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RESUMO

Sindromes Mielodisplasicas (SMD) sao neoplasias mieloides, caracterizadas por proliferagao
clonal da célula tronco hematopoiética (HSC), displasia medular, citopenia(s) periférica(s),
anormalidades genéticas e risco de evolugdo para LMA. E uma doenga heterogénea que
predomina em idosos. Exposi¢ao a agentes genotoxicos e microambiente medular inflamatorio,
podem levar a mutagdes nas HSC, com hematopoese clonal, instabilidade genética e fendtipo
tipico da SMD. Desordens autoimunes e inflamatorias cronicas aumentam o risco de SMD, e
diversos mecanismos moleculares e genéticos estdo envolvidos na sinalizagdo inflamatoria na
SMD, com destaque para a ativacdo dos 7oll-Like Receptors (TLRs), cuja principal proteina
adaptadora intracelular, MYDS8S, forma um complexo proteico com membros da familia IRAK
kinases (IRAK1, IRAK2 e IRAK4), levando a fosforilagdo do TRAF6, ativacao das vias NFKB
e MAPK e secre¢do de citocinas. O objetivo deste estudo foi avaliar a expressdo génica do
TRAF6, NFKB e genes do complexo proteico do MYD88 (MYDSS, IRAK 1, IRAK2 e IRAK4)
em pacientes com SMD, associando os achados com variaveis clinico-laboratoriais e caridtipo.
Foram avaliados 82 pacientes (76 com SMD e 6 com LMA relacionada a SMD) e 10 individuos
saudaveis como controles. O estudo citogenético foi realizado por Banda-G e para analise da
expressao génica utilizou-se a metodologia de PCR em tempo real (RT-qPCR). Nesta coorte,
observamos que o NFKB e 0 IRAK4 estdo mais expressos em SMD-EB em comparagdo a SMD-
AS (p<0,026 p<0,001), e TRAF6 esta mais expresso no grupo controle em comparacdo aos
grupos com LMA ou SMD (p=0,034). O MYDS8S estd menos expresso nos pacientes com LMA
em comparagao aos controles e pacientes com SMD (p=0,041 e p=0,02). MYDS8S8 também esta
menos expresso em pacientes com hemoglobina inferior a 8g/dl (p=0,036), em pacientes com
percentual de blastos na medula 6ssea >10% (p=0,027), e em pacientes com cariotipo complexo
(p=0,056) A expressdo do IRAKI estd diminuida em pacientes com percentual de blastos na
medula 6ssea >10% (p<0,001) e em pacientes com cariotipo anormal (p=0,031). Esta pesquisa
revelou expressao andmala do NFKB e de genes da imunidade inata na SMD, com maior
expressdo dos genes do complexo proteico do MYDSS nas formas de progndstico mais

favoravel e maior expressdo de NFKB e IRAK4 nas formas com prognoéstico desfavoravel.

Palavras-chave: Neoplasia Mielodisplasica (SMD); Imunidade Inata; Inflamacao; MYDSS;
IRAKI; IRAK2; IRAK; TRAF6; NFKB.



ABSTRACT

Myelodysplastic neoplasms (MDS) are myeloid neoplasms characterized by clonal
proliferation of hematopoietic stem cell, bone marrow dysplasia, cytopenias, genetic
abnormalities and high risk of Acute Myeloid Leukemia (AML) evolution. It is a heterogeneous
disease and it is more common in elderly. Genotoxic agents and inflammatory medullary
microenvironment com promote HSC mutations, leading clonal hematopoiesis, genetic
instability and typical MDS phenotype. Chronic autoimmune and inflammatory disorders
increase the risk of MDS. Several molecular and genetic mechanisms are involved in the
chronic inflammatory signaling of MDS, highlighting the activation of Toll-Like Receptors
(TLRs), whose main intracellular adapter protein, MYDS8S8, complex with members of the
IRAK kinases family (IRAK1, IRAK?2 and IRAK4), leading to the phosphorylation of TRAF6,
activation of NFKB and MAPK pathways and cytokine secretion. This study evaluated the gene
expression of TRAF6, NFKB and MYDS88 protein complex genes (MYDS8S8, IRAK1, IRAK?2 and
IRAK4) in patients with MDS, and its association with clinical and laboratory variables and
karyotype. Eighty-two patients (76 with MDS and 6 with MDS-related AML) and 10 healthy
controls were included. The cytogenetic study was carried out using G-Band and real-time PCR
(RT-qPCR) methodology was used to analyze gene expression. NFKB and /RAK4 expression
were higher in MDS-EB compared to MDS-SA (p<0,026 p<0,001), and TRAF6 expression was
higher in controls compared to MDS and AML patients (p= 0,034). MYDS88 expression was
lower in AML patients compared to controls and in patients with MDS (p=0,041 e p= 0,02).
MYDS88 was also lower in patients with hemoglobin level below 8g/dl (p=0,036), in patients
with bone marrow blast percentage > 10% (p=0,027) and in patients with complex karyotype
(p=0,056). IRAK expression was lower in patients with bone marrow blast percentage > 10%
(p<0,001) and in patients with abnormal karyotype (p=0,031). Anomalous expression of NFKB
and innate immune genes were observed in MDS patients, with higher expression of MYDS88
protein complex genes in patients with favorable prognosis features and higher expression of

NFKB and IRAK4 in patients with unfavorable prognosis features.

Keywords: Myelodysplastic Neoplasm (SMD); Innate Immune System; Inflammation;
MYDSS; IRAKI,; IRAK?2; IRAK,; TRAF6, NFKB.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos Gerais das Neoplasias Mielodisplasicas

Neoplasias Mielodisplasicas (SMD) sao um grupo de neoplasias mieloides
caracterizadas por uma ou mais citopenias a0 hemograma, hematopoese ineficaz, displasia
medular, anormalidades citogenéticas, instabilidade gendmica e risco de evolucdo para
Leucemia Mieldide Aguda (LMA). Ha proliferacdo clonal da Stem Cell hematopoiética (HSC),
com anormalidades genéticas recorrentes que sao positivamente selecionadas, garantindo a
expansdo clonal e levando a faléncia medular progressiva e evolugdo para LMA em
aproximadamente 30% dos casos(CAZZOLA, 2020; NAKAJIMA, 2021).

Sao condi¢des clinicamente e molecularmente heterogéneas e as manifestagcdes
clinicas resultam das citopenias: sindrome anémica de incidéncia e gravidade variavel,
infecgdes de repeti¢do secundarias a neutropenia e sangramentos secundarios a plaquetopenia.
Estas citopenias podem ser isoladas ou combinadas, sendo anemia a mais comum, descrita em
90% dos pacientes ao diagndstico, e frequentemente macrocitica. Alguns pacientes apresentam
manifestagdes imunoldgicas associadas, como vasculite, policondrite e poliartrite
soronegativa(CHAMSEDDINE et al., 2016).

O diagnostico requer a realizagdo de hemograma e mielograma com coloragdo de
ferro medular, estudo citogenético e andlise de mutacdes génicas do aspirado medular. O pré-
requisito para o diagnostico de SMD ¢ a presenca de pelo menos uma citopenia, para a qual
outras causas tenham sido descartadas (infecciosas, inflamatorias, carenciais e autoimunes). As
citopenias devem somar-se pelo menos um dos critérios diagndsticos: (1) presenca de displasia
medular em mais de 10% dos elementos de uma ou de multiplas linhagens celulares e/ou a
presenca de mais de 15% de sideroblastos em anel (SA) na coloragdo de ferro medular e/ou
muta¢do do SF3B1, (2) presenca de 5 a 19% de blastos no aspirado medular e/ou 2 a 19% de
blastos no sangue periférico, (3) presencga de pelo menos uma anormalidade cromossdmica no
estudo citogenético do aspirado medular(VALENT; VALENT, 2019). A bidpsia de medula
Ossea deve ser realizada, sendo particularmente util na avaliagdo de formas hipocelulares e/ou
com fibrose. Estudos moleculares direcionados a pesquisa de mutagdes recorrentes em SMD
tém utilidade diagnostica e prognostica(ADES; ITZYKSON; FENAUX, 2014;
CHAMSEDDINE et al., 2016).
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1.2 Epidemiologia e fatores de risco da SMD

As SMD afetam mais homens que mulheres e sdo mais prevalentes em idosos, com
mediana de idade ao diagnostico em torno dos 70 anos e incidéncia anual geral de 4 a 5 casos
por 100.000 habitantes/ano(CAZZOLA, 2020). A incidéncia aumenta com a idade, e de acordo
com dados do Surveillance, Epidemiology, and End Results (SEER), do National Cancer
Institute, USA, de 2021, chega a 40,2 casos por 100.000 habitantes/ano na populacdo acima de
75 anos (“SEER Cancer Statistics Fast Stats”, 2021).

A obtencao de dados relativos a incidéncia global da SMD tem sido prejudicada
pelas mudangas nos critérios diagndsticos e nos sistemas de classificagdo da doenga desde a sua
descri¢do inicial. Admite-se que esta incidéncia seja subestimada, tanto por estas razdes quanto
pela variabilidade da apresentacdo clinica da SMD e frequente superposi¢do dos achados
clinicos com outras doengas, dificultando o diagnoéstico definitivo (ZEIDAN et al., 2019)

Dados do Brasil sdo limitados, mas um estudo sul-americano envolvendo 1080
pacientes com diagndstico de SMD no Brasil (345), Chile (100) e Argentina (635), demonstrou
que a idade mediana ao diagnostico no Brasil € de 68 anos, enquanto na Argentina ¢ de 69 anos.
No Chile, além da idade mediana ao diagndstico ser menor, 64 anos, houve predominio do sexo
feminino e foi observada menor sobrevida global, consequente a maior porcentagem de
pacientes classificados como de alto risco pelos escores prognosticos (IPSS e IPSSR)( BELLI
et al., 2015).

Dados do Registro Brasileiro de Sindromes Mielodisplésicas publicados em 2010
por Magalhdes e colaboradores, nos quais foram incluidos 476 pacientes com SMD
diagnosticados de janeiro de 2003 a dezembro de 2007, revelaram que no Brasil a idade
mediana ao diagnostico era de 68,3 anos, sendo 50,8% mulherest MAGALHAES, 2010).

Conforme exposto acima, idade avangada ¢ o principal fator de risco para o
desenvolvimento de SMD. Anormalidades em vias de sinalizagdo intracelular e na resposta
inflamatéria sdo comuns na senescéncia € estdo relacionadas a patogénese da
doenca(SEKERES, 2010)

Exposigdo a terapias citotdxicas como radioterapia ou quimioterapia, com destaque
para agentes alquilantes e inibidores da topoisomerase I, € outro importante fator de risco para
desenvolvimento de SMD. Estes agentes sdo genotdxicos, promovendo dano celular e
anormalidades cromossdmicas que podem dar inicio a hematopoese clonal e evolugdo para
SMD e LMA. Cerca de 10-15% dos casos de SMD tém antecedentes 6bvios de terapias
citotoxicas (ABOU ZAHR et al., 2017).
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Exposicao a radiagdo ionizante aumenta o risco de SMD. Iwanaga e colaboradores
demonstraram aumento da incidéncia de SMD em japoneses que sobreviveram a bomba
atomica por ocasido da Segunda Guerra Mundial, com incidéncia inversamente proporcional a
distancia da moradia ao epicentro da bomba (IWANAGA et al., 2011)

Risco aumentado de SMD também estd relacionado a exposicdo a agentes
genotdxicos utilizados na industria e agricultura. Alguns exemplos sdo os solventes organicos,
principalmente os derivados do benzeno, bem como os pesticidas, herbicidas e fertilizantes
(STROM et al., 2005; ZEIDAN et al., 2019). Costa e colaboradores demonstraram maior
incidéncia de anormalidades cromossdmicas e menor expressao de genes de reparo em
trabalhadores rurais do Ceara expostos a agrotoxicos quando comparados aos que trabalhavam
na agricultura organica (COSTA et al., 2021)

Outros fatores de risco relevantes para SMD sao obesidade e tabagismo, sendo o
cigarro a principal fonte de exposi¢do ndo ocupacional ao benzeno (MA et al., 2009; STROM
et al., 2005). O consumo de éalcool ndo foi demonstrado como fator de risco independente para
SMD (MA et al., 2009; ZEIDAN et al., 2019)

Predisposi¢@o genética ao desenvolvimento de neoplasias mieloides, com mutacdes
germinativas envolvidas na hematopoese clonal sdo descritas e devem ser consideradas em
pacientes com diagnostico de SMD antes dos 50 anos ou com antecedentes familiares de
neoplasias mieloides(CAZZOLA, 2020). Anemia de Fanconi, Sindrome de Down e
neurofibromatose sao outras condi¢des nas quais ha predisposicao genética ao desenvolvimento

de SMD (ADES; ITZYKSON; FENAUX, 2014).

1.3 Patogénese da SMD

As SMD sao condigdes reconhecidamente heterogéneas do ponto de vista clinico e
molecular, mas a hematopoese ineficaz, a maturacdo mieloide anémala e a presenca de
anormalidades genético-moleculares sdo achados comuns a estas condigoes (CHAMSEDDINE
etal., 2016).

Embora nos ultimos anos algumas anormalidades genéticas e epigenéticas
recorrentes tenham sido identificadas em pacientes com SMD, os mecanismos patogénicos
subjacentes a doenga e sua evolucao ainda ndo estdo completamente elucidados. O modelo mais
aceito ¢ o de multiplas etapas, no qual ocorrem uma série de eventos moleculares cumulativos

envolvendo a HSC e o microambiente medular, levando a instabilidade genética e a
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anormalidades da apoptose, da proliferagdo e da diferenciacdo das células hematopoiéticas
(ADES; ITZYKSON; FENAUX, 2014; CHAMSEDDINE et al., 2016).

A HSC acumula mutagdes condutoras como resultado da exposicdo a agentes
genotoxicos, a processos inflamatorios cronicos ou de repeticdo e as progressivas disfuncdes
de telomero que ocorrem com a senescéncia. Mais de 94% dos pacientes com SMD apresentam
uma ou mais mutagdes somadticas condutoras ao diagndstico, e estas mutacdes acometem
diferentes vias biologicas, justificando a heterogeneidade clinica da doenga (BERNARD et al.,
2022). As mutagdes recorrentes na SMD acometem mais frequentemente genes relacionados a
regulacdo epigenética, regulagdo da transcricdo, reparo do DNA e splicing do RNA
(CHAMSEDDINE et al., 2016)

Embora estas mutagdes ndo sejam patognomonicas, o modelo de multiplas etapas
propde que a aquisi¢ao em série de mutacdes pela HSC leva a formagao e expansao de um clone
com anormalidades da proliferacdo, diferenciacdo e apoptose, que em ultima instincia €
responsavel pelo fenotipo de SMD. Pode ocorrer instabilidade gendomica progressiva, com
dominancia clonal e evolugdo para LMA (ADES; ITZYKSON; FENAUX, 2014; CAZZOLA,
2020; CHAMSEDDINE et al., 2016; VISCONTE; TIU; ROGERS, 2014).

A hematopopoe clonal ¢ um achado caracteristico da SMD, com expansdo
progressiva do clone mutado, dando origem a precursores anormais, com hematopoese ineficaz
e fenotipo clinico caracteristico. No entanto, a hematopoese clonal pode ser subclinica e sem
citopenias, caracterizando a Hematopoese Clonal de Potencial Indeterminado (CHIP), que pode
preceder a SMD. Nesta condicdo, cerca de 4% das células hematopoieticas da medula exibem
mutacgoes oncologicamente relevantes, o que corresponde a uma frequéncia de variante alélica
(VAF) de 2%. A medida que o clone avanga e ocorre a dominéncia clonal, com aquisicdo de
mutagdes adicionais, ocorrem citopenias, caracterizando a Citopenia Clonal de Significado
Indeterminado (CCUS). Nesta condicdo a VAF deve ser de no minimo 20%. A evolu¢do da
CCUS ¢ a SMD, com suas manifestacdes clinicas e critérios diagnosticos, podendo progredir
para LMA, como resultado das anormalidades da diferenciacdo, selecao e progressao clonal
(CAZZOLA, 2020).

Estas etapas ndo evoluem de forma inexoravel, e hd diversos mecanismos
biologicos em resposta a instalagdo e progressao do clone andmalo, produzindo fenotipos
clinicos diversos de acordo com as mutagdes envolvidas ¢ a eficiéncia dos mecanismos de
controle da proliferacao clona( CHAMSEDDINE et al., 2016).

Lesdes ao DNA induzem uma resposta ao dano, com ativacdo de mecanismos

biologicos especificos, incluindo a ativacao de checkpoints que promovem o reparo ou induzem
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a apoptose das células clonais anomalas. Também em resposta ao clone em expansdo, ocorre
ativacdo das vias do sistema imune inato, com desequilibrio da secrecdo de citocinas e
quimiocinas envolvidas na apoptose e proliferagdo. A eficiéncia destes mecanismos de controle
da expansao do clone anormal varia de um paciente para o outro ¢ de acordo com as fases da
doenga em um mesmo paciente(CHAMSEDDINE et al., 2016).

Em fases iniciais da doenga ou em SMD de baixo risco, o aumento da apoptose
intramedular leva as citopenias caracteristicas da doenca, com medula 6ssea hipercelular e
precursores displasicos. Mecanismos ainda nao elucidados promovem a aquisi¢do sequencial
de mutagdes pela HSC, com progressdo clonal e faléncia dos mecanismos de reparo, resisténcia
a apoptose, progressiva instabilidade gendmica e vantagem proliferativa do clone, com
potencial evolugao para LMA, achados caracteristicos das fases avangadas da doenga ou das
SMD de alto risco (Figura 1)(CHAMSEDDINE et al., 2016; TROWBRIDGE; STARCZYNOWSKI,
2021).

Figura 1 — Patogénese da Neoplasia Mielodisplasica
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Fonte: Resumo grafico adaptado de Gaiidan-Gomes e colaboradores, 2015, utilizando a ferramenta online BioRender
(https://biorender.com/).

Evidéncias acumuladas ao longo dos ultimos anos sugerem que a desregulagao do
sistema imune e o quadro inflamatdrio associado afeta a hematopoese de forma ampla e

complexa, por mecanismos diretamente relacionados a HSC e mecanismos indiretos,
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envolvendo o microambiente medular e células efetoras inflamatorias, contribuindo para a
patogénese da SMD ndo apenas nas fases iniciais, com aumento da apoptose, mas ao longo de
toda a evolugdo e progressao da doenga, promovendo anormalidades da diferenciacao mieloide,
influenciando a relacao do clone andomalo com o microambiente medular e contribuindo para a
aquisicio progressiva de mutacdes pela HSC (BALANDRAN; LASRY; AIFANTIS, 2023;
CHAMSEDDINE et al., 2016).

1.4 Anormalidades citogenéticas e moleculares na SMD

A identificagdo de anormalidades cromossomicas ¢ a varidvel prognéstica mais
importante na SMD, sendo utilizada em todos os modelos progndsticos propostos para a
doenca. As véarias anormalidades citogenéticas descritas refletem a heterogeneidade da doenca
e sao determinantes da patogénese da SMD, sendo Uteis no diagndstico, prognostico e em
alguns casos na selecdo de recursos terapéuticos especificos(HAASE et al., 2007; LEE et al.,
2016).

Em diversos estudos multicéntricos, a citogenética mostrou-se como um fator
prognostico independente robustoHAASE, 2008). Por esta razdo, o estudo citogenético ¢ parte
imprescindivel da avaliacdo inicial da SMD, e as anormalidades citogenéticas foram
incorporadas a todos os modelos progndsticos propostos para SMD(BILLSTROM et al., 1988;
GREENBERG et al., 2012a; KNAPP; DEWALD; PIERRE, 1985; SCHANZ et al., 2012)

Utilizando a técnica de citogenética convencional (banda G), anormalidades
cromossomicas sao detectadas em cerca de 50% das SMD de novo e 80% das SMD secundarias
a tratamento citotoxico. Frequentemente presentes ao diagnostico, as anormalidades
cromossomicas podem surgir ao longo da evolucdo da doenca, refletindo o surgimento de novos
clones (VISCONTE; TIU; ROGERS, 2014).

As anormalidades estruturais balanceadas, como translocacdes e inversoes,
comumente encontradas na LMA de novo, sao raras na SMD, onde predominam as
anormalidades cromossdmicas ndo balanceadas, com perda de material genético por dele¢des
ou monossomias ou ainda por translocagdes ndo balanceadas. Ganho de material genético,
como trissomias totais ou parciais, ¢ menos frequente. O mecanismo molecular predominante
¢ a perda ou inativagdo de genes supressores de tumor, sendo a ativagao de oncogenes um
mecanismo de menor relevancia na SMD (HAASE, 2008; LEE et al., 2016). A excecdo da
delecdo isolada do braco longo do cromossomo 5 (5g-), a maioria destas anormalidades

cromossOmicas ndo representam mutagdes condutoras, sendo mais frequentemente
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anormalidades genéticas secundarias a instabilidade genomica da SMD, impactando o processo
de evolucao clonal da doenga (Lee et al., 2016).

Hé um grande numero de anormalidades citogenéticas descritas na SMD, refletindo
a heterogeneidade genética da doenga. As mais frequentemente encontradas sdao: —5/5q—,
=7/7q—, +8, 20q— e -Y(HAASE, 2008). Estas anormalidades tém importancia prognostica e em
alguns casos definem fenotipos especificos de SMD. A delecio do braco longo do cromossomo
5 (del(5q)) com ou sem outras alteragdes citogenéticas associadas, ¢ encontrada em 30% dos
cariotipos anormais, sendo a anormalidade cromossdmica mais frequente em SMD de novo.
Quando isolada confere um prognoéstico favoravel, mas que pode ser modificado pela
associagdo com outras anormalidades. A monossomia do cromossomo 7 pode ser total ou
parcial e ¢ a segunda anormalidade citogenética mais frequente em SMD. Ocorre em 25% dos
caridtipos anormais, e estd relacionada a um prognostico desfavoravel. Outra condicdo de
prognostico desfavoravel é a presenca de caridtipo complexo, definido como a presencga de pelo
menos 3 anormalidades cromossdmicas independentes dentro de um mesmo clone. Estd
presente em cerca de 15% dos pacientes com SMD(HAASE, 2008)

Em alguns casos a pesquisa de anormalidades cromossdmicas pela citogenética
convencional (banda G) ndo pode ser realizada, pela auséncia de metafases ou baixo indice
mitdtico na amostra. A citogenética molecular pela hibridizacao in situ por fluorescéncia (FISH)
¢ uma alternativa para pesquisa de anormalidades cromossomicas, permitindo a rapida analise
de um grande numero de células em interfase ou metafase. E uma técnica de elevada
sensibilidade, especificidade e rapidez, que utiliza sondas direcionadas as regides
cromossomicas frequentemente afetadas na SMD. No entanto, uma limitacdo da FISH ¢ que
anormalidades localizadas fora das regides incluidas nas sondas ndo sao identificadas. Por esta
razao, dados da literatura sugerem que a citogenética convencional (banda G) deve ser sempre
realizada nos pacientes com SMD, e que as duas técnicas tém carater complementar, com
particular importancia do FISH nos pacientes com baixo indice mitdtico, nos quais a auséncia
de metafases ou a escassez delas limita a técnica por banda G(PINHEIRO; CHAUFFAILLE,
2009; ROMEO et al., 2002).

O advento das técnicas de sequenciamento genético possibilitou a ampliagdo da
compreensao da patogénese e do impacto destas mutagdes no fenotipo clinico € no progndstico
da SMD(OGAWA, 2019). Papaemmanuil e colaboradores (2013) encontraram pelo menos uma
mutacdo em 78% dos 837 pacientes estudados, sendo o SF3B/ o gene mais frequentemente
mutado (24%), seguido do TET2 (22%) e do SRSF2 (14%)(PAPAEMMANUIL et al., 2013).

Haferlach e colaboradores (2014) estudaram 944 pacientes e encontraram pelo menos uma
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mutacdo em 89,5% dos pacientes, com uma mediana de 3 mutagdes por paciente. Os genes
mais frequentemente mutados foram TE72, SF3B1, ASXL1, SRSF2, DNMT3A4 e RUNXI (Tabela
1) (HAFERLACH et al., 2014).

