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RESUMO 

 

A síndrome mielodisplásica (SMD) é caracterizada por citopenias periféricas, defeitos na 

hematopoese, aumento da apoptose intramedular e risco de transformação para LMA. Vários 

avanços têm sido realizados para o entendimento da patogênese da SMD e há evidências de que a 

falha na medula óssea que ocorre na SMD seja mediada pela ativação anormal da sinalização do 

sistema imune inato. Os fatores reguladores de interferon (IRF-Interferon Regulatory Factor) 

formam uma família de fatores de transcrição que possuem um papel central na regulação de 

respostas imunes, diferenciação e proliferação de células hematopoéticas, regulação do ciclo 

celular, apoptose e oncogênese. Acredita-se que os IRFs possam ter um papel importante da 

patogênese da SMD. Portanto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o perfil de metilação e 

expressão dos genes dos IRFs em células da medula óssea (MO) de pacientes com SMD. A partir 

de amostras de 119 pacientes com diagnóstico de SMD foi realizado o estudo da expressão 

gênica, por PCR em tempo real e da metilação por QMSP (quantitative methilation specific PCR) 

dos nove membros da família dos IRFs. A expressão dos genes IRF2, IRF3, IRF7 e IRF8 foram 

diferentes entre células de MO de pacientes com SMD e indivíduos saudáveis (p=0,002; 0,002; 

0,028 e 0,016, respectivamente). Um maior nível de expressão do IRF1 foi associado a pacientes 

com medula hipocelular (p=0,018). Os genes IRF3, IRF7 e IRF8 foram associados a pacientes 

com citopenias no sangue periférico (p= 0,028; 0,001; 0,008, respectivamente). Por outro lado, a 

metilação dos IRF1, IRF2, IRF3, IRF6 e IRF8 foi associada a características de maior risco em 

SMD, tais como, formas avançadas, cariótipo desfavorável, citopenias, blastos acima de 5% e 

com categorias de alto risco estabelecidas pelo IPSS, R-IPSS e WPSS. A análise multivariada 

revelou que pacientes com maior expressão do IRF3 apresentaram maior sobrevida global 

(p=0,001), enquanto os pacientes com uma maior expressão do IRF5 apresentaram 5,4 mais 

chances de evoluir para LMA (p<0,001 IC95%=1.098-26.829) e 9 vezes mais chance de vir a 

óbito (p=0,001; IC95%=2,39-32,69). Ambiguamente, pacientes com o IRF5 metilado possuíam 4 

vezes mais chance de vir a óbito (p=0,041; IC95%=1,066-20.192). Podemos concluir que a 

expressão e a metilação dos IRFs podem ter grande impacto prognóstico nessa doença. A 

expressão do IRF3 é um marcador de prognóstico favorável, enquanto a expressão e a metilação 

do IRF5 são marcadores de prognóstico desfavorável em SMD.  

 

Palavras-chave: Síndrome Mielodisplásica, Fatores reguladores de Interferon, Metilação do 

DNA 



 

ABSTRACT 

 

Myelodysplastic Syndrome (MDS) is characterized by peripheral cytopenias, 

haematopoiesis ineffective, high levels of intramedullary apoptose and risk of transformation 

to AML. Various advances have performed for understanding the pathogenesis of MDS and 

various evidences that bone marrow failure occurs in MDS mediated by abnormal signalling 

of the innate immune system. The interferon regulatory factors (IRF-Interferon Regulatory 

Factor) is a family of transcription factors play a central role in regulating immune responses, 

differentiation and proliferation of hematopoietic cells, cell cycle regulation, apoptosis and 

oncogenesis. The aim of this study was to evaluate the profile of methylation and expression 

of IRFs gene in bone marrow cells patients with myelodysplastic syndrome. From samples of 

119 patients diagnosed with MDS was evaluated of expression by real-time PCR and 

methylation by quantitative methylation specific PCR in real time of the nine family members 

of IRFs the expression of genes IRF2, IRF3, and IRF7 IRF8 were different between BM cells 

of MDS patients (p = 0.002, 0.002, 0.028 and 0.016, respectively). A higher level of 

expression of IRF1 was associated in patients with hypocellular bone marrow (p = 0.018). 

The expression of IRF2 gene associated strong association with AR subtype (p = 0.002). The 

IRF3, IRF7 and IRF8 genes have been associated with patients with cytopenia (p = 0.028; 

0.001; 0.008, respectively). Furthermore, methylation of IRF1, IRF2, IRF3, IRF5, IRF6 and 

IRF8 was associated with higher risk characteristics in SMD, such as advanced forms, 

unfavorable karyotype, cytopenias, blasts above 5% and high risk categories established by 

the IPSS, IPSS-R and WPSS. Multivariate analysis revealed that patients with higher 

expression of IRF3 had higher overall survival (p = 0.001), whereas patients with a greater 

expression of IRF5 had 5.4 more likely to progress to AML (p <0.001 95% CI 1.098- 26 829) 

and nine times more likely to come to death (p = 0.001, 95% CI 2.39 to 32.69). Ambiguously, 

patients with methylated IRF5 had 4 times more than the patient's chance come to death (p = 

0.041, 95% CI 1.066 to 20,192). In conclusion that the expression and methylation of IRFs 

can have great impact prognosis in this disease. The expression of IRF3 is a favorable 

prognostic marker, as an expression and methylation of IRF5 are unfavorable prognostic 

markers in MDS.  

 

Keywords: Myelodisplastic syndrome, interferon regulatory factors, DNA methylation  
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1 INTRODUÇÃO 

 

A síndrome mielodisplásica (SMD) compreende um grupo heterogêneo de 

doenças clonais da medula óssea (MO) caracterizadas por vários graus de citopenias 

periféricas associada a defeitos na hematopoese, displasias mieloides e risco de 

transformação para LMA (Swerdlow et al. 2008). Uma característica marcante da SMD 

é o aumento de apoptose na medula óssea associada a medula hiperploriferativa 

(hipercelular), embora em alguns casos ela possa ser normocelular e hipocelular.   

O desenvolvimento da SMD ocorre através de múltiplos estágios e o curso 

clinico é dividido em várias fases distintas dependendo do número de linhagens 

displásicas envolvidas e a percentagem de blastos na medula óssea. A heterogeneidade 

de apresentações hematológicas, biologia da doença e prognóstico tornou a SMD uma 

das doenças mais desafiantes da hematologia (List et al., 2010). 

 

1.1 Epidemiologia 

A SMD acomete habitualmente idosos com idade, ao diagnóstico, entre 60 e 75 

anos. A incidência em pacientes acima de 70 anos é maior que 40 casos por 100.000 

pessoas/ano, sendo, portanto, uma doença incidente e trazendo sérias complicações para 

esta faixa etária (Mufti et al, 2004). Não há dados relativos à incidência e prevalência no 

Brasil. Porém, acredita-se que o número de casos seja bastante considerável devido a 

mediana de sobrevida do brasileiro ser de 72 anos e 4 meses conforme dados do 

Instituto Brasileiro de Estatística e Geografia (IBGE). O maior levantamento de casos 

do Brasil foi realizado por Magalhães et al., entre 2003 e 2007. Neste estudo, os 

pesquisadores avaliaram 476 casos de SMD de 12 instituições brasileiras e detectaram 
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uma mediana de idade de 68 anos, predomínio de pacientes de origem urbana e a grande 

maioria foi caracterizada como de baixo risco pelo IPSS. 

A SMD pode ser caracterizada como primária ou secundária à terapêutica. A 

SMD primária tem aumentado sua incidência e prevalência principalmente devido ao 

envelhecimento da população mundial (aí incluindo-se a brasileira). A SMD 

secundária tem sido incidente devido ao aumento do índice de cura dos tumores 

sólidos tratados com esquemas combinados de quimioterapia e radioterapia (Solé et al, 

2005).  

 

1.2 Sistemas de Classificação  

           

A heterogeneidade clínica da SMD levou o desenvolvimento de vários 

esquemas de classificação para identificar grupos de pacientes com característica 

similares, padrões de progressão e possíveis respostas comuns a terapias (Bejar et al, 

2013).  Estes modelos dependem de critérios clínicos (por exemplo, a dependência de 

transfusão) e laboratoriais (por exemplo, contagens de células no sangue periférico, os 

níveis de hemoglobina, porcentagem de blastos na medula óssea, citogenética e 

outros) para separar os pacientes em diversos grupos de prognóstico com diferentes 

sobrevidas e probabilidades de progressão leucêmica. 

FAB 

Em 1982, o grupo cooperativo Francês-Americano-Britânico (FAB) propôs a 

primeira categorização da SMD, levando em conta alguns parâmetros considerados de 

importância prognóstica como a porcentagem de blastos no sangue periférico e/ou 

Medula Óssea (MO), a presença de sideroblastos em anel, de bastões de Auer e o 
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percentual de monócitos (Bennett et al., 1982). A classificação FAB estabelece cinco 

subtipos para SMD: anemia refratária (AR), AR com sideroblasto em anel (ARSA), AR 

com excesso de blastos (AREB), AREB em transformação (AREB-t) e Leucemia 

Mielomonocítica crônica (LMMC) (Bennett et al., 1982). A classificação FAB foi 

dominante até o ano 2000, mas continua sendo usada até hoje para alguns propósitos 

como elegibilidade para ensaios clínicos, apresentação e indicação de drogas (Steensma 

et al, 2009).  

OMS 

O comitê da Organização Mundial de Saúde (OMS) propôs, em 2001, uma 

modificação na classificação FAB, incorporando características morfológicas e 

biológicas, como o grau da displasia da MO e citogenética, estratificando melhor a 

classificação entre a SMD e LMA (Jaffe et al. 2001; Senent et al.; 2012). 

          Na classificação da OMS, a porcentagem de blastos na medula óssea utilizada 

para o diagnóstico de LMA foi mudada de 30 para 20% (30% de blastos, referente a 

classificação da FAB). Foram excluídos os subtipos AREB-t e LMMC, este último foi 

enquadrado no grupo intermediário entre SMD e doenças mieloproliferativas crônicas. 

Foi criado o grupo citopenia refratária com displasias em múltiplas linhagens (CRDM), 

com maior grau de insuficiência medular e curso mais agressivo. A síndrome 5q- foi 

definida como um novo subtipo e a AREB foi dividida em 1 e 2, de acordo com a 

percentagem de blastos na MO (Vassalo et al.; 2008). 

Em 2008 a Organização Mundial de Saúde (OMS) publicou uma edição revisada 

e atualizada da classificação OMS (Swerdlow et al. 2008). A Tabela 1 explica quais são 

os critérios de classificação dos subtipos de SMD de acordo com esta 4° edição da 

classificação OMS.  
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Tabela 1. Classificação dos subtipos de SMD de acordo com os critérios da OMS de 

2008. 

Subtipo de SMD Achados no sangue Achados na MO 

Citopenia refratária com 

displásica de única linhagem 

(CRDU): 

- Anemia refratária (AR) 

- Neutropenia refratária (NR) 

- Trombocitopenia refratária 

(TR) 

- Unicitopenia ou 

bicitopenia; 

- <1% de blastos 

- Displasia de uma única 

linhagem; 

- < 5%de blastos; 

- < 15% de sideroblastos 

em anel 

Anemia refratária com 

sideroblastos em anel (ARSA) 

- Anemia 

- Ausência de blastos 

- Apenas displasia 

eritróide; 

- < 5% de blastos 

- ≥15% de sideroblastos 

em anel 

Citopenia refratária com 

displasia de múltiplas linhagens 

(CRDM) 

- Citopenia (s) 

-<1% de blastos 

- Ausência de 

bastonetes de Auer 

- Displasia em duas ou 

mais linhagens 

- 5% de blastos 

- Ausência de bastonetes 

de Auer 

Anemia refratária com excesso 

de blastos – 1(AREB 1) 

- Citopenia (s) 

-5% de blastos  

- Ausência de 

bastonetes de Auer 

- Displasia em duas ou 

mais linhagens 

- 5 a 9% de blastos 

- Ausência de bastonetes 

de Auer 

Anemia refratária com excesso 

de blastos – 2(AREB 2) 

- Citopenia (s) 

-5 a 19% de blastos  

- Pode haver presença 

de bastonetes de Auer 

- Displasia em duas ou 

mais linhagens 

- 10 a 19% de blastos 

- Pode haver presença de 

bastonetes de Auer 

Síndrome mielodisplásica 

inclassificável (SMD-i) 

- Citopenia (s) 

-<1% de blastos 

 

- Displasias 

- < 5% de blastos 

- Se não houver displasia, 

cariótipo associado a 

SMD. 

SMD com del(5q) isolada 

-Anemia 

-Contagem de 

plaquetas normal ou 

aumentada 

-<1% de blastos 

- Aumento de 

megacariócito 

- < 5% de blastos 

- deleção 5q isolada  

- Ausência de bastonetes 

de Auer 

Fonte: Adapatado de Swerdlow et al. 2008 
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Sistema de escore prognóstico 

IPSS 

Em 1997, Greenberg et al. criaram o Índice Internacional de Escore 

Prognóstico (IPSS) para SMD, o qual permite predizer o risco de transformação 

leucêmica assim como a mediana de sobrevida esperada para cada caso.  O sistema 

permite gerar uma pontuação que corresponde a um valor prognóstico. Para somatória 

de pontos é considerado porcentagem de blastos na medula óssea, número de citopenias 

periféricas e alteração no cariótipo. Como resultado, os pacientes são estratificados em 

grupos de risco: baixo (pontuação 0), Intermediário-I (pontuação 0,5-1), Intermediário-

II (pontuação 1,5-2) e alto risco (pontuação > 2). Os quatro grupos mostram diferenças 

significativas na sobrevida global e risco de evolução para LMA. A sobrevida média 

varia de 5,7 anos para pacientes de baixo risco a 0,4 anos para pacientes de risco 

elevado (Greenberg et al.; 1997) (Tabela 2). 

Greenberg et al (1997) demonstraram a importância das alterações 

citogenéticas na evolução dos pacientes ao dividirem essas alterações em grupos. Os 

casos com cariótipo indicativo de bom prognóstico (del (20q), del (5q), -Y e normal), de 

cariótipo desfavorável (alterações no cromossomo 7 e cariótipo complexo) e de 

cariótipo intermediário (outras alterações) possuem sobrevida média de 3.8, 0.8 e 2.4 

anos, respectivamente. O IPSS inclui apenas um número limitado de alterações 

citogenéticas, incluindo apenas as cinco mais associadas a SMD. 

 O sistema de classificação IPSS é o mais utilizado, porém possui algumas 

limitações (Kasner et al.; 2009). É considerado um sistema simples de classificação por 

não levar em conta o grau de citopenias, aplicar apenas um terço das alterações 

citogenéticas e não ser preditivo para resultados referentes a SMD secundária 

(Komrokji et al.; 2013).  
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Tabela 2: Sistema Internacional de Escore Prognóstico (IPSS) para SMD. 

 

Escores 

Variáveis prognóstico 0 0,5 1 1,5 

Número de citopenias 0-1 1-2 - - 

Cariótipo Favorável Intermediário Desfavórável - 

Porcentagem de blastos 

na M.O. 
<5 5-10 - 11-20 

Escore total Grupo de risco 

Média de 

sobrevida 

(anos) 
  

0 Baixo 5,7 
  

0,5-1,0 Intermediário I 3,5 
  

1,5-2,0 Intermediário II 1,2 
  

≥2,5 Alto 0,4 
  

Legenda: Citopenias nível de hemoglobina <10,0g/L, contagens de plaquetas <100X109 e 

contagen absoluta de neutrófilos <1,8x109L. cariótipo: Favoravelnormal, anomalias isoladas: -

Y, del (5q), del (20q); Intermediário – outras alterações, Desfavorável- complexo ou 

anomalias no cromossômicas 7.        

Fonte: (adaptado de JÄDERSTEN E HELLSTRÖM-LINDBERG, 2008) 

 

R- IPSS 

O IPSS tem sido bastante relevante na avaliação de prognóstico de pacientes 

adultos com SMD primária. Em 2012, a partir de uma nova base de dados, o 

International Working Group for Prognostic in Myelodysplasia (IWG-PM) publicaram 

as reformulações do IPSS com o objetivo de refinar o escore prognóstico, determinando 

o impacto clínico e incorporando um número maior e mais diferenciado de grupos da 

citogenética (Greenberg et al.; 2012) (Tabela 4). 

   O Sistema de Escore Prognóstico Internacional Revisado (IPSS-R) avaliou 

um número total de 7012 pacientes de múltiplas instituições. A média de idade dos 

pacientes em estudo foi de 71 anos, com taxa do masculino sobre feminino de 1,5:1 e 

seguimento de 3,9 anos. Os pacientes foram classificados pela FAB (n=7000, 99,8%) e 

adicionalmente pela OMS (Greenberg et al.; 2012).  
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  As mudanças na estratificação prognóstica dos pacientes com SMD foram: 5 

em vez de 3 subgrupos citogenéticos de prognóstico com classificações específicas, 

importância da idade do paciente ao diagnóstico, quantificação de ferritina sérica, 

lactato desidrogenase, B2-microglobulina e performance como importantes 

características para a sobrevivência, mas não para a transformação leucêmica 

(Greenberg et al.; 2012). 

         Também houve mudanças nas variáveis clínicas, como a percentagem de blastos, 

em que houve modificação na classe menos de 5% de blastos medular, onde foi 

subdividida entre 0-2, maior que 2 e menor que 5% e a variável referente ao número de 

citopenias, em que passou a ser avaliado o grau das citopenias e não mais só a 

quantidade das mesmas (Greenberg et al.; 2012).  

Em relação aos subgrupos da citogenética, que se encontram na Tabela 3, de 

forma resumida, o IPSS-R acrescentou novas alterações citogenéticas específicas em 

diferentes grupos, incluindo: inversão do cromossomo 3, translocação do 3q, deleção do 

3q, deleção 11q, deleção 12p, inversão do 17q, duas alterações incluindo a deleção 5q, 

duas alterações incluindo deleção 7q ou monossomia do 7 (Greenberg et al.; 2012).  
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Tabela 3: Sistema de classificação de acordo com o risco citogenético de acordo com os 

critérios do R-IPSS. 

Grupos prognóstico                         

% pacientes 

Alteração 

citogenéticas 

Sobrevida 

(anos) 

Evolução 

LMA 

Muito bom (4%/3%) -Y, del (11q) 5,4 NR 

Bom (72%/66%) 

Normal, del(5q), 

del(12p), del(20q), duas 

alterações incluindo 

del(5q) 

4,8 9,4 

Intermediário (13%/19%) 

del(7q),+8,+19, i(17q), 

any other single or 

double independent 

clones 

2,7 2,5 

Ruim (4%/5%) 

-7, inv(3)/t(3q)/del(3q), 

duas alterações 

incluindo 7/del(7q), 

presença de cariótipo 

complexo: 3 

anormalidades 

1,5 1,7 

Muito ruim (7%/7%) 

Presença de cariótipo 

complexo: > 3 

anormalidades 

0,7 0,7 

Legenda: NR- Não alcançado ; Fonte: (Adaptado de: GREENBERG et al.; 2012). 
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Tabela 4. IPSS-R – Classificação de risco e pontuação. 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 Escores 

Variáveis 

Prognóstico 
 0 0,5 1 1,5 2 3 4 

Cariótipo  
Muito 

bom 
- Bom - 

Intermediá

rio 
Ruim 

Muito 

bom 

Blastos (%)  ≤ 2 - 
> 2 a < 

5 
- 5 a 10 > 10 

 

Hb (g/dL)  ≥ 10 - 8 a < 10 < 8 - - 
 

Neutrófilos 

(céls/mm3) 
 ≥ 800 < 800 

     

Plaquetas 

(céls/mm3) 
 

≥ 

100.000 

50.000 

<100.00 

<50.00

0     
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WPSS 

Na última década, a evolução da classificação da SMD progrediu rapidamente 

através de tecnologias melhores para entender a biologia da doença. Novos modelos 

prognósticos foram introduzidos, como o sistema de prognóstico da OMS conhecido 

como WPSS (WPSS – WHO Prognostic Scoring System). O sistema WPSS é um 

sistema dinâmico que pode ser usado em qualquer momento no decorrer da doença. No 

WPSS se utiliza a classificação OMS no lugar do percentual de blastos, uso de 

transfusão no lugar do número de citopenias e manteve a estratificação de risco 

citogenético igual ao do IPSS (Malcovati et al., 2005, Malcolavati et al., 2011). De 

acordo com este sistema, a Tabela 5 descreve os fatores de prognóstico e apresenta os 

grupos de risco.  

Recentemente, o WPSS foi validado e comparado com os critérios do R-IPSS. 

Foram analisados 5326 pacientes não tratados e confirmaram-se os achados de 

classificação da OMS e a anemia grave como de grande valor prognóstico para SMD. 

Foi encontrada uma correlação significativa entre as classificações de risco WPSS e 

IPSS-R. (Porta et al., 2015).  
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Tabela 5: Critérios da classificação do WPSS. 

 

  

Legenda: AR = anemia refratária; ARSA = anemia refratária com sideroblastos em anel; 

5q– = síndrome mielodisplásica com deleção 5q isolada; CRMD, citopenia refratária com 

displasia multilinhagem; AREB-1 = anemia refratária com excesso de blastos-1; AREB-2= 

anemia refratária com excesso de blastos-2. 

Fonte: (Adaptado de: MALCOVATTI et al.; 2008.) 

 
                                           Escores 

Variáveis 0 1 2 3 

Classificação OMS AR, ARSA, 5q– 
CRDM, 

CRDM-SA 
AREB-1 AREB-2 

Cariótipo 
Normal, del(5q) 

ou del(20q ou -Y 

Outras 

alterações 

≥3 alterações ou 

alterações 

envolvendo o 

cromossomo 7 

 

Hemogloina (<9g/dl 

para homens ou 

<8g/dL para mulheres) 

Ausente Presnete - - 

Escore total Grupo de Risco       

0 Muito baixo 
   

1 Baixo 
   

2 Intemediário 
   

3-4 Alto 
   

5-6 Muito alto 
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1.3 Citogenética em Síndrome Mielodisplásica 

O estudo dos cromossomos em SMD é importante para o diagnóstico, 

seguimento, decisão terapêutica e prognóstico dos pacientes portadores dessa doença 

(Mufti et al, 2004). A presença de alteração citogenética caracteriza um clone e ajuda na 

definição de SMD em oposição a outros quadros de displasias medulares não clonais. 

Solé et al (2005) criaram (após avaliação de uma série de marcadores 

prognósticos em 968 pacientes com SMD) o Sistema de Escore do Grupo Cooperativo 

Espanhol de Citogenética Humana (Escore CGECGH). Uma das grandes contribuições 

do sistema de escore CGECGH foi o refinamento da divisão de grupos citogenéticos 

propostos pelo IPSS (Greenberg et al, 1997). Foram adicionadas a del(11q) e del(12p) 

às alterações consideradas de bom prognóstico e o grupo intermediário passou a ser 

composto por pacientes com +8, rearranjos envolvendo a região 3q21q26, t(11q) e 

del(17p). No grupo de cariótipo desfavorável foi incluído o i(17q), o que costuma 

apresentar características de mieloproliferação com eosinofilia, basofilia e rápida 

transformação para LMA.  

As anormalidades cromossômicas são observadas em 15% a 60% dos casos de 

SMD primária (Romeo et al, 2002; Chen et al, 2005; Bernasconi et al, 2008; Solé et al, 

2005, Pinheiro et al., 2006). As alterações numéricas são as mais frequentes e os 

cromossomos 5, 7 e 8 são envolvidos em 50% dos casos anormais. 

Romeo et al (2002) demonstraram cariótipo alterado em 35% de 40 pacientes 

brasileiros com SMD, sendo os cromossomos 5 e 7 os mais envolvidos.  

Bernasconi et al (2005) avaliaram 331 pacientes com SMD primária (de uma 

instituição italiana), sendo detectadas anormalidades citogenéticas em 62% dos casos. 

Deleção 5q, +8 e del(20q) foram as anormalidades mais observadas nos casos de baixo 
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risco e alterações do cromossomo 7, cariótipo complexo e rearranjo envolvendo 3q, nos 

casos de alto risco.  

A incidência de alterações citogenéticas em pacientes orientais com SMD 

também apresenta variações. Chen et al (2005) detectaram anormalidades citogenéticas 

em 37% de 367 chineses com SMD primária. A trissomia do 8 foi o achado mais 

freqüente, seguida de del(20q), alterações no cromossomo 5 (del(5q)/-5) e monossomia 

do cromossomo 21. Matsuda et al (2005) compararam as características clínicas de 131 

pacientes japoneses com 597 pacientes alemães. Dentre os japoneses, foi encontrado 

cariótipo alterado em 28% dos casos enquanto dentre os alemães, 51%.  

Fica evidente que a incidência de anormalidades cromossômicas em 

pacientes com SMD é variável a depender do grupo de indivíduos sob estudo (alto 

risco x baixo risco), possivelmente com influência da etnia e distribuição geográfica.  

Pelo estudo da citogenética podemos detectar translocações e deleções 

cromossômicas importantes para o entendimento dos mecanismos envolvidos no 

desenvolvimento da SMD, como a inativação de genes supressores tumorais 

ocasionados por tais rearranjos genéticos (Pinheiro et al., 2009). O acúmulo gradual de 

lesões genômicas nas células tronco mieloides da medula óssea determina a 

patogênese e a progressão da SMD (Huntly e Gilliland, 2005; Majeti et al., 2009; 

Pinheiro et al., 2009).  

 

1.4 Patogênese da SMD 

 

 Vários avanços têm sido realizados nas últimas décadas para o entendimento da 

fisiopatologia da SMD, como por exemplo, a identificação de alterações genéticas e 
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epigenéticas. Porém o definitivo mecanismo patogenético da SMD ainda não é 

totalmente compreendido. 

A fisiopatologia da SMD é complexa e envolve alterações na regulação da 

proliferação celular, maturação e sobrevivência. Além disso, respostas alteradas com 

relação às citocinas, sistema imune e estroma da MO também contribuem para o 

fenótipo da doença (Tormo et al., 2010).  

Apesar das células tronco clonais da MO na SMD manterem a capacidade de se 

diferenciar nos estágios maduros, elas fazem isso de maneira ineficaz resultando numa 

diferença de número, função e morfologia. Ao longo do tempo, estas células podem 

gradualmente perder sua capacidade de diferenciação e finalmente se transformam em 

um perfil leucemogênico característica da leucemia aguda. Entretanto, muitos pacientes 

morrem antes que isto ocorra, devido a complicações secundárias a citopenias (Tormo 

et al., 2010).  

Alguns trabalhos têm evidenciado que a lesão inicial da célula tronco 

hematopoética (CTH) na SMD pode estar relacionada a mutações somáticas em genes 

relacionados a regulação epigenética (Papemmanuil et al., 2013). A lesão inicial na 

CTH desenvolve uma vantagem de crescimento sobre as outras e leva a expansão clonal 

e a eventual hematopoese clonal. Estudos detalhados da cinética do ciclo celular 

revelam que a MO dos pacientes com SMD está com uma atividade proliferativa maior 

que o normal. A ocorrência da redução das populações celulares no sangue periférico 

(citopenias) em uma MO com proliferação ativa foi difícil de explicar inicialmente. 

Porém, a proliferação excessiva é equiparada com um aumento de apoptose prematura 

na MO dos pacientes com SMD. O aumento de apoptose foi observado em todos os 

subtipos da SMD embora com intensidades diferentes (Raza et al., 2010).  
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A apoptose é predominante na fase de pancitopênica inicial, porém a 

transformação para leucemia representaria um escape do processo de morte celular 

programada. Os casos iniciais de SMD (AR, ARSA e CRDM) são caracterizados por 

aumento da apoptose na MO. Em contraste, na SMD avançada (AREBs), ocorre um 

aumento da proliferação de blastos junto com uma redução da apoptose e aumento da 

instabilidade genômica (Greenberg et al., 2002, Pellagatti et al., 2010). Este padrão 

sugere que conforme a doença progride, as células clonais podem adquirir a capacidade 

de escapar dos sinais pró-apoptóticos. Estes achados sugerem o conceito de que 

apoptose é um componente central da fisiopatologia da SMD (Kerbauy e Deeg, 2007; 

Tormo et al., 2010). Ainda não está claro se a apoptose está relacionada com alterações 

no programa genético ou é um resultado de um ataque imune (Sloand e Barret, 2010).  

Diversas alterações relacionadas ao DNA que estão associadas à SMD e ocorrem 

em todos os subtipos da doença: dissomia uniparental, mutações pontuais em genes 

(como por exemplo, TET2, Ras e AML1) alterações cromossômicas e fenômenos 

epigenéticos (Epling-Burnette e List, 2009; Raza et al., 2010). Muitos estudos têm 

demonstrado que alteração na metilação de DNA e acetilação de histonas podem alterar 

a transcrição gênica. Metilação anormal de sítios promotores é universal em pacientes 

com SMD e o número de loci envolvidos está aumentado em pacientes com doenças de 

alto risco e leucemias secundárias (Tormo et al., 2010). O papel das modificações 

epigenéticas na SMD foi destacado pela eficiência clínica de agentes hipometilantes 

(Bejar e Ebert, 2010).  

Tem sido demonstrado que nos estágios mais tardios da SMD aquisições de 

mutações pontuais somáticas e deleções de genes críticos estão associadas com 

progressão de SMD para LMA. Genes controlando fatores celulares chaves como 
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diferenciação, sobrevida e proliferação estão frequentemente mutados na SMD (Epling-

Burnette e List, 2009).  

Além da questão da apoptose, tem sido demonstrado que o microambiente do 

estroma tem capacidade reduzida de suportar a hematopoese (Epling-Burnette e List, 

2009). Existe evidência de supressão de MO mediada por autoimunidade em alguns 

pacientes e fatores no microambiente da medula, como neoangiogênese, sinalização de 

citocinas e outros componentes (Kerbauy e Deeg, 2007). Considera-se que a falha da 

MO em SMD possa ser mediada por mecanismos imunológicos. Entretanto, como o 

sistema imunológico poderia estar atuando na patogênese desta doença ainda é 

desconhecido (Young, 2000; Hanaoka et al., 2009). 

 

Desregulação da sinalização imune inata e inflamatória em SMD 

 

Atualmente, está aumentando o número de evidências de que a falha na medula 

óssea que ocorre na SMD seja mediada pela ativação anormal da sinalização do sistema 

imune inato e associados a mecanismos inflamatórios. Porém, o papel exato da 

desregulação do sistema imunológico na fisiopatologia da SMD ainda não está claro 

(Voulgarelis et al., 2004). Uma variedade de alterações imunológicas foi descrita nas 

SMD tanto no nível celular quanto humoral (Baumann et al., 2002; Starczynowski e 

Karsan, 2010; Baldridge et al., 2011; Ganna-Gómez et al., 2015; Kim et al., 2015). 

Níveis alterados de citocinas e fatores de crescimento estão presentes no sangue 

periférico e medula óssea de pacientes com SMD (Ganna-Gómez et al., 2015). A 

desregulação da sinalização das vias inflamatórias, diferenciação mieloide e sistema 

imune em SMD tem sido evidenciada, de uma forma geral, pelo aumento dos níveis de 

fator de necrose tumoral (TNFα), interferon gamma (IFNγ), fator de transformação de 
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crescimento beta (TGF-β), interleucina (IL) 6, IL-8 e fatores de estimuladores de 

crescimento mieloide, granulócitico e de monócitos, dentre outros (Ganna-Gómez et al., 

2015).  

O excesso de expressão desses reguladores da hematopoese tem um papel 

relevante na desregulação da apoptose e falha da hematopoese na SMD (Ganna-Gómez 

et al., 2015). A apoptose na SMD é mediada por fatores parácrinos assim como 

autócrinos implicando tanto as células tronco hematopoéticas como o estroma da MO 

na doença (Raza et al., 2010). Citocinas pró-inflamatórias no ambiente da MO foram 

considerados os principais fatores parácrinos da apoptose, pois foi observado um 

aumento de TNFα, TGF-β e IL1β.  

O aumento das taxas de apoptose intramedular é considerado a principal causa 

das citopenias no sangue periférico características da SMD. A princípio, a apoptose 

pode ser iniciada pelo receptor de morte Fas e o seu ligante específico (Fas-L), que 

estão superexpressos e correlacionado com a alta taxa de apoptose em SMD. 

Progenitores hematopoéticos CD34+ não expressam Fas em condições fisiológicas, 

porem eles podem fazê-lo depois de exposição a citocinas, tais como, TNF-α ou IFN-γ 

(Sério et al., 2014). Portanto, altos níveis de TNF-α estão diretamente associados com 

altas taxas de apoptose em células de medula óssea de pacientes com SMD. 

Outro mecanismo relacionada a desregulação apoptose em SMD é a desregulação 

da sinalização de receptores toll-like (TLR). A família dos TLR compreende alguns dos 

mais importantes tipos de receptores de reconhecimento padrão associados a células de 

mamíferos que têm um papel importante na imunidade inata. A ativação de TLR por 

seus ligantes específicos leva à ativação de fatores de transcrição, como os fatores de 

reguladores de interferon (IRFs), que regulam a expressão de IFN e citocinas pró-

inflamatórias e quimiocinas (Ganna-Gómez et al., 2015).  
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1.5 Diferenciação Hematopoiética 

 O avanço no isolamento in vitro dos precursores mielóides e sua 

caracterização fenotípica proporcionou recentes descobertas dos eventos genéticos e 

moleculares que determinam o desenvolvimento das células-tronco mielóides normais 

(Rosenbauer e Tenen, 2007) e de células-tronco neoplásicas como, por exemplo, células 

tronco hematopoeticas (CTH) isoladas de pacientes com doenças mieloproliferativas, 

Síndrome Mielodisplásica (SMD) e Leucemia Mielóide Aguda (LMA) (Qian et al., 

2002; Rosenbauer e Tenen, 2007; Majeti et al., 2009). 

O desenvolvimento do sistema mielóide é coordenado por uma intrínseca 

rede regulatória de genes que mantém o equilíbrio entre a proliferação, maturação e 

apoptose das células progenitoras hematopoéticas. O “centro” de tais rede regulatórias 

são as vias sinalizadas por citocinas e os fatores de transcrição (Watowich et al., 1996; 

Miranda e Johnson et al., 2007; Zon, 2008). 

