupo acetil ligado a proteina é removido, deacetilando a proteina e como resultado,
NAM e 2'-O-acetil-ADP-ribose sdo liberados. Finalmente, NAM retorna ao ciclo de
formacdo do NAD?, reiniciando os ciclos (MENDELSOHN; LARRICK, 2019; SULTANI et
al., 2017). A figura 2 descreve o processo bioquimico que norteia a sintese de NAD™ e

sua atividade no processo de deacetilase proteica mediada por SIRTS.

Figura 2 - Sintese de NAD+ e processo de deacetilagéo proteica dependente.
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Fonte: Resumo grafico adaptado de Mendelsohn & Larrick, 2019 e Sultani et al., 2017 através da ferramenta online
BioRender (https://biorender.com/).

1.1.1 Sirtuina 1 (SIRT1)

Entre os genes que compdem a familia de sirtuinas, a SIRT1 (posicdo
10921.3) é a mais estudada, possuindo uma funcdo esclarecida na supressao ou
progressdo de diversos tumores (HUANG et al., 2019). Dentro desta familia de genes,
este € o principal gene estudado em diversas doencas oncohematoldgicas, destacam-se
as: leucemias de linhagem mieloide e linféide, mieloma maltiplo, linfomas e Neoplasia
Mielodisplasica (GOES et al., 2022).

Diversos estudos evidenciaram o papel do controle da expressao de SIRT1
como possivel marcador de agressividade da doenca. O aumento da expressao proteica
de SIRT1 foi identificado em células CD34" e CD38 na Leucemia Mielbide Aguda
(LMA) (SASCA et al., 2014). Quando comparado com amostras de pacientes saudaveis,

a mesma analise identificou que a expressao de SIRT1 foi aumentada em amostras de
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sangue periférico de pacientes de alto risco e risco intermediario, quando comparado
com pacientes de baixo risco (SASCA et al., 2014).

Na Leucemia Mieldide Cronica (LMC), SIRT1 se encontra altamente
expresso. Este gene esta estritamente relacionado a manutencdo das células-tronco
leucémicas na LMC (LMC-CTL) (ABRAHAM et al.,, 2019). A reducdo de sua
expressdo por RNAI leva ao aumento da indugdo de apoptose, a parada do ciclo celular,
ao aumento da sensibilidade aos danos por etoposideos e reducdo da capacidade de
tumorigénese na linhagem celular leucémica (ZHANG et al., 2015). SIRT1 é ativado
com a transformacdo BCR-ABL e este aumento na transcri¢do esta ligado ao transdutor
de sinal e ativador da transcricdo 5 (STAT5), em contraste, o nocaute de SIRT1 levou a
diminuicdo do crescimento de células LMC e doencas similares em camundongos
(YUAN et al., 2012). A reducdo de SIRT1 em LMC por shRNA reduz os niveis de
LMC-CTLs em camundongos enquanto isso, aumenta a sensibilidade aos inibidores de
tirosina quinase (TKI), além disso, a reducéo dos niveis de SIRT1 reduz a respiragdo
mitocondrial nestas células (ABRAHAM et al., 2019; LI et al., 2012). Estudos com
inibidores de proteina Hsp90 e inibidores de SIRT1 identificaram que ambos tém um
efeito terapéutico caracteristico, permitindo maior sensibilidade a terapias recorrentes
para células LMC que possuem resisténcia a multiplas drogas (KIM et al., 2015). Niveis
elevados de SIRT1 podem reduzir o nivel de inflamacao causada por lipopolissacarideos
(LPS) em células LMC k562, reduzindo os sensores do receptor Toll-like 4 (TLR4)
relevantes para a inflamacao, assim como a reducdo de NF-kB e p65, provocando uma
diminuicdo das espécies reativas de oxigénio (EROs) (WANG et al., 2020).

SIRT1 mostrou alta expressdo nuclear em amostras de pacientes com
linfoma de Hodgkin, e quando analisado junto com FOXP3, também foi evidenciado
que a sua inibicdo pode suprimir as acdes das células T reguladoras (QUESADA et al.,
2015). Nas células L-428, derivadas da linhagem celular do linfoma de Hodgkin, o uso
do Resveratrol levou a uma diminui¢do do SIRT1, causando um aumento da acetilacdo
p53 e do FoxO3a, causando um aumento dos niveis de apoptose (FRAZZI et al., 2013).

SIRT1 é altamente expressa em linhagens de células de Mieloma-Multiplo
(MM) quando comparada com as outras sirtuinas e seus niveis estdo associados a
resisténcia ao bortezomib. A ativacdo anormal do caminho de Hedgehog (HH)
demonstrou ser critica para as células da linhagem MM. Foi demonstrado que SIRT1
interage com a proteina GLI2, deacetilando a lisina 757 e ativando a via HH, assim, a

interacdo SIRT1-GLI2 demonstrou ser um alvo eficiente no processo de sinalizagdo de
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HH, demonstrando um papel critico na resisténcia quimica em MM atraves da inibicéo
do proteossoma (XIE et al., 2019). Os inibidores SIRT1 se mostraram eficientes no
controle da quimiorresisténcia em pacientes com MM. SRT-1720 provou ser eficiente
como inibidor especifico para SIRT1, e foi capaz de prevenir o crescimento de células
MM gerando citotoxicidade em células da mesma linhagem. Além disso, verificou-se
que o inibidor de SIRT1 foi capaz de ativar a via Caspases 8 e 9, desencadeando a
clivagem da Caspase 3, aumentando os niveis de apoptose nestas células (CHAUHAN
etal., 2011).

Estudos utilizando as sirtuinas como biomarcadores para Neoplasia
Mielodisplasica (SMD) sdo escassos. Um estudo publicado em 2018 quebrou o
paradigma que existia entre as SIRTs e a SMD. Ao analisar a expressdo de SIRT1 em 18
amostras de SMD-CTHs (Células tronco hematopoiéticas de SMD), foi observado que,
perante 0 aumento da expressdo de dois microRNAs (miR-9 e miR-34a), ocorre 0
bloqueio do mRNA de SIRT1, aumentando os niveis de acetilacdo da proteina TET2.
Este aumento de acetilagdo diminui o controle de metilagdo do DNA e,
consequentemente, contribui para o crescimento e manutencdo de SMD-CTHs (Figura
3) (SUN etal., 2018).

Figura 3 - Feedback de estresse celular e manutencdo tumoral induzida por inibicdo de
SIRT1.
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Fonte: Resumo grafico adaptado de Sun et al, 2018 através da ferramenta online BioRender

(https://biorender.com/).
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Ainda em 2009, ja era estudada a relacdo entre miR-34a e SIRT1
(YAMAKUCHI; LOWENSTEIN, 2009). A partir de eventos como encurtamento dos
telomeros, estresse oxidativo e danos ao DNA, um loop de feedback positivo entre a
ativacdo de p53 e aumento de expressdo do miR-34a ocasionava diminui¢do de SIRT1 e
consequente aumento de acetilacdo de p53, levando a aumento da apoptose e parada do
ciclo celular (Figura 3) (YAMAKUCHI; LOWENSTEIN, 2009). Ambos o0s estudos
demonstram a relagdo do aumento de expressdo de miR-34a e a diminuicdo de SIRT1,

sugerindo que a ativacao p53 seja um dos fatores para tal decaimento em SMD.

1.1.2 Sirtuina 2 (SIRT2)

Da familia de sirtuinas, SIRT2 (19913.2) é o unico gene que codifica para
uma proteina com atividade citoplasmatica, podendo, em segunda instancia, apresentar
atividades mitocondrias ou mesmo nucleares (Y. Wang et al.,, 2019). Estudos
demonstraram o papel de SIRT2 nos processos de controle mitdtico e manutengdo da
normalidade de processos no controle de reparo e manutencdo do maquindrio
citoplasmatico (Hiratsuka et al., 2003). Minten e colaboradores relataram a capacidade
da SIRT2 de gerar heterodimerizacdo de BRCA1 com BARDL e, por consequéncia, a
manutencdo da via de reparo do DNA, permitindo a recombinacdo homobloga e
consequente reparo de lesdes de fita dupla no DNA (MINTEN et al., 2021).

Foram identificadas diversas vias mediadas por SIRT2 na regulacdo do
maquinario celular e em doencas oncohematoldgicas (GOES et al., 2022). Na Leucemia
Linfocitica Aguda (LLA), a leucemogénese parece ser dependente da ativacdo de
LMO2 desencadeada pela desativagdo de SIRT2/NAMPT, um mecanismo que gera
aumento da hematopoiese clonal na doenca. Em contraste, a inibicdo de SIRT2 e
NAMPT suprimiu o crescimento de células LLA tanto in vitro quanto em enxertos
(MORISHIMA et al., 2019).

SIRT2 é regulado positivamente na LMA, além disso, seu nivel de
expressao é maior em recidivas quando comparado a pacientes recém-diagnosticados,
portanto, este gene é apresentado como desfavoravel no prognostico da doenca (DENG
et al., 2016). SIRT2 esta intimamente relacionado ao NAMPT. Esta enzima aumenta a
atividade de SIRT2 atraves do aumento da sintese de NAD+. Dan et al. demonstraram
que a inibicdo de SIRT2 ou NAMPT aumentou a apoptose de blastos na LMA e reduz a
proliferacdo dessas células (DAN et al., 2012). A expressdo de SIRT2 é reduzida no
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Mieloma-Multiplo quando comparada aos controles saudaveis. Sua baixa expressao esta
correlacionada com estagios clinicos mais avangados da doenca e desequilibrio redox,
sugerindo que este gene é um excelente biomarcador na estratificagdo prognostica da
doenca (ALLEGRA et al., 2021).

Ainda ndo foram identificadas a relacdo de SIRT2 com a Neoplasia

Mielodisplasica (SMD) e suas variaveis clinicas.

1.1.3 Sirtuina 3 (SIRT3)
Dentre as SIRTs com atividade mitocondrial, SIRT3 (11p15) possui a

atividade mais robusta de deacetilase reversivel dependente de NAD+ sendo atuante
principalmente em tecidos metabolicamente ativos, além disso, possui alta ligacdo com
a mitocondria, atuando no controle de espécies reativas de oxigénio (EROs) (CHEN;
WANG; CHEN, 2017; LOMBARD; ZWAANS, 2014). Dessa forma, SIRT3 se apresenta
como alvo de estudos em diversas doencas, principalmente com foco em metabolismo e
controle energético (GOES et al., 2022).

A expressdo proteica de SIRT3 € diminuida em pacientes com LLC-B.
Estudos demonstraram que existe uma correlacdo entre o0s niveis desta sirtuina com a
atividade de Superdxido Dismutase 2 (SOD2) e isocitrato desidrogenase 2 (IDH2). O
SIRT3 diminui a produgéo de EROs por deacetilagdo destas enzimas antioxidantes, e
pode ser um marcador crucial para o processo de leucemogénese em pacientes com
LLC. A baixa expressdo de SIRT3 em células B quando comparado com células B
saudaveis aumenta a acetilacdo IDH2 em K413, diminuindo sua atividade, com
consequente aumento de EORs nesta linha celular (YU et al., 2016).

As SIRTs sdo pouco exploradas entre os Linfomas e no MM. Yu e
colaboradores demonstraram que SIRT3 apresenta-se diminuida em amostras de
linfomas de manto, estando correlacionada a um pior tempo de sobrevida global. Além
disso, a diminuicdo de SIRT3 se correlaciona a uma hiperacetilagdo de IDH2 e SOD2,
diminuindo a atividade destas enzimas e consequentemente, aumentando o0s niveis de
EROs. Esse estudo demonstrou que esta SIRT atua como excelente biomarcador e sua
superexpressao apresenta-se como supressor tumoral em malignidades de células B (YU
et al., 2016). Assim como SIRT2, SIRT3 é reduzida nas células MM quando comparada
aos controles saudaveis sendo considerado um excelente biomarcador na estratificagdo
da doencga (ALLEGRA et al., 2021).
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Na LMA, SIRT3 diminui a producdo de ROS ao deacetilar SOD2 e IDH2,
pode ser um marcador crucial para o processo de leucemogénese (MA et al., 2019).
Ainda ndo foram identificadas a relacdo de SIRT3 e seu controle energético e

metabolismo com a Neoplasia Mielodisplasica (SMD) e suas variaveis clinicas.

1.1.4 Sirtuina 4 (SIRT4)
SIRT4 (12924.31) € a SIRT menos estudada entre todas as sirtuinas

mitocondriais dentro das doencas oncohematoldgicas. Sendo relacionado a diversas
atividades enzimaticas, este gene codifica para uma enzima que se encontra presente na
regulacdo do envelhecimento e do cancer a partir do controle de atividades metabdlicas
do organismo (TOMASELLI et al., 2020). Jeong e colaboradores (2016) demonstraram
que o aumento de SIRT4 ¢ induzido pelos danos ao DNA, estresse oxidativo ou por
estresse no Reticulo Endoplasmético (RE), levando ao aumento da sobrevivéncia de
celulas cancerosas, além disso, 0 aumento de expressdo de SIRT4 protege as células
cancerigenas contra danos no DNA ou estresse RE, em contrapartida, a baixa expressdo
de SIRT4 sensibiliza as células apds tratamentos medicamentosos (JEONG; HWANG;
SEONG, 2016).

Um estudo demonstrou a diferenca de expressdo de SIRT4 em alguns tipos
de leucemias. A leucemia de células T do adulto (LTA) é uma neoplasia de células T
CD4 * que esté etiologicamente associada a infeccdo pelo virus da leucemia de células T
humanas. A SIRT4 apresenta uma expressdo reduzida em LTA em comparagdo a LMA
e LMC, além disso, sua baixa expressdo estava correlacionada com menor tempo de
sobrevida para a doenca (CHOI et al., 2006). Em comparacao com controles saudaveis,
a expressao de SIRT4 na LMA é reduzida indicando um papel de supressdo tumoral
para a doenca (BRADBURY et al., 2005).

N&o existem estudos que relacionem a atividade de SIRT4 e seu controle
metabolico dentro da SMD. O que se sabe atualmente sobre suas atividades dentro das

doencas ainda é escasso para 0 campo de visdo hematoldgico.

1.1.5 Sirtuina 5 (SIRT5)

A SIRT5 (6p23) é considerada a mais fraca sirtuina em termos de
deacetilacdo proteica dentre as sirtuinas mitocondriais, entretanto, sua eficacia é
comprovada em outras atividades como desuccinilase, demalonilase e deglutarilase

(succinil, malonil e fracdo glutaril, respectivamente). Alem disso, SIRT5 possui relacdo
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direta com caracteristicas fisiopatologicas de diversas doengas como o cancer, doenca
de Alzheimer, e doenca de Parkinson (YANG et al., 2017)

Yan e colegas demonstraram que as células na LMA sdo dependentes de
SIRT5 (YAN et al., 2021). A apoptose de células LMA por decorréncia da inibicdo de
SIRT5 ocorre devido a reducdes na fosforilacdo oxidativa, na utilizacdo de glutamina e
no aumento no superdxido mitocondrial, caracteristicas essas que Sse mostraram
necessarias para a manutencao de células leucémicas (YAN et al., 2021). Ainda nédo
existem estudos que comprovem a relacdo de SIRT5 com doengas como a Neoplasia

Mielodisplasica.

1.1.6 Sirtuina 6 (SIRT6)

O gene que codifica para a enzima SIRT6 (19p13.3) possui sua atividade
elucidada na homeostase do colesterol, glicolise, gliconeogénese, reparacdo do DNA e
protecdo dos telébmeros e estabilizacdo do genoma (BEDOLLA et al., 2020). Estudos
em animais comprovam sua eficicia no processo de longevidade e envelhecimento,
entretanto, sua interferéncia nestes processos ndo esta bem definida no homem
(TASSELLI et al., 2016).

SIRT6 foi identificado como um alvo para tratamentos de LMA. A
diminuicdo da expressdo aumenta a sensibilidade aos agentes nocivos ao DNA, como a
daunorubicina (DNR) e a citarabina in vitro e in vivo (CAGNETTA et al., 2018). Em
linfomas, SIRT6 demonstrou ser altamente expresso em tumores de Linfomas difusos
de Grande Células B e sua alta expressdo estava diretamente ligada a resisténcia a
quimioterapia, além disso, seu bloqueio esta ligado a sensibilidade a quimioterapia e ao
aumento da apoptose destas células (YANG et al., 2020).

SIRT6 € regulada positivamente nas células da linhagem MM, mas seus
niveis sdo praticamente indetectaveis no sangue periférico. Em modelos murinos, o
nocaute de SIRT6 leva ao aumento dos danos ao DNA e a instabilidade genémica. Nas
linhas celulares MM, o SIRT6 é capaz de se opor ao crescimento celular nesta linha
celular, opondo-se ao caminho da proteina cinase ativada por mitégeno (MAPK).
Diante de danos de dupla cadeia, o SIRT6 bloqueia MAPK, resultando no aumento da
fosforilagédo do Chkl no Ser317, mantendo o genoma e corrigindo os danos do DNA
(CEAetal., 2016).

Ainda ndo existem estudos que comprovem a relacdo de SIRT6 e 0 seu

impacto na Neoplasia Mielodisplasica.
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1.1.7 Sirtuina 7 (SIRT7)

SIRT7 é identificada como responsavel pela homeostase celular, atuante na
biologia do envelhecimento, regulacdo de transcricdo de rRNA, ciclo celular, alem de
atuar na regulacdo de proteinas no citoplasma (BEDOLLA et al., 2020). Mais de 65%
de toda a transcricdo do DNA em mamiferos, esta relacionado a sintese de rRNA, sendo
intimamente ligada a atividade de fatores de crescimento e proliferacdo celular (FORD
et al., 2006).

Esta Sirtuina se encontra presente principalmente dentro do nudcleo, em
tecidos com alta atividade metabdlica, vinculado a atividade da polimerase 1, estando
ligada a formacdo de rRNA e consequentemente a formacéo do ribossomo. Encontrado
na posicao 17g25.3 é comumente afetado por alteracGes cromossémicas em leucemias e
linfomas agudos (FORD et al., 2006).

Estudos indicam que a alta expressdo de SIRT7 induz o crescimento de
tumores e que a inibicdo de sua expressdo diminui o crescimento celular, inducdo de
apoptose e consequentemente induz a diminuicao tumoral. Sua atividade na diminuicéo
da atividade tumoral é discutida sobre seu efeito de deacetilase H3K18, relacionada a
atenuacdo de transcricdo de genes ligados a supressdao tumoral (BLANK; GRUMMT,
2017).

Em pacientes com LMA, seu nivel de expressdo é reduzido quando
comparado a pessoas saudaveis. Estudos indicam que o SIRT7 é um excelente
biomarcador de resposta ao tratamento de células-tronco com inibidores farmacoldgicos
de mutagOes iniciadoras (KAISER et al., 2020). Sua baixa expressdo esta ligada a
disturbios relacionados a idade especialmente em pacientes com mutacdo do condutor
no FLT3, neste caso, 0s tratamentos em células com mutacBes FLT3-ITD mostraram
melhora na expressao do SIRT7 em modelos murinos (KAISER et al., 2020).

Ainda ndo existem estudos que comprovem a relacdo de SIRT7 com a
Neoplasia Mielodispléasica.

1.2 Aspectos geras da Neoplasia Mielodisplasica

A Neoplasia Mielodisplasica (SMD) integra um grupo heterogéneo de
desordens hematoldgicas caracterizadas pelo comprometimento da funcdo da medula
6ssea (MO), hematopoese clonal (HC) e ineficaz cujo a principal consequéncia é o
surgimento de citopenias periféricas, displasia celular e anormalidades funcionais das
celulas sanguineas (CAZZOLA, 2020; VALENT, 2019). Sua manifestacdo clinica cursa
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com o aparecimento de citopenias perifericas e em decorréncia dessas citopenias podem
surgir sintomas como cansaco, infeccdes recorrentes e sangramento excessivo, além
disso, cerca de 30% dos pacientes diagnosticados com SMD podem evoluir para a LMA
em algum momento de progressdo da doenca (ARBER et al., 2016; MENSSEN; WALTER,
2020).

O principal fator de risco para a doenca € a idade. Belli e demais
colaboradores, demonstraram que a idade média de pacientes diagnosticados com a
doenca em paises da américa latina, estad em torno de 69 anos, onde 75% dos pacientes
possuem mais de 60 anos no momento do diagndstico e a incidéncia praticamente dobra
a cada 10 anos em pacientes acima dos 40 anos (BELLI et al., 2015).