Em 2022, Bernard e colaboradores publicaram resultados da avaliagao de mutagdes
em 2957 pacientes com SMD, e 94% deles apresentava pelo menos uma mutagdo oncogénica
relacionada a SMD. Estas mutagdes foram analisadas junto as anormalidades citogenéticas e
variaveis clinicas dos pacientes, servindo de base para a elaboracdo do IPSS molecular,
ferramenta de estratificagao prognodstica que incorporou a identificacao de mutagdes recorrentes
a avaliagcdo prognostica da SMD, com importante impacto na tomada de decisdes clinicas

(BERNARD et al., 2022)

Tabela 1 - Mutacoes mais frequentes na SMD

GENE FREQUENCIA FUNCAO
MUTACAO (%)
TET2 33 Demetilagdo DNA
SF3B1 33 Splicing RNA
ASXLI 23 Modificagao de histonas
SRSF2 18 Splicing RNA
DNMT3A 13 Metilagao DNA
RUNXI 11 Fator de transcrigdo
U2A4F1 8 Splicing RNA
ZRSR2 8 Splicing RNA
STAG2 8 Complexo coesinas
TP53 6 Reparo DNA

Fonte: adaptado de Nakajima, H (2021)
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1.5 Classificacao da SMD

As SMD foram descritas inicialmente como “Sindromes Dismielopoiéticas” em
1976 pela FAB (French-American-British Cooperative Group) (BENNETT et al., 1976).
Consideradas condi¢des clinicas e morfologicas distintas das leucemias agudas, eram
caracterizadas por citopenias, medula ossea hipercelular e com achados displasicos variaveis,
podendo ser confundidas com leucemia mieloide aguda (LMA), mas com evolugdo mais
indolente, sem indicagdo de tratamento imediato e com maior incidéncia em populagdes acima
dos 50 anos. Até entdo considerada como “pré-leucemia”, pela primeira vez foi frisado que
apenas uma parcela dos pacientes progredia para LMA, mas que a hematopoese ineficaz e a
progressiva faléncia medular era responsavel por muitos dos desfechos desfavoraveis. A
ocasido foram descritas 2 formas de “Sindromes Dismielopoiéticas”: Anemia Refratiria com
Excesso de Blastos (AREB) e Leucemia Mielomonocitica Cronica (LMMC), mas os
participantes da FAB ja frisavam o carater heterogéneo destas condi¢des (BENNETT et al.,
1976; VARDIMAN, 2012).

Esta descricdo subsidiou tentativas de conhecer e caracterizar melhor a SMD quanto
ao diagnostico, apresentacdo clinica e progndstico, e nos anos seguintes acumularam-se
informacdes sobre estas condicoes. Em 1982 a FAB, publicou a primeira proposta de
classificagdo das SMD, que descrevia 5 subtipos e ja fazia referéncia as SMD secundarias a
tratamentos oncologicos de quimioterapia e radioterapia(BEN NETT et al., 1982).

Nos anos que se seguiram, a Classificacdo FAB foi uma ferramenta que facilitou a
padronizagdo do diagnostico e os registros epidemioldgicos da SMD. Além disso, novas
tecnologias para caracterizacdo de imunofenotipo e estudos de anormalidades genéticas em
cancer possibilitaram a publicagdo dos primeiros estudos em larga escala envolvendo
anormalidades citogenéticas em neoplasias mieloides e sua correlagdo com variaveis clinicas
(BENNETT et al., 1982; ROWLEY et al., 1980).

Na tentativa de contemplar informagdes emergentes e otimizar os critérios
diagnosticos das Neoplasias Mieloides, em 2001 foi publicada a Classificagdo da Organizacao
Mundial de Satde (OMS) para as neoplasias do tecido hematopoiético e linfoide. Para as
neoplasias mieloides, foram utilizados os critérios e descri¢des ja validadas da Classificacao
FAB, com modificagdes realizadas com base em informagdes clinicas, morfologicas,
citoquimicas, imunofenotipicas e genéticas, refinando a defini¢do das categorias de doenga com
base em variaveis relevantes na pratica clinica (VARDIMAN, 2012; VARDIMAN; HARRIS;
BRUNNING, 2002).
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A classificacdo da OMS trouxe varias modificagcdes a FAB, incluindo retirada da
Leucemia Mielomonocitica Cronica da classificagdo das SMDs, que passou a ser classificada
como Neoplasia Mieloproliferativa/Mielodisplasica. No entanto, a modificagdo de maior
impacto clinico foi a redugdo do limiar de blastos na medula ou sangue periférico necessario
para classificagdo em LMA, que passou a ser de 20%, em substituicao aos 30% propostos pela
FAB (VARDIMAN, 2012; VARDIMAN; HARRIS; BRUNNING, 2002).

Outro importante marco da Classificagdo da OMS foi a incorporagdo de categorias
com achados genéticos recorrentes, refletindo o avango no conhecimento dos aspectos
genético-moleculares das neoplasias mieloides. Na classificagdo das LMA foi descrita uma
categoria “LMA com achados genéticos recorrentes” e na SMD foi descrita a “SMD com
dele¢do isolada com 5g-, ou “Sindrome do 5g-", um subtipo com achados clinicos especificos,
como anemia macrocitica, trombocitose, displasia megacariocitica na medula, predominio no
sexo feminino e boa resposta clinica a terapia imunomoduladora(HAASE et al., 2007,
VARDIMAN; HARRIS; BRUNNING, 2002). Os mecanismos pelos quais a haploinsuficiéncia
de genes codificados pelo segmento deletado determina o fenotipo da sindrome tém sido
amplamente estudados, e sob muitos aspectos elucidados(HAASE, 2008).

Desde 2001, a Classificagdo da Organizagdo Mundial da Saude para os Tumores
dos Tecidos Hematopoiéticos e Linfoides vem sendo amplamente utilizada na pratica clinica,
tendo passado por revisdes em 2008, 2016 e 2022. Em sua 5? edigdo, de 2022, a Classificagao
da OMS passou a adotar a nomenclatura “Neoplasias Mielodisplasicas” (mantendo, entretanto,
a sigla SMD), com a inten¢do de realcar a natureza neoplasica/clonal destas condigdes e
uniformizar a nomenclatura com as Neoplasias Mieloproliferativas. Além disso, agrupou os
subtipos de SMD em duas categorias: Neoplasias Mielodisplasicas com anormalidades
genéticas definidoras e Neoplasias Mielodisplasicas morfologicamente definidas. As
anormalidades genéticas definidoras foram a delecdo do 5q-, a presenca de mutagdo do gene
SF3B1 e a presenca de mutacgdes bialélicas do TP53. As categorias de SMD morfologicamente
definidas foram divididas em SMD sem excesso de blastos, SMD com excesso de blastos
(subdividida em SMD-EB1, SMD-EB2 ¢ SMD com fibrose, de acordo com a presenca de
fibrose medular e o percentual de blastos na medula e sangue periférico) e SMD hipoplasica,
incluida nesta classifica¢do. No caso da SMD sem excesso de blastos e com muta¢ao do SF3B1,
a presenca de sideroblastos em anel em percentual maior ou igual a 15% ¢ aceita para substituir
a identificagdo da mutagdo (nomenclatura SMD sem excesso de blastos e com sideroblastos em
anel). O percentual de blastos que distinguem a SMD e a LMA continuou sendo 20% (Tabela
2) (ALAGGIO et al., 2022).
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Um aspecto relevante da 5 edi¢cdo da classificacdo da OMS ¢ o reconhecimento da
Hematopoese Clonal como precursora das neoplasias mieloides, e a definicdo formal da
Hematopoese Clonal de Potencial Indeterminado (Clonal haematopoiesis of indeterminate
potential - CHIP) e da Citopenia Clonal de Significado Indeterminado (Clonal cytopenia of
undetermined potential - CCUS) como categorias especificas(ALAGGIO et al., 2022). Além
da associagdo da hematopoese clonal com o aumento de risco de neoplasias mieloides,
evidéncias clinicas de sua associagao com doengas cardiovasculares e aumento da mortalidade

motivaram esta inclusao (JAISWAL et al., 2014).

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

Blastos Citogenética Mutacdes

SMD COM ANORMALIDADES GENETICAS DEFINIDORAS

Delegéo isolada ou com 1
outra anormalidade, exceto
monossomia 7 ou delecdo 7q

SMD sem aumento de <5% MO e <2% SP Auséncia de delecdo 5q,

SMD sem aumento de
blastos e com del5q

blastos e com mutag¢ao monossomia 7 ou cariotipo SF3BI1
SF3B1 (SMD-SF3B1%) complexo
Duas ou mais
SMD com inativacao mutacgdes 7P53 ou 1 mutacao
bialélica do 7P53 (SMD- <20% MO e SP Geralmente complexo com evidéncia de perda do
bi TP53) numero de copias TP53 ou
cnLOH

SMD MORFOLOGICAMENTE DEFINIDAS

SMD sem aumento de

blastos <5% MO
SMD hipoplasica (SMD- e <2% SP
h)

SMD com aumento de

_9o _
blastos tipo 1 3-9% MO ou 2

0,
(SMD-EB1) 4%SP
SMD com aumento de 10-19% MO ou 5-
blastos tipo 2 19% SP ou
(SMD-EB?2) Bastonetes de Auer
SMD com fibrose (SMD- 5-19% MO ou
f) 2-19% SP

Fonte: adaptado de Khoury e colaboradores (2022).

Legenda: MO (medula dssea); SP (sangue periférico); cnLOH (perda de heterozigose sem alteragdes do numero de copias.

2 Presenga de >15% de sideroblastos em anel substitui a mutagdo SF3B/. Terminologia aceitavel: MDS sem aumento de
blastos,com sideroblastos em anel.

b Por defini¢io, <25% de celularidade da medula 6ssea, ajustada por idade.

1.6 Prognoéstico da SMD

Os primeiros estudos de larga escala analisando anormalidades citogenéticas em
SMD sao da década de 80 (BEN NETT et al., 1982; ROWLEY et al., 1980). A heterogeneidade

clinica da SMD e as limitagdes da estratificagdo prognostica baseada apenas na Classificacao
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FAB e nas variaveis clinicas motivou tentativas de identificar anormalidades cromossomicas
que auxiliassem o diagndstico e a estratificacdo prognostica dos pacientes com SMD, a fim de
orientar condutas terapéuticas (VARDIMAN, 2012). Foram entao publicados diversos estudos
com propostas de sistemas de escores prognosticos para SMD e em 1997, Greenberg e
colaboradores publicaram um estudo multicéntrico colaborativo com mais de 800 pacientes,
subsidiando a elaboragdo do Infernational Prognostic Score System (IPSS), que validou a
reprodutibilidade e a importancia progndstica da classificagdo FAB, mas demonstrou que o
numero de citopenias, o percentual de blastos e as anormalidades citogenéticas sdo fatores
prognosticos independentes. O IPSS classificava os pacientes em 3 grupos de risco citogenético
e combinava estes grupos as citopenias e ao percentual de blastos para agrupar os pacientes em
4 categorias de risco relacionado a sobrevida global e progressao para LMA(P. Greenberg et
al., 1997). O IPSS tornou-se o modelo prognoéstico padrdo para estratificagdo de risco em SMD,
e as principais limitacdes do modelo eram ndo considerar a gravidade das citopenias e ndo ser
um modelo dindmico, ndo contemplando a avaliagdo progndstica seriada e impossibilitando seu
uso em pacientes previamente tratados (JONAS; GREENBERG, 2015).

Com o objetivo de aprimorar o valor preditivo do IPSS, um estudo multicéntrico
envolvendo 7012 pacientes com SMD foi realizado. O IPSS revisado (IPSS-R) utilizou a nova
estratificacdo prognostica citogenética proposta por Schanz e colaboradores (SCHANZ et al.,
2012), e incorporou 15 categorias citogenéticas, que foram agrupadas em 5 grupos de risco
citogenético (Tabela 3). Além disso, aumentou as categorias quanto ao percentual de blastos e
incorporou categorias de acordo com a gravidade das citopenias. O modelo do IPSS-R
estratifica o paciente em 5 categorias de risco com relagdo a sobrevida global e progressao para

LMA (Tabelas 4 e 5).

Tabela 3 - Categorias de risco citogenético — IPSS-R

Subgrupos Anormalidades citogenéticas Escore
Muito favoravel -Y, del(11q) 0
Favoravel Normal, del(5q), del(12p), del(20q), duas alteragdes incluindo del(5q) 1
Intermediario del(7q), +8, +19, i(17q), quaisquer outras alteragdes 2
Desfavordvel -7, inv (3)/t(3q)/del(3q), duas alteragdes incluindo -7/del(7q), presenca de 3

cariétipo complexo com 3 alteragoes
Muito desfavoravel Complexo com > 3 alteragdes 4

Fonte: adaptado de Greenberg e colaboradores (2012).

Com relag@o ao IPSS, o IPSS-R foi capaz de modificar a categoria de 27% dos
pacientes de baixo risco, que passaram a ser considerados de alto risco e de 18% dos pacientes

de alto risco, que passaram a ser considerados de baixo risco, o que demonstra seu melhor poder
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preditivo quando comparado ao IPSS (P. L. Greenberg et al., 2012; Jonas & Greenberg, 2015).
Embora possua algumas limitagdes, como a ndo validagdo em pacientes com SMD-t, o IPSS-R

¢ atualmente a ferramenta padrao para estratificagdo de risco na SMD(Jonas & Greenberg, 2015).

Tabela 4 - Escores de variaveis prognosticas - IPPS-R

Variavel 0 0.5 1 1.5 2 3 4
Citogenética Mul,t ° - Favoravel - Intermediario Desfavoravel Mu1tq
favoravel desfavoravel
% Blastos (MO) <2% - >2->5% - 5-10% >10% -
HB >10 - 8-<10 <8 - - -
Plaquetas >100 <5?0_0 <50 - - - -
ANC > 800 <800 - - - - -

Fonte: adaptado de Greenberg e colaboradores (2012).

Tabela S - Categorias de risco prognoéstico - IPSS-R

Subgrupos prognosticos

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).

Com o surgimento das novas técnicas de sequenciamento genético, varias mutagoes
recorrentes foram descritas em SMD, com impacto na compreensdo da patogénese, na
classificagdo da doenca e no seu prognostico. Como resultado de um estudo multicéntrico
envolvendo 2957 pacientes, Bernard e colaboradores propuseram um novo modelo prognostico
que avaliou as mutagdes recorrentes de 31 genes, o percentual de blastos na medula e as 5
categorias citogenéticas do [PSS-R, elaborando um novo escore prognoéstico, o IPSS molecular
(IPSS-M), no qual sdo descritas 6 categorias com diferencas prognosticas relevantes quanto a
sobrevida global e progressdo para LMA. Com relagdo ao IPSS-R, o IPSS-M demonstrou maior
acurécia prognostica, levando a reestratificacio de 46% dos pacientes. E um escore dindmico,
pode ser utilizado para estratificagdo de SMD-t e foi validado em uma coorte externa de 754
pacientes japoneses com SMD (Bernard et al., 2022).

No estudo, 94% dos pacientes tinham pelo menos uma mutacdo com potencial
oncogénico, e as mutagdes associadas a pior prognostico foram a mutagdo multi-hit do 7P53,
as mutacdes do FLT3 e a duplicacdo parcial em tandem do MLL, enquanto a mutag¢do do SF3B1
foi associada a melhor prognostico, embora possa ser modulada pela associacdo de outras

mutacoes(BERNARD et al., 2022).
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1.7 Imunidade inata, Inflamaciao e Hematopoese

A inflamacao ¢ uma complexa resposta organica as agressoes teciduais infecciosas
ou estéreis. Promove, em ultima instancia, o clearance do agente agressor, ¢ ¢ essencial a
restauragdo da integridade tecidual, atuando também na regulagdo da hematopoese. Esta
relacionada a patogénese de diversas condigdes, incluindo doencas cardiovasculares,
infecciosas e auto-imunes, ¢ desde 2009 estd incluida como um hallmark do cancer. Alguns
mecanismos celulares e moleculares que predispdem a carcinogénese, como instabilidade
gendmica, proliferagdo celular, anormalidades da apoptose e disfungdes das células estromais,
sdo afetados pela inflamagdo (BALANDRAN; LASRY; AIFANTIS, 2023; HANAHAN;
WEINBERG, 2011)

A imunidade inata ¢ a responsavel pela resposta inicial as agressdes teciduais,
desencadeando a resposta inflamatdria, que comeca com o reconhecimento do agente agressor,
ao qual se seguem a liberagdo de citocinas inflamatdrias, o recrutamento de fagocitos e a
ativacdo do sistema complemento. Os eventos sdo coordenados e complexos, e t€m inicio com
interacdo dos TLRs (Receptores Toll-Like) com seus ligantes, seguida pelo recrutamento de
proteinas adaptadoras que, interagindo com os dominios intracelulares destes receptores,
desencadeiam uma cascata de eventos, culminando com a transcri¢ao de fatores reguladores da
expressdo de Interferon (IFN) e citocinas inflamatérias reguladoras da resposta imune (EL-
ZAYAT; SIBAIl; MANNAA, 2019; STARCZYNOWSKI; KARSAN, 2010)

As células hematopoiéticas e a hematopoese estdo sob a regulacao fisioldgica da
imunidade inata. Na medula 6ssea, as HSC sdao mantidas quiescentes em nichos, numa
complexa interacdo com as células estromais do microambiente medular, e a imunidade inata
atua garantindo o equilibrio entre a proliferacdo, diferenciagdo e apoptose destas células
percussoras(BALANDRAN; LASRY; AIFANTIS, 2023).

Os TLRs sdo os efetores iniciais da imunidade inata e exercem importante papel
nos mecanismos fisiologicos de defesa e reparo tecidual (COUSSENS; WERB, 2002). Uma
vez que o primeiro evento na ativacao do sistema imune inato ¢ a interagao dos receptores Toll-
Like (TLRs) com seus ligantes, a sinalizacdo destes receptores participa da regulacdo
fisiologica da hematopoese e a disfungdo desta sinalizagdo esta associada a anormalidades do
sistema hematopoiético (MONLISH; BHATT; SCHUETTPELZ, 2016).

Os TLRs sdo uma super-familia de receptores celulares transmembrana capazes

de reconhecer padrdes moleculares associados a patdgenos (PAMPs) e padrdes moleculares
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associados a danos teciduais (DAMPs). Sdo expressos em células do sistema imune maduras e
em células tronco hematopoiéticas (HSC), exercendo importante papel na diferenciagdo das
mesmas, sendo expressos também em macrofagos, fibroblastos e células dendriticas(FIGURA

2) (BALANDRAN; LASRY; AIFANTIS, 2023).

Figura 2 — Estrutura do Toll-like Receptors 4 e seus ligantes (TLR4)

a LPS

TLR4
CD-14

Cell membrane

Fonte: Lim e colaboradores, 2013

H4 10 TLRs descritos em humanos, distintos entre si pela afinidade aos respectivos
ligantes, pelas vias de sinalizag@o intracelular acionadas e pela localizagdo na membrana
citoplasmatica (TLR1, TLR2, TLR4, TLRS, TLR6 e TLR10) ou nas membranas de organelas
intracelulares (TLR3, TLR7, TLR8 e TLRY). A interacdo destes receptores com seus ligantes
desencadeia uma sequéncia de eventos que culminam com a transcri¢ao de fatores reguladores
da expressdo de Interferon (IFN) e citocinas inflamatorias envolvidas na iniciagdo e
coordenagdo da resposta imune (Figura 3). Na auséncia de infec¢do ou outros insultos, a
sinalizagdo dos TLRs regula a hematopoese fisiologica, influenciando a mobilizacao,
proliferacdo e diferenciagdo das HSCs(BALANDRAN; LASRY; AIFANTIS, 2023;
MONLISH; BHATT; SCHUETTPELZ, 2016). Em resposta a uma agressao, os TLRs medeiam
a sinalizacdo que aciona a “hematopoese de emergéncia”, privilegiando a diferenciacdo da HSC

em precursores mieloides, numa complexa resposta coordenada que deve ser transitéria e auto-
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limitada, sob o risco de exaustdo da HSC (BALANDRAN; LASRY; AIFANTIS, 2023;
PARACATU; SCHUETTPELZ, 2020).

Figura 3 — TLRs e suas vias de sinalizacio intracelular

TLR1 TLR2 TLR4
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Fonte: Resumo grafico adaptado de Zheng C e colaboradores, 2020, utilizando a ferramenta online BioRender
(https://biorender.com/).

Estudos experimentais demonstraram que a influéncia da sinalizacdo dos TLRs na
hematopoese pode ocorrer por mecanismos indiretos (non cell-autonomous), quando ocorre
ativacdo das vias dos TLRs das células efetoras do sistema imune, levando a produ¢do de
citocinas inflamatorias induzindo a proliferacao celular e a diferenciacdo mieloide das HSCs,
ou por mecanismos diretos (cell-autonomous), com ativagdo das vias dos TLRs das HSCs de
forma autébnoma ou por interagdo direta com os ligantes, promovendo a proliferacio,
diferenciag@o e mobilizagao destas células (STARCZYNOWSKI; KARSAN, 2010).

A desregulacao da imunidade inata, com ativacao persistente dos TLRs e processo
inflamatério crénico, compromete a homeostase da hematopoese e a fisiologia do
microambiente medular, afetando a proliferagdo e diferenciagdo das células tronco
hematopoiéticas (HSC) e contribuindo para a patogénese das neoplasias mieloides

(BARREYRO; CHLON; STARCZYNOWSKI, 2018).
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Na Neoplasia Mielodisplasica, os mecanismos de ativagdo da imunidade inata
parecem ser perpetuados por uma série de fendmenos ainda nao elucidados, e a participagdo da

desregulagdao da imunidade inata na patogénese da SMD tem sido objeto de numerosos estudos.

1.8 Desregulaciao da imunidade na SMD

As investigacdes quanto a participagdo das anormalidades da imunidade inata e
inflamacao na patogénese das neoplasias mieloides foram motivadas por resultados de estudos
populacionais que revelaram a associagdo de condigdes inflamatdrias cronicas ou doengas
autoimunes com o desenvolvimento de LMA e SMD. Um estudo multicéntrico com 13486
pacientes com neoplasias mieloides (entre eles 2471 com SMD e 7824 com LMA) revelou a
incidéncia de alguma doenga inflamatdria prévia ao diagnoéstico em 10-30% dos casos de SMD
e LMA, com destaque para doencas reumatoldgicas, em particular artrite reumatoide
(ANDERSON et al., 2009) . Kristinson e colaboradores realizaram estudo com uma coorte de
9219 pacientes com LMA, 1662 pacientes com SMD e 42878 controles, encontrando risco 2
vezes maior de desenvolver SMD ou LMA nos pacientes com antecedentes de doencas
autoimunes (KRISTINSSON et al.,, 2011). Inflamacdo persistente associada a quadros
infecciosos cronicos ou agudos de repetigdo também esteve associada ao aumento de risco de
SMD em dois estudos epidemiologicos, com destaque para infecgdes respiratorias
(KRISTINSSON et al., 2011; TITMARSH et al., 2014). Doenca inflamatoria intestinal, anemia
hemolitica autoimune, vasculites e tireoidite sao outras condigdes inflamatdrias e autoimunes
associadas a SMD (DE HOLLANDA et al., 2011)

Desde entdo, numerosas evidéncias clinicas e moleculares tém mostrado que a
desregulacdo imune esté relacionada a patogénese da Neoplasia Mielodisplasica (SMD) e da
Leucemia Mieloide Aguda (LMA) (IGNATZ-HOOVER et al., 2015; KRISTINSSON et al.,
2011; VEGIVINTI et al., 2023).

Hiperexpressao de genes relacionados a imunidade inata e inflamagdo sdo descritos
em até 50% dos pacientes com SMD ou LMA, e algumas anormalidades cromossomicas e
mutagdes recorrentes encontradas nestas doengas associam-se ao aumento da resposta
inflamatoria e parecem ter impacto prognostico (CANCER GENOME ATLAS RESEARCH
NETWORK, 2013; HAFERLACH et al., 2014; HOFMANN et al., 2002).

A SMD com dele¢do isolada do 5q (ou Sindrome do 5g-), um subtipo de SMD com
anormalidade genética definidora e achados clinicos e morfologicos caracteristicos, foi a

primeira condicdo na qual se identificou uma relacdo causal entre muta¢dao envolvida e
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anormalidades em genes da imunidade inata. A dele¢do isolada do 5qg- ¢ considerada uma
muta¢do condutora e a regido comumente deletada envolve a perda de genes envolvidos na
regulacao da sinalizagdo de vias dos TLRs e na estabilidade do TRAF6, levando a ativacao
sustentada dos TLRs, com desregulagdo do sistema imune e inflamagdo (PARACATU;
SCHUETTPELZ, 2020).