Os fatores de transcrição são reconhecidos como os “componentes chave” 

dos eventos moleculares que dirigem o processo de diferenciação, proliferação e 

apoptose da célula tronco mielóide (Tenen,1997; Takaoka et al., 2008; Zon, 2008). 

Cada uma destas proteínas nucleares direciona à expressão de um determinado grupo de 

genes alvo instruindo a célula tronco à um programa de diferenciação (Orkin, 2000, 

Friedman, 2007). A desregulação dos fatores de transcrição possui um importante papel 

no desenvolvimento das leucemias e na SMD, implicando que estes são potenciais alvos 

para intervenção terapêutica nas neoplasias mielóides e em outras neoplasias (Tenen, 

2003; Majeti et al., 2009). 

Os passos relacionados ao fenômeno de transformação neoplásica da CTH 

ainda são desconhecidos, entretanto a teoria mais aceita preconiza que são necessários 

pelo menos dois tipos de mutação: uma associada à vantagem proliferativa e outra 
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associada ao bloqueio de diferenciação (Gilliland, 2001; Gilliland et al., 2002). A 

SMD está associada ao bloqueio de diferenciação da CTH, entretanto a aquisição de 

ao menos uma mutação que gere vantagem proliferativa na célula-tronco é necessária 

para que a SMD evolua para LMA. Demonstramos este fato em caso de paciente com 

SMD que apresentou t(8;21) após seis meses de diagnóstico, porém a transformação 

em LMA somente ocorreu após a aquisição da mutação em tandem do gene FLT3 

(associado à vantagem proliferativa) (Pinheiro et al., 2007). 

Dentre os fatores de transcrição relacionados ao fenômeno da diferenciação e 

proliferação da célula tronco hematopoética, os fatores reguladores de interferon têm 

sido alvos de diversos estudos nos últimos anos (Taniguchi, 2001; Hunda e Taniguchi 

et.al., 2006 Ozato et al., 2007; Konieczna et al., 2008). 

 

1.6 Família de Fatores Reguladores de Interferon (IRFs) 

 

Os Fatores Reguladores de Interferon (IRF-Interferon Regulatory Factor) 

formam uma família de fatores de transcrição que tem uma extensa homologia em sua 

seqüência de consenso de reconhecimento do DNA (DNA-binding domain-DBD) (Au, 

et al., 1995; Nguyen et al., 1998 e Li, et al., 1999). A família dos IRFs consiste de nove 

membros: IRF1, IRF2, IRF3, IRF4, IRF5, IRF6, IRF7, IRF8 e IRF9 (Mamane et al., 

1999; Taniguchi et al., 2001, Tamura 2008; Nehyba et al., 2009).  Os membros dessa 

família de reguladores transcricionais têm em comum a habilidade de se ligar a uma 

sequência homóloga do gene do interferon-β e vários genes regulados pelo interferon. A 

principal função da família IRF é a regulação de respostas imunes, especialmente contra 

a infecção viral ou de ligação ao Interferon tipo I, resultando na amplificação do ataque 

antiviral e ativação da defesa adaptativa (Nehyna, 2002). A resposta inata é a primeira 
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linha de defesa contra uma infecção viral e envolve a produção de interferons (IFNs) e 

citocinas; ativação do sistema complemento e das células natural killer (NKC). Estes 

eventos estimulam a resposta imune adaptativa que habilita o reconhecimento de 

antígenos de alto grau na especificidade natural.  

Os IRFs possuem um papel central na diferenciação e proliferação de 

células hematopoéticas (células mielóides, linfócitos B, T e natural killer (NK) e células 

dendriticas), regulam o ciclo celular, apoptose e oncogene (Lohoff e Mak, 2005; 

Takaoka et al., 2008; Tamura et al., 2008). 

Alguns IRFs são ativados diretamente através de estímulos de antígenos ou por 

estímulo de proliferação e o IFN é um indutor importante dos genes IRFs.  As funções 

dos fatores de transcrição IRF durante a resposta imune são amplas, e defeitos nesse 

sistema de regulação levam ao desenvolvimento de tumores, como, por exemplo, 

associações entre câncer e alterações na expressão dos genes IRF1 ou IRF8, com 

mutações do IRF2 e com a superexpressão do IRF4 (Nehyna, 2002).  

 

Fator Regulador de Interferon-1 (IRF-1) 

O IRF1 foi o primeiro membro da família a ser descrito e é expresso 

constitutivamente em baixos níveis em quase todos os tipos celulares. É um ativador 

transcricional dos genes interferons alfa, beta e outros genes induzidos por interferons 

(Liebermann et al, 2002). O IRF-1 está envolvido na regulação de genes durante a 

inflamação, resposta imune, hematopoese e proliferação celular (Nguyen et al, 1997; 

Coccia et al, 2001; Liebermann et al, 2002; Liebermann et al., 2009) e tem sido 

considerado importante indutor de apoptose juntamente com o P53 (Tanaka et al., 1996; 

Liebermann et al, 2002; Gao et al., 2009). 
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A expressão do IRF-1 é de grande importância durante o processo de 

diferenciação de células mielóides. A medula óssea de camundongos deficientes 

(knockout) de IRF1 apresenta aumento no número de precursores granulocíticos 

imaturos assim como significante diminuição dos fatores CPBα (CAAT-enhancer-

binding protein) e PU.1 (Abdollahi et al., 1991; Testa et al., 2004). Acredita-se que a 

perda do gene IRF1 em CTH resulta na desregulação de fatores de transcrição 

determinantes para o desenvolvimento mielóide e bloqueio da diferenciação 

granulocítica (Testa et al., 2004; Tamura et al., 2008). 

O gene IRF1 está localizado no cromossomo 5q31.1, região comumente 

deletada em SMD e em tumores sólidos (Willman et al., 1993; Johannsdottir et al., 

2006). Luciane et al. demonstraram que a baixa expressão ou inativação do gene IRF1 é 

associada ao aumento da sobrevivência celular (devido a redução da apoptose) em 

células de carcinoma de cabeça-pescoço (Luciane et al., 2009). A baixa expressão de 

IRF-1 também tem sido relatada em outros estudos com câncer gástrico (Nozawa et al., 

1998) e câncer de esôfago (Ogasawara et al., 1996).   

Evidências sugerem que a inativação e/ou deleção do gene IRF1 possa ser uma 

etapa crítica no desenvolvimento de algumas neoplasias hematológicas (Vaughan et al., 

1997; Nguyen et al., 1998). Pacientes com imunoexpressão de IRF-1 superior a 50% 

(em amostras de medula óssea) apresentaram maior sobrevida em relação aos demais 

(Pinheiro et al., 2009). Este achado parece estar associado à função do IRF-1 como 

indutor de diferenciação da célula tronco mielóide.  

O IRF-1 tem sido considerado um importante fator para a manutenção da 

estabilidade genômica. Em uma análise de pacientes com SMD e LMA, Pinheiro et al., 

2008 mostraram associação entre perda de heterozigose (LOH) do IRF-1 com alterações 

cromossômicas complexas (Pinheiro et al., 2008). O fenômeno de LOH do IRF-1 parece 
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anteceder à presença de alterações cromossômicas em pacientes com SMD e LMA 

(Maratheftis et al., 2006; Pinheiro et al., 2008). 

 

Fator Regulador de Interferon-2 (IRF-2)  

 

     O IRF-2 é uma proteína nuclear expressa em diversos tipos celulares que 

funciona como atenuador transcricional de interferon tipo I, regulando negativamente os 

elementos de resposta estimulados por genes induzíveis por interferon (Taniguichi et al., 

2001; Honda et al., 2006).  

O IRF2 desempenha importante função no desenvolvimento das linhagens 

mielóides (Tamura et al., 2008; Masumi et al., 2009). A sinalização do IFN tipo I inibe 

o desenvolvimento da linhagem de células eritroides enquanto o IRF2 balanceia a 

excessiva sinalização de IFN para proporcionar o desenvolvimento de eritrócitos 

(Mizutani et al., 2008). Mizutani et al. demonstraram que a ausência de IRF2 inibe o 

desenvolvimento da linhagem eritróide na medula óssea. Camundongos deficientes de 

IRF-2 (camundongos Irf2-/-) apresentam anemia, apesar dos altos níveis de eritropoetina 

(Mizutani e et al., 2008).  

Stellacci et al. 2004 demonstraram que a expressão de IRF-2 em célula 

progenitora mielóide (linhagem 32Dcl3) resulta na diferenciação megacariocítica por 

ativação de genes reguladores do desenvolvimento do megacariócito como GATA-2, 

GATA-1, FOG-1 e NF-E2, além de induzir a transcrição de receptor de trombopoetina. 

A expressão de IRF-2 na célula progenitora mielóide induz um desvio de diferenciação 

de linhagem granulocítica para megacariocítica com indução de marcadores de 

membrana de megacariócitos como CD41 e CD61 (Stellacci et al. 2004). 
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Não há estudos que avaliem a expressão do IRF-2 em células hematopoéticas 

de pacientes com SMD. Sendo esta doença principalmente caracterizada por um 

bloqueio de diferenciação da célula tronco mielóide, acreditamos que a análise do IRF-

2 poderá ajudar a um melhor entendimento de sua fisiopatologia.  

 

Fator Regulador de Interferon 3  (IRF-3) 

 

O IRF3 é expresso constitutivamente em vários tipos celulares e é importante 

indutor de IFN tipo I (IFNα e IFNβ) (Tamura et al., 2008). IRF-3 desempenha um papel 

essencial na regulação da apoptose medida por TLR3 mediada através da activação de 

ambas as vias intrínsecas e extrínsecas apoptóticas. O IRF3  possui expressão reduzida  

em câncer de próstata e essa baixa expressão está associada a uma estratégia bem 

sucedida de escape do sistema imunológico para algumas neoplasias em fases 

avançadas (Gambara et al. 2015) 

O IRF3 pode desempenhar um papel na apoptose induzida por danos no DNA. 

O IRF3 é fosforilado em resposta a agentes que causam danos no DNA, translocando do 

citoplasma para o núcleo e ativando a transcrição. Karpova  et al. 2003 demonstraram 

que  proteína quinase dependente de DNA (DNA-PK) pode ser responsável pela 

fosforilação da IRF3 em resposta a danos no DNA. Consistente com o seu papel de 

indução de apoptose após lesão no DNA , o IRF3 pode inibir o crescimento de 

linhagens de células de câncer in vitro e in vivo, sendo considerado um supressor de 

tumor (Tamura et al, 2008). 
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Fator Regulador de Interferon 4  (IRF-4) 

 

O gene IRF4 é expresso em células B, monócitos e células dendriticas CD11b+ 

e é regulador negativo dos TLRs quando ativos por citocinas pró-inflamatórias (Tamura 

et al., 2008). 

Vários experimentos sugerem uma associação entre a expressão IRF4 e 

neoplasias. Em células T humanas, a expressão do mRNA do IRF4, induzida pela 

infecção do vírus-1 (HTLV-1), reduz a expressão do gene que codifica a ciclina B1 e 

genes de reparo de DNA que codificam o Rad51, XRCC1, Yng1, RPA e PCNA entre as 

fases G2 e M (Tamura et al., 2008). Além disso, a desregulação do IRF4 está associada 

a diversos tipos de neoplasias como linfomas, leucemia, mielomas e tumores sólidos 

como o melanoma (Wang et al., 2014 e Weilemann et al., 2015). 

 

Fator Regulador de Interferon 5  (IRF-5) 

 

O IRF-5 é um importante indutor  da produção de citocinas pro- 

inflamatórias , tais como, interleucina 12 (IL-12), IL-6 e interferon tipo I .(Lopes-

Pelaez, 2014). O IRF-5 tem sido associado à regulação do crescimento celular, sendo 

considerado um importante gene supressor tumoral (Barnes et al., 2003; Hu et al., 

2005). Pesquisadores evidenciaram a baixa expressão de IRF-5 em células de pacientes 
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com leucemia e câncer gastrointestinal (Barnes et al., 2003; Hu et al., 2005). Sua 

atividade parece ser relacionada à indução de apoptose em resposta a danos no DNA. 

Entretanto, embora o IRF-5 seja um alvo direto do P53, sua atividade reguladora de 

ciclo celular e seus efeitos pro-apoptóticos são independentes do P53, similarmente ao 

IRF-1 (Mori et al., 2002; Hu e Barnes, 2009).  

O IRF-5 está localizado no cromossomo 7q32 (Takaoka et al., 2008), região 

comumente deletada em pacientes com SMD e que determina um prognóstico bastante  

desfavorável (Greenberg et al., 1997; Solé et al., 2005). Não há estudos que avaliem o 

status do IRF-5 em SMD.   

 

Fator regulador de Interferon 6 (IRF6) 

 

 O fator regulador de interferon (IRF6) é o membro da família dos fatores de 

transcrição IRFs menos estudado. Os nove membros da família de IRFs desempenham 

um papel importante na resposta imune inata e têm sido relacionados a inúmeros 

processos celulares, incluindo a supressão do tumor, a regulação do ciclo celular e 

apoptose. No entanto, IRF6 não tem sido implicado em qualquer uma das vias que 

regulam a ativação e função de outros IRFs. O IRF6 tem sido associado com as 

síndromes de Van de Woude e pterígio popliteal (Bailey e Hendrix  2008).  

 A função do gene IRF6 tem sido pouco explorada na hematopoese. Um único 

estudo avaliou a função do IRF6 na eritropoiese. Xu et al., 2012 demostraram que o 

IRF6 e o IRF2 interagem com os reguladores master da eritropoiese, como o GATA 1 e 

o TAL1, formando um complexo de proteínas especifico que são progressivamente 

ativos durante a eritropoiese adulta.  



 

40 

 

 Em neoplasias, baixos ou ausentes níveis de IRF6 estão associados a carcinomas 

da mama, sugerindo que o IRF6 possa possuir propriedade supressora tumoral (Caleb et 

al., 2008).  

 

Fator regulador de interferon 7 (IRF-7) 

 

O IRF7 é um fator de transcrição regulador chave de interferon tipo I e 

desempenha um papel essencial em restringir a infecção causada por vírus. A Ativação 

do IRF7 está envolvida no controle para prevenir inflamação excessiva e auto-

imunidade.   

Em tumores,  Bidwell et al, 2012 demonstraram que a  expressão de genes 

regulados por IRF7 em células de câncer de mama está associado a sobrevida livre de 

metástase. Portanto, a baixa expressão do IRF7 em tumor primário de mama está 

associada a pacientes de alto risco e com desenvolvimento de metástases (Bidwell et al, 

2012).  

 

Fator regulador de interferon 8 (IRF-8) 

 

O IRF-8, também conhecido como ICSBP (do inglês, interferon consensus 

sequence binding protein) é outro membro importante da família dos IRFs e é expresso 

exclusivamente em células mielóides e células B (Weizs, 1994; Takaoka et al., 2008; 

Tamura et al., 2008). O IRF-8 regula a transcrição de vários genes envolvidos no 

processo inflamatório (CYBB e NCF2) além de possuir um papel importante na 

regulação, proliferação, diferenciação e apoptose de células hematopoéticas (Nelson et 

al., 1993; Grabiele et al., 1999; Wang et al., 2009).  
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O IRF-8 tem sido associado à diferenciação de linhagem macrofágica a 

partir da célula progenitora mielóide. Estudos com knocout deste gene têm gerado, em 

modelos murinos, uma doença tipo leucemia mielóide crônica (LMC) com intensa 

atividade proliferativa (Holtschke, 1996). A baixa expressão de IRF-8 gera um desvio 

na diferenciação para a linhagem granulocítica, o que poderia explicar o fenótipo de 

uma doença mieloproliferativa tipo LMC (Schelter, 1999).  

O nível da expressão do IRF-8 é relativamente constante durante a 

diferenciação celular. A deficiência de IRF-8 bloqueia o processo de diferenciação e 

sustenta a proliferação durante a mielopoese. Portanto, é provável que dependendo do 

nível de expressão do IRF-8, este pode funcionar como um supressor da transformação 

neoplásica da célula mielóide (Schmidt et al., 2001).  

 

Fator regulador de interferon 9 (IRF9) 

 

O IRF9 forma o complexo STAT1-STAT2-IRF9 que é conhecido como 

fator de gene estimulado por IFN - ISGF3 (interferon stimulated gene factor 3) 

(Gonzáles-Navajas et al., 2012). Este complexo migra para o núcleo e se liga a 

elementos de resposta estimulados por IFN - ISRE (interferon stimulated response 

element) na região promotora de genes estimulados por IFN-ISG (interferon stimulated 

gene) para iniciar a transcrição do gene (Brierley & Fish, 2002; Gonzáles-Navajas et al., 

2012). 
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1.7 Metilação do DNA e câncer   

 

 O câncer é uma doença heterogênea com diferentes propriedades biológicas 

originado por uma série de mudanças genéticas e epigenéticas que afetam genes 

supressores tumorais e oncogenes. Essas mudanças levam a uma instabilidade 

cromossômica durante a iniciação e progressão tumoral (Feinberg et al., 2006).  

 Mesmo havendo evidências de que a perda da regulação epigenética possa ser o 

evento transformante preliminar para a carcinogênese, não se sabe se os eventos 

epigenéticos exercem um papel causal no desenvolvimento dos tumores e na sua 

progressão, ou se são consequências de um fenótipo anormal nas células malignas 

(Feinberg et al., 2004; Esteller 2002).   

O fenômeno da metilação do DNA ocorre pela adição de um grupo metil (CH3) 

no carbono 5’ do anel de pirimidina da citosina em dinucleotídeos CpG pela enzima 

DNA metiltransferase, resultando na formação de 5-metil-citosina. As citosinas que 

constituem as ilhas CpG da região promotora dos genes são, em sua grande maioria, não 

metiladas em tecidos normais. O bloqueio epigenético por meio da hipermetilação das 

ilhas CpGs das regiões promotoras dos genes gera um silêncio gênico com bloqueio na 

transcrição e consequente perca de sua função (Stephen, 2005).  

 A hipermetilação do DNA no câncer está associada com o silenciamento de 

genes supressores tumorais, enquanto a hipometilação tem um papel importante na 

formação progressiva do tumor e promove a instabilidade cromossômica. Entretanto, os 

genes supressores tumorais não são os únicos afetados por metilação aberrante. Genes 

anormalmente metilados com outras funções são também silenciados em neoplasias 

humanas, incluindo genes envolvidos no reparo do DNA, apoptose, angiogênese, 

regulação do ciclo celular, interação célula-célula, controle da proliferação celular, 
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diferenciação das células em linhagens mais específicas e controle da estabilidade 

genômica (Baylin, 2005). 

   

1.7.1 Bloqueio Epigenético de Genes Supressores Tumorais: Um fenômeno 

comum em neoplasias da Célula tronco Hematopoética 

 

O grande número de genes hipermetilados em várias neoplasias sugere que as 

alterações epigenéticas sejam o passo inicial da progressão do câncer (Shen et al.,2010). 

De acordo com a teoria mais aceita para o desenvolvimento do câncer proposto por 

Knudson et al., 1991, a teoria dos dois passos, o fenômeno da hipermetilação pode 

constituir o passo inicial em muitas neoplasias originadas de células somáticas com 

subseqüentes mutações ou deleções eliminando o segundo gene. 

Em SMD muitas destas ilhas CpGs tornam-se hipermetiladas. A metilação 

aberrante é estável, apresenta propagação clonal e está associada com o silenciamento 

do gene envolvido. A metilação anormal pode ocorrer como evento iniciador, 

predispondo outras alterações, muitas vezes ocorre independente das mudanças 

citogenéticas e está associada a uma progressão mais rápida da doença à LMA. 

     O p15INK4b encontra-se hipermetilado em 10% a 30% dos casos de SMD e 

esse fenômeno está associada com um prognóstico desfavorável. Estudos em modelos 

murinos demonstram que este gene se comporta como um supressor de tumor nas 

células hematopoéticas. Em casos avançados de SMD são descritos fenômenos de 

metilação de genes como P15, P16 e P53.  

 Estudos recentes demonstram novos perfis de hipermetilação aberrante e 

redução de expressão de genes envolvidos na resposta imune (IL27RA), apoptose 
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(como por exemplo, BCL2 e ETS1) em pacientes de baixo risco de SMD (Key et. 

al.,2013).  

Shen et al., 2010 demonstraram baixos níveis de metilação nas ilhas CpG de 10 

genes de células CD34+ e CD3-/19- de pacientes com SMD de baixo risco 

(classificação IPSS). Entretanto, a presença de metilação foi principalmente 

encontrada em casos de alto risco, sendo associada prognóstico desfavorável e elevado 

risco de transformação em leucemia aguda.  

 Wang et al., 2013 demonstraram a metilação de genes antogonistas do Wnt, 

importantes para regulação da proliferação celular, como um evento comum em SMD. 

A metilação dos genes SFRP, SFRP4 e SFRP5 está correlacionada com um 

prognóstico desfavorável, pior sobrevida e alto risco de evolução para leucemia.  

 

 

           Os IRFs são uma família de reguladores transcricionais. Seus membros possuem 

distintos efeitos regulatórios na expressão de vários genes, agindo como ativador ou 

repressor da transcrição. O presente estudo se propôs a avaliar os níveis de expressão, 

metilação e as interações dos diversos membros da família dos IRFs para entender os 

possíveis mecanismos patogênicos da SMD. Esta avaliação poderá ajudar no melhor 

entendimento do bloqueio de diferenciação da célula tronco hematopoética, 

identificando possíveis genes como marcadores de prognóstico e/ou alvo terapêutico 

para a   SMD. 
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2. OBJETIVO  

  

2.1 OBJETIVO GERAL  

  

Avaliar o perfil de metilação e expressão dos genes dos fatores reguladores de 

interferon (IRFs) em células da medula óssea pacientes com síndrome mielodisplásica. 

  

2.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS  

 

1. Avaliar o perfil de metilação e expressão dos IRFs (IRF1, IRF2, IRF3, IRF4, 

IRF5, IRF6, IRF7, IRF8 e IRF9) em células de medula óssea total de pacientes 

com SMD. 

2. Avaliar o perfil de metilação e expressão dos IRFs nas subpoluções de células 

tronco hematopoéticas CD34-/CD133+ e CD133+/CD34+ isoladas da medula 

óssea total de pacientes com SMD. 

3. Avaliar se o mecanismo de regulação da expressão dos IRFs está relacionado 

com a metilação da região promotora desses genes em SMD. 

4. Avaliar o perfil de metilação e expressão dos IRFs em células da medula óssea 

total de pacientes de SMD comparando a células de medula óssea de indivíduos 

normais 

6. Avaliar o perfil de metilação e expressão dos IRFs de acordo com as variáveis 

clinicas e laboratoriais (subtipo da OMS, cariótipo, variáveis do R-IPSS e 

dependência transfusional). 

7. Avaliar o perfil de metilação e expressão dos IRFs durante a evolução da 

doença, relacionar a sobrevida e risco de transformação para LMA. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 Seleção de Amostras  

    No estudo, foram incluídos 119 amotras de pacientes do banco de para 

DNA e RNA do Laboratório de Citogenomica do Câncer. As amostras selecionadas 

foram de paciente de ambos os sexos, com diagnóstico de Síndrome Mielodisplásica 

(SMD), segundo os critérios da OMS (SWERDLOW et al. 2008), diagnosticados e 

regularmente inscritos no ambulatório de Hematologia do Hospital Universitário 

Walter Candítio/Universidade Federal do Ceará, no período de março de 2008 a junho 

de 2014. Todos os pacientes foram previamente submetidos ao protocolo de exclusão 

durante investigação da doença (Tabela 6). 

Tabela 6 - Protocolo de exclusão de causas não clonais que, com frequência, cursam 

com citopenias e/ou dispoeses na medula. Protocolo aplicado à pacientes que se 

encontram sob investigação de SMD.    

Critérios do Protocolo de exclusão 

Deficiências nutricionais: vitamina B12 e ácido fólico  

Exposição recente a agentes tóxicos: metais pesados, benzeno e derivados do 

petróleo.  

Exposição recente a drogas citotóxicas e fatores de crescimento.  

Disfunções endócrinas  

Etilismo  

Disfunções metabólicas: doença hepática crônica e insuficiência renal  

Doenças inflamatórias crônicas  

Infecções virais: SIDA, hepatites, CMV, toxoplasmose, parvovirus B19  

Doenças auto-imunes  

Fonte: Magalhães e Lorand-Metze (2004).  
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Como grupo controle, foram incluídos 17 indivíduos sadios, dos quais amostra 

de medula óssea foi coletada para a realização da avaliação da expressão gênica, 

análise de metilação e análise de expressão proteica.   

 

3.2 COLETA DAS AMOSTRAS  

  Amostras de medula óssea foram coletadas ao diagnóstico de 119 pacientes com 

SMD e durante o seguimento de alguns pacientes (21 pacientes). A medula óssea foi 

coletada em seringa heparinizada, para avaliação do cariótipo por banda G. Além 

disso, foram coletados dois tubos de medula óssea em tubos 15x75 mm com EDTA. 

Um tubo foi destinado para estocagem de medula total e o segundo tubo foi utilizado 

para separação das subpopulações de células tronco hematopoiéticas CD133+/CD34- e 

CD133+/CD34+. Todas as amostras de medula óssea foram coletadas por 

hematologista experiente após consentimento informado.  O estudo do cariótipo por 

banda - G e a separação de células tronco hematopoiéticas CD133+/CD34- e 

CD133+/CD34+ foram realizados à época das coletas. 

As amostras de medula total foram centrifugadas (1811xg por 15 minutos a 

4°C) e a camada leucocitária foi transferida para tubos contendo 1mL de Trizol LS 

(solução monofásica de fenol e isotiocianato de guanidina – Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA) com 250µL de PBS 1X com DEPC ((Dietilpirocarbonato; Sigma-Aldrich, 

Steinhein, Alemanha). Em seguida, as amostras foram homogeneizadas em vórtex por 

1 minuto e armazenadas a -80 °C para posterior extração de RNA, DNA e proteínas.  

Para as amostras de células tronco hematopoiéticas CD133+/CD34- e 

CD133+/CD34+, depois de isoladas, foram ressuspensas em 250 µl de PBS 1X com 



 

48 

 

DEPC e 750 µl de TRIZOL LS (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) e mantidas em 

freezer a -80ºC para posterior extração de RNA, DNA e proteínas.  

 

3.3 CITOGENÉTICA CLÁSSICA  

   A citogenética clássica por banda G foi realizada no Laboratório de 

Citogenômica do Câncer (Universidade Federal do Ceará-UFC), segundo Chauffaille et 

al. (1996). A medula óssea colhida em heparina de forma estéril foi dividida em dois 

frascos contendo 7 mL de meio RPMI (pH 7,0) e 3 mL de soro fetal bovino. Este 

material foi cultivado por 24 horas em incubadora a 37ºC em 5% de CO2. Uma hora 

antes do término da cultura foram adicionados 70uL de um inibidor da formação do 

fuso mitótico (Colcemid®), por 30 minutos, a 8ºC. Em seguida, o material foi 

centrifugado e ressuspenso em solução hipotônica de KCl 0,075 M e lavado com 

solução fixadora (solução de ácido acético e metanol, proporção 3:1), por 4 vezes. Para 

confecção das lâminas para análise, o material foi gotejado em lâminas de microscopia e 

em seguida aquecido por 3 minutos em microondas, na potência alta. O bandeamento 

foi realizado pela técnica de tripsina e as bandas coradas com Kit Panótico®. Foram 

analisadas pelo menos 20 metáfases de cada paciente, sempre que possível. As 

metáfases foram capturadas e analisadas em sistema computadorizado com software 

para cariotipagem CytoVision®. Os resultados da análise citogenética de medula óssea 

foram estabelecidos de acordo com o critério do Sistema Internacional de Nomenclatura 

Citogenética Humana (ISCN) (Shaffer e Tommerup 2014).  
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3.10  ISOLAMENTO DAS CÉLULAS MONONUCLEARES DE MEDULA 

ÓSSEA  

Dos 119 pacientes coletados, 29 amostras de medula óssea foram utilizadas para 

a realização da separação da camada de células mononucleadas. As células 

mononucleares (CMN) foram isoladas por centrifugação em gradiente de densidade 

utilizando Ficoll-Hypaque PLUS (Amersham Biosciences, No.17-1440-02). Nos tubos 

contendo medula óssea, foram adicionados PBS (tampão fosfato salina) até completar o 

volume de 5mL e em seguida realizada homogeneização da amostra. Em tubos Falcon 

de 50mL foram adicionado 7 ml de Ficoll-Hypaque na parte inferior de cada tubo e 

sobre a solução de Ficoll foi adicionada lentamente a medula óssea diluída em PBS, 

resultando na formação de duas fases, a orgânica (mais inferior, composta por solução 

de Ficoll) e a aquosa (mais superior composta pela amostra diluída). Em seguida, as 

amostras passaram por centrifugação de 2000rpm por 30 minutos à temperatura 

ambiente, resultando na formação de um anel entre as fases, onde se localizam as 

CMNs. Esse anel foi recolhido de cada amostra e transferido para novos tubos, que 

passaram por processo triplo de lavagem com PBS 1X e centrifugação de 1500rpm por 

10 minutos a 4ºC. O pellet formado foi ressuspenso em tampão (PBS 1X, pH 7.2, 0.5% 

bovine serum albumin (BSA) e 2 mM EDTA) e as células foram contadas em câmara de 

Neubauer, para posterior separação das células CD133+/CD34- e CD133+/CD34+. 
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3.11 SEPARAÇÃO IMUNOMAGNÉTICA DAS CÉLULAS DAS 

SUBPOPULAÇÕES DE CÉLULAS CD133+/CD34- e CD133+/CD34+.   

 

 As subpopulações de células CD133+/CD34- e CD133+/CD34+, contidas entre 

as mononucleares, foram isoladas imunomagneticamente a partir das amostras 

utilizando o Kit MACS CD34 MultiSort Kit human (No. 130-056-701, Miltenyi 

Biotec), seguindo as instruções do fabricante, sob condições assépticas. Inicialmente foi 

realizado a separação de células CD34+. Para isso, as células mononucleares isoladas 

foram incubadas com anticorpos monoclonais anti-CD34 (clone QBEND/10) ligados a 

partículas magnéticas (beads) por 30 minutos a 4ºC. As amostras foram passadas através 

da coluna de separação magnética sob campo magnético e, assim, as células CD34+ 

marcadas magneticamente ficaram retidas na coluna LS (Miltenyi Biotec, No. 130-042-

201) por meio de um imã SuperMACS (Miltenyi Biotec, No. 130-044-104). A coluna, 

ainda na presença do imã, foi lavada com tampão de coluna, a fim de retirar as células 

com fraca marcação de CD34+. Posteriormente, a coluna foi retirada do campo 

magnético, realizou-se a eluição e contagem das células CD34+ em câmera de Neubauer. 

 Para a separação das células CD133+/CD34+, foi utilizado o efluente da 

obtido da separação de células CD34+, ou seja, contendo células CD34-. Para cada 1mL 

de efluente obtido, foi adicionado 20ul de MultiSort Release Reagent. A amostra foi 

homogeneizada e incubada no escuro a (2–8 °C) durante 10 minutos. A amostra foi 

lavada com 5ml de tampão e em seguida centrifugada a 300g durante 10minutos. A 

amostra foi ressupensa com 50µL tampão por 10⁷células totais e foi adicionado 30µL de 

MultiSort Stop Reagent por 10⁷células totais. Em seguida, foi adicionado à amostra o 

segundo marcador anticorpo anti-CD133 para a realização da separação das células 

CD133+/CD34-. Depois da adição do anticorpo, a amostra foi homogeneizada e 
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incubada a 2–8°C durante 15 minutos. O processo de separação nas células 

CD133+/CD34- foi realizado como anteriormente descrito para a separação de células 

CD34.   

 

 

3.12  ANÁLISE DA PUREZA DAS SUBPOPULAÇÕES DE CÉLULAS 

CD133+/CD34- E CD133+/CD34+.   

 

Após a separação da camada de células mononucleadas e da separação 

imunomagnética, cerca de 2x105 células foram reservadas para análise de pureza e 

caracterização da composição da amostra em citometria de fluxo. Para isso, a porção de 

células reservadas para a citometria foram ressuspensas em 200 µl de PBS.  

Para realizar a compensação das cores, amostras de células mononucleadas 

foram marcadas com reagente imunológico, anti-CD45 humano marcado com FITC 

(No- 130-080-202, Miltenyi Biotec), outro tubo foi marcado com reagente imunológico 

anti-CD34 humano marcado com PE, clone AC136 (No130-081-002, Miltenyi Biotec) e 

outro tubo continha células sem nenhuma marcação. Para a análise de pureza, foram 

adicionados nas amostras de células mononucleadas e nas imunomagneticamente 

separadas, 5µl dos anticorpos anti-CD45 humano, marcado com FITC (No. 130-080-

202, Miltenyi Biotec), anti CD34 humano marcado com PE, clone AC136 (No.130-081-

002, Miltenyi Biotec) e o anti CD133/1 (AC133) humano, APC (No. 130-090-826, 

Miltenyi Biotec), em cada amostra analisada. Os tubos foram incubados por 20 minutos 

no escuro, adicionou-se, em seguida, 500µl de PBS 1x, após isso a análise foi realizada 

em citômetro FACSCalibur (Becton Dickinson, San Jose, Ca, EUA) utilizando o 

software específico CellQuest (Becton Dickinson, San Jose, CA, EUA). Neste, cerca de 
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5.000 a 50.000 eventos foram adquiridos e plotados em função dos parâmetros de FSC 

(forward scatter – tamanho celular) e SSC (side scatter – granularidade celular). De 

acordo com esses parâmetros os eventos foram selecionados através de gates, isolando e 

calculando a porcentagem das células de acordo com as marcações por anticorpo. 

 

3.13 ANÁLISE DE EXPRESSÃO DO GENES IRFS 

 

Os procedimentos referentes às análises de expressão gênica foram realizados 

no Laboratório de Hematologia da Faculdade de Medicina da Universidade de São 

Paulo (USP) - Ribeirão Preto.   