A maioria dos pacientes com SMD necessitam de suporte transfusional. A
anemia é a citopenia que aparece com maior frequéncia, cerca de 90% dos pacientes
sofrem com essa citopenia e pelo menos 50 a 60% dos pacientes apresentam anemia
grave, dessa forma, todos os pacientes com SMD provavelmente receberdo transfusdes
de hemacias em algum momento da vida e em cerca de 40% dos casos, esta é a Unica
opcao terapéutica que pode ser oferecida (MALCOVATI et al., 2007). Desse modo, a
anemia e a necessidade transfusional estabelecem grandes problemas para os pacientes
com SMD e estdo associadas a reducdo da qualidade de vida e sobrevida e aumento do
risco de transformacdo para LMA (HELLSTROM-LINDBERG; VAN DE LOOSDRECHT,
2013).

1.2.1 Etiologia
A SMD pode ser definida como sendo primaria ou secundaria. A SMD

primaria ndo possui uma origem definida ocorrendo sem um historico conhecida de
terapia citotoxica ou radioterapia. A SMD secundéaria apresenta-se ap6s uma condicao
de exposicdo a terapias (SMD-t, ou SMD relaciona a terapia) com agentes
quimioterapicos ou radioterapicos. Cerca de 85% a 90% dos casos de SMD séo
idiopaticos e possuem sua origem de lesBes nas células-tronco hematopoiéticas. A SMD
secundaria representa 10% a 15% dos casos, embora seja mais grave, incluindo
cariotipo complexo, anormalidades nos cromossomos 5, 7 e 8 e mutacdo no TP53
(STEENSMA et al., 2015; VISCONTE; TIU; ROGERS, 2014).

Diversos fatores exogenos capazes de lesar o DNA podem induzir a SMD,
dentre esses destacam-se: alquilantes de DNA (ciclofosfamida e melfalano), inibidores

da topoisomerase Il (etoposideo), radiacdo ionizante e hidrocarbonetos voléteis,
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principalmente o benzeno (STEENSMA et al, 2015). Diversos estudos ja
demonstraram indicios de que a exposicdo a agentes quimicos como derivados do
benzeno, agrotoxicos e pesticidas podem estar diretamente relacionados ao
desenvolvimento da SMD. Trabalhadores ruais expostos a esses agentes possuem uma
alta taxa de anomalias cromossdmicas e diminui¢ao na expressdo de genes de reparo de
DNA, fatores criticos na manutencdo do genoma. Portanto, instabilidade no genoma é
um fator crucial para o desenvolvimento do cancer e da SMD (COSTA et al., 2021).

1.2.2 Epidemiologia
A SMD caracteriza-se como uma doenca predominantemente de idosos. No

ano de 2020 os Dados de Surveillance, Epidemiology, and End Results (SEER)
demonstraram que a taxa de incidéncia da doenca aumenta com a idade, principalmente
em uma populacdo acima dos 70 anos (VOLPE; GARCIA-MANERO; KOMROKIJI,
2022). Pelo menos 75% dos pacientes com SMD tém mais de 60 anos no momento do
diagndstico, e a taxa de incidéncia dobra a cada década apds os 40 anos de idade
(GREENBERG et al., 2012).

Atualmente, a idade média dos pacientes diagnosticados com SMD ¢é de 70
anos, e sua incidéncia é de 4 a 5 casos por 100.000 pessoas ao ano. Entretanto, a
incidéncia tende a ser maior devido a avaliacdo incompleta de casos e subnotificacdo de
SMD, podendo chegar préximo a 75 por 100.000 entre pessoas com idade acima de 70
anos (GARCIA-MANERO; CHIEN; MONTALBAN-BRAVO, 2020).

Estima-se que a incidéncia anual da doenca seja de 10.000 a 12.000 novos
casos de SMD nos Estados Unidos, segundo o SEER do Instituto Nacional do Céancer
dos EUA. Contudo, analises de reivindicacbes do Medicare (seguro de salde gerido
pelo governo) em conjunto com os dados mencionados acima, a incidéncia de casos de
SMD pode chegar de 30.000 a 40.000 novos casos por ano, numero bem maior que a
incidéncia de LMA no pais (STEENSMA et al., 2015).

Dados mais recentes do programa SEER demonstraram que a incidéncia
anual de SMD ajustada por idade nos Estados Unidos atingiu o pico de 5,6 casos por
100.000 em 2010, porém, essa taxa diminuiu para 4,1 casos por 100.000 em 2015, onde
acredita-se que essa diminuicdo esteja relacionada a uma melhor classificacdo da
doenca (ZEIDAN et al., 2019).

No Brasil, ndo existem muitos dados epidemiolédgicos unificados sobre a

SMD. Um estudo comparativo entre 3 paises da América do Sul demonstrou que a
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idade média dos pacientes no momento do diagnoéstico € de 69 anos e a incidéncia da

doenga em solo brasileiro dobra nos pacientes acima dos 40 anos (BELLI et al., 2015).

1.2.3 Patogénese da Neoplasia Mielodisplasica
O envelhecimento é o principal fator de risco para o desenvolvimento da

SMD, devido a erros na replicacdo do DNA e mutacdes espontaneas desencadeando a
hematopoese clonal. Cerca de 80% dos pacientes diagnosticados com SMD apresentam
pelo menos uma mutagdo somatica enquanto 50% dos pacientes podem apresentar
alteracbes cromossdmicas no exame de cariétipo (PAPAEMMANUIL et al., 2013).

A SMD possui sua origem em alteracbes moleculares capazes de introduzir
a célula-tronco hematopoiética em um estado de carcinogénese. Entre as alteracdes
moleculares presentes na SMD destacam-se as mutagdes, essas alteragcdes levam a
formacdo de uma hematopoiese clonal em células deficientes que acabam por adquirir
uma vantagem proliferativa perante as células normais na medula 6ssea. Durante o
processo de proliferacdo clonal, as células danificadas perdem sua capacidade de
maturacdo enquanto outras sofrem apoptose durante esse processo de diferenciacdo
levando ao processo de hematopoiese ineficaz, a principal consequéncia da SMD
(Figura 4) (CAZZOLA, 2020).

Dentre as alteragfes mutacionais encontradas na SMD destacam-se as:
alteracdes em genes de splicing, metilacdo do DNA, modificagdo da cromatina,
transcricdo, receptores Kinases, coesinas, reparo do DNA, entre outros (HAFERLACH
et al., 2013). Em um estudo publicado em 2013, Ribeiro e colaboradores demonstraram
que polimorfismos presentes no gene ATM (responsavel pela via de mecanismos de
reparo de fita dupla), estavam associados a patogénese da SMD e ao desenvolvimento
de SMD de baixo risco (RIBEIRO et al., 2013). Uma nova analise em populacao
brasileira demonstrou que outros polimorfismos nos genes RAD51, XRCC5 e XRCC6,
responsaveis pelas vias de recombinacdo homéloga e ndo-homdloga (HR e NHEJ,
respectivamente), estavam relacionados a patogénese da SMD, ressaltando a relevancia
de estudos de vias de reparo na doenga (RIBEIRO et al., 2015).

Novos estudos demonstraram caracteristicas Unicas da SMD na populagéo
brasileira. Borges e colaboradores (2022) demonstraram que a presenga de
polimorfismos em genes Xeroderma pigmentoso (XPA, XPC, XPF e XPD) podem estar
relacionados a fatores de baixo risco e alto risco, além de caracteristicas como anemia

grave e dependéncia transfusional nesta populacdo (BORGES et al., 2021).
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Figura 4 - Representacdo esquematica do processo de patogénese da SMD.
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Fonte: Resumo gréfico adaptado de Cazzola (2020) através da ferramenta online BioRender (https://biorender.com/).

1.2.4 Diagnostico e classificacdo clinica da Neoplasia Mielodisplasica
O principal achado laboratorial sugestivo para a SMD é a presenca de

citopenias no sangue periférico, avaliadas por meio do hemograma em exames de rotina
ou diante de um sintoma clinico, gerando uma suspeita de alteracBes na producédo
sanguinea. Apds o acompanhamento clinico por um profissional que descarta as demais
possibilidades para estes achados clinicos (anemias carenciais, uso excessivo de alcool,
uso de drogas, doencas renais ou hepaticas), € indicada uma avaliacdo da morfologia
das células da MO através do mielograma (aspirado medular) e da celularidade por
meio da bidpsia 6ssea (MAGALHAES; LORAND-METZE, 2004). A contagem de blastos na
MO é indispensavel para a avaliacdo de risco e classificagdo da doenca (MontaBBan-
Bravo & Garcia-Manero, 2018).

O termo “mielodisplasia” foi usado em 1982 pelo grupo Cooperativo
Franco-Americano-Britanico (FAB) para descrever as anormalidades morfologicas
mieldides e hematopoiese em condi¢des "pré-leucémicas” (CAZZOLA, 2020). O

primeiro critério de classificagdo subdividiu a doenca em cinco categorias (anemia
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refrataria, anemia refrataria com sideroblastos em anel, anemia refrataria com excesso
de blastos, leucemia mielomonocitica crénica e anemia refratria com excesso de
blastos em transformacao), onde ficaram conhecidas por duas décadas como Sindrome
Mielodisplasica, pela Classificacdo de SMD do Grupo FAB (BENNETT et al., 1982).

Atualmente, a SMD é classificada de acordo com os critérios da OMS de
2022 cujo critérios de classificacdo se baseiam em dois fatores: aspectos morfoldgicos e
moleculares. O termo “Sindrome” foi corrigido sendo substituido atualmente por
“Neoplasia”, dessa forma, a doenca passa a ser reconhecida como uma neoplasia
hematoldgica e ndo apenas uma doenca pré-leucémica (KHOURY et al., 2022).

Atualmente a SMD ¢ classificada como SMD com mutacdo bialélica do
p53, SMD com del (5q) isolado (SMD-Del5(q)), SMD com baixo percentual de blastos
e sideroblastos em anel (associada a mutacdes no gene SF3B1) (SMD-SA-BB), SMD
com baixo percentual de blastos (SMD-BB), SMD com excesso de blastos | (SMD-
EB1) e Il (SMD-EB2), SMD com Fibrose (SMD-f) e SMD hipocelular (SMD-h)
(Tabela 2) (Khoury et al., 2022).

Tabela 2 - Classificacdo da SMD segundo os critérios da OMS 2022

Blastos Citogenética Mutacdes

SMD com anormalidades genéticas definidoras.

Delecéo isolada ou com
1 outra anormalidade

(SMD-5q) além da monossomia 7
ou delecéo 7q
(SMD- <5% MO e <2% SP Auséncia de d_elegéo 50,
SF3B1%) monossomia 7 ou SF3B1
cariotipo complexo
Duas ou mais

(SMD- mutafgées TP53_ ou 1_

bi TP53) <20% MO e SP Geralmente complexo mutacdo com evidéncia

de perda do nimero de
copias TP53 ou cnLOH

SMD, morfologicamente definido.

(éwﬂ%_i%) <5% MO e <2% SP

SMD-EB1 5-9% MO ou 2-4% SP
10-19% MO ou 5-19% SP
ubREED ou Bastonetes de Auer

(SMD-f) 5-19% MO; 2-19% SP

Legenda: SMD-5q (SMD com delecdo do braco longo do cromossomo 5); SMD-SF3B1 (SMD com
baixo percentual de blastos e mutacdo SF3B1); SMD-bi TP53 (SMD com inativa¢do bialelica do TP53);
SMD-BB (SMD com baixo percentual de blastos); SMD-h (SMD Hipoplasica); SMD-EB1 (SMD com
Excesso de blastos tipo 1); SMD-EB2 (SMD com excesso de blastos tipo 2); SMD-f (SMD com fibrose).
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2 A detecgdo de >15% de sideroblastos em anel pode substituir a mutagdo SF3B1. Terminologia
relacionada aceitavel: MDS com blastos baixos e sideroblastos em anel.
b Por defini¢dio, <25% de celularidade da medula dssea, ajustada por idade.

1.2.5 Classificacao progndstica da Neoplasia Mielodisplasica

Criado em 1997 por um grupo colaborativo coordenado por Peter
Greenberg, o International Prognostic Scoring System (da sigla em inglés, IPSS)
(GREENBERG et al., 1997) e sua revisdo (IPSS-R) sdo importantes padrdes para
avaliar o prognostico de pacientes adultos diagnosticados com SMD (GREENBERG et
al., 2012). O IPSS-R é uma ferramenta de classificacdo prognostica para pacientes,
possibilitando a realizacédo de estratificacdo, avaliacdo do risco de evolucdo para LMA e
avaliacdo de sobrevida. Funciona como um sistema de escore (0 a 4 pontos), que
classifica os pacientes em cinco categorias de risco em relagdo ao prognostico: muito
favoravel, favoravel, intermediario, desfavoravel e muito desfavoravel (Tabela 3)
(Greenberg et al., 2012).

Tabela 3 - Escores de varidveis progndsticas segundo o IPPS-R.

Variavel 0 0.5 1 15 2 3 4
Citogenetica Multo - Favoravel -  Intermediario Desfavoravel Muito
favoravel desfavoravel
% Blastos (MO) <2% - >2->5% - 5-10% > 10% -
HB >10 - 8-<10 <8 - - -
50 —
Plaquetas >100 <100 <50 = = - -
ANC > 800 <800 - - - - .

Fonte: adaptado de Greenberg e colaboradores (2012).

Como observado acima, para se avaliar o risco dos pacientes, € necessario
obter dados laboratoriais do hemograma (hemoglobina, contagem de plaquetas e
neutrofilos), mielograma (percentual de blastos) e citogenética, sendo esse ultimo
valioso para o prognostico e para refinar as caracteristicas usadas no IPSS-R (Tabela 4)
(GREENBERG et al., 2012).

Tabela 4 - Classificacdo dos subgrupos de prognostico citogenético (IPPS-R)

Score Subgrupos Anormalidades citogenéticas
0 Muito favoravel -Y, del(11q)
1 Favoravel Normal, del(5q), del(12p), del(20q), duas alterac6es incluindo
del(5q)
2 Intermediario del(7q), +8, +19, i(17q), quaisquer outras alteracdes
3 Desfavoravel -7, inv (3) / t(3q)/del(3q), duas alteracGes incluindo -7/del(7q),



32

presenca de cariétipo complexo: 3 alteracbes
4 Muito desfavoravel Complexo: > 3 alteragdes

Fonte: adaptado de Greenberg e colaboradores (2012).

Baseado nos critérios acima apresentados, os valores obtidos nos sistemas
de pontuacBes sdo somados e atraves do valor final se obtém a categorizacdo de risco
(Tabela 5). Vale ressaltar que a auséncia de cari6tipo impossibilita a realizacdo da
classificagao de risco pelo IPSS-R.

Tabela 5 - Categorias e pontuacdes de risco progndstico segundo o IPSS-R

Subgrupos progndsticos Escore de risco
Muito favoravel <15
Favoravel >15-3
Intermediario >3-45
Desfavoravel >45-6
Muito desfavoravel >6

Fonte: adaptado de Greenberg e colaboradores (2012).

Apesar da importancia do IPSS-R, marcadores moleculares estdo sendo
cada vez mais importantes no acompanhamento dos pacientes com SMD e ja fazem
parte da clinica médica como ferramenta de auxilio e direcionamento diagndstico e/ou
terapéutico. Recentemente, um estudo mostrou que pacientes que possuem mutagdes
bialélicas no gene TP53 tém maiores associacbes com cariotipo complexo, alto risco e
desfechos ruins, e esse estado mutacional foi capaz de prever o risco de morte e
transformacdo leucémica independentemente do IPSS-R (BERNARD et al., 2020).
Novos estudos refinaram o que se entende atualmente em contexto de classificacdo de
risco e os critérios de classificacdo dos subtipos da doenca e dessa forma, novas
metodologias de classificacdo de risco comecam a surgir, principalmente em contexto
molecular (BERNARD et al., 2022).

1.2.6 Alteragdes moleculares e citogenéticas na SMD
A analise citogenética tem um papel essencial no diagnostico, classificacao

e prognostico da SMD, sendo a base dos sistemas de pontuagdo progndstica na doenca,
como o IPSS e IPSS-R (GREENBERG et al., 1997, 2012). O exame de citogenética
realizado a partir do aspirado de medula 6ssea deve ser realizada em todos 0s pacientes
com suspeita de SMD, onde 20 metafases devem ser analisadas e descritas de acordo
com as recomendagdes do Sistema Internacional de Nomenclatura Citogenética
Humana (ISCN) (WALL, 2017).



33

Alteracdes cromossdmicas sdo observadas em cerca de 50% dos pacientes, a
maioria delas sdo alteragdes que afetam o nimero de cdpias gendmicas, como dele¢éo,
monossomia ou trissomia, alteragdes estruturais, como translocac¢Ges sdo raras na SMD
(NEUKIRCHEN et al., 2017). Dentre as alteracdes citogenéticas, destaca-se a del (5q),
monossomia 7 ou del (7q), trissomia 8 e del (20q) como as alteragdes mais frequentes
(WALL, 2017). A analise citogenética é importante para determinar a clonalidade em
pacientes com suspeita de SMD além de auxiliar no desfecho clinico e nas decisGes
quimioterapicas da doenca (STEENSMA et al., 2015).

Como ja relatado, cerca da metade dos pacientes possuem cari6tipo normal,
e mesmo assim apresentam a doenga, sugerindo que as mutacBes genéticas
desempenham papéis criticos na patogénese da SMD. Com o avango das tecnologias de
sequenciamento de DNA e 0 maior acesso a esses recursos, diversos genes importantes
foram relacionados como mutados recorrentemente na SMD (RAZA; GALILI, 2012).
Genes que codificam fatores de splicing de RNA (SF3B1 e SFRS2), metilacdo de DNA
(TET2, DNMT3A e IDH2), fatores de transcricdo (RUNX1 e CUX1), manutencdo da
cromatina (ASXL1, STAG2, EZH2 e BCOR) e reparo de DNA (TP53)
(PAPAEMMANUIL et al., 2013).

1.2.7 Alteracdes do perfil de expressdo de HDACs em pacientes com SMD
A hematopoiese ineficaz proveniente do processo de envelhecimento

organico é uma das responsaveis pelas caracteristicas particulares das neoplasias
mielodisplasicas, sendo comumente associada ao processo de envelhecimento de células
tronco hematopoiéticas (CHUNG; PARK, 2017). As caracteristicas fisiopatoldgicas
decorrentes das alteracfes epigenéticas ocasionadas pelas alteracbes no maquinario de
histonas deacetilases ainda é desconhecido na SMD, contudo, sabe-se que alteracdes na
expressdo de genes supressores de tumor estdo associados a modulagdes epigenéticas na
SMD (PELLAGATTI; BOULTWOOD, 2015).

As mais variadas atividades descritas para a familia de genes SIRTs sdo
relacionadas as atividades de regulacdo da senescéncia celular e envelhecimento:
silenciamento gendmico, recombinacéo, destino celular e metabolismo (O’CALLAGHAN;
VASSILOPOULOS, 2017; WATROBA et al., 2017). Diversos sdo os alvos moleculares das
sirtuinas em um contexto de regulacdo de senescéncia celular e longevidade conservada.
Dentre estes alvos, destacam-se a proteina quinase ativada (AMPK), TET2 e p53
(HUANG et al., 2019; SUN et al., 2018; YAMAKUCHI; LOWENSTEIN, 2009).
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Em pacientes knockout para SIRT1, a enzima TET2 fica impossibilitada de
demetilar o DNA, ocasionando diminuigdo da expressdo de genes supressores de tumor
e consequente aumento da manutencdo de clones neoplasicos em células tronco
hematopoiéticas (SUN et al., 2018).Também é reconhecida uma ligacdo entre a SIRT1 e
p53, esta SIRT inibe a atividade de parada do ciclo celular e indugdo de apoptose de
p53, contudo, aumenta a capacidade de reparo do DNA desta proteina (YAMAKUCH]I;
LOWENSTEIN, 2009).

Compreendendo os mecanismos epigenéticos e as fungdes que as sirtuinas
exercem sobre as histonas e sua manutencao, além de sua atividade perante o processo
de senescéncia celular e a sua capacidade de suprimir tal processo, faz-se necessario
analisar os efeitos de expressdo destes genes e seu impacto no prognostico e/ou no
controle evolutivo clonal da Neoplasia Mielodisplésica, uma vez que nesta doenga,
dentre as caracteristicas principais, destaca-se a taxa de senescéncia das células
progenitoras hematopoiéticas e o envelhecimento como principais fatores de risco
(MATTIUCCI et al., 2018).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o papel dos genes da familia sirtuina (SIRT1, SIRT2, SIRT3, SIRT4,

SIRT5, SIRT6 e SIRT7) na patogénese e na evolucdo prognostica da Neoplasia

Mielodisplasica.