Mutagdes recorrentes como TET2, ASXL1 e DNMT3A sdao comuns na SMD e na
Hematopoese Clonal Relacionada a Idade (ARCH), e podem desencadear ou amplificar
respostas inflamatdrias (BALANDRAN; LASRY; AIFANTIS, 2023). Na LMA, TET2 e
DNMT3A também estio entre as mutagdes frequentemente encontradas (CANCER GENOME
ATLAS RESEARCH NETWORK, 2013).

Na recém descrita Sindrome VEXAS, uma mutagcdo somadtica no gene UBAI,
localizado no cromossomo X, leva a desregulagdo inflamatoria, com manifestacdes auto-
imunes ¢ anormalidades da hematopoese, com citopenias e displasia em células
hematopoiéticas, achados comuns com a SMD (BALANDRAN; LASRY; AIFANTIS, 2023).

Tais associagdes corroboram o impacto da disfungdo do sistema imune inato e da
sinalizacdo inflamatéria andmala na proliferacdo e diferenciacdo dos precursores
hematopoiéticos, contribuindo para hematopoese clonal e sua progressdo para SMD e LMA
(BALANDRAN; LASRY; AIFANTIS, 2023; MATOS; MAGALHAES; RAUH, 2021).

Esta desregulacdo da imunidade inata e da sinalizagcdo inflamatéria envolve nao
apenas a hiperativagao das vias dos TLRs, mas também a ativacdo andmala de vias de
proliferagdo e vias pro-apoptéticas, aumento das citocinas, quimiocinas e fatores de
crescimento e anormalidades da imunidade celular, numa complexa rede de processos
relacionados entre si (PARACATU; SCHUETTPELZ, 2020)

Elevacao dos niveis de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento, como TNF-
a, [IFN-y, TGF-B, IL-6, IL-8, G-CSF e GM-CSF, tem sido descrita em pacientes com SMD e
LMA, refletindo a hiperativag¢@o inflamatéria, que contribui para o aumento da proliferacdao
mieloide em detrimento da eritropoese e da linfopoese (GANAN-GOMEZ et al., 2015). O
perfil de citocinas pode variar com o subtipo e a fase da doenca, justificando o resultado
heterogéneo entre os estudos no tocante as citocinas envolvidas e seu valor prognostico (SHI et
al., 2019). Em SMD de baixo risco, ou em fases iniciais da doenca, predominam citocinas
relacionadas ao aumento da apoptose caracteristica desta fase (TNF-a, IL-6, IFN-y), enquanto
em SMD de alto risco, ou em fases avangadas da doenga, predominam citocinas mais

relacionadas a imunossupressao (IL-10), favorecendo a imunotolerancia, com expansao clonal
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acelerada e eventual dominancia clonal, com progressao para LMA (KORDASTI et al., 2009;
SHETTY et al., 1996).

No espectro das anormalidades da imunidade celular, anormalidades funcionais das
células tronco mesenquimais (MSC) e das células supressoras mieloide-derivadas (MDSC) sdo
descritas na SMD. Nao foram descritas mutagdes coincidentes com as mutagdes do clone da
HSC, mas foram postulados mecanismos de reprogramacdo funcional destas células em
resposta ao microambiente inflamatdério e ao estimulo diferencial de citocinas ao longo da
evolugdo da doenga (GANAN-GOMEZ et al., 2015; MEDYOUF et al., 2014).

As MSC sdo células precursoras ndo hematopoiéticas que dao origem a diversas
células do estroma medular e exercem importante papel regulador no nicho medular durante a
hematopoese, incluindo acdo imunossupressora (PITTENGER et al., 1999). Wang e
colaboradores (2013) demonstraram que a capacidade imunossupressora das MSC encontra-se
comprometida nas fases iniciais da SMD, favorecendo a expansdo de linfécitos T citotoxicos,
sendo entretanto normal nas fases avangadas da doenca (WANG et al., 2013)

As células supressoras mieloide-derivadas (MDSC), por sua vez, sdo células com
acdo inflamatdria e imunossupressora que expressam CD33 (GABRILOVICH; NAGARAJ,
2009).Chen e colaboradores (2013) demonstraram aumento do nimero de MDSC na SMD, com
impacto na diferenciagdo eritrocitica e mieloide e na proliferacao de linfocitos T, contribuindo
para a hematopoese ineficaz da SMD. Em modelos murinos demonstraram também que a
interagdo alarmina S100A9 com o CD33 das MDSC ¢ o evento condutor da expansdo destas
células, cujos efeitos imunossupressores sao mediadores por IL-10 e TGF-B(CHEN et al.,
2013).

Apesar de linfopenia ser frequente em pacientes com SMD, ¢ descrito incremento
da imunidade celular, com aumento do nimero de linfocitos T citotoxicos (CDS), linfocitos T
auxiliares e células NK, com redu¢do dos linfécitos T reguladores (Treg) nas fases iniciais da
doenca, enquanto nas fases avancadas hd comprometimento funcional e redugdo numérica
destas células (EPLING-BURNETTE et al., 2007; FOZZA et al., 2009; KORDASTI et al.,
2009). Estes achados realgam a importancia das anormalidades do microambiente medular na
patogénese da doenca e corroboram o modelo de multiplos passos propostos para a patogénese
da SMD, com aumento da citotoxicidade nas fases iniciais e evolu¢do para uma tolerancia
imune nas fases avancadas, favorecendo a expansao clonal acelerada, a dominancia clonal e
aumento do risco de progressio LMA (GANAN-GOMEZ et al., 2015)

A hiperativacao das vias relacionadas aos TLR ¢ um evento central da desregulacdo

imune na SMD, desencadeando anormalidades na secrecao de citocinas e participando das
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anormalidades da imunidade celular acima descritas, sendo um marcador de ativagdo da
imunidade inata.

Eventos genéticos e epigenéticos causam sinalizagdo andmala dos TLRs, que leva
a anormalidades da diferenciacdo mieloide e linfoide e esta descrita em neoplasias
hematopoiéticas, incluindo doengas linfoproliferativas, SMD e LMA (DATAR; GOODELL,
2020; MONLISH; BHATT; SCHUETTPELZ, 2016). Tanto a hiperativacao cronica direta dos
TLRs das HSCs, quanto a ativagao dos TLRs das células efetoras do sistema imune interferem
na proliferacao, diferenciacao e sobrevida das HSCs, impactando o potencial de renovagao e a
sinalizagcdo pré-apoptotica das mesmas (MONLISH; BHATT; SCHUETTPELZ, 2016;
STARCZYNOWSKI; KARSAN, 2010).

Sinalizagdo anomala dos TLRs também esta envolvida na patogénese de diversas
condi¢des inflamatdrias ndo-infecciosas e doencas autoimunes, algumas delas associadas ao
aumento do risco de SMD e LMA, demonstrando que ativa¢ao da imunidade inata e inflamagao
sdo eventos comuns as neoplasias mieloides e doengas inflamatorias, e corroborando os estudos
clinicos que associam estas doengas.

Virios estudos avaliaram a expressdo dos genes 7LR em SMD e LMA. Maratheftis
e colaboradores foram os primeiros a demonstrar aumento da expressdo do aumento da
expressao do TLR4 e TLR?2 nas diversas linhagens celulares de medula dssea de pacientes com
SMD. Expressdao do TLR4 estava significativamente aumentada em células CD34, sendo sua
expressdo relacionada a extensdo da apoptose intramedular e aumento dos niveis de TNF-a
(MARATHEFTIS et al., 2007). Wei e colaboradores (2013) demonstraram aumento da
expressdao de 7LRI, TLR2 e TLR6 em células CD34 de uma coorte de pacientes com SMD
quando comparadas aos controles, sendo o 7LR2 mais alto nas SMD de baixo risco, enquanto
o TLR6 foi mais alto em doengas de alto risco. No mesmo estudo identificaram uma mutagao
do TLR2, a F217F, presente em 11% dos pacientes e associada ao aumento da ativagdo da via
do NFKB (WElI et al., 2013). Zeng e colaboradores demostraram aumento da expressao de TLR2
em CD34 de pacientes de SMD de baixo risco quando comparados aos controles e as SMDs de
alto risco, estando esta expressao relacionada a apoptose (ZENG et al., 2016). Estes sdo alguns
dos achados demonstrando que anormalidades na sinalizacdo das vias dos TLRs contribuem
para a desregulagdo da imunidade inata e hematopoese ineficaz da SMD (GANAN-GOMEZ et
al., 2015).

O aumento da sinalizacdo dos TLRs pode ser traduzido ndo apenas pelo aumento

de sua expressdo ou aumento de citocinas inflamatérias, mas também pelo aumento de
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moléculas envolvidas na sinalizagdo intracelular das vias dos TLRs, em particular a via do

MYDSS.

1.9 A Via do MYDS88 e o complexo proteico do MYDS88

O MYDSS8 (Fator de Diferenciagdo Mieloide 88) ¢ a principal proteina adaptadora
da sinalizagdo inflamatdria dos TLRs. Medeia a interacdo dos TLRs com a familia das kinases
associadas ao receptor de interleucina (IRAKSs), servindo de plataforma para a formagao do
complexo proteico do MYD88 (complexo do MYDSS), cuja ativacao leva, em ultima instancia,
a produgdo de citocinas inflamatorias e Interferon I (IFN-1). Exerce papel central na sinaliza¢ao
inflamatoria fisioldgica e atua na diferenciacdo mieloide e linfoide das HSCs, estando também
ligada a ativagdo da via da Bruton Tirosina-Kinase (BTK) nos linfocitos B, participando da
resposta imune adaptativa (VEGIVINTI et al., 2023).

Todos os TLRs, a exce¢dao do TLR3, utilizam o MYD88 como proteina adaptadora.
Ap6s seu recrutamento pelo dominio intracelular TIR (Receptor Toll Intracelular de IL1) dos
TLRs, o MYD88 forma um complexo com a IRAK4 (Kinase 4 associada ao receptor de
interleucina), uma serina treonina kinase que a seguir recruta e fosforila a IRAK2 e a IRAK1
(Kinases 2 e 1 associadas ao receptor de interleucina), formando o complexo proteico do
MYDS8S8. Apos sua fosforilagdo, a IRAKI se desliga do complexo proteico e interage com o
TRAF6 (Fator 6 associado ao receptor de TNF), cuja autoubiquitinacdo leva a formacao de
cadeias de poliubiquitinas K63, com atividade reguladora, possibilitando a ativagdo da
TAKI1(Kinase 1 TGFp ativada), que se liga ao complexo IKK pelas cadeias de ubiquitina,
ativando a via do NFKB (Fator nuclear kappa B), e promovendo a ativacdo de membros da
familia das MAPK (Proteina kinase ativada por mitdgenos), que medeiam a ativacao do fator
de transcricdo AP-1 (proteina ativadora 1), culminando com a expressao de diversas citocinas
inflamatorias, como interleucinas e TNF (fator de necrose tumoral) (Figura 4). Na estimulag¢ao
dos TLRs 2 e 4, o MYDS88 deve estar acoplado a TIRAP (proteina adaptadora do TIR) para
iniciar sua sinalizagdo (MONLISH; BHATT; SCHUETTPELZ, 2016; WANG et al., 2014).

A sinalizacdo do TLR3 ¢ independente do MYDSS, e utiliza o TRIF (proteina
adaptadora TIR indutora de IFN-b) como proteina adaptadora, recrutando o TRAF3 e levando
a transcricdo de IFN tipo I. O TRIF também interage com o TRAF6, contribuindo para a
ativacdo das vias do NFKB e MAPK de forma independente do MYDS88. TRAF3 também ¢

recrutado na ativacdo dos TLRs 7 € 9, ambos intracelulares, levando a transcri¢ao de IFN, desta
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vez de maneira MY D88 dependente (MONLISH; BHATT; SCHUETTPELZ, 2016; WANG et
al., 2014).0 TLR4 ¢ o unico a utilizar ambas as vias, do MYD88 e do TRIF.

Figura 4 — Complexo proteico do MYDS88
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1.10 O complexo proteico do MYDS88 nas neoplasias hematologicas

Atuando como a principal efetora da sinalizagdo dos TLRs, a via do MYD88 tem
importante participagdao na regulacdo do processo inflamatdrio e da hematopoese fisiologica.
Anormalidades na expressdo ou atividade dos componentes do complexo proteico do MYD88
e do TRAF6 tém sido descritos em doengas inflamatdrias e algumas neoplasias hematologicas,
incluindo SMD e LMA, traduzindo a desregulagdo da via do MYDS&8 nestas doengas.

Hiperatividade das vias de sinalizacdo inflamatoria secundaria a presenca de
mutagdes com ganho de fun¢do no MYDSS tem sido implicada em neoplasias hematolodgicas.
Como exemplo, a mutagdo L265P no dominio TIR, onde a leucina ¢ substituida pela prolina,
foi inicialmente descrita no Linfoma Nao-Hodgkin Difuso de Grandes Células B tipo ABC,
contribuindo para a sobrevivéncia do linfoma pela hiperativacao sustentada da via NFKB,
mediada por uma forma hiperfosforilada de IRAKI(NGO et al., 2011; WANG et al., 2014). A
expressao do MYD8S L265P mutado nas células linfoides foi similar a expressao do MYDSS
ndo mutado nos tecidos normais, indicando que se trata de uma mutagdo com ganho de
fun¢do, com aumento da sinalizagdo da via do complexo proteico do MYDS8S8, aumento da

producao de citocinas inflamatorias como IL-6 e IFN-b e aumento da sinalizagao da via JAK-
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STAT (NGO et al., 2011; WANG et al., 2014). Esta mutagcdo também foi descrita em outras
neoplasias linfoides, sendo encontrada em cerca de 90% dos casos de Macroglobulinemia de
Waldenstron, 2-10% das Leucemias Linfoides Cronicas, 69% dos Linfomas Cutaneos de
Grandes Células B e 35% dos Linfomas Primarios de sistema nervoso central (WANG et al.,
2014).

As demais proteinas do complexo proteico do MYDS8S, IRAK1, IRAK2 e IRAKA4,
também estdo implicadas em neoplasias hematologicas. Num estudo de caracterizagdo de
expressao génica em biopsias de Linfoma Folicular, B. Brodtkorb e colaboradores
demonstraram que a expressao de /RAK ! foi um dos dois principais preditores moleculares de
transformagdo de Linfoma Folicular em formas mais agressivas (MONLISH; BHATT;
SCHUETTPELZ, 2016; WANG et al., 2014). Estudos in vitro demonstraram que a estimulacao
dos TLRs promove o crescimento de células de Linfoma de Zona Marginal Esplénico de forma

dependente de IRAK1 e IRAK4 (BENNETT; STARCZYNOWSKI, 2022; FONTE et al., 2015)

1.11 O Complexo Proteico do MYD88 na Neoplasia Mielodisplasica (SMD) e na LMA
relacionada a SMD (LMA-RM)

Alguns estudos tém avaliado a expressio do MYDSS, dos demais genes
relacionados do complexo proteico do MYDS88 (IRAKI, IRAK2 e IRAK4) e/ou de genes
inflamatoérios por ele ativados (ex: TRAF6 e NFKB) como evidéncias do papel da via do MYDS8

na patogénese da SMD e sua relagdo com a resposta imune e sinaliza¢do inflamagao andmalas.

1.11.1 MYDS88

Em uma coorte de 64 pacientes com SMD, Dimicoli S. e colaboradores
identificaram que 41% dos casos apresentaram aumento da expressdao do MYD8S em células
medulares CD34+, havendo associagao com pior sobrevida. Nao foram encontradas mutacdes
do MYD&8. No mesmo estudo, a utilizagdo de um heptapeptideo inibitério do MYDS8S nas
células medulares CD34+ levou ao aumento do numero de coldnias eritroides de 1 a 2 vezes
com relacdo ao controle, sendo este efeito observado apenas em pacientes com SMD de baixo
risco. Este achado correlacionou-se positivamente com o aumento da relacdo GATA1/GATA?2,
genes essenciais na regulacdo da hematopoese e cuja relagao estd relacionada a diferenciagao

eritroide (DIMICOLI et al., 2013). Apesar da associagdo com pior sobrevida, niveis de
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expressdo mais altos de MYDS88 foram encontrados nas células CD34 de pacientes de baixo
risco de acordo com o IPSS (DIMICOLI et al., 2013)

Um estudo com 40 pacientes que avaliou o papel da hiperativagao do TLR4 e sua
via de sinalizacao na LMA revelou aumento da expressao de MYDS88 em células mononucleares
de pacientes com prognéstico desfavordvel com relacdo aos de prognodstico
favoravel. Expressdo aumentada também foi observada nos pacientes quimiorefratarios em
comparagao aos quimiossensiveis. Os estudos corroboraram o papel na patogénese e o impacto
prognostico desfavoravel da hiperativagdo do TLR4 na LMA (BAAKHLAGH et al., 2021).

O MYDS88 ¢ substrato da Speckle-type BTB—POZ protein (SPOP), uma E3
ubiquitina ligase descrita como um dos reguladores da “hematopoese de emergéncia”. A SPOP
promove a ubiquitilacdo e degradacdo do MYDS8S8, comprometendo a formaciao do complexo
proteico do MYDS88 e contribuindo para limitar o processo inflamatério e restaurar a
hematopoese normal. Inibicdo da SPOP levou a uma resposta inflamatoria e proliferacao
mieloide sustentadas, com ativagdo persistente da IRAK4, corroborando o papel do complexo
proteico do MYDS88 na proliferacdo e diferenciacdo das HSC (GUILLAMOT et al., 2019).

Diferentemente do identificado em neoplasias linféides, mutagdes do MYDSS nao
tém sido associadas as neoplasias mieloides (VARNEY et al.,, 2015a). Estudos de
sequenciamento ampliado deste gene alvo, incluindo sequéncias promotoras e reguladoras, bem
como sequenciamento de miRNAs com potencial efeito na regulagdo transcricional e
translacional do gene, poderiam elucidar a expressdo aumentada na auséncia de mutagdes

(DIMICOLI et al., 2013).

1.11.2 Kinases receptoras de IL-1 (IRAK)

A familia das kinases receptoras de IL-1 (IRAK) tem 4 membros: IRAK1, IRAK?2,
IRAK3 e IRAK4. Sdo serina treonina-quinases envolvidas na sinalizagdo dos receptores TLR
e dos receptores de IL-1 (IL-1R), participando da transdug@o de sinais de diversos processos
fisiologicos, incluindo inflamagao, apoptose e diferenciacdo celular. Apds ativacdo dos TLRs,
as IRAK4, IRAK2 e IRAKI1 interagem com o MYDS88 e formam o complexo proteico do
MYDS8S, sendo, portanto, importantes mediadores da resposta inflamatdria, participando da
regulacdo da hematopoese e estando implicadas na patogénese da SMD e LMA (Bennett &
Starczynowski, 2022; Rhyasen & Starczynowski, 2015).

Todas as IRAK possuem um “dominio letal” N-terminal, através do qual dimerizam

com o MYDS88, um dominio prolina/serina/treonina ¢ um dominio kinase/pseudokinase.
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Apenas as IRAKI1, IRAK2 e IRAK3 possuem um dominio c-terminal, necessario para a
interagdo com o TRAF6. Embora recebam o nome de kinases, apenas as IRAK1 e IRAK4

apresentam atividade kinase (RHYASEN; STARCZYNOWSKI, 2015).

1.11.2.1 IRAK4

Apos a estimulagao do TLR, a IRAK4 ¢ a primeira a interagir com o MYD88
recrutado, dando inicio ao complexo proteico do MYD88. Como resultado de mecanismos de
splicing alternativo, o IRAK4 expressa 2 isoformas de RNA, de acordo com a inclusdo ou
exclusdo do éxon-4 ou éxon-6: a IRAK4-S, isoforma mais curta, onde o éxon-4 ou éxon-6 sdo
excluidos, e a IRAK4-L, isoforma mais longa, onde o éxon-4 ou éxon-6 sdo incluidos por um
mecanismo de splicing alternativo. A IRAK4-L ¢ proteina longa completa cujo dominio letal
interage eficientemente com o MYDS8S, levando a ativagdo das vias do NFKB e MAPK de
forma sustentada, exacerbando a resposta inflamatoria. A IRAK4-S é uma proteina mais curta,
incompleta, que ndo possui o “dominio letal” e ndo interage eficientemente com o MYDS88 para
formar o complexo proteico do MYDS88, atuando apenas na manuten¢ao da homeostase do
sistema imune inato ¢ da hematopoese normal (KATAOKA; MATSUMOTO; MASAKI,
2021).

A isoforma hiperativa IRAK4-L contribui para a hiperativacdo inflamatéria e
patogénese da SMD e LMA, e estd associada a mutagdes envolvendo o splicing do RNA,
encontradas em cerca de 50% dos pacientes com SMD (SMITH et al., 2019).

Uma destas mutagdes envolvendo o splicing do RNA, do U2AF 1, ¢ encontrada em
7-11% das SMDs e cerca de 10% das LMAs. A isoforma longa /RAK4-L, resultado de splicing
alternativo com retenc¢do do éxon 4, ¢ preferencialmente expressa e encontrada em 100% das
SMDs e LMAs com mutagdo U2AF1, estando associada a pior prognoéstico. Cerca de 50% dos
pacientes sem a mutagdo também expressaram preferencialmente o /RAK4-L, sugerindo a
participagdo de outros mecanismos genéticos € moleculares na regulacdo do splicing alternativo
e expressao das isoformas do IRAK4-L. No mesmo estudo, foi demonstrada, em modelo animal,
50% de redugao das células de SMD apds 3 semanas de tratamento com um inibidor de IRAK4
(PELLAGATTI; BOULTWOOD, 2023; SMITH et al., 2019).

A mutagdo do SF3B1, também envolvendo splicing do RNA, ¢ encontrada em 35-
43% dos pacientes com SMD, e em 98% dos pacientes com o subtipo SMD com sideroblastos
em anel. O splicing alternativo leva a retencdo do éxon-6, resultando em uma isoforma de

IRAK4-L, com hiperativagdo da via NFKB e bloqueio da diferenciagdo normal. O uso de um
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inibidor de IRAK4 em modelo murino resultou em redugdo da ativacao da via do NFKB,
redugdo de citocinas, aumento da diferenciagdo mieloide e redugdo do crescimento das células
neoplasicas (CHOUDHARY et al., 2022).

Tais achados demonstram a participagdo da isoforma longa da IRAK4 na imunidade
inata e resposta inflamatoria, através da interacdo com o MYDS8S para a formagao do complexo
proteico do MYDSS, e sugerem links genéticos entre hiperativagdo imune e carcinogénese na
SMD.

Inibidores de TRAK4 demonstraram resultados promissores em modelos pré-
clinicos e atualmente o CA-4948 (Emavusertib) esta sendo utilizado em ensaios clinicos para

SMD, LMA e linfomas (BENNETT et al., [s.d.]).

1.11.2.2 IRAK2

A TRAK2 ¢ fosforilada pela IRAK4, a qual se une, juntamente com o MYDS88, para
formar o niicleo do complexo proteico do MYDSS8. E uma pseudokinase ¢ possui um dominio
n-terminal que interage com o TRAF6. No entanto, a participagdo da IRAK?2 na via do MYDS88
ndo ¢ conhecida em detalhes, embora participe da sinalizacdo de varios TLRs, sendo descrita
associacao de sua hiperexpressdao com aumento da ubiquitilagdo do TRAF6 e ativacao da via
do NFKB. Estudos sugerem que a IRAK?2 ¢ critica para manter a sinalizagdo da via NFKB na
ativacgdo sustentada da via do MYD88, uma vez que mantém sua atividade catalitica em fases
tardias da ativagdo destas vias. Nao ha dados relativos a sua expressio em SMD ou LMA

(BENNETT; STARCZYNOWSKI, 2022; RHYASEN; STARCZYNOWSKI, 2015).

1.11.2.3 IRAK1

Nao faz parte do nucleo do complexo proteico do MYDS88, mas interage
transitoriamente com a IRAK4, que a fosforila, desligando-se a seguir, para ativar o TRAF6. E
um importante mediador da sinalizagcdo dos TLRs, sendo extensivamente fosforilado apos sua
estimulagdo (BENNETT; STARCZYNOWSKI, 2022; RHYASEN; STARCZYNOWSKI,
2015).

O IRAKI esta hiperexpresso em 20 a 30% dos pacientes com SMD, sendo
observado também aumento da expressdo da proteina IRAK1 numa forma hiperativada. Os

mecanismos moleculares envolvidos na hiperexpressdao do /RAKI nao estdo elucidados, sendo
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a hiperestimulacdo dos TLRs ou a hiperexpressdo de cofatores os mecanismos possiveis
(RHYASEN; BOLANOS; STARCZYNOWSKI, 2013).