 

3.7.1 Extração do RNA Total  

 A extração de RNA total baseou-se nas instruções do fabricante. As amostras 

de medula total e as subpopulações CD133+/CD34- e CD133+/CD34+, foram 

descongeladas e a cada uma foi adicionado 10µl (20ng/ml) de glicogênio e 200µl de 

clorofórmio, homogeneizaram-se as amostras em vórtex e, em seguida, os tubos foram 

centrifugados a 14000rpm por 15 minutos a 4ºC. Retirou-se cuidadosamente o 

sobrenadante formado em cada amostra, transferindo para novos tubos. Nestes tubos 

foram adicionados 400µl de isopropanol gelado para a precipitação do RNA. O tempo 

de precipitação do RNA variou de acordo com o tipo de amostra, as amostras de medula 

total permaneceram durante 60 minutos a -20ºC e as amostras de CD133+/CD34- e 

CD133+/CD34+, permaneceram precipitando overnight a -20ºC, devido à baixa 

concentração de células. Após a precipitação o material foi centrifugado a 14000rpm 

por 30 minutos a 4ºC e o sobrenadante foi descartado por inversão. O pellet formado foi 

ressuspenso em etanol 70% e centrifugado a 14000rpm por 10 minutos a 4ºC. Em 
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seguida, o sobrenadante foi novamente descartado por inversão e o pellet ressupenso em 

20µl de água livre de RNAse. Os RNAs quantificados e congelados em freezer -80ºC. 

 

3.7.2 Quantificação de RNA 

O RNA total obtido das amostras foram quantificado em através de leitura em 

espectrofotômetro Nanovue no comprimento de onda de 260nm, utilizando 

equivalência de 40µg/ml para 1 unidade de absorbância. O grau de pureza das amostras 

foi avaliado através da razão 260/280nm, sendo considerada uma boa extração aquela 

que apresentou valores entre 1,6 e 1,8. A qualidade do RNA total e também foi 

verificada em gel de agarose 1%. 

 

3.7.3 Reação da Polimerase em Cadeia por Transcriptase Reversa (RT-

PCR) 

Após extração e purificação, parte do RNA extraído (2000ng) de cada amostra 

foi empregado na síntese do cDNA (20µl), a síntese do cDNA a partir do RNA total foi 

realizada de acordo com o protocolo do Kit High Capacity RNA-to-cDNA 

(Cat#4387406, Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). O cDNA por sua fez foi 

diluído 5 vezes para ser utilizado nas reações de qPCR. Os cDNAs foram armazenados 

a -20°C.  

 

3.7.4 PCR Quantitativo em Tempo Real (qPCR) 

 As reações foram realizadas no aparelho 7300 Real Time PCR System 

(Applied Biosystems, Foster City, CA), em placas transparentes de 96 wells (Applied 

Biosystems). As reações de PCR em tempo real foram realizadas em duplicata 
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utilizando sondas TaqMan (“Assay on demand”).  O volume final de cada reação foi de 

10μl, sendo 7,5μl de TaqMan Universal, 0,5μl de primer (TaqMan Assay) e 2,5μl de 

cDNA. As condições de termociclagem compreenderam uma incubação a 50ºC por 2 

minutos, 95ºC por 10 minutos (para ativação da DNA polimerase), seguidos por 40 

ciclos de 95ºC por 15 segundos (desnaturação) e 60ºC por 1 minuto (anelamento e 

extensão simultâneos).  

Todas as amostras (casos, controles normais e controle interno das reações) 

foram realizadas em duplicatas. Uma amostra calibradora quantitativa foi incluída em 

todas as placas de qPCR (pool de diversas linhagens de tumores humanos) para 

minimizar as diferenças de amplificação entre as reações. Como controle de 

contaminantes da PCR, NTCs (no-templante controls), no qual água foi adicionada no 

lugar do RNA, foram incluídos em cada placa. 

Para análise da expressão gênica foram utilizados ensaios adquiridos 

(TaqMan® Gene Expression Assay) com marcação FAM-MGB pela Applied 

Biosystems (Tabela 7). 
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Tabela 7: Lista dos genes utilizados na avaliação da expressão gênica por PCR em Tempo 

Real. 

GENES 

CÓDIGO DE REFERÊNCIA 

(Applied 

Biosystems) 

Genes Normalizadores  

ACTB (β-actina)  4310881E 

GAPDH (Gliceraldeído fosfato desidrogenase)  4318884E 

B2M (β2-microglobulina) Hs99999907_m1 

HPRT1(Hipoxantina-

guanina fosforibosiltransferase)  
Hs02800695_m1 

UBC (Ubiquitina C) Hs00824723_m1 

Genes de estudo  

IRF1 (Interferon Regulatory Factor 1) Hs00971980_m1 

IRF2 (Interferon Regulatory Factor 2) Hs00180006_m1 

IRF3 (Interferon Regulatory Factor 3) Hs01547283_m1 

IRF4 (Interferon Regulatory Factor 4) Hs01056533_m1 

IRF5 (Interferon Regulatory Factor 5) Hs00158114_m1 

IRF6 (Interferon Regulatory Factor 6) Hs01062178_m1 

IRF7 (Interferon Regulatory Factor 7) Hs01014809_g1 

IRF8 (Interferon Regulatory Factor 8) Hs01128710_m1 

IRF9 (Interferon Regulatory Factor 9) Hs00196051_m1 

 

Certas variáveis precisam ser controladas na análise da expressão gênica, como 

a quantidade de material inicial, qualidade do RNA utilizado, eficiência da transcrição 

reversa (RT), componentes inibitórios e diferença na atividade transicional global das 

células. Para a normalização dos parâmetros acima, foram utilizados cinco genes de 

referência: ACTB, HPRT1, GAPDH, B2M e UBC. O programa Bestkeeper (Pfaffll et al., 

2004) foi utilizado para auxiliar na escolha do par de genes de referência 

(frequentemente chamados de genes housekeeping) mais estável e determinar 

qualidades das amostras avaliadas. Em relação ao software BestKeeper, calcula-se o 

desvio padrão do gene de referência (SD) com base em valores brutos (Cq - 

quantification cycle), independentemente da eficiência da amostra. O gene com o menor 

SD é considerado o mais estável.  Além disso, o programa BestKeeper calcula um 

coeficiente de correlação de Pearson para cada par de genes de referência candidatos. 

Todos os genes de referência altamente correlacionadas são então combinados em um 



 

56 

 

fator de normalização. Utilizamos o par de genes mais estável para a normalização da 

expressão genica que foi realizada através do cálculo da média geométrica dos dois 

genes.  

Os resultados foram avaliados através do software Sequence Detection System 

V1.3 para obtenção dos valores de Cq. Ao final de cada corrida os dados foram 

exportados para planilhas do software Excel para o cálculo dos valores de ∆CT. A 

nomenclatura padrão 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). 

Posteriormente, os resultados qPCR, os Cq para cada gene de estudo foram 

normalizados para cada amostra, subtraindo o valor da média geométrica dos Cq do par 

de genes de referência (obtendo o valor de ∆Cq). Como referência para cálculo de 

valores de expressão (2-∆Cq) (Pfaffl, 2001). Segundo a formula abaixo: 

2-∆Cq= Cq do gene alvo – média geométrica do Cq dos genes de referência 
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3.14 ANALISE DE METILAÇÃO DA REGIÃO PROMOTORA DOS GENES 

DOS IRFS 

 

Os procedimentos referentes às análises de metilação da região promotora dos 

genes dos IRFs foram realizados Centro de Pesquisa em Oncologia (CEPON) do 

Hospital do Câncer de Barretos, São Paulo.  

 

3.8.1 Extração de DNA de Células da Medula Óssea  

 

Após a extração de RNA, a fase orgânica foi reservada para a realização da 

extração de DNA. O sobrenadante remanescente foi retirado e foram adicionados 500µl 

de BEB (Back Extraction Buffer) ao precipitado e as amostras permaneceram sob 

agitação constante durante 30 minutos. Em seguida o material foi submetido à 

centrifugação a 12000rpm durante 15 minutos a 4ºC. Após a centrifugação, o 

sobrenadante obtido foi transferido para um novo tubo. O precitado resultante dessa fase 

foi estocado a -80ºC para posterior extração de proteínas. No tubo com sobrenadante, 

foram adicionados 400µl de isopropanol para a precipitação do DNA, a amostra foi 

homogeneizada por inversão e permaneceu durante 1hora a -20ºC. Após esse período a 

amostra foi centrifugada a 14000rpm durante 30 minutos a 4ºC. Em seguida o 

sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com etanol 70% e com seguida 

centrifugação a 14000rpm durante 5 minutos à 4ºC, esse procedimento foi repetido 

durante 4 vezes. Após a última lavagem o sobrenadante foi descartado e tubo contendo 

o DNA permaneceu secando a temperatura ambiente. O DNA foi hidratado com água 

livre de DNAse e permaneceu em banho-maria durante 30 minutos à 60ºC. As amostras 

foram quantificadas e estocadas à -20ºC. 
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3.8.2 Extração do DNA de Sangue Periférico 

   

DNA de leucócitos de indivíduos saudáveis foram utilizados na curva padrão 

da PCR quantitativa metilação específica em tempo real (QMSP), descrita 

posteriormente. Uma amostra de sangue periférico de um indivíduo normal foi coletada 

em tubo Vacutainer ® EDTA.  O tubo foi centrifugado a 3.500 RPM, por 10 minutos à 

4°C para a obtenção de um anel leucocitário ou buffycoat. Aproximadamente, 500 µL 

do buffycoat foram transferidos para um tubo cônico de 15 mL. A lise de hemácias foi 

realizada previamente antes da extração, para obtenção de um pellet de leucócitos livre 

de hemácias. A lise de hemácias foi realizada pela adição de 12 mL de solução de lise 

composta por cloreto de amônio (10X) e bicarbonato de amônio (1X) em um tubo 

cônico que foi posteriormente imerso no gelo por 20 minutos. Após esse tempo, o tubo 

foi centrifugado por 10 minutos a 3.500 RPM a 4°C, e o pellet transferido para um 

microtubo de 1,5 mL. O DNA foi extraído através do DNeasy Blood & Tissue kit 

(Qiagen), adicionando 25 µL de proteinase K ao pellet, 4µL de RNase A e 200µL de 

tampão de lise, conforme protocolo do fabricante. A amostra foi incubada a 56°C por 3 

horas com agitação de 600 RPM em termomixer. Após a incubação, foram adicionados 

200µL de etanol absoluto e o conteúdo do tubo transferido para a coluna fornecida pelo 

fabricante. O protocolo seguiu com a lavagem da coluna com solução tampão, e o 

conteúdo eluído em 60µL de água estéril deionizada (milliQ). O DNA foi quantificado e 

armazenado em freezer a uma temperatura de -20°C.   
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3.8.3 Quantificação de DNA 

 

O DNA obtido das amostras foi quantificado por nanoespectrofotometria em 

Nanodrop (ThermoScientific) no comprimento de onda de 260nm, utilizando 

equivalência de 40µg/ml para 1 unidade de absorbância. Este aparelho quantifica ácidos 

nucleicos e proteínas, através da leitura de comprimento de onda absorvido ou refletido. 

A absorbância de 260nm indica o pico de absorção de UV do DNA, a absorbância de 

280nm o pico de absorção de UV de proteínas e 230nm o pico de absorção de UV para 

contaminantes orgânicos. 

O grau de pureza das amostras foi avaliado através da razão 260/280 e 260/230, 

sendo considerada uma boa extração aquela que apresentou valores entre 1,6 e 2,1. 

Todas as amostras foram estocadas à -20°C.  

 

3.8.4 Tratamento do DNA Genômico com Bissulfito de Sódio  

  O DNA genômico extraído a partir das amostras de medula óssea de indivíduos 

saudáveis, de pacientes com SMD, assim como as amostras de sangue periférico de 

indivíduos saudáveis utilizados para a curva padrão, foi submetido ao tratamento com 

bissulfito de sódio pelo EZ DNA Methylation Kit (ZymoResearch). 

O tratamento consiste em converter as citosinas não metiladas em uracila com 

a perda do grupo amina da base citosina. Já as citosinas metiladas ficam protegidas e, 

portanto, permanecem inalteradas. Com a utilização deste método, a taxa de conversão 

química tem sido estimada em 95-98% (Clark et al. 2006).  

O tratamento consiste em uma primeira etapa de desnaturação do DNA, uma 

segunda etapa de tratamento com bissulfito de sódio (deaminação) e uma terceira etapa 

de purificação, dessulfonação e eluição. Como a deaminação por bissulfito ocorre 
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somente em fita simples do DNA, a etapa de desnaturação é primordial para a garantia 

da conversão, pois a presença de citosinas em fragmentos de fita dupla protege as 

mesmas da deaminação. Portanto, inicialmente, para a desnaturação da fita dupla de 

DNA foi adicionado aos 2µg de amostra,1X do tampão de diluição, em um volume 

final de 50 µL e colocados em incubação a 37°C por 15 minutos. Na etapa de conversão 

(deaminação), as amostras foram incubadas a 50°C com o reagente de conversão CT 

(EZ DNA Methylation Kit ) que contém bissulfito de sódio, por 16 horas protegidos de 

luz. Na etapa de purificação, as amostras foram transferidas para a coluna Zymo-Spin 

contendo o tampão de ligação e centrifugadas por 30 segundos a 13.000 RPM, seguido 

de adição de tampão de lavagem e nova centrifugação. Em seguida, foi adicionado o 

tampão de desulfonação à coluna e o produto incubado a temperatura ambiente por 20 

minutos. Na última etapa de eluição, a coluna foi transferida para um tubo de 1,5 mL e 

foram adicionados 20 µL de água estéril deionizada (milliQ) com incubação de 1 

minuto, por duas vezes, para obtenção máxima do rendimento da coluna, totalizando 40 

µL finais de produto eluído e então armazenados em freezer -20°C.  

A correta conversão do DNA com bissulfito de sódio foi confirmada por 

sequenciamento (descrito a seguir) de algumas amostras, utilizando os iniciadores do 

gene endógeno ACTB, verificando-se presença de timina no lugar de citosina. O 

tratamento de bissufito converte a citosina não metilada em uracila que é reconhecida 

como timina nas PCRs. 

 

 3.8.5 Metilação do DNA de Leucócitos in vitro  

 

  O DNA genômico de leucócitos normais metilado in vitro foi empregado na 

construção das curvas padrão da PCR quantitativa metilação específica em tempo real 
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(QMSP). A metilação in vitro do DNA genômico foi realizada utilizando o kit CpG 

MethyltransferaseM.SssI (New England Biolabs), seguindo as instruções do fabricante. 

Para tanto, adicionou-se em um tubo 20 µg de DNA de leucócitos previamente 

extraídos de sangue periférico com 2,5 µL de S-adenosilmetionina (SAM) a 32 mM, 25 

unidades de SssImetilase, 25 µL de tampão NEB 10x e água ultra-pura na quantidade 

suficiente para 250 µL, e incubado a 37°C por 4 horas. Após a incubação, foram 

adicionados mais 5 µL de SAM e 12,4 unidades da SssImetilase, e nova incubação a 

37°C por 4 horas.  

 Foram adicionados 250 µL de fenol-clorofórmio-álcool isoamílico (25:24:1) e 

transferidos para um tubo PhaseLock Gel (Eppendorf) e centrifugado por 15 minutos a 

13.000 RPM. A fase aquosa foi transferida para um tubo de 1,5 mL e adicionados 800 

µL de etanol 100%, 100 µL de acetato de amônio 7,5 M, homogeneizado por inversão e 

incubado a -20°C overnight. Após a incubação, foi adicionado 1 mL de etanol 70% e 

homogeneizado por inversão. Em seguida centrifugado por dois minutos a 8.000 RPM, 

retirado o sobrenadante e o pellet foi seco a temperatura ambiente.   

  O pellet de DNA foi ressuspendido em 11µL de água estéril deionizada (milliQ), 

quantificado e submetido ao tratamento com bissulfito de sódio conforme descrito 

anteriormente. Após a conversão do DNA genômico 100% metilado, foram aliquotadas 

as curvas padrão, constituídas de seis pontos de diluições seriadas (fator de diluição 

1:10), partindo de 50 ng de DNA 100% metilado e armazenadas na temperatura -80°C.  

 

3.8.6 Desenho de Iniciadores e sondas Específicos 

 

O desenho dos iniciadores é uma etapa importante, pois a confiabilidade desse 

método depende da escolha de regiões do promotor que contenham ilhas CpG e que 
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possam ser reconhecidas pelos iniciadores quando estiverem metiladas.  

O objetivo de desenhar iniciadores para análise de metilação quantitativa é 

amplificar sequências metiladas com eficiência, evitando a amplificação de sequências 

não convertidas.  

 Os iniciadores e sondas que foram utilizados para amplificar a região 

promotora dos genes de interesse e do gene de referência (ACTB) estão descritos na 

Tabela 8. As sequências dos iniciadores para a região promotora dos IRFs foram 

baseadas no trabalho de Yamashita, et al., 2010. Além disso, com exceção do gene IRF9 

todos os genes apresentam ilha CpG em suas regiões promotoras 

(http://www.genome.ucsc.edu). Para o gene IRF9 foi avaliada uma região densa em 

CpG localizada na região promotora, porém não obtemos sucesso de fragmentos 

específicos e o gene IRF9 foi excluído da análise de metilação. Para localização das 

sequências dos iniciadores e sondas destes genes e também para a visualização das ilhas 

CpG foram utilizadas as ferramentas: Human Blat Search e MethPrimer. 

http://www.genome.ucsc.edu/
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Tabela 8 - Iniciadores e sondas para avaliação do perfil de metilação da região promotora dos genes dos IRFs e gene de referência. 

Gene 

Iniciador Direito 5´-3´ (Primer 

Foward) 

Sonda 5´-3´ (6-FAM -5´3´-

lowaBlack) Reverso 5´-3´ (Primer Reverse) T⁰C 

Amplicon 

(pb) 

 CG 

(n) 

ACTB TGG TGA TGG AGG AGG TTT AGT AAG T AAC CAA TAA AAC CTA CTC CTC CCT TAA AAC CAA TAA AAC CTA CTC CTC CCT TAA 60 133 13 

IRF1 TAC GTA GTC GGT TAA TGG GC GAC CCC GCC CCC GAA CAA CCG AAA ACA ACG ACG CCA CC 62 105 14 

IRF2 GCG AGT CGC GGA TTT AC  GCT TCC CCA AAT CGC GAC GAC GAA  CAT TAA CGA ACA ACG CCG  65 113 11 

IRF3 GGG TCG ATA ATC GGT TTA GC  CCC AAC GTT CCG CCC TTT CTA CGC  CCC GCT AAA CTA TTC CCG 62 134 16 

IRF4 TAG TTT TCG AAG CGG CG  CGC CCG AAA AAC GCA CCT CCA ACC G  AAA TAA AAT TCC CGC GCC  * 88 17 

IRF5 GGG TAT TGT TCG CGT TC  CCG AAC ACT TCC GCG TCT TAC CGC CAA ACT ACG CCT CCC G 64 104 12 

IRF6 GTC GGG TAG TTT AGA AAC GC  TCG CAT CCG CCC GAC CAC G  CCG AAC TCA CGT CAA CG 62 145 18 

IRF7 TTT TTC GTT TTT TCG CGA GAC  TCG CTC CCG ACC TAC ACC GCG  TAC CCC TCC GAA ATC ACG  60 132 14 

IRF8 TAA GTT GAC GTT ATT GGT CGG  ACG ATA CGC CAA CGA TCG CGC GAC CAC GCT TAC TAC CGC G  62 117 16 

IRF9 TAA AAA ATT AGT CGG GCG T  CTC ACT ACA AAC TCC GCC TCC CGA  TTT AAA ACG AAA TCT CGC TC  * 159 11 
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3.8.7 Análise de PCR Quantitativa Metilação Específica em Tempo Real 

(QMSP)  

 

A técnica que foi utilizada para avaliar os níveis de metilação é um método 

quantitativo, que permite analisar a amplificação em tempo real do produto. Nesta 

abordagem, amostras de DNA bissulfito convertido foram amplificadas utilizando 

iniciadores e sonda específicos (Tabela 8) para a região promotora de cada gene alvo 

estudado, que se anelam especificamente às sequencias metiladas bissulfito convertidas. 

Como controle interno, foi utilizado o gene β-actina (ACTB) na qual, os iniciadores e 

sonda (Tabela 8) se anelam a região sem sítios CpGs. Sendo assim, a amplificação do 

controle interno é independente do grau de metilação do DNA e é utilizado para 

controlar a quantidade de DNA colocada na reação, o que serviu posteriormente para a 

normalização e determinação dos níveis de metilação dos nove genes avaliados.  

 Os iniciadores flaqueiam uma sonda fluorigênica de hibridização marcada com 

um fluoróforo “reporter”, ou seja, emissor de fluorescência a 5´ (FAM – 6-carboxi-

fluoresceína) e na extremidadea 3´ um fluoróforo “quencher”, ou seja, receptor (lowa 

Black). A atividade 5´exonuclease da enzima Taq DNA polimerase cliva a sonda 

durante a fase de extensão e libera o “repórter” cuja fluorescência é detectada pelo 

laser. Após a fluorescência ultrapassar o limiar de detecção, a amplificação da PCR 

resulta em um sinal de fluorescência proporcional à quantidade de produto de PCR 

gerado. Portanto o nível de fluorescência detectado é proporcional à quantidade de 

produto amplificado.   

As reações de amplificação foram realizadas em um volume final de 20 µL, nas 

seguintes condições: 1 µL (~50 ng) de DNA genômico modificado com bissulfito; 

600nM de iniciadores direto e reverso, 200nM de sonda; 0,6 unidades de platinumTaq 

DNA polimerase (Invitrogen); 200µM de dNTPs; 2µL de tampão de reação 10X 
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(contendo sulfato de amônio 166 mM, Tris-HCl (pH 8,0) 670 mM, cloreto de magnésio 

67 mM, βmercaptoetanol 100 mM, DMSO 1%) e 0,4µL de ROX ReferenceDye 

(Invitrogen), que atua como um normalizador da fluorescência.  

 As reações foram realizadas seguindo as condições: 95°C durante 3 minutos, 

seguido de 50 ciclos a 95°C durante 15 segundos e o tempo de ligação dos iniciadores 

foram variáveis de acordo com cada gene (Tabela 8) durante o tempo de 1 minuto, para 

se obter uma maior eficiência e especificidade da reação.  

Antes da realização das reações de QMSP, foram realizadas as padronizações de 

todos os conjuntos de iniciadores e sondas para verificar e estabelecer a temperatura 

ótima da reação (Tabela 8).   

 As reações foram feitas em placas de 96 poços (Applied Biosystems) no 

ViiA™ 7 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA) e as corridas 

analisadas com o auxílio do programa   ViiA 7 RUO Software v1.2 (Applied 

Biosystems). Cada placa continha amostras de pacientes normais e tumorais em 

triplicata, e três controles negativos (NTC) em que se adicionou água no lugar do DNA 

molde. Além das amostras, cada placa também continha 11 poços destinados a curva 

padrão construída a partir da diluição seriada do DNA de leucócitos de indivíduo 

normal metilado in vitro como descrito anteriormente. Para se obter a quantidade de 

DNA total na reação, o gene ACTB foi utilizado como referência interna. 

Para as reações foram adotados os seguintes critérios: as amostras foram 

consideradas metiladas quando foi possível detectar a amplificação de pelo menos duas 

das triplicatas. Nos casos em que apenas uma das triplicatas era amplificada, os 

experimentos foram repetidos e consideradas metiladas caso o resultado fosse 

confirmado. A ausência de amplificação indicava que a amostra não era metilada. Além 

disso, para utilizar a curva padrão na quantificação da metilação nas amostras, 
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consideramos o mínimo de três pontos com sinal de amplificação.  

 O nível relativo de DNA metilado para cada gene em cada amostra foi 

determinado como a razão entre as médias das triplicatas do gene de interesse dividido 

pelo valor da média das triplicatas da amostra em questão para ACTB, e então este valor 

multiplicado por 1000, para a melhor representação dos dados.  

  

3.8.8 Purificação do produto de PCR para sequenciamento  

 

 Para o sequenciamento, os produtos de PCR foram purificados com o kit 

Wizard SV Gel and PCR Clean-up System (Promega). Seguindo protocolo do 

fabricante, os produtos amplificados foram aplicados em gel de agarose 2% com 

tampão TAE 1X, e submetidos a uma corrida de eletroforese a 100V e 400mA por 50 

minutos. Com o auxílio do transiluminador UV, as bandas foram cortadas com um 

bisturi, colocadas em um tubo de 1,5 mL e pesadas em balança científica. O tamanho 

esperado dos fragmentos amplificados para cada gene pode ser observado na Tabela 8.  

  De acordo com o peso obtido de cada fragmento do gel, foi adicionado o 

tampão de ligação numa razão de 10 µL da solução a cada 10 mg do gel, e então foram 

incubados a 60°C por 10 minutos até dissolução completa do gel. O gel dissolvido foi 

transferido para a coluna SV com o tubo coletor e centrifugada a 14.000 RPM por um 

minuto. A coluna foi lavada com a adição do tampão de lavagem contendo etanol por 

duas vezes, o produto foi precipitado, e posteriormente eluído em 50 µL de água ultra-

pura e armazenado a -20°C.  
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3.8.9 Sequenciamento   

 

 Para avaliar a eficiência do tratamento por bissulfito das amostras de DNA 

foram utilizados os produtos da PCR quantitativa metilação específica em tempo real 

(QMSP) purificados.   

  O sequenciamento dos produtos tratados por bissulfito de sódio fornece base 

qualitativa e eficiente para identificar a citosina metilada. Esse método foi introduzido 

primeiramente por Frommer et al.72 e baseia-se nas reações de deaminação da citosina 

após o tratamento73.  

 Os produtos de PCR foram purificados com 2 µL da enzima Exo SAP-IT (USB) 

a cada 5µL do produto da PCR purificado do gel. A reação foi incubada a 37ºC durante 

30 minutos, seguido de 15 minutos a 80ºC. A partir das amostras tratadas com Exo SAP, 

foi adicionado 1 µL de reagente Big Dye, 1,5 µL de tampão 5X do kit DNA Sequencing 

BigDye Terminator v3.1(Applied Biosystems) e 1 µL do iniciador empregado na 

amplificação (3,2 µM). Para análise da eficiência da conversão por bisulfito foi 

utilizado o iniciador direto de ACTB. O volume final da reação foi de 10 µL. A reação 

final foi incubada em termociclador Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Applied 

Biosystems) por 30 ciclos de 96ºC por 10 segundos, 50ºC por 5 segundos e 60ºC por 4 

minutos.  Após a ciclagem utilizou-se Big Dye X-Terminator Purification Kit (Applied 

Biosystems). Essa etapa teve como objetivo purificar o produto das reações de 

sequenciamento mediante o uso de 10 µL de X-Terminator Solution – que captura os 

dNTPs e os íons de sal não incorporados durante a reação de sequenciamento - e 45 µL 

de SAM Solution – que potencializa a performance do X-Terminator Solution e 

estabiliza a amostra após a purificação. Finalmente, os produtos da PCR foram 

sequenciados utilizando o equipamento 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).  
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3.15 Análise Estatística 

   

As variáveis epidemiológicas, clinicas e moleculares quando contínuas foram 

apresentadas como mediana, valores mínimo e máximo e quando variáveis categóricas 

foram apresentadas pelas frequências e porcentagens.  

Inicialmente, análise estatística para expressão gênica e metilação dos genes 

IRFs foi tratada como uma variável contínua (quantitativa). É importante enfatizar que a 

partir dessa análise numérica, avaliamos o nível de metilação e expressão para cada 

gene. A associação entre o nível de expressão e metilação dos genes IRFs com as 

variáveis de interesse foi avaliada por meio dos testes não-paramétricos Mann Whitney 

(comparação entre dois grupos) e Kruskal Waliis (comparação de 3 grupos ou mais). 

Para esses testes, o nível de significância adotado foi para um p<0.05. Na comparação 

de três grupos ou mais, no caso de significância estatística, foi utilizado a correção de 

Bonferroni, para vereificar a significância no pós teste. Como pós teste para a 

comparação entre os dois grupos foi utilizado o Mann Whitney. 

 Os resultados de metilação foram constituídos de muitos zeros e existia uma 

amplitude muito grande dos dados. Portanto, os dados de metilaçao foram 

categorizados, para se estabelecer um perfil de metilação tumoral (metilados) e não 

tumoral (não metilados). Essa análise permitiu verificar aonde estava a diferença entre 

os grupos utilizando-se frequência dos pacientes metilados ou não metilados em cada 

classe avaliada. Dessa forma, foi determinado um ponto de corte utilizando a curva 

ROC, considerando o melhor ponto, aquele que apresentou a melhor sensibilidade e 

especificidade na comparação entre casos e controles. Para a avaliação desse ponto, 

foram analisados a área sob a curva (AUC), a sensibilidade, especificidade, valor 

preditivo positivo, valor preditivo negativo e acurácia e seus respectivos intervalos de 
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confiança de 95%. Quando os valores não foram discriminados pela curva ROC, 

utilizou-se a mediana do grupo controle e do grupo caso para estabelecer o ponto de 

corte. No caso dos dados que não foram discriminados em nenhum dos métodos 

descritos acima, utilizou-se como último recurso o valor mais alto do grupo controle 

como ponto de corte. Pela análise categórica da metilação, podemos identificar quantos 

pacientes eram metilados para um perfil tumoral para um determinado gene e quantos 

não era metilados.  

 Para a análise da metilação baseada nas classes determinadas pelo ponto de 

corte descrita acima, a metilação foi relacionada com as características clínicas dos 

pacientes, pelo Teste Qui-quadrado ou Teste Exato de Fisher.  

A sobrevida global e sobrevida livre de eventos foram avaliadas pelo método de 

Kaplan-Meier. Para a sobrevida global, foi considerado como evento o óbito por 

qualquer causa, sendo o tempo de acompanhamento a data de diagnóstico até a data do 

óbito. As diferenças entre as curvas de sobrevivência foram feitas pelo teste de 

LogRank. Posteriormente, a relação (conjunta) das características clínicas e moleculares 

em relação a sobrevivência foi realizada através da regressão de COX múltipla. Para 

isso, foram selecionadas apenas aquelas que obtiveram p<0,2 no teste anterior.  

O odds-ratio (OR) com intervalo de confiança de 95% (IC95%) foi demonstrado 

para os desfechos analisados pela regressão logística. 

Em todo o estudo foi considerado um nível de significância de 5%. Os dados 

foram analisados no programa estatístico SPSS v.21. Os gráficos foram elaborados com 

o auxílio do programa GraphPad Prism v.6.  
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4. RESULTADOS 

4.1 Características Epidemiológicas e Clínicas dos Pacientes Portadores de SMD 

 Dos 119 pacientes diagnosticados com SMD, incluídos neste estudo, 58/119 

(48,8%) foram do sexo feminino e 61/119 (51,2%) foram do sexo masculino. A média 

da idade foi de 67 anos, mediana de 70 anos (mínima: 15 anos, máxima: 91 anos), sendo 

que 75% estava acima dos 60 anos. Dos 119 pacientes, 112 informaram quanto a origem 

de moradia, 71/112 pacientes (63,4%) eram de origem urbana e 41/112 (36,6%) tinham 

origem rural. 

 Os 119 pacientes avaliados foram classificados de acordo com a OMS, sendo 

106/119 (89%) foram classificados como SMD primária, 8/119 (7%) SMD relacionada 

a terapia (RT-SMD) e 5/119 (4%) Leucemia Mielomonocítica Crônica (LMMC). Dentre 

os pacientes com SMD primária, o subtipo mais frequente foi a CRDM (51% - 59/106 

pacientes), seguido pelo subtipo AREB (19% - 20/106 pacientes), ARSA (13%- 14/106 

pacientes), CRDU (12% - 13/106 pacientes). A Tabela 9 demostra as variáveis clínicas 

dos pacientes 
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 Tabela 9: Variáveis clínicas dos pacientes com SMD. 

VARIÁVEIS NÚMERO DE PACIENTES 
PERCENTAGEM DE 

PACIENTES % 

IDADE 119 100% 

≤60 30 25,2% 

>60-70 32 26,9% 

>70-80 33 27,7% 

>80 24 20,2% 

HEMOGLOBINA, G/DL 119 100% 

≥ 10 33 27,7% 

8-<10 32 26,9% 

<8 54 45,4% 

ANC 119 100% 

≥ 800 78 65,5% 

<800 41 34,5% 

PLAQUETAS  119 100% 

≥ 100 56 47,1% 

50-<100 32 26,9% 

<50 31 26,1% 

BLASTOS MO 119 100% 

≤ 2 86 72,2% 

>2% - <5% 11 9,2% 

5%-10% 13 11,0% 

>10% 9 7,6% 

SIDEROBLASTOS EM ANEL 119 100% 

0 88 74% 

>1-<15% 9 8% 

≥ 15% 22 18% 

DEPENDÊNCIA 

TRANSFUSIONAL 

110 92% 

Não 49 44,5% 

Sim 61 55,5% 

CELULARIDADE MEDULAR 81 67% 

Hipocelular 12 14,8% 

Normocelular 14 17,3% 

Hipercelular 55 67,9% 

FIBROSE MEDULAR 22 18% 

Ausência de fibrose 12 31,6% 

Presença de fibrose 10 68,4% 

 
 

Quanto as terapias utilizadas em pacientes com SMD na população estudada, 

encontram-se descrita na Tabela 10. A forma terapêutica mais utilizada foi eritropetina 

(49% dos pacientes). Entretanto 30% dos pacientes não apresentaram resposta a esse 

tipo de tratamento necessitando de outras terapias, como o tratamento com 

hipometilantes (17% dos pacientes). 
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Tabela 10. Frequência das modalidades terapêuticas aplicadas em com paciente 

com SMD. 

   RESPOSTA AO TRATAMENTO 

 USO COM RESPOSTA SEM RESPOSTA 

TRATAMENTO  N % N % N % 

Eritropoetina 
Não 60 51% * * * * 

Sim 57 49% 17% 36% 30 67% 

Lenalidomida 
Não 112 96% * * * * 

Sim 5 4% 0 0% 5 100% 

Hipometilante 
Não 97 83% * * * * 

Sim 20 17% 7% 50% 7 50% 

Quimioterapia 
Não 112 97% NA NA NA NA 

Sim 4 3% NA NA NA NA 

TMO 
Não 111 96% NA NA NA NA 

Sim 5 4% NA NA NA NA 

*NA- Não avaliado 

 

 

4.1.1 Citogenética Clássica 

 

A citogenética clássica foi realizada para todos os pacientes participantes do 

estudo, a fim de se obter o perfil citogenético de cada paciente. Entretanto, 81/119 

(68%) pacientes foram obtidas metáfases para analise citogenética e 31/119 (32%) 

pacientes não se obteve metáfases, impossibilitando a realização dessa análise. Sendo 

assim, dos pacientes que obtiveram resultado de banda-G, 44/81 pacientes (54%) 

possuíam cariótipo normal e 37/81 pacientes (46%) apresentaram cariótipo alterado. 