2.2 Objetivos especificos

1.

Analisar, por predigdo in silico, o perfil de expressdo de SIRT1-7 em amostras de
células mononucleadas da medula 6ssea a partir de banco de dados de expressdo
génica por microarray (GEO omnibus);

Validar os resultados de predicdo in silico a partir de uma coorte de pacientes
brasileiros com SMD.

Caracterizar os aspectos clinico-laboratoriais dos pacientes com Neoplasia
Mielodisplasica;

Caracterizar o perfil de expressdo dos genes das sirtuinas (SIRT1-7) em
pacientes com Neoplasia Mielodisplasica e em individuos saudaveis (grupo
controle) por anélises de RT-qPCR;

Correlacionar os achados moleculares com as demais variaveis clinico
laboratoriais dos pacientes com Neoplasia Mielodisplasica;

Detectar possiveis novos biomarcadores de patogénese ou de estratificacdo
progndstica que melhor caracterize a patobiologia da Neoplasia Mielodisplasica.
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3 MATERIAS E METODOS
3.1 Validagdo da expresséo de sirtl-sirt7 em uma coorte de pacientes brasileiros
com SMD

Para predizer o perfil de expressdo dos genes SIRT1, SIRT2, SIRT3, SIRT4,
SIRT5, SIRT6 e SIRT7 na SMD, utilizamos dados de expressdo génica baseados em
andlises de bases de dados de microarray da base de dados Gene Expression Omnibus
(GEQO) (https://www. ncbi.nlm.nih.gov/geo/) previamente e recentemente publicadas
por Ribeiro-Junior e colaboradores (RIBEIRO JUNIOR et al., 2023). Os autores
efetuaram uma reanalise de microarray a partir de células primarias mononucleares da
medula 6ssea (700 doentes com SMD e 47 individuos saudaveis), total de 747
individuos nesta avaliacdo (RIBEIRO JUNIOR et al., 2023). Em seguida, utilizamos
analises da plataforma R para comparar a expressdo dos genes SIRT1, SIRT2, SIRT3,
SIRT4, SIRT5, SIRT6 e SIRT7 entre os grupos de controle e SMD utilizando o teste t de
Student. Criamos boxplots utilizando os pacotes "ggplot2™ e "ggpubr”. Um valor de p <
0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

3.2 Aspectos éticos da pesquisa

A pesquisa foi submetida e aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos da Universidade Federal do Ceard/PROPESQ-UFC (nimero de
processo: 41822320.9.0000.5054) através do sistema da Plataforma Brasil, utilizando-se
de Termos de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) apresentados na sessdo
anexos. A equipe executora desta pesquisa comprometeu-se a cumprir todas as
diretrizes e normas reguladoras descritas na Resolu¢do n° 466 de 12 de dezembro de
2012 do Conselho Nacional de Saude que aprova as diretrizes e normas
regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos. A representacdo
esquematica das metodologias utilizadas neste estudo encontra-se apresentadas na
figura 5 e serdo apresentadas nas sessoes a seguir.
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Figura 5 - Desenho experimental do estudo.
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Fonte: Elaborado pelo autor através da ferramenta online BioRender (https://biorender.com/).

3.3 Coleta e obtencéo das amostras

Foram coletadas amostras de medula 6ssea (5mL) em tubos contendo
Heparina sodica, de um total de 110 pacientes diagnosticados com SMD e 10 individuos
saudaveis para os procedimentos de Citogenética Classica e 3mL em tubos contendo
EDTA para os procedimentos de extracdo de RNA e posterior realizagdo dos
experimentos de expressdo génica (Figura 5). Voluntarios saudaveis trata-se de
pacientes que inicialmente foram considerados como suspeitos de SMD, porém, durante
a investigacdo clinica e laboratorial tiveram seus diagnosticos descartado para a doenca
como também para outras doencas onco-hematologicas. Em sua maioria eram pacientes

que tinham deficiéncias nutricionais, o que acarretava citopenias periféricas.
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Foram analisados dados de expressdo de mRNA de 7 genes (SIRT1, SIRT2,
SIRT3, SIRT4, SIRT5, SIRT6 e SIRT7) em 110 amostras de pool celular de medula 6ssea
de pacientes diagnosticados com SMD de acordo com os critérios da Organizacdo
Mundial de Salde de 2022 (KHOURY et al., 2022), atendidos em um hospital terciario
de referéncia na cidade de Fortaleza - Cearad no periodo de 2020 a 2022. As amostras de
medula 6ssea dos doadores saudaveis e do grupo doente foram coletadas apo6s a
assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido. Os dados de expressdo génica
foram correlacionados com outras varidveis, dados citogenéticos e dados clinico-
laboratoriais obtidos a partir de revisdo de prontuério.

Para a separacdo das células do pool celular da medula 6ssea, realizou-se
primeiramente a lise eritrocitaria, como descrito a seguir: a amostra de medula 6ssea foi
transferida para um tubo do tipo Falcon de 50mL, e lavada com a solucéo de lise (25mL
de solucéo de cloreto de amonio 0,144M e bicarbonato de aménio 0,01 M). O contetdo
foi agitado lentamente por 3 minutos e centrifugado a 13200 rpm por 10 minutos a 4° C.
Em seguida foi desprezada a fase aquosa e acrescentado 250uL de PBS, dependendo do
volume do material obtido. Posteriormente foi acrescentado 750uL de Trizol LS
Reagent® (Invitrogen, EUA) para cada 250uL de volume de PBS aplicado no pool
medular. O material foi homogeneizando com pipeta até dissolu¢do completa. Apos este

procedimento, o material foi armazenado no freezer a —80°C.

3.4 Caridtipo por bandeamento-G

A Citogenética foi realizada de acordo com os protocolos ja estabelecidos
pelo Laboratério de Citogendmica do Céncer da Universidade Federal do Ceard,
segundo a técnica descrita por Chauffaille e adaptada por Pinheiro (PINHEIRO;
CHAUFFAILLE, 2009). A medula éssea foi colhida em heparina e de forma estéril, dividida
em dois frascos contendo 7mL de meio RPMI 1640 (pH 7,0), 3mL de soro fetal bovino
e 100ul de L-glutamina. Este material foi cultivado por 24 horas em estufa a 37°C e 5%
de CO». Uma hora antes do término da cultura foram adicionados 50uL de colchicina
(Colcemid®) por 30 minutos. Em seguida, o material foi centrifugado e ressuspenso em
solucdo hipoténica de KCI 0,075M e fixado em solucdo de &cido acético e metanol
(proporgédo 3:1), por 4 vezes. Para confeccdo das laminas para analise, o material foi
gotejado em laminas de microscopia Optica que em seguida foram aquecidas em placa
aquecedora por 10 minutos a 40 °C (secagem do material) e posteriormente mais 10

minutos a 90 °C. O bandeamento foi realizado pela técnica de tripsina e as bandas
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coradas com a coloracdo Giemsa. Foram analisadas pelo menos 20 metafases de cada
paciente, sendo capturadas e analisadas em sistema computadorizado com software para
cariotipagem: CytoVision® (Figura 6). Os resultados das analises citogenéticas de
medula dssea foram estabelecidos de acordo com os critérios do Sistema Internacional
de Nomenclatura Citogenética Humana (ISCN) (WANG, 2021).

Figura 6 - Representacdo esquematica da Metodologia de Citogenética por
Bandeamento-G.
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Fonte: Elaborado pelo autor através da ferramenta online BioRender (https://biorender.com/).

3.5 Analise de expressdo génica por RT-gPCR
3.5.1 Extragdo de RNA Total

A extracdo de RNA das células do pool medular dos pacientes com SMD e
dos controles foi realizada a partir da utilizacdo do Trizol LS Reagente® de acordo com
o protocolo fornecido pelo fabricante. Para cada 10° células armazenadas em 1mL de
Trizol Reagente® foram adicionados 200uL. de Cloroférmio para desproteinizagdo e
10puL de glicogénio, foram homogeneizadas em voértex e, em seguida, centrifugadas a
14.000rpm por 30 minutos a 4° C. Retirou-se 0 sobrenadante de cada amostra,
transferindo para novos tubos, seguidos de precipitacio com 400uL de isopropanol, e
incubado por 60 minutos a -20°C, ap0s esse periodo, foi realizada outra centrifugacao a
14.000 rpm por 15 minutos a 4°C e o sobrenadante foi descartado por inversdo. O pellet
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formado foi ressuspenso em etanol 70% (v/v) e novamente centrifugado por 15 minutos.
Em seguida, o sobrenadante foi novamente descartado por inversdo e, apds seco, 0
pellet foi diluido em 4&gua livre de RNAse. Foram realizadas leituras
espectrofotométricas em Nanodrop® nos comprimentos de ondas de 230, 260 e 280nm,
obtendo-se suas relacGes para posterior afericdo de contaminacdo das amostras (Valor
de Referéncia: 1.8 — 2.0).

3.5.2 Sintese de cDNA

A sintese do cDNA foi realizada com a utilizacdo do Kit para Transcricao
Reversa (RT) da Applied Biosystems® (High Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit Applied Biosystems®), de acordo com as recomendacdes do fabricante. Para cada
reacao de transcricdo reversa foram utilizados uma quantidade otimizada de RNA total
para uma concentracdo final de 1000ng/uL. Para cada reacéo, utilizou-se de 2,0uL de
buffer, 0.8uL. de dNTP, 2,0uL de Random Primers e 1,0ul. de Multiscribe Reverse
Transcriptase™. A quantidade citada de cada reagente foi multiplicada pelo nimero de
amostras de RNA total para a confeccdo de um “Mix” de reag¢do. Posteriormente, 5,8uL
deste Mix foi adicionado a cada microtubo de PCR de 0,2mL. Em seguida foram
adicionadas as quantidades otimizadas de 1000ng/uL de RNA total para cada amostra
nos microtubos devidamente identificados e preenchido o volume final de 20puL com
agua ultrapura livre de DNAse ¢ RNAse. Por fim, o volume final de 20uL de cada
reacao foram submetidos ao termociclador onde foram realizados os seguintes ciclos de
termociclagem para a sintese de cDNA: 25°C por 10 minutos, 37°C por 120 minutos e
85°C por 05 minutos, com finalizagcdo a 4°C. Por fim, as amostras de cDNA foram

armazenadas em um freezer a uma temperatura de -20°C.

3.5.3 RT-gPCR (Reacédo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real)

A quantificacdo da expressdo génica dos quatro genes avaliados neste
estudo (Tabela 3) foi realizada a partir da técnica de reacdo em cadeia da polimerase em
tempo real (QRT-PCR) realizada no aparelho 7500 Real-Time PCR System® (Applied
Biosystems, Inc., Foster City, CA, USA) disponivel no Laboratorio de Citogendmica do
Céancer. As reacOes foram preparadas utilizando-se o Kit TagMan® Universal PCR
Marter Mix (Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA, USA) otimizado para reagdes

com sonda TagMan assay® (Tabela 6) e contendo a AmpliTag Gold DNA polimerase.
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Tabela 6 - Sondas utilizadas na reagdo de RT-gPCR.

Tipo Simbolo Nomenclatura Cromossomo  Ensaio tagman

Glyceraldehyde-3-phosphate

Endégeno GAPDH dehydrogenase

12p13.31 Hs03929097 g1

Endégeno  ACTB Actin beta 7p22.1 Hs99999903 m1

Hypoxanthine

Endogeno  HPRT1 Phosphoribosyltransferase 1

Endogeno UBC Ubiquitin C 12924.3 Hs01871556_s1
Alvo SIRT1 Sirtuin 1 10g21.3 Hs01009006
Alvo SIRT2 Sirtuin 2 19q13.2 Hs00247263
Alvo SIRT3 Sirtuin 3 11p15.5 Hs00953477
Alvo SIRT4 Sirtuin 4 12g24.31 Hs00202033
Alvo SIRTS Sirtuin 5 6p23 Hs00978331
Alvo SIRT6 Sirtuin 6 19p13.3 Hs00213036
Alvo SIRT7 Sirtuin 7 17925.3 Hs00213029

Legenda: Relag&o das sondas utilizadas no ensaio de expresséo génica.

Os preparos e armazenamentos dos materiais foram realizados de acordo
com as instrucbes do fabricante, excetuando o volume final de cada reacdo otimizado
em 10uL. Para cada reagdo foram utilizados 5,0uL de TagMan PCR Master Mix, 0,5uL.
de sonda TagMan assay®, 2,0ul de agua ultrapura e 2,5uL de cDNA (diluido 1:5).
Ap0ds esta etapa, as placas das reacdes foram centrifugadas por 1 minuto a 4500 rpm. As
condicdes para a reacdo de PCR foram as seguintes: pré-aquecimento a 50° C por 2
minutos, ativacdo da polimerase a 95° C por 10 minutos e 40 ciclos de desnaturagdo (15
segundos a 95° C) e anelamento e extensdo (60 segundos a 60°C). Na preparacdo das
reacOes foram utilizadas placas de polipropileno para 96 reacGes (MicroAmp 96-well
Plates, Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA, USA) cobertas com adesivos para
microplacas Opticas resistentes a alcool e a altas temperaturas (Optical Adhesive film,
Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA, USA). Todas as etapas do procedimento
descrito foram realizadas com as amostras imersas em gelo com pouca exposi¢édo a luz
(Figura 6). Cada amostra foi avaliada em duplicata e foram consideradas para analise
somente as amostras cujas diferencas de amplificacdo ndo excederam a 1 ciclo
(VANDESOMPELE et al., 2002). As duplicatas das amostras que apresentaram

diferencas maiores que um ciclo, mesmo ap0s repeticdo do experimento, foram

X(26.2-g26.3  Hs02800695_m1
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desconsideradas. Em todas as placas foram realizados controles negativos (NTC) das
reacOes para todos os genes estudados sendo que, para estas reacfes, foram adicionados
2,5uL de agua no lugar da amostra de cDNA. Todas as reagdes que mostraram

amplificacdo para qualquer um dos controles negativos foram desconsideradas.

Figura 7 - Representacdo esquematica da Metodologia de gRT-PCR.
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Fonte: Elaborado pelo autor através da ferramenta online BioRender (https://biorender.com/).

Para validar a estabilidade dos niveis de expressdo génica foram utilizados
quatro genes de referéncia: Beta Actina (ACTB), Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(GAPDH) e Hipoxantina fosforibosiltransferase 1 (HPRT1). Para a escolha dos genes de
referéncia mais estavel, foi utilizado a ferramenta de bioinformatica online RefFinder
(https://www.heartcure.com.au/reffinder/), que integra 0s principais programas
computacionais atualmente disponiveis (geNorm, Normfinder, BestKeeper e o método
comparativo Delta-Ct). O RefFinder atribui um peso apropriado a um gene individual e
calcula a média geométrica de seus pesos para a classificacdo final (XIE et al., 2012).
Entende-se como gene enddgeno mais estavel, aquele ou aqueles que obtiverem o
menor valor de desvio padréo. Os genes de referéncia que apresentaram menor valor de
desvio padrdo e maior correlagdo entre si (VANDESOMPELE et al., 2002) foram
considerados 0s mais estaveis.

Os resultados foram avaliados através do software Sequence Detection
System v1.3 (Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA, USA) para obtencdo dos
valores de quantitative cycle (Cq). A partir do threshold estabelecido, os valores de Cq

foram fornecidos pelo software do aparelho 7500 Real-Time PCR System® (Applied
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Biosystems, Inc., Foster City, CA, USA) para a realizacdo das analises estatisticas. Ao
final de cada corrida os dados foram exportados para planilhas do software Excel para o
célculo dos valores de 4Cq e de 2% tanto dos genes alvos quanto dos genes de
referéncia (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). A nomenclatura utilizada para 0s experimentos
da PCR quantitativa em tempo real foi baseada no MIQE (Minimum Information for
Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments) (BUSTIN et al., 2009).

3.6 Variaveis analisadas
As variaveis analisadas neste estudo foram subdivididas da seguinte forma:

e Grupo: Caso e controle

e Sexo: masculino e feminino;

e Idade: <60 anos e >60 anos;

e Celularidade da medula 6ssea: Hipocelular, Normocelular e Hipercelular;

e Fibrose na medula 6ssea: Presenca e Auséncia;

e Diseritropoiese: Presenca e Auséncia;

e Disgranulopoiese: Presenca e Auséncia;

e Dismegacariopoiese: Presenca e Auséncia;

e Sideroblastos em anel: Presenca e auséncia,;

e Porcentagens de Blastos (IPSS-R): <2%, >2% - <5%, 5% - 10%, >10%;

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

e Classificacdo dos valores de neutrdfilos (ANC) (IPSS-R): >800 por mm3 e <800
por mms3;

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

e Caridtipo (Quanto a presenca de alteracdo): normal e alterado;

e Caridtipo (Quanto a presenca de Cariotipo Complexo): Presenga e auséncia.

e Caridtipo (Quanto ao prognostico - IPSS-R): muito favoravel, favoravel,
intermediéario, desfavoravel e muito desfavoravel;

e Quanto a classificacdo da OMS (2022): SMD-Del5(g) (SMD com Delegéo do
braco longo do cromossomo 5 isolada), SMD-BB (SMD com baixo percentual
de blastos), SMD-BB-SA (SMD com baixo percentual de blastos e Sideroblastos
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em anel), SMD-EB (SMD com alto percentual de blastos), SMD-h (SMD
Hipoplésica), SMD-f (SMD com Fibrose).

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

e Dependéncia Transfusional: sim e nao.

e Obito: sim e nio;

e Evolucdo para LMA: sim e n&o.

3.7 Andlises estatisticas

Os resultados referentes as andalises do nivel de expressdo génica foram
analisados com base no valor de cada Cq (quantitative cycle), para cada amostra de
cDNA (em duplicata). Para normalizar os valores de Cq, de forma a considerar
diferencas causadas por quantidades distintas de cDNA utilizadas nas reacbes, o Cq
determinado para uma amostra foi subtraido da média geométrica dos Cq's dos genes de
referéncia utilizados, gerando assim os valores de ACq e, consequentemente, de 24¢4
(LIVAK et al, 2001; SCHMITTGEN; LIVAK, 2008).

Os testes de Shapiro-Wilk foram utilizados para verificar se os dados de
cada variavel analisada se apresentavam distribuicdo normal. Os dados com distribuicéo
normal foram analisados através dos seguintes testes paramétricos: t de Student, para a
comparacao da média entre dois grupos, e teste de one-way ANOVA para a comparagao
das médias em variaveis com mais de dois grupos. As variaveis que ndo possuiam
distribuicdo normal foram analisadas através dos seguintes testes ndo-paramétricos:
Mann-Whitney para a comparacdo da mediana entre dois grupos, e teste de Kruskal-
Wallis para a comparagdo da mediana em variaveis com trés ou mais grupos.

O pos-teste (post-hoc) para o ANOVA foi definido a partir da analise da
homogeneidade de varidncias através do teste de Levene. Caso houvesse
homogeneidade de variancias (p-valor > 0,05), o p6s-teste utilizado foi o teste de Tukey.
Caso ndo houvesse homogeneidade de variancias entre os dados (p-valor<0,05) foi
definido como pos-teste o teste de Games-Howell.

Para realizacdo das andlises estatistica foi utilizado o software
IBM® SPSS® Statistics 25 e para confecgdo de gréficos utilizamos o software
GraphPad Prism e a ferramenta online Morpheus

(https://software.broadinstitute.org/morpheus). A ferramenta online BioRender
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(https://biorender.com/) foi utilizada para a elaboracdo de algumas figuras deste
trabalho.
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4 RESULTADOS
4.1 Andlise in silico do nivel de expressao génica da familia de sirtuinas (SIRTL,

SIRT2, SIRT3, SIRT4, SIRT5, SIRT6 E SIRT7)

Ao avaliar os niveis de expressdao génica em amostras de ceélulas
mononucleadas de pacientes com SMD (Figura 8), verificamos que houve diminuicdo
dos niveis de expressdo de SIRT2 (p< 0,01), SIRT4 (p< 0,01) e SIRT7 (p< 0,01) nos
individuos portadores de SMD quando comparados com controles saudaveis (Figura 8).
N&o identificamos significancia estatistica de SIRT1 entre os grupos analisados (p=
0,94). Nao identificamos a expressdo de SIRT3, SIRT5 e SIRT6 nos datasets avaliados.