Os microRNAs miR-145 e miR-146a sdo reguladores negativos do /RAKI, e
pacientes com SMD e delecdo de miRNAs apresentam aumento da expressao de /RAKI e de
mediadores inflamatoérios (VEGIVINTI et al., 2023).

Um inibidor ndo seletivo de IRAK1/4, originalmente desenvolvido para tratar
doencas autoimunes e autoinflamatorias foi utilizado em linhagens celulares de SMD e LMA,
sendo observada reducao da proliferagao e da viabilidade celular em pacientes com SMD, com
menor resposta em células de LMA, mas nao esta clinicamente disponivel. Inibidores seletivos
de IRAK1 ainda ndo foram avaliados, mas o pacritinibe, um inibidor multi-kinase que inibe a
JAK2, o FLT3 e a IRAK1 demonstrou resultados num estudo fase 1 para tratamento de
Mielofibrose e promoveu inibi¢do significativa da IRAK1, podendo servir de base para estudos

adicionais com moléculas inibidoras de IRAKI1 e suas aplicagdes (SINGER et al., 2018).

1.12 TRAF6 na Neoplasia Mielodisplasica (SMD) e na LMA relacionada a SMD (LMA-
RM)

O TRAF6 ¢ uma proteina adaptadora com importantes funcdes na regulagdo da
imunidade inata, participando de diversas vias de sinalizagdo intracelular, incluindo a via do
MYDS8S. Nao faz parte do complexo proteico do MYD8S, mas ¢ ativada pelo IRAK1, atuando
como um mediador central na sinalizacdo da imunidade inata. Participa da regulagdo da
hematopoese como transdutor de sinais, com importante papel na diferenciagdo, homeostase e
ativacdo de precursores mieloides, c€lulas linfoides B e T, macrofagos e células dendriticas.
Anormalidades da expressao do TRAF6 tém sido implicadas em tumores solidos e neoplasias
hematologicas (LI et al., 2020; WALSH; LEE; CHOI, 2015).

O TRAF6 tem atividade E3 ubiquitina-ligase e possui trés dominios funcionais
distintos. Na extremidade C-terminal encontra-se o dominio TRAF, que facilita sua
oligomerizagdo e possibilita a interagdo com receptores e outras proteinas sinalizadoras. Na
extremidade N-terminal, o dominio RING tem atividade de E3 ubiquitina ligase, que facilita a
formacao de cadeias de poliubiquitinas K63. Por fim, ligando estas duas extremidades ha cinco
dominios em “dedo de zinco”, com funcao estrutural (LI et al., 2020).

Na via de sinalizacdo dos TLRs dependente do MYDS88, a autoubiquitinacao do
TRAF6, apds sua ativagdo pelo IRAK1, leva a formagao de cadeias de poliubiquitinas K63 com

atividade reguladora, possibilitando a ativagdo da kinase 1 beta ativada (TAK1), e consequente
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ativacdo da via do NFKB, e da via das MAPK (p38 e JNK) levando a producdo de citocinas
inflamatoérias. No caso do TLR2 e TLR4, o TIRAP (proteina adaptadora do dominio TIR)
otimiza o acoplamento do dominio TIR ao MYDS88 e consequente formagdo do complexo
proteico do MYDS88 (KAWASAKI; KAWAI, 2014; Ll et al., 2020; PARACATU; SCHUETTPELZ, 2020).
Na via independente do MYDS88, o TRIF (proteina adaptadora TIR indutora de IFN-b) recruta
0 TRAF6 e 0 TRAF3. O TRAF6 recruta a RIP-Kinase, que ativa o complexo TAK1 (KAWASAKI;
KAWAI, 2014).

A sinalizagdo relacionada ao TRAF6 ndo apenas envolve a ubiquitinacdo e ativagao
de diversas proteinas envolvidas na progressao do ciclo celular, mas esta relacionada também
a homeostase do sistema imune, sendo alvo de regula¢do negativa de acordo com a célula
envolvida e o contexto imunoldgico. Exemplos de regulagdo negativa do TRAF6 sdo a
desubiquitinacdo promovida pela acdo de enzimas especificas, como as enzimas A20, ¢ os
microRNAs, cujas acdes reguladoras pds transcricionais da expressao gé€nica participam da
regulacdo negativa do TRAF6. Além disso, uma proteina que atua por um mecanismo
dependente de lisossomos, a TIFAB, ¢ responsavel pela degradacdo da TRAF6. Tais
mecanismos s3o importantes no “ajuste fino” da resposta imune e no estabelecimento da
imunotolerancia (Figura 5) (LI et al., 2020; RHYASEN; STARCZYNOWSKI, 2012; VARNEY et al.,
2015b).

TRAF6 ¢, portanto, um mediador central na sinalizacdo da imunidade inata, e
diversos mecanismos moleculares e anormalidades genéticas envolvendo o sistema imune inato
e encontradas na SMD e LMA convergem para sua desregulagao.

Em um estudo de caracterizagdo do padrdo de expressao génica em SMD, Hofmann
WK et al observaram expressdo aumentada do TRAF6 em células CD34 de pacientes com SMD
em comparacao com controles saudaveis, sendo este aumento significativo tanto para SMD de
baixo risco quanto para SMD de alto risco (HOFMANN et al., 2002; RHYASEN; STARCZYNOWSKI,
2012). Fang J et al observaram expressao aumentada de TRAF6 em 40% das células CD34 de
pacientes com SMD, em comparagao com CD34 de individuos saudadveis, nos quais expressao

aumentada foi observada em 15% (FANG et al., 2017).



Figura 5 — TRAF6 e seus reguladores
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Fonte: Resumo grafico adaptado de Barreyro L e colaboradores, 2018, utilizando a ferramenta online BioRender
(https://biorender.com/).

A Sindrome do 5q- ¢ um subtipo de SMD definida pela presenca de uma delecao
intersticial do brago longo do cromossomo 5 e caracterizada pela presenca de anemia refratéria,
neutropenia e plaquetose, com presenca de megacariocitos hipolobulados na medula
ossea. Neste subtipo, a regido comumente deletada envolve diversos genes relacionados a
hematopoese, incluindo os codificadores dos microRNAs miR-145 (5q33.1) e miR-146
(5933.3), e o TIFAB, que codifica a proteina TIFAB. Estes microRNAs e a TIFAB estdo
envolvidos na modulacdo do sistema imune pela regulacdo da expressdo e estabilidade do
TRAF6, respectivamente. Os miR-145 (5q33.1) e miR-146 (5q33.3) também sdo reguladores
negativos do TIRAP, proteina adaptadora que otimiza a ligagao dos TLR2 e TLR4 ao MYDSS,
facilitando a formacao do complexo proteico do MYD88 (PARACATU; SCHUETTPELZ, 2020) .

Starczynowski e colaboradores encontraram menor expressao de miR-145 e miR-
146a em células CD34 de pacientes com del (5q) em comparacdo aos controles. A perda
simultanea destes miRNAs resultou em maior sinaliza¢ao do sistema imune inato, com elevacao
do TIRAP e do TRAF®6, além de ativacao persistente da via do NFKB e aumento da producao

de IL-6. Modelo murino com knockdown de miR-145 e miR-146a levou a fendtipos
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hematologicos semelhantes a Sindrome do 5q-, enquanto ratos transplantados com células
medulares com elevada expressdao de TRAF6, além de reproduziram os achados da Sindrome
do 5g-, demonstraram risco aumentado de progressio para faléncia medular e LMA (GANAN-
GOMEZ et al., 2015; PARACATU; SCHUETTPELZ, 2020; STARCZYNOWSKI et al., 2010).

Na del(5q) ocorre também a haploinsuficiéncia do TIFAB, cuja proteina codificada,
a TIFAB, reduz a estabilidade do TRAF6 por um mecanismo dependente de lisossomos. Varney
e colaboradores demonstraram, em modelo animal, que perda do 7TFAB promove hematopoese
anormal e faléncia medular progressiva, com citopenias e displasia granulocitica. Foi observada
desregulacdo imune, com hipersensibilidade a estimulagdo do TLR4 ¢ aumento do TRAF6.
Demonstraram ainda que a associagdo da delecao do 7/FAB com a delegao do miR-146a,
potencializa a hiperexpressio do TRAF6 e a disfungdo da hematopoese (PARACATU;
SCHUETTPELZ, 2020; VARNEY et al., 2015b).

O tratamento preconizado para Sindrome do 5q- é o uso de imunomoduladores,
como Lenalidomida, evidenciando o papel da hiperativagdo imune neste subtipo de SMD
(STARCZYNOWSKI et al., 2010).

Diversos fatores auxiliares de splicing do RNA sao substratos da atividade E3
ubiquitina-ligase do TRAF6, e sua hiperexpressao nas HSC associou-se a anormalidades no
splicing do RNA de genes relacionados a regulacdo da hematopoese. Utilizando modelo
murino, Fang e colaboradores demostraram que o TRAF6 pode ubiquitinar a hnRNPA1
(Ribonucleoproteina nuclear heterogénea A1), promovendo splicing alternativo e redug¢do da
expressao de Arhgapl, um inibidor da proteina CDC42, cujo aumento estd relacionado a
hematopoese aberrante e implicado na hematopoese ineficaz relacionada a senescéncia. Estes
achados sugerem que o TRAF'6 induz anormalidades intrinsecas na HSC (FANG et al., 2017;
PARACATU; SCHUETTPELZ, 2020).

Tais resultados evidenciam a relagdo entre o aumento da sinalizagdo imune inata e
os mecanismos de regulagcdo do processamento do RNA através do splicing alternativo e/ou
modificagdes pds translacionais, e reforgam a importancia da presenca de mutagdes recorrentes
em fatores relacionados ao splicing do RNA na patogénese da LMA e SMD.

Além das numerosas descricdes do TRAF6 como um gene potencializador ou
promotor de hematopoese aberrante na SMD e LMA, Muto e colaboradores descreveram
achados de um cenario no qual o TRAF6 tem agao supressora de tumor. Seus dados revelaram
que hipoexpressdao do TRAF6 coopera com a mutacdo de perda de funcdo do TET2 na
patogénese de neoplasias mieloides. Demonstraram que apos a ativagdo dos TLRs, aumentada

na mutacdo do TET2, o TRAF6 medeia a ubiquitinacdo do MYC, evitando o estimulo a
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proliferagdo resultante da ativacdo deste gene alvo, e que a hipoexpressdo do TRAF6 leva a
menor ubiquitinacdo do MYC e maior proliferacdo celular. Mutagdes com perda de fung¢ao no
TET2, gene implicado na regulacdo epigenética, sdo encontradas em aproximadamente 19%
das SMD e 13% das LMA, estando associadas ao aumento da atividade inflamatoria e expansao
do compartimento mieloide (BALANDRAN; LASRY; AIFANTIS, 2023; CHOU et al., 2011;
HOSONO, 2019; MUTO et al., 2022) .

Conforme exposto, varias mutagdes envolvendo o sistema imune inato e associadas
a SMD convergem para o TRAF6. Em particular, a hiperxpressao do TRAF 6, mediador central
da imunidade inata, esta relacionada a perda da homeostase da hematopoese, reforgando o papel

da desregulacdo da imunidade inata na SMD.

1.13 NFKB na Neoplasia Mielodisplasica (SMD) e na LMA relacionada a SMD (LMA-
RM)

NFKB (Fator Nuclear KB) ¢ uma familia de fatores de transcri¢do envolvidos na
regulacdo de varios genes da resposta imune e inflamatdria. Esta familia ¢ composta por 5
proteinas estruturalmente relacionadas, incluindo NFKB1 (p50), NFKB2 (p52), RelA (p65),
RelB e c-Rel, que sdo mantidas no citoplasma inativas do ponto de vista transcricional pela
ligagdo as proteinas inibitorias da familia IkB. Estas proteina inibitorias sdo alvos das 1kB
kinases, proteinas do complexo IKK, que ativadas por diversos estimulos como citocinas,
fatores de crescimento e PAMPs (padrdoes moleculares associados a patogenos), fosforilam as
proteinas IkB, promovendo sua degradacdo mediada por ubiquitinas e possibilitando a
translocagdo nuclear das proteinas NFKB, que atuardo como fatores de transcri¢do de varios
genes envolvidos na regulacdo da resposta imune e da inflamagao, influenciando a ativagao,
diferenciagdo e fun¢do das células da imunidade inata e da imunidade adaptativa e atuando na
regulacdo de citocinas inflamatérias € quimiocinas, incluindo TNF-a, IL-6, IL-8 e proteinas
anti-apoptoticas (PERKINS; GILMORE, 2006). Ha duas vias de ativagdo do NFKB distintas
quanto aos estimulos necessarios € aos seus mecanismos de sinalizagdo, mas ambas sdo
importantes na regulacdo imune e inflamatoria (Figura 6) (LIU et al., 2017).

A familia de fatores de transcrigdo NFKB ¢ considerada um elemento central na
resposta inflamatdria, estando associada a patogénese de varias doencgas inflamatorias e ao
cancer, onde atua tanto no estimulo a citotoxicidade imune direcionada as células neoplésicas
quanto na manuten¢do do ambiente inflamatério que contribui para a tumorigénese, sendo sua

contribuicao distinta de acordo com a neoplasia e seu estagio evolutivo (HOESEL; SCHMID,
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2013). Ativacao constitutiva da via NFKB ja foi descrita em algumas neoplasias hematoldgicas
como Linfoma de Hodgkin e Leucemia Linfoide Aguda, bem como em alguns tumores sélidos

(MARTY W. MAYO, 2000).

Figura 6 — NFKB — via canénica e via alternativa (ndo candnica)
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Ativacao basal da via NFKB ¢ necessaria para a homeostase das HSC, ao passo que
hiperativacdo desta via associa-se a anormalidades da hematopoese (MUTO et al., 2022) A
atividade da via NFKB estd aumentada em HSC de SMD, estando relacionada a progressao da
doenca, com maior atividade observada nas doencas avangadas( KERBAUY et al., 2005). O
bloqueio NFKB em HSC de SMD induziu apoptose destas células, sugerindo que a ativacao
desta via confere vantagem proliferativa as células progenitoras na SMD(BRAUN et al., 2006;
PYATT et al., 1999). Baumgartner e colaboradores demonstraram aumento da atividade NFKB
e das IkB kinases em blastos de pacientes com LMA (BAUMGARTNER et al., 2002).

Estudos sugerem que os efeitos da via NFKB na hematopoese sdo indiretos (not
cell autonomous). A ativagao desta via nas células mieloides ndo parece ser suficiente para levar
ao fenotipo de SMD, mas a desregulacao da via NFKB no compartimento nao hematopoietico
promove um ambiente inflamatorio e relaciona-se ao risco de desenvolvimento de SMD e

outras neoplasias mieloides (RUPEC et al., 2005)
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Numa coorte de 25 pacientes com diagndstico de SMD e 20 controles, Matos e
colaboradores encontraram niveis aumentados de IL-8 e atividade NFKB nos pacientes com
SMD quando comparados aos controles, com a maior elevacao sendo observada em pacientes
acima de 75 anos. Houve correlagao positiva entre atividade NFKB e IL-8, e a atividade NFKB
associou-se a maior percentual de blastos e niveis mais altos de ferritina, marcadores clinicos
de prognostico desfavoravel (A. G. de Matos et al., 2017).

Em resumo, a ativagdo da via NFKB ¢ um evento para o qual convergem diversas
vias inflamatorias, incluindo a via do MYDS88 apods ativacdo dos TLR. Dados da literatura
demonstram que a via NFKB tem importante papel na patogénese da SMD, possibilitando a
expressdo de numerosas citocinas inflamatdrias e fatores de crescimento, contribuindo para as

anormalidades da hematopoese caracteristicas da SMD (GANAN-GOMEZ et al., 2015)

Figura 7 — Desregulacdo imune na SMD
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Conforme exposto acima, evidéncias acumuladas ao longo dos ultimos anos
sugerem que a desregulacdo do sistema imune e o quadro inflamatorio associado afeta a
hematopoese de forma complexa, por mecanismos diretamente relacionados a HSC e
mecanismos indiretos, envolvendo o microambiente medular e células efetoras inflamatoérias e
contribuindo para a patogénese da SMD ndo apenas nas fases iniciais, com aumento da
apoptose, mas ao longo de toda a evolugao e progressao da doenca, promovendo anormalidades
da diferenciagdo mieloide, influenciando a relagdo do clone andmalo com o microambiente

medular e contribuindo para a aquisicdo progressiva de mutacdes pela HSC (Figura 7)
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(BARREYRO; CHLON; STARCZYNOWSKI, 2018; CHAMSEDDINE et al.,, 2016;
GANAN-GOMEZ et al., 2015). Embora associagdes mais recentes da hematopoese clonal com
condi¢gdes inflamatdrias tenham proporcionado avangos na compreensao dos mecanismos
moleculares subjacentes a relacdo entre inflamacao e SMD, estudos adicionais ainda sao
necessarios para que biomarcadores e potenciais alvos terapéuticos sejam identificados

(ALAGGIO et al., 2022).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
e Avaliar a expressao de genes relacionados ao processo inflamatério (NFKB,

TRAF6, MYd88, IRAK1, IRAK2 e IRAK4) e sua associagdo com a patogénese da doenca e

anormalidades citogenéticas em pacientes com SMD e LMA-RM.

2.2 Objetivos especificos

1. Avaliar a expressdo do mRNA dos genes NFKB, TRAF6, MYd88, IRAKI, IRAK?2 e
IRAK4 através da utilizacdo da metodologia de qPCR.

2. Detectar as alteragdes citogenéticas dos pacientes com SMD e LMA-RM através da
metodologia de cari6tipo por banda G.

3. Associar a expressao dos genes NFKB, TRAF6, MYDSS8, IRAKI, IRAK2 e IRAK4
com caracteristicas clinico-laboratoriais de pacientes com SMD e LMA-RM.

4. Correlacionar a expressao dos genes NFKB, TRAF6, MYDSS, IRAKI, IRAK? e
IRAK4 em pacientes com SMD e LMA-RM.
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3 PACIENTES E METODOS

3.1 Aspectos éticos da pesquisa

A pesquisa foi submetida e aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Federal do Ceara/PROPESQ-UFC (nimero de processo:
76021523.2.0000.5054) através do sistema da Plataforma Brasil, utilizando-se de Termos de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) apresentados na sessao anexos. A equipe executora
desta pesquisa comprometeu-se a cumprir todas as diretrizes e normas reguladoras descritas na
Resolugdo n°® 466 de 12 de dezembro de 2012 do Conselho Nacional de Satde que aprova as
diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres humanos. A representagao
esquematica das metodologias utilizadas neste estudo encontra-se apresentadas na figura 8 e

serdo apresentadas nas sessoes a seguir.

Figura 8 — Representacio esquematica do estudo
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3.2 Coleta e obten¢ao das amostras

Ap0s assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 1) foram
coletadas amostras de medula 6ssea de 92 individuos, sendo 76 diagnosticados com SMD, 6
diagnosticados com LMA relacionada a SMD (LMA-RM) e 10 individuos saudaveis, atendidos
em dois hospitais terciarios de referéncia na cidade de Fortaleza, Ceard, no periodo de 2022 a
2024 (Hospital Universitario Walter Cantidio e Hospital geral de Fortaleza). Foram
considerados individuos saudaveis pacientes com suspeita de SMD que ndo foi confirmada,
sendo também descartadas outras doengas onco-hematoldgicas. Em sua maioria eram pacientes
que tinham deficiéncias nutricionais como causas das citopenias periféricas.

Em cada individuo foram coletados 5Sml de medula éssea em tubos contendo
heparina sodica para os procedimentos de Citogenética Classica, e 3ml em tubos contendo
EDTA para os procedimentos de extragdo de RNA e posterior realizacdo dos experimentos de
expressao génica (Figura 8).

Foram analisados dados de expressdo de mRNA de 6 genes (NFKB, TRAFG6,
MYDSS, IRAKI, IRAK2 e IRAK4) das 95 amostras de pool celular de medula 6ssea dos
individuos acima descritos. Os dados de expressdo génica foram correlacionados com outras
variaveis, dados citogenéticos e dados clinico-laboratoriais obtidos a partir de revisdao de
prontuario.

Para a separagdo das células do pool celular da medula Ossea, realizou-se
primeiramente a lise eritrocitaria, como descrito a seguir: a amostra de medula d6ssea foi
transferida para um tubo do tipo Falcon de 50mL, e lavada com a solugdo de lise (25mL de
solucdo de cloreto de amodnio 0,144M e bicarbonato de amonio 0,01 M). O contetido 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 dissolugdo completa. Apds este procedimento, o material foi armazenado no freezer

a—80°C.

3.3 Cariotipo por bandeamento-G

A Citogenética foi realizada de acordo com os protocolos ja estabelecidos pelo

Laboratério de Citogendmica do Cancer da Universidade Federal do Ceara, segundo a técnica
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descrita por Chauffaille e adaptada por Pinheiro (PINHEIRO; CHAUFFAILLE, 2009). A medula
Ossea 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 submetidos a nova suspensdo em solucao hipotonica de KCI 0,075M e fixado
em solucgdo de &cido acético e metanol (propor¢ao 3:1), por 4 vezes. Para confecgcao das laminas
para analise, o material foi gotejado em laminas de microscopia dptica 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
coradas com a coloragdo Giemsa. Foram analisadas pelo menos 20 metéafases de cada paciente,
sendo capturadas e analisadas em sistema computadorizado com software para cariotipagem:
CytoVision® (Figura 9). Os resultados das analises citogenéticas de medula 6ssea foram
estabelecidos de acordo com os critérios do Sistema Internacional de Nomenclatura

Citogenética Humana (ISCN) (WANG, 2021).

Figura 9 — Representacio esquematica do procedimento de citogenética classica
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3.4 Analise de expressao génica por RT-qPCR

3.4.1 Extracao de RNA Total

A extragao de RNA das células do pool medular dos pacientes com SMD e dos
controles foi realizada a partir da utilizagcdo do Trizol LS Reagente® de acordo com o protocolo
fornecido pelo fabricante. Para cada 10° células armazenadas em ImL de Trizol Reagente®
foram adicionados 200uL de Cloroférmio para desproteinizacdo e 10uL de glicogénio, foram
homogeneizadas em vortex e, em seguida, centrifugadas a 14.000rpm por 30 minutos a 4° C.
Retirou-se o sobrenadante de cada amostra, transferindo para novos tubos, seguidos de
precipitagdo com 400uL de isopropanol, e incubado por 60 minutos a -20°C, apds esse periodo,
foi realizada outra centrifugagdo a 14.000 rpm por 15 minutos a 4°C e o sobrenadante foi
descartado por inversdo. O pellet formado foi submetido a nova suspensdo em etanol 70% (v/v)
e novamente centrifugado por 15 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi novamente
descartado por inversdo e, apds seco, o pellet foi diluido em agua livre de RNAse. Foram
realizadas leituras espectrofotométricas em Nanodrop® nos comprimentos de ondas de 230,
260 e 280nm, obtendo-se suas relagdes para posterior afericdo de contaminag¢do das amostras

(Valor de Referéncia: 1.8 —2.0).

3.4.2 Sintese de cDNA

A sintese do cDNA foi realizada com a utilizagdo do Kit para Transcri¢gdo Reversa
(RT) da Applied Biosystems® (High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit Applied
Biosystems®), de acordo com as recomendagdes do fabricante. Para cada reacao de transcrigao
reversa foram utilizados uma quantidade otimizada de RNA total para uma concentragao final
de 1000ng/ul. Para cada reacdo, utilizou-se de 2,0uL de buffer, 0.8uL de dNTP, 2,0uL de
Random Primers e 1,0puL de Multiscribe Reverse Transcriptase™. A quantidade citada de cada
reagente foi multiplicada pelo nimero de amostras de RNA total para a confeccao de um “Mix”
de reacdo. 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 20pL com
agua ultrapura livre de DNAse e 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
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finalizagdo a 4°C. Por fim, as amostras de cDNA foram armazenadas em um freezer a uma

temperatura de -20°C.

3.4.3 RT-qPCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real)

A quantificacdo da expressdo génica dos seis genes avaliados neste estudo 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 Laboratério de Citogendmica do Cancer. As reagdes 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
AmpliTaq Gold DNA polimerase.

Tabela 6 - Sondas utilizadas na reacido de RT-qPCR.