A alteração cromossômica mais comum envolveu o cromossomo 5 (5q-), 

ocorrendo em 15/46 pacientes (41%). Foram observadas outras alterações frequentes 

envolvendo o cromossomo 7 (7/7q-) em 7/46 casos (15%), cromossomo 17 (-17/17p-) 

em 5/46 casos (11%), cromossomo 11 em 4/34 caso (8%) e cromossomo 20 (-20/20q-) 

em 2/46 (4%) dos pacientes.  

Os pacientes com cariótipo foram estratificados de acordo com a classificação 

de grupos citogenéticos estabelecido pelo IPSS E R-IPSS (Figura 1). Conforme o IPSS, 

52/81 pacientes (64%) foram classificados como cariótipo de prognóstico favorável, 



 

73 

 

18/81 pacientes (24%) como prognóstico intermediário e 10/81 como prognóstico 

desfavorável. De acordo com o R-IPSS, 2/81 pacientes (3%) foram classificados como 

tendo cariótipo de prognóstico muito favorável, 53/81 pacientes (68%) como cariótipo 

de prognóstico favorável, 17/81 (22%) prognóstico intermediário, 2/81 (3%), como 

prognóstico desfavorável e 4/81 (5%) como prognóstico muito desfavorável (Figura 1).   

 

 

Figura 1. Distribuição dos pacientes portadores de SMD, estratificados de acordo com a 

classificação de grupos citogenéticos estabelecido pelo IPSS E R-IPSS. 
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4.1.2 Estratificações de risco dos pacientes com SMD 

 

Dos 81 pacientes com resultado de citogenética, 78 pacientes (pacientes com 

SMD primária) tiveram a discriminação do risco prognóstico. A grande maioria dos 

pacientes foram estratificados nas classes de menor risco (baixo e intermediário) de 

acordo com os critérios dos índices de prognósticos IPSS, R-IPSS e WPSS. Segundo os 

critérios estabelecidos pelo IPSS, 27% (21/78) dos pacientes foram baixo risco, 58% 

(45/78) dos pacientes de risco intermediário I, 10% (8/78) dos pacientes, com risco 

intermediário II e somente 5% dos pacientes (4/78) foram de alto risco. Pela 

estratificação de risco do R-IPSS, 17% (13/78) dos pacientes foram de risco muito 

baixo, 50% (39/78) dos pacientes foram de risco baixo, 15% (12/78) foram de risco 

intermediário, 9% (7/78) dos pacientes de rico alto e 9% (7/78) dos pacientes de risco 

muito alto. Finalmente, baseado nos critérios do WPSS, 8% (6/73) dos pacientes foram 

de risco muito baixo, 34% (25/73) dos pacientes de rico baixo, 34% (25/73) dos 

pacientes de risco intermediário, 19% (14/73) dos pacientes de risco alto e 4% (3/73) 

dos pacientes com risco muito alto (Figura 2). 
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Figura 2. Distribuição dos pacientes portadores de SMD, estratificados de acordo com as classes de 

risco estabelecido pelo IPSS, R-IPSS e WPSS. 
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4.2 Critérios da Análise de Metilação e Expressão Gênica de Acordo dom os 

tipos Celulares  

4.2.1 Critérios para análise de metilação do IRFs 

A análise de metilação dos genes dos IRFs foi realizada de duas maneiras 

distintas. Inicialmente, a metilação dos genes foi considerada como uma variável 

numérica (quantitativa), utilizando a mediana para comparar os níveis de metilação 

entre as variáveis avaliadas. Posteriormente, consideramos metilação como uma 

variável categórica (qualitativa) para comparar as diferenças entre as variáveis 

avaliadas. Foram utilizadas duas metodologias para a realização da categorização da 

metilação.  

Primeiramente, a metilação foi categorizada pela análise da curva ROC. Para 

cada gene avaliado, levando em consideração todas as amostras (controles e casos) foi 

determinado o ponto de corte no nível de metilação capaz de discriminar com a maior 

sensibilidade e especificidade os grupos controle e caso. Posteriormente, levando-se em 

conta que a metilação observada nas amostras normais seja fisiológica, a metilação foi 

determinada utilizando-se como ponto de corte o maior valor de metilação observado no 

grupo controle. Esta análise está representada pela Tabela 11.  

Entre essas duas análises, o ponto de corte foi determinado como aquele que 

apresentou a maior sensibilidade e especificidade na discriminação entre casos e 

controles. Com exceção do gene IRF8 para o qual utilizamos o ponto de corte 

determinado pela curva ROC, para todos os demais genes o ponto de corte foi utilizado 

como o maior valor de metilação observado no grupo controle (tabela 7 e 8). A partir da 

determinação destes pontos de corte, as amostras que apresentaram níveis de metilação 
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abaixo do ponto foram consideradas não-metiladas, enquanto aquelas acima do ponto de 

corte consideradas metiladas. 

Após a categorização das amostras, esses dados foram utilizados para realizar as 

associações com as características clínicas dos pacientes.   
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Tabela 11. Pontos de corte estabelecidos pela curva ROC ou maior valor do grupo controle para cada gene para a análise categórica da 

metilação. 

Gene Ponto de Corte Sensibilidade (%) 

Especificidade 

(%) 

Prevalência da Doença 

(%) VPP (%) VPN (%) 

Acurácia 

(%) 

IRF1 0.65 47,2 (36,7 - 58,0) 36,4 (10,9 - 69,2) 89,2 (81,5 - 94,5) 86,0 ( 73,3 - 94,2) 7,7 (2,1 -18,5) 46 

IRF2 0.0 18,9 (11,3 - 28,2) 90,9 (58,7 - 99,8) 89,2 (81,5 - 94,5) 94,4 (72,7 - 99,9) 11,9 (5,9 - 20,8) 26 

IRF3 0.0 48,3 ( 37,8 - 59,1) 100,0 (71.5 - 100,0) 89,2 (81,5 - 94,5) 100 (91,9- 100,0) 18,9  (9,9- 41,4) 54 

IRF5 0.0 47,3 ( 36,7 - 58,0) 100,0 (71,5 -100,0) 89,2 (81,5 - 94,5) 100 (91,8 - 100,0) 18,6 (9,7 - 30,9) 53 

IRF6 0.48 54,9 (44,2 - 65,4) 9,1 (0,23 - 41,3) 89,2 (81,5 - 94,5) 83,3 (71,5 - 91,7) 2,38 (0.06 - 12,6) 50 

IRF7 0.0 19,8 (12,2 - 29,5) 90,0 (58,7 - 99,8) 89,2 (81,5 - 94,5) 94,7 (73,9 - 99,9) 12,1 (5,9 - 21,0) 27 

IRF8* 0.3582 81,8 (48,2 - 97,7) 68,1 (57,5 - 77,5) 10,9 (5,5 - 18,5) 23,7 (11,4 - 40,2) 96,8 (89,2 - 99,6) 70 

Valores entre parênteses, intervalo de confiança (95% IC); VPP – valor preditivo positivo; VPN – valor preditivo negativo; * o gene IRF8 

foi o único gene para qual o ponto de corte utilizado foi o determinado pela curva ROC, para os outros genes o ponto de corte foi 

determinado como o maior valor de metilação no grupo de controles. 
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4.3.2 Critérios para análise de expressão gênica dos IRFs 

  A associação da expressão genica dos IRFs foi realizada considerando-a 

como variável quantitativa. Para as análises de sobrevida e risco de evolução para LMA, 

a expressão foi considerada como variável categórica estabelecida pelos pontos de 

cortes descrito na Tabela 8. 

Primeiramente, a expressão foi categorizada pela curva ROC. Para cada gene 

avaliado, levando em consideração todas as amostras (controles e casos) foi 

determinado o ponto de corte no nível de metilação que fosse capaz de discriminar com 

a maior sensibilidade e especificidade controles e casos. Dessa forma, poderíamos 

descriminar um perfil de expressão baixo para as amostras com nível de expressão 

abaixo desse ponto e um perfil de expressão alto para níveis de expressão acima deste 

ponto.  A expressão dos genes IRF2, IRF3, IRF7 e IRF9 foram categorizados através da 

curva ROC. Para a análise da expressão dos outros IRFs, o critério utilizado foi a 

mediana do grupo controle de cada gene e considerar esse ponto como corte para a 

metilação entre casos e controles (Tabela 12). 
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Tabela 12. Pontos de corte estabelecidos pela curva ROC ou mediana do grupo controle de cada gene para a análise categórica da 

expressão gênica dos IRFs. 

Gene Ponto de Corte Sensibilidade (%) 

Especificidade 

(%) 

Prevalência da Doença 

(%) VPP (%) VPN (%) 

Acurácia 

(%) 

IRF1** 0.5843 52,3 (41,4 – 63,0) 63.6 (30.8 – 89.0) 88.9 (80.9-94.3) 92.0 (80.7 – 97.8) 14.3 (5.9 – 27.2) 53.5 

IRF2* 0.0388 87.5 (78.7 – 93,5) 72.7 (39.0 – 93.9) 88.8 (80.9 – 94.3) 96.2 (89.4 – 99.2) 42.1 (20.2– 66.5) 85.9 

IRF3* 0.0373 77.5 (67.5 – 85.7) 63.4 (30.8 -89.0) 89.0 (81.1 – 94.4) 94.5 (86.5 – 98.5) 25.9 (11.1- 46.3) 76.0 

IRF4 ** 0.0213 46.6 (35.8 – 57.5) 18.2 (2,3 – 51.8) 88.8 (80.9 – 94.3) 82.0 (68.5 – 91.4) 4.08 (0.5 – 13.9) 43.4 

IRF5** 0.0213 50.5 (39.7 – 61.3) 45.5 (16.7 – 76.6) 89.0 (81.1 – 94.4) 88.2 (76.1 – 95.5) 10.2 (3.4 – 22.2 ) 50.0 

IRF6** 0.00055 51.7 (40.8 – 62.4) 54.5 (23.4 – 83.3) 89.0 (81.2 – 94.4) 90.2 (78.6 – 96.7) 12.2 (4.6 – 24.8) 52.0 

IRF7* 0.0604 73.0 (62.5 – 81.9) 63.6 (30.7 – 89.0) 89.0 (81.1 – 94.4) 94.2 (85.8 – 98.4) 22.5 (9,5 – 41.1) 72.0 

IRF8** 0.01142 50.5 (39.7 – 61.3) 54.5 (23.3 – 83.2) 89.0 (81.2 – 94-3) 90.0 (78.1 – 96.6) 12.0 (4.53– 24.3) 51 

IRF9* 0.0281 82.0 (72.4 – 89.7) 63.6 (30.8 – 89.0) 89. 0 (81.2 – 94.4) 94.8 (87.2 – 98.5) 30.4 (13.2- 52.9) 80.0 

Valores entre parênteses, intervalo de confiança (95% IC); VPP – valor preditivo positivo; VPN – valor preditivo negativo; * genes com 

ponto de corte pela curva ROC; ** genes componto de corte definidos pela mediana dos grupos controle.
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Em nosso trabalho foram consideradas as seguintes associações: 

 Grupo: Controles e Casos; 

 OMS: AR, ARSA, CRDM, AREB, RT-SMD, LMMC; 

 Formas SMD: Iniciais (AR + ARSA + CRDM) e Avançadas (AREB); 

 Cariótipo: Normal e Alterado; 

 Aneuploidia: Normal, Alterado não aneuplóidie e Aneuplóide; 

 Deleção 5q: Normal, Alterado com 5q- e Alterado sem 5q-; 

 Monossomia 7/ del 7q: Normal, Alterado com 7q- e Alterado sem 7q-; 

 Classificação Cariótipo IPSS: Favorável, Intermediário, Desfavorável e 

Muito Desfavorável; 

 Classificação Cariótipo R-IPSS: Muito Favorável, Favorável, 

Intermediário, Desfavorável e Muito Desfavorável; 

 Celularidade da MO: hipocelular, normocelular e hipercelular; 

 Displasia MO: diseritropoese, dismegacariopoese e disgranulopoese; 

 Fibrose na medula óssea: Presente e Ausente; 

 Fibrose MO presente: Grau I, Grau II, Grau III e Grau IV; 

 ALIPS: Presente e Ausente; 

 Micromegacariócitos: Presente e Ausente;  

 Hemoglobina (R-IPSS): > 10, ≤10 - ≥8, < 8g/dL; 

 Contagem de Neutrófilos (ANC): ANC ≥800/µL e ANC <800/µL; 

 Contagem de plaquetas: ≥100.000, ≤50-≤100.000 e <50.000/µl; 

 Citopenias (IPSS): 0, 1, 2 e 3; 

 Citopenias (R-IPSS): 0, 1, 2 e 3; 

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

 Risco (IPSS): baixo, intermadiário-1, intermediário-2 e alto; 

 Risco (R-IPSS): muito baixo, baixo, intermediário, alto e muito alto; 

 Risco (WPSS): muito baixo, baixo, intermediário, alto e muito alto; 

 Dependência transfusional: Não e Sim; 

 Tratamento com eritropoietina: Sem resposta e com resposta; 

 Tratamento com hipometilatantes: Sem resposta e com resposta; 

 Amostra: Diagnóstico e Seguimento; 
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 Progressão de doença: Sim e Não; 

 Evolução (LMA): Sim e Não; 

 

A partir deste momento, para facilitar o entendimento, os resultados serão 

apresentados gene a gene para as análises realizadas. As variáveis relacionadas a fibrose 

medular, presença de alips e relacionadas a tratamento não tiveram associações 

relevantes e por esse motivo não serão demosntradas nas análises a seguir. 
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4.4 Analise de Metilação da Região Promotora e expressão dos Genes IRFS a 

Partir de Amostras de Medula Total 

4.4.1 Gene IRF1 

4.4.1.1 Expressão do gene IRF1 

  Para análise da expressão do gene IRF1 foi observada uma associação 

entre os níveis de expressão do gene IRF1 e a celularidade da medula óssea 

(p=0,0018) (Figura 3) (Tabela 13). Um maior nível de expressão do gene IRF1 

(1.66 vezes mais) está associado a pacientes com medula óssea hipocelular (Figura 

3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

* Valor do p para o teste de Kruskal-Wallis (comparação do grupo), p<0,05.  

**Valor p abaixo do valor da correção de Bonferroni (p=0,0166), para o teste de Mann-Whitnet U, 

realizado como pós teste. 

Figura 3. Expressão gênica do gene IRF1 em células de medula total entre 

pacientes medula hipocelular, normocelular e hipercelular de acordo com a BMO.  

O gene IRF1 é mais expresso em células de pacientes com medula hipocelular quando 

comparados a pacientes com medula normo e hipercelular.  
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Tabela 13. Análise expressão do gene IRF1 de acordo com as variáveis clínicas dos pacientes com 

SMD. 

 Variáveis clinicas Classes 
IRF1 

 
N Mediana Mínimo Máximo p-Valor 

Grupo 
Controle 11 0,54905 0,15767 0,88577 

0.148 
Caso 88 0,59978 0,12718 2,45377 

OMS 

AR 11 0,53589 0,16043 2,45377 

0.679 

ARSA 12 0,46713 0,16437 1,27456 

CRDM 37 0,63288 0,12718 1,89212 

AREBs 16 0,55963 0,32197 1,60214 

LMMC 3 0,55287 0,24827 0,78187 

RT-SMD 7 0,55671 0,17374 1,49485 

Formas SMD 
Baixo Risco 60 0,60500 0,12718 2,45377 

0.984 
Alto Risco 17 0,55671 0,32197 1,60214 

Cariótipo       

Cariótipo Normal X Alterado 
Normal 31 0,50698 0,16043 1,31039 

0,185 
Alterado 22 0,60186 0,12718 1,60214 

Aneuploidia 

Normal 31 0,50698 0,16043 1,31039 

0,284 
Alterado com 

aneuploida 
8 0,61999 0,17374 0,84968 

Aneuploide 14 0,57676 0,12718 1,60214 

deleção 5q 

Normal 31 0,50698 0,16043 1,31039 

0,208 Alterado com 5q- 8 0,59978 0,17374 0,84090 

Alterado sem 5q- 13 0,60710 0,17374 1,60214 

-7/7q 

Normal 31 0,50698 0,16043 1,31039 

0,109 Alterado com -7/7q 5 0,74098 0,37242 1,60214 

Alterado sem -7/7q 16 0,59978 0,17374 1,26138 

Grupos Citogenéticos IPSS  

Favorável 36 0,55768 0,16043 1,31039 

0,907 Intermediário 12 0,58955 0,12718 1,26138 

Desfavorável 5 0,55478 0,31534 1,60214 

Grupos Citogenéticos R-IPSS 

Muito favorável 1 0,69737 0,69737 0,69737 

0,779 

Favorável 36 0,56156 0,16043 1,31039 

Intermediário 9 0,55287 0,12718 1,26138 

Desfavorável 1 0,55478 0,55478 0,55478 

Muito desfavorável 3 0,65975 0,31534 1,60214 

Características da BMO       

Celularidade BMO 

Hipocelular 7 0,84090 0,53775 2,45377 

0,018 Normocelular 8 0,70806 0,16043 1,74110 

Hipercelular 45 0,50698 0,12718 1,89212 

Diseritropoese BMO 
Ausência 24 0,65539 0,12718 1,89212 

0,313 
Presença 27 0,55864 0,16099 1,74110 

Dismegacariopoese BMO 
Ausência 34 0,55575 0,16099 1,89212 

0,086 
Presença 17 0,67129 0,12718 1,49485 

Disgranulopoese BMO 
Ausência 15 0,55287 0,16099 1,60214 

0,193 
Presença 36 0,66897 0,12718 1,89212 

Micromegacariocito BMO 
Ausência 48 0,59978 0,16099 1,74110 

0,598 
Presença 12 0,55103 0,12718 1,89212 
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Continuação Tabela 13. Análise expressão do gene IRF1 de acordo com as variáveis clínicas dos 

pacientes com SMD. 

Variáveis clinicas Classes 
IRF1 

 
N Mediana Mínimo Máximo p-Valor 

Citopenias       

HB (R-IPSS) 

>= 10 18 0,55575 0,17374 0,84090 

0,392 8-<10 28 0,61789 0,12718 2,45377 

<8 39 0,63069 0,16099 1,89212 

ANC (R-IPSS) 
>=800 56 0,58035 0,16043 2,45377 

0,219 
<800 29 0,65975 0,12718 1,74110 

Plaquetas (R-IPSS) 

>=100 40 0,55479 0,16043 1,89212 

0,773 50-<100 23 0,66665 0,12718 2,45377 

<50 22 0,61889 0,17374 1,74110 

Número de Citopenias (IPSS) 

0 10 0,38962 0,17374 0,74484 

0,250 
1 26 0,59978 0,16043 2,45377 

2 24 0,61999 0,16099 1,49485 

3 25 0,63949 0,12718 1,74110 

Número de Citopenias (R-IPSS) 

0 10 0,38962 0,17374 0,74484 

0,099 
1 34 0,59156 0,16043 1,89212 

2 21 0,69979 0,16099 2,45377 

3 20 0,60199 0,12718 1,74110 

Sideroblastos em anel       

Sideroblastos em anel 
Ausência 55 0,58439 0,12718 2,45377 

0,816 
Presença 26 0,58955 0,16099 1,74110 

Percentagem de sideroblastos em anel 

0 55 0,58439 0,12718 2,45377 

0,162 1-14% 6 0,67169 0,33102 1,74110 

Acima de 15% 20 0,52143 0,16099 1,49485 

Blastos MO       

Percentagem de blastos (R-IPSS) 

Menor Igual a 2 59 0,60710 0,12718 2,45377 

0,833 
>2% - <5% 9 0,59874 0,16043 1,19748 

5%-10% 9 0,58035 0,33102 0,79554 

>10% 8 0,35520 0,32197 1,60214 

Classificação de Risco       

Grupo de Risco (IPSS) 

Baixo 15 0,39502 0,16043 0,84968 

 
Intermediário I 26 0,60082 0,12718 1,31039 

Intermediário 

II 
4 0,45916 0,31534 0,65975 

Alto 4 0,46360 0,33102 1,60214 

Grupos de Risco (R-IPSS) 

Muito baixo 6 0,38372 0,16099 0,84090 

0.640 

Baixo 26 0,59156 0,16437 1,31039 

Intermediário 8 0,55867 0,12718 1,26138 

Alto 5 0,63949 0,55478 1,19748 

Muito alto 5 0,33798 0,31534 1,60214 

Grupo de Risco (WPSS) 

Muito baixo 4 0,44560 0,26794 0,84968 

0,380 
Baixo 17 0,39502 0,16043 1,27456 

Intermediário 16 0,60186 0,12718 1,31039 

Alto 6 0,60992 0,31534 1,26138 

Muito alto 3 0,37242 0,33102 1,60214 

Dependência transfusional, evolução e óbito      

Dependência transfusional 
Não 33 0,55671 0,16043 2,45377 

 
Sim 47 0,60710 0,12718 1,89212 

Evolução 
Não 74 0,58237 0,12718 2,45377 

0,788 
Sim 11 0,60082 0,23407 1,11729 

Óbito 
Não 33 0,55671 0,16043 2,45377 

 
Sim 28 0,64632 0,12718 1,89212 
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4.4.1.2 Metilação da região promotora do gene IRF1 

    

Para a análise de metilação do gene IRF1 foi observada uma associação entre 

metilação e os subtipos de SMD classificados de acordo com a OMS e entre as formas 

de SMD (p<0.001, respectivamente) (Tabela 14). A frequência de pacientes metilados 

para o gene IRF1 foi menor nos subtipos AR e ARSA (22% e 0%, respectivamente). Por 

outro lado, no subtipo AREB, LMMC e RT-SMD foi encontrado uma percentagem 

maior de pacientes com metilação do IRF1 (76%, 100% e 75%) (Tabela 14).  Para a 

comparação entre as formas de SMD, o gene IRF1 foi metilado em 82% dos pacientes 

com forma avançada e somente 33% dos pacientes com formas iniciais (Tabela 14).  

A metilação do IRF1 foi associada a pacientes com percentagem de blastos 

acima de 2% na medula óssea (p=0,018) (Tabela 14). Pacientes com blastos entre <2%-

<5%, 5%-<10% e ≥10% apresentaram maior frequência do IRF1 metilado (67%, 73% e 

75%, respectivamente), enquanto os pacientes com blastos ≤2% tiveram somente 35% 

dos pacientes com o gene IRF1 metilado (Tabela 14).  

Outra associação importante foi que a metilação do gene IRF1 foi associada a 

categorias de risco do R-IPSS (p=0.006) (Tabela 14). Uma alta frequência de pacientes 

com o IRF1 metilado foi associada aos grupos de risco intermediário, alto e muito alto 

(71%, 100% e 80%, respectivamente) (Tabela 14). 

Sendo assim, nossos resultados sugerem que a metilação dos IRF1 está 

associada a formas mais agressivas da SMD, a uma maior percentagem de blastos e a 

um maior risco em SMD. 
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Tabela 14. Analise qualitativa da metilação da região promotora do gene IRF1 de acordo com as 

variáveis clínicas dos pacientes com SMD. 

Variáveis clinicas Classes 

IRF1  

Não Metilado  Metilado  

N %  N % p-Valor 

Grupo 
Controle 4 36,4%  7 63,6% 

0,353 
Caso 48 52,7%  43 47,3% 

OMS 

AR 7 77,8%  2 22,2% 

<0,001 

ARSA 13 100,0%  0 0,0% 

CRDM 22 53,7%  19 46,3% 

AREBs 4 23,5%  13 76,5% 

   LMMC 0 0,0%  3 100,0% 

RT-SMD 2 25,0%  6 75,0% 

Formas SMD 
Baixo Risco 43 67,2%  21 32,8% 

<0,001 
Alto Risco 3 17,6%  14 82,4% 

Cariótipo        

Cariótipo Normal X 

Alterado 

Normal 19 54,3%  16 45,7% 
0,601 

Alterado 11 44,0%  14 56,0% 

Aneuploidia 

Normal 19 54,3%  16 45,7% 

0,765 
Alterado com 

aneuploida 
4 44,4% 

 
5 55,6% 

Aneuploide 7 43,8%  9 56,3% 

Deleção 5q 

Normal 19 54,3%  16 45,7% 

0,567 Alterado com 5q- 4 50,0%  4 50,0% 

Alterado sem 5q- 6 37,5%  10 62,5% 

-7/7q 

Normal 19 54,3%  16 45,7% 

0,666 Alterado com -7/7q 2 40,0%  3 60,0% 

Alterado sem -7/7q 8 42,1%  11 57,9% 

Grupos Citogenéticos IPSS  

Favorável 21 53,8%  18 46,2% 

0,463 Intermediário 8 53,3%  7 46,7% 

Desfavorável 1 20,0%  4 80,0% 

Grupos Citogenéticos R-

IPSS 

Muito favorável 2 100,0%  0 0,0% 

0,371 
Favorável 21 53,8%  18 46,2% 

Intermediário 6 46,2%  7 53,8% 

Desfavorável 0 0,0%  1 100,0% 

Muito desfavorável 0 0,0%  2 100,0% 

Características da BMO        

Celularidade BMO 

Hipocelular 2 28,6%  5 71,4% 

0,341 Normocelular 5 55,6%  4 44,4% 

Hipercelular 27 60,0%  18 40,0% 

Diseritropoese BMO 
Ausência 11 50,0%  11 50,0% 

0,389 
Presença 19 65,5%  10 34,5% 

Dismegacariopoese BMO 
Ausência 20 64,5%  11 35,5% 

0,304 
Presença 10 50,0%  10 50,0% 

Disgranulopoese BMO 
Ausência 8 53,3%  7 46,7% 

0,607 
Presença 22 61,1%  14 38,9% 

Micromegacariocito BMO 
Ausência 29 65,9%  15 34,1% 

0,262 
Presença 8 50,0%  8 50,0% 
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Continuação Tabela 14. Analise qualitativa da metilação da região promotora do gene IRF1 de 

acordo com as variáveis clínicas dos pacientes com SMD. 

 Variáveis clinicas Classes 

IRF1 
 

Não Metilado Metilado 
 

N % N % p-Valor 

Citopenias       

HB (R-IPSS) 

>= 10 13 50,0% 13 50,0% 

0,742 8-<10 15 60,0% 10 40,0% 

<8 20 51,3% 19 48,7% 

ANC (R-IPSS) 
>=800 34 55,7% 27 44,3% 

0,652 
<800 14 48,3% 15 51,7% 

Plaquetas (R-IPSS) 

>=100 27 65,9% 14 34,1% 

0,100 50-<100 11 42,3% 15 57,7% 

<50 10 43,5% 13 56,5% 

Número de Citopenias (IPSS) 

0 6 50,0% 6 50,0% 

0,521 
1 18 64,3% 10 35,7% 

2 14 51,9% 13 48,1% 

3 10 43,5% 13 56,5% 

Número de Citopenias (R-IPSS) 

0 7 50,0% 7 50,0% 

0,200 
1 23 65,7% 12 34,3% 

2 10 45,5% 12 54,5% 

3 8 42,1% 11 57,9% 

Sideroblastos em anel       

Sideroblastos em anel 
Ausência 23 41,1% 33 58,9% 

0,001 
Presença 21 80,8% 5 19,2% 

Percentagem de sideroblastos em 

anel 

0 23 41,1% 33 58,9% 

0,004 1-14% 5 83,3% 1 16,7% 

Acima de 15% 16 80,0% 4 20,0% 

Blastos MO       

Percentagem de blastos (R-IPSS) 

Menor Igual a 2 40 64,5% 22 35,5% 

0,018 
>2% - <5% 3 33,3% 6 66,7% 

5%-10% 3 27,3% 8 72,7% 

>10% 2 25,0% 6 75,0% 

Classificação de Risco       

Grupo de Risco (IPSS) 

Baixo 10 62,5% 6 37,5%  

 

0,249 

 

Intermediário I 16 53,3% 14 46,7% 

Intermediário II 1 16,7% 5 83,3% 

Alto 1 33,3% 2 66,7% 

Grupos de Risco (R-IPSS) 

Muito baixo  4 40,0% 6 60,0% 

0,006 

Baixo 22 71,0% 9 29,0% 

Intermediário 2 28,6% 5 71,4% 

Alto 0 0,0% 3 100,0% 

Muito alto  1 20,0% 4 80,0% 

Grupo de Risco (WPSS) 

Muito baixo 3 100,0% 0 0,0% 

0,163 

Baixo  14 60,9% 9 39,1% 

Intermediário 10 52,6% 9 47,4% 

Alto  1 16,7% 5 83,3% 

Muito alto  1 50,0% 1 50,0% 

Dependência transfusional, evolução e óbito      

Dependência transfusional 
Não 21 52,5% 19 47,5% 

0,461 
Sim 24 53,3% 21 46,7% 

Evolução 
Não 42 51,2% 40 48,8% 

0,491 
Sim 6 66,7% 3 33,3% 

Óbito 
Não 18 47,4% 20 52,6% 

 Sim 13 46,4% 15 53,6% 
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4.4.2 Gene IRF2 

 

4.4.2.2 Expressão do gene IRF2 

 

 Pela análise da expressão foi observado que um maior nível de expressão 

do gene IRF2 em SMD quando comparada a indivíduos saudáveis (p=0.002) (Figura 4) 

(Tabela 15). Na comparação entre os subgrupos da OMS, o gene IRF2 foi duas vezes 

mais expresso em AR quando comparada ao subtipo CRDM. Quando a expressão do 

IRF2 de cada subgrupo da OMS foi comparada ao grupo controle, todas as comparações 

foram diferentes estatisticamente. Ressaltamos que a expressão do IRF2 foi 4.9 vezes 

maior em pacientes com AR quando comparada a indivíduos sadios (p=0.0020). Nos 

subtipos ARSA, CRDM e AREB, o IRF2 foi, em média, duas vezes mais expresso do 

que em células do grupo controle (ARSA x controle - p=0.0004; CRDM x controle – 

p=0.0155; AREB x controle – p=0.001) (Tabela 15, Figura 5).  
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Figura 4. Perfil de expressão gênica do gene IRF2 em células de medula total de 

paciente portadores de SMD. A. O gene IRF2 apresenta maior nível de expressão 

gênica (2.2 vezes mais) em células de SMD do que em células de indivíduos 

controles. 

 

 

 

 

E
x

p
re

s
s

ã
o

 g
e

n
e

IR
F

2
 (

 2
-

C
T

) 
- 

lo
g

2

C o n tr o le S M D

-1 0

-5

0

p = 0 .0 0 2



 

91 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*Considerar valor do p para o teste de Kruskal-Wallis (comparação do grupo), p<0,05. 

**Considerar significativo o p abaixo do valor da correção de Bonferroni (p=0,0166), para os testes de Mann-

Whitnet U, realizado como pós teste.  

Ar. Anemia refratária; ARSA. Anemia refratária com sideroblastos em anel; CRDM. Citopenia refratária com 

displasia em multilinhagens; AREB. Anemia refratária com excesso de blastos. 

Figura 5. Perfil de expressão gênica do gene IRF2 em células de medula total de 

paciente portadores de SMD de acordo com a classificação OMS. A.  Um maior 

nível de expressão do gene IRF2 está correlacionada com o subtipo AR em SMD. A 

expressão do gene IRF2 foi diferente em AR quando comparada ao subtipo CRDM 

(p=0,0092). A figura mostra o p valor que foi significante entre os subtipos da OMS. 

Quanto a expressão do IRF2 de cada subtipo da OMS quando comparada ao grupo 

controle, todos foram diferentes estatisticamente (AR x controle - p=0.0020; ARSA x 

controle - p=0.0004; CRDM x controle – p=0.0155; AREB x controle – p=0.001, não 

demostrados na figura).  
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Tabela 15. Análise expressão do gene IRF2 de acordo com as variáveis clínicas dos pacientes 

com SMD. 

 Variáveis clinicas Classes 
IRF2 

 
N Mediana Mínimo Máximo p-Valor 

Grupo 
Controle 17 0,0307 0,0020 0,2423 

0,002 
Caso 121 0,0708 0,0102 0,3368 

OMS 

AR 13 0,1502 0,0427 0,2624 

0,021 

ARSA 14 0,0787 0,0533 0,1382 

CRDM 59 0,0725 0,0194 0,3368 

AREBs 20 0,0577 0,0102 0,2457 

LMMC 5 0,0583 0,0309 0,0643 

RT-SMD 8 0,0364 0,0253 0,0741 

Formas SMD 
Baixo Risco 87 0,0808 0,0194 0,3368 

0,112 
Alto Risco 20 0,0533 0,0102 0,2457 

Cariótipo       

Cariótipo Normal X Alterado 
Normal 44 0,0725 0,0253 0,2357 

0,978 
Alterado 37 0,0714 0,0102 0,2624 

Aneuploidia 

Normal 44 0,0725 0,0253 0,2357 

0,855 
Alterado com 

aneuploida 
17 0,0871 0,0102 0,2624 

Aneuploide 20 0,0680 0,0353 0,2457 

Deleção 5q 

Normal 44 0,0725 0,0253 0,2357 

0,696 Alterado com 5q- 15 0,0648 0,0364 0,2382 

Alterado sem 5q- 21 0,1069 0,0102 0,2624 

-7/7q 

Normal 44 0,0725 0,0253 0,2357 

0,721 Alterado com -7/7q 9 0,0720 0,0575 0,2457 

Alterado sem -7/7q 27 0,0765 0,0102 0,2624 

Grupos Citogenéticos IPSS  

Favorável 52 0,0741 0,0253 0,2624 

0,420 Intermediário 18 0,0617 0,0102 0,1749 

Desfavorável 10 0,0708 0,0402 0,2457 

Grupos Citogenéticos R-IPSS 

Muito favorável 2 0,1363 0,1363 0,1363 

0,557 
Favorável 53 0,0741 0,0253 0,2624 

Intermediário 17 0,0652 0,0102 0,1749 

Desfavorável 2 0,0492 0,0492 0,0492 

Muito desfavorável 4 0,1233 0,0402 0,2457 

Características da BMO       

Celularidade BMO 

Hipocelular 12 0,0720 0,0194 0,2457 

0,277 Normocelular 14 0,0866 0,0466 0,2357 

Hipercelular 55 0,0643 0,0102 0,2382 

Diseritropoese BMO 
Ausência 31 0,0638 0,0194 0,2457 

0,792 
Presença 37 0,0741 0,0102 0,2382 

Dismegacariopoese BMO 
Ausência 45 0,0686 0,0194 0,2457 

0,780 
Presença 23 0,0741 0,0102 0,2341 

Disgranulopoese BMO 
Ausência 18 0,0634 0,0344 0,2457 

0,7250 
Presença 50 0,0733 0,0102 0,2382 

Micromegacariocito BMO 
Ausência 60 0,0814 0,0102 0,3368 

0,130 
Presença 22 0,0648 0,0353 0,1382 
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Continuação Tabela 15. Análise expressão do gene IRF2 de acordo com as variáveis clínicas dos 

pacientes com SMD. 