Figura 8 - Expressdo de SIRT1, SIRT2, SIRT4 e SIRT7 em células mononucleadas de
medula 6ssea de pacientes com SMD com base na analise de microarray.
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SIRT2 <0,01 7,233534 7,727
SIRT4 <0,01 3,502581 3,579
SIRT7 <0,01 6,708006 7,236

Legenda: A. Andlise de caso versus controle em relagdo a expressdo do gene SIRT1. B. Andlise de caso
versus controle em relagdo a expressdo do gene SIRT2. C. Analise de caso versus controle em relacéo a
expressdo do gene SIRT4. D. Andlise de caso versus controle em relacéo a expresséo do gene SIRT7.
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4.2 Caracterizacao dos pacientes da coorte brasileira em estudo de caso e controle

Foram incluidos no estudo 104 pacientes com diagnostico de SMD entre 0s
anos 2020 e 2022. Todavia, foram excluidos do estudo 12 pacientes cujo dados de
diagnostico se encontram incompletos junto ao banco de dados, 1 paciente por possuir
uma idade de 15 anos e 11 pacientes cujo as amostras ndo expressaram algum dos genes
de interesse por questdes técnicas. Sendo assim, o nimero amostral final do estudo foi
de 80 pacientes para o grupo SMD e 10 controles. Vale ressaltar que os pacientes desta
coorte sdo classificados somente como SMD primaria, ndo possuindo pacientes com
SMD secundéria. Os dados gerais dos pacientes avaliados se encontram descritos no
apéndice A.

O grupo controle foi composto de 10 individuos adultos/idosos néo
portadores de SMD ou outra doenga onco-hematoldgica. Ressaltamos que 8 (80%) sdo
do sexo feminino e 2 (20%) do sexo masculino, com uma média de 69 anos de idade
(Tabela 7).

Tabela 7 - Caracterizacdo descritiva das variaveis sociodemogréaficas dos controles
saudaveis.

Caracteristicas N  Frequéncia (%)
A C Feminino 8 80
Género Bioldgico Masculino ) 20
Idade 69,8 + 13,59 (52-86) *

Legenda: As caracteristicas sdo apresentadas em valor absoluto (N) e frequéncia dentro da populagio em
estudo (%).
*As caracteristicas sdo apresentadas em media, desvio padrdo (DP) e valor minimo e m&ximo.

Do mesmo modo que os pacientes com SMD, os individuos do grupo
controle foram submetidos a analise citogenética da medula Ossea para melhor
compreensdo do grupo de estudo. Sendo assim, observamos que todos os 10 controles

saudaveis possuiam cari6tipo normal, como demonstrados na tabela 8.

Tabela 8 - Caracteristicas citogenéticas dos controles saudaveis incluidos no estudo.

Paciente Sexo Cariotipo
1 F 46,XX[20]
2 F 46,XX[20]
3 F 46,XX[20]
4 F 46,XX[20]
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5 F 46,XX[20]
6 F 46,XX[20]
7 M 46,XY[20]
8 M 46,XY[20]
9 F 46,XX[20]
10 F 46,XX[20]

Legenda: Caracteristicas citogenéticas dos individuos controles incluidos no estudo. M — Masculino e F
— Feminino.

Para este estudo, foram incluidos 41 (51,2%) individuos do sexo feminino e
39 (48,8%) do sexo masculino. A variavel idade foi estratificada de acordo com a idade
categorizada dos pacientes (<60 anos, >60 anos). Para 0 grupo SMD, a média de idade
foi de 68,9 anos (desvio padrdo = 16,0, minimo de 25 anos e méaximo de 93 anos)
(Tabela 9).

Tabela 9 - Andlise descritiva das varidveis sociodemograficas dos pacientes com SMD.

Caracteristicas N  Frequéncia (%)
Grupo Caso 80 88,9
Controle 10 11,1
Dados sociodemograficos de pacientes com SMD

Género Biol6gico Feminipo 41 51,2
Masculino 39 48,8

Idade 68,9 + 16,0 (25-93) *
. <60 23 28,7
Idade (categorizada) ~60 57 713

Legenda: As caracteristicas sdo apresentadas em valor absoluto (N) e frequéncia dentro da populagdo em
estudo (%).

*As caracteristicas relacionadas a idade séo apresentadas em média, desvio padrdo (DP) e valor minimo e
maximo.

Em relacdo classificacdo clinica, segundo a OMS (2022), os pacientes foram
categorizados da seguinte forma: 2 (2,5%) pacientes como SMD-Del(5q), 22 (27,5%)
com SMD com baixo percentual de blastos e sideroblastos em anel, 22 (27,5%)
pacientes com SMD com baixo percentual de blastos, para esta analise, reunimos todos
0S pacientes com excesso de blastos do tipo 1 e do tipo 2 em um dnico grupo
totalizando 26 (31,3%) com SMD com alto percentual de blastos e 1 (1,3%) com SMD

com fibrose (Tabela 10).
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Tabela 10 - Estratificacdo clinica dos pacientes com SMD segundo a classificacdo da
OMS (2022).

Subtipo N Frequéncia (%)
SMD com Del(5q) isolado 2 2,5
SMD com baixo percentual de blastos e SA 22 27,5
SMD com baixo percentual de blastos 22 27,5
SMD com excesso de blastos 25 31,3
SMD com Fibrose 1 1,2
SMD Hipoplasica 8 10,0

Legenda: SA (Sideroblastos em anel).

Quanto a variavel celularidade da medula 6ssea, avaliada atraves da bidpsia
de medula dssea, 51 pacientes realizaram o exame de biopsia e observamos que 9
(11,3%) pacientes apresentaram medula dssea hipocelular, seguidos de 7 (8,8%) com
medula éssea normocelular e 35 (43,8%) com medula hipercelular. Para os pacientes
que ndo houve acesso a bidpsia de medula éssea e consequentemente ndo ha essas
informagdes, destaca-se na tabela 12 como ndo informado, sendo um total de 29
(36,3%) pacientes (Tabela 12).

Também, foi avaliada a presenca de displasias na medula dssea analisada
principalmente atraves do exame de mielograma. Observou-se que houve um
predominio de displasias na linhagem eritroide (diseritropoese) em 70 (87,5%) dos
casos analisados, seguidos de displasias na linhagem megacariocitica
(dismegacariopoese) com 47 (58,8%) dos casos, €, por ultimo, displasias na linhagem
granulocitica (disgranulopoese) onde se teve 41 (51,2%) dos casos (Tabela 11).

Quanto a presenca de sideroblastos em anel, 55 (68,8%) pacientes nao
apresentaram sideroblastos em anel na analise do mielograma, enquanto, 25 (31,2%)
dos pacientes apresentavam a alteracdo no mielograma ao diagnostico (Tabela 11).

No que se refere a porcentagem de blastos na medula dssea, foi observado
que que 36 (45%) pacientes estavam inclusos na faixa de < 2% de blastos, seguido de
14 (17,5%) na faixa de >2% e <5%, 17 (21,3%) na faixa de >5% a 10% e 13 (16,3%)

incluidos na faixa >10% de blastos na medula 6ssea (Tabela 12).
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Tabela 11 - Frequéncia das variaveis clinicas relacionadas aos achados da medula 6ssea
em pacientes com SMD.

Exame Variaveis Clinicas N© Frequéncia (%)
Hipocelular 9 11,3
Bidpsia Celularidade da medula Normocelular 7 8,8
0ssea Hipercelular 35 43,8
Né&o informado 29 36,3
Diseritropoiese PresAe nea 70 87.5
Auséncia 10 12,5
Disgranulopoiese PresAeng.a i 51,2
Auséncia 39 48,8
Dismegacariopoiese PresAe nea 1 58,8
Mielograma Auséncia 33 41,3
Sideroblastos em anel Presenga 25 31,3
Auséncia 55 68,8
<2% 36 45
>2 a <5% 14 17,5
Percentual de Blastos S50 2 10% 17 213
>10% 13 16,3

Legenda: As caracteristicas sdo apresentadas em valor absoluto (N) e frequéncia dentro da populacéo em
estudo (%).

Os achados clinico-laboratoriais observados no sangue periférico dos
pacientes encontram-se destacados na Tabela 12, com a média e uma medida de
dispersdo (desvio padrdo), valor minimo e maximo. No entanto, para melhor
visualizacdo da heterogeneidade da nossa coorte assim como é caracteristica da SMD,

categorizamos os resultados laboratoriais por intervalos.

Tabela 12 - Variaveis clinico-laboratoriais relacionadas aos achados do sangue
periférico em pacientes com SMD.

Variaveis Media (desvio padréao) Min. Max.
Hemoglobina (HB) 7,86 (+ 2,26) g/dL 3,3 g/dL 14,20 g/dL
Neutrofilos (ANC) 2085,73 (x 2093,79) /mm3 144/mm3 10.374/mm3

Plaquetas 136.441 (+ 135.897) /mm3 5.000/mm3  556.100/mm3

Legenda: As varidveis sdo apresentadas em média, desvio padréo (DP), valor minimo e méximo.

Foi observado, ao hemograma, que 69 (86,3%) pacientes apresentaram
hemoglobina inferior a 10g/dL, 24 (30%) pacientes apresentaram contagem absoluta de
neutréfilos (ANC) inferior a 800 por mm?® e, por fim, 44 (55%) pacientes com contagem

de plaquetas inferior ou igual a 100.000/mm? (Tabela 13).
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Tabela 13 - Variaveis clinico-laboratoriais categorizada aos achados do sangue
periférico em pacientes com SMD.

Variaveis N° %

> 10g/dL 11 138

Classificacao dos valores de hemoglobina (HB) 8-10g/dL 26 325
< 8g/dL 43 53,8

e - > 800/mm?3 56 70
Classificacao dos valores de neutrofilos (ANC) < 800/mm? 21 30
>100.000/mm? 36 45

Classificacdo dos valores de plaquetas >50.000 < 100.000/mm® 19 23,8
<50.000/mm?3 25 31,2

Legenda: As caracteristicas sdo apresentadas em valor absoluto (N) e frequéncia dentro da populacio em
estudo (%).

Com relacdo a classificacdo de risco baseada no IPSS-R, 1 (1,3%) dos
pacientes apresentam IPSS-R de muito baixo risco, 28 (35%) baixo risco, 15 (18,8%)
risco intermediario, 14 (17,5%) alto risco e 11 (13,8%) muito alto risco. H& uma
limitacdo quanto a classificacdo de risco quando os pacientes que ndo possuem
cariotipo, nesses casos ndo é possivel obter o score classificatorio e consequentemente
ndo possuem classificacdo de risco baseada no IPSS-R, portanto, esses casos estdo
listados na tabela 14 como néo se aplica.

Tabela 14 - Classificacdo de risco de pacientes com SMD de acordo com o IPSS-R.

Variaveis N° %

Muito baixo (<1.5) 1 1,3

Baixo (>1.5-3) 28 35
Classificagdo do grupo de risco de Intermediario (>3 - 4.5) 15 18,8
acordo com o IPSS-R Alto (>4.5 - 6) 14 17,5
Muito alto (>6) 11 13,8
N&o se aplica 11 13,8

Legenda: As caracteristicas sdo apresentadas em valor absoluto (N) e frequéncia dentro da populagdo em
estudo (%). N&o se aplica: pacientes que ndo possuem caridtipo (auséncia de metafase), esses casos nao
possuem classificagdo de risco baseada no IPSS-R, devido a limita¢do do proprio score.

4.3 Andlise das alteracdes citogenética por banda-g em pacientes com SMD
A avaliacdo citogenética é essencial para o diagnostico e progndstico de

individuos com suspeita e/ou com diagndstico de SMD. Portanto, foi realizado a analise
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do cariétipo com Banda-G de amostras de medula ¢ssea de todos os 80 pacientes com
SMD incluidos neste estudo. A partir disso, observou-se que 69 (86,3%) deles
apresentaram resultados sélidos e conclusivos e 11 (13,7%) apresentaram auséncia de
metafase no exame ao diagndstico. Apos a analise dos casos, identificou-se que 45
(56,3%) pacientes possuiam cariotipo normal e 24 (30%) apresentaram caridtipo
alterado (Tabela 15). Uma representacdo esquematica de algumas alteracdes
identificadas em pacientes desta coorte se encontram descritas no apéndice B.
Realizamos também a classificacdo prognostica frente ao cariotipo,
estabelecida pelo IPSS-R e verificamos que houve um predominio de pacientes com
progndstico favoravel em 49 (61,2%) dos casos. Vale ressaltar que os pacientes que ndo
possuem resultado conclusivo do cariétipo, ou seja, aqueles que ndo houve crescimento
celular e o resultado foi auséncia de metéafase, estdo representados na tabela como néo

se aplica (Tabela 15).

Tabela 15 - Frequéncia dos resultados citogenéticos e seu impacto prognostico em
pacientes com SMD ao diagnostico.

Variaveis N° Frequéncia (%)
Normal 45 56,3
Caridtipo Alterado 24 30
Auséncia de metafase 11 13,7
Muito favoravel 1 1,3
Favoravel 49 61,2
Classificagdo do cari6tipo de Intermediario 13 16,2
acordo com o IPSS-R Desfavoravel 2 2,5
Muito desfavoravel 4 5,0
N&o se aplica 11 13,8

Legenda: As caracteristicas sdo apresentadas em valor absoluto (N) e frequéncia dentro da populagédo em
estudo (%). Néo se aplica se refere aos pacientes que possuem resultado do cariétipo com auséncia de
metéfase.

4.4 Analise de expressdo génica dos genes de referéncia em amostras de estudo
Para este estudo, os genes de referéncia mais estaveis nas amostras de

cDNA utilizadas foram HPRT1, GAPDH e ACTB (Figura 9). Devido a baixa

homogeneidade de expressédo, o gene UBC foi excluido.
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Figura 9 - Resultado da anélise da estabilidade dos enddgenos pela ferramenta
RefFinder.

Comprehensive gene stability
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Legenda: Representa a classificacio do melhor gene testado em todas as ferramentas agrupadas no
RefFinder.

4.5 Analise de expressdo génica por RT-gPCR em amostras de medula 6ssea de

pacientes com SMD

As associagOes entre 0s niveis de expressao dos genes SIRT1, SIRT2, SIRT3,
SIRT4, SIRT5, SIRT6 e SIRT7 e as varidveis clinico-laboratoriais, bem como a
associacao com o grupo controle (individuos saudaveis) serdo apresentados a seguir.
Para melhor compreensdo, os resultados serdo apresentados por variavel analisada. Os
dados adicionais como Mediana, Minimo, Maximo e Erro Padrdo da Média (E.P.M)

estdo descritos no Apéndice C.

45.1 Expressdo génica dos genes SIRTs em pacientes com SMD e individuos

saudaveis

Ao avaliar os niveis de expressdo génica em pacientes com SMD,
verificamos que houve diminuicéo dos niveis de expressédo de SIRT2 (p= 0,009), SIRT3
(p= 0,048), SIRT4 (p= 0,049), SIRT5 (p= 0,046), SIRT6 (p= 0,043) e SIRT7 (p= 0,047)
nos individuos portadores de SMD quando comparados com controles saudaveis
(Figura 10). Nd&o identificamos significancia estatistica de SIRT1 entre 0s grupos
analisados (p> 0,05).



Figura 10 - Nivel de expressdo dos genes SIRTs em pacientes SMD versus controle.
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4.5.2 Expressdo génica das SIRTs em pacientes com SMD e variaveis clinicas.

4.5.2.1 Idade.
Para a variavel idade, estratificada em dois grupos (>60 anos e <60 anos),
nos constatamos o aumento de expressao de SIRT4 em pacientes acima de 60 anos

(p=0,029) quando comparados com pacientes com menos de 60 anos (Figura 11).

Figura 11 - Expressdo de SIRT4 na variavel idade.
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Né&o foram identificadas associacdes significantes entre o nivel de expressdo

dos demais genes em relacdo a variavel idade (p>0.05) e entre a variavel Sexo (p>0.05)

45.3 Expressdo génica das SIRTs frentes as varidveis clinico-laboratoriais dos
pacientes com SMD
4.5.3.1 Sangue periférico

Avaliamos a expressdo génica das sirtuinas quanto a varidvel hemoglobina
(Hb) nos pacientes com SMD de acordo com os parametros estabelecidos pelo IPSS-R.
Identificamos 0 aumento da expressdo de SIRT2 em pacientes que apresentaram Hb
<8g/dL (p= 0,016) em comparacdo com 0s pacientes que apresentaram Hb entre 8-
10g/dL (Figura 12). Também identificamos o aumento de expressdao de SIRT3 em
pacientes que apresentaram Hb <8g/dL (p= 0,036/0,040) em compara¢do com 0s
pacientes que apresentaram hemoglobina >10g/dL e entre 8-10g/dL, respectivamente

(Figura 12). N&o foram identificadas associagdes significantes entre o nivel de
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expressdo dos demais genes avaliados no grupo SMD versus Nivel de Hemoglobina
categorizado pelo IPSS-R (p> 0.05).

Figura 12 - Nivel de expressdo dos genes, SIRT2 e SIRT3 em pacientes com SMD
frente & hemoglobina categorizada pelo IPSS-R.
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Né&o foram encontradas associacdes significantes com relacdo aos niveis de
expressao dos genes SIRTs e a Contagem absoluta de neutréfilos (ANC) (p > 0,05). Da
mesma forma, ndo foram identificadas associacdes significantes entre o nivel de
expressdo dos genes avaliados no grupo SMD versus nivel de plaquetas de acordo com
a classificagdo IPSS-R (p>0.05).

4.5.3.2 Aspirado de Medula Ossea (Mielograma)

Avaliamos a expressdo génica das sirtuinas em relagdo as variaveis clinicas
ligadas aos resultados provenientes do aspirado de medula Gssea (Mielograma e
Caridtipo). Para as variaveis ligadas a presenca de displasias na MO, nés avaliamos a
relacdo de expressdo génica das sirtuinas em pacientes com a presenca/auséncia de
Diseritropoese, Disgranulopoese e Dismegacariopoese.

N&o identificamos significancia estatistica (p>0,05) de SIRT1, SIRTZ2,
SIRT3, SIRT5, SIRT6 e SIRT7 em relacdo a presenca de Diseritropoese em nossa coorte,
entretanto, identificamos um aumento de expressdo de SIRT4 (p= 0,036) em pacientes
com a presenca de displasia nesta linhagem de células quando comparado aos pacientes
com SMD sem a displasia nesta mesma linhagem (Figura 13).
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Figura 13 - Nivel de expressdo do gene SIRT4 frente a presenca de Diseritropoese em
pacientes com SMD.
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N&o identificamos a presenca de relacdes significantes (p> 0,05) entre 0s
niveis de expressdo génica de SIRT1, SIRT3, SIRT5 e SIRT6 em relagdo a
presenca/auséncia de Disgranulopoese, entretanto, identificamos uma diminuicdo de
expressao de SIRT2 (p= 0,035), SIRT4 (p= 0,035) e SIRT7 (p=0,037) em pacientes com
a presenca de Displasia nesta linhagem de células quando comparado com pacientes que

ndo apresentavam displasia nestas células (Figura 14).
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Figura 14 - Nivel de expressdo dos genes SIRT2, SIRT4 e SIRT7 frente a presenca de

Disgranulopoese em pacientes com SMD.
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Para a variavel Dismegacariopoese, identificamos um aumento de expressao

de SIRT1 (p=0,027) em pacientes que apresentam a displasia nesta linhagem de células

em comparacdo aos pacientes que ndo apresentam esta displasia (Figura 15). N&o

identificamos variacdes significantes (p>0,05) nos demais genes analisados para esta

variavel.
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Figura 15 - Nivel de expressdo do gene SIRT1 frente a presenca de Dismegacariopoese
em pacientes com SMD.
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Em relagdo a presenga de sideroblastos em anel, identificamos o aumento de
expressdo de SIRT4 (p=0,043) em pacientes que apresentavam sideroblastos em anel
qguando comparados com aqueles que ndo apresentavam esse achado morfologico

(Figura 16). N&o identificamos a presenca de variacdes significantes (p>0,05) nos

demais genes avaliados.

Figura 16 - Nivel de expressdo do gene SIRT4 frente a presenca de sideroblastos em
anel em pacientes com SMD.
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N&o identificamos alteracGes significantes dos genes avaliados entre as variaveis
ligadas a porcentagem de blastos na medula dssea de acordo com IPSS-R (p>0,05).

4.5.3.3 Achados Citogenéticos
Na analise do nivel de expressao génica associada ao perfil citogenético dos

pacientes com SMD, identificamos que pacientes com cariétipo alterado apresentaram
maior expressao do gene SIRT2 (p=0,045) e SIRT3 (p=0,033) em relacdo a pacientes

SMD com cariétipo normal (Figura 18).