Tipo Simbolo Nomenclatura Ensaio tagman

Endogeno GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase Hs03929097 g1

Endoégeno ACTB Actin beta Hs99999903 ml
Endogeno HPRTI1 Hypoxanthine Phosphoribosyltransferase 1 Hs02800695 ml
Alvo IRAK1 Interleukin 1 receptor associated kinase 1 Hs00155570_m1
Alvo IRAK2 Interleukin I receptor associated kinase 2 Hs00176394 ml
Alvo IRAK4 Interleukin I receptor associated kinase 4 Hs00211610_ml
Alvo MYD88 Myeloid differentiation primary response 88 Hs01573837 gl
Alvo TRAF6 TNF receptor associated factor 6 Hs00939742 gl
Alvo NFKBI1 Nuclear factor kappa B subunit 1 Hs00765730_ml

Legenda: Relagdo das sondas utilizadas no ensaio de expressao génica.

Os preparos e armazenamentos dos materiais foram realizados de acordo com as
instrucdes do fabricante, excetuando o volume final de cada rea¢do otimizado em 10uL. Para
cada reacdo foram utilizados 5,0uL. de TagMan PCR Master Mix, 0,5uL. de sonda TagMan
assay®, 2,0uL de 4gua ultrapura e 2,5uL de cDNA (diluido 1:5). Apos esta etapa, as placas das
reagdes foram centrifugadas por 1 minuto a 4500 rpm. As condi¢des para a reagdo de PCR

foram as seguintes: pré-aquecimento a 50° C por 2 minutos, ativacao da polimerase a 95° C por
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10 minutos e 40 ciclos de desnaturacdo (15 segundos a 95° C) e anelamento e extensdo (60
segundos a 60°C). Na preparagdo das reacdes foram utilizadas placas de polipropileno para 96
reacoes (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 exposicao
a luz (Figura 10). Cada amostra foi avaliada em duplicata e foram consideradas para analise
somente as amostras cujas diferencas de amplificacio nao excederam a 1 ciclo
(VANDESOMPELE et al., 2002)As duplicatas das amostras que apresentaram diferengas
maiores que um ciclo, mesmo apo6s repeticao do experimento, foram desconsideradas. Em todas
as placas foram realizados controles negativos (NTC) das reagdes para todos os genes estudados
sendo que, para estas reagdes, foram adicionados 2,5uL de 4gua no lugar da amostra de cDNA.
Todas as reagdes que mostraram amplificacdo para qualquer um dos controles negativos foram

desconsideradas.

Figura 10 -Representa¢io esquematica do procedimento do RT-qPCR

'.l ’ Master Mix cDNA
1 Tagman

T
" [l

00 B¢
Analise de dados de
96 pogos Spin na placa expressio génica

Placa para PCR de Termociclador

Fonte: Gomes, JVC, 2023

Para validar a estabilidade dos niveis de expressao génica foram utilizados trés genes de
referéncia: Beta Actina (ACTB), Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) e
Hipoxantina fosforibosiltransferase 1 (HPRTI). Para a escolha dos genes de referéncia mais

estaveis, foi utilizada a ferramenta de Dbioinformatica online RefFinder
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(https://www.heartcure.com.au/reffinder/), que integra os principais programas computacionais
atualmente disponiveis (geNorm, Normfinder, BestKeeper ¢ 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 classificacao final (XIE et al., 2012). Entende-se como gene enddgeno mais
estavel, aquele ou aqueles que obtiverem o menor valor de desvio padrao. Os genes de que
apresentaram menor valor de desvio padrdo e maior correlagdo entre si foram considerados os
mais estaveis (VANDESOMPELE et al., 2002).

Os resultados foram avaliados através do software Sequence Detection System vi.3
(Applied Biosystems, Inc., Foster City, CA, USA) para obten¢ao 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 Biosystems, Inc., Foster City, CA, USA)
para a realizagdo das analises estatisticas. Ao final de cada corrida os dados foram exportados
para planilhas do software Excel para o calculo dos valores de ACq e de 247 tanto dos genes
alvos quanto dos genes de referéncia (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001b). A nomenclatura utilizada
para os 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).

3.5 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 Diseritropoiese: Presenca e Auséncia;

e Disgranulopoiese: Presenca e Auséncia;

e Dismegacariopoiese: Presenca e Auséncia;

e Sideroblastos em anel: < 15% e > 15%

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

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

e (lassificagdo dos valores de neutrofilos (ANC) (IPSS-R): >800 por mm3 e <800

por mm3;
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e C(lassificagdo dos valores de plaquetas (IPSS-R): >100.000 por mm?, 50.000 -
<100.000 por mm? e <50.000 por mm?;

e (Cariotipo (Quanto a presenga de alteracdo): normal e alterado;

e (ariotipo (Quanto a presencga de cariotipo complexo): Presenga e auséncia.

e (ariotipo (Quanto ao prognostico - IPSS-R): muito favoravel, favoravel,
intermediario, desfavoravel e muito desfavoravel;

e (Quanto a classificagdo da OMS (2022): SMD-Del5(q) (SMD com dele¢ao do
brago longo do cromossomo 5 isolada), SMD sem excesso de blastos, SMD-SA
(SMD sem excesso de blastos e com sideroblastos em anel), SMD-EB (SMD
com excesso de blastos), SMD-h (SMD Hipoplésica), SMD-f (SMD com
Fibrose).

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

intermediario, alto e muito alto;

3.6 Analises estatisticas

Os resultados gerados pelas andlises de expressdo génica foram avaliados pelos
resultados de cada Cq (quantitative cycle) de cada amostra de cDNA (em duplicatas). Em
seguida, para normalizar os valores de Cq com o objetivo de diminuir as diferengas geradas por
quantidades distintas de cDNA utilizadas nas reac¢des, o Cq de uma amostra foi subtraido pela
média geométrica dos Cq’s dos genes constitutivos utilizados (GAPDH e HPRTI) da mesma
amostra, gerando assim os valores de ACq e, posteriormente, convertidos para 224 (LIVAK;
SCHMITTGEN, 2001a).

Para as varidveis maiores ou iguais a 50 casos, foi realizado o teste de
Skinner’s/Kurtosis com objetivo de avaliar se as amostras apresentavam distribui¢do normal.
Com essa mesma finalidade, para as varidveis com menos de 50 casos, foi realizado o teste de
Shapiro-Wilk. Os valores de outliers foram retirados do estudo porque apresentavam valores
contrastantes com os demais. A partir da normalizacdo dos casos, foram realizados testes
paramétricos através de testes T de Student, quando se comparavam médias entre dois grupos,
e o teste de one-way ANOVA, quando se comparavam trés ou mais grupos. O pds-teste (post-
hoc) para o ANOVA foi definido pela anélise de homogeneidade de variancias através do teste
de Levene. Se a homogeneidade fosse confirmada (p-valor > 0,05), o pds-teste utilizado foi o
teste de Tukey. Se ndo houvesse homogeneidade (p-valor < 0,05), o pos-teste foi o teste de

Games-Howell.
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As variaveis que ndo possuiam distribui¢do normal foram analisadas através dos
seguintes testes ndo paramétricos: Mann—Whitney para a comparag¢do da mediana entre dois
grupos, e teste de Kruskal-Wallis para a comparag¢ao da mediana em variaveis com trés ou mais
grupos.

Os dados sobre os niveis de expressdo génica (valores de 22¢9) foram expressos em
média ou mediana = desvio padrdo (SD), com intervalo de confianca (IC) (maximo e minimo),
a fim de determinar a possivel associagdo entre o nivel de expressdo dos genes frente cada
variavel analisada. O nivel de significancia estatistica utilizado foi de p <0,05 e todas as analises
foram efetuadas com recurso do software SPSS para Windows (versao 21.0).

O teste de correlagdo de Pearson foi utilizado para a obtengdo dos valores de r e r-
square (12) que demonstra a influéncia do nivel de expressdo de um dado gene sobre o outro na
populagdo avaliada, buscando demonstrar se tais genes sdo regulados pelo mesmo mecanismo
molecular.

Para realizagdo das andlises estatisticas foi utilizado o software
IBM® SPSS® Statistics 25 e para confeccao de graficos utilizamos o software GraphPad Prism
e a ferramenta online Morpheus (https://software.broadinstitute.org/morpheus). A ferramenta
online BioRender (https://biorender.com/) foi utilizada para a elaboragdo de algumas figuras

deste trabalho.


https://software.broadinstitute.org/morpheus
https://biorender.com/
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4 RESULTADOS

4.1 Caracterizacao dos pacientes e controles

O numero amostral total do estudo foi de 92 individuos, incluidos no periodo de
2022 a 2024, sendo 10 controles saudaveis (10,9%), 76 pacientes com SMD primaria (82,6%)
e 6 pacientes com LMA relacionada a SMD (6,5%), Nao havia casos de SMD secundéria
(Tabela?7).

Tabela 7 - Descriciao dos pacientes do estudo quanto ao diagndstico.

Caracteristicas N Frequéncia (%)
SMD 76 82,6
Grupo LMA-RM 6 6,5
Controle 10 10,9

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

Quanto as variaveis demograficas dos 10 individuos incluidos no grupo controle, 3
eram do sexo masculino (30%) e 7 eram do sexo feminino (70%). A idade média foi de 75anos

(Tabela 8).

Tabela 8 - Descri¢io das variaveis demograficas dos controles saudaveis.

Caracteristicas N Frequéncia (%)
Feminino 7 70
Género Biologico
Masculino 3 30
Idade 75 £11,43 (52-87) *

Legenda: As caracteristicas sdo apresentadas em valor absoluto (N) e frequéncia dentro da populag@o em estudo (%).
* As caracteristicas sdo apresentadas em média, desvio padrdo (DP) e valor minimo e maximo.

Quanto as variaveis demograficas, dos 82 pacientes com diagnostico de SMD ou
LMA-RM, 40 eram do sexo feminino (48,8%) e 42 eram do sexo masculino (51,2%). A variavel
idade foi categorizada em <60 anos ou >60 anos, sendo 17 pacientes com idade <60 anos
(20,7%) e 65 pacientes com idade > 60 anos (79,3%). A idade média foi de 71,4 anos (71,4 £
15,1 (25-93) (Tabela 9).
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Tabela 9 - Descricao das variaveis demograficas dos pacientes com diagnostico de SMD
ou LMA-RM

Dados demogréficos de pacientes do estudo N Frequéncia (%)
Feminino 40 48,8
Género Biologico
Masculino 42 51,2
Idade 71,2 £15,4 (25-93) *
. <60 17 20,7
Idade (categorizada)

>60 65 79,3

Legenda: As caracteristicas sdo apresentadas em valor absoluto (N) e frequéncia dentro da populagéo em estudo (%).
* As caracteristicas relacionadas a idade sdo apresentadas em média, desvio padrio (DP) e valor minimo e maximo.

Os pacientes foram classificados de acordo com a 5* Edi¢do da Classificagdo da
OMS para as Neoplasias do Tecido Hematopoiético (2022), sendo distribuidos da seguinte
forma: 2 pacientes (2,4%) com SMD sem aumento de blastos e com dele¢do isolada do 5q; 13
pacientes (15,9%) com SMD com sideroblastos em anel e sem aumento de blastos; 1 paciente
(1,2%) com SMD com inativagdo bialélica do 7P5; 32 pacientes (39%) com SMD sem
aumento de blastos; 4 pacientes (4,9%) com SMD hipoplésica; 12 pacientes (14,7%) com
SMD com aumento de blastos tipo 1; 11 pacientes (13,4%) com aumento de blastos tipo 2; 1
paciente (1,2%) com SMD com fibrose e 6 pacientes (7,3%) com LMA relacionada a SMD
(Tabela 10).

Tabela 10 - Distribui¢do dos pacientes com SMD ou LMA-RM segundo a classifica¢io da

OMS (2022)
SMD - Subtipo N Frequéncia (%)
SMD com Del(5q) isolado 2 2,4
SMD com baixo percentual de blastos e SA 13 15,9
SMD com inativagdo bialélica do TP53 1 1,2
SMD com baixo percentual de blastos 32 39
SMD com excesso de blastos I 12 14,7
SMD com excesso de blastos 11 11 134
SMD com Fibrose 1 1,2
SMD Hipoplasica 4 4,9
LMA N Frequéncia (%)
LMA relacionada a SMD 6 73

Legenda: SMD (Neoplasia Mielodisplasica); LMA-RM (Leucemia Mieloide Aguda Relacionada a SMD);SA
(Sideroblastos em anel).

Os achados clinico-laboratoriais observados no sangue periférico dos pacientes com

SMD ou LMA encontram-se destacados na Tabela 12, com a média e desvio padrdo, valor
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minimo ¢ méaximo (Tabela 11). Para melhor visualizagdo, estes resultados foram divididos em

categorias (Tabela 12).

Tabela 11 - Variaveis clinico-laboratoriais relacionadas aos achados do sangue periférico
em pacientes com SMD e LMA-RM

Variaveis Média (desvio padrio) Min. Max.
Hemoglobina (HB) 8,2 (£2,6) g/dL 3,3 g/dL 15,8 g/dL
Neutrofilos (ANC) 2328,5 (+2813,7) /mm3 104/mm3 18.000/mm3

Plaquetas 125.644 (+ 121.949) /mm3 5.000/mm3 556.100/mm3

Legenda: As variaveis sdo apresentadas em média, desvio padréo (DP), valor minimo ¢ maximo.

Foi observado, ao hemograma, que 67 (81,7%) pacientes apresentaram

hemoglobina inferior a 10g/dL, 22 (26,8%) pacientes apresentaram contagem absoluta de

3

neutr6filos (ANC) inferior a 800 por mm” e, por fim, 48 (58,5%) pacientes apresentaram

contagem de plaquetas inferior a 100.000/mm? (Tabela 12).

Tabela 12 - Variaveis clinico-laboratoriais relacionadas aos achados do sangue periférico
em pacientes com SMD e LMA-RM, por categorias

Variaveis N° %

> 10g/dL 15 18,3

Classificagdo dos valores de hemoglobina (HB) 8-10g/dL 28 34,1
< 8g/dL 39 47,6
Classificagdo dos valores de neutréfilos (ANC) = 800/mm* 60 72
< 800/mm? 22 26,8
>100.000/mm? 34 41,5
Classificagdo dos valores de plaquetas >50.000 < 100.000/mm? 20 244
<50.000/mm?> 28 34,1

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

Quanto a porcentagem de blastos na medula 6ssea, dos 76 pacientes com
diagnostico de SMD, obtivemos resultado de 75, que foram classificados de acordo com as
categorias do IPSS-R para percentual de blastos(GREENBERG et al., 2012b), sendo que 39
(52%) dos pacientes estavam incluidos na faixa de < 2%; 12 (16%) dos pacientes na faixa de

>2 a<5%; 13 (17,3%) na faixa de 5%-10% e 11 (14,7%) na faixa >10% (Tabela 13).
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Tabela 13 — Distribuicdo dos pacientes com SMD quanto ao percentual de blastos de
acordo com categorias do IPSS-R

Variaveis Clinicas N° Frequéncia (%)
<2% 40 52,6
>2 a<5% 12 15,8
Percentual de Blastos 5% a 10% 13 17.1
>10% 11 14,5

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

Dos 82 pacientes com diagnéstico de SMD ou LMA-RM, 78 tinham resultado de
estudo citogenético. Entre eles, 41 caridtipos eram normais (52,6%), 29 anormais (37,2%) e 8
ndo apresentavam metafases (10,2%). Cariotipo complexo foi encontrado em 6 pacientes,

(7,7% do total de caridtipos e 20,7% dos caridtipos anormais (Tabela 14).

Tabela 14 - Frequéncia dos resultados citogenéticos nos pacientes com SMD e LMA-RM
ao diagnostico.

Varidveis N° Frequéncia (%)
Normal 41 52,6
Caridtipo Alterado 29 37,2
Auséncia de metafase 8 10,2
Caridtipo complexo Presenca 6 7,7

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

Os pacientes com SMD foram classificados de acordo com a estratificagdo de
risco baseada no IPSS-R, 3 (3,9%) dos pacientes apresentam IPSS-R de muito baixo risco, 27
(35,5%) baixo risco, 15 (15,8%) risco intermediario, 15 (15,8%) alto risco e 10 (13,2%) muito
alto risco. Os pacientes com caridtipo sem metafases ou que ndo realizaram caridtipo ndo

puderam ser classificados quanto ao risco pelo IPSS-R (12 pacientes, 15,8%) (Tabela 15).

Tabela 15 - Classificaciao de risco de pacientes com SMD de acordo com o IPSS-R.

Variaveis N° %
Muito baixo (<1.5) 3 3,9
Baixo (>1.5 - 3) 27 35,5
) ) Intermediario (>3 - 4.5) 12 15,8
Classificagdo do grupo de risco de acordo com o IPSS-R
Alto (>4.5 - 6) 12 15,8
Muito alto (>6) 10 13,2
Nao se aplica 12 15,8

Legenda: As caracteristicas sdo apresentadas em valor absoluto (N) e frequéncia dentro da populagdo em estudo (%). Nao
se aplica: pacientes que ndo possuem cariotipo (auséncia de metafase), esses casos ndo possuem classificagio de risco baseada
no IPSS-R, devido a limita¢do do proprio score.
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4.2 Analise do nivel de expressiao génica por qRT-PCR em amostras de medula dssea de
pacientes com SMD e LMA-RM

A seguir serdo apresentadas as associagdes entre os niveis de expressao génica dos
genes MYDSS8, IRAK 1, IRAK2, IRAK4, TRAF6 e NFKB e as variaveis clinico-laboratoriais, bem
como a associag¢ao com os individuos controles. Para melhor entendimento, os resultados serdao

apresentados separadamente por variavel analisada.

4.2.1 Expressao génica de MYDS8S8, IRAK1, IRAK2, IRAK4, TRAF6 ¢ NFKB em controles ¢
pacientes com SMD e LMA-RM

Para o gene MYDSS8, pacientes diagnosticados com LMA apresentaram menor
expressdao do que o grupo controle (p=0,041) e do que pacientes diagnosticados com SMD

(p=0,02) (Figura 11).

Figura 11 — Nivel de expressio de MYD88 em relacio aos grupos: controle, SMD e LMA-
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nostico Padrao inferior Wallis#
Controle 10 ,705370 ,599081 ,511913 1,369026 51,50 ,0410
SMD 76 , 759635 2,32508 , 736083 1,798691 ,0210 48,13 ,0200
LMA 06 ,292835 ,200488 ,115888 ,536687 17,50 ,0410/,0200

tKruskal-Wallis: Valor estatisticamente significante para p< 0,05. N: niimero de casos.
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Para o gene TRAF6, amostras do grupo controle apresentaram maior expressao do

que amostras de pacientes com SMD (p=0,0347) (Figura 12).

Figura 12 — Nivel de expressao de TRAF6 em relacido aos grupos: controle, SMD e LMA
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Controle 10 ,199071 ,1125852 ,118532 ,279609 ,0347
SMD 57 ,130170 ,0735286 ,110660 ,149679 ,086 ,0304 ,0347
LMA 04 ,102637 ,0470444 ,027779 ,177495 -

+ANOVA one-way. Teste de Levene: Homogeneidade de variancias. Valor estatisticamente significante para p<0,05.
Tukey: Pos-teste de comparagdes multiplas. IC: Intervalo de confianga. N: numero de casos.

Os demais genes analisados ndo apresentaram diferencas significativas entre o

grupo controle, pacientes com SMD e pacientes com LMA (p>0,05) (Apéndice 2).

4.2.2 Expressao génica de MYDSS8, IRAK1, IRAK2, IRAK4, TRAF6 e NFKB em relagdo as

variaveis clinico-laboratoriais dos pacientes com SMD e LMA-RM
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4.2.2.1 Achados de sangue periférico

Pacientes com valores de hemoglobina abaixo de 8 g/dL apresentaram menor valor
de expressao génica de MYDS8S8 quando comparados aos pacientes que apresentavam

hemoglobina > 10 g/dL (p=0,036) (Figura 13).

Figura 13 — Nivel de expressao de MYD88 em relacao a variavel hemoglobina
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<8 g/dL 39 ,49944 1,00357 ,52808 1,17873 34,44 ,0360
8-10 g/dL 28 ,80056 3,44467 ,15709 2,82850 ,0240 45,39 -
>10 g/dL 15 1,00936 1,75341 ,57551 2,51752 52,60 ,0360

#Kruskal-Wallis: Valor estatisticamente significante para p< 0,05. N: niimero de casos.

Nao foram encontradas outras associagdes significativas entre o nivel de expressao
de MYDS8S8, IRAKI, IRAK2, IRAK4, TRAF6 ¢ NFKB e as demais variaveis relacionadas ao
sangue periférico: contagem de neutréfilos categorizado pelo IPSS-R e contagem de plaquetas

categorizada pelo IPSS-R (p>0,05) (Apéndice 2).
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4.2.2.2 Achados medulares

Em relagdo aos achados medulares, a porcentagem de blastos na medula foi
categorizada segundo o IPSS-R (< 2%, > 2 - < 5%, 5-10% e > 10%), sendo observado que
pacientes com porcentagem de blastos acima de 10% apresentavam menor expressao génica de
MYDS88 quando comparados aos pacientes com < 2% de blastos (p=0,0059), >2 - < 5% de
blastos (p=0,0331) e 5-10% de blastos (p=0,0275) (Figura 14). Categorizando a variavel blastos
em valores < 10% e > 10%, os pacientes com porcentagem > 10% apresentaram menor

expressao de MYDS8S em comparacdo a categoria com blastos < 10% (p=0,027).

Figura 14 - Nivel de expressiao génica de MYD88 em relagdo a variavel blastos IPSS-R e
blastos categorizados em < 10% e > 10%
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<2% 36 ,823208  ,5612417 ,633311 1,013105 ,0059
>2-<5% 10 ,736874  ,2625796 ,549035 ,924712 ,0331
,009 ,0437
5-10% 13 1,05691 ,6997225 ,634072 1,479748 ,0275
> 10% 09 ,393461 ,2281083 218121 ,568800 ,0059/,0331/,0275

tANOVA one-way. Teste de Levene: Homogeneidade de varidncias. Valor estatisticamente significante para p<0,05. Games-Howell:
Pos-teste de comparagdes multiplas. IC: Intervalo de confianga. N: niimero de casos.
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Gene MYD88 Nivel de expressio (Expressio Génica do MYD88 (2-2¢9)

Desvio IC IC Teste de Mann-
Blastos N Mediana Ranks
Padrao inferior superior Whitney#
<10% 64 ,806455 2,510834 , 754688 2,00906 0270 40,31
>10 11 , 376910 ,506894 ,261327 ,942400 ’ 24,55

tMann-Whitney: Valor estatisticamente significante para p< 0,05. N: nimero de casos.

Para o gene IRAKI, pacientes com porcentagem de blastos acima de 10%
apresentaram menor expressao do que pacientes com 5-10% de blastos (p=0,0299)
Categorizando a variavel blastos em valores < 10% e > 10%, os pacientes com porcentagem >
10% apresentaram menor expressdo de /RAKI em comparacdo a categoria com blastos < 10%

(p< 0,001)(Figura 15).

Figura 15 — Nivel de expressdo génica de JRAKI em relacio a variavel blastos IPSS-R e
blastos categorizado em < 10% e > 10%
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Gene IRAK1 Nivel de expressio (Expressio Génica do IRAKI (2°2€9)
Desvio Teste de
Blast IPSS-R N Média IC inferior  IC superior Anova# Tukey
Padrao Levene
<2% 31 ,679469 ;3639968 ,545954 ,812984 -
2-5% 09 , 793874 ,375591 ,505169 1,082579 -
,634 038
5-10% 09 968288  ,2576591 , 770234 1,166343 ,0299
> 10% 09 ,498624 3414522 ,236161 , 761087 ,0299

tANOVA one-way. Teste de Levene: Homogeneidade de variancias. Valor estatisticamente significante para p<0,05. Tukey:
Pos-teste de comparagdes multiplas. IC: Intervalo de confianga. N: nimero de casos.
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Gene IRAK1 Nivel de expressio (Expressio Génica do IRAKI (2°2€9)

Teste de
Blastos N Média Desvio Padriao  IC inferior IC superior P-valort
Levene
<10% 49 , 753531 ,3603888 ,0923448 ,6160347
,044 ,0000
>10 % 08 ,399341 ,1784865 ,1832487 ,5251308

Teste t de Student. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variancias. Valor estatisticamente significante para p< 0,05.

De modo semelhante, pacientes com porcentagem de blastos acima de 10%
apresentaram menor expressdo génica de /RAK2 do que pacientes com < 2% de blastos
(p=0,073), pacientes com <2 - >5% de blastos (p=0,0437) e pacientes com 5-10% de blastos
(p=0,0122) (Figura 16).