Variáveis clinicas Classes 
IRF2 

 
N Mediana Mínimo Máximo p-Valor 

Citopenias       

HB (R-IPSS) 

>= 10 32 0,0594 0,0253 0,2277 

0,501 8-<10 32 0,0705 0,0102 0,2624 

<8 54 0,0756 0,0194 0,3368 

ANC (R-IPSS) 
>=800 78 0,0771 0,0102 0,3368 

0,115 
<800 40 0,0652 0,0194 0,2457 

Plaquetas (R-IPSS) 

>=100 55 0,0731 0,0253 0,2624 

0,385 50-<100 32 0,0652 0,0102 0,2277 

<50 31 0,0762 0,0266 0,3368 

Número de Citopenias (IPSS) 

0 14 0,0569 0,0343 0,1749 

0,405 
1 36 0,0822 0,0253 0,2624 

2 35 0,0705 0,0266 0,3368 

3 33 0,0708 0,0102 0,2457 

Número de Citopenias (R-IPSS) 

0 17 0,0569 0,0343 0,1749 

0,229 
1 45 0,0892 0,0253 0,2624 

2 30 0,0689 0,0102 0,3368 

3 26 0,0680 0,0194 0,2457 

Sideroblastos em anel       

Sideroblastos em anel 
Ausência 79 0,0689 0,0158 0,2624 

0,735 
Presença 31 0,0771 0,0102 0,3368 

Percentagem de sideroblastos em anel 

0 79 0,0689 0,0158 0,2624 

0,078 1-14% 9 0,0884 0,0451 0,3368 

Acima de 15% 22 0,0705 0,0102 0,1523 

Blastos MO       

Percentagem de blastos (R-IPSS) 

Menor Igual a 2 86 0,0741 0,0194 0,3368 

0,476 
>2% - <5% 11 0,0689 0,0402 0,2357 

5%-10% 12 0,0451 0,0102 0,1544 

>10% 9 0,0664 0,0390 0,2457 

Classificação de Risco       

Grupo de Risco (IPSS) 

Baixo 21 0,0767 0,0475 0,2624 

 

 

Intermediário I 43 0,0771 0,0253 0,2357 

Intermediário 

II 
8 0,0579 0,0102 0,1233 

Alto 4 0,0600 0,0451 0,2457 

Grupos de Risco (R-IPSS) 

Muito baixo 13 0,0551 0,0417 0,1363 

0,051 
Baixo 40 0,0986 0,0253 0,2624 

Intermediário 11 0,0613 0,0309 0,0708 

Alto 6 0,1154 0,0102 0,2357 

Muito alto 7 0,0708 0,0402 0,2457 

Grupo de Risco (WPSS) 

Muito baixo 6 0,0987 0,0527 0,2624 

0,632 
Baixo 25 0,0767 0,0417 0,2176 

Intermediário 25 0,0847 0,0253 0,2382 

Alto 13 0,0572 0,0102 0,1233 

Muito alto 3 0,0708 0,0451 0,2457 

Dependência transfusional, evolução e óbito      

Dependência transfusional 
Não 49 0,0689 0,0253 0,2277 

0,826 
Sim 61 0,0741 0,0102 0,3368 

Evolução 
Não 104 0,0717 0,0102 0,3368 

0,600 
Sim 14 0,0643 0,0309 0,2382 

Óbito 
Não 48 0,0634 0,0253 0,1713  

 Sim 39 0,0714 0,0102 0,3368 
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4.4.2.2 Metilação da região promotora do gene IRF2 

 

 Para o gene IRF2 foi observado que a maioria dos pacientes com SMD não 

apresentam metilação do gene. Foi observado que o gene IRF2 não metilado está 

associado aos subtipos da OMS, RT-SMD e LMMC (p=0,024) (Tabela 16). A grande 

maioria dos pacientes com AR, ARSA, CRDM, LMMC e RT-SMD (100%, 92%, 80%, 

100%, 100%, respectivamente) não apresentam a metilação do gene IRF2. Entretanto, 

47% (8/18) dos indivíduos do subtipo AREB apresentam o IRF2 metilado (Tabela 16). 

A partir da avaliação da metilação do IRF2 com variáveis citogenéticas, 

observou-se que a metilação do gene IRF2 foi diferente entre os grupos avaliados em 

relação ao cariótipo com deleção do cromossomo 5 (p=0,045) (Tabela 16). Somente 

12,5% dos pacientes com deleção do cromossomo 5q apresentavam a metilação do gene 

IRF2, enquanto 37,5% dos pacientes que possuíam outros tipos de alterações estavam 

metilados (Tabela 16). Outra associação observada foi entre a metilação do IRF2 em 

pacientes classificados de acordo com o cariótipo pelos critérios do IPSS (p=0.007) e R-

IPSS (p=0.014).  A partir dessa análise foi observado que 60% dos pacientes com 

cariótipo desfavorável pelo IPSS apresentaram o gene IRF2 metilado, enquanto 8% e 

28% dos pacientes com cariótipo favorável e intermediário, respectivamente tinham o 

IRF2 metilado (Tabela 16).  

A metilação do gene IRF2 foi associada a citopenias periféricas em SMD. A 

frequência de pacientes com o IRF2 metilado e com neutrófilo abaixo de 800/µL (31%) 

foi maior que a frequência de pacientes com neutrófilo acima de 800/µL (13%) 

(p=0,042) (Tabela 16). A frequência de pacientes com IRF2 metilado e que possuíam 

plaquetas abaixo de 50.000/µL (39%) foi maior que a frequência de pacientes com 
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plaquetas acima de 100.000/µL (7%) (p=0,010) (Tabela 16). Quanto ao número de 

citopenias estabelecidos pelos critérios do IPSS e R-IPSS, o gene IRF2 foi mais 

frequentemente metilado em pacientes com 3 citopenias (43% e 42%, respectivamente) 

(p=0,002 e p=0,010, respectivamente) (Tabela 16). 

Outra associação importante foi observada entre a metilação do gene IRF2 e a 

percentagem de blastos na medula óssea (p=0,016) (Tabela 16). Uma maior frequência 

de pacientes com blastos acima de 5% foram metilados (blastos 5%-<10%, 36%; blastos 

>10%, 50%) quando comparado a pacientes com blastos abaixo de 5% (blastos ≤2, 14% 

e blastos <2%-<5%, 0%) (Tabela 16). 

A metilação do IRF2 foi associada as categorias de alto risco estabelecidas pelo 

IPSS, R-IPSS e WPSS (p=0,0016, p=0,003 e p=0,007, respectivamente). (Tabela X, p). 

Sendo que os grupos de alto risco, para os três critérios, tiveram uma maior frequência 

de pacientes com o IRF2 metilado (67%, 100% e 66%, respectivamente) (Tabela 16). 

Em resumo, nossos resultados apontam que o gene IRF2 é pouco metilado em 

SMD. Entretanto, quando o IRF2 está metilado é associado a características agressivas 

da doença, como cariótipo de prognóstico desfavorável, neutrófilo abaixo de 800/µL, 

plaquetas abaixo de 50.000/µL, 3 citopenias e blastos ≥5. Ademais, a metilação do gene 

IRF2 foi associada a grupos de alto risco em SMD (IPSS, R-IPSS e WPSS).  
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Tabela 16. Analise qualitativa da metilação da região promotora do gene IRF2 de acordo com as 

variáveis clínicas dos pacientes com SMD. 

Variáveis clinicas Classes 

IRF2  

Não Metilado  Metilado  

N %  N % p-Valor 

Grupo 
Controle 10 90,9%  1 9,1% 

0,684 
Caso 74 81,3%  17 18,7% 

OMS 

AR 9 100,0%  0 0,0% 

0,024 

ARSA 12 92,3%  1 7,7% 

CRDM 33 80,5%  8 19,5% 

AREBs 9 52,9%  8 47,1% 

   LMMC 3 100,0%  0 0,0% 

RT-SMD 8 100,0%  0 0,0% 

Formas SMD 
Baixo Risco 54 84,4%  10 15,6% 

0,085 
Alto Risco 10 58,8%  7 41,2% 

Cariótipo        

Cariótipo Normal X 

Alterado 

Normal 32 91,4%  3 8,6% 
0,077 

Alterado 18 72,0%  7 28,0% 

Aneuploidia 

Normal 32 91,4%  3 8,6% 

0,097 
Alterado com 

aneuploida 
6 66,7%  3 33,3% 

Aneuploide 12 75,0%  4 25,0% 

Deleção 5q 

Normal 32 91,4%  3 8,6% 

0,045 Alterado com 5q- 7 87,5%  1 12,5% 

Alterado sem 5q- 10 62,5%  6 37,5% 

-7/7q 

Normal 32 91,4%  3 8,6% 

0,066 Alterado com -7/7q 3 60,0%  2 40,0% 

Alterado sem -7/7q 14 73,7%  5 26,3% 

Grupos Citogenéticos IPSS  

Favorável 36 92,3%  3 7,7% 

0,007 Intermediário 11 73,3%  4 26,7% 

Desfavorável 2 40,0%  3 60,0% 

Grupos Citogenéticos R-

IPSS 

Muito favorável 1 50,0%  1 50,0% 

0,014 

Favorável 36 92,3%  3 7,7% 

Intermediário 10 76,9%  3 23,1% 

Desfavorável 0 0,0%  1 100,0% 

Muito desfavorável 1 50,0%  1 50,0% 

Características da BMO        

Celularidade BMO 

Hipocelular 5 71,4%  2 28,6% 

0,541 Normocelular 8 88,9%  1 11,1% 

Hipercelular 39 86,7%  6 13,3% 

Diseritropoese BMO 
Ausência 19 86,4%  3 13,6% 

0,718 
Presença 26 89,7%  3 10,3% 

Dismegacariopoese BMO 
Ausência 26 83,9%  5 16,1% 

0,228 
Presença 19 95,0%  1 5,0% 

Disgranulopoese BMO 
Ausência 13 86,7%  2 13,3% 

0,822 
Presença 32 88,9%  4 11,1% 

Micromegacariocito BMO 
Ausência 37 84,1%  7 15,9% 

0,330 
Presença 15 93,8%  1 6,3% 
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Continuação Tabela 16. Analise qualitativa da metilação da região promotora do gene IRF2 de 

acordo com as variáveis clínicas dos pacientes com SMD. 

 Variáveis clinicas Classes 

IRF2 
 

Não Metilado Metilado 
 

N % N % p-Valor 

Citopenias       

HB (R-IPSS) 

>= 10 21 80,8% 5 19,2% 

0,999 8-<10 20 80,0% 5 20,0% 

<8 32 82,1% 7 17,9% 

ANC (R-IPSS) 
>=800 53 86,9% 8 13,1% 

0,042 
<800 20 69,0% 9 31,0% 

Plaquetas (R-IPSS) 

>=100 38 92,7% 3 7,3% 

0,010 50-<100 21 80,8% 5 19,2% 

<50 14 60,9% 9 39,1% 

Número de Citopenias (IPSS) 

0 11 91,7% 1 8,3% 

0,002 
1 27 96,4% 1 3,6% 

2 22 81,5% 5 18,5% 

3 13 56,5% 10 43,5% 

Número de Citopenias (R-IPSS) 

0 12 85,7% 2 14,3% 

0,010 
1 33 94,3% 2 5,7% 

2 17 77,3% 5 22,7% 

3 11 57,9% 8 42,1% 

Sideroblastos em anel       

Sideroblastos em anel 
Ausência 46 82,1% 10 17,9% 

0,782 
Presença 22 84,6% 4 15,4% 

Percentagem de sideroblastos em 

anel 

0 46 82,1% 10 17,9% 

0,958 1-14% 5 83,3% 1 16,7% 

Acima de 15% 17 85,0% 3 15,0% 

Blastos MO       

Percentagem de blastos (R-IPSS) 

Menor Igual a 2 53 85,5% 9 14,5% 

0,016 
>2% - <5% 9 100,0% 0 0,0% 

5%-10% 7 63,6% 4 36,4% 

>10% 4 50,0% 4 50,0% 

Classificação de Risco       

Grupo de Risco (IPSS) 

Baixo 16 100,0% 0 0,0% 

0,016 
Intermediário I 25 83,3% 5 16,7% 

Intermediário II 4 66,7% 2 33,3% 

Alto 1 33,3% 2 66,7% 

Grupos de Risco (R-IPSS) 

Muito baixo  9 90,0% 1 10,0% 

0,003 

Baixo 29 93,5% 2 6,5% 

Intermediário 5 71,4% 2 28,6% 

Alto 0 0,0% 3 100,0% 

Muito alto  4 80,0% 1 20,0% 

Grupo de Risco (WPSS) 

Muito baixo 3 100,0% 0 0,0% 

0,007 

Baixo  22 95,7% 1 4,3% 

Intermediário 16 84,2% 3 15,8% 

Alto  2 33,3% 4 66,7% 

Muito alto  1 50,0% 1 50,0% 

Dependência transfusional, evolução e óbito      

Dependência transfusional 
Não 34 85,0% 6 15,0% 

0,395 
Sim 35 77,8% 10 22,2% 

Evolução 
Não 68 82,9% 14 17,1% 

0,600 
Sim 6 66,7% 3 33,3% 

Óbito 
Não 33 86,8% 5 13,2%  

 Sim 20 71,4% 8 28,6% 
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4.4.3 Gene IRF3 

4.4.3.1 Expressão do gene IRF3 

 

  Na análise da expressão do gene IRF3 foi observado que um maior nível de 

expressão estava associado a pacientes com SMD quando comparados a indivíduos 

saudáveis (p=0,002) (Tabela 17). 

Um maior nível de expressão do gene IRF3 foi também associada a citopenias 

periféricas características de pacientes com SMD. O gene IRF3 foi mais expresso em 

pacientes com níveis de hemoglobina abaixo de 10g/dL (p=0.034) e mais expresso em 

pacientes com o número de neutrófilos abaixo de 800/µL (p=0,036) (Tabela 17). 

Pacientes com 2/3 citopenias possuíam maior nível de expressão do gene IRF3, pelo 

critério do IPSS (p=0,019) e pelo R-IPSS, que utiliza critérios mais rígidos para 

classificar as citopenias, a maior expressão do gene IRF3 foi associada a pacientes com 

3 citopenias (p=0,028) (Tabela 17). 

Em resumo, a partir dos nossos resultados, observamos que um maior nível da 

expressão do gene IRF3 está associada a pacientes com SMD. Essa associação pode 

estar relacionada a valores menores de hemoglobina e neutrófilos e presença de 3 

citopenias. 
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Tabela 17. Análise expressão do gene IRF3 de acordo com as variáveis clínicas dos pacientes 

com SMD. 

 Variáveis clinicas Classes 
IRF3 

 
N Mediana Mínimo Máximo p-Valor 

Grupo 
Controle 11 0,0277 0,0000 0,0797 

0,002 
Caso 89 0,0677 0,0007 0,2717 

OMS 

AR 11 0,0708 0,0224 0,1941 

0,068 

ARSA 12 0,0506 0,0273 0,2066 

CRDM 38 0,0672 0,0047 0,2717 

AREBs 16 0,0898 0,0007 0,2349 

LMMC 3 0,0404 0,0341 0,1088 

RT-SMD 7 0,0434 0,0118 0,1134 

Formas SMD 
Baixo Risco 61 0,0670 0,0047 0,2717 

0,068 
Alto Risco 17 0,0887 0,0007 0,2349 

Cariótipo       

Cariótipo Normal X Alterado 
Normal 31 0,0571 0,0193 0,2080 

0,563 
Alterado 22 0,0714 0,0007 0,2222 

Aneuploidia 

Normal 31 0,0571 0,0193 0,2080 

0,528 
Alterado com 

aneuploida 
8 0,0570 0,0007 0,1103 

Aneuploide 14 0,0714 0,0201 0,2222 

Deleção 5q 

Normal 31 0,0571 0,0193 0,2080 

0,389 Alterado com 5q- 8 0,0510 0,0138 0,0967 

Alterado sem 5q- 13 0,0828 0,0007 0,2222 

-7/7q 

Normal 31 0,0571 0,0193 0,2080 

0,794 Alterado com -7/7q 5 0,0828 0,0138 0,2222 

Alterado sem -7/7q 16 0,0714 0,0007 0,1103 

Grupos Citogenéticos IPSS  

Favorável 36 0,0578 0,0138 0,2080 

0,495 Intermediário 12 0,0648 0,0007 0,1103 

Desfavorável 5 0,0828 0,0363 0,2222 

Grupos Citogenéticos R-IPSS 

Muito favorável 1 0,0715 0,0715 0,0715 

0,939 
Favorável 36 0,0556 0,0138 0,2080 

Intermediário 9 0,0825 0,0007 0,1103 

Desfavorável 1 0,0645 0,0645 0,0645 

Muito desfavorável 3 0,0902 0,0363 0,2222 

Características da BMO       

Celularidade BMO 

Hipocelular 8 0,0335 0,0087 0,2222 

0,229 Normocelular 8 0,1064 0,0201 0,2080 

Hipercelular 45 0,0632 0,0007 0,2717 

Diseritropoese BMO 
Ausência 25 0,0670 0,0087 0,2717 

0,355 
Presença 27 0,0482 0,0007 0,1451 

Dismegacariopoese BMO 
Ausência 35 0,0571 0,0087 0,2717 

0,838 
Presença 17 0,0583 0,0007 0,2066 

Disgranulopoese BMO 
Ausência 15 0,0559 0,0116 0,2222 

0,664 
Presença 37 0,0632 0,0007 0,2717 

Micromegacariocito BMO 
Ausência 48 0,0657 0,0007 0,2717 

0,824 
Presença 13 0,0583 0,0087 0,2066 
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Continuação Tabela 17. Análise expressão do gene IRF3 de acordo com as variáveis clínicas dos 

pacientes com SMD. 

Variáveis clinicas Classes 
IRF3 

      N Mediana Mínimo Máximo p-Valor 

Citopenias       

HB (R-IPSS) 

>= 10 18 0,0436 0,0047 0,1062 

0,034 8-<10 28 0,0794 0,0007 0,2222 

<8 40 0,0751 0,0087 0,2717 

ANC (R-IPSS) 
>=800 56 0,0578 0,0007 0,2717 

0,036 
<800 30 0,0899 0,0087 0,2222 

Plaquetas (R-IPSS) 

>=100 41 0,0559 0,0047 0,2066 

0,115 50-<100 23 0,0797 0,0007 0,2717 

<50 22 0,0847 0,0093 0,2349 

Número de Citopenias (IPSS) 

0 10 0,0447 0,0047 0,1062 

0,019 
1 26 0,0530 0,0118 0,2066 

2 25 0,0866 0,0087 0,2349 

3 25 0,0896 0,0007 0,2717 

Número de Citopenias (R-IPSS) 

0 10 0,0447 0,0047 0,1062 

0,028 
1 34 0,0578 0,0093 0,2066 

2 22 0,0661 0,0007 0,2717 

3 20 0,0906 0,0116 0,2222 

Sideroblastos em anel       

Sideroblastos em anel 
Ausência 56 0,0695 0,0047 0,2349 

0,776 
Presença 26 0,0634 0,0007 0,2222 

Percentagem de sideroblastos em anel 

0 56 0,0695 0,0047 0,2349 

0,088 1-14% 6 0,1083 0,0201 0,2222 

Acima de 15% 20 0,0467 0,0007 0,2066 

Blastos MO       

Percentagem de blastos (R-IPSS) 

Menor Igual a 2 59 0,0670 0,0047 0,2717 

 

0,074 
>2% - <5% 10 0,0383 0,0087 0,2080 

5%-10% 9 0,0677 0,0007 0,1743 

>10% 8 0,0898 0,0632 0,2349 

Classificação de Risco       

Grupo de Risco (IPSS) 

Baixo 15 0,0459 0,0138 0,1103 

 

 

Intermediário I 26 0,0785 0,0193 0,2080 

Intermediário II 4 0,0633 0,0007 0,0909 

Alto 4 0,0826 0,0645 0,2222 

Grupos de Risco (R-IPSS) 

Muito baixo 6 0,0447 0,0138 0,0715 

0,197 

Baixo 26 0,0689 0,0193 0,1436 

Intermediário 8 0,0584 0,0341 0,1088 

Alto 5 0,0902 0,0007 0,2080 

Muito alto 5 0,0828 0,0363 0,2222 

Grupo de Risco (WPSS) 

Muito baixo 4 0,0742 0,0224 0,1103 

0,274 
Baixo 17 0,0540 0,0138 0,1431 

Intermediário 16 0,0833 0,0201 0,2080 

Alto 6 0,0771 0,0007 0,1743 

Muito alto 3 0,0828 0,0825 0,2222 

Dependência transfusional, evolução e óbito      

Dependência transfusional 
Não 33 0,0559 0,0047 0,2717 

0,590 
Sim 48 0,0692 0,0007 0,2349 

Evolução 
Não 75 0,0670 0,0007 0,2717 

0,473 
Sim 11 0,0875 0,0289 0,1451 

Óbito 
Não 34 0,0615 0,0087 0,2066  

 Sim 28 0,0788 0,0007 0,2349 
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4.4.3.2 Metilação da região promotora do gene IRF3 

 

 No presente trabalho, a metilação do gene IRF3 foi associada a pacientes com 

SMD (p=0,002) e foi diferente entre os subtipos da OMS (p<0.001) (Tabela 18). É 

importante destacar que 8/8 (100%) dos pacientes com RT-SMD e 15/17 (88%) dos 

pacientes com AREB tiveram o gene IRF3 metilado (Tabela 18). A metilação do gene 

IRF3 foi associada a formas mais avançadas da doença (88%), enquanto somente 29,7% 

dos pacientes com formas inicias da doença (AR, ARSA e CRDM) apresentavam 

metilação do IRF3 (p<0,001).   

A metilação do gene IRF3 está associada a pacientes com micromegacariocitos 

(75% desses pacientes possuem metilação do IRF3) (p=0,008) e pacientes com a 

presença de disgranulopoese na medula óssea (58,3% dos pacientes com digranulopoese 

apresentavam metilação o IRF3) (p=0,039) (Tabela 18). 

Ademais, a metilação do gene IRF3 foi associada a pacientes com percentagem 

de blastos ≥ 5% (p=0,003) (Tabela 18). Oitenta e dois porcento (9/11) dos pacientes 

com blastos entre 5-<10% e 87,5% (7/8) dos pacientes com blastos ≥10% apresentaram 

a metilação do gene IRF3. 

Em resumo, a metilação o gene IRF3 está associada a SMD e é 

predominantemente metilado em pacientes com formas mais agressivas da doença, 

como o subtipo AREB e RT-SMD. Assim como também, a metilação do gene IRF3 está 

associada a presença disgranulopoese, micromegacariocitos e presença de blastos na 

medula óssea. 
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Tabela 18. Analise qualitativa da metilação da região promotora do gene IRF3 de acordo com as 

variáveis clínicas dos pacientes com SMD. 

Variáveis clinicas Classes 

IRF3  

Não Metilado  Metilado  

N %  N % p-Valor 

Grupo 
Controle 11 100,0%  0 0,0% 

0,002 
Caso 47 51,6%  44 48,4% 

OMS 

AR 8 88,9%  1 11,1% 

<0,001 

ARSA 8 61,5%  5 38,5% 

CRDM 28 68,3%  13 31,7% 

AREBs 2 11,8%  15 88,2% 

   LMMC 1 33,3%  2 66,7% 

RT-SMD 0 0,0%  8 100,0% 

Formas SMD 
Baixo Risco 45 70,3%  19 29,7% 

<0,001 
Alto Risco 2 11,8%  15 88,2% 

Cariótipo        

Cariótipo Normal X 

Alterado 

Normal 19 54,3%  16 45,7% 
0,999 

Alterado 14 56,0%  11 44,0% 

Aneuploidia 

Normal 19 54,3%  16 45,7% 

0,295 
Alterado com 

aneuploida 
7 77,8%  2 22,2% 

Aneuploide 7 43,8%  9 56,3% 

Deleção 5q 

Normal 19 54,3%  16 45,7% 

0,999 Alterado com 5q- 5 62,5%  3 37,5% 

Alterado sem 5q- 9 56,3%  7 43,8% 

-7/7q 

Normal 19 54,3%  16 45,7% 

0,103 Alterado com -7/7q 5 100,0%  0 0,0% 

Alterado sem -7/7q 9 47,4%  10 52,6% 

Grupos Citogenéticos IPSS  

Favorável 22 56,4%  17 43,6% 

0,999 Intermediário 8 53,3%  7 46,7% 

Desfavorável 3 60,0%  2 40,0% 

Grupos Citogenéticos R-

IPSS 

Muito favorável 1 50,0%  1 50,0% 

0,906 

Favorável 23 59,0%  16 41,0% 

Intermediário 7 53,8%  6 46,2% 

Desfavorável 0 0,0%  1 100,0% 

Muito desfavorável 1 50,0%  1 50,0% 

Características da BMO        

Celularidade BMO 

Hipocelular 5 71,4%  2 28,6% 

0,583 Normocelular 4 44,4%  5 55,6% 

Hipercelular 25 55,6%  20 44,4% 

Diseritropoese BMO 
Ausência 10 45,5%  12 54,5% 

0,492 
Presença 16 55,2%  13 44,8% 

Dismegacariopoese BMO 
Ausência 17 54,8%  14 45,2% 

0,493 
Presença 9 45,0%  11 55,0% 

Disgranulopoese BMO 
Ausência 11 73,3%  4 26,7% 

0,039 
Presença 15 41,7%  21 58,3% 

Micromegacariocito BMO 
Ausência 28 63,6%  16 36,4% 

0,008 
Presença 4 25,0%  12 75,0% 
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Continuação Tabela 18. Analise qualitativa da metilação da região promotora do gene IRF3 de 

acordo com as variáveis clínicas dos pacientes com SMD. 

 Variáveis clinicas Classes 

IRF3 
 

Não Metilado Metilado 
 

N % N % p-Valor 

Citopenias       

HB (R-IPSS) 

>= 10 16 61,5% 10 38,5% 

0,352 8-<10 14 56,0% 11 44,0% 

<8 17 43,6% 22 56,4% 

ANC (R-IPSS) 
>=800 34 55,7% 27 44,3% 

0,273 
<800 13 44,8% 16 55,2% 

Plaquetas (R-IPSS) 

>=100 26 63,4% 15 36,6% 

0,133 50-<100 12 46,2% 14 53,8% 

<50 9 39,1% 14 60,9% 

Número de Citopenias (IPSS) 

0 7 58,3% 5 41,7% 

0,294 
1 16 57,1% 12 42,9% 

2 16 59,3% 11 40,7% 

3 8 34,8% 15 65,2% 

Número de Citopenias (R-IPSS) 

0 9 64,3% 5 35,7% 

0,285 
1 21 60,0% 14 40,0% 

2 10 45,5% 12 54,5% 

3 7 36,8% 12 63,2% 

Sideroblastos em anel       

Sideroblastos em anel 
Ausência 26 46,4% 30 53,6% 

0,342 
Presença 15 57,7% 11 42,3% 

Percentagem de sideroblastos em 

anel 

0 26 46,4% 30 53,6% 

0,562 1-14% 4 66,7% 2 33,3% 

Acima de 15% 11 55,0% 9 45,0% 

Blastos MO       

Percentagem de blastos (R-IPSS) 

Menor Igual a 2 38 61,3% 24 38,7% 

0,003 
>2% - <5% 6 66,7% 3 33,3% 

5%-10% 2 18,2% 9 81,8% 

>10% 1 12,5% 7 87,5% 

Classificação de Risco       

Grupo de Risco (IPSS) 

Baixo 10 62,5% 6 37,5% 

0,426 
Intermediário I 19 63,3% 11 36,7% 

Intermediário II 2 33,3% 4 66,7% 

Alto 1 33,3% 2 66,7% 

Grupos de Risco (R-IPSS) 

Muito baixo  6 60,0% 4 40,0% 

0,221 

Baixo 21 67,7% 10 32,3% 

Intermediário 3 42,9% 4 57,1% 

Alto 1 33,3% 2 66,7% 

Muito alto  1 20,0% 4 80,0% 

Grupo de Risco (WPSS) 

Muito baixo 3 100,0% 0 0,0% 

0,276 
Baixo  16 69,6% 7 30,4% 

Intermediário 10 52,6% 9 47,4% 

Alto  2 33,3% 4 66,7% 

Muito alto  1 50,0% 1 50,0% 

Dependência transfusional, evolução e óbito      

Dependência transfusional 
Não 24 60,0% 16 40,0% 

0,305 
Sim 22 48,9% 23 51,1% 

Evolução 
Não 43 52,4% 39 47,6% 

0,734 
Sim 4 44,4% 5 55,6% 

Óbito 
Não 20 52,6% 18 47,4%  

 Sim 12 42,9% 16 57,1% 
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4.4.4 Gene IRF4 

4.4.4.1 Expressão do gene IRF4 

 

 A partir dos dados de expressão do gene IRF4 foi observado uma associação 

entre o aumento de expressão do IRF4 em pacientes com neutrófilos abaixo de 800/µL 

(p<0,001) (Tabela 19). Outra associação observada, foi a baixa expressão do gene IRF4 

em pacientes com sideroblastos em anel (p=0,039) (Figura 6) (Tabela 19). 

 

4.4.4.2 Metilação da região promotora do gene IRF4 

 

A análise de metilação do gene IRF4 não foi realizada pois não conseguimos a 

padronização da temperatura adequada para evitar a formação de ligações inespecíficas 

durante a QMSP.  
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Figura 6. Expressão do gene IRF4 em pacientes de acordo com a presença e 

aunsencia de sideroblastos em anel. Um menor nível de expressão do gene IRF4 foi 

associado a pacientes com a presença de sideroblastos em anel. A expressão do grupo 

controle (indivíduos saudáveis) foi adicionada como referência. 
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Tabela 19. Análise expressão do gene IRF4 de acordo com as variáveis clínicas dos pacientes 

com SMD. 

 Variáveis clinicas Classes 
IRF4 

 
N Mediana Mínimo Máximo p-Valor 

Grupo 
Controle 11 0,02592 0,00068 0,09056 

0,189 
Caso 88 0,01918 0,00148 0,32874 

OMS 

AR 11 0,02083 0,00474 0,11227 

0,794 

ARSA 12 0,01840 0,00148 0,03781 

CRDM 37 0,02360 0,00244 0,16437 

AREBs 16 0,02030 0,00342 0,32874 

LMMC 3 0,00849 0,00592 0,01530 

RT-SMD 7 0,01418 0,00537 0,07056 

Cariótipo       

Cariótipo Normal X Alterado 
Normal 31 0,01618 0,00148 0,09910 

0,794 
Alterado 22 0,01541 0,00244 0,09310 

Aneuploidia 

Normal 31 0,01618 0,00148 0,09910 

0,764 
Alterado com 

aneuploida 
8 0,01477 0,00384 0,07229 

Aneuploide 14 0,01541 0,00244 0,09310 

Deleção 5q 

Normal 31 0,01618 0,00148 0,09910 

0,757 Alterado com 5q- 8 0,01422 0,00830 0,07229 

Alterado sem 5q- 13 0,01782 0,00244 0,09310 

-7/7q 

Normal 31 0,01618 0,00148 0,09910 

0,924 Alterado com -7/7q 5 0,02856 0,00830 0,05201 

Alterado sem -7/7q 16 0,01541 0,00244 0,09310 

Grupos Citogenéticos IPSS  

Favorável 36 0,01905 0,00148 0,09910 

0,649 Intermediário 12 0,01278 0,00244 0,09310 

Desfavorável 5 0,01826 0,01067 0,05201 

Grupos Citogenéticos R-IPSS 

Muito favorável 1 0,02711 0,02711 0,02711 

0,793 

Favorável 36 0,01585 0,00148 0,09910 

Intermediário 9 0,01530 0,00244 0,09310 

Desfavorável 1 0,01826 0,01826 0,01826 

Muito desfavorável 3 0,01408 0,01067 0,02856 

Características da BMO       

Celularidade BMO 

Hipocelular 7 0,02856 0,00830 0,11227 

0,326 Normocelular 8 0,02002 0,00474 0,32874 

Hipercelular 45 0,01728 0,00148 0,09310 

Diseritropoese BMO 
Ausência 24 0,02126 0,00148 0,09910 

0,910 
Presença 27 0,01530 0,00236 0,32874 

Dismegacariopoese BMO 
Ausência 34 0,01541 0,00148 0,09910 

0,603 
Presença 17 0,01552 0,00384 0,32874 

Disgranulopoese BMO 
Ausência 15 0,01552 0,00484 0,04181 

0,756 
Presença 36 0,01512 0,00148 0,32874 

Micromegacariocito BMO 
Ausência 48 0,01814 0,00236 0,32874 

0,698 
Presença 12 0,01307 0,00148 0,07056 
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Continuação Tabela 19. Análise expressão do gene IRF4 de acordo com as variáveis clínicas 

dos pacientes com SMD. 