Figura 17 - Nivel de expressdo dos genes SIRT2 e SIRT3 em pacientes com SMD frente
a variavel cariétipo normal e alterado.
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Quando realizada a andlise entre os pacientes com cari6tipo normal,
cariotipo alterado e controle saudavel, observamos que a expressao de SIRT2 (p=0,004),
SIRT3 (p=0,005) e SIRT4 (p= 0,033) se apresentam mais elevadas nos pacientes de
grupo controle do que nos pacientes com cariétipo normal (Figura 19). Nao
identificamos relacdo estatistica significante (p> 0,05) entre o grupo controle e 0s

pacientes com cariétipo alterado nos demais genes avaliados.
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Figura 18 - Nivel de expressdo dos genes SIRT2, SIRT3 e SIRT4 em pacientes com
SMD frente a variavel cariétipo normal, alterado e o grupo controle.
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N&o identificamos diferencas estatisticas significantes (p>0,05) entre os demais
genes avaliados e a variavel Cari6tipo (Normal x Alterado). Da mesma forma, ndo

identificamos relac@es significativas na presenca de Caridtipos Complexos (p>0,05).

4.6 Expressdo génica das SIRTs frentes as variaveis de classificacdo clinica e
estratificacdo prognostica

4.6.1 Classificagdo WHO 2022
Quanto a classificagdo dos pacientes com SMD de acordo com os subtipos

estabelecidos pela OMS de 2022 (KHOURY et al., 2022), ndo identificamos relagéo
entre a expressao destes genes entre os subgrupos da WHO 2022 (p>0,05), entretanto,
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verificamos que existe uma diminuicdo da expressdo de SIRT2 (p= 0,039), SIRT3
(p=0,037), SIRT4 (p= 0,032), SIRT6 (p= 0,044) e SIRT7 (p= 0,038) entre os pacientes
diagnosticados como SMD-BB em relagdo ao controle saudavel (Figura 20). Para os
genes SIRT1 e SIRT5 ndo obtivemos diferencas significativas em relacdo aos niveis de

expressao génica com o subtipo com baixo percentual de blastos (p>0,05).

Figura 19 - Nivel de expressdo dos genes SIRT2, SIRT3, SIRT4, SIRT6 e SIRT7 em pacientes
com SMD-BB e o grupo controle.
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Também identificamos uma diminuicdo na expressdo de SIRT2 (p= 0,038),
SIRT3 (p= 0,041), SIRT4 (p= 0,018) e SIRT5 (p= 0,046) em pacientes com SMD com
alto percentual de blastos (SMD-EB) quando comparados com controles saudaveis
(Figura 21).
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Figura 20 - Nivel de expressao dos genes SIRT2, SIRT3, SIRT4 e SIRT5 em pacientes
com SMD-EB e o grupo controle.

p=0.038 p=0.041
e e
0.3 0.3 .
s =
3 T 3
& 0.1 ] 0.1
s s
§ @ 0.03-
§ 0.03 Q
3 3
&~ ™ 0.01-
[ - I_ I
L 001 =
7 i — (7] [ —
0.003
Controle SMD-EB Controle SMD-EB
p=0.018 p=0.046
1
0.3
8 0.001- 1T S
N T o 0.1
s 8 I
= L] S
5 0.0003- o
) o i
;‘_ s 0.03
o @
_ e
& % o011 B
&  0.0001 7 :
Controle SMD-EB Controle SMD-EB

Né&o identificamos relagdes significantes (p>0,05) entre os demais subgrupos e o

grupo de controle saudavel nos genes avaliados.

4.6.2 Classificacdo dos Grupos de Risco de acordo com o IPSS-R, evolucao,
Dependéncia transfusional e 6bito.

Quanto a classificacdo de risco segundo o IPSS-R dos pacientes com SMD,
ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas (p>0,05) nas expressoes
dos genes avaliados. Da mesma forma, nédo identificamos relagcdo entre a expressédo
destes genes frente as variaveis: Dependéncia transfusional (p>0,05), Evolugdo para
LMA (p>0,05) e Obito (p>0,05).
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4.7 Analise de correlacdo entre os niveis de expressdo dos genes relacionados ao
controle do maquinario de histonas e senescéncia celular

Para as andlises de correlacdo entre as SIRTSs, foi analisada a influéncia da
expressdo de cada gene sobre a expressdao dos demais a partir da analise do teste de
correlagio de Spearman (R) e obtencdo do r? (R square), a fim de definir a influéncia
que um gene tem sobre o outro. Os valores de p para esta analise se encontram descritos

no Apéndice D.

4.7.1 Analise de correlacéo entre os genes SIRTs na SMD de novo

Inicialmente, realizamos a analise de correlacdo entre os niveis de expressao
génicas dos 7 genes em estudo na SMD. Observamos uma forte correlacdo entre os
genes SIRT2 e SIRT3 (p<0,01; r= 0.68), demonstrando que estes genes apresentam entre
si uma caracteristica de correlacdo positiva, ou seja, seus niveis de expressdo estdo
correlacionados na doenca sendo responsaveis por 46,24% (r>= 0,4624) da variagio dos

seus respectivos niveis de expressao em pacientes com SMD (Figura 22).

Figura 21 - Andlise de correlacdo entre os genes SIRT1, SIRT2, SIRT3, SIRT4, SIRT5,
SIRT6 e SIRT7 e seus niveis de expressao génica na SMD.
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Legenda: Representacdo das analises de correlagdo de Pearson entre os genes SIRTs frente a seus niveis de expressdo
génica dos pacientes com SMD realizada no software SPSS e imagem criada na ferramenta online Morpheus

(https://software.broadinstitute.org/morpheus).
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Adicionalmente, identificamos uma forte correlagdo entre SIRT5 e SIRT1
(p< 0,01; r=0.50) e entre SIRT5 com SIRT6 (p< 0,01; r= 0.63), demonstrando que a
expressdo de SIRT5 influéncia em 25% (r?=0,25) e 39,69% (r?= 0,3969) das variacdes
de expressao de SIRT1 e SIRT6, respectivamente (Figura 22).

4.7.2 Anélise de correlacdo entre os genes SIRTs nos subtipos da SMD pela WHO
2022

Com o objetivo de mapear a correlacdo entre os genes SIRTS, realizamos
uma andlise de correlacdo entre os niveis de expressdo de sirtuinas entre os subtipos de
SMD classificados pela OMS no ano de 2022. Para esta analise, avaliamos 0s subtipos:
SMD-BB, SMD-SA-BB, SMD-EB e SMD-h.

Para o subtipo SMD-BB (SMD com baixo percentual de blastos),
identificamos uma forte correlacdo entre SIRT2 e SIRT3 (p< 0,01; r= 0.83),
demonstrando que estes genes sdo responsaveis por 68,89% (r’= 0,6889) de variacio
dos seus respectivos niveis de expressdo neste subtipo da doenca (Figura 23a). Neste
mesmo grupo, identificamos forte correlagdo entre SIRT5 e SIRT1 (p< 0,01; r=0.66),
SIRT5 e SIRT3 (p= 0.01; r= 0.57) e entre SIRT5 e SIRT6 (p< 0,01; r=0.60). mostrando
que estes genes sdo responsaveis por 43,56% (r’= 0,4356), 32,49% (r’>= 0,3249) e 36%
(0,36) da variacdo dos seus respectivos niveis de expressao em pacientes com SMD-BB
(Figura 23a).

Para o subtipo SMD-SA-BB (SMD com baixo percentual de blastos e
sideroblastos em anel), identificamos uma forte correlacdo entre SIRT2 e SIRT3 (p<
0,01; r= 0.66), sendo responsavel por 43,56% (r>= 0,4356) da variacdo destes genes
neste subtipo da doenca. Identificamos a mesma caracteristica de correlacdo entre SIRT5
e SIRT1 (p= 0,01; r= 0.55), mostrando uma correlacio de 30,25% (r’= 0,3025) entre a
variacdo destes mesmos genes na SMD-SA-BB (Figura 23b). Nesta mesma andlise para
este grupo, observou-se forte correlagdo entre os genes SIRT6 com SIRT3 (p< 0,01;
r=0.61), SIRT4 (p= 0,01; r= 0.56) e SIRT5 (p< 0,01; r= 0.67), demonstrando que SIRT6
influéncia em 37,21% (r>= 0,3721), 31,36% (r>= 0,3136) e 44,89% (r’= 0,4489) do nivel
de expressdo dos genes SIRT3, SIRT4 e SIRT5, respectivamente (Figura 23b).

Para o subtipo SMD-EB (SMD com excesso de blastos), identificamos uma
forte correlagdo entre SIRT2 e SIRT3 (p< 0,01; r= 0.60), sendo responsavel por 36% (r’=
0,36) da variacdo destes genes neste subtipo da doenca. ldentificamos a mesma
caracteristica entre SIRT2 e SIRT5 (p< 0,01; r= 0.60) e entre SIRT2 e SIRT7 (p< 0,01; r=
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0.77), sendo responsaveis por 36% (r’>= 0,36) e por 59% (r>= 0,59) da variagio destes
genes neste subtipo da doenca, respectivamente (Figura 22c).

Para o subtipo SHD-h (SMD hipoplasica), identificamos forte correlacéo
entre os genes SIRT2 com SIRT1 (p= 0,04; r= 0.67), SIRT3 (p< 0,01; r= 0.75), SIRT5
(p< 0,01; r= 0.75) e SIRT7 (p< 0,01; r= 0.60). Estes dados demonstram que influéncia
44,89% (r’>= 0,4489), 56,25% (r>= 0,5625), 56,25 (r’>= 0,5625) e 36% (0,36) do nivel de
expressdo dos genes SIRT1, SIRT3, SIRT5 e SIRT7, respectivamente (Figura 23d).
Ainda para os pacientes SMD-h, identificamos uma forte correlacdo entre SIRT5 e
SIRT6 (p= 0.02; r= 0.79) e com SIRT7 (p=0.02; r= 0.86), demonstrando que SIRT5 é
responsavel por influenciar em 62,41% (r’= 0,6241) e em 73,96% (r’= 0,7396) a
expressdo de SIRT6 e SIRT7, respectivamente. Na mesma analise, identificamos que
SIRT6 apresenta forte correlacdo com SIRT7 (p= 0,039; r= 0.82), mostrando que SIRT6
influéncia SIRT7 em 67,24% (r>= 0,6724) de sua expressao neste subtipo da doenca.

Figura 22 - Heatmap da analise de correlacdo entre os genes SIRT1, SIRT2, SIRT3,
SIRT4, SIRT5, SIRT6 e SIRT7 e seus niveis de expressao génica em subtipos da SMD
(A= SMD-BB; B= SMD-SA-BB; C= SMD-EB; D= SMD-h).
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Legenda: Representacdo das analises de expressao dos genes SIRT1, SIRT2, SIRT3, SIRT4, SIRTS5, SIRT6 e SIRT7
frente aos grupos de risco dos pacientes com SMD realizada no software SPSS e imagem criada na ferramenta online
Morpheus (https://software.broadinstitute.org/morpheus).
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5. DISCUSSAO
Nesta pesquisa, conduzimos uma avaliacdo e validacdo da expressdo de

SIRTs em uma coorte de pacientes brasileiros diagnosticados com SMD. Inicialmente,
nossos dados de previsdo in silico indicaram uma reducéo significativa nos niveis de
SIRT2, SIRT4 e SIRT7 entre os pacientes com SMD quando comparados ao grupo
saudavel. Posteriormente, quando examinamos a expressao génica de pacientes SMD
em uma coorte de populacdo brasileira, descobrimos um padrdo consistente,
confirmando a expressdo reduzida desses genes. Além disso, ao estender nossa analise
aos demais membros da familia SIRT, também observamos uma regulacdo negativa de
SIRT3, SIRT5 e SIRT6 em pacientes com SMD. Pela primeira vez, essa avaliagcdo
abrangente demonstra a reducéo na expressdo de SIRT2 a SIRT7 entre os pacientes com
SMD na populagéo brasileira.

A regulacdo da expressdo génica de SIRTs exerce uma profunda influéncia
na preservacdao das funcdes celulares, principalmente na preservacdo dos telémeros,
mantendo a integridade do genoma e facilitando mecanismos de reparo do DNA.
Consequentemente, os niveis de expressdo de SIRTs estdo intrinsecamente ligados a
desempenhando um papel fundamental no controle dos processos carcinogénicos (LEE
et al., 2019). SIRTs desempenham papéis criticos no desenvolvimento das
caracteristicas do cancer, com suas atividades contribuindo significativamente tanto
para a promog¢do quanto para a progressdao dos tumores. Essas funces dependem dos
padrdes de expressao especificos desses genes em diferentes tecidos e de suas variages
em condicBes patoldgicas (CARAFA; ALTUCCI; NEBBIOSO, 2019; GOES et al.,
2022).

SIRT2, SIRT4 e SIRT7 tém papéis bem estabelecidos no processo de
carcinogénese. A expressdao de SIRT2 exerce influéncia direta sobre a hematopoiese, a
manutencdo das células-tronco e suas capacidades proliferativas. Notavelmente, Xu e
colegas (2021) elucidaram a interacdo dentro do eixo NAMPT/SIRT2/p53/p21,
destacando seu papel crucial na manutengéo das células-tronco pluripotentes em adultos
saudaveis (XU et al.,, 2021). Da mesma forma, Kim e colegas (2011) forneceram
evidéncias que destacam a importancia da expressao de SIRT2 na regulacdo do processo
mitotico por meio do complexo promotor de anafase/ciclossoma (APC/C) em células-
tronco hematopoéticas (KIM et al., 2011). A regulacdo negativa da expresséo de SIRT2

serve como um catalisador para disfuncdo mitdtica, aumentando a apoptose entre as
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células-tronco hematopoéticas humanas e comprometendo o controle sobre 0s processos
replicativos. Essa cascata de eventos contribui ultimamente para a aquisicdo de
caracteristicas clonais na carcinogénese da SMD.

SIRT3 se destaca como o SIRT com a atividade de deacetilacdo de proteinas
mais potente entre as sirtuinas mitocondriais. Seu papel fundamental na regulacdo do
estresse oxidativo tem sido amplamente examinado, principalmente em células-tronco
mesenquimais. Em um estudo conduzido por MA e colaboradores (2020), foi
demonstrado que a diminuicdo da expressdo de SIRT3 correlacionava-se com maior
dano ao DNA e uma capacidade antioxidante reduzida (MA et al., 2020). Da mesma
forma, ao induzir o aumento da expressdo de SIRT3 por meio da via SIRT3-SOD2, a
progressdo da senescéncia celular poderia ser mitigada. Isso foi alcangado pela reducéo
dos niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs) e, assim, controlando eficazmente o
estresse oxidativo (MA et al., 2020).

Entre as SIRTs mitocondriais, SIRT4 permanece como 0 membro menos
explorado. Seu foco principal estd na regulagdo de EROs e no metabolismo
mitocondrial. SIRT4 exerce influéncia sobre os niveis de ATP por meio da via SIRT4-
AMPK-PGCla, governando assim a homeostase metabolica celular controlando os
niveis de ATP e a fosforilacdo de acidos graxos (HO et al., 2013). Em relacdo a esses
topicos, varios estudos ja demonstraram as caracteristicas de baixa expressdo de SIRTs
em doencas onco-hematoldgicas como Mieloma Multiplo (ALLEGRA et al., 2021),
Leucemia Linfocitica Crénica (VAN DAMME et al., 2012), Leucemia de Células T do
Adulto (CHOI et al., 2006) e Leucemia Mieloide Aguda (KAISER et al., 2020). Essa
hipotese é reforcada quando identificamos que a analise de correlacdo revelou uma
correlacdo robusta, significativa e positiva entre os genes SIRTs na SMD. No entanto,
sdo necessarios estudos funcionais para validar essas descobertas.

Além do papel patogénico de SIRTs na SMD, nossos resultados reforcam
que membros da familia SIRTs (por exemplo, SIRT2 e SIRT3) foram regulados
positivamente em pacientes diagnosticados com SMD com anemia severa (hemoglobina
< 8 g/dL de acordo com o IPSS-R). Além disso, a expressdo génica diferencial de
membros da familia SIRT também foi associada & presencga de displasias de medula
0ssea na MDS. A regulacdo positiva de SIRT4 e SIRT1 foi significativamente associada
a diseritropoiese e dismegacariopoiese, respectivamente. No entanto, SIRT2, SIRT4 e

SIRT7 foram regulados negativamente na disgranulopoiese.
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SIRT2 desempenha um papel fundamental na regulacdo de varias vias
citoplasmaticas, contribuindo para o controle do metabolismo (JIANG et al., 2011),
inflamacdo (ROTHGIESSER et al., 2010), progresséo do ciclo celular (SERRANO et
al., 2013) e tumorigénese (KIM et al., 2011). Notavelmente, a regulacdo do ferro é um
tema comum que perpassa todas essas vias, destacando seu papel fundamental na
orquestracao precisa desses processos no maquinario celular (FISCHER-FODOR et al.,
2015; WESSLING-RESNICK, 2010; ZHANG, 2014). Da mesma forma, SIRT3
desempenha um papel critico na manutencdo da homeostase do ferro. A alta expressao
de SIRT3 tem sido mostrada para regular negativamente a expressdo do receptor da
transferrina (TfR1) inibindo IRP1 (proteinas reguladoras de ferro), suprimindo assim a
proliferacdo em células cancerosas (JEONG et al., 2015). Isso destaca a relacdo
intrincada entre SIRT2, SIRT3 e a regulacdo do ferro no contexto da funcdo e saude
celular.

A regulacdo do ferro é um aspecto importante da terapia de transfusdo
sanguinea em pacientes com SMD anémicos. O "paciente tipico” com SMD anémicos
que necessita de terapia de transfusdo recebera duas unidades de sangue a cada 2 a 6
semanas. Ao longo do tratamento, a sobrecarga de ferro se acumula nos tecidos e 6rgaos
do corpo, e apds aproximadamente 20 transfusdes, um paciente pode acabar com niveis
toxicos desse componente na circulacdo sanguinea. A sobrecarga de ferro é comumente
identificada em pacientes com SMD dependentes de transfusdo, causada pelos
problemas duplos de hemopoiese ineficaz ou metabolismo de ferro alterado pela SMD e
carregamento de ferro a partir de hemacias transfundidas (PALUMBO et al., 2021). Os
efeitos toxicos do ferro plasméatico parecem desempenhar um papel importante em
danos nos oOrgdos. Portanto, é importante monitorar e regular os niveis de ferro em
pacientes com SMD que recebem transfusdes de sangue para evitar complicacfes
decorrentes do excesso de ferro (WOOD; MCQUILTEN, 2020).

As descobertas apresentadas neste estudo lancam luz sobre a relagdo
complexa entre SIRT2, SIRT3 e a regulagdo do ferro no contexto da SMD e da anemia.
A regulacdo positiva desses membros da familia SIRT em pacientes com SMD e anemia
severa destaca seus potenciais papéis na modulacdo de vias celulares essenciais,
incluindo metabolismo, inflamacg&o, progresséo do ciclo celular e tumorigénese, todos
intimamente relacionados a regulacdo do ferro. Clinicamente, essas descobertas nédo
apenas aprofundam nossa compreensdo dos mecanismos patogénicos na SMD, mas

também destacam a importancia de monitorar de perto e gerenciar os niveis de ferro em
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pacientes com SMD dependentes de transfusdo para mitigar o risco de complicacfes
relacionadas ao excesso de ferro. Ao abordar essas conexdes intrincadas entre SIRTs e a
regulacdo do ferro, podemos abrir caminho para estratégias terapéuticas mais
direcionadas e eficazes no tratamento da anemia relacionada a SMD.

A regulacdo positiva de SIRT2 e SIRT3 também foi significativa na presenca
de anormalidades cromossdmicas em pacientes com SMD. SIRT2 é uma deacetilase
dependente de NAD™ que participa da modulacdo do controle do ciclo celular e da
tumorigénese. SIRT2 desempenha um papel essencial na manutencdo da integridade da
mitose e foi proposto como um supressor de tumores, prevenindo a instabilidade
cromossomica durante a mitose (KOZAKO et al., 2018). De acordo com a associagéo
entre SIRT2 e o complexo promotor de anafase/ciclossoma (APC/C), Kim e colegas
demonstraram uma relacdo de feedback na qual a deficiéncia de SIRT2 leva ao aumento
da atividade e expressdo dos genes Aurora-A (AURKA) e Aurora-B (AURKB) (KIM et
al., 2011). Os genes da quinase Aurora fazem parte de um complexo de atividades
ligadas ao controle do ciclo mitético, favorecendo a transicdo da fase G2 para a fase M
(AURKA), a ligacdo cromossdmica aos cinetocoros (AURKB) e a segregacao
cromossdmica (AURKB) (WILLEMS et al., 2018). Em varios conjuntos de dados, a
diminuicdo da expressdo de SIRT2 antecipa piores resultados clinicopatolégicos
(BORGES et al., 2018; DE OLIVEIRA et al., 2013). Por exemplo, alteragdes na SIRT2-
H3K18Ac sugerem atividade alterada do P300 e identificam um subconjunto de
tumores que podem se beneficiar da inibicdo da desacetilacdo de histonas
(DAMODARAN et al., 2017).