Figura 16 — Nivel de expressao génica de IRAK2 em relaciio a variavel blastos IPSS-R
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Gene IRAK2 Nivel de expressio (Expressio Génica do IRAK2 (2°2€9)
Blastos IPSS- Desvio IC IC Teste de
N Média Anova# Tukey
R Padrio inferior superior  Levene
<2% 33 ,042406  ,0183830 ,035888 ,048924 ,0073
2-5% 09 ,042934 0222335 ,025844 ,060024 ,0437
,597 ,0065
5-10% 11 ,045859  ,0221605 ,030971 ,060746 ,0122
>10% 10 ,018744 0175657 ,006178 ,031309 ,0073/,0437/,0122

tANOVA one-way. Teste de Levene: Homogeneidade de variancias. Valor estatisticamente significante para p<0,05. Tukey:
Pos-teste de comparagdes multiplas. IC: Intervalo de confianga. N: nimero de casos.
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4.2.2.3 Achados citogenéticos

Pacientes que apresentaram cariotipo complexo apresentaram menor expressao de

MYDSS8 do que pacientes que tinham cariétipo ndo complexo (p=0,058) (Figura 17).

Figura 17 - Nivel de expressao génica de MYD88 em relacio a variavel cariotipo complexo
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Gene MYD88 Nivel de expressio (Expressio Génica do MYD88 (2-2€9)
IC IC Teste de
Cariétipo N Média Desvio Padrao P-valort
inferior superior Levene
Normal 41 ,873339 ,6787280 -,1428812  ,9913507
,068 ,0058
Complexo 6 ,449105 ,2221780 ,1354193 , 7130501

Teste t de Student. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de varidncias. Valor estatisticamente significante para p< 0,05.

Para o gene IRAKI, pacientes que possuiam resultado de caridtipo alterado

apresentaram menor expressdo génica do que pacientes com resultado de caridtipo normal

(p=0,0316) (Figura 18).
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Figura 18- Nivel de expressiao génica de JRAKI em relacio ao resultado do cariotipo
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Teste t de Student. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de varidncias. Valor estatisticamente significante para p< 0,05.

4.2.3 Expressao génica de MYDSS8, IRAK1, IRAK2, IRAK4, TRAF6 e NFKB na classificacdo

clinica e estratificagdo progndstica dos pacientes com SMD e LMA-RM

4.2.3.1 Classificacdio OMS 2022 para SMD e LMA-RM

Em relacgdo a classificagdo dos pacientes de acordo com os subtipos estabelecidos
pela OMS (Khoury et al., 2022), ndo encontramos diferencas significativas entre os grupos para

os genes analisados (p>0,05) (Apéndice 2).

4.2.3.2 Classificacdo dos Grupos de Risco de acordo com o IPSS-R para SMD

Quanto a classificagdo de risco segundo o IPSS-R, ndo foram observadas diferengas
nas expressdes dos genes analisados entre os grupos de risco do IPSS-R (muito baixo risco,
baixo risco, intermediario, alto risco, muito alto risco).

No entanto, quando categorizamos a doenga em duas grandes formas subtipos SMD

com sideroblastos em anel e SMD com excesso de blastos, encontramos que o gene /RAK4
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estava mais expresso em pacientes com SMD com excesso de blastos com relagdo aos pacientes

com SMD com sideroblastos em anel (p<0,001) (Figura 19).

Figura 19 — Nivel de expressao génica de IRAK4 em relacio aos subtipos SMD com
sideroblastos em anel e SMD com excesso de blastos
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Teste t de Student. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de varidncias. Valor estatisticamente significante para p< 0,05.

De modo semelhante, o gene NFKB estava mais expresso em pacientes com SMD
com excesso de blastos com relacdo aos pacientes com SMD com sideroblastos em anel
(p<0,0267) (Figura 20).

Figura 20 — Nivel de expressdo génica de NFKB em relacio aos subtipos SMD com
sideroblastos em anel e SMD com excesso de blastos
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Gene NF-kB Nivel de expressio (Expressio Génica do NF-xB (22€9)
IC IC Teste de
Subtipos N Média Desvio Padrao P-valort
inferior superior Levene
SMD com SA 11 ,081740 ,0393508 -,1033511  -,0067748
,092 ,0267
SMD com EB 23 ,136803 ,0733406 -,0945176  -,0156083

Teste t de Student. Teste de Levene - Teste de homogeneidade de variancias. Valor estatisticamente significante para p< 0,05.

4.2.4 Correlagdo da expressdo dos genes NFKB, TRAF6, MYDS8, IRAK1, IRAK2 e IRAK4
em pacientes com SMD e LMA-RM

O coeficiente de correlagdo de Pearson (r) foi realizado para se analisar a
intensidade da associacdo linear existente entre os genes € o 12 (r square) foi realizado para
analisar a influéncia de um gene sobre outro.

Observou-se uma fraca correlagdo entre os genes TRAF6 ¢ MYDSS (r = 0,352; p =
0,007), demonstrando uma influéncia de 12,4% (12 = 0,124) na variag¢ao dos niveis de expressao
de um gene sobre o outro.

Uma correlagdo moderada entre os genes IRAKI e IRAK2 (r = 0,475; p = 0,000),
demonstrando uma influéncia de 22,6% (12 = 0,226) na variacao dos niveis de expressao de um
gene sobre o outro. Correlagdo moderada também foi observada entre os genes IRAK2 e MYDSS
(r=0,402; p = 0,007), apresentando uma influéncia de 16,2% (12 = 0,162) nos seus niveis de
expressao génica e entre os genes IRAK4 e TRAF6 (r = 0,481; p = 0,000) com uma influéncia
de 23,1% (r2 = 0,231) na variagao dos seus niveis de expressao nos pacientes.

Uma alta correlag@o foi encontrada entre os genes IRAK4 e NFKBI (r=0,537;p =
0,000) que apresentaram uma influéncia de 28,9% (12 = 0,289) na variacao dos seus niveis de
expressao de um gene sobre o outro. A figura 21 apresenta o resumo das correlagdes entre todos

0S genes.
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Figura 21- Heatmap da analise de correlacido entre os genes IRAKI, IRAK2, IRAKA4,
TRAF6, NFKB e MYDS8S8 e seus niveis de expressao génica
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Tabela 16 — Resumo dos achados de expressao dos genes MYD88, IRAKI, IRAK2, IRAKA4,
TRAF6 e NFKB em SMD e LMA-RM

GENE RESULTADOS
MYD88 v Menor expressdo em LMA em comparagao a controles e SMD
v" Menor expressdo em Hb < 8g/dl em comparagdo a Hb > 10g/dl
v" Menor expressdo em blastos > 10% em comparagdo a blastos < 10%
v Menor expressdo em blastos > 10% em comparagio as demais categorias de blastos do IPSS-R
v

Menor expressdo em cariotipo complexo em comparagao a

cariotipo normal

IRAK1 v Menor expressdo em blastos > 10% em comparagio a blastos < 10%
v Menor expressdo em blastos > 10% em comparagio a categoria blastos 5-10% do IPSS
v" Menor expressdo em caridtipo anormal em comparagio a cariotipo normal
IRAK2 v Menor expressdo em blastos > 10% em comparagdo as demais categorias de blastos do IPSS-R
IRAK4 v Maior expressdo na SMD com excesso de blastos em comparagdo com SMD com sideroblastos
em anel
TRAF6 v" Maior expressdo em controles em comparagdo a SMD
NFKB v Maior expressdo em SMD com excesso de blastos em comparagdo com SMD com sideroblastos

em anel
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5 DISCUSSAO

Conforme sugerem as evidéncias clinicas e moleculares, estimulacao imune cronica
pode funcionar como um gatilho para o desenvolvimento de SMD(GANAN-GOMEZ et al.,
2015). Tanto a imunidade inata quanto imunidade adquirida estdo implicadas na doenca, mas
0s potenciais mecanismos moleculares subjacentes a vinculagdo entre disfuncdo imune e
hematopoese clonal ainda nao estdo completamente elucidados.

A contribuicdo do ambiente inflamatério na carcinogénese tem sido bem descrita,
sendo a inflamacdo considerada um hallmark do cancer, de comportamento ubiquo,
influenciando e modulando diversos outros hallmarks. Ambiente inflamatorio e desregulacao
da imunidade inata contribuem para a disfuncdo das HSC e hematopoese ineficaz de maneira
particularmente relevante, uma vez que o sistema imune inato ¢ regulador fisioloégico da
hematopoese (BALANDRAN; LASRY; AIFANTIS, 2023).

Agressoes diversas desencadeiam resposta imune e inflamacdo, e as citocinas
inflamatoérias produzidas pelas células efetoras do sistema imune atuam como fatores de
crescimento e expansdo das HSCs, com privilégio a diferenciagdo mieloide em detrimento dos
setores linfoide e eritroide. Persisténcia destes estimulos levam a ruptura da homeostase da
hematopoese e disfuncdo das HSCs, num mecanismo “non cell-autonomous” de estimulacdo
destas células(STARCZYNOWSKI; KARSAN, 2010).

No entanto, aumento da compreensdo dos mecanismos moleculares da SMD
revelaram que, em alguns casos, a inflamacao e disfun¢do da imunidade inata ndo sdo apenas
elementos que se somam aos demais para promover e amplificar a hematopoese clonal, dentro
do modelo de patogénese multifatorial da doenca Em alguns casos, mutacdes condutoras
caracteristicas da SMD, e que envolvem genes relacionados a imunidade inata e inflamagao,
sdao a causa da hiperativagdo imune e inflamatoria frequentemente descritas na doenga
(PARACATU; SCHUETTPELZ, 2020).

Elucidacdo dos genes envolvidos na regulagdo inflamatéria codificados por
segmentos frequentemente deletados na del 5q e identificagio do impacto do splicing
alternativo resultante das mutacdes SF3BI e U2AF'I, que codificam proteinas reguladoras da
resposta inflamatoria, sdo exemplos de como a desregulagdo imune e a inflamacao podem ser
resultado de mutacdes condutoras caracteristicas da doenga. Este seria o mecanismo “cell

autonomous” no qual a disfuncdo inflamatoria do compartimento hematopoiético seria
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resultado de anormalidades intrinsecas das HSCs (PARACATU; SCHUETTPELZ, 2020;
STARCZYNOWSKI; KARSAN, 2010).

Estudos envolvendo a desregulacdo do sistema imune na SMD envolvem aspectos
da imunidade inata e adquirida, bem como aspectos humorais e celulares envolvidos na resposta
imune. H4, no entanto, particular interesse na compreensao dos mecanismos envolvendo as vias
dos TLRs, incluindo a fungdo destes receptores, seus ligantes, ¢ as moléculas intracelulares
sinalizadoras destas vias, em particular a via do MYDS88, principal proteina adaptadora dos
TLRs.

Este trabalho avaliou a expressao de NFKB e genes da imunidade inata relacionados
ao complexo proteico do MYDS8S, (TRAF6, MYDS8S, IRAK4, IRAK2 e IRAKI), numa coorte
brasileira de 82 pacientes com diagndstico de SMD ou LMA-RM e 10 controles, relacionando
a expressdo destes genes a varidveis clinico-laboratoriais e estratificacdo progndstica dos
pacientes.

A expressdo do NFKB foi maior em pacientes com SMD com excesso de blastos
(SMD-EB) quando comparada ao subtipo de SMD sem excesso de blastos e com sideroblastos
em anel (SMD-SA). Este achado tem sido descrito na literatura em outras coortes, com niveis
aumentados de expressdo e/ou atividade NFKB encontrados em formas avangadas da doenga,
uma vez que a ativacao desta via induz a expressao de citocinas inflamatorias e sinalizacao de
vias relacionadas a proliferacao, conferindo vantagem proliferativa e favorecendo a dominancia
clonal nas fases avangadas IMMUNE DYSREGULATION).

A expressdao do MYDSS foi menor em pacientes com LMA quando comparados aos
controles ¢ as SMDs. Pacientes com Hb < 8,0g/dl apresentaram menor expressdao quando
comparados aos com Hb > 10g/dl, sendo menor expressao de MYDS8S observada também em
pacientes com blastos > 10% quando comparados a blastos < 10% e as demais categorias do
IPSS quanto ao percentual de blastos. Além dos achados relativos as variaveis clinico-
laboratoriais, menor expressao de MYDS8S também foi observada em pacientes com caridtipo
complexo quando comparados aos pacientes com cariotipo normal.

Ao contrario das neoplasias linfoides, nas quais muta¢do com ganho de fung¢ao
(L265P) do MYDS&S ¢ amplamente descrita, sendo conhecida sua contribui¢do para a patogénese
destas doengas, os dados da literatura relativos ao MYD88 em SMD em pacientes com
neoplasias mieloides sdo escassos, € a relagdo entre expressao/atividade aumentada deste gene
e varidveis prognosticas ndo ¢ conclusiva. Dimicolli e colaboradores (2013) mostraram, numa
coorte de 64 pacientes com SMD, que 40% deles apresentavam aumento da expressdo do

MYDS8S com relagdo aos controles. Esta expressao foi maior no grupo de baixo risco quando
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comparado ao grupo de alto risco. No entanto, os pacientes com maior expressao apresentaram
menor sobrevida, o que poderia refletir o dado da literatura de que 50% dos 6bitos em SMD
sdo relacionados as citopenias e ndo a transformacdo para LMA (GANAN-GOMEZ et al.,
2015). Baakhlagh e colaboradores (2021), por sua vez, numa coorte de 40 pacientes com LMA,
identificaram expressao aumentada do MYDSS8 nos pacientes com prognostico desfavoravel e
nos quimiorefratarios quando comparados com os de prognoéstico favoravel e quimiosensiveis
(BAAKHLAGH et al., 2021).

Na coorte estudada neste trabalho, a expressao de MYDS8S8 foi menor em pacientes
com caracteristicas clinicas e laboratoriais relacionadas a prognoéstico desfavoravel. Dados
relativos a expressao e/ou atividade dos TLRs sugerem que hiperativacdo e/ou hiperexepressao
destes receptores ¢ de moléculas sinalizadoras das suas vias estdo mais frequentemente
associadas a SMD de baixo risco, na qual ha aumento da apoptose e da piroptose, com
hematopoese ineficaz e citopenias (PARACATU; SCHUETTPELZ, 2020). Utilizando um
modelo murino, Monlish e colaboradores demonstraram que a perda de 7LR2 e/ou MYDS8S
levou a redugdo da apoptose e acelerou a transformacgdo leucémica, sugerindo um papel da
imunovigilancia no controle da progressao clonal (MONLISH et al., 2018). Nao ha dados
semelhantes em humanos, mas Wei e colaboradores (2013) demonstraram aumento da
expressao de TLR2 em pacientes de baixo risco comparados aos pacientes de alto risco,
enquanto Wei e colaboradores demonstraram a associacdo entre hiperexpressdo de TLR2 e
aumento da apoptose em um estudo in vitro (WEI et al., 2013; ZENG et al., 2016b),
corroborando a ideia de que hiperatividade das vias dos TLRs, em particular TLR2 e TLR4,
estdo associadas a doencas de baixo risco, € sugerindo que as moléculas sinalizadoras das vias
dos TLRs podem também estar preferencialmente hiperexpressas nestas formas de
SMD(PARACATU; SCHUETTPELZ, 2020).

Variaveis relativas a regulagdo da expressdo génica, como regulacdo transcricional
e translacional do gene, bem como relativas a expressao de reguladores negativos do MYDSS8
devem ser consideradas na interpretagao dos resultados, sendo necessarios estudos adicionais,
incluindo avaliacdo da expressdo da proteina MYDSS.

A expressdo do IRAK4, por sua vez, foi maior na SMD com excesso de blastos
em comparacdo com a SMD sem excesso de blastos e com sideroblastos em anel (SMD-SA).
Sabe-se que o se 0 IRAK4 expressa pelo menos 2 isoformas de mRNA, resultado de mecanismo
de splicing alternativo: a IRAK4-S, isoforma mais curta, onde o éxon-4 ou éxon-6 sdo

excluidos, e a IRAK4-L, isoforma mais longa, onde o éxon-4 ou €éxon-6 sdo incluidos. A
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isoforma longa, IRAK4-L, leva a ativacdo persistente da via do MYD8S, interagindo de forma
mais eficiente com esta proteina.

Mutagdes em proteinas relacionadas ao splicing, como a SF3B1 ¢ a U2AF1 sdo
comuns em SMD e estdo relacionadas a expressdo diferencial das isoformas de IRAKA4.
Choudhary e colaboradores (2022) demostraram que a muta¢ao do SF3B1, com retencao do
éxon 6, leva a hiperexpressdo de uma isoforma longa de IRAK4 (IRAK4-L), com maior
atividade da via NFKB. Este achado foi relacionado as varidveis clinicas e laboratoriais de 183
amostras de células CD34 de pacientes com SMD, havendo maior expressdo nos grupos com
menor contagem de plaquetas, maior percentual de blastos e maior necessidade transfusional,
variaveis clinicas associadas a prognoéstico desfavoravel. Em outra coorte de casos de SMD e
LMA, expressao da IRAK4-L foi maior nos pacientes com cariotipo complexo(CHOUDHARY
et al., 2022). Nas SMDs e LMAs com mutacdo U2A4FI a isoforma longa IRAK4-L ¢
preferencialmente expressa, como resultado de splicing alternativo com retengdo do éxon 4,
estando associada a prognostico desfavoravel (PELLAGATTI; BOULTWOOD, 2023; SMITH
et al., 2019). Khalilian e colaboradores (2024), por sua vez, encontraram aumento da expressao
de IRAK4 em células mononucleares de MO de pacientes com SMD e LMA em comparagado
com os controles, sendo a expressao maior em SMD que em LMA. Nesta coorte ndo foram
analisadas as isoformas de IRAK4 (KHALILIAN et al., 2024).

No presente trabalho a expressao do mRNA das isoformas IRAK-L e IRAK-S nado
foi avaliada, o que poderia explicar a auséncia de expressao diferencial de /RAK4 no subgrupo
de SMD sem excesso de blastos e com sideroblastos em anel (SMD-SA), na qual a mutacao
SF3B1 ¢ um critério diagndstico e tem reconhecido papel na patogénese. No entanto, o achado
de maior expressdo de /RAK4 em formas mais avancadas de SMD nesta coorte converge com
os dados da literatura(PELLAGATTI et al., 2010). A correlagdo forte demonstrada entre /[RAK4
e NFKB no estudo de correlagdo converge com as informagdes da literatura acerca do papel
critico da IRAK4 na ativagdo da via NFKB, razdo pela qual tem sido estudada como um
potencial alvo terapéutico em doencas inflamatorias e SMD(GONZALEZ -LUGO; VERMA,
[s.d.]).

Embora participe da sinalizagcdo de varios TLRs, faca parte do complexo proteico
do MYDS8S8 e sua hiperexpressdo esteja associada ao aumento da ubiquitilagdo do TRAF6 e
ativacdo da via do NFKB, nao hé dados relevantes acerca da expressao de /RAK2 em SMD e
neoplasias mieloides (BENNETT; STARCZYNOWSKI, 2022; RHYASEN;
STARCZYNOWSKI, 2015). Na presente coorte, a expressao do /RAK?2 foi menor nos pacientes
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com blastos > 10% quando comparados as demais categorias do IPSS quanto ao percentual de
blastos.

A IRAKI1 ¢ o ultimo elemento do complexo proteico do MYDS88. Apds ser
fosforilado pela IRAK4, ativa o TRAF6, atuando como um importante mediador da sinalizagado
dos TLRs. E alvo de regulagdo negativa pelos microRNAs miR-145 ¢ miR-146a, e pacientes
com SMD e delecdo de miRNAs, como ocorre na del 5q, apresentam aumento da expressao de
IRAK e hiperativagao inflamatéria (VEGIVINTI et al., 2023).

Quanto a expressdao de [RAKI, nesta coorte pacientes com blastos > 10%
apresentaram menor expressdo de /RAKI quando comparados aos com blastos < 10%.
Expressdo menor também foi observada nos pacientes com cariotipo anormal quando
comparados a cariotipo normal. Dados da literatura revelam que o /RAK esta hiperexpresso
em 20 a 30% dos pacientes com SMD, estando relacionado a pior sobrevida. Foi observada
também aumento da expressdo da proteina IRAK1 numa forma hiperativada (RHYASEN;
BOLANOS; STARCZYNOWSKI, 2013). Nao ha dados relacionando expressao do IRAKI as
variaveis prognosticas.

O TRAF®6, por sua vez, ndo faz parte do complexo proteico do MYDS8S, mas ¢
ativado pelo IRAK1, sendo um mediador central na sinaliza¢do da imunidade inata. Expressao
e/ou atividade aumentada de TRAF6 pode refletir hiperativagdo das vias dos TLRs ou reducao
dos seus inibidores, miR-145 e miR-146a (regulacdo da expressdo) e TIFAB (regulagdo da
estabilidade).

Alguns trabalhos demonstraram aumento da expressdo do TRAF6 na SMD e LMA
quando comparado aos controles, sendo um gene potencializador ou promotor de hematopoese
aberrante nestas doencgas. No entanto, Muto e colaboradores descreveram uma possivel agao
supressora de tumor do TRAF6 que, cooperando com a mutagdo de perda de fun¢do do TET2,
associada a hiperativagdo dos TLRs, promove ubiquitinacdo do MYC, reduzindo a acdo
proliferativa resultante da ativacdo deste gene. Hipoexpressdo do TRAF6 leva a menor
ubiquitinagdo do MYC e maior proliferacao celular(MUTO et al., 2022) .

Na presente coorte, TRAF6 apresentou maior expressdao nos controles quando
comparados a SMD. Melhor compreensao destes achados demandaria estudos com avaliagao
da expressao da proteina e/ou estudos associados da expressdao dos reguladores do TRAF6,
miR-145, miR-146a e TIFAB (regulacao da estabilidade).

Em resumo, os achados da expressdo génica de genes da imunidade inata na
presente coorte revelaram menor expressao de MYDSS, IRAK I, IRAK2 e TRAF6 em pacientes

com critérios clinico-laboratoriais de progndstico desfavoravel, enquanto /RAK4 ¢ NFKB
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estiveram mais expressos em formas mais avangadas de doenca, como a SMD com excesso de
blastos.

Tais achados devem considerar as variaveis genéticas e epigenéticas envolvidas na
expressao diferencial de genes relacionados a imunidade inata, e devem ser interpretados a luz
da complexidade da relagdo entre desregulacao imune e SMD, que inclui desregulacao das vias
dos TLRs, anormalidades das citocinas, das vias de proliferacdo e de apoptose, além de
anormalidades da imunidade celular (GARCIA-MANERO, 2023). Esta desregulacdo imune
pode determinar o aumento da apoptose, predominante nas fases iniciais da doenga, ou a
imunotolerancia e dominancia clonal caracteristicas das fases tardias da doenga (PARACATU;
SCHUETTPELZ, 2020).

Nas doengas iniciais ou de baixo risco, predominam citocinas relacionadas a
apoptose ¢ ha um incremento da imunidade celular, como evidenciado, pelo aumento de
linfocitos T CDS, com agdo citotoxica, redugdo das células Treg, que auxiliam na tolerancia
imune, e aumento de mediadores envolvidos nas vias de apoptose. Nas doengas avangadas, ou
nas formas de alto risco, hd reducdo dos linfocitos T CDS8, aumento dos Treg, e aumento de
mediadores envolvidos em vias anti-apoptoticas e proliferativas, com a via NFKB
(SALLMAN; LIST, 2019).

Tais achados corroboram a ideia de que os mecanismos envolvidos na relacao entre
desregulagdo imune e SMD sdo complexos e variam de acordo com as formas da doenca,
influenciados por fatores genéticos e epigenéticos. O conhecimento destes mecanismos
possibilita a identificagdo de biomarcadores e de moléculas com potencial efeito terapéutico
nas diferentes fases da doenga.

Nas doencas de baixo risco, o uso de imunossupressores € imunomoduladores,
como a Lenalidomida, com reconhecido efeito terapéutico para a Sindrome do 5q-, encontra-se
bem estabelecido. Nas doencas de alto risco, por sua vez, nas quais os agentes hipometilantes
ja tém papel bem definido, a associagdo com inibidores de check-points (nivolumab,
durvalumab) tém sido estudada, visando suplantar a imunotolerancia caracteristica destas
formas de SMD (GARCIA-MANERO, 2023) .