Variáveis clinicas Classes 
IRF4 

 
N Mediana Mínimo Máximo p-Valor 

Citopenias       

HB (R-IPSS) 

>= 10 18 0,01585 0,00342 0,05329 

0,378 8-<10 28 0,01573 0,00236 0,11227 

<8 39 0,02083 0,00148 0,32874 

ANC (R-IPSS) 
>=800 56 0,01504 0,00148 0,11227 

<0,001 
<800 29 0,03615 0,00662 0,32874 

Plaquetas (R-IPSS) 

>=100 40 0,02109 0,00148 0,16437 

0,926 50-<100 23 0,01618 0,00342 0,11227 

<50 22 0,01823 0,00829 0,32874 

Número de Citopenias (IPSS) 

0 10 0,01664 0,00537 0,16437 

0,418 
1 26 0,01817 0,00148 0,11227 

2 24 0,01577 0,00342 0,08747 

3 25 0,02443 0,00384 0,32874 

Número de Citopenias (R-IPSS) 

0 10 0,01664 0,00537 0,16437 

0,110 
1 34 0,01544 0,00148 0,07229 

2 21 0,01618 0,00384 0,11227 

3 20 0,02901 0,00662 0,32874 

Sideroblastos em anel       

Sideroblastos em anel 
Ausência 55 0,02069 0,00244 0,32874 

0,039 
Presença 26 0,01336 0,00148 0,09246 

Percentagem de sideroblastos em anel 

0 55 0,02069 0,00244 0,32874 

0,078 
1-14% 6 0,02204 0,00923 0,09246 

Acima de 

15% 
20 0,00955 0,00148 0,07056 

Blastos MO       

Percentagem de blastos (R-IPSS) 

Menor Igual a 

2 
59 0,01782 0,00148 0,16437 

0,985 >2% - <5% 9 0,01546 0,00474 0,09910 

5%-10% 9 0,02069 0,00384 0,04181 

>10% 8 0,01918 0,00342 0,32874 

Classificação de Risco       

Grupos de Risco (R-IPSS) 

Muito baixo 6 0,01888 0,00484 0,05059 

0,983 

Baixo 26 0,01673 0,00148 0,07229 

Intermediário 8 0,01190 0,00474 0,09310 

Alto 5 0,01826 0,00384 0,09910 

Muito alto 5 0,01265 0,00680 0,05201 

Grupo de Risco (WPSS) 

Muito baixo 4 0,01922 0,01176 0,03082 

0,748 
Baixo 17 0,01782 0,00148 0,05059 

Intermediário 16 0,02044 0,00244 0,09910 

Alto 6 0,01617 0,00384 0,09310 

Muito alto 3 0,02856 0,01265 0,05201 

Dependência transfusional, evolução e óbito      

Dependência transfusional 
Não 33 0,01728 0,00244 0,11227 

0,707 
Sim 47 0,01845 0,00148 0,16437 

Evolução 
Não 74 0,01836 0,00148 0,16437 

0,969 
Sim 11 0,01728 0,00592 0,32874 
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4.4.4 Gene IRF5 

4.4.5.1 Expressão do gene IRF5 

 

Na análise de expressão foi observado que, um maior nível de expressão do 

gene IRF5 está relacionado a pacientes com dismegacariopoese na medula óssea 

(p=0,031) (Tabela 20). Outra associação importante foi que o aumento de expressão do 

gene IRF5 está associada a pacientes que evoluíram para LMA (p=0,020) (Tabela 20). 
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Tabela 20. Análise expressão do gene IRF5 de acordo com as variáveis clínicas dos 

pacientes com SMD. 

 Variáveis clinicas Classes 
IRF5 

 
N Mediana Mínimo Máximo p-Valor 

Grupo 
Controle 11 0,01904 0,01020 0,15822 

0,943 
Caso 89 0,02336 0,00379 0,15443 

OMS 

AR 11 0,02426 0,00460 0,07155 

0,263 

ARSA 12 0,02161 0,00523 0,05975 

CRDM 38 0,01961 0,00379 0,15443 

AREBs 16 0,03141 0,01148 0,10259 

LMMC 3 0,08190 0,01978 0,08900 

RT-SMD 7 0,02443 0,00795 0,07229 

Cariótipo       

Cariótipo Normal X Alterado 
Normal 31 0,02142 0,00458 0,15443 

0,149 
Alterado 22 0,01974 0,00417 0,07562 

Aneuploidia 

Normal 31 0,02142 0,00458 0,15443 

0,352 
Alterado com 

aneuploida 
8 0,03327 0,00417 0,07562 

Aneuploide 14 0,01712 0,00613 0,04803 

Deleção 5q 

Normal 31 0,02142 0,00458 0,15443 

0,039 Alterado com 5q- 8 0,01341 0,00613 0,07562 

Alterado sem 5q- 13 0,01978 0,00417 0,04803 

-7/7q 

Normal 31 0,02142 0,00458 0,15443 

0,194 Alterado com -7/7q 5 0,03269 0,01305 0,04803 

Alterado sem -7/7q 16 0,01341 0,00417 0,07562 

Grupos Citogenéticos IPSS  

Favorável 36 0,02617 0,00458 0,15443 

0,398 Intermediário 12 0,01341 0,00417 0,04404 

Desfavorável 5 0,01305 0,01148 0,04803 

Grupos Citogenéticos R-IPSS 

Muito favorável 1 0,04269 0,04269 0,04269 

0,080 

Favorável 36 0,02161 0,00458 0,15443 

Intermediário 9 0,01978 0,00768 0,04404 

Desfavorável 1 0,01148 0,01148 0,01148 

Muito desfavorável 3 0,01305 0,01180 0,04803 

Características da BMO       

Celularidade BMO 

Hipocelular 8 0,03512 0,00411 0,04803 

0,146 Normocelular 8 0,01500 0,00460 0,15443 

Hipercelular 45 0,01978 0,00379 0,08900 

Diseritropoese BMO 
Ausência 25 0,02352 0,00411 0,15443 

0,993 
Presença 27 0,02142 0,00379 0,08900 

Dismegacariopoese BMO 
Ausência 35 0,01957 0,00379 0,15443 

0,031 
Presença 17 0,02816 0,00613 0,08900 

Disgranulopoese BMO 
Ausência 15 0,01978 0,00379 0,04803 

0,193 
Presença 37 0,02477 0,00411 0,15443 

Micromegacariocito BMO 
Ausência 48 0,02461 0,00379 0,15443 

0,509 
Presença 13 0,02098 0,01017 0,05975 
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Continuação Tabela 20. Análise expressão do gene IRF5 de acordo com as variáveis clínicas 

dos pacientes com SMD. 

Variáveis clinicas Classes 
IRF5 

 
N Mediana Mínimo Máximo p-Valor 

Citopenias       

HB (R-IPSS) 

>= 10 18 0,01894 0,00613 0,05536 

0,379 8-<10 28 0,02161 0,00379 0,08900 

<8 40 0,02566 0,00411 0,15443 

ANC (R-IPSS) 
>=800 56 0,02161 0,00417 0,08900 

0,319 
<800 30 0,02587 0,00379 0,15443 

Plaquetas (R-IPSS) 

>=100 41 0,02426 0,00458 0,10259 

0,903 50-<100 23 0,02098 0,00379 0,08900 

<50 22 0,02423 0,00417 0,15443 

Número de Citopenias (IPSS) 

0 10 0,01459 0,00607 0,03691 

0,309 
1 26 0,02161 0,00460 0,07562 

2 25 0,02495 0,00417 0,10259 

3 25 0,02352 0,00379 0,15443 

Número de Citopenias (R-IPSS) 

0 10 0,01459 0,00607 0,03691 

0,077 
1 34 0,02060 0,00417 0,07562 

2 22 0,03113 0,01136 0,10259 

3 20 0,02225 0,00379 0,15443 

Sideroblastos em anel       

Sideroblastos em anel 
Ausência 56 0,02328 0,00379 0,15443 

0,877 
Presença 26 0,02303 0,00417 0,08900 

Percentagem de sideroblastos em anel 

0 56 0,02328 0,00379 0,15443 

0,929 1-14% 6 0,02725 0,00613 0,05112 

Acima de 15% 20 0,02303 0,00417 0,08900 

Blastos MO       

Percentagem de blastos (R-IPSS) 

Menor Igual a 2 59 0,02179 0,00379 0,10259 

0,290 
>2% - <5% 10 0,02623 0,00460 0,15443 

5%-10% 9 0,01937 0,01148 0,04404 

>10% 8 0,04403 0,02352 0,04803 

Classificação de Risco       

Grupos de Risco (R-IPSS) 

Muito baixo 6 0,02613 0,00776 0,04269 

0.822 

Baixo 26 0,02053 0,00458 0,07562 

Intermediário 8 0,01974 0,00460 0,08900 

Alto 5 0,03147 0,01148 0,15443 

Muito alto 5 0,02730 0,01180 0,04803 

Grupo de Risco (WPSS) 

Muito baixo 4 0,02493 0,00776 0,03420 

0,923 
Baixo 17 0,01964 0,00460 0,07155 

Intermediário 16 0,02128 0,00458 0,15443 

Alto 6 0,01638 0,01148 0,04404 

Muito alto 3 0,02730 0,01453 0,04803 

Dependência transfusional, evolução e óbito      

Dependência transfusional 
Não 33 0,02426 0,00458 0,08900 

0,461 
Sim 48 0,02328 0,00379 0,15443 

Evolução 
Não 75 0,01998 0,00379 0,15443 

0,020 
Sim 11 0,03384 0,00458 0,08900 

 

 

 

 



 

111 

 

4.4.5.2 Metilação da região promotora do gene IRF5 

 

A partir da análise qualitativa da metilação foi observado uma associação da 

metilação da região promotora do gene IRF5 com pacientes com SMD (p=0,002) 

(Tabela 21). O gene IRF5 foi metilado em 47% (43/91) dos pacientes com SMD, 

enquanto 100% dos indivíduos saudáveis analisados apresentaram o IRF5 não metilado 

(Tabela 21). 

Na análise das variáveis clínicas foi observado uma associação da metilação do 

IRF5 com as citopenias, 66% dos indivíduos com neutrófilo abaixo de 800 

apresentaram o gene IRF5 metilado, enquanto 61% dos indivíduos com ANC≤800 eram 

não metilados para o IRF5 (p=0,025) (Tabela 21). Quando realizamos uma análise 

quantitativa (comparação de medianas) da metilação do gene IRF5, foi observado 

também uma associação de níveis mais altos de metilação do gene IRF5 em pacientes 

com plaquetas abaixo de 50.000/µL. 
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Tabela 21. Analise qualitativa da metilação da região promotora do gene IRF5 de acordo com 

as variáveis clínicas dos pacientes com SMD. 

Variáveis clinicas Classes 

IRF5  

Não Metilado  Metilado  

N %  N % p-Valor 

Grupo 
Controle 11 100,0%  0 0,0% 

0,002 
Caso 48 52,7%  43 47,3% 

OMS 

AR 7 77,8%  2 22,2% 

0,336 

ARSA 8 61,5%  5 38,5% 

CRDM 17 41,5%  24 58,5% 

AREBs 10 58,8%  7 41,2% 

   LMMC 1 33,3%  2 66,7% 

RT-SMD 5 62,5%  3 37,5% 

Cariótipo        

Cariótipo Normal X 

Alterado 

Normal 19 54,3%  16 45,7% 
0,794 

Alterado 12 48,0%  13 52,0% 

Aneuploidia 

Normal 19 54,3%  16 45,7% 

0,764 
Alterado com 

aneuploida 
5 55,6%  4 44,4% 

Aneuploide 7 43,8%  9 56,3% 

Deleção 5q 

Normal 19 54,3%  16 45,7% 

0,757 Alterado com 5q- 3 37,5%  5 62,5% 

Alterado sem 5q- 9 56,3%  7 43,8% 

-7/7q 

Normal 19 54,3%  16 45,7% 

0,924 Alterado com -7/7q 2 40,0%  3 60,0% 

Alterado sem -7/7q 10 52,6%  9 47,4% 

Grupos Citogenéticos IPSS  

Favorável 21 53,8%  18 46,2% 

0,649 Intermediário 6 40,0%  9 60,0% 

Desfavorável 3 60,0%  2 40,0% 

Grupos Citogenéticos R-

IPSS 

Muito favorável 2 100,0%  0 0,0% 

0,793 

Favorável 19 48,7%  20 51,3% 

Intermediário 6 46,2%  7 53,8% 

Desfavorável 1 100,0%  0 0,0% 

Muito desfavorável 1 50,0%  1 50,0% 

Características da BMO        

Celularidade BMO 

Hipocelular 2 28,6%  5 71,4% 

0,117 Normocelular 7 77,8%  2 22,2% 

Hipercelular 23 51,1%  22 48,9% 

Diseritropoese BMO 
Ausência 9 40,9%  13 59,1% 

0,601 
Presença 14 48,3%  15 51,7% 

Dismegacariopoese BMO 
Ausência 11 35,5%  20 64,5% 

0,886 
Presença 12 60,0%  8 40,0% 

Disgranulopoese BMO 
Ausência 6 40,0%  9 60,0% 

0,637 
Presença 17 47,2%  19 52,8% 

Micromegacariocito BMO 
Ausência 22 50,0%  22 50,0% 

0,999 
Presença 8 50,0%  8 50,0% 
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Continuação Tabela 21. Analise qualitativa da metilação da região promotora do gene IRF5 de 

acordo com as variáveis clínicas dos pacientes com SMD. 

 Variáveis clinicas Classes 

IRF5 
 

Não Metilado Metilado 
 

N % N % p-Valor 

Citopenias       

HB (R-IPSS) 

>= 10 16 61,5% 10 38,5% 

0,457 8-<10 11 44,0% 14 56,0% 

<8 20 51,3% 19 48,7% 

ANC (R-IPSS) 
>=800 37 60,7% 24 39,3% 

0,025 
<800 10 34,5% 19 65,5% 

Plaquetas (R-IPSS) 

>=100 25 61,0% 16 39,0% 

0,128 50-<100 14 53,8% 12 46,2% 

<50 8 34,8% 15 65,2% 

Número de Citopenias (IPSS) 

0 10 83,3% 2 16,7% 

 

0,104 

1 15 53,6% 13 46,4% 

2 11 40,7% 16 59,3% 

3 11 47,8% 12 52,2% 

Número de Citopenias (R-IPSS) 

0 12 85,7% 2 14,3% 

0,038 
1 17 48,6% 18 51,4% 

2 11 50,0% 11 50,0% 

3 7 36,8% 12 63,2% 

Sideroblastos em anel       

Sideroblastos em anel 
Ausência 26 46,4% 30 53,6% 

0,204 
Presença 16 61,5% 10 38,5% 

Percentagem de sideroblastos em 

anel 

0 26 46,4% 30 53,6% 

0,261 1-14% 3 50,0% 3 50,0% 

Acima de 15% 13 65,0% 7 35,0% 

Blastos MO       

Percentagem de blastos (R-IPSS) 

Menor Igual a 2 33 53,2% 29 46,8% 

0,234 
>2% - <5% 4 44,4% 5 55,6% 

5%-10% 8 72,7% 3 27,3% 

>10% 2 25,0% 6 75,0% 

Classificação de Risco       

Grupo de Risco (IPSS) 

Baixo 11 68,8% 5 31,3% 

0,313 
Intermediário I 13 43,3% 17 56,7% 

Intermediário II 4 66,7% 2 33,3% 

Alto 1 33,3% 2 66,7% 

Grupos de Risco (R-IPSS) 

Muito baixo  8 80,0% 2 20,0% 

0,054 

Baixo 13 41,9% 18 58,1% 

Intermediário 4 57,1% 3 42,9% 

Alto 3 100,0% 0 0,0% 

Muito alto  1 20,0% 4 80,0% 

Grupo de Risco (WPSS) 

Muito baixo 3 100,0% 0 0,0% 

0,301 
Baixo  11 47,8% 12 52,2% 

Intermediário 10 52,6% 9 47,4% 

Alto  4 66,7% 2 33,3% 

Muito alto  0 0,0% 2 100,0% 

Dependência transfusional, evolução e óbito      

Dependência transfusional 
Não 22 55,0% 18 45,0% 

0,331 
Sim 20 44,4% 25 55,6% 

Evolução 
Não 45 54,9% 37 45,1% 

0,298 
Sim 3 33,3% 6 66,7% 
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4.4.6 Gene IRF6 

4.4.6.1 Expressão do gene IRF6 

 

A análise da expressão revelou que o subtipo ARSA está associado a um maior 

nível de expressão do gene IRF6 quando comparado a células de medula óssea normal e 

com os outros subtipos da OMS (p=0,023) (Figura 7, p; Tabela 22). Alem disso, níveis 

mais altos do gene IRF6 foi associado a pacientes com cariótipo normal em todas as 

variaveis citogenéticas avaliadas. (Figura 8, p.; Tabela 22)  
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*Considerar valor do p para o teste de Kruskal-Wallis (comparação do grupo), p<0,05. 

**Considerar significativo o p abaixo do valor da correção de Bonferroni (p=0,0166), para o teste de Mann-

Whitnet U, realizado como pós teste.  

Ar. Anemia refratária; ARSA. Anemia refratária com sideroblastos em anel; CRDM. Citopenia refratária com 

displasia em multilinhagens; AREB. Anemia refratária com excesso de blastos. 

 

Figura 7. Perfil de expressão gênica do gene IRF6 em células de medula total de 

paciente portadores de SMD de acordo com a classificação OMS. O gene IRF6 foi 

mais expresso em células de pacientes com ARSA quando comparadas ao subtipo 

CRDM e AREB. A expressão do gene IRF6, quando comparada ao controle, foi 

diferente somente no subtipo ARSA.  
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Figura 8. Comparação entre a expressão gênica de IRF6 em células de medula total de 

paciente portadores de SMD de acordo com as variáveis citogenéticas. O gene IRF6 foi 

mais expresso em pacientes com cariótipo normal do que em pacientes com algum tipo de 

alteração no cariótipo. A. Alterado x normal. B. Deleção do braço longo do cromossomo 5. C. 

Aneuloidia. D. Monossomia e deleção do braço longo do cromossomo 7.  *Considerar valor 

do p para o teste de Kruskal-Wallis (comparação do grupo), p<0,05. **Considerar 

significativo o p abaixo do valor da correção de Bonferroni (p=0,0166), para o teste de Mann-

Whitnet U, realizado como pós teste. 
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Tabela 22. Análise expressão do gene IRF6 de acordo com as variáveis clínicas dos 

pacientes com SMD. 

 Variáveis clinicas Classes 
IRF6 

 
N Mediana Mínimo Máximo p-Valor 

Grupo 
Controle 11 0,0005 0,0000 0,0008 

0,241 
Caso 89 0,0006 0,0000 0,0069 

OMS 

AR 11 0,0006 0,0003 0,0036 

0,023 

ARSA 12 0,0012 0,0004 0,0053 

CRDM 38 0,0006 0,0000 0,0030 

AREBs 16 0,0004 0,0000 0,0018 

LMMC 3 0,0008 0,0003 0,0069 

RT-SMD 7 0,0003 0,0001 0,0042 

Cariótipo       

Cariótipo Normal X Alterado 
Normal 31 0,0008 0,0002 0,0069 

0,004 
Alterado 22 0,0004 0,0000 0,0013 

Aneuploidia 

Normal 31 0,0008 0,0002 0,0069 

0,013 
Alterado com 

aneuploida 
8 0,0003 0,0000 0,0013 

Aneuploide 14 0,0004 0,0000 0,0009 

Deleção 5q 

Normal 31 0,0008 0,0002 0,0069 

0,013 Alterado com 5q- 8 0,0003 0,0001 0,0013 

Alterado sem 5q- 13 0,0005 0,0000 0,0011 

-7/7q 

Normal 31 0,0008 0,0002 0,0069 

0,017 Alterado com -7/7q 5 0,0003 0,0002 0,0009 

Alterado sem -7/7q 16 0,0004 0,0000 0,0013 

Grupos Citogenéticos IPSS  

Favorável 36 0,0006 0,0001 0,0069 

0,315 Intermediário 12 0,0005 0,0000 0,0013 

Desfavorável 5 0,0005 0,0002 0,0009 

Grupos Citogenéticos R-IPSS 

Muito favorável 1 0,0004 0,0004 0,0004 

0,440 

Favorável 36 0,0006 0,0001 0,0069 

Intermediário 9 0,0004 0,0000 0,0011 

Desfavorável 1 0,0004 0,0004 0,0004 

Muito desfavorável 3 0,0007 0,0005 0,0009 

Características da BMO       

Celularidade BMO 

Hipocelular 8 0,0004 0,0000 0,0023 

0,188 Normocelular 8 0,0005 0,0002 0,0025 

Hipercelular 45 0,0007 0,0000 0,0069 

Diseritropoese BMO 
Ausência 25 0,0006 0,0000 0,0053 

0,589 
Presença 27 0,0007 0,0000 0,0069 

Dismegacariopoese BMO 
Ausência 35 0,0007 0,0000 0,0034 

0,992 
Presença 17 0,0005 0,0000 0,0069 

Disgranulopoese BMO 
Ausência 15 0,0008 0,0002 0,0030 

0,499 
Presença 37 0,0006 0,0000 0,0069 

Micromegacariocito BMO 
Ausência 48 0,0005 0,0000 0,0069 

0,459 
Presença 13 0,0007 0,0000 0,0053 
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Continuação Tabela 22. Análise expressão do gene IRF6 de acordo com as variáveis clínicas 

dos pacientes com SMD. 

Variáveis clinicas Classes 
IRF6 

 
N Mediana Mínimo Máximo p-Valor 

Citopenias       

HB (R-IPSS) 

>= 10 18 0,0005 0,0000 0,0040 

0,706 8-<10 28 0,0006 0,0000 0,0069 

<8 40 0,0006 0,0000 0,0053 

ANC (R-IPSS) 
>=800 56 0,0006 0,0000 0,0069 

0,807 
<800 30 0,0006 0,0000 0,0042 

Plaquetas (R-IPSS) 

>=100 41 0,0007 0,0000 0,0053 

0,656 50-<100 23 0,0005 0,0000 0,0069 

<50 22 0,0005 0,0001 0,0025 

Número de Citopenias (IPSS) 

0 10 0,0010 0,0000 0,0040 

0,659 
1 26 0,0005 0,0000 0,0053 

2 25 0,0005 0,0000 0,0069 

3 25 0,0006 0,0000 0,0035 

Número de Citopenias (R-IPSS) 

0 10 0,0010 0,0000 0,0040 

0,604 
1 34 0,0005 0,0000 0,0053 

2 22 0,0005 0,0000 0,0069 

3 20 0,0006 0,0002 0,0030 

Sideroblastos em anel       

Sideroblastos em anel 
Ausência 56 0,0006 0,0000 0,0036 

0,060 
Presença 26 0,0008 0,0000 0,0069 

Percentagem de sideroblastos em anel 

0 56 0,0006 0,0000 0,0036 

0,268 1-14% 6 0,0005 0,0002 0,0035 

Acima de 15% 20 0,0009 0,0000 0,0069 

Blastos MO       

Percentagem de blastos (R-IPSS) 

Menor Igual a 2 59 0,0006 0,0000 0,0069 

0,290 
>2% - <5% 10 0,0006 0,0000 0,0053 

5%-10% 9 0,0008 0,0000 0,0014 

>10% 8 0,0003 0,0001 0,0018 

Classificação de Risco       

Grupos de Risco (R-IPSS) 

Muito baixo 6 0,0006 0,0003 0,0016 

0,676 

Baixo 26 0,0005 0,0000 0,0036 

Intermediário 8 0,0008 0,0003 0,0069 

Alto 5 0,0008 0,0000 0,0025 

Muito alto 5 0,0004 0,0002 0,0007 

Grupo de Risco (WPSS) 

Muito baixo 4 0,0010 0,0003 0,0040 

0,589 
Baixo 17 0,0005 0,0002 0,0036 

Intermediário 16 0,0005 0,0000 0,0025 

Alto 6 0,0007 0,0000 0,0009 

Muito alto 3 0,0004 0,0002 0,0005 

Dependência transfusional, evolução e óbito      

Dependência transfusional 
Não 33 0,0006 0,0000 0,0069 

0,631 
Sim 48 0,0006 0,0000 0,0053 

Evolução 
Não 75 0,0006 0,0000 0,0053 

0,962 
Sim 11 0,0005 0,0001 0,0069 
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4.4.6.2 Metilação da região promotora do gene IRF6 

O gene IRF6 apresentou uma frequência maior de pacientes metilados no 

subtipo AR (6/9 – 67%) quando comparados aos outros IRFs que possuíam a maioria dos 

pacientes sem metilação (IRF1, 22%; IRF2, 0%; IRF3, 11%, IRF5, 22%, IRF7, 22% e 

IRF8, 0%). Além disso, o gene IRF6 foi 100% metilado no subtipo AREB (17/17), em 

LMMC (3/3) e RT-SMD (8/8) (Tabela 23). 

O gene IRF6 mostrou ser mais frequentemente metilado (65%) em pacientes que 

a apresentaram dismegacariopose (p=0,049) (Tabela 23). 

O gene IRF6 está associado a um maior número de pacientes metilados em 

percentagem de blastos acima de 2% (p<0,001) (Tabela 23). Além disso, foi observada 

associação da metilação do IRF6 com o risco intermediário, alto e muito alto, de acordo 

com os critérios do R- IPSS (p=0,006) (Tabela 23). Portanto, a hipermetilação do gene 

IRF6 está associado a parâmetros mais agressivos da doença. 
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Tabela 23. Analise qualitativa da metilação da região promotora do gene IRF6 de acordo com 

as variáveis clínicas dos pacientes com SMD. 

Variáveis clinicas Classes 

IRF6  

Não Metilado  Metilado  

N %  N % p-Valor 

Grupo 
Controle 1 9%  10 91% 

0,025 
Caso 41 45%  50 55% 

OMS 

AR 3 33%  6 67% 

<0,001 

ARSA 9 69%  4 31% 

CRDM 29 71%  12 29% 

AREBs 0 0%  17 100% 

   LMMC 0 0%  3 100% 

RT-SMD 0 0%  8 100% 

Cariótipo        

Cariótipo Normal X 

Alterado 

Normal 17 49%  18 51% 
0,999 

Alterado 12 48%  13 52% 

Aneuploidia 

Normal 17 49%  18 51% 
0,878 

 

 

Alterado com 

aneuploida 
5 56%  4 44% 

Aneuploide 7 44%  9 56% 

Deleção 5q 

Normal 17 49%  18 51% 

0,868 Alterado com 5q- 3 38%  5 63% 

Alterado sem 5q- 8 50%  8 50% 

-7/7q 

Normal 17 49%  18 51% 

0,999 Alterado com -7/7q 2 40%  3 60% 

Alterado sem -7/7q 9 47%  10 53% 

Grupos Citogenéticos IPSS  

Favorável 19 49%  20 51% 

0,999 Intermediário 7 47%  8 53% 

Desfavorável 2 40%  3 60% 

Grupos Citogenéticos R-

IPSS 

Muito favorável 2 100%  0 0% 

0,103 

Favorável 20 51%  19 49% 

Intermediário 4 31%  9 69% 

Desfavorável 0 0%  1 100% 

Muito desfavorável 2 100%  0 0% 

Características da BMO        

Celularidade BMO 

Hipocelular 3 43%  4 57% 

0,642 Normocelular 3 33%  6 67% 

Hipercelular 24 53%  21 47% 

Diseritropoese BMO 
Ausência 15 68%  7 32% 

0,058 
Presença 12 41%  17 59% 

Dismegacariopoese BMO 
Ausência 20 65%  11 35% 

0,039 
Presença 7 35%  13 65% 

Disgranulopoese BMO 
Ausência 7 47%  8 53% 

0,562 
Presença 20 56%  16 44% 

Micromegacariocito BMO 
Ausência 18 41%  26 59% 

0,056 
Presença 11 69%  5 31% 
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Continuação Tabela 23. Analise qualitativa da metilação da região promotora do gene IRF6 de 

acordo com as variáveis clínicas dos pacientes com SMD. 

 Variáveis clinicas Classes 

IRF6 
 

Não Metilado Metilado 
 

N % N % p-Valor 

Citopenias       

HB (R-IPSS) 

>= 10 10 38% 16 62% 

0,072 8-<10 16 64% 9 36% 

<8 14 36% 25 64% 

ANC (R-IPSS) 
>=800 30 49% 31 51% 

0,257 
<800 10 34% 19 66% 

Plaquetas (R-IPSS) 

>=100 22 54% 19 46% 

0,206 50-<100 11 42% 15 58% 

<50 7 30% 16 70% 

Número de Citopenias (IPSS) 

0 6 50% 6 50% 

0,197 
1 13 46% 15 54% 

2 15 56% 12 44% 

3 6 26% 17 74% 

Número de Citopenias (R-IPSS) 

0 8 57% 6 43% 

0,224 
1 15 43% 20 57% 

2 12 55% 10 45% 

3 5 26% 14 74% 

Sideroblastos em anel       

Sideroblastos em anel 
Ausência 22 39% 34 61% 

0,361 
Presença 13 50% 13 50% 

Percentagem de sideroblastos em 

anel 

0 22 39% 34 61% 

0,423 1-14% 2 33% 4 67% 

Acima de 15% 11 55% 9 45% 

Blastos MO       

Percentagem de blastos (R-IPSS) 

Menor Igual a 2 37 60% 25 40% 

<0,001 
>2% - <5% 2 22% 7 78% 

5%-10% 1 9% 10 91% 

>10% 0 0% 8 100% 

Classificação de Risco       

Grupo de Risco (IPSS) 

Baixo 11 69% 5 31% 

0,121 
Intermediário I 15 50% 15 50% 

Intermediário II 2 33% 4 67% 

Alto 0 0% 3 100% 

Grupos de Risco (R-IPSS) 

Muito baixo  9 90% 1 10% 

0,006 

Baixo 16 52% 15 48% 

Intermediário 1 14% 6 86% 

Alto 1 33% 2 67% 

Muito alto  1 20% 4 80% 

Grupo de Risco (WPSS) 

Muito baixo 2 67% 1 33% 

0,316 
Baixo  15 65% 8 35% 

Intermediário 9 47% 10 53% 

Alto  2 33% 4 67% 

Muito alto  0 0% 2 100% 

Dependência transfusional, evolução e óbito      

Dependência transfusional 
Não 20 44% 25 56% 

0,177 
Sim 39 48% 43 52% 

Evolução 
Não 2 22% 7 78%  

0,072 Sim 10 38% 16 62% 
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4.4.7 Gene IRF7 

4.4.7.1 Expressão do gene IRF7 

 

Maiores níveis de expressão do gene IRF7 foi associada a pacientes com SMD, 

quando comparadas a medula de indivíduos saudáveis (p=0,028) (Tabela X, p). Além 

disso, maiores níveis de expressão do gene IRF7 foram associadas a pacientes com 

HB<10g/dL (p=0,026), ANC<800/µL (p=0,001) e plaquetas <50.000/µL (p=0,0014). 

Pacientes que apresentaram três citopenas periféricas pelos critérios do IPSS e R-IPSS 

também apresentraram maior nível de expressão do IRF7 (p=0,001 e p=0,001, 

respectivamente (Tabela 24). 
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Tabela 24. Análise expressão do gene IRF7 de acordo com as variáveis clínicas dos 

pacientes com SMD. 

 Variáveis clinicas Classes 
IRF7 

 
N Mediana Mínimo Máximo p-Valor 

Grupo 
Controle 11 0,05403 0,00678 0,20166 

0,028 
Caso 89 0,09119 0,01296 2,96905 

OMS 

AR 11 0,06816 0,01897 1,01748 

0,063 

ARSA 12 0,06357 0,02026 0,26062 

CRDM 38 0,10586 0,01296 2,96905 

AREBs 16 0,14849 0,04011 0,41466 

LMMC 3 0,08077 0,08049 0,13397 

RT-SMD 7 0,04972 0,04025 0,27452 

Cariótipo       

Cariótipo Normal X Alterado 
Normal 31 0,08077 0,01897 1,09429 

0.170 
Alterado 22 0,10601 0,02452 2,96905 

Aneuploidia 

Normal 31 0,08077 0,01897 1,09429 

0,252 
Alterado com 

aneuploida 
8 0,08808 0,02452 0,19751 

Aneuploide 14 0,12430 0,02495 2,96905 

Deleção 5q 

Normal 31 0,08077 0,01897 1,09429 

0,038 Alterado com 5q- 8 0,08116 0,02495 0,11744 

Alterado sem 5q- 13 0,15336 0,02452 2,96905 

-7/7q 

Normal 31 0,08077 0,01897 1,09429 

0,178 Alterado com -7/7q 5 0,15336 0,08747 0,26517 

Alterado sem -7/7q 16 0,10601 0,02452 2,96905 

Grupos Citogenéticos IPSS  

Favorável 36 0,08628 0,01897 1,09429 

0,214 Intermediário 12 0,09499 0,02452 2,96905 

Desfavorável 5 0,16840 0,04011 0,26517 

Grupos Citogenéticos R-IPSS 

Muito favorável 1 0,09740 0,09740 0,09740 

0,060 

Favorável 36 0,08628 0,01897 1,09429 

Intermediário 9 0,13397 0,02936 2,96905 

Desfavorável 1 0,04011 0,04011 0,04011 

Muito desfavorável 3 0,16840 0,15336 0,26517 

Características da BMO       

Celularidade BMO 

Hipocelular 8 0,11678 0,04972 1,01748 

0,5320 Normocelular 8 0,09053 0,02495 1,09429 

Hipercelular 45 0,09056 0,01296 2,96905 

Diseritropoese BMO 
Ausência 25 0,11463 0,02194 1,09429 

0,3320 
Presença 27 0,09056 0,01296 2,96905 

Dismegacariopoese BMO 
Ausência 35 0,10402 0,01296 2,96905 

0,6470 
Presença 17 0,09119 0,02495 0,27452 

Disgranulopoese BMO 
Ausência 15 0,07668 0,01296 0,41037 

0,1520 
Presença 37 0,11111 0,02026 2,96905 

Micromegacariocito BMO 
Ausência 48 0,09087 0,01296 2,96905 

0,5850 
Presença 13 0,11111 0,02194 0,54715 
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Continuação Tabela 24. Análise expressão do gene IRF7 de acordo com as variáveis clínicas dos 

pacientes com SMD. 