Da mesma forma, SIRT3 é uma importante deacetilase dependente de NAD*
mitocondrial que desempenha um papel crucial na regulacdo do metabolismo energético
mitocondrial, incluindo a oxidacdo de acidos graxos, o ciclo de Krebs e a cadeia
respiratéria (OUYANG et al., 2022). Foi descrito como um supressor de tumores em
varios tipos de cancer, como cancer de mama, carcinoma hepatocelular, malignidades
de células B e leucemia e cancer ovariano metastatico. Normalmente, a expressao de
SIRT3 se correlaciona com um bom resultado e um aumento geral na sobrevida dos
pacientes com cancer (TORRENS-MAS et al., 2017). No entanto, os papéis de SIRT3
variam em diferentes canceres e tém especificidades de células e tumores. Ao lado de
SIRT2, parece que SIRT3 pode prevenir a morte celular, inibindo o estresse oxidativo
(OUYANG et al., 2022). Aqui, SIRT2 e SIRT3 foram associados a cari6tipos anormais,

um marcador importante de progndéstico ruim na SMD. Assim, a relacdo SIRT2/SIRT3
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pode desempenhar um papel complexo no desenvolvimento e na progressdo da SMD.
Portanto, reforcamos que inibidores seletivos de SIRT2 e SIRT3 sdo possiveis agentes
terapéuticos candidatos para a SMD.

Em resumo, fica evidente pela primeira vez que o presente estudo revelou
descobertas significativas quanto a expressdo de SIRTs em pacientes com SMD e suas
variaveis clinicas. A validacdo da reducdo coletiva na expressdo de genes SIRTs (por
exemplo, SIRT2 a SIRT7) em pacientes brasileiros diagnosticados com SMD destaca a
importancia desses alvos na patogénese da doenca. Além disso, a associacao entre a
regulacdo positiva de SIRT2 e SIRT3 em pacientes com anemia severa sugere uma
possivel ligagcdo entre as SIRTs e o gerenciamento de complicacdes relacionadas ao
excesso de ferro em pacientes dependentes de transfusdo sanguinea. Além disso, a
associacdo de SIRT2/SIRT3 com instabilidade gendmica na presenca de alteracdes
citogenéticas e seu papel complexo no desenvolvimento e na progressdo da SMD
destacam areas promissoras para investigacGes futuras e possiveis alvos terapéuticos.
Nossos resultados enfatizam a importancia dos membros da familia SIRT na ampliacéo
de nossa compreensdo da SMD e destacam novas implicacGes clinicas, prognosticas e

terapéuticas que podem beneficiar pacientes com essa condicdo clinica.
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6. CONCLUSAO

A partir deste estudo, podemos concluir que:

1. A avaliacdo in silico de expressdo das SIRTs demonstrou que ha uma
diminuigdo da expresséo de SIRT2, SIRT4 e SIRT7 em pacientes com SMD
na populagéo Europeia;

2. A expressao de SIRT2, SIRT4 e SIRT7 em pacientes com SMD na populacéo
brasileira € compativel com o que foi identificado nas analises in silico da
expressao destes genes, além disso, identificamos que SIRT3, SIRT5 e SIRT6
também encontram-se diminuidos nesta coorte quando comparados com
pacientes saudaveis;

3. Variagbes de expressdo de SIRT4 na diseritropoese e na presenca de
sideroblastos em anel, SIRT1 na dismegacariopoese e de SIRT2, SIRT4 e
SIRT7 na disgranulopoese na medula dssea de pacientes com SMD,
demonstra uma possivel relacdo destes genes com as caracteristicas
displésicas e de senescéncia nestas linhagens celulares;

4. VariacOes de expressdo das SIRTs no que se refere a baixos niveis de
hemoglobina (SIRT2/SIRT3) e em pacientes com caridtipo alterado
(SIRT2/SIRT3) tornam estes alvos possiveis candidatos a marcadores de

prognostico para dependentes transfusionais e com cariétipo alterado;

Portanto, nossos resultados destacam que a expressao génica diferencial dos
genes SIRTs (SIRT2-SIRT7) podem desempenhar um papel importante no controle da
instabilidade genémica e no controle dos niveis de hemoglobina, estabelecendo duas
das caracteristicas mais marcantes na SMD, as anormalidades cromossdmicas e a

dependéncia transfusional em pacientes de alto risco.
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APENDICES
APENDICE A - CARACTERISTICAS CITOGENETICAS E CLASSIFICAC}AO CLINICA DOS PACIENTES COM SMD INCLUIDOS NO ESTUDO.
Paciente  Sexo Idade Celularidade Caridtipo WHO_2022 IPSS_R Dep_transfusional Evolucdo_LMA Obito
1 F 85 Hipercelular 46,XX,del(17)(9229233)[3]/46,XX[22] SMD-BB Intermediario Né&o N&o Né&o
2 M 81 Hipocelular 46,XY[18] SMD-h Baixo Néo Sim -
& F 93 - 46,XX,+8[12]/46,XX[8] SMD-EB Alto - - -
4 F 45 Normocelular 46,XX[7] SMD-BB-SA Baixo Néo Néo -
5 F 46 Hipercelular 46,XX[20] SMD-BB Baixo Sim N&o Né&o
6 F 25 Hipocelular 46,XX[10] SMD-h Intermediario - - -
7 M 47 Normocelular 47,XY,+mar[5]/46,XY ,del(5)(q31)[5]/46,XY[15] SMD-Del5(q) Baixo Sim N&o -
46,XY,1[5;19)(q13.2;913.4)[3]/46,XY,1[5;19)(q13.2;q
8 M 89 - 13.4),1(8,21)(q21.3;022.12)[3]/46,Xydel (X)(g21),t(5;1 SMD-EB Muito Alto Sim N&o Sim
9)(q13.2;q13.4),1(8;21)(q21.3;g22.12)[5]/46,XY[9]
9 M 31 - 46,XY[24] SMD-BB Baixo Né&o N&o -
10 M 58 Hipocelular 46,XY[13] SMD-h Intermediario Néo Néo -
11 M 86 Hipocelular 46,XY[20] SMD-BB-SA Baixo Sim N&o Né&o
12 M 55 Hipercelular 45,XY,-7[15])/46,XY,-7,+mar[5] SMD-EB Muito Alto Sim Sim Sim
13 M 58  Hipercelular 46'XY'de'(53)](/‘136?([3’(]]/541%;'[3?}256),g?\e’(z[%']de'(7)(q36)[ SMD-EB Muito Alto - Néo -
14 F 65 Hipercelular 46,XX[20] SMD-BB Intermediério Né&o Né&o -
15 M 81 Hipercelular 46,XY[18] SMD-BB Baixo Né&o Né&o Néo
16 F 70 Hipercelular Auséncia de metéfase SMD-BB-SA - Sim Né&o -
17 M 66 Hipercelular 46,XY[17] SMD-BB-SA Alto Né&o Né&o -
18 M 62 Hipercelular 47,XY,+8[6]/47,XY ,del(7)(q32),+8[71/46,XY[2] SMD-EB Muito Alto Sim Né&o -
19 F 44 Hipercelular 46,XX[20] SMD-BB Baixo Né&o Né&o Néo
20 F 79 - 46,XX[12] SMD-EB Alto Sim Nao Sim
21 F 43 - 46,XX[20] SMD-EB Intermediéario Néo Né&o Sim
22 M 60 Hipercelular 47,XY,+15[10]/46,XY[10] SMD-BB-SA Intermediério Sim Né&o -
23 M 45 Hipocelular 47 XY ,+mar[3]/46,XY[17] SMD-h Alto Né&o Né&o -
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84
82
68
58
74
66
45
80
64
92
82
34
76
75
81
43

70

82
85
88
86
71
71
52
86
77
72
72

Hipercelular

Hipercelular
Hipercelular
Hipercelular
Hipercelular
Hipercelular
Hipocelular
Hipercelular
Hipercelular

Hipocelular
Hipercelular
Hipercelular
Hipercelular
Hipercelular

Hipercelular

Hipercelular

Normocelular
Hipercelular
Hipercelular
Hipercelular
Hipocelular
Hipercelular

45,XY del(3)(p22),del(4)(g21),-5,-6,-
7,+add(16)(p13),add(20)(p13),+mar[20]
46,XY[20]

Auséncia de metéfase
Auséncia de metéfase
46,XY[20]

Auséncia de metéfase
46,XX[7]

46,XX[20]

46,XX[20]
46,XY[20]
46,XY,del(5)(q32)[13]/46,XY[17]
Auséncia de metéfase
46,XY[20]

46,XY, del (5)(q31)[2]/46,XY, del(5)(q31)-7,+8[16]

92,XXYY<4n>[4]/46,XY[8]
46 XY [20]
46,XY[5]

46,XY ,add(17)(p13)[8]/46,XY del(9)(q13),add(17)(p1

3)[10]/46,XY[2]

92, XXYY<4n>[5]/46,XY[15]
92, XY[3]/46,XY[4]
46,XY[6]
46,XX[20]
46,XY[17]

46,XX [10]
46,XX[8]

Auséncia de metéfase
46, XX[27]
46,XX,inv(3)(021026.2)[16]/46,XX[4]
Auséncia de metéfase

SMD-BB-SA

SMD-EB
SMD-BB-SA
SMD-EB
SMD-BB
SMD-BB-SA
SMD-BB
SMD-h
SMD-BB-SA
SMD-f
SMD-Del5(q)
SMD-BB
SMD-h
SMD-EB
SMD-BB-SA
SMD-BB
SMD-BB

SMD-EB

SMD-BB
SMD-BB-SA
SMD-BB
SMD-BB-SA
SMD-BB-SA
SMD-BB-SA
SMD-BB
SMD-h
SMD-EB
SMD-EB
SMD-EB

Muito Alto

Alto

Alto
Baixo
Intermediéario
Baixo
Intermediéario
Baixo
Baixo
Muito Alto
Alto
Intermediéario
Baixo

Muito Alto

Baixo
Alto
Baixo
Intermediario
Baixo
Baixo
Baixo

Alto
Muito Alto

Sim
Sim
Sim
Sim
Né&o
Sim
Né&o
Né&o
Né&o
N&o
Sim
Sim
Né&o
N&o
Né&o

Sim

Sim

Né&o
Sim
Né&o
Né&o
Né&o
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
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Né&o
Né&o
Né&o
Né&o
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim

Sim

Sim



53
54
55
56
57
58
59
60
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77
76
82
62
53
60
84
77
84
45
81
87
76
91
84
79
87
72
74
55
63
86
45
48
81
61
73
71

Hipocelular
Hipercelular
Normocelular

Hipercelular
Hipercelular
Hipercelular

Hipercelular
Normocelular

Normocelular

Hipercelular

Normocelular

46,XX[20]

46,XX[20]
47,XX,+8[9]/47,XX,+8,del(20)(q12)[5]/46,XX[6]
46,XX[10]

46,XX[20]

Auséncia de metéfase
47 XX,+8[20]

Auséncia de metéfase
Auséncia de metéfase
46,XX[20]

46,XX[5]
46,XX,del(11)(q21)[16]/46,XX[4]
46,XX[15]

46,XX[20]

46,XX[20]
46,XY[20]
46,XY[20]
46,XY[20]
46,XY[11]
45,X,-Y[15]/45,X,-Y,del(5)(q32)[3]/46,XY[2]
92, XXXX<4n>[3]/46,XX[17]
46,XX,del(5)(q14)[5]/46,XX[15]
47 XX, +6[3]/46,XX[17]
46,XY[4]
46,XY[20]

46,XX[20]

Auséncia de Metafases
46,XY[20]

SMD-EB
SMD-BB-SA
SMD-BB-SA

SMD-h

SMD-BB

SMD-BB

SMD-EB
SMD-BB-SA
SMD-BB-SA

SMD-EB
SMD-BB-SA
SMD-BB-SA
SMD-BB-SA

SMD-EB

SMD-EB

SMD-EB

SMD-BB

SMD-EB

SMD-BB

SMD-EB

SMD-BB

SMD-EB

SMD-BB

SMD-BB

SMD-EB

SMD-BB

SMD-EB
SMD-BB-SA

Baixo
Baixo
Intermediéario
Baixo
Baixo
Alto

Muito Alto
Baixo
Baixo
Baixo
Alto

Intermediéario

Intermediério

Muito Baixo
Alto
Alto

Muito Alto
Baixo

Muito Alto

Intermediéario
Baixo
Alto
Baixo

Intermediario

Sim

Nao
Nao
Nao

83

Sim

Legenda: M (Masculino), F (Feminino), SMD-Del5(q) (SMD com Delecdo do braco longo do cromossomo 5 isolada), SMD-BB (SMD com baixo percentual de blastos), SMD-BB-SA (SMD
com baixo percentual de blastos e sideroblastos em anel), SMD-EB (SMD com alto percentual de blastos), SMD-h (SMD Hipoplésica), SMD-f (SMD com Fibrose).- (ndo se aplica/dados ndo

informados).
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APENDICE B - Representacdo esquematica de resultados citogenéticos a partir de amostras de medula éssea de pacientes com SMD.
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A. Paciente do sexo feminino apresentando cariétipo normal 46,XX[20] de prognéstico favoravel de acordo com a classificagdo do IPSS-R (GREENBERG et al., 2012). B. Paciente do sexo
feminino apresentando caridtipo 46,XX,+8[12]/46,XX[8] de progndstico intermediario de acordo com a classificagdo do IPSS-R.
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APENDICE C — ESTRATIFICACAO DAS ASSOCIACOES ENTRE AS
EXPRESSOES DA SIRT1, SIRT2, SIRT3, SIRT4, SIRT5, SIRT6 e SIRT7 FRENTE AS
VARIAVEIS CLINICO-LABORATORIAIS DOS PACIENTES COM SMD E GRUPO

CONTROLE.

AVALIAGAO CASO X CONTROLE

Gene Grupo Mediana Minimo Maximo E.P.M p Valor!
Caso 0,008142 0,000441 0,439585 0,006243
SIRT1 0,840
Controle 0,006869 0,001709 0,038425 0,003826
Caso 0,027910 0,005160 0,253332 0,004187
SIRT2 0,009
Controle 0,047866 0,019648 0,167209 0,014887
Caso 0,008008 0,001157 0,082292 0,001802
SIRT3 0,048
Controle 0,011923 0,004734 0,263488 0,027829
Caso 0,000222 0,000059 0,000865 0,000027
SIRT4 0,049
Controle 0,000435 0,000241 0,001165 0,000122
Caso 0,015717 0,002673 0,090543 0,002138
SIRT5 0,046
Controle 0,030777 0,010466 0,099371 0,011313
Caso 0,022146 0,002076 0,108094 0,002784
SIRT6 0,043
Controle 0,042110 0,013634 0,446724 0,046107
Caso 0,031094 0,004593 0,166402 0,003314
SIRT7 0,047
Controle 0,074114 0,022492 0,248219 0,026203
tMann-Whitney: Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
SEXO
Gene Grupo Mediana Minimo Méaximo E.P.M p Valort
Feminino 0,008003 0,000441 0,150451 0,004048
SIRT1 0,430
Masculino 0,008281 0,001473 0,439585 0,011829
Feminino 0,026977 0,005160 0,124225 0,003866
SIRT2 0,220
Masculino 0,027991 0,013394 0,253332 0,007449
Feminino 0,006858 0,001157 0,070165 0,002352
SIRT3 0,970
Masculino 0,008008 0,001900 0,050876 0,002067
Feminino 0,000262 0,000066 0,000714 0,000035
SIRT4 0,413
Masculino 0,000197 0,000059 0,000865 0,000042
Feminino 0,017066 0,004772 0,085036 0,002839
SIRT5 0,267
Masculino 0,014775 0,002673 0,074661 0,002637
Feminino 0,024176 0,007204 0,102922 0,003610
SIRT6 - 0,783
Masculino 0,020649 0,002076 0,108094 0,004269
Feminino 0,031827 0,004593 0,116735 0,004062
SIRT7 0,689
Masculino 0,030822 0,012104 0,120326 0,004034

tMann-Whitney: Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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IDADE - CATEGORIAZADA

Gene Grupo Mediana Minimo Méaximo E.P.M p Valor!
< 60 anos 0,007939 0,000441 0,439585 0,020386
SIRT1 0,757
> 60 anos 0,008154 0,000606 0,146963 0,002821
< 60 anos 0,027364 0,005160 0,169687 0,007042
SIRT2 0,505
> 60 anos 0,027910 0,009670 0,253332 0,005149
< 60 anos 0,006690 0,001677 0,050876 0,002578
SIRT3 0,850
> 60 anos 0,008114 0,001157 0,070165 0,001961
<60 anos 0,000161 0,000066 0,000704 0,000038
SIRT4 0,029
> 60 anos 0,000255 0,000059 0,000865 0,000034
<60 anos 0,015152 0,004772 0,085036 0,003777
SIRT5 0,925
> 60 anos 0,016080 0,002673 0,074661 0,002286
<60 anos 0,022146 0,008709 0,089916 0,004780
SIRT6 0,688
> 60 anos 0,022857 0,002076 0,108094 0,003424
<60 anos 0,029062 0,011947 0,085264 0,004160
SIRT7 0,352
> 60 anos 0,032110 0,004593 0,120326 0,003589
tMann-Whitney: Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
HEMOGLOBINA (IPSS-R)
Gene Grupo Mediana Minimo Méaximo E.P.M p Valort
>10 g/dL 0.004675 0.000441 0.025025 0,002372
SIRT1 8-10 g/dL 0.004931 0.002220 0.150451 0,005921 0,176
<8 g/dL 0.007985 0.000606 0.146963 0,011520
> 10 g/dL 0.018314 0.013092 0.026987 0,004725
SIRT2 8-10 g/dL 0.017556 0.005160 0.042039 0,004446 0,016
<8 g/dL 0.028617 0.013394 0.059396 0,006749
> 10 g/dL 0.005091 0.001677 0.006063 0,004770
SIRT3 8-10 g/dL 0.005814 0.001157 0.020647 0,002953 0,036
<8 g/dL 0.009302 0.003213 0.050876 0,001972
> 10 g/dL 0.000151 0.000116 0.000348 0,000041
SIRT4 8-10 g/dL 0.000176 0.000083 0.000621 0,000037 0,421
<8 g/dL 0.000255 0.000059 0.000865 0,000042
> 10 g/dL 0.006618 0.004772 0.023174 0,005596
SIRT5 8-10 g/dL 0.009506 0.002673 0.085036 0,004203 0,546
<8 g/dL 0.016538 0.003435 0.074661 0,002205
> 10 g/dL 0.012281 0.006921 0.024720 0,009574
SIRT6 8-10 g/dL 0.019712 0.002076 0.032649 0,003884 0,747
<8 g/dL 0.024832 0.010279 0.099804 0,003495
> 10 g/dL 0.025152 0.011947 0.056015 0,008017
SIRT7 8-10 g/dL 0.026541 0.018830 0.061662 0,002880 0,688
<8 g/dL 0.031094 0.012104 0.090156 0,004059

tKruskal-Wallis: Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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ANC (IPSS-R)
Gene Grupo Mediana Minimo Méaximo E.P.M p Valor!
< 800 mm3 0,008269 0,000441 0,025025 0,001489
SIRT1 0,968
> 800 mm? 0,008015 0,001473 0,439585 0,008901
< 800 mm3 0,026296 0,013092 0,253332 0,009785
SIRT2 0,806
> 800 mm?® 0,027991 0,005160 0,169687 0,004308
< 800 mm3 0,008744 0,001677 0,039457 0,002223
SIRT3 0,915
> 800 mm? 0,007111 0,001157 0,070165 0,002034
< 800 mm3 0,000229 0,000116 0,000766 0,000050
SIRT4 0,838
> 800 mm?® 0,000215 0,000059 0,000865 0,000033
< 800 mm3 0,017408 0,002673 0,051501 0,002407
SIRT5 0,749
> 800 mm?® 0,015201 0,003435 0,085036 0,002581
< 800 mm? 0,022114 0,006953 0,076040 0,004284
SIRT6 0,745
> 800 mm?® 0,023632 0,002076 0,108094 0,003549
< 800 mm3 0,031827 0,004593 0,116735 0,005022
SIRT7 0,804
> 800 mm?® 0,030137 0,012104 0,120326 0,003481
tMann-Whitney: Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
PLAQUETAS (IPSS-R)
Gene Grupo Mediana Minimo Maximo E.P.M p Valort
>100.000 0,008682 0,001473 0,060251 0,001869
SIRT1  50.000 - <100.000 0,008294 0,000441 0,146963 0,007426 0,990
< 50.000 0,007800 0,001567 0,439585 0,018707
>100.000 0,030345 0,012582 0,139999 0,005175
SIRT2  50.000 - <100.000 0,026196 0,009670 0,067745 0,002861 0,289
< 50.000 0,028331 0,005160 0,253332 0,010766
>100.000 0,009809 0,001157 0,070165 0,002474
SIRT3  50.000 - <100.000 0,005814 0,001677 0,054267 0,003414 0,226
< 50.000 0,009142 0,003213 0,050876 0,002401
>100.000 0,000208 0,000067 0,000714 0,000039
SIRT4  50.000 - <100.000 0,000214 0,000091 0,000865 0,000059 0,882
< 50.000 0,000274 0,000059 0,000766 0,000050
>100.000 0,016916 0,003435 0,048048 0,002078
SIRT5  50.000 - <100.000 0,010770 0,002673 0,074661 0,004555 0,326
< 50.000 0,017066 0,004427 0,085036 0,004189
>100.000 0,025801 0,002076 0,108094 0,003994
SIRT6  50.000 - <100.000 0,018559 0,006921 0,102922 0,006235 0,237
< 50.000 0,024177 0,010279 0,089916 0,004934
>100.000 0,037890 0,012104 0,120326 0,004443
SIRT7  50.000 - <100.000 0,023052 0,011947 0,090156 0,005961 0,210
< 50.000 0,030176 0,004593 0,116735 0,004695

tKruskal-Wallis: Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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DISERITROPOESE