A melhor compreensdo dos mecanismos moleculares da via do MYD88 na SMD e
LMA tem provocado interesse no estudo de drogas inibidoras de IRAK1 e IRAK4 no tratamento
destas doengas. O CA4948 (Emavusertib), por exemplo, ¢ uma droga inibidora de IRAK4 que
se liga ao dominio kinase da proteina e que vem sendo estudada para tratamento de SMD e
LMA como droga isolada e em combinagdo com agentes hipometilantes ou inibidores de BCL2.

Um inibidor combinado de IRAK1/IRAK4, o R289/R835 também encontra-se em estudo com
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esta finalidade. O crescente interesse nestas drogas envolvidas no controle da desregulagao
imune reflete a importancia das vias relacionadas a imunidade e inflamag¢do na patogénese da

SMD (PLATZBECKER, 2019).
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6 CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho, realizado numa coorte brasileira de pacientes com
SMD, sugerem a presenca de anormalidades da expressdo de NFKB e genes relacionados a
imunidade inata, em particular TRAF6 e genes relacionados ao complexo proteico do MYDSS,
nesta doenga.

A maior expressdo de NFKB e sua correlacdo com a expressao aumentada do /RAK4
em subgrupos de varidveis prognoésticas desfavoraveis de SMD corrobora a importancia da via
NFKB na patogénese da doenca, e da IRAK4 como potencial alvo terapéutico, uma vez que
suas isoforma IRAK4-L tem papel critico na ativagdo da via NFKB.

A menor expressdo de MYDSS, IRAK 1, IRAK2 e TRAF6 em pacientes com a doenga
e em subgrupos de variaveis prognoésticas favoraveis converge com o modelo de patogénese
proposto para a SMD, no qual nas fases iniciais da doenc¢a hd maior atividade dos mecanismos
de controle da progressao clonal, incluindo aumento da resposta imunidade inata e inflamacao,
levando a apoptose e hematopoese ineficaz.

Algumas limitacdes deste estudo incluem a utilizag@o de células mononucleares de
MO, e ndo de células CD34, e a ndo utilizagdo de sonda de IRAK4 que incluissem os éxons 4
e/ou 6, para avaliagdo da expressdo da isoforma longa, IRAK4-L. Outra limitagdo ¢ a auséncia
de analise da expressao das proteinas para avaliar se as anormalidades encontradas na expressao
dos genes estudados sao traduzidas em anormalidades da expressao das respectivas proteinas.

Na SMD esta avaliacdo da expressdao proteica ¢ de particular importancia para
interpretar os dados de expressdo génica, uma vez que anormalidades epigenéticas e
relacionadas ao splicing sdo frequentemente descritas na SMD, podendo afetar
significativamente a expressao das proteinas.

Como perspectivas futuras, uma alternativa para melhor compreensao dos achados
deste estudo € o estudo da expressdo das proteinas TRAF6 e do complexo proteico do MYDSS,
para avaliar se os achados de menor expressao de MYDSS, IRAK2 e IRAKI em SMD com
caracteristicas clinicas de progndstico favoravel, bem como se menor expressao de TRAF6 em
pacientes com SMD em comparagao com os controles se traduzem na reducao da expressao das

proteinas codificadas por estes genes.
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APENDICES
APENDICE 1 - CARACTERISTICAS CITOGENETICAS E CLASSIFICACAO CLINICA DOS PACIENTES COM SMD E LMA

Paciente  Sexo Idade Celularidade Cariotipo ‘WHO_2022 IPSS_R Dep_transfusional Evolu¢io LMA Obito
1 F 81 - 46,XX[5] SMD-BB-SA Baixo Sim Nao -
2 F 46 Hipercelular 46,XX[8] SMD-BB Baixo Sim Sim -
3 M 86 Hipercelular 46,XY[25] SMD-BB Intermediario Sim - -
4 M 63 - 47,XY,+8[6]/47,XY,del(7)(q32),+8[71/46,XY[2] SMD-EB Alto Sim Nao Sim
5 M 66 Hipercelular SMD-BB - Sim Nao -
6 M 32 Hipocelular 46,XY,del(5)(q15q33),del(17)(p11.2)[7]/46,XY[13] SMD-BB Baixo Nao - -
7 M 92 Hipercelular Auséncia de metafases SMD-BB - Nao Nao -
8 M 85 Hipercelular 46,XY[20] SMD-BB Baixo Nao Nao -

46,XY,add(13)(p11)[12]/46,XY,del(7)(q32),add(13)(p
9 M 77 - 11)[4]/48,XY,add(13)(p11),+22,+mar[9]/48,XY ,del(7 SMD-BB Muito alto Sim Nao -
)(g32),add(13)(p11),+22,+mar[3]/46,XY[2]
10 F 44 - 46’XX’del(5)(q115)‘22[59)][/;‘]?;2’);;6[{:]5)(ql5‘133)"161(1 SMD-BB Baixo Sim Néo -
11 M 47 Normocelular 47,XY,+mar[5]/46,XY,del(5)(q31)[5]/46,XY[15] SMD-BB Baixo Sim Nao -
12 M 81 Hipercelular 46,XY[20] SMD-BB Intermediario Sim Sim -
13 M 79 Normocelular 46,XY[6] SMD-BB Baixo Nao Nao -
14 M 71 Hipercelular 46,XY[17] SMD-BB-SA Baixo Nao Nao -
15 M 68 Hipercelular Auséncia de metafases SMD-EB - Sim Nao -
16 F 72 - - SMD-EB - Sim Nio -
17 F 59 - Auséncia de metafases SMD-BB - Sim Nio -
18 F 84 - Auséncia de metafases SMD-BB-SA - Nao Nao -
19 M 78 - - SMD-BB - - Nao -
20 F 73 Hipercelular 46,XX[20] SMD-BB-SA Baixo Sim Nao -
21 F 70 Hipercelular - SMD-BB-SA - Sim Nio -
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Paciente  Sexo Idade Celularidade Carié6tipo WHO_2022 IPSS R Dep_transfusional Evolu¢io LMA Obito
22 M 79 - 46,XY, del(5)(q34),del(11)(q23)[7]/46,XY[5] SMD-BB Intermediario Sim Nao Sim
23 M 25 Hipocelular 46,XY[20] SMD-h Baixo Sim Nao Nao
24 F 60 Normocelular 45,X,-X[20]/46,XX[4] SMD-EB Muito Alto Sim Nao Sim
25 M 60 - 47,XY,+15[10]/46,XY[10] SMD-BB-SA Intermediario Sim Nao -
26 M 40  Hipocelular 4;;;é]maggﬁ‘g(ﬁq‘ﬁl)(?éﬁ% 35?313%&%” SMD-h Intermedidrio Nio Nio Nio
27 F 87 Hipercelular 47,XX,t(4;11)(q27;932),tmar[4]/46,XX[16] SMD-BB Intermediario Nao Sim -
28 F 77 Hipercelular 46,XX][15] SMD-BB Muito baixo Nao Sim -
29 F 74 Hipercelular Auséncia de metafase SMD-BB - Sim Nao -
30 M 59 - Auséncia de metafases SMD-BB - Nao Nao -
31 M 61 Hipercelular Auséncia de metafases SMD-BB-SA - Nao Nao Nao
32 F 53 Hipercelular 46,XX[20] SMD-BB Baixo Nao Nao -
33 F 63 Hipocelular 46,XY[10] SMD-BB Baixo Nao Nao -
34 M 76 Hipercelular Auséncia de metafases SMD-BB-SA - Nao Nio -
35 M 81 Hipocelular 46,XY[18] SMD-BB Baixo Nao Nao -
36 M 92 - 46,XY,del(5)(q32)[13]/46,XY[17] SMD-Del(5q) Baixo - Nio -
37 M 71 Normocelular 46,XY[20] SMD-EB Intermediario Sim Nao -
38 F 75 - 46,XX[20] SMD-BB-SA Baixo - Sim -
39 M 75 Hipercelular 92, XXYY<4n>[4]/46,XY[8] SMD-EB Alto - Sim -
40 M 83 Hipercelular 92,XXYY[5]/46,XY[15] SMD-BB Muito baixo Nao Nio -
41 M 71 Hipercelular 46,XY[20] SMD-BB Baixo Sim Sim Sim
42 F 25 Hipocelular 46,XX[20] SMD-h Intermediario - Nao -
43 F 78 - 46,XX[20] SMD-BB Baixo Nao Nio Nao
44 M 79 - 46,XY[20] SMD-EB Intermediario - Nio -
45 F 81 - 47,XX,+8[91/47,XX,+8,del(20)(q12)[5]/46,XX[6] SMD-BB-SA Intermediario - Nao -
46 F 83 - 46,XX[12] SMD-EB Alto - - -
47 F 81 Hipercelular 46,XX [20] SMD-BB Muito baixo Nao Nao -
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Paciente  Sexo Idade Celularidade Carié6tipo WHO_2022 IPSS R Dep_transfusional Evolu¢io LMA Obito
46,XY,t[5;19)(q13.2;q13.4)[3]/46,XY,t[5;19)(q13.2;q
48 M 89 - 13.4),1(8,21)(q21.3;922.12)[3]/46,XY,del(X)(q21),t(5; SMD-EB Muito alto - Sim -
19)(q13.2;q13.4),1(8;21)(q21.3;q22.12)[5]/46,XY[9]

49 F 46 Hipercelular 46,XX[20] SMD-BB Baixo Nao Nao -
50 F 93 - 46,XX,+8[12]/46,XX[8] SMD-EB Muito alto - Nio -
51 M 84 - 46,XY[20] SMD-EB Alto - Nao -
52 F 81 Hipercelular 46,XX[20] SMD-BB-SA Baixo - Nao -
53 M 87 - 46,XY[20] SMD-BB Baixo Nao Nao -
54 F 49 - 46,XX[4] SMD-BB Baixo - Nio -
55 M 76 Hipercelular 46,XY,del(5)(q31)[2]/46,XY,del(5)(q31),-7,+8[16] SMD-EB Muito alto - Nao -
56 F 85 - 46,XX[20] SMD-EB Intermediario - Nao -
57 F 48 Hipocelular 46,XX[20] SMD-h Intermediario - Nao -
58 M 73 Hipercelular 46,XY[20] SMD-EB Alto - Nao -
59 F 91 - 46,XX[20] SMD-EB Alto Sim Nao Sim
60 M 65 Hipercelular 46,XY[20] SMD-f Alto - Nao -
61 F 87 - 46,XX,del(5)(q14)[5]/46,XX[15] SMD-EB Muito alto - Nao -
62 F 86 - Trissomia do 8 SMD-EB Alto - Nao -
63 M 86 Hipercelular 46,XY[20] SMD-BB-SA Baixo - Nao -
64 F 44 Hipercelular 46,XX[20] SMD-BB Baixo - Nao -
65 M 86 - 92,XY[3]/46,XY[4] SMD-BB-SA Alto - Nao -
66 M 69 Hipercelular 7f&ﬁf%;};31)3(])3311{?26(1)()2(1(132)2};1 5;;[62’6] SMD-biTP53 Muito alto - Sim -
67 M 81 Hipercelular 46,XY[18] SMD-BB - - Nao -
68 F 55 - 92-184,XX[8]/46,XX[20] SMD-EB Alto Nio - Sim
69 M 69 - 46,XY[15] SMD-EB Muito alto - Nio -
70 F 77 Hipercelular 46,XX[20] SMD-BB Baixo Sim Nao Nao
71 F 65 Normocelular 46,XX, 16gh+[20] SMD-BB Baixo Nao Nao Sim
72 F 64 Hipercelular 46,XX[20] SMD-EB Alto Sim - Sim
73 F 71 Hipercelular 46,XX[10] SMD-EB Alto Nao Nao Nao
74 F 79 - 46,XX,del(5)(q13)[8]/46,XX[12] SMD-EB Muito Alto - - -
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75 F 86 - 46,XX, del(5)(q14)[20] SMD-Del(5q) Baixo - Nio -
76 F 65 Hipercelular 47 XX, +mar [12] SMD-EB Muito alto - - -
45,XX,-5,del(5)(q31)[3]/45,XX,- " )

7 e 5,del(5)(q3 1), der(1)(1;8)(p36.3:024)[16]/46,XX[ 1] LMA secunddria

78 M 79 46,XY[20] LMA secundaria Nao

79 M 76 46,XY[20] LMA secundéria Nao

46,XX,del(3)(q21).-
80 F 32 5,+6,+8,i(11)(q10),add(16)(p13.3),add(17)(p13),+mar LMA secundaria Nio
20
81 M 75 46,XY[20] LMA secundaria

84 M 81 45,X,-Y[20] LMA secundaria
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APENDICE 2 — ESTRATIFICACAO DAS ASSOCIACOES ENTRE AS EXPRESSOES DE
IRAKI, IRAK?2, IRAK4, TRAF6, NFKB e MYD88 FRENTE AS VARIAVEIS CLINICO-
LABORATORIAIS DOS PACIENTES

CONTROLE X SDM X LMA
Gene Grupo Média Mediana Minimo Maximo EPM p Valor
Controle ,5406150 ,4551950 32115 ,82218 ,1944276
IRAK1 ,402¢
SMD , 7190249 ,6727700 ,08877 1,51437 ,3654998
LMA 6727117 ,5370450 ,37276 1,33034 ,3537542
Controle ,0397856 ,0328300 ,01872 ,06709 ,0194044
IRAK2 455
SMD ,0391536 ,0374200 ,00124 ,09752 ,0209747
LMA ,0282133 ,0212500 ,00996 ,05237 ,0179147
Controle ,1815870 ,0874850 ,01000 ,48966 , 1814055
IRAK4 7574
SMD ,1245811 ,0752500 ,00227 ,85757 ,1592974
LMA ,1518417 ,0886350 ,00616 ,53592 ,1958501
Controle ,L1990710 ,2020400 ,04887 ,35302 ,1125852
TRAF6 ,030°
SMD ,1301700 ,1156400 ,02250 ,33553 ,0735286
LMA ,1026375 ,1084150 ,04290 ,15082 ,0470444
Controle ,0915375 ,L1001550 ,03766 ,14780 ,0435144
NFKB ,613
SMD ,1100845 ,L1030100 ,00618 ,22266 ,0500408
LMA ,1120167 ,L1083700 ,03845 ,20950 ,0672227
Controle ,9404700 , 7053700 ,41402 2,13870 ,5990811
MYD88 ,021*
SMD 1,2673872 , 7596350 ,17491 18,91766 2,3250831
LMA ,3262883 ,2928350 ,10460 ,66045 ,20048824

#One-way Anova: Valor estatisticamente significante para p< 0,05. # Kruskal-Wallis: Valor estatisticamente

significante para p< 0,05.

SEXO
Gene Grupo Média Mediana Minimo Méximo E.PM p Valor

Feminino 2,0691879 ,8221800 ,08877 19,39559 3,816146

IRAK1 842t
Masculino 1,8590329 ,7091400 ,11247 19,46249 3,657110
Feminino ,0413993 ,0374200 ,00124 ,09752 ,022422

IRAK?2 ,190
Masculino ,0353131 ,3235100 ,00253 ,07348 ,018259
Feminino ,1427778 ,0802950 ,00227 ,85984 ,1839008

IRAK4 ,683*

Masculino 1220585 0751200 ,00459 71128 ,1381883
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SEXO
Gene Grupo Meédia Mediana Minimo Maximo E.PM p Valor

Feminino ,6319700 4066053 ,02250 5,49682 1,2506405

TRAF6 ,069"
Masculino ,2883320 ,1286900 ,03589 2,94848 ,4957250
Feminino ,1133871 ,1078000 ,00618 ,22266 ,0506810

NFKB ,402
Masculino ,1038398 ,1016100 ,02503 ,22048 ,0504369
Feminino 1,3494200 ,7812500 ,17491 18,91766 2,7112723

MYDS88 ,163%
Masculino ,9835804 ,5597600 ,10460 7,11924 1,2896258

#T-test: Valor estatisticamente significante para p< 0,05. #Mann-Whitney: Valor estatisticamente significante para p< 0,05.

IDADE - CATEGORIAZADA

Gene Grupo Meédia Mediana Minimo Maximo E.PM P

Valor
<60 anos 1,6444474 , 7737500 ,08877 12,35848 2,7554774

IRAKI 977
> 60 anos 2,0575050 , 7968950 ,11247 19,46249 3,9716554
< 60 anos ,0721026 ,0351500 ,01328 ,57941 ,1265168

IRAK2 ,601#
> 60 anos ,0615739 ,0429750 ,00124 ,38440 ,0657092
< 60 anos ,1055772 ,0627400 ,00656 ,85984 ,1933235

IRAK4 ,091#
> 60 anos ,1405649 ,0877850 ,00227 ,79134 ,1565416
<60 anos ,3800184 ,1254900 ,02250 2,15457 ,5981986

TRAF6 ,646'
> 60 anos ,4896578 ,1517350 ,03589 5,49682 1,0533970
<60 anos ,1132394 ,1111000 ,00618 ,18543 ,0556216

NFKB ,625
> 60 anos ,1064050 ,1016100 ,02503 ,22266 ,0494986
<60 anos 9142500 ,7380200 ,22136 2,58131 ,6254612

MYDS88 ,740%
> 60 anos 1,2477418 ,6202100 ,10460 18,91766 2,3889390

#T-test: Valor estatisticamente significante para p< 0,05. #Mann-Whitney: Valor estatisticamente significante para p< 0,05

HEMOGLOBINA (IPSS-R)

Gene Grupo Média Mediana Minimo Maximo E.P.M p
Valor
>10 g/dL ,6137970 ,6121400 ,40924 ,86287 ,1518330
IRAKI 8-10 g/dL ,7089075 ,6303800 ,08877 1,44931 ,3993118 ,582¢
<8 g/dL , 7518384 ,6908800 ,18637 1,51437 ,3814627
>10 g/dL ,0465842 ,0355350 ,01553 ,08452 ,0258046
IRAK2 ,095
8-10 g/dL ,0414658 0,198590 ,01535 ,09752 ,0198590
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HEMOGLOBINA (IPSS-R)

Gene Grupo Média Mediana Minimo Méximo E.PM Vagor
<8 g/dL ,0329682 ,0338150 ,00124 ,07154 ,0187097
>10 g/dL ,0711585 ,0653100 ,00747 ,18469 ,0570017

IRAK4 8-10 g/dL ,1616054 ,0751850 ,00227 ,85984 ,2281782 ,358*
<8 g/dL ,1218292 ,0877850 ,00616 , 71128 ,1229028
>10g/dL ,0928822 ,0987600 ,04290 ,13283 ,0317883

TRAF6 8-10 g/dL ,1357611 ,1254900 ,02250 ,31980 ,0717554 ,125
<8 g/dL ,1105831 ,1114100 ,03589 ,21857 ,0471994
>10g/dL ,1161107 ,1078000 ,04237 ,18543 ,0472593

NFKB 8-10 g/dL ,1189776 ,1111500 ,02503 ,22048 ,0599839 ,380°
<8 g/dL ,1011421 ,1006300 ,00618 ,22266 ,0450240
>10g/dL 1,5465200 1,0093601 ,25760 7,11924 1,7534101

MYDS8 8-10 g/dL 1,4928014 ,8005600 ,30962 18,91766 3,4446738 ,024%
<8 g/dL ,8534082 ,4994400 ,10460 5,4135 1,0035769

#One-way Anova: Valor estatisticamente significante para p< 0,05. # Kruskal-Wallis: Valor estatisticamente

significante para p< 0,05.

ANC (IPSS-R)

Gene Grupo Média Mediana Minimo Maiaximo E.PM p Valor

< 800 mm? ,6371680 ,6123100 ,18637 1,33034 ,3101207

IRAK1 315
> 800 mm? , 7454788 ,6908800 ,08877 1,51437 ,3759892
< 800 mm? ,0302489 ,0288050 ,00124 ,07018 ,0288050

IRAK?2 ,065"
> 800 mm? ,0408178 ,0396900 ,00737 ,09752 ,0206791
< 800 mm? ,0742505 ,0584400 ,00616 ,22213 ,0610190

IRAK4 J152¢
> 800 mm? ,1438888 ,0902700 ,00227 ,85984 ,1794617
< 800 mm? ,6822119 ,180400 ,06271 4,20869 1,0070410

TRAF6 ,075%
> 800 mm? 4321372 ,1311700 ,02250 5,49682 1,0272589
< 800 mm? ,1075179 ,1086000 ,00618 ,22266 ,0533536

NFKB ,788!
> 800 mm? ,1093335 ,L1017100 ,02503 ,22048 ,0493299
< 800 mm? ,9400410 ,8532200 ,10460 2,58131 , 7911502

MYDSS ,667%
> 800 mm? 1,2875131 ,6121700 ,20232 19,91766 2,5696060

#T-test: Valor estatisticamente significante para p< 0,05. #Mann-Whitney: Valor estatisticamente significante

para p< 0,05.
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PLAQUETAS (IPSS-R)

Gene Grupo Média Mediana Minimo Maximo E.PM P
Valor
>100.000 , 7971800 ,7091400 ,26285 1,51437 ,3456833
IRAK1 50.000 - ,6622079 ,6930300 ,11247 1,44541 ,3898785 ,256'
<100.000
<50.000 ,6395277 ,5339250 ,08877 1,43851 ,3587979
>100.000 ,0434414 ,0409450 ,01856 ,0972 ,0182172
IRAK?2 50.000 - 0327335 ,0351500 ,00124 ,07545 ,0202612 ,2041
<100.000
<50.000 ,0360912 ,0282800 ,00253 ,08452 ,0233276
>100.000 ,1246341 ,0848150 ,00227 , 79134 ,1450393
IRAK4 50.000 - 0770500 ,0456800 ,00486 ,22213 ,0762128 ,249 %
<100.000
<50.000 ,1618808 ,0722550 ,01247 ,85984 ,2107915
>100.000 ,1216365 ,1212650 ,05091 ,21857 ,04657625
TRAF6 50.000 - 1129231 ,0899400 ,02250 ,22091 ,0590119 ,578!
<100.000
<50.000 ,1051594 ,1027650 ,03589 ,24853 ,0523597
>100.000 ,1117607 ,1070000 ,02503 ,22048 ,0480973
NFKB 50.000 - 0960789 ,0973350 ,00618 ,22266 ,0530746 ,356
<100.000
<50.000 ,1186880 ,1238600 ,02608 ,20950 ,0529378
>100.000 1,4116615 ,8047300 ,19488 18,91766 3,1439460
MYD88 50.000 - 1,3971155 ,7064750 ,10460 7,11924 1,8179893 ,363%
<100.000
<50.000 , 7978700 ,5571950 ,17234 3,39223 ,7395532

#One-way Anova: Valor estatisticamente significante para p< 0,05. # Kruskal-Wallis: Valor

estatisticamente significante para p< 0,05.