Variáveis clinicas Classes 
IRF7 

 
N Mediana Mínimo Máximo p-Valor 

Citopenias       

HB (R-IPSS) 

>= 10 18 0,05292 0,02495 0,20448 

0,026 8-<10 28 0,10940 0,01296 1,01748 

<8 40 0,09842 0,01897 2,96905 

ANC (R-IPSS) 
>=800 56 0,07344 0,01897 1,01748 

0,001 
<800 30 0,13900 0,01296 2,96905 

Plaquetas (R-IPSS) 

>=100 41 0,07484 0,01897 0,54715 

0,014 50-<100 23 0,09056 0,01296 2,96905 

<50 22 0,13684 0,02452 1,09429 

Número de Citopenias (IPSS) 

0 10 0,05292 0,02936 0,10439 

0,001 
1 26 0,07150 0,01897 1,01748 

2 25 0,09773 0,02452 0,41466 

3 25 0,14309 0,01296 2,96905 

Número de Citopenias (R-IPSS) 

0 10 0,05292 0,02936 0,10439 

0,001 
1 34 0,08270 0,01897 0,54715 

2 22 0,10556 0,04011 1,01748 

3 20 0,14823 0,01296 2,96905 

Sideroblastos em anel       

Sideroblastos em anel 
Ausência 56 0,09263 0,01296 2,96905 

0,256 
Presença 26 0,08398 0,02026 0,65293 

Percentagem de sideroblastos em anel 

0 56 0,09263 0,01296 2,96905 

0,324 1-14% 6 0,10452 0,02495 0,65293 

Acima de 15% 20 0,07516 0,02026 0,27452 

Blastos MO       

Percentagem de blastos (R-IPSS) 

Menor Igual a 2 59 0,09056 0,01296 2,96905 

0,310 
>2% - <5% 10 0,11513 0,02495 1,09429 

5%-10% 9 0,11463 0,04011 0,41037 

>10% 8 0,18739 0,04559 0,41466 

Classificação de Risco       

Grupos de Risco (R-IPSS) 

Muito baixo 6 0,07692 0,03033 0,10402 

0,117 

Baixo 26 0,08933 0,01897 0,28717 

Intermediário 8 0,09890 0,04544 2,96905 

Alto 5 0,15336 0,04011 1,09429 

Muito alto 5 0,16840 0,08508 0,26517 

Grupo de Risco (WPSS) 

Muito baixo 4 0,07425 0,03033 0,12631 

0,720 
Baixo 17 0,06515 0,01897 0,26062 

Intermediário 16 0,09260 0,02495 1,09429 

Alto 6 0,16088 0,04011 2,96905 

Muito alto 3 0,19615 0,11463 0,26517 

Dependência transfusional, evolução e óbito      

Dependência transfusional 
Não 33 0,08538 0,02610 1,01748 

0,123 
Sim 48 0,11583 0,01296 2,96905 

Evolução 
Não 75 0,09119 0,01296 2,96905 

0,340 
Sim 11 0,08747 0,07056 0,19888 
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4.4.6.2 Metilação da região promotora do gene IRF7 

 

A avaliação da metilação do gene IRF7 foi realizada em SMD e nenhuma 

associação foi encontrada nas variáveis estudadas (Tabela 25). 
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Tabela 25. Analise qualitativa da metilação da região promotora do gene IRF7 de acordo 

com as variáveis clínicas dos pacientes com SMD. 

Variáveis clinicas Classes 

IRF7  

Não Metilado  Metilado  

N %  N % p-Valor 

Grupo 
Controle 10 91%  1 9% 

0,470 
Caso 73 80%  18 20% 

OMS 

AR 7 78%  2 22% 

0,146 

ARSA 7 54%  6 46% 

CRDM 33 80%  8 20% 

AREBs 15 88%  2 12% 

   LMMC 3 100%  0 0% 

RT-SMD 8 100%  0 0% 

Cariótipo        

Cariótipo Normal X 

Alterado 

Normal 27 77%  8 23% 
0,332 

Alterado 22 88%  3 12% 

Aneuploidia 

Normal 27 77%  8 23% 

0,463 
Alterado com 

aneuploida 
8 89%  1 11% 

Aneuploide 14 88%  2 13% 

Deleção 5q 

Normal 27 77%  8 23% 

0,336 Alterado com 5q- 8 100%  0 0% 

Alterado sem 5q- 14 88%  2 13% 

-7/7q 

Normal 27 77%  8 23% 

0,479 Alterado com -7/7q 5 100%  0 0% 

Alterado sem -7/7q 17 89%  2 11% 

Grupos Citogenéticos IPSS  

Favorável 31 79%  8 21% 

0,760 Intermediário 12 80%  3 20% 

Desfavorável 5 100%  0 0% 

Grupos Citogenéticos R-

IPSS 

Muito favorável 2 100%  0 0% 

0,999 

Favorável 31 79%  8 21% 

Intermediário 10 77%  3 23% 

Desfavorável 1 100%  0 0% 

Muito desfavorável 2 100%  0 0% 

Características da BMO        

Celularidade BMO 

Hipocelular 6 86%  1 14% 

0,137 Normocelular 9 100%  0 0% 

Hipercelular 31 69%  14 31% 

Diseritropoese BMO 
Ausência 15 68%  7 32% 

0,733 
Presença 21 72%  8 28% 

Dismegacariopoese BMO 
Ausência 19 61%  12 39% 

0,070 
Presença 17 85%  3 15% 

Disgranulopoese BMO 
Ausência 11 73%  4 27% 

0,781 
Presença 25 69%  11 31% 

Micromegacariocito BMO 
Ausência 34 77%  10 23% 

0,253 
Presença 10 63%  6 38% 
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Continuação Tabela 25. Analise qualitativa da metilação da região promotora do gene IRF7 

de acordo com as variáveis clínicas dos pacientes com SMD. 

 Variáveis clinicas Classes 

IRF7 
 

Não Metilado Metilado 
 

N % N % p-Valor 

Citopenias       

HB (R-IPSS) 

>= 10 22 85% 4 15% 

0,708 8-<10 19 76% 6 24% 

<8 31 79% 8 21% 

ANC (R-IPSS) 
>=800 46 75% 15 25% 

0,160 
<800 26 90% 3 10% 

Plaquetas (R-IPSS) 

>=100 31 76% 10 24% 

0,558 50-<100 21 81% 5 19% 

<50 20 87% 3 13% 

Número de Citopenias (IPSS) 

0 9 75% 3 25% 

0,589 
1 21 75% 7 25% 

2 24 89% 3 11% 

3 18 78% 5 22% 

Número de Citopenias (R-IPSS) 

0 11 79% 3 21% 

0,933 
1 27 77% 8 23% 

2 18 82% 4 18% 

3 16 84% 3 16% 

Sideroblastos em anel       

Sideroblastos em anel 
Ausência 47 84% 9 16% 

0,249 
Presença 19 73% 7 27% 

Percentagem de sideroblastos em 

anel 

0 47 84% 9 16% 

0,070 1-14% 6 100% 0 0% 

Acima de 15% 13 65% 7 35% 

Blastos MO       

Percentagem de blastos (R-IPSS) 

Menor Igual a 

2 
47 76% 15 24% 

0,683 >2% - <5% 8 89% 1 11% 

5%-10% 10 91% 1 9% 

>10% 7 88% 1 13% 

Classificação de Risco       

Grupo de Risco (IPSS) 

Baixo 12 75% 4 25% 

0,622 
Intermediário I 23 77% 7 23% 

Intermediário 

II 
6 100% 0 0% 

Alto 3 100% 0 0% 

Grupos de Risco (R-IPSS) 

Muito baixo  8 80% 2 20% 

0,849 

Baixo 24 77% 7 23% 

Intermediário 5 71% 2 29% 

Alto 3 100% 0 0% 

Muito alto  5 100% 0 0% 

Grupo de Risco (WPSS) 

Muito baixo 3 100% 0 0% 

0,562 
Baixo  16 70% 7 30% 

Intermediário 15 79% 4 21% 

Alto  6 100% 0 0% 

Muito alto  2 100% 0 0% 

Dependência transfusional, evolução e óbito      

Dependência transfusional 
Não 30 75% 10 25% 

0,439 
Sim 37 82% 8 18% 

Evolução 
Não 64 78% 18 22% 

0,196 
Sim 9 100% 0 0% 
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4.4.8 Gene IRF8 

4.4.8.1 Expressão do gene IRF8 

 

Menores níveis de expressão gene IRF8 foi associado a pacientes com cariótipo 

com alterações estruturais (p=0,043) (Figura 9. Tabela 26). O IRF8 foi 2.2 menos 

expresso em pacientes com cariótipo alterado sem alterações numéricas (Figura 9.). 

Quanto a citopenias periféricas, o maior nível de expressão do IRF8 foi 

associado a pacientes com ANC<800 (p=0,002); plaquetas<100.000 (p=0,0035); 2/3 

citopenias de acordo com os critérios do IPSS e R-IPSS (p=0,019 e p=0,005, 

respectivamente) (Tabela 26.). 

Quanto aos grupos de risco avaliados, o maior nível de mIRF8 foi associado a 

pacientes de risco muito alto de acordo com o critério do R-IPSS (p=0,017) (Tabela 

26). Para melhor avaliação os pacientes foram agrupados em baixo risco (muito baixo e 

baixo risco) e alto risco (intermediário, alto e muito alto risco) e verificou-se que o IRF8 

foi 2.5 vezes mais expresso em pacientes de alto risco quando comparado a pacientes de 

baixo risco (p=0.0031) (Figura 10). 
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Figura 9. Comparação entre a expressão gênica do gene IRF 8 em células de 

medula total entre pacientes com cariótipo normal, cariótipo alterado sem 

aneuplodia e cariótipo alterado com aneuploidia. O gene IRF8 é hipoexpresso em 

indivíduos com cariótipo alterado sem aneuploidia. Considerar valor do p para o teste 

de Kruskal-Wallis (comparação do grupo), p<0,05. Considerar significativo o p abaixo 

do valor da correção de Bonferroni (p=0,0166), para o teste de Mann-Whitnet U, 

realizado como pós teste. Observação. Considerar valor do p significativo para o teste 

de Mann-Whitney (comparação de entre dois grupos), p<0,05. 
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Figura 10. Expressão do gene IRF8 de acordo com o risco dos pacientes com SMD. O 

IRF8 foi 2.5 vezes mais expresso em pacientes de alto risco do que em pacientes de baixo 

riso. Baixo risco são os pacientes de muito baixo e baixo risco de acordo com o critério do 

R-IPSS e alto risco são pacientes de risco intermediário, alto e muito alto de acordo com o 

R-IPSS.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

E
x

p
r
e

s
s

ã
o

 m
R

N
A

IR
F

8
 (

 2
-

C
T

) 
- 

lo
g

2

B a ix o  R is c o Alto  R is c o

-1 0

-8

-6

-4

-2

0

p = 0 .0 0 3 1 2 8



 

131 

 

Tabela 26. Análise expressão do gene IRF8 de acordo com as variáveis clínicas dos 

pacientes com SMD. 

 Variáveis clinicas Classes 
IRF8 

 
N Mediana Mínimo Máximo p-Valor 

Grupo 
Controle 11 0,10882 0,00564 0,28224 

0,460 
Caso 89 0,11542 0,00080 5,15153 

OMS 

AR 11 0,06016 0,02005 1,09429 

0,093 

ARSA 12 0,05975 0,01365 5,15153 

CRDM 38 0,11909 0,00080 0,69737 

AREBs 16 0,21663 0,00849 1,51572 

LMMC 3 0,19278 0,15987 0,49655 

RT-SMD 7 0,12763 0,05329 0,32421 

Cariótipo       

Cariótipo Normal X Alterado 
Normal 31 0,11785 0,01365 1,51572 

0,601 
Alterado 22 0,10157 0,00080 0,52668 

Aneuploidia 

Normal 31 0,11785 0,01365 1,51572 

0,043 
Alterado com 

aneuploida 
8 0,05301 0,00080 0,38024 

Aneuploide 14 0,15796 0,04284 0,52668 

Deleção 5q 

Normal 31 0,11785 0,01365 1,51572 

0,594 Alterado com 5q- 8 0,07214 0,00080 0,38024 

Alterado sem 5q- 13 0,11227 0,00919 0,52668 

-7/7q 

Normal 31 0,11785 0,01365 1,51572 

0,142 Alterado com -7/7q 5 0,22376 0,05831 0,52668 

Alterado sem -7/7q 16 0,07307 0,00080 0,45063 

Grupos Citogenéticos IPSS  

Favorável 36 0,11277 0,00080 1,51572 

0,398 Intermediário 12 0,07307 0,00919 0,45063 

Desfavorável 5 0,11305 0,09087 0,52668 

Grupos Citogenéticos R-IPSS 

Muito favorável 1 0,15987 0,15987 0,15987 

0,838 

Favorável 36 0,08962 0,00080 1,51572 

Intermediário 9 0,15987 0,01086 0,45063 

Desfavorável 1 0,11305 0,11305 0,11305 

Muito desfavorável 3 0,11227 0,09087 0,52668 

Características da BMO       

Celularidade BMO 

Hipocelular 8 0,19307 0,05575 1,09429 

0,378 Normocelular 8 0,08962 0,04284 0,69737 

Hipercelular 45 0,10769 0,00080 5,15153 

Diseritropoese BMO 
Ausência 25 0,15604 0,00849 5,15153 

0,140 
Presença 27 0,07407 0,00080 0,69737 

Dismegacariopoese BMO 
Ausência 35 0,10259 0,00080 0,69737 

0,838 
Presença 17 0,11785 0,00849 5,15153 

Disgranulopoese BMO 
Ausência 15 0,07356 0,00849 0,52668 

0,152 
Presença 37 0,14610 0,00080 5,15153 

Micromegacariocito BMO 
Ausência 48 0,10514 0,00080 0,69737 

0,826 
Presença 13 0,11785 0,00849 5,15153 
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Continuação Tabela 26. Análise expressão do gene IRF8 de acordo com as variáveis clínicas 

dos pacientes com SMD. 

Variáveis clinicas Classes 
IRF8 

 
      N Mediana Mínimo Máximo p-Valor 

Citopenias       

HB (R-IPSS) 

>= 10 18 0,10154 0,03467 0,44907 

0,596 8-<10 28 0,10157 0,01086 1,09429 

<8 40 0,14397 0,00080 5,15153 

ANC (R-IPSS) 
>=800 56 0,08749 0,00080 5,15153 

0,002 
<800 30 0,20877 0,00849 1,51572 

Plaquetas (R-IPSS) 

>=100 41 0,06337 0,00080 5,15153 

0,035 50-<100 23 0,12763 0,00849 1,51572 

<50 22 0,17770 0,00919 0,72951 

Número de Citopenias (IPSS) 

0 10 0,05767 0,03467 0,32760 

0,019 
1 26 0,06701 0,00080 5,15153 

2 25 0,12807 0,00919 0,72951 

3 25 0,17739 0,00849 1,51572 

Número de Citopenias (R-IPSS) 

0 10 0,05767 0,03467 0,32760 

0,005 
1 34 0,08268 0,00080 5,15153 

2 22 0,15251 0,01086 1,09429 

3 20 0,19981 0,00849 1,51572 

Sideroblastos em anel       

Sideroblastos em anel 
Ausência 56 0,11909 0,00080 1,51572 

0,126 
Presença 26 0,06123 0,00919 5,15153 

Percentagem de sideroblastos em anel 

0 56 0,11909 0,00080 1,51572 

0,095 1-14% 6 0,22811 0,04284 0,69737 

Acima de 15% 20 0,05893 0,00919 5,15153 

Blastos MO       

Percentagem de blastos (R-IPSS) 

Menor Igual a 2 59 0,10259 0,00080 1,09429 

0,009 
>2% - <5% 10 0,17632 0,04284 5,15153 

5%-10% 9 0,09278 0,00849 0,20950 

>10% 8 0,36713 0,05811 1,51572 

Classificação de Risco       

Grupos de Risco (R-IPSS) 

Muito baixo 6 0,11671 0,03467 0,38024 

0,017 

Baixo 26 0,06712 0,00080 0,54715 

Intermediário 8 0,18508 0,08900 0,49655 

Alto 5 0,11227 0,01086 0,68302 

Muito alto 5 0,22376 0,09087 1,51572 

Grupo de Risco (WPSS) 

Muito baixo 4 0,05382 0,03467 0,10769 

0,138 
Baixo 17 0,07407 0,01365 0,54715 

Intermediário 16 0,13460 0,00080 1,51572 

Alto 6 0,10157 0,01086 0,45063 

Muito alto 3 0,22376 0,19012 0,52668 

Dependência transfusional, evolução e óbito      

Dependência transfusional 
Não 33 0,12371 0,03467 1,09429 

0,762 
Sim 48 0,11909 0,00080 5,15153 

Evolução 
Não 75 0,11785 0,00919 5,15153 

0,156 
Sim 11 0,07938 0,00080 1,51572 
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4.4.8.2 Metilação da região promotora do gene IRF8 

 

A metilação do gene IRF8 foi diferente em células da medula óssea de pacientes 

com SMD quando comparadas a células de medula óssea normais (p<0,002) (Tabela 27). 

Entretanto foi observado que pacientes com SMD tinham uma menor frequenca do gene  

IRF8 metilado. (Tabela 27). Quanto a comparação da metilação entre os subtipos da 

OMS, observou-se que a maior frequência de pacientes metilados pertenciam ao grupo 

AREB (10/17 - 10%), RT-SMD (6/8 – 75%) e LMMC (3/3 – 100%) (p<0.001) (Tabela 

27). 

Quanto a análise da metilação com as variávies citogénicas foi observada uma 

associação da metilação do IRF8 com pacientes com cariótipo desfavorável pelo critério 

do IPSS e R-IPSS (p=0,002 e p=0,030, respectivamente) (Tabela 27). 

Quanto a citopenias, foi observado uma associação com o IRF8 metilado com 

pacientes com ANC< 800 (13/29 – 45%) e plaquetas<50.000 (13/23 – 57%) (p=0,009 e 

p=0,005, respectivamente) (Tabela 27).  

De uma forma interessante, pacientes que não apresentavam sideroblastos em anel 

na medula óssea tiveram maior metilação do IRF8, do que em pacientes que não 

apresentavam sideroblastos (p=0,015) (Tabela 27). Além disso, pacientes que 

apresentaram percentagem de blastos acima de 2% na medula óssea foram mais 

frequentemente metilados para o IRF8 (p=0,001) (Tabela 27). 

Quanto a análise com grupos de risco, o IRF8 foi mais metilado em pacientes com 

risco intermediário II e alto pelo critério do IPSS (p=0,036) e mais frequentemente 

metilado em pacientes com risco alto e muito alto pelo critério do WPSS (p=0,019) 

(Tabela 27). 
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Tabela 27. Analise qualitativa da metilação da região promotora do gene IRF8 de acordo com 

as variáveis clínicas dos pacientes com SMD. 

Variáveis clinicas Classes 

IRF8  

Não Metilado  Metilado  

N %  N % p-Valor 

Grupo 
Controle 2 18%  9 82% 

0,002 
Caso 62 68%  29 32% 

OMS 

AR 9 100%  0 0% 

<0,001 

ARSA 12 92%  1 8% 

CRDM 32 78%  9 22% 

AREBs 7 41%  10 59% 

   LMMC 0 0%  3 100% 

RT-SMD 2 25%  6 75% 

Cariótipo        

Cariótipo Normal X 

Alterado 

Normal 27 77%  8 23% 
0,384 

Alterado 16 64%  9 36% 

Aneuploidia 

Normal 27 77%  8 23% 

0,086 
Alterado com 

aneuploida 
8 89%  1 11% 

Aneuploide 8 50%  8 50% 

Deleção 5q 

Normal 27 77%  8 23% 

0,362 Alterado com 5q- 6 75%  2 25% 

Alterado sem 5q- 9 56%  7 44% 

-7/7q 

Normal 27 77%  8 23% 

0,202 Alterado com -7/7q 2 40%  3 60% 

Alterado sem -7/7q 13 68%  6 32% 

Grupos Citogenéticos IPSS  

Favorável 31 79%  8 21% 

0,002 Intermediário 11 73%  4 27% 

Desfavorável 0 0%  5 100% 

Grupos Citogenéticos R-

IPSS 

Muito favorável 2 100%  0 0% 

0,030 

Favorável 31 79%  8 21% 

Intermediário 8 62%  5 38% 

Desfavorável 0 0%  1 100% 

Muito desfavorável 0 0%  2 100% 

Características da BMO        

Celularidade BMO 

Hipocelular 6 86%  1 14% 

0,537 Normocelular 6 67%  3 33% 

Hipercelular 29 64%  16 36% 

Diseritropoese BMO 
Ausência 15 68%  7 32% 

0,543 
Presença 22 76%  7 24% 

Dismegacariopoese BMO 
Ausência 21 68%  10 32% 

0,338 
Presença 16 80%  4 20% 

Disgranulopoese BMO 
Ausência 10 67%  5 33% 

0,543 
Presença 27 75%  9 25% 

Micromegacariocito BMO 
Ausência 31 70%  13 30% 

0,899 
Presença 11 69%  5 31% 
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Continuação Tabela 27. Analise qualitativa da metilação da região promotora do gene IRF8 

de acordo com as variáveis clínicas dos pacientes com SMD. 

 Variáveis clinicas Classes 

IRF8 
 

Não Metilado Metilado 
 

N % N % p-Valor 

Citopenias       

HB (R-IPSS) 

>= 10 18 69% 8 31% 

0,215 8-<10 20 80% 5 20% 

<8 23 59% 16 41% 

ANC (R-IPSS) 
>=800 45 74% 16 26% 

0,009 
<800 16 55% 13 45% 

Plaquetas (R-IPSS) 

>=100 34 83% 7 17% 

0,005 50-<100 17 65% 9 35% 

<50 10 43% 13 57% 

Número de Citopenias (IPSS) 

0 8 67% 4 33% 

0,154 
1 23 82% 5 18% 

2 18 67% 9 33% 

3 12 52% 11 48% 

Número de Citopenias (R-IPSS) 

0 10 71% 4 29% 

0,158 
1 28 80% 7 20% 

2 13 59% 9 41% 

3 10 53% 9 47% 

Sideroblastos em anel       

Sideroblastos em anel 
Ausência 32 57% 24 43% 

0,015 
Presença 22 85% 4 15% 

Percentagem de sideroblastos em anel 

0 32 57% 24 43% 

0,049 1-14% 5 83% 1 17% 

Acima de 15% 17 85% 3 15% 

Blastos MO       

Percentagem de blastos (R-IPSS) 

Menor Igual a 2 50 81% 12 19% 

0,001 
>2% - <5% 4 44% 5 56% 

5%-10% 3 27% 8 73% 

>10% 4 50% 4 50% 

Classificação de Risco       

Grupo de Risco (IPSS) 

Baixo 15 94% 1 6% 

0,036 
Intermediário I 22 73% 8 27% 

Intermediário II 3 50% 3 50% 

Alto 1 33% 2 67% 

Grupos de Risco (R-IPSS) 

Muito baixo  9 90% 1 10% 

0,057 
Baixo 25 81% 6 19% 

Intermediário 3 43% 4 57% 

Alto 1 33% 2 67% 

Muito alto  3 60% 2 40% 

Grupo de Risco (WPSS) 

Muito baixo 3 100% 0 0% 

0,019 

Baixo  22 96% 1 4% 

Intermediário 13 68% 6 32% 

Alto  3 50% 3 50% 

Muito alto  1 50% 1 50% 

Dependência transfusional, evolução e óbito      

Dependência transfusional 
Não 30 75% 10 25% 

0,292 
Sim 29 64% 16 36% 

Evolução 
Não 57 70% 25 30% 

0,459 
Sim 5 56% 4 44% 
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4.4.9 Gene IRF9 

4.4.9.1 Expressão do gene IRF9 

 

O gene IRF9 foi mais expresso em células de pacientes com SMD do que em 

células de indivíduos normais (p=0,016) (Tabela 28). Outra associação foi observada 

em pacientes que possuíam alterações cromossômicas sem envolver o cromossomo 5, 

nesses pacientes o nível de expressão do IRF9 foi maior quando comparadas a pacientes 

com cariotipo normal e com deleção do cromossomo 5 (p=0,039) (Tabela 28). 

 

4.4.9.2 Metilação da região promotora do gene IRF9 

 

A análise de metilação não foi realizada para o gene IRF9. Esse gene não 

apresenta ilhas CpGs definidas da região promotora do gene. Na tentativa de avaliar 

influência da metilação de CGs do IRF9 na expressão do gene realizamos alguns testes 

com alguns iniciadores, mas não obtivemos sucesso. A sequência desse gene se interpõe 

com sequencia de outros genes, sendo assim, ocasionando ligações inespecíficas com os 

iniciadores avaliados. Portanto, estudos que avaliem a regulação da expressão do IRF9 

precisam ser realizados em SMD. 
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Tabela 28. Análise expressão do gene IRF9 de acordo com as variáveis clínicas dos 

pacientes com SMD. 

 Variáveis clinicas Classes 
IRF9 

 
N Mediana Mínimo Máximo p-Valor 

Grupo 
Controle 11 0,02711 0,01132 0,07966 

0,016 
Caso 89 0,05059 0,00028 0,62633 

OMS 

AR 11 0,04870 0,00028 0,32534 

0,611 

ARSA 12 0,04036 0,01478 0,10013 

CRDM 38 0,06038 0,01423 0,62633 

AREBs 16 0,04913 0,01728 0,28519 

LMMC 3 0,04435 0,02012 0,06228 

RT-SMD 7 0,03384 0,02778 0,10584 

Cariótipo       

Cariótipo Normal X Alterado 
Normal 31 0,03928 0,00028 0,26152 

0,149 
Alterado 22 0,06133 0,01423 0,36476 

Aneuploidia 

Normal 31 0,03928 0,00028 0,26152 

0,352 
Alterado com 

aneuploida 
8 0,05626 0,01423 0,28519 

Aneuploide 14 0,06133 0,02005 0,36476 

Deleção 5q 

Normal 31 0,03928 0,00028 0,26152 

0,039 Alterado com 5q- 8 0,03931 0,02005 0,09440 

Alterado sem 5q- 13 0,08717 0,01423 0,36476 

-7/7q 

Normal 31 0,03928 0,00028 0,26152 

0,194 Alterado com -7/7q 5 0,06584 0,03504 0,14260 

Alterado sem -7/7q 16 0,05644 0,01423 0,36476 

Grupos Citogenéticos IPSS  

Favorável 36 0,04198 0,00028 0,26152 

0,396 Intermediário 12 0,04964 0,01423 0,36476 

Desfavorável 5 0,08717 0,02956 0,14260 

Grupos Citogenéticos R-IPSS 

Muito favorável 1 0,10013 0,10013 0,10013 

0,08 

Favorável 36 0,04198 0,00028 0,26152 

Intermediário 9 0,06037 0,02846 0,36476 

Desfavorável 1 0,02956 0,02956 0,02956 

Muito desfavorável 3 0,09087 0,08717 0,14260 

Características da BMO       

Celularidade BMO 

Hipocelular 8 0,08584 0,03504 0,32534 

0,172 Normocelular 8 0,06951 0,02005 0,62633 

Hipercelular 45 0,05059 0,01478 0,36476 

Diseritropoese BMO 
Ausência 25 0,05237 0,01478 0,26152 

0,769 
Presença 27 0,06228 0,01728 0,62633 

Dismegacariopoese BMO 
Ausência 35 0,05237 0,01478 0,62633 

0,755 
Presença 17 0,06584 0,02005 0,28519 

Disgranulopoese BMO 
Ausência 15 0,04688 0,02005 0,14260 

0,262 
Presença 37 0,06228 0,01478 0,62633 

Micromegacariocito BMO 
Ausência 48 0,05103 0,00028 0,62633 

0,867 
Presença 13 0,06816 0,01478 0,21539 
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Continuação Tabela 28. Análise expressão do gene IRF9 de acordo com as variáveis clínicas 

dos pacientes com SMD. 

Variáveis clinicas Classes 
IRF9 

 
      N Mediana Mínimo Máximo p-Valor 

Citopenias       

HB (R-IPSS) 

>= 10 18 0,03276 0,02005 0,09773 

0,140 8-<10 28 0,06241 0,02005 0,62633 

<8 40 0,05103 0,00028 0,36476 

ANC (R-IPSS) 
>=800 56 0,04663 0,00028 0,32534 

0,081 
<800 30 0,06310 0,01728 0,62633 

Plaquetas (R-IPSS) 

>=100 41 0,04836 0,00028 0,21539 

0,411 50-<100 23 0,04435 0,02005 0,36476 

<50 22 0,06090 0,01423 0,62633 

Número de Citopenias (IPSS) 

0 10 0,03953 0,02264 0,07179 

0,153 
1 26 0,04523 0,00028 0,32534 

2 25 0,05292 0,01423 0,21539 

3 25 0,06037 0,01728 0,62633 

Número de Citopenias (R-IPSS) 

0 10 0,03953 0,02264 0,07179 

0,266 
1 34 0,06017 0,00028 0,13870 

2 22 0,04704 0,02005 0,32534 

3 20 0,06379 0,01728 0,62633 

Sideroblastos em anel       

Sideroblastos em anel 
Ausência 56 0,04853 0,01728 0,36476 

0,597 
Presença 26 0,04561 0,00028 0,62633 

Percentagem de sideroblastos em anel 

0 56 0,04853 0,01728 0,36476 

0,196 
1-14% 6 0,06479 0,02005 0,62633 

Acima de 

15% 
20 0,03716 0,00028 0,28519 

Blastos MO       

Percentagem de blastos (R-IPSS) 

Menor Igual 

a 2 
59 0,04836 0,00028 0,62633 

0,789 >2% - <5% 10 0,06881 0,02005 0,26152 

5%-10% 9 0,05059 0,02592 0,28519 

>10% 8 0,04814 0,01728 0,14260 

Classificação de Risco       

Grupos de Risco (R-IPSS) 

Muito baixo 6 0,04583 0,02264 0,10013 

0,376 

Baixo 26 0,04206 0,00028 0,13870 

Intermediário 8 0,04389 0,02012 0,36476 

Alto 5 0,09087 0,02956 0,28519 

Muito alto 5 0,06037 0,03071 0,14260 

Grupo de Risco (WPSS) 

Muito baixo 4 0,03690 0,02264 0,06381 

0,177 
Baixo 17 0,03928 0,00028 0,10224 

Intermediário 16 0,04351 0,02005 0,26152 

Alto 6 0,08902 0,02956 0,36476 

Muito alto 3 0,06037 0,05059 0,14260 

Dependência transfusional, evolução e óbito      

Dependência transfusional 
Não 33 0,04870 0,02012 0,32534 

0,821 
Sim 48 0,05103 0,00028 0,62633 

Evolução 
Não 75 0,05933 0,00028 0,62633 

0,684 
Sim 11 0,04109 0,01728 0,10083 
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4.4.10 Analise da expressão dos genes IRFs no seguimento de pacientes com SMD 

 

A partir da avaliação do seguimento dos pacientes com SMD foi observado que os 

níveis de expressão do gene IRF2 foi menor nas amostras de seguimento quando 

comparadas a amostras ao diagnóstico (p=0.046) (Tabela 29, Figura 11). Associando aos 

dados de metilação descritos anteriormente, observamos que os níveis de metilação do 

IRF2 foram maiores nas amostras de seguimentos quando comparadas a amostras ao 

diagnóstico. É provável que a expressão do gene IRF2 tenha suprimida durante a evolução 

da doença nesses pacientes. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Expressão do gene IRF2 em amostras de pacientes com SMD ao diagnóstico e 

ao seguimento.
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Tabela 29. Nível de expressão dos genes IRFs nos pacientes ao diagnóstico e ao seguimento dos pacientes com síndrome mielodisplásica.  

  Expressão gênica IRF1 (2-∆Ct)   Expressão gênica IRF2 (2-∆Ct)   Expressão gênica IRF3 (2-∆Ct)   Expressão gênica IRF4 (2-∆Ct)   Expressão gênica IRF5 (2-∆Ct) 

Amostras Mediana Mínimo Máximo 
 p 

Valor 
  Mediana Mínimo Máximo 

 p 

Valor 
  Mediana Mínimo Máximo  p Valor   Mediana Mínimo Máximo 

 p 

Valor 
  Mediana Mínimo Máximo 

 p 

Valor 

Ao diagnóstico 0,58439 0,12718 2,45377 
p=0.075 

  0,06887 0,00200 0,33681 
p=0.046 

  0,06382 0,00002 0,27168 
p=0.0152 

  0,02134 0,00068 0,32874 
p=0.463 

  0,02328 0,00379 0,15822 
p=0.972 

Seguimento 0,32650 0,09740 0,93952   0,04698 0,01978 0,16551   0,05923 0,01606 0,23651   0,00867 0,00138 0,38555   0,01330 0,00347 0,04053 

 

Continuação Tabela 29. Nível de expressão dos genes IRFs nos pacientes ao diagnóstico e ao seguimento dos pacientes com síndrome 

mielodisplásica.  

 
Expressão gênica IRF6 (2-∆Ct)   Expressão gênica IRF7 (2-∆Ct)   Expressão gênica IRF 8 (2-∆Ct)   Expressão gênica IRF9 (2-∆Ct) 

Amostras Mediana Mínimo Máximo 
 p 

Valor 
  Mediana Mínimo Máximo 

 p 

Valor 
  Mediana Mínimo Máximo 

 p 

Valor 
  Mediana Mínimo Máximo  p Valor 

Ao diagnóstico 0,00056 0,00000 0,00692 
p=0.972 

  0,08808 0,00678 2,96905 
p=0.972 

  0,11424 0,00080 5,15153 
p=0.972 

  0,04930 0,00028 0,62633 
p=0.701 

Seguimento 0,00064 0,00004 114104,80340   0,07936 0,01499 0,28126   0,06967 0,01584 0,37501   0,04239 0,01618 0,21242 
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4.4.11 Regressão logística para risco de transformação para LMA 

  

 O risco de transformação para LMA, foi determinada em relação a comparação das 

variáveis clínicas e moleculares (expressão gênica e metilação) utilizando a regressão 

lógica para essa análise.  

 

Analises univariadas  

 

Variáveis Clínicas 

Para a análise univariada foi utilizado o teste de exato de Fisher. Das variáveis 

clínicas analisadas, aquelas que estavam relacionadas a evolução para LMA foram sexo e 

fumo (p=0.009 e p=0.037, respectivamente) (Tabela 30). Os pacientes do sexo masculino 

evoluíam mais para LMA do que pacientes do sexo feminino e pacientes que fumaram em 

alguma fase da vida evoluíram mais do que aqueles que não fumaram (Tabela 30). 