Gene Grupo Mediana Minimo Méximo E.P.M p Valort
Auséncia 0,008243 0,000441 0,025025 0,002424

SIRT1 0,690
Presenca 0,008142 0,000606 0,439585 0,007175
Auséncia 0,031680 0,013624 0,047708 0,003414

SIRT2 0,546
Presenca 0,027350 0,005160 0,253332 0,004764
Auséncia 0,007500 0,001677 0,030721 0,003118

SIRT3 0,924
Presenca 0,007747 0,001157 0,070165 0,001754
Auséncia 0,000171 0,000059 0,000349 0,000032

SIRT4 0,036
Presenca 0,000263 0,000067 0,000865 0,000031
Auséncia 0,018330 0,004427 0,031271 0,003284

SIRT5 0,825
Presenca 0,015201 0,002673 0,085036 0,002191
Auséncia 0,021533 0,006921 0,076040 0,007197

SIRT6 0,532
Presenca 0,022146 0,002076 0,108094 0,003037
Auséncia 0,037480 0,011947 0,085264 0,007524

SIRT7 0,660
Presenca 0,030958 0,004593 0,120326 0,003095

tMann-Whitney: Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
DISGRANULOPOESE

Gene Grupo Mediana Minimo Maximo E.P.M p Valor!
Auséncia 0,009556 0,000606 0,146963 0,004160

SIRT1 0,197
Presenca 0,007272 0,000441 0,439585 0,011307
Auséncia 0,029867 0,012582 0,139999 0,004784

SIRT2 0,035
Presenca 0,026397 0,005160 0,253332 0,006776
Auséncia 0,009480 0,001157 0,070165 0,002587

SIRT3 0,421
Presenca 0,006736 0,001677 0,050876 0,001748
Auséncia 0,000301 0,000059 0,000865 0,000043

SIRT4 0,035
Presenca 0,000202 0,000066 0,000714 0,000034
Auséncia 0,016802 0,002673 0,074661 0,002930

SIRT5 0,650
Presenca 0,014682 0,004772 0,085036 0,002599
Auséncia 0,022114 0,002076 0,108094 0,004979

SIRT6 0,930
Presenca 0,023632 0,008709 0,089916 0,002871
Auséncia 0,035794 0,004593 0,120326 0,004204

SIRT7 0,037
Presenca 0,028924 0,011947 0,116735 0,003848

fMann-Whitney: Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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DISMEGACARIOPOESE

Gene Grupo Mediana Minimo Méximo E.P.M p Valort
Auséncia 0,006935 0,000441 0,060251 0,001879

SIRT1 0,027
Presenca 0,008682 0,001567 0,439585 0,010381
Auséncia 0,027911 0,012582 0,253332 0,008447

SIRT2 0,968
Presenca 0,027910 0,005160 0,169687 0,004091
Auséncia 0,008406 0,001157 0,070165 0,003096

SIRT3 0,545
Presenca 0,007172 0,001677 0,047977 0,001577
Auséncia 0,000255 0,000066 0,000714 0,000041

SIRT4 0,786
Presenca 0,000214 0,000059 0,000865 0,000037
Auséncia 0,012788 0,003435 0,069340 0,002783

SIRT5 0,233
Presenca 0,016535 0,002673 0,085036 0,002620
Auséncia 0,023433 0,002076 0,102922 0,003517

SIRT6 0,901
Presenca 0,020649 0,006921 0,108094 0,003948
Auséncia 0,031094 0,011947 0,111124 0,003889

SIRT7 0,940
Presenca 0,030137 0,004593 0,120326 0,003931

tMann-Whitney: Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
SIDEROBLASTOS EM ANEL

Gene Grupo Mediana Minimo Maximo E.P.M p Valor!
Auséncia 0,007797 0,000441 0,439585 0,008713

SIRT1 0,342
Presenca 0,009303 0,000606 0,146963 0,006124
Auséncia 0,027630 0,005160 0,253332 0,005550

SIRT2 1,000
Presenca 0,028471 0,012582 0,139999 0,005709
Auséncia 0,006858 0,003213 0,054267 0,001584

SIRT3 0,949
Presenca 0,008220 0,001157 0,070165 0,003626
Auséncia 0,000214 0,000059 0,000766 0,000027

SIRT4 0,043
Presenca 0,000382 0,000091 0,000865 0,000057
Auséncia 0,015201 0,004427 0,085036 0,002333

SIRT5 0,981
Presenca 0,016125 0,002673 0,074661 0,003609
Auséncia 0,022146 0,002076 0,108094 0,003559

SIRT6 0,556
Presenca 0,022502 0,006953 0,099804 0,004138
Auséncia 0,031460 0,004593 0,120326 0,003364

SIRT7 0,557
Presenca 0,028756 0,012104 0,111124 0,005427

fMann-Whitney: Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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CELULARIDADE

Gene Grupo Mediana Minimo Maximo E.P.M p Valort
Hipocelular 0,006020 0,002220 0,439585 0,047965

SIRT1 Normocelular ~ 0,012577 0,003153 0,025025 0,002764 0,669
Hipercelular 0,008015 0,001567 0,150451 0,005980
Hipocelular 0,028032 0,013573 0,169687 0,016280

SIRT2 Normocelular ~ 0,033859 0,013834 0,059396 0,006344 0,959
Hipercelular 0,028243 0,005160 0,139999 0,004673
Hipocelular 0,005721 0,003439 0,021022 0,002118

SIRT3 Normocelular ~ 0,005798 0,001677 0,050876 0,006911 0,348
Hipercelular 0,008804 0,002319 0,070165 0,002697
Hipocelular 0,000247 0,000145 0,000542 0,000095

SIRT4 Normocelular ~ 0,000243 0,000160 0,000274 0,000028 0,943
Hipercelular 0,000202 0,000059 0,000865 0,000047
Hipocelular 0,013376 0,003435 0,030850 0,003340

SIRT5 Normocelular ~ 0,018193 0,006521 0,026928 0,002408 0,612
Hipercelular 0,014249 0,002673 0,085036 0,003635
Hipocelular 0,020617 0,010708 0,089916 0,008517

SIRT6 Normocelular ~ 0,017315 0,008709 0,067433 0,008638 0,935
Hipercelular 0,021373 0,006921 0,108094 0,004619
Hipocelular 0,026718 0,016958 0,085264 0,010025

SIRT7 Normocelular ~ 0,021615 0,012138 0,047478 0,005049 0,773
Hipercelular 0,028756 0,004593 0,120326 0,004057

tKruskal-Wallis: Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
FIBROSE
Gene Grupo Mediana Minimo Maximo E.P.M p Valor!

Auséncia 0,008142 0,001567 0,146963 0,003594

SIRT1 0,206
Presenca 0,009994 0,004931 0,439585 0,048360
Auséncia 0,028331 0,013092 0,107626 0,003002

SIRT2 0,990
Presenca 0,028032 0,005160 0,169687 0,019779
Auséncia 0,008580 0,001677 0,070165 0,002428

SIRT3 0,333
Presenca 0,005260 0,001900 0,036262 0,004396
Auséncia 0,000213 0,000059 0,000865 0,000040

SIRT4 0,756
Presenca 0,000230 0,000115 0,000697 0,000131
Auséncia 0,015152 0,002673 0,074661 0,002365

SIRT5 0,524
Presenca 0,019048 0,006521 0,085036 0,009556
Auséncia 0,020617 0,006921 0,108094 0,003991

SIRT6 0,213
Presenca 0,029137 0,016411 0,089916 0,008745
Auséncia 0,026473 0,004593 0,120326 0,003631

SIRT7 0,531
Presenca 0,029531 0,018933 0,082994 0,008287

tMann-Whitney: Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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PERCENTUAL DE BLASTOS (IPSS-R)

Gene Grupo Mediana Minimo Maximo E.P.M p Valor
<2% 0,008269 0,000441 0,439585 0,014176
SIRTL >2% - <5% 0,009874 0,002220 0,032088 0,002119 0542
5% - 10% 0,007985 0,002859 0,021234 0,001295 '
>10% 0,006634 0,002993 0,021591 0,001727
<2% 0,027910 0,005160 0,169687 0,006406
SIRT? >2% - <5% 0,027318 0,013394 0,067018 0,003736 0.669
5% - 10% 0,026196 0,009670 0,046183 0,002671 '
>10% 0,033501 0,013092 0,253332 0,017630
<2% 0,009566 0,001157 0,070165 0,002804
SIRT3 >2% - <5% 0,006221 0,001677 0,039457 0,003331 0.706
5% - 10% 0,006858 0,001900 0,021397 0,001210 '
>10% 0,008008 0,003213 0,050876 0,004212
<2% 0,000283 0,000067 0,000865 0,000044
SIRT4 >2% - <5% 0,000213 0,000059 0,000714 0,000080 0.448
5% - 10% 0,000179 0,000103 0,000329 0,000020 '
>10% 0,000273 0,000066 0,000766 0,000065
<2% 0,014588 0,003435 0,085036 0,003591
SIRTS >2% - <5% 0,015717 0,004427 0,047907 0,003049 0.694
5% - 10% 0,013432 0,002673 0,051671 0,003536 '
>10% 0,017783 0,006618 0,051501 0,003639
<2% 0,020546 0,002076 0,102922 0,004816
SIRT6 >2% - <5% 0,024210 0,008709 0,108094 0,006628 0.903
5% - 10% 0,027815 0,006953 0,087042 0,005567 '
>10% 0,021158 0,010279 0,056358 0,004313
<2% 0,030137 0,004593 0,085264 0,003477
SIRT7 >2% - <5% 0,028453 0,012138 0,120326 0,009723 0.665
5% - 10% 0,035142 0,018933 0,082994 0,004235 '
>10% 0,035794 0,018830 0,116735 0,008076
tKruskal-Wallis: Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
CARIOTIPO (QUANTO A PRESENCA DE ANORMALIDADES)
Gene Grupo Mediana Minimo Méaximo E.P.M p Valort
Normal 0,007778 0,000441 0,439585 0,010801
SIRT1 0,810
Alterado 0,007602 0,001473 0,017503 0,000925
Normal 0,024834 0,005160 0,169687 0,005040
SIRT2 0,045
Alterado 0,031232 0,016472 0,077687 0,003536
Normal 0,005843 0,001157 0,036262 0,001379
SIRT3 0,033
Alterado 0,009809 0,002570 0,054267 0,003010
Normal 0,000202 0,000059 0,000714 0,000028
SIRT4 0,200
Alterado 0,000274 0,000083 0,000766 0,000061
Normal 0,014249 0,002673 0,085036 0,002396
SIRT5 0,515
Alterado 0,015782 0,005848 0,069340 0,003775
Normal 0,021373 0,002076 0,108094 0,003509
SIRT6 0,534
Alterado 0,022146 0,006921 0,102922 0,005062
Normal 0,029227 0,004593 0,120326 0,003806
SIRT7 0,149
Alterado 0,032994 0,012714 0,116735 0,005143

tMann-Whitney: Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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CARIOTIPO (NORMAL X ALTERADO X CONTROLE)

Gene Grupo Mediana Minimo Maximo E.P.M p Valor!
Normal 0.007778 0.000441 0.439585 0,010801
SIRT1 Alterado 0.007602 0.001473 0.017503 0,000925 0,885
Controle 0.006869 0.001709 0.038425 0,003826
Normal 0.023471 0.005160 0.169687 0,004499
SIRT2 Alterado 0.031232 0.016472 0.077687 0,003536 0,004
Controle 0.047866 0.019648 0.167209 0,014887
Normal 0.005814 0.001157 0.033753 0,001229
SIRT3 Alterado 0.009809 0.002570 0.054267 0,003010 0,005
Controle 0.011923 0.004734 0.263488 0,027829
Normal 0.000202 0.000059 0.000714 0,000028
SIRT4 Alterado 0.000274 0.000083 0.000766 0,000061 0,033
Controle 0.000435 0.000241 0.001165 0,000122
Normal 0.014249 0.002673 0.085036 0,002396
SIRT5 Alterado 0.015782 0.005848 0.069340 0,003775 0,087
Controle 0.030777 0.010466 0.099371 0,011313
Normal 0.021266 0.002076 0.089916 0,002956
SIRT6 Alterado 0.022146 0.006921 0.102922 0,005062 0,075
Controle 0.042110 0.013634 0.446724 0,046107
Normal 0.028924 0.004593 0.111124 0,003202
SIRT7 Alterado 0.032994 0.012714 0.116735 0,005143 0,073
Controle 0.048672 0.022492 0.248219 0,026203
tKruskal-Wallis: Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
CARIOTIPO (QUANTO A PRESENCA DE CARIOTIPO COMPLEXO)
Gene Grupo Mediana Minimo Maximo E.P.M p Valor!
Presenca 0,008457 0,004587 0,011539 0,001556
SIRT1 0,955
Auséncia 0,008142 0,000441 0,439585 0,006585
Presenca 0,036656 0,016472 0,077687 0,012853
SIRT2 0,404
Auséncia 0,027350 0,005160 0,253332 0,004370
Presenca 0,016616 0,007486 0,025674 0,005015
SIRT3 0,192
Auséncia 0,006797 0,001157 0,070165 0,001637
Presenca 0,000439 0,000181 0,000697 0,000258
SIRT4 0,469
Auséncia 0,000222 0,000059 0,000865 0,000027
Presenca 0,015847 0,006949 0,016533 0,003087
SIRT5 . 0,584
Auséncia 0,015628 0,002673 0,085036 0,002018
Presenca 0,030161 0,013703 0,044562 0,006379
SIRT6 - 0,535
Auséncia 0,022082 0,002076 0,108094 0,002928
Presenca 0,027375 0,024304 0,048358 0,007558
SIRT7 0,916
Auséncia 0,031094 0,004593 0,120326 0,002955

tMann-Whitney: Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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CARIOTIPO (CLASSIFICACAO DE RISCO — IPSS-R)

Gene Grupo Mediana Minimo Maximo E.P.M p Valort
Favoravel 0,007778 0,000441 0,439585 0,009876
SIRTL Intermediario 0,008269 0,002262 0,017503 0,001279 0.999
Desfavoravel 0,007663 0,002993 0,012332 0,004669 '
Muito desfavoravel.  0,008457 0,004587 0,011539 0,001556
Favoravel 0,026305 0,005160 0,169687 0,004707
SIRT? Intermediario 0,027350 0,016862 0,067745 0,003870 0.749
Desfavoravel 0,034375 0,022568 0,046183 0,011808 '
Muito desfavoravel.  0,036656 0,016472 0,077687 0,012853
Favoravel 0,005829 0,001157 0,050876 0,001601
SIRT3 Intermediario 0,009809 0,005739 0,054267 0,003547 0.097
Desfavoravel 0,007614 0,005282 0,009946 0,002332 '
Muito desfavoravel.  0,016616 0,007486 0,025674 0,005015
Favoravel 0,000213 0,000059 0,000714 0,000027
SIRT4 Intermedlgrlo 0,000163 0,000083 0,000766 0,000086 0,569
Desfavoravel - - - -
Muito desfavoravel.  0,000439 0,000181 0,000697 0,000258
Favoravel 0,014588 0,002673 0,085036 0,002309
SIRTS Intermediario 0,016538 0,005848 0,069340 0,005689 0.858
Desfavoravel 0,011891 0,010350 0,013432 0,001541 '
Muito desfavoravel.  0,015847 0,006949 0,016533 0,003087
Favoravel 0,021728 0,002076 0,108094 0,003340
SIRT6 Intermediario 0,019712 0,006921 0,102922 0,008220 0537
Desfavoravel 0,014675 0,007204 0,022146 0,007471 '
Muito desfavoravel.  0,030161 0,013703 0,044562 0,006379
Favoravel 0,029834 0,004593 0,120326 0,003950
SIRT7 Intermediario 0,037259 0,012714 0,090156 0,006319 0.720
Desfavoravel 0,029846 0,027298 0,032394 0,002548 '
Muito desfavoravel.  0,027375 0,024304 0,048358 0,007558
tKruskal-Wallis: Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
DEPENDENCIA TRANSFUSIONAL
Gene Grupo Mediana Minimo Méximo E.P.M p Valort
Sim 0,008349 0,000606 0,021591 0,000956
SIRT1 0,829
Né&o 0,009179 0,000441 0,439585 0,012649
Sim 0,029001 0,013394 0,253332 0,007130
SIRT2 0,235
Né&o 0,026397 0,005160 0,169687 0,005856
Sim 0,008114 0,001900 0,036262 0,001403
SIRT3 0,679
Né&o 0,006550 0,001157 0,070165 0,002941
Sim 0,000273 0,000066 0,000766 0,000038
SIRT4 0,365
Néo 0,000176 0,000059 0,000865 0,000044
Sim 0,016538 0,003435 0,051501 0,001775
SIRT5 0,264
Néo 0,011574 0,002673 0,085036 0,003908
Sim 0,020184 0,007204 0,057576 0,002228
SIRT6 0,441
Néo 0,025801 0,006921 0,108094 0,004962
Sim 0,030137 0,012104 0,116735 0,004247
SIRT7 0,684
Néo 0,031460 0,004593 0,120326 0,004669

tMann-Whitney: Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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EVOLUGAO PARA LMA

Gene Grupo Mediana Minimo Méximo E.P.M p Valor!
Sim 0,007458 0,002993 0,021591 0,002207

SIRT1 0,481
Né&o 0,009379 0,000606 0,439585 0,007864
Sim 0,023020 0,013394 0,035799 0,002958

SIRT2 0,136
Né&o 0,028032 0,005160 0,253332 0,004866
Sim 0,008008 0,003439 0,016593 0,001607

SIRT3 0,509
Né&o 0,007486 0,001157 0,070165 0,001814
Sim 0,000187 0,000059 0,000704 0,000072

SIRT4 0,254
Néo 0,000255 0,000066 0,000865 0,000032
Sim 0,013056 0,004427 0,051671 0,004743

SIRT5 0,620
Néo 0,015782 0,002673 0,085036 0,002221
Sim 0,020764 0,010279 0,032649 0,002943

SIRT6 0,451
Néo 0,024720 0,002076 0,108094 0,003200
Sim 0,029562 0,018917 0,042575 0,003289

SIRT7 0,510
Né&o 0,030822 0,004593 0,120326 0,003197

tMann-Whitney: Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
OBITO

Gene Grupo Mediana Minimo Méximo E.P.M p Valort
Sim 0,009621 0,002993 0,016108 0,001027

SIRT1 0,294
Néo 0,006478 0,001473 0,032088 0,002222
Sim 0,029875 0,014070 0,253332 0,013499

SIRT2 0,444
Néo 0,027984 0,014875 0,067018 0,004463
Sim 0,009820 0,003678 0,050876 0,002924

SIRT3 0,280
Néo 0,006690 0,002570 0,039457 0,003259
Sim 0,000273 0,000059 0,000493 0,000037

SIRT4 0,740
Néo 0,000170 0,000108 0,000697 0,000067
Sim 0,014775 0,004427 0,051671 0,003012