DISERITROPOESE
Gene Grupo Média Mediana Minimo Maximo E.PM p Valor

Auséncia ,5577857 ,4748400 ,37276 ;79118 ,1579929

IRAK1 ,249
Presencga ,7258507 ,6559600 ,08877 1,51437 ,3757364
Auséncia ,0440855 ,0489200 ,01002 ,07794 ,0221744

IRAK2 ,373
Presenca ,0379768 ,0360700 ,00124 ,09752 ,0204263
Auséncia ,1134227 ,0567900 ,00930 ,53592 ,1585659

IRAK4 ,288"

Presenca  ,1321378 ,0877850 ,00227 ,85984 ,1640672
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DISERITROPOESE
Gene Grupo Meédia Mediana Minimo Maximo E.PM p Valor

Auséncia ,7349864 ,1216500 ,03589 5,44779 1,6026904

TRAF6 ,534%
Presenca ,4705671 ,1434500 ,02250 5,49682 9223212
Auséncia ,1210030 ,1029700 ,02608 ,20950 ,0556274

NFKB 521
Presenca ,1096660 ,1052150 ,00618 ,22266 ,0507130
Auséncia , 7470391 ,5740300 ,17234 1,8136 ,5540216

MYD88 Al14¥
Presenca 1,2999932 ,7380200 ,17491 18,91766 2,4328420

#T-test: Valor estatisticamente significante para p< 0,05. #Mann-Whitney: Valor estatisticamente significante

para p< 0,05.
DISGRANULOPOESE
Gene Grupo Média Mediana Minimo Maiximo E.PM p Valor

Auséncia 2,0182605 ,6908800 ,18637 19,46249 3,6483926

IRAK1 ,690%
Presenca 2,2892556 ,9424700 ,08877 19,39559 4,2996189
Auséncia ,0385534 ,0358200 ,00124 ,09752 ,0214888

IRAK?2 ,867
Presenca ,0394015 ,0414700 ,00536 ,08452 ,0200887
Auséncia , 1467466 ,0980700 ,00227 , 79134 ,1752568

IRAK4 A413%
Presenca ,1084665 ,0701250 ,00486 ,85984 ,1450936
Auséncia ,5220159 ,1325700 ,03589 5,49682 1,1828039

TRAF6 ,641*
Presenca ,4910597 ,1526500 ,02250 4,20869 ,8616897
Auséncia ,1137969 ,1113200 ,00618 ,22266 ,0562047

NFKB 676
Presenca ,1086265 ,1021500 ,03525 ,22048 ,0459436
Auséncia 1,2573888 ,6121700 ,17234 18,91766 2,9005696

MYDS8 ,388"
Presencga 1,1888210 ,8164200 ,20232 7,11924 1,3747451

#T-test: Valor estatisticamente significante para p< 0,05. #Mann-Whitney: Valor estatisticamente significante

para p< 0,05.
DISMEGACARIOPOESE
Gene Grupo Média Mediana Minimo Maximo E.PM p Valor
Auséncia ,7902062 ,7648700 ,11247 1,51437 ,4077080
IRAKI ,185
Presenga ,6651695 ,5683200 ,08877 1,44541 ,3306950
IRAK2 Auséncia ,0421588 ,0403700 ,00124 ,09752 ,0225298 ,335



DISMEGACARIOPOESE
Gene Grupo Meédia Mediana Minimo Maximo E.PM p Valor

Presenca ,0371081 ,0351500 ,00253 ,08452 ,0195427
Auséncia ,1414959 ,0980700 ,00227 , 79134 ,1710845

IRAK4 ,896"
Presenca ,1217628 ,0751850 ,00486 ,85984 ,1580487
Auséncia ,8074248 ,1434500 ,02250 5,49682 1,5521010

TRAF6 ,816%
Presenca ,3168124 ,1333200 ,03589 1,61656 ,3914363
Auséncia ,1083556 ,1017100 ,02503 ,22266 ,0521094

NFKB ,707
Presenca ,1131253 ,1111000 ,00618 ,22048 ,0511093
Auséneia  1,5004306 ,5387300 ,17234 18,91766 3,4771048

MYD88 ,132%
Presenca 1,049533 ,8282100 ,19488 5,41325 9339318
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#T-test: Valor estatisticamente significante para p< 0,05. #Mann-Whitney: Valor estatisticamente significante

para p< 0,05.
SIDEROBLASTOS EM ANEL
Gene Grupo Média Mediana Minimo Maximo E.PM p Valor

Auséncia 7087142 ,6727700 ,08877 1,51437 ,3644709

IRAK1 ,842f
Presenca , 7283300 ,6076950 ,11247 1,44931 ,3652953
Auséncia ,0375118 ,0358200 ,00124 ,08452 0211112

IRAK? 647
Presenca ,0401058 ,0390400 ,01328 ,09752 ,0205479
Auséncia ,1133989 ,0723700 ,00486 ,85984 ,1386560

IRAK4 ,386"
Presenca ,1579465 ,0853400 ,00227 ,079134 ,2046320
Auséncia ,5171683 ,1328300 ,02250 5,44779 ,9928379

TRAF6 753%
Presenca ,4423430 ,1526500 ,05381 5,49682 1,1141732
Auséncia ,1121202 ,1070000 ,00618 ,22266 ,0520826

NFKB ,631F
Presenca ,1056929 ,0980400 ,02503 ,19816 ,0495660
Auséncia 1,0102644 ,6604500 ,10460 7,11924 1,0774497

MYD88 ,688*
Presenca 1,6814591 ,5597600 ,20232 18,91766 3,9068104

#T-test: Valor estatisticamente significante para p< 0,05. #Mann-Whitney: Valor estatisticamente significante

para p< 0,05.
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PERCENTUAL DE BLASTOS (IPSS-R)

Gene Grupo Meédia Mediana Minimo Maximo E.PM p Valor

<2% ,6794694 ,5683200 ,08877 1,51437 ,3639968
>2% - <5% , 7938744 ,8628700 ,26285 1,43851 ,3755918

IRAK1 ,038
5% -10% ,9682889 1,0018900 ,55611 1,44541 ,2576591
>10% ,4986240 ,4995000 ,18637 1,33034 ,3414522
<2% ,0424061 ,0396900 ,01328 ,09752 ,0183830
>2% - <5% ,0429340 ,0438200 ,01002 ,07794 ,0222335

IRAK? ,006'
5% - 10% ,0458591 ,0414700 ,01826 ,08452 ,0221605
>10% ,018744 ,0177150 ,00124 ,05455 ,0175657
<2% ,0661269 ,0417150 ,00227 ,26834 ,0645200
>2% - <5% ,1347175 ,1369500 ,00656 ,28571 ,0914392

IRAK4 ,016'
5% -10% ,1131533 ,1139000 ,01075 ,19961 ,0566588
>10% ,1081090 ,0872600 ,00616 ,30634 ,0561266
<2% ,5370690 ,1311700 ,03589 5,49682 1,0280572
>2% - <5% ,1532967 ,1274850 ,02250 ,32902 ,0967020

TRAF6 ,404%
5% - 10% ,4348569 ,2647000 ,07773 1,61656 ,4375950
>10% , 7112694 ,1231800 ,03897 5,44779 1,5729291
<2% ,0966809 ,095504 ,02503 ,19895 ,0464525
>2% - <5% ,1305820 ,1194800 ,08885 ,19157 ,0385253

NFKB ,180°
5% - 10% ,122564 ,0944700 ,00618 ,22266 ,0752503
>10% ,1180462 ,1122150 ,03845 ,20950 ,0456323
<2% ,8232081 ,5597600 ,22136 1,56287 ,56124170
>2% - <5% , 7368740 ,8047300 ,20232 1,05839 ,26257961

MYD88 ,043
5% - 10% 1,0569100 , 7847000 ,19488 1,61384 ,6997225
>10% ,393461 ,2963400 ,10460 ,81642 ,2281083

#One-way Anova: Valor estatisticamente significante para p< 0,05. # Kruskal-Wallis: Valor estatisticamente

significante para p< 0,05.

CARIOTIPO (QUANTO A PRESENCA DE ANORMALIDADES)

Gene Grupo Média Mediana Minimo Maximo E.PM p Valor
Normal ,8179303 ,85086650 ,08877 1,51437 , 3867112
IRAK1 ,031
Alterado ,6056452 ,5519800 ,18637 1,43851 ,2954093
Normal ,0414356 ,0409200 ,00536 ,092752 ,0216553
IRAK?2 ,493¢
Alterado ,0376104 ,0349650 ,00124 ,08452 ,0208278
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CARIOTIPO (QUANTO A PRESENCA DE ANORMALIDADES)

Gene Grupo Meédia Mediana Minimo Maximo E.PM p Valor
Normal ,1286855 ,0723700 ,00459 ,85984 ,1799655
IRAK4 ,752%
Alterado  ,1156903 ,0902300 ,00747 ,53592 ,1112408
Normal ,2872190 ,1311700 ,02250 2,15457 ,4267388
TRAF6 ,368"
Alterado  ,5570814 ,1283500 ,03589 5,44779 1,2317431
Normal ,1087021 ,1017100 ,02503 ,19895 ,0401807
NFKB ,841
Alterado  ,1058660 ,1025900 ,00618 ,20950 ,0606752
Normal ,8733398 ,6121700 ,10460 3,39223 ,6787280
MYD88 ,655%
Alterado  ,9297838 ,5797800 ,17491 5,41325 1,0401899

#T-test: Valor estatisticamente significante para p< 0,05. #Mann-Whitney: Valor estatisticamente significante

para p< 0,05.
CARIOTIPO (QUANTO A PRESENCA DE CARIOTIPO COMPLEXO)
Gene Grupo Média Mediana Minimo Maximo E.PM p Valor

Normal 2,0540737 ,9759800 ,08877 19,46249 3,7640352

IRAK1 ,429%
Complexo ,9477200 ,5114250 ,37276 2,39573 ,8112340
Normal ,0399847 ,0400300 ,00124 ,09752 ,0221426

IRAK2 ,522
Complexo ,0333140 ,0250100 ,01856 ,05365 ,0166563
Normal ,1422890 ,0751850 ,00459 ,85984 ,1981862

IRAK4 ,A34%
Complexo ,1910583 ,1041550 ,04537 ,49055 ,1944839
Normal ,1040513 ,1060300 ,02250 ,18044 ,0443223

TRAF6 657
Complexo ,0922967 ,1032900 ,06271 ,11089 ,0259030
Normal , 1157165 ,1052000 ,02503 ,22266 ,0460127

NFKB ,894°
Complexo ,1126500 ,1025900 ,03845 ,20950 ,0626076
Normal ,8733398 ,5740300 ,10460 1,92071 ,6787280

MYDSS ,005!
Complexo ,4491050 ,4057900 ,20232 ,85322 ,2221780

#T-test: Valor estatisticamente significante para p< 0,05. #Mann-Whitney: Valor estatisticamente significante

para p< 0,05.
RISCO - IPSS-R
Gene Grupo Meédia Mediana Minimo Méximo E.PM p Valor
Muito baixo ,4420400 ,4420400 ,40924 ,47484 ,0463862
IRAKI Baixo , 7787078 ,7739600 ,08877 1,51437 ,3908879 ,233¢

Intermediario ,6234467 ,5561100 ,21937 1,06721 ,30919612
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RISCO - IPSS-R

Gene Grupo Meédia Mediana Minimo Maximo E.PM p Valor
Alto ,9330089 ,9110100 ,35884 1,44541 ,33790553
Muito alto ,6209975 ,5114250 ,18637 1,43851 ,40901887
Muito baixo ,0585167 ,0641800 ,03592 ,07545 ,0203644
Baixo ,0460686 ,0400300 ,01966 ,09752 ,0199361
IRAK2 081
Intermediario ,0355620 ,0356400 ,01002 ,06461 ,0189943
Alto ,0443400 ,0422200 ,01535 ,08452 ,0227156
Muito alto ,0278240 ,0217850 ,00124 ,05455 ,0194557
Muito baixo ,0493800 ,0238300 ,00930 ,11501 ,0572996
Baixo ,0904371 ,0652200 ,00459 ,27198 ,0805651
IRAK4 ,252¢
Intermediario ,0730236 ,0638900 ,00656 ,17780 ,0563600
Alto ,1307110 ,1335200 ,06962 ,19961 ,0452989
Muito alto ,0824489 ,0584400 ,01075 ,22213 ,0613812
Muito baixo ,1064750 ,1064750 ,08012 ,13283 ,0372716
Baixo ,1105043 ,1114100 ,05091 ,22091 ,0490455
TRAF6 ,070%
Intermediario ,1086730 ,1049450 ,02250 ,17752 ,062457
Alto ,1846510 ,1619450 ,07773 ,33553 ,0942190
Muito alto ,0925233 ,0932450 ,06271 ,12318 ,0236449
Muito baixo ,0970033 ,0966300 ,08738 ,10700 ,0098153
Baixo ,1180809 ,1069550 ,02503 ,19895 ,0480336
NFKB ,382¢
Intermediario ,0934420 ,0785450 ,02608 ,22048 ,0628450
Alto ,1368240 ,1456350 ,04772 ,22266 ,0565898
Muito alto ,1022910 ,1030100 ,00618 ,20950 ,0549701
Muito baixo 1,0517900  1,0879900 ,57539 1,49199 ,4593710
Baixo ,9320344 ,7380200 ,24028 3,39223 , 7372826
MYDS8 Intermediario ,8732893 ,5959750 ,22136 1,61384 ,5400877 L1421
Alto 1,2996200 ,8005600 ,19488 5,41325 1,4321646
Muito alto ,6133418 ,3380700 ,17491 2,01331 ,6063987

$One-way Anova: Valor estatisticamente significante para p< 0,05. # Kruskal-Wallis: Valor estatisticamente

significante para p< 0,05.
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CLASSIFICACAO WHO 2022
Gene Grupo Média Mediana Minimo Méximo E.PM p Valor'
SMD-Del5(q) 4783800 ,4783800 ,42432 ,53244 ,0764523
SMD-BB ,7327592 ,7000100 ,08877 1,51437 ,3943487
IRAK1 SMD-BB-SA ,6889840 ,5557050 ,26667 1,44931 ,3639773 416!
SMD-EB ,6915771 ,6559600 ,18637 1,29289 ,3463885
SMD-h , 7739700 , 7914500 ,58799 ,94247 ,1778853
SMD-f 1,4454100 - - - -
SMD-Del5(q) ,0414050 ,0414050 ,03478 ,04803 ,0093691
SMD-BB ,0430568 ,0395700 ,01002 ,07794 ,0188699
IRAK2 SMD-BB-SA ,0414890 ,0393650 ,01328 ,09752 ,0228090 ,690
SMD-EB ,0325210 ,0233150 ,00124 ,08452 ,0245622
SMD-h ,0368833 ,0430700 ,01930 ,04828 ,0154488
SMD-f ,0414700 - - - -
SMD-Del5(q) ,0708200 ,0708200 ,04357 ,09807 ,0385373
SMD-BB ,0927486 ,0672850 ,00486 ,27198 ,0802369
IRAK4 SMD-BB-SA ,0371922 ,0367900 ,00227 ,08534 ,0284826 ,070
SMD-EB ,1108605 ,0994600 ,01075 ,22213 ,0551202
SMD-h ,0432575 ,0506700 ,00656 ,06513 ,0275955
SMD-f - - - - -
SMD-Del5(q) ,1157800 ,1157800 ,07891 ,15265 ,0521420
SMD-BB ,1144226 ,1182700 ,03589 ,22091 ,0512190
TRAF6 SMD-BB-SA ,0903057 ,0824200 ,05381 ,12747 ,0278066 ,369'
SMD-EB ,1301350 ,1257650 ,03897 ,26470 ,0555846
SMD-h ,0852500 ,0756700 ,02250 ,16716 ,0602470
SMD-f - - - - -
SMD-Del5(q) ,1207900 ,1207900 ,06862 ,17296 ,0737795
SMD-BB ,1139866 ,1070000 ,02608 ,19895 ,0461003
NFKB SMD-BB-SA ,0817409 ,0858500 ,02503 ,13831 ,0393508 416!
SMD-EB ,1256870 ,1266550 ,00618 ,02226 ,0557861
SMD-h ,0859267 ,1017100 ,04055 ,11552 ,0398993
SMD-f - - - - -
SMD-Del5(q) ,4634250 ,4634250 ,38812 ,53873 ,1064973
MYD8S8 SMD-BB 1,2315373  ,8727700 ,20232 7,11924 1,2880017 A81H
SMD-BB-SA 2,4295138  ,5597600 ,22136 18,91766 5,1447915
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CLASSIFICACAO WHO 2022
Gene Grupo Meédia Mediana Minimo Maximo E.P.M p Valor'
SMD-EB ,8511148 ,6282500 ,17491 2,55227 ,6631300
SMD-h ,7024575 ,5103700 ,38672 1,40237 ,4708603
SMD-f - - - - - -

tOne-way Anova: Valor estatisticamente significante para p< 0,05. # Kruskal-Wallis: Valor estatisticamente

significante para p< 0,05.

SUBTIPO SMD-SA x SMD-EB

Gene Grupo Média Mediana Minimo Maiaximo EPM p Valor

SMD-SA ,6889840 ,5557050 ,26667 1,44931 ,3639773

IRAK1 766
SMD-EB , 7334567 ,6870850 ,18637 1,44541 ,3801280
SMD-SA ,0352633 ,0390400 ,01328 ,05298 ,0122166

IRAK?2 730
SMD-EB 0,329471 ,0233200 ,00124 ,08452 ,0240198
SMD-SA ,0371920 ,0645100 ,00227 ,85984 ,0284826

IRAK4 ,000
SMD-EB ,1042240 ,1086900 ,01075 ,30634 ,0567727
SMD-SA ,1053250 ,0969150 ,05381 ,21046 ,0496727

TRAF6 440"
SMD-EB ,1211640 ,1231800 ,03897 ,18250 ,0439397
SMD-SA ,0817409 ,0858500 ,02503 ,13831 ,0393508

NFKB ,026'
SMD-EB ,1368030 ,1128900 ,00618 ,222666 ,0733406
SMD-SA ,5332060 ,4421500 ,22136 1,00692 ,2679543

MYDS88 766"
SMD-EB , 7179436 ,5924700 ,17491 1,61384 ,4900892

#T-test: Valor estatisticamente significante para p< 0,05. #Mann-Whitney: Valor estatisticamente significante

para p< 0,05.
DEPENDENCIA TRANSFUSIONAL
Gene Grupo Meédia Mediana Minimo Méximo E.PM p Valor

Nao ,5735672 4735750 ,08877 1,29289 ,3106066

IRAKI ,947
Sim ,6968930 ,7232600 ,11247 1,51437 ,3534137
Nao ,0423895 ,0359200 ,01002 ,08452 ,0224441

IRAK2 ,080
Sim ,0343409 ,0359450 ,00253 ,06056 ,01565211
Nao ,1550691 ,0864800 ,00227 ,85984 ,22218731

IRAK4 ,846"
Sim ,0948776 ,0675200 ,01075 ,21663 ,0644015
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DEPENDENCIA TRANSFUSIONAL

Gene Grupo Meédia Mediana Minimo Maximo E.PM p Valor

Nao ,1105875 ,1000050 ,04556 ,21857 ,0549301

TRAF6 ’440#
Sim ,1161275 ,1205650 ,03589 ,22091 ,0510530
Nao ,1029330 ,0986300 ,02503 ,19895 ,0473665

NFKB 514
Sim ,1074014 ,1016750 ,00618 ,22266 ,0546872
Nao 1,9953635 ,8282100 ,27685 18,91766 3,9646452

MYD8S8 ,350%
Sim ,8840509 ,7380200 ,19921 2,85366 ,6515953

#T-test: Valor estatisticamente significante para p< 0,05. #Mann-Whitney: Valor estatisticamente significante

para p< 0,05.
IRAK1 IRAK?2 IRAK4 TRAF6 NFKB MYDS88
IRAK1 Correlagdo de Pearson 1 LAT75%* ,095 ,155 ,032 ,233
Sig. (2 extremidades) ,000 ,494 ,267 ,814 ,075
N 59 57 54 53 55 59
IRAK2 Correlagdo de Pearson AT5** 1 -,060 ,050 ,161 LA402%%*
Sig. (2 extremidades) ,000 ,055 ,720 ,217 ,001
N 57 64 58 53 61 63
IRAK4 Correlacao de Pearson ,095 -,060 1 ,481%* ,537%* ,035
Sig. (2 extremidades) ,494 ,655 ,000 ,000 ,786
N 54 58 68 59 60 64
TRAF6 Correlagdo de Pearson 155 ,050 A1 ** 1 ,184 ,352%%*
Sig. (2 extremidades) ,267 ,720 ,000 ,188 ,007
N 53 53 59 60 53 57
NFKB Correlacio de Pearson ,032 ,161 ,537%* ,184 1 ,227
Sig. (2 extremidades) 814 217 ,000 ,188 ,077
N 55 61 60 53 66 62
MYDS88 Correlagdo de Pearson 233 ,402%* ,035 ,352%%* 227 1
Sig. (2 extremidades) ,075 ,001 ,786 ,007 ,077

N 59 63 64 57 62 69
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ANEXOS

ANEXO 1

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
NUCLEO DE PESQUISA E DESENVOLVIMENTO DE MEDICAMENTOS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS MEDICAS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PROJETO: Avaliacido da expressao génica de NF-kB, TRAFG6 e genes do Midossomo
(MyD88, IRAK1, IRAK2 e IRAK4) e sua relacio com alteracdes citogenéticas em
pacientes com neoplasias mieloides.

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

O abaixo assinado,
, anos, RG n° , declara que ¢ de livre e espontanea
vontade que esta participando como voluntario do projeto de pesquisa supracitado, de
responsabilidade do pesquisador Andréa Alcantara Vieira, aluna de Mestrado do Programa de
P6s-Graduacao em Ciéncias Médicas da UFC. O abaixo assinado esté ciente de que:

NATUREZA E PROPOSITO DO ESTUDO

O objetivo da pesquisa ¢ estudar o material genético de pacientes portadores de Neoplasia
Mielodispléasica (SMD) ou Leucemia Mieloide Aguda (LMA) e de voluntarios saudaveis,
gerando dados que favoregam a uma melhor compreensao do surgimento e evolucado clinica
desta doenga.

PROCEDIMENTOS A SEREM REALIZADOS E RESPONSABILIDADES

Aspiragao de medula 6ssea para coleta de 4mL serd realizada por médico capacitado, com uso
de uma agulha especifica e mediante administracao de anestésico local, com dura¢do méxima
de 15 minutos, ndo sendo necessdria internacdo do paciente. A aspirag¢do pode ser feita no
esterno ou em crista iliaca posterior direita, de acordo com decisdo do médico que realiza a
puncao e das condigdes clinicas e anatomicas do paciente. O procedimento de coleta, pode,
raramente, determinar uma equimose (mancha arroxeada) ao redor do local de onde foi
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retirado a medula, 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 de facil compressao local realizada por técnico. Raramente, pode
ocorrer infeccdo local. A recoleta deste material pode ser necessaria, em poucos casos, pela
amostra ser insuficiente ou inadequada para andlise. A convocagdo para recoleta ¢ feita poucos
dias ap0s a coleta inicial, depois de avaliada a adequagdo do material. O procedimento para
aspiragao ¢ idéntico ao da coleta inicial, e a escolha do local a ser puncionado segue os
mesmos critérios, podendo inclusive ser realizada no mesmo local.

Apo0s o procedimento, serao coletados dados pessoais de sexo e idade, apresentagdo clinica e
checagem dos exames laboratoriais indicados para esclarecimento diagnostico, tais como:
hemograma completo, citologia e histologia (analise microscopica das células) do sangue
periférico, bem como outros exames que sao feitos mesmo para os pacientes que nao
participam de nenhuma pesquisa.

Ap6s a concordancia de participagdo neste estudo, a equipe de pesquisa ficara responsavel por
informar os procedimentos de rotina do servigo e agendar datas e horarios para o seu
comparecimento.

PARTICIPACAO VOLUNTARIA

Este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) ¢ aplicavel a sua participacao
voluntaria como paciente com diagnostico de Neoplasia Mielodisplasica (SMD) ou Leucemia
Mieloide Aguda (LMA) ou a sua participa¢do como voluntario saudavel.

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

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

O Laboratorio de Citogendmica do Cancer o mantera informado, em tempo oportuno, sempre
que houver alguma informagao adicional que possa influenciar seu desejo de continuar
participando no estudo e prestara qualquer tipo de esclarecimento em relagdo ao progresso da
pesquisa, conforme sua 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 obrigacao legal de divulgacao. Vocé nao serd identificado por ocasido da publicaciao dos
resultados obtidos.

Contudo, o(s) monitor(es) do Estudo, auditor(es), membros do Comité de Etica em Pesquisa
com Seres Humanos, ou autoridades do(s) 6rgaos(s) regulamentar(es) envolvido(s) terdo
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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 regulamentagdes aplicaveis, como o
proposito de verificar os procedimentos e dados do estudo, sem, no entanto, violar a condi¢ao
de que tais informagdes sdo confidenciais.

CONTATOS E PERGUNTAS

Caso surja algum imprevisto ou davidas, vocé devera entrar em contato solicitar contato
direto com o pesquisador responsavel pelo estudo: Dra. Andréa Alcantara Vieira, aluna de
mestrado (85-988872001) ou seu orientador, Prof Dr. Ronald Feitosa Pinheiro
(8581881972). Podera ainda contatar a Secretaria do Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal do Ceara - UFC ou no local (Rua Coronel Nunes de Melo, 1000) ou
pelo telefone 33668344, para apresentar recursos ou reclamacdes em relagao ao estudo.
Somente assine este termo se vocé tiver a certeza de que recebeu todos os esclarecimentos e
informacodes para decidir conscientemente sobre a sua participagdo neste estudo.

ASSINATURAS

Caso vocé concorde em participar deste estudo, vocé recebera uma via deste Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) assinada pelo pesquisador e pelo responsavel pela
aplicacdo do mesmo.

Autorizo o acesso as minhas informacgdes de saide aos membros da equipe de pesquisadores,
nas condig¢des estabelecidas descritas nos itens acima.

Nao renunciei qualquer direito legal que eu venha a ter ao participar deste Estudo.

Eu, por fim, declaro que li cuidadosamente todo este documento denominado Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido e que, apos a assinatura, tive oportunidade de fazer
perguntas sobre o conteildo do mesmo e sobre o referido estudo, recebendo explicagdes 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 Responsavel
/ /

Data Assinatura do Responsavel pela aplicacio do TCLE
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