SIRT5 0,294
Néo 0,010705 0,003435 0,051501 0,004432
Sim 0,022146 0,007204 0,056358 0,003820

SIRT6 0,964
Néo 0,020617 0,014402 0,108094 0,007880
Sim 0,032397 0,016757 0,085264 0,004762

SIRT7 0,541
Néo 0,036455 0,018479 0,120326 0,009496

tMann-Whitney: Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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CLASSIFICACAO WHO 2022

Gene Grupo Mediana Minimo Maximo E.P.M p Valort
SMD-Del5(q) __ 0.008923 __ 0.001473 __ 0.016373 0,007450
SMD-BB 0.009379 0000441  0.150451 0,007237
SIRTL  SMD-BB-SA 0.009924  0.000606  0.146963 0,006956 0,824
SMD-EB 0.006634 0002859  0.021591 0,001116
SMD-h 0.007004 0002220 0.439585 0,053920
SMD-Del5(q)  0.028277 0017183 0.039371 0,011094
SMD-BB 0.026987  0.005160  0.124225 0,005954
SIRT2  SMD-BB-SA 0028471 0012582  0.107626 0,006387 0,962
SMD-EB 0.029001  0.009670  0.253332 0,009872
SMD-h 0027214 0013573 0.169687 0,018400
SMD-Del5(q)  0.004184  0.002570  0.005798 0,001614
SMD-BB 0.006209  0.003214  0.054267 0,002997
SIRT3  SMD-BB-SA 0011615 0001157  0.070165 0,004058 0,658
SMD-EB 0.008356 0003213 0.050876 0,002204
SMD-h 0.006736  0.003439  0.021022 0,002359
SMD-Del5(q) - - i §
SMD-BB 0.000161  0.000059  0.000704 0,000050
SIRT4  SMD-BB-SA 0.000382  0.000091  0.000865 0,000057 0,398
SMD-EB 0.000229  0.000066  0.000766 0,000038
SMD-h 0.000146  0.000145  0.000349 0,000068
SMD-Del5(q)  0.013224 0010731 0.015717 0,002493
SMD-BB 0.016096 0004427  0.085036 0,004692
SIRT5S  SMD-BB-SA 0016538 0002673  0.074661 0,004153 0,048
SMD-EB 0015847  0.005012  0.051501 0,002647
SMD-h 0.014588  0.005107  0.030850 0,003358
SMD-Del5(q) 0022227 0017315 0.027139 0,004912
SMD-BB 0017378 0002076 0.102922 0,006660
SIRT6  SMD-BB-SA 0.023632  0.006953  0.099804 0,004729 0,022
SMD-EB 0.025496  0.007204  0.087042 0,004526
SMD-h 0.024513 0010708 0.089916 0,009463
SMD-Del5(q)  0.026050 0019106  0.032994 0,006944
SMD-BB 0027871 0004593  0.076461 0,005693
SIRT7  SMD-BB-SA 0030137 0012104  0.111124 0,006183 0,662
SMD-EB 0036527 0018830  0.116735 0,004526
SMD-h 0029531 0016958  0.085264 0,011084
tKruskal-Wallis: Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
AVALIACAO (SMD-BB X CONTROLE)
Gene Grupo Mediana Minimo Maximo E.P.M p Valor!
Caso 0.009379 0000441 0150451 0,007237
SIRTL  —ontrole  0.006869 0001709  0.038425 0,003826 0,779
Caso 0.026987 0005160 0124225 0,005954
SIRT2  —ciontrole 0047866 0019648  0.167209 0,014887 0,039
Caso 0.006209 0003214  0.054267 0,003021
SIRTS  —ciontrole 0011923 0004734 0.263488 0,027829 0,037
Caso 0.000161  0.000059  0.000704 0,000050
SIRT4  —iontrole 0000435 0000241 0.001165 0,000122 0,032
Caso 0.016096 0004427  0.085036 0,004692
SIRTS  —ciontrole 0030777 0010466 0.099371 0,011313 0.113
Caso 0017378 0002076  0.102922 0,005765
SIRT6 i ntrole 0042110 0013634 0.446724 0,046107 0,044
Caso 0027871 0004593  0.076461 0,004045
SIRT7  — controle  0.048672 0022492 0.248219 0,026203 0,038

tMann-Whitney: Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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AVALIACAO (SMD-BB-SA X CONTROLE)

Gene Grupo Mediana Minimo Méximo E.P.M p Valor!
Caso 0.009924 0.000606 0.146963 0,006956
SIRT1 0,633
Controle 0.006869 0.001709 0.038425 0,003826
Caso 0.028471 0.012582 0.107626 0,004243
SIRT2 0,054
Controle 0.047866 0.019648 0.167209 0,014887
Caso 0.011615 0.001157 0.070165 0,004058
SIRT3 0,234
Controle 0.011923 0.004734 0.263488 0,027829
Caso 0.000382 0.000091 0.000865 0,000057
SIRT4 0,615
Controle 0.000435 0.000241 0.001165 0,000122
Caso 0.016538 0.002673 0.074661 0,004153
SIRT5 0,129
Controle 0.030777 0.010466 0.099371 0,011313
Caso 0.023632 0.006953 0.099804 0,004729
SIRT6 0,054
Controle 0.042110 0.013634 0.446724 0,046107
Caso 0.030137 0.012104 0.111124 0,006183
SIRT7 0,084
Controle 0.048672 0.022492 0.248219 0,026203
tMann-Whitney: Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
AVALIACAO (SMD-EB X CONTROLE)
Gene Grupo Mediana Minimo Méximo E.P.M p Valort
Caso 0.006634 0.002859 0.021591 0,001090
SIRT1 0,642
Controle 0.006869 0.001709 0.038425 0,003826
Caso 0.029001 0.009670 0.253332 0,009473
SIRT2 0,038
Controle 0.047866 0.019648 0.167209 0,014887
Caso 0.008356 0.003213 0.050876 0,002112
SIRT3 0,041
Controle 0.011923 0.004734 0.263488 0,027829
Caso 0.000229 0.000066 0.000766 0,000037
SIRT4 0,018
Controle 0.000435 0.000241 0.001165 0,000122
Caso 0.015847 0.005012 0.051501 0,002529
SIRT5 0,046
Controle 0.030777 0.010466 0.099371 0,011313
Caso 0.025496 0.007204 0.087042 0,004351
SIRT6 0,188
Controle 0.042110 0.013634 0.446724 0,046107
Caso 0.036527 0.018830 0.116735 0,004316
SIRT7 0,142
Controle 0.048672 0.022492 0.248219 0,026203

tMann-Whitney: Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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AVALIACAO (SMD-h X CONTROLE)

Gene Grupo Mediana Minimo Méximo E.P.M p Valor!
Caso 0.007004 0.002220 0.439585 0,053920
SIRT1 1,000
Controle 0.006869 0.001709 0.038425 0,003826
Caso 0.027214 0.013573 0.169687 0,018400
SIRT2 0,101
Controle 0.047866 0.019648 0.167209 0,014887
Caso 0.006736 0.003439 0.021022 0,002359
SIRT3 0,056
Controle 0.011923 0.004734 0.263488 0,027829
Caso 0.000146 0.000145 0.000349 0,000068
SIRT4 0,117
Controle 0.000435 0.000241 0.001165 0,000122
Caso 0.014588 0.005107 0.030850 0,003358
SIRT5 0,142
Controle 0.030777 0.010466 0.099371 0,011313
Caso 0.024513 0.010708 0.089916 0,009463
SIRT6 0,236
Controle 0.042110 0.013634 0.446724 0,046107
Caso 0.029531 0.016958 0.085264 0,011084
SIRT7 0,232
Controle 0.048672 0.022492 0.248219 0,026203

tMann-Whitney: Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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APENDICE D — ANALISE DE CORRELACAO DE SPEARMAN ENTRE SIRTS E
ENTRE SMD GERAL E SUBTIPOS DA OMS 2022 (p-Valor).

SIRT1 SIRT?2 SIRT3 SIRT4  SIRT5 SIRT6  SIRT7

SIRT1 - 0.000 0.005 0.031 0.000 0.023 0.001
SIRT?2 0.000 - 0.000 0.019 0.000 0.000 0.000
SIRT3 0.005 0.000 - 0.021 0.000 0.000 0.000
SIRT4 0.031 0.019 0.021 - 0.107 0.028 0.075
SIRT5 0.000 0.000 0.000 0.107 - 0.000 0.000
SIRT6 0.023 0.000 0.000 0.028 0.000 - 0.000

SIRT7 0.001 0.000 0.000 0.075 0.000 0.000 -

Legenda: Representacdo das andlises de correlacdo de Spearman (p-Valor) entre os genes SIRT1, SIRT2, SIRT3,
SIRT4, SIRT5, SIRT6 e SIRT7 frente a seus niveis de expressdo génica dos pacientes com SMD realizada no software
SPSS.

SIRT1 SIRT2 SIRT3 SIRT4 SIRTS SIRT6 SIRT7

SIRT1 = 0.132 0.480 0.584 0.001 0.091 0.035
SIRT2 0.132 - 0.000 0.830 0.041 0.240 0.120
SIRT3 0.480 0.000 - 0.437 0.010 0.091 0.063
SIRT4 0.584 0.830 0.437 - 0.289 0.771 0.315
SIRTS 0.001 0.041 0.010 0.289 - 0.005 0.082
SIRT6 0.091 0.240 0.091 0.771 0.005 - 0.548

SIRT7 0.035 0.120 0.063 0.315 0.082 0.548 =

Legenda: Representacdo das analises de correlacdo de Spearman (p-Valor) entre os genes SIRT1. SIRT2. SIRT3.
SIRT4. SIRT5. SIRT6 e SIRT7 frente a seus niveis de expressdo génica dos pacientes com SMD-BB realizada no
software SPSS.

SIRT1 SIRT?2 SIRT3 SIRT4 SIRTS5 SIRT6 SIRT7?

SIRT1 = 0.470 0.297 0.381 0.017 0.348 0.060
SIRT2 0.470 - 0.002 0.381 0.642 0.408 0.825
SIRT3 0.297 0.002 = 0.076 0.276 0.007 0.284
SIRT4 0.381 0.381 0.076 - 0.535 0.017 0.226
SIRTS 0.017 0.642 0.276 0.535 - 0.002 0.341
SIRT6 0.348 0.408 0.007 0.017 0.002 - 0.035

SIRT7 0.060 0.825 0.284 0.226 0.341 0.035 -

Legenda: Representacdo das analises de correlacdo de Spearman (p-Valor) entre os genes SIRT1. SIRT2. SIRT3.
SIRTA4. SIRT5. SIRT6 e SIRT7 frente a seus niveis de expressdo génica dos pacientes com SMD-SA-BB realizada no
software SPSS.
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SIRT1 SIRT2 SIRT3 SIRT4 SIRT5 SIRT6 SIRT7

SIRT1 - 0,071 0,337 - 0,036 0,183 0,180
SIRT2 0,071 - 0,052 0,667 0,052 0,071 0,148
SIRT3 0,337 0,052 = 0,667 0,294 0,702 0,337
SIRT4 - 0,667 0,667 - 0,667 0,667 0,667
SIRTS5 0,036 0,052 0,294 0,667 - 0,036 0,014
SIRT6 0,183 0,071 0,702 0,667 0,036 - 0,023

SIRT7 0,180 0,148 0,337 0,667 0,014 0,023 -

Legenda: Representacdo das analises de correlacdo de Spearman (p-Valor) entre os genes SIRT1. SIRT2. SIRT3.
SIRT4. SIRT5. SIRT6 e SIRT7 frente a seus niveis de expressdo génica dos pacientes com SMD-h realizada no
software SPSS.

SIRT1 SIRT?2 SIRT3 SIRT4 SIRTS5 SIRT6 SIRTY

SIRT1 - 0.042 0.058 0.375 0.252 0.533 0.408
SIRT2 0.042 - 0.003 0.450 0.003 0.113 0.000
SIRT3 0.058 0.003 - 0.681 0.010 0.191 0.286
SIRT4 0.375 0.450 0.681 - 0.989 0.743 0.932
SIRT5 0.252 0.003 0.010 0.989 - 0.027 0.028
SIRT6 0.533 0.113 0.191 0.743 0.027 - 0.039

SIRT7 0.408 0.000 0.286 0.932 0.028 0.039 -

Legenda: Representacdo das analises de correlacdo de Spearman (p-Valor) entre os genes SIRT1. SIRT2. SIRT3.
SIRT4. SIRT5. SIRT6 e SIRT7 frente a seus niveis de expressdo génica dos pacientes com SMD-EB realizada no
software SPSS.
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ANEXOS

ANEXO A — PARECER DE APROVACAO NO COMITE DE ETICA E PESQUISA
DA UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA.

UFC - UNIWERSIDADE :
FEDERAL DO CEARA W
PARECER COMSUBSTANCIADD DO CEP

DADOCE 0D FROJETO DE PEERUIEA

Titulo da Pacquica: FERTIL CE EXPRESSAD EEMICA DA WIA DE DEACETILACAD DE HIETONAS
MEDIADAS FOR SIRTUINAS MA ESTRATIFICAZAD FROSKAETICA DA SINDROME
MIELZCISFLASICA,
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ANEXO B — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE MEDICINA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM PATOLOGIA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PROJETO: PERFIL DE EXPRESSAO GENICA DA VIA DE DEACETILACAO DE
HISTONAS MEDIADAS POR SIRTUINAS NA  ESTRATIFICACAO
PROGNOSTICA DA NEOPLASIA MIELODISPLASICA.

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

O abaixo assinado, :
_____anos, RG n° , declara que é de livre e espontanea
vontade que esta participando como voluntario do projeto de pesquisa supracitado, de
responsabilidade do pesquisador Jodo Vitor Caetano Goes / Howard Lopes Ribeiro
Junior. O abaixo assinado esta ciente de que:

NATUREZA E PROPOSITO DO ESTUDO

O objetivo da pesquisa é estudar as amostras de DNA de pacientes portadores
de Neoplasia Mielodisplasica gerando dados que favorecam a uma melhor compreenséao
do surgimento, progndstico, tratamento e evolucdo clinica desta doenca.

PROCEDIMENTOS A SEREM REALIZADOS E RESPONSABILIDADES

A amostra bioldgica utilizada na presente pesquisa corresponde a medula
0ssea do individuo.

A medula Ossea corresponde a um tecido liquido-gelatinoso que ocupa o
interior dos 0ssos, sendo conhecida popularmente por ‘tutano’. Na medula 0ssea sdo
produzidos os componentes do sangue: as hemacias (glébulos vermelhos), os leucécitos
(glébulos brancos) e as plaguetas.

A coleta da medula dssea sera realizada por médico hematologista experiente
com agulha de mielograma mediante puncdo esternal. O 0sso do esterno € um 0SS0
chato, plano e impar localizado no centro do térax. O 0sso do esterno é um importante
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0ss0 hematopoiético, ou seja, de producio das células sanguineas. E neste 0sso que é
realizada a pungdo da medula dssea.

Serdo coletadas somente 2mL de amostra de medula 6ssea com o uso de
uma agulha especifica para aspiracdo da medula dssea. Todo o procedimento de coleta
da medula dssea é realizado mediante administracdo de anestésico local com duragédo
méaxima de 15 minutos. Durante o procedimento de coleta esternal da medula 6ssea,
pode, raramente, determinar uma equimose (mancha arroxeada) ao redor do local de
onde foi retirado a medula 6ssea, desaparecendo em poucos dias, e podera ocorrer dor
discreta e de facil alivio, podendo ser, ocasionalmente, dor de maior intensidade.
Excepcionalmente, podera ocorrer sangramento local. Raramente, pode ocorrer infeccao
local. Para pacientes com maior sensibilidade dolorosa existe a possibilidade de realizar
0 procedimento sob anestesia geral. A recoleta deste material € necessaria, em poucos
casos, pela amostra ser insuficiente ou inadequada para anélise.

Apo6s o procedimento, serdo coletados dados pessoais de sexo e idade,
apresentacéo clinica e checagem dos exames laboratoriais indicados para esclarecimento
diagndstico, tais como: hemograma completo, citologia e histologia (analise
microscopica das células) da medula 6ssea, avaliacdo para depoésitos de ferro medular,
bem como outros exames que sdo feitos mesmo para os pacientes que ndo participam de
nenhuma pesquisa.

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

PARTICIPACAO VOLUNTARIA

Sua participacdo é voluntaria e vocé tem a liberdade de desistir ou interromper
a participacdo neste estudo quando desejar, ou mesmo em fungdo da ocorréncia de
qualquer doenca que, a critério médico, prejudique a continuacao de sua participacdo no
estudo. Neste caso, vocé deve informar imediatamente sua decisdo ao pesquisador
responsavel ou a qualquer um membro de sua equipe, sem necessidade de qualquer
explicacdo e sem que isto venha interferir no seu atendimento nesta instituigéo.

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

DIVULGACAO DE INFORMACOES QUANTO A PARTICIPACAO NO
ESTUDO

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

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

CONTATOS E PERGUNTAS
Caso surja algum imprevisto ou duvidas, vocé devera entrar em contato

solicitar contato direto com o pesquisador responsavel pelo estudo: Jodo Vitor Caetano
Goes (85 — 98033239) ou com o Orientador de Mestrado Académico Howard Lopes
Ribeiro Junior (85— 87396142).

Podera contatar a Secretaria do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal do Ceard - UFC ou no local (Rua Coronel Nunes de Melo, 1000) ou pelo
telefone 3366-8344, para apresentar recursos ou reclamagdes em relagéo ao estudo.

Somente assine este termo se vocé tiver a certeza de que recebeu todos os
esclarecimentos e informacdes para decidir conscientemente sobre a sua participacéo
neste estudo.

ASSINATURAS

Autorizo o acesso as minhas informacdes de saude aos membros da equipe de
pesquisadores, nas condi¢cOes estabelecidas descritas nos itens acima. N&o renunciei
qualquer direito legal que eu venha a ter ao participar deste Estudo.

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

/ /
Data Assinatura do participante da pesquisa
/ /
Data Assinatura do Pesquisador Responséavel
/ /

Data Assinatura do Responsavel pela aplicacdo do TCLE
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ANEXO C - ARTIGO ROLE OF SIRTUINS IN THE PATHOBIOLOGY OF ONCO-
HEMATOLOGICAL DISEASES: A PROSPERO-REGISTERED STUDY AND IN
SILICO ANALYSIS — PUBLICADO NA REVISTA CANCERS.
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ANEXO D — GENE EXPRESSION PATTERNS OF SIRTUIN FAMILY MEMBERS
(SIRT1 TO SIRT7): INSIGHTS INTO PATHOGENESIS AND PROGNOSTIC OF
MYELODYSPLASTIC NEOPLASM - SUBMETIDO NA REVISTA GENE
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Purpose: To assess and validate the gene expression profile of SIRTs (SIRT1, SIRT2, SIRT3,
SIRT4, SIRT5, SIRT6, and SIRTY) in relation to the pathogenesis and prognostic progression
of Myelodysplastic neoplasm (MDS). Patients and methods: Eighty bone marrow samples
of patients with de novo MDS were diagnosed according to WHO 2022 and IPSS-R criteria.
Ten bone marrow samples were obtained from elderly healthy volunteers and used as
control samples. Gene expression levels of all SIRTs were assessed using RT-qPCR assays.
Results: Downregulation of SIRT2 (p=0.009), SIRT3 (p=0.048), SIRT4 (p=0.049), SIRT5
(p=0.046), SIRT6 (p=0.043), and SIRT7 (p=0.047) was identified in MDS patients
compared to control individuals. Specifically, SIRT4 (p=0.029) showed increased
expression in patients aged 60 or above, and both SIRT2 (p=0.016) and SIRT3 (p=0.036)
were upregulated in patients with hemoglobin levels below 8g/dL. SIRT2 (p=0.045) and
SIRT3 (p=0.033) were highly expressed in patients with chromosomal abnormalities.
Different SIRTs exhibited altered expression patterns concerning specific MDS clinical and
prognostic characteristics. Conclusion: The downregulation in SIRTs genes (e.g., SIRT2 to
SIRT7) expression in Brazilian MDS patients highlights their role in the disease's
development. The upregulation of SIRT2 and SIRT3 in severe anemia patients suggests a
potential link to manage iron overload-related complications in transfusion-dependent
patients. Moreover, the association of SIRT2/SIRT3 with genomic instability and their role
in MDS progression signify promising areas for future research and therapeutic targets.
These findings underscore the importance of SIRT family in understanding and addressing
MDS, offering novel clinical, prognostic, and therapeutic insights for patients with this
condition.
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