 

Variáveis moleculares  

A análise das variáveis moleculares mostrou que os genes IRF5 e IRF7 estavam 

mais relacionadas com evolução para LMA (p= 0.024 e p=0.032, respectivamente) (Tabela 

31). Pacientes com o nível de expressão acima do valor 0.00232 (cutoff) evoluíam mais do 

que pacientes que possuíam expressão do IRF5 abaixo desse valor. Assim como, pacientes 

com a expressão do IRF7 acima do valor do cutoff (0.00604) também evoluíam mais do 

que aquelas que apresentaram expressão abaixo desse valor (Tabela 31). 
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Analise multivariada 

A partir destes dados foi realizada a regressão logística para avaliar as variáveis 

relacionadas ao risco de transformação para LMA (OD ration). Para essa análise foi 

considerado as variáveis com p<0.2 na analise univariada. As variáveis clínicas e 

moleculares selecionadas foram: sexo, fumo, deleção 5q, ANC, percentagem de blastos, 

classes da OMS, formas da SMD, mRNA IRF5, mRNA IRF7, metilação do IRF6 e 

metilação do IRF7. Porem a expressão genica do gene IRF5 se sobrepôs a todas outras 

variáveis analisadas. 

Pacientes com a superexpressão (≥0.0232) do IRF5 tem 5.4 mais chances de evoluir 

para LMA do que pacientes com expressão mais baixa (p=0.000; EXP(B)=5.429; 

IC95%=1.098-26.829). Portanto, no presente estudo, pacientes que tinham a expressão do 

gene IRF5 acima do valor de ≥0.0232 apresentavam pior prognostico estando relacionado 

a um maior risco de evolução para LMA.   
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Tabela 30. Analise univariada das variáveis clínicas relacionada a evolução para LMA. 

  
Evolução para LMA 

 
Variáveis Classes Não (N) Sim (N) p valor 

Sexo 
Feminino  55 2 

p=0.009 
Masculino 49 12 

Idade 
<60 27 3 

p=0.763 
≥60 77 11 

Origem 
Urbana 61 9 

p=0.764 
Rural 37 4 

Fumo 
Sim 22 0 

p=0.037 
Não 9 3 

Álcool 
Sim 24 0 

p=0.052 
Não 22 5 

Fibrose 
Presença 11 1 

p=0.946 
Ausência 24 2 

ALIPS 
Presença 46 7 

p=0.877 
Ausência 15 2 

Diseritropoese 
Presença 27 4 

p=0.941 
Ausência 32 5 

Dismegacariopoese 
Presença 39 6 

p=0.973 
Ausência 20 3 

Disgranulopoese 
Presença 16 2 

p=0.756 
Ausência 43 7 

Micromegacariocito 
Presença 52 8 

p=0.722 
Ausência 20 2 

HB 

≤10 31 1 
p=0.202 8-<10 28 4 

>8 44 9 

ANC 
≥800 71 7 

p=0.226 
<800 32 7 

PLAQ 

≥100 48 6 

p=0.763 50-<100 29 3 

<50 26 5 

N Citopenias IPSS 

0 14 0 

p=0.313 
1 33 3 

2 28 6 

3 28 5 

N Citopenias R-IPSS 

0 16 1 

p=0.281 
1 42 3 

2 24 5 

3 21 5 

Sideroblastos em Anel 
Ausência 66 11 

p=0.215 
Presença 29 2 

Percentagem de Blastos 

≤2% 77 8 

p=0.141 
>2%-<5% 10 1 

5%-10% 10 2 
>10% 6 3 

Cariótipo normal x alterado 
Normal 44 4 

p=0.725 
Alterado 32 5 

Aneuploidia 

Normal 44 4 

p=0.161 
Alterado sem 

aneuploidia 
17 4 

Aneuploidia 20 1 

Deleção 5q 

Normal 44 4 
p=0.097 Alterado com 5q- 15 4 

Alterado com 5q- 21 1 

Monossomia7/del7q 

Normal 44 4 
p=0.524 Alterado com 7q- 9 2 

Alterado com 7q- 27 3 

CARIOTIPO IPSS 

Favorável 45 7 

p=0.522 
Intermediário 16 2 

Desfavorável 10 0 

Muito favorável 2 0 
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Continuação Tabela 30. Analise univariada das variáveis clínicas relacionada a evolução 

para LMA. 

  
Evolução para LMA 

 

Variáveis Classes Não (N) Sim (N) p valor 

Cariótipo R-IPSS 

Favorável 45 8 

p=0.631 
Intermediário 16 1 

Desfavorável 2 0 

Muito desfavorável 4 0 

OMS 

AR 13 0 

p=0.078 

ARSA 14 0 

CRDM 51 8 
AREB 15 4 

LMMC 3 2 

RT-SMD 8 0 

Formas SMD 
Iniciais  79 8 

p=0.109 
Avançadas 15 4 

Grupo Risco IPSS 

Baixo 19 2 

p=0.883 
Intermediário I 37 6 

Intermediário II 7 1 
Alto 4 0 

Grupo Risco R-IPSS 

Muito baixo 2 0 

p=0.799 

Baixo 45 8 

Intermediário  16 1 
Alto 2 0 

Muito alto 4 0 

Grupo Risco WPSS 

Muito baixo 6 0 

p=0.506 
Baixo 24 1 
Intermediário  21 4 

Alto 11 2 

Muito alto 3 0 

Dependência transfusional 
Não 44 5 

p=0.808 
Sim 53 7 

Resposta ao tratamento com eritropoetina 
Com resposta 17 0 

p=0.143 
Sem resposta 25 5 

Resposta ao tratamento com 

hipometilante 

Com resposta 4 1 
p=0.424 

Sem resposta 4 3 
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Tabela 31. Analise univariada das variáveis moleculares relacionada a evolução para 

LMA. 

    Evolução para LMA 
 

Variáveis Classes Não (N) 
Sim 

(N) 
p Valor 

Metilação IRFS   
   

IRF1 
Não Metilado  42 6 

0.378 
Metilado  40 3 

IRF2 
Não Metilado  68 6 

0.235 
Metilado  14 3 

IRF3 
Não Metilado  43 4 

0.649 
Metilado  39 5 

IRF5 
Não Metilado  45 3 

0.219 
Metilado  37 6 

IRF6 
Não Metilado  39 2 

0.147 
Metilado  43 7 

IRF7 
Não Metilado  64 9 

0.117 
Metilado  18 0 

IRF8 
Não Metilado  57 5 

0.394 
Metilado  25 4 

Expressão IRFs   
   

IRF1 
Menos expresso  37 5 

0.778 
Mais expresso  37 6 

IRF2 
Menos expresso  9 1 

0.768 
Mais expresso  65 10 

IRF3 
Menos expresso  17 2 

0.738 
Mais expresso  58 9 

IRF4 
Menos expresso  40 7 

0.551 
Mais expresso  34 4 

IRF5 
Menos expresso  41 2 

0.024 
Mais expresso  34 9 

IRF6 
Menos expresso  36 6 

0.685 
Mais expresso  39 5 

IRF7 
Menos expresso  23 0 

0.032 
Mais expresso  52 11 

IRF8 
Menos expresso  36 7 

0.333 
Mais expresso  39 4 

IRF9 
Menos expresso  12 3 

0.358 
Mais expresso  63 8 
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4.4.12 Analise de sobrevida em relação as características clínicas, perfil de 

metilação e expressão dos genes IRFs 

 

Análise univariada – Kaplan Meier  

 

A análise de sobrevida global (SG) foi determinada em relação a comparação 

das variáveis clínicas e moleculares (expressão gênica e metilação), considerando o 

evento óbito por qualquer causa. O tempo de seguimento do paciente foi calculado da 

data de diagnostico até a data do óbito ou até a data do último atendimento. A 

probabilidade de sobrevida foi determinada em 6, 12 e 24 meses (Tabela 32). Pacientes 

que fizeram uso de agentes modificadores (lenalidomida, hipometilantes, quimioterapia 

e TMO) foram excluídos dessa análise.  

 

Variáveis Epidemiológicas e Clinicas 

Em relação as variáveis epidemiológicas, a sobrevida foi diferente para sexo, 

origem e álcool (Tabela 32).   

Para as variáveis clínicas relacionadas as características obtidas pela biopsia de 

medula óssea dos pacientes, não houve diferença de sobrevida entre os grupos 

analisados (Tabela 32). Para as variáveis relacionadas a citopenias e percentagem de 

blastos, todas foram significantes (Tabela 32).  

A despeito de variáveis relacionadas a cariótipo, a população avaliada apresentou 

diferença de sobrevida entre os grupos relacionados a cariótipo normal e alterado, 5q-, 

7q-/-7 e cariótipo classificado de acordo com os critérios do R-IPSS. Pacientes com 

cariótipo alterado tiveram estimativa de sobrevida global de 36.4% aos 24 meses, 

enquanto indivíduos para cariótipo normal tinha 58.4% para o mesmo período. Na 
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comparação de pacientes com cariótipo normal, cariótipo alterado sem deleção do 

cromossomo 5 e cariótipo alterado com deleção do cromossomo 5, os indivíduos que 

tinham cariótipo alterado sem deleção do cromossomo 5 tiveram menor sobrevida. Já 

pacientes com deleção/monossomia do cromossomo 7 apresentaram a pior sobrevida 

(Tabela 32). Podemos destacar que pacientes com cariótipo normal tinham 90% 

estimativa de sobrevida global, enquanto pacientes com cariótipo muito desfavorável, 

classificados de acordo com a classificação do R-IPSS, tiveram apenas 25% de 

estimativa em seis meses de seguimento (Tabela 32). 

As análises de sobrevida dos grupos estabelecidos pela OMS. Enquanto pacientes 

dos subtipos AR, ARSA e CRDM tinham cerca de 80 a 100% de estimativa de 

sobrevida global aos seis meses após o diagnóstico, pacientes do subtipo AREB tinham 

somente 36,4% de estimativa de sobrevida global nesse mesmo período (Tabela 32). 

Para as classificações de risco, IPSS, R-IPSS e WPSS, os grupos de alto risco 

apresentaram pior sobrevida como era esperado, 50%, 28% e 33% de estimativa de 

sobrevida global, respectivamente já nos seis meses iniciais. 

Quanto a análise de sobrevida relacionada a resposta a tratamento e evolução, 

pacientes dependentes transfusionais tinham somente 33% de probabilidade de 

sobrevida, frente a 84.7% estimativa dos pacientes não dependentes, em 24 meses 

(Tabela 32). Com relação resposta a eritropoietina - EPO (EPREX®), os pacientes com 

resposta tinham 100% de estimativa de sobrevida aos 24 meses, enquanto os que não 

respondiam a EPO tinham somente 48.5% de chances de sobrevida (Figura 32).  
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Tabela 32. Estimativas de sobrevida global em 6, 12 e 24 meses em relação a variáveis 

epidemiológicas e clínicas. 

    Probabilidade de sobrevida (%) 
 

Variáveis Classes 
Casos 

(N) 

Eventos 

(óbitos) 

(N) 

6 meses 12 meses 24 meses 
Log 

Rank 

EPIDEMIOLÓGICAS        

SEXO 
Feminino 36 13 83.2 80.2 67.2 

p=0.033 
Masculino 47 26 91.4 76.0 55.0 

IDADE 

≤60 24 12 82.9 63.2 33.8 

p=0.733 
>60-70 24 13 82.9 55.7 55.7 

>70-80 19 9 62.3       56.7 48.4 

>80 16 5 87.5 80.8 80.8 

ORIGEM 
Urbana 49 18 91.7 82.7 70.0 

p=0.004 
Rural 31 20 80.6 64.2 36.7 

FUMO 
Não  12 2 82.5 82.5 82.5 

p=0.201 
Sim  9 5 40.0 40.0 40.0 

ALCOOL 
Não  15 4 79.4 63.6 63.6 

p=0.017 
Sim  20 13 70.0 47.4 47.4 

CARACTERÍSTICAS DA MEDULA ÓSSEA       

CELULARIDADE 

Hipocecular 9 3 88.9 77.8 58.3 

p=0.592 Normocelular 9 5 88.9 76.2 40.6 

Hipercelular 39 19 86.8 64.7 52.6 

FIBROSE 
Ausência  8 5 87.5 75.0 75.9 

P=0.254 
Presença  20 6 89.4 67.1 67.1 

ALIPS 
Ausência  36 17 85.9 68.7 48.8 

p=0.608 
Presença  11 6 80.8 69.3 51.9 

DISETROPOISES BMO 
Ausência  22 8 76.6 65.2 65.2 

p=0.093 
Presença  24 15 78.6 52.4 28.8 

DISMEGACARIOPOISE BMO 
Ausência  30 16 80.0 60.0 43.8 

p=0.737 
Presença  16 7 79.3 38.2 38.2 

DISGRANNULOPOIESE BMO 
Ausência  10 4 77.8 77.8 77.8 

p=0.777 
Presença  36 19 86.0 68.8 45.2 

MICROMEGA BMO 
Ausência  39 20 84.6 71.8 50.5 

p=0.775 
Presença  16 7 77.9 44.5 44.5 

CITOPENIAS, SIDEROBLASTOS E BLASTOS       

HB 

≤10 25 6 91.2 75.2 62.7 

p=0.000 8-<10 25 13 79.8 62.1 31.9 

>8 32 20 81.3 68.1 35.4 

ANC 
≥800 52 22 88.5 80.6 67.9 

p=0.015 
<800 30 17 75.6 51.3 27.4 

PLAQ 

≥100 36 10 97.1 83.9 72.6 

p=0.000 50-<100 23 12 77.6 58.3 33.3 

<50 23 17 73.9 47.8 26.2 

N CITOPENIA IPSS 

0 10 1 90.0 90.0 90.0 

p=0.000 
1 25 10 86.7 70.0 32.7 

2 25 10 80.0 70.3 44.2 

3 22 18 57.4 28.7 12.8 

N CITOPENIA R-IPSS 

0 12 2 91.7 91.7 91.7 

p=0.000 
1 29 10 93.0 76.4 71.9 

2 22 12 72.4 66.9 55.2 

3 19 15 61.3 33.4 22.3 

SIDEROBLASTOS EM ANEL 

0 55 26 89.1 81.7 66.2 

p=0.057 1-14% 8 6 62.5 31.3 
 

≥15 14 4 92.3 75.5 62.9 

BLASTOS 

≤2% 51 21 89.3 77.5 68.2 

p=0.000 
>2%-<5% 8 5 75.0 62.5 33.3 

5%-10% 10 6 57.1 42.9 42.9 

>10% 7 7 14.3 0.0 0.0 
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Continuação Tabela 32. Estimativas de sobrevida global em 6, 12 e 24 meses em relação 

a variáveis epidemiológicas e clínicas. 

  
  Probabilidade de sobrevida 

(%)  

Variáveis Classes 
Casos 

(N) 

Eventos 

(óbitos) 

(N) 

6 meses 12 meses 24 meses 
Log 

Rank 

CARIÓTIPO         

NORMAL E ALTERADO 
Normal 30 10 83.1 71.4 58.4 

p=0.049 
Alterado 28 17 82.0 59.4 36.4 

ANEUPLOIDIA 

Normal 30 10 83.1 71.4 58.4 

p=0.142 
Alterado sem 

aneuploidia 

11 7 
80.0 70.0 45.0 

Aneuploide 17 10 70.6 39.7 39.7 

5q 

Normal 30 10 83.1 71.4 58.4 

p=0.047 Alterado sem 5q- 13 8 68.4 32.1 32.1 

Alterado com 5q- 14 8 85.7 64.3 56.3 

7q 

Normal 30 10 83.1 71.4 58.4 

p=0.023 Alterado sem 7q- 20 10 70.0 64.6 64.6 

Alterado com 7q- 7 6 53.6 53.6 53.6 

CARIOTIPO IPSS 

Favorável 35 14 88.6 76.5 65.4 

p=0.118 Intermediário 14 7 78.6 63.5 54.4 

Desfavorável 8 5 46.9 31.3 31.3 

CARIOTIPO R-IPSS 

Favorável 37 17 91.9 77.8 65.6 

p=0.001 
Intermediário 12 6 73.3 45.8 45.8 

Desfavorável 2 0 - - - 

Muito desfavorável 4 4 25.0 0.0 0.0 

CLASSIFICAÇÃO DA SMD       

WHO_CATEGORY 

AR 9 1 100 85.7 85.7 

P=0.000 
ARSA 6 1 83.3 83.3 83.3 

CRDM 44 23 90.9 74.8 58.7 

AREB 15 12 36.4 36.4 21.8 

FORMAS_SMD 
Iniciais 60 26 91.7 75.9 64.1 

p=0.000 
Avançadas 13 9 50.8 50,8 30.5 

GRUPOS DE RISCO        

GRUPO RISCO IPSS1997 

Baixo 16 6 93.8 80.4 63.3 

p=0.000 
Intermediário I 28 13 85.4 69.8 61.3 

Intermediário II 6 6 16.7 0.0 0.0 

Alto 4 2 50.0 50.0 50.0 

GRUPO RISCO IPSS2012 

Muito baixo 11 3 90.9 90.9 80.8 

p=0.000 

Baixo 25 9 91.8 62.6 50.1 

Intermediário 7 6 57.1 42.9 42.9 

Alto 5 3 40.0 40.0 40.0 

Muito alto 7 6 28.6 14.3 14.3 

GRUPO RISCO WPSS 

Muito baixo 4 0 100 100 100 

p-=0.010 

Baixo 16 5 100 86.7 78.8 

Intermediário 17 10 88.2 61.6 23.1 

Alto 11 8 63.6 45.5 27.3 

Muito alto 3 2 33.3 33.3 33.3 

TRATAMENTO E EVOLUÇÃO       

DEPENDENCIA 

TRANSFUSIONAL 

Não 35 10 97.1 91.3 84.7 
p=0.000 

Sim 42 29 68.9 50.9 33.0 

TRATAMENTO EPREX 
Sem resposta 20 12 85.0 70.0 48.5 

p=0.005 
Com resposta 11 1 100 100 100 

TRATAMENTO 

HIPOMETILANTE 

Sem resposta   
 

 
 

 Com resposta   
 

 
 

EVOLUÇÃO LMA 
Não 70 28 85.6 76.5 66.1 

p=0.000 
Sim 13 11 67.7 10.2 0.0 
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Variáveis Moleculares 

Em relação a metilação da região promotora dos genes IRFs, a hipermetilação 

do gene IRF2 está associada a piores estimativas de sobrevida global (36,9%, IC 95%: 

11.077% - 39.616%) quando comparado a pacientes não metilados (63.6%, IC 95%: 

38.766%-5) em 24 meses (Tabela 33 e Figura 12), portanto sendo a hipermetilação do 

gene IRF2 associado a pior sobrevida em SMD.  

A respeito da expressão gênica dos IRFs, o gene IRF5 apresentou também uma 

associação com pior sobrevida em SMD (p=0.050) (Tabela 333). Quando o gene está 

com um perfil mais expresso (valores de expressão acima do cutoff - ≥0.0232), estes 

pacientes tinham 57.6% de estimativa sobrevida global, enquanto os pacientes com 

valores de expressão <0.0232 tinham uma sobrevida mais longa (Figura 13). 
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Tabela 33. Estimativas de sobrevida global em 6, 12 e 24 meses em relação a variáveis 

moleculares, expressão gênica e metilação da região promotora dos IRFs de células de medula 

total de pacientes com SMD. 

Variáveis Classes 
Casos 

(N) 

Eventos 

(óbitos) (N) 

Probabilidade de sobrevida (%) 

Classes 

6 meses 12 meses 24 meses 

METILAÇÃO 

IRFS 
  

      

IRF1 

  

Não metilado  30 13 90.0 72.2 60.3 
p=0.507 

Metilado  32 15 71.1 71.1 54.9 

IRF2 

  

Não metilado  49 20 87.7 78.7 63.6 
p=0.042 

Metilado  13 8 53.8 46.2 36.9 

IRF3 

  

Não metilado  30 12 86.7 79.9 68.5 
p=0.217 

Metilado  32 16 74.5 64.0 52.2 

IRF5 

  

Não metilado  29 10 78.7 78.7 69.4 
p=0.179 

Metilado  33 18 81.8 66.1 48.7 

IRF6 

  

Não metilado  29 11 86.7 78.9 66.1 
p=0.135 

Metilado  33 17 75.2 65.2 49.9 

IRF7 

  

Não metilado  53 23 77.0 73.0 60.9 
p=0.882 

Metilado  9 5 100 66.7 44.4 

IRF8 Não metilado  43 18 86.0 73.9 62.5 
p=0.248 

  Metilado  19 10 66.6 66.6 44.4 

EXPRESSÃO GÊNICA DOS IRFs 
  

IRF1 

  

Menos expresso  27 11 74.1 61.6 56.9 
p=0.570 

Mais expresso  31 17 90.1 76.1 40.0 

IRF2 

  

Menos expresso  7 3 85.7 71.4 71.4 
p=0.703 

Mais expresso  51 25 82.1 69.3 57.6 

IRF3 

  

Menos expresso  11 8 81.8 72.7 43.6 
p=0.173 

Mais expresso  48 20 83.0 69.2 64.1 

IRF4 

  

Menos expresso  33 18 75.8 66.3 49.7 
p=0.350 

Mais expresso  25 10 91.5 74.1 74.1 

IRF5 

  

Menos expresso  29 11 96.4 85.4 72.9 
p=0.050 

Mais expresso  30 17 69.7 57.4 46.9 

IRF6 

  

Menos expresso  33 17 75.8 69.6 58.8 
p=0.429 

Mais expresso  26 11 92.1 70.5 61.1 

IRF7 

  

Menos expresso  17 5 94.1 82.4 64.7 
p=0.064 

Mais expresso  42 23 78.0 64.9 56.1 

IRF8 

  

Menos expresso  29 13 89.4 74.3 54.2 
p=0.642 

Mais expresso  30 15 76.5 66.1 66.1 

IRF9 

  

Menos expresso  13 4 76.2 76.2 63.5 
p=0.455 

Mais expresso  46 24 84.7 71.1 58.6 
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Figura 12. Analise de sobrevida global de acordo com variáveis moleculares, 

metilação da região promotora dos IRFs, de células de medula total de pacientes com 

SMD. Na curva de Kaplan Meier pacientes com hipermetilaçãodo gene IRF2 (verde) e a 

de pacientes não metilados (azul). Pacientes com SMD com hipermetilação do gene IRF2 

apresentam pior sobrevida p=0.042. 
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Figura 13. Análise de sobrevida global de acordo com variáveis moleculares, 

expressão do mRNA dos IRFs de células de medula total de pacientes com SMD. 

Curva de Kaplan Meier de pacientes com baixa e super expressão dos do mRNA do IRF5, 

a superexprseeão do gene IRF5 está associada a pior sobrevida (curva verde) (B) de 

pacientes com baixa e super expressão dos do mRNA do IRF5. 
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4.4.13 Regressão múltipla de COX para análise de sobrevida global 

 

A partir dessas análises foi realizada uma regressão de COX múltipla considerando 

as variáveis com p<0.2 na analise univariada. As variáveis selecionadas para a regressão de 

COX foram: sexo; origem, álcool, cariótipo normal e alterado, cariótipo 5q, cariótipo 7q, 

grupos citogenéticos R-IPSS, níveis de hemoglobina, ANC, número absoluto de plaquetas, 

número de citopenias pelo IPSS, número de citopenias pelo R-, percentagem de blastos, 

grupos de risco IPPS, R-IPSS e WPSS, classes da OMS, formas da SMD, dependência 

transfusional, reposta a eritropetina, evolução para LMA. mRNA IRF3, mRNA IRF5, 

mRNA IRF7, metilação IRF2, metilação do IRF6. As covariáveis que tiveram efeitos para 

o modelo de COX estão representados na Tabela XX. 

A partir das covariávies que tiveram efeitos na regressão de COX, primeiramente, 

podemos observar uma associação de maior a risco de óbito para indivíduos dependentes 

transfusionais. Pacientes com dependência transfusional possuem 12 vezes de mais chance 

do paciente vir a óbito do que pacientes não dependentes transfusionais (Tabela 34). 

Pacientes que com formas avançadas de SMD (AREBs), tinham também mais chance de 

vir a óbito (6 vezes), quando comparada a pacientes com formas inicias das doenças (AR, 

ARSA, CRDM).  

A superexpressão do gene IRF3 está associada a um fator protetor em SMD. 

Pacientes que apresentam expressão acima 0.0373 apresentam um risco menor de vir a 

óbito do que pacientes com baixa expressão. Pacientes com baixa expressão do gene IRF3 

possui nove vezes mais chance de vir a óbito do que indivíduos com alta expressão 

(Tabela 34). Dessa forma, a superexpresão do gene IRF3 pode estar relacionada a um 

menor risco em SMD e a prognóstico favorável.  

Por outro lado, a superexpressão do gene IRF5 está correlacionada a um maior 
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risco de óbito em SMD. Pacientes com níveis de expressão gênica do IRF5 acima de 

0.0232 tem quase 9 vezes mais chance de evolução a óbito do que pacientes com valores 

abaixo desse nível de expressão (Tabela 34). Essa variável confere um maior risco para 

doença, sendo dessa forma, a supexpressão do gene IRF5, pode estar relacionada a 

prognóstico desfavorável.  

Por último, a metilação da região promotora também do gene IRF5 em células de 

medula total configura um perfil de maior risco a óbito em pacientes com SMD. Pacientes 

com hipermetilação do IRF5 apresentam quatro vezes mais de chance de o paciente vir a 

óbito do que indivíduos com o IRF5 não metilado (Tabela 37).   
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Tabela 34.  Regressão múltipla de COX para a sobrevida global. 

Variáveis Classes Exp(B) 
IC 95,0% para Exp(B) 

p Valor 
Limite Inferior Limite Superior 

Dependência Transfusional 

  

Não dependentes transfusional 1 - - 0,003 

Dependentes transfusional 12,127 2,405 61,138 
 

Formas SMD 

  

Formas Iniciais* 1 - - 0,004 

Formas Avançadas** 6,908 1,843 25,888 
 

Expressão mRNA IRF3 

  

Perfil menos expresso <0.0373 1 - - 
 0,000 

Perfil mais expresso ≥0.0373 0,105 ,030 ,373 

Expressão mRNA IRF5 

  

Perfil menos expresso <0.0232 1 - - 
  0,001 

Perfil mais expresso ≥0.0232 8,819 2,379 32,694 

Metilação da região promotora do gene IRF5 
Perfil de metilação não tumoral ≤0 1 - - 

0,041 
Perfil de metilação tumoral >0 4,640 1,066 20,192 

*Formas iniciais. AR, ARSA, CRDM; ** Formas avançadas. AREBs 
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4.5 NIVEIS DE METILAÇÃO E EXPRESSÃO EM CÉLULA CD34+ E MEDULA 

TOTAL DE PACIENTES COM SMD 

 

 

 A avaliação comparativa dos níveis de metilação entre a subpopulação de CD34+ 

isolada da medula óssea entre a medula óssea total revelou que a metilação do gene IRF6 é 

maior em medula óssea total (p=0.0002). Em consequência, a metilação do gene IRF6 é 

menor em células tronco hematopoiéticas isoladas do que quando comparadas ao pool de 

células da medula total. Entretanto, a avaliação da expressão dos IRFs entre esses dois 

tipos de amostras mostrou que o gene IRF6 é 3.2 vezes mais expresso em células 

CD34+quando comparadas a medula total (p=0.046). A partir desses dados, é possível 

sugerir que a metilação é um fenômeno que pode estar envolvido na regulação da 

expressão do IRF6 em células CD34+ de pacientes com SMD. Sugerindo que é provável 

que o IRF6 tenha uma importante função nas células tronco hematopoiéticas de pacientes 

com SMD.  

Além do gene IRF6, níveis mais altos de expressão do gene IRF5 estavam 

relacionadas a células progenitoras CD34+ (p=0.006) quando comparados a medula total. 

Nenhuma diferença foi relacionada a metilação do gene IRF5. 
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5. DISCUSSÃO 

 

IRF1 

Expressão do IRF1 

Pela análise da expressão do gene IRF1 foi observada uma associação de um 

maior nível de expressão deste gene com pacientes que apresentam medula óssea 

hipocelular. Sabe-se que hipocelularidade medular encontrada em alguns pacientes com 

SMD pode estar associada a mecanismos imunomediados (Maciejewski et al., 2007; 

Kastrinaki et al., 2013; Serio et al., 2014). Esses fenômenos foram relatados em células 

progenitoras hematopoéticas da medula de pacientes com SMD hipocelular ou 

hipoplásica e na medula de pacientes de baixo risco. Dentre esses fenômenos 

imunomediados, podemos citar a expansão de linfócitos T citotóxicos, indução de 

apoptose, liberação de citocinas, tais como TNF-α e o interferon gama (IFN-γ) 

(Maciejewski et al., 2007). O IFN-γ tem sido frequentemente encontrado com 

superexpressão na medula e em células do sangue periférico de pacientes com SMD de 

baixo risco e em pacientes com SMD hipocelular (Ganan-Gomez et al., 2015). 

Entretanto, o IFN-γ pode ser inibido pela inativação do IRF1 (Murtas et al., 2013). 

Pinheiro et al. 2009 identificaram que altos níveis de IRF1 estavam associados com um 

prognóstico favorável e um aumento de fenômenos autoimune em SMD. Sendo assim, é 

provável que os altos níveis de expressão de IRF1 em pacientes com medula 

hipocelular, encontrados no presente trabalho, podem estar relacionadas a mecanismos 

mediados pelo sistema imune. 
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Metilação do IRF1 

Diversas alterações, tanto de origem genética ou epigenética, têm sido 

implicadas nos múltiplos processos que dão origem a SMD e sua transformação para 

LMA. A fisiopatologia da SMD é complexa e isso é um reflexo da heterogeneidade da 

doença. Dentre os genes avaliados no presente trabalho, o IRF1 pode ser um fator que 

contribui para o melhor entendimento da patogênese da SMD (Willman et al, 1993).  

O IRF1 foi originalmente identificado como regulador de interferon e 

subsequentemente foi reconhecido como um fator de transcrição envolvido no controle 

do crescimento celular e indução de apoptose (Tamura et al., 2008). As funções do IRF1 

também abrangem, dentre outras, atividade supressora tumoral e diferenciação de 

células mielóides. As deleções e mutações somáticas do gene IRF1 têm sido implicados 

na SMD (Papemmanuil et al., 2001 e 2013) e posterior evolução para LMA (Willman et 

al., 1993). Maratheftis et al. 2006 identificaram que a inativação funcional do gene IRF1 

resultante de splicing aberrante pode ser um evento crítico que contribui para o fenótipo 

odisplásico. Esse fenótipo é ocasionado pela inativação da atividade supressora tumoral 

e de diferenciação mielóide do IRF1. 

O presente estudo é o primeiro trabalho que avalia a metilação e expressão do 

gene IRF1 em SMD. A metilação do IRF1 foi associada a SMD de alto risco (AREBs). 

O gene IRF1 foi metilado em 82% dos pacientes de SMD de alto risco, entretanto 

somente 22% dos pacientes com AR e nenhum paciente com ARSA possuíam o gene 

IRF1 metilado (AR e ARSA - SMD de baixo risco).   

Corroborando com esse dado, diversos estudos têm demonstrado que a 

hipermetilação da região promotora de vários genes é associada com a progressão da 

SMD (Issa 2013; Fan et al., 2014; Qian et al., 2014; Wong et al., 2014; Kang 2015). 

Jiang et al. 2009 demonstraram que pacientes com SMD de alto risco (AREB) possuíam 



 

160 

 

um maior nível de metilação do que em pacientes de SMD de baixo risco ou controles 

normais.  

Outra associação importante, demostrada no presente trabalho, foi o aumento da 

metilação do IRF1 associada a pacientes com maior percentagem de blastos na medula 

óssea. Pacientes com blastos >2% apresentaram maior frequência do IRF1 metilado.  

Esse dado sugere que a metilação pode estar inibindo atividade apoptótica do IRF1, 

favorecendo proliferação e o acúmulo de células progenitoras danificadas na medula 

óssea desses pacientes.  

 Além disso, a avaliação comparativa da metilação do IRF1 entre amostras de 

seguimento e amostras ao diagnóstico mostrou que o gene IRF1 foi 434 vezes mais 

metilado no seguimento do que em amostras ao diagnóstico. Esse dado nos sugere que o 

nível de metilação do IRF1 em células de medulas óssea de pacientes com SMD 

aumenta durante a progressão da doença. 

Uma associação importante observada, no presente trabalho, foi que a metilação 

do gene IRF1 foi associada a categorias de risco do R-IPSS. Uma alta frequência de 

pacientes com o IRF1 metilado foi associada aos grupos de risco intermediário, alto e 

muito alto (71%, 100% e 80%, respectivamente). Esse achado sugere que a metilação 

do IRF1 pode estar relacionada a um prognóstico desfavorável em SMD. 

Portanto, nossos dados sugerem que a metilação aberrante do IRF1 pode possui 

um papel importante na patogênese e progressão da SMD. 
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IRF2 

 

Expressão do gene IRF2 

O IRF2 é geralmente reconhecido como uma oncoproteína (Harada et al., 

1993), e seu efeito tem sido pouco explorado no câncer. Entretanto, a expressão do IRF2 

tem sido associada a câncer de mama (Connett et al., 2005), câncer esofágico (Wang et 

al., 2007) e pontos de mutação no gene IRF2 têm sido associados a câncer de pâncreas 

(Xi e Blanck 2000).   

Observamos que os genes IRF1 e IRF2 apresentaram uma correlação positiva 

em SMD, ou seja, quando a expressão do IRF1 aumenta a do IRF2 também aumenta. 

Entretanto, diversos trabalhos têm demostrado que o IRF2 atua como antagonista para o 

IRF1 (Harada et al., 1993, Choo et al., 2006, Wang et al., 2007, Ren et al., 2015). O 

IRF2 pode se ligar as mesmas sequências de DNA que o IRF1, sendo assim, ele regula 

negativamente ou bloqueia a transcrição de genes alvo do IRF1 (Harada et al., 1993). 

IRF2 é geralmente sintetizado depois de IRF1 após exposição celular ao IFN-γ, além 

disso, o IRF-2 tem uma maior estabilidade proteica. Por esse motivo o IRF-2 

desempenha um papel na inibição dos efeitos de IFN-γ mediados pelo IRF1 (Tamura et 

al., 2008). Wang et al.2006 demonstraram que o balanço do IRF1 e IRF2 são 

importantes para o desenvolvimento e progressão de câncer esofágico e Choo et al. 

2006 mostraram associação desse balanço na leucemogênese. Esses trabalhos 

evidenciam o IRF1 e IRF2 com potenciais antioncogênico e oncogênico, 

respectivamente.  

Entretanto, Connett et al., 2005 relataram que a expressão do IRF1 e IRF2 são 

positivamente correlacionadas em câncer de mama e que essas alterações da expressão 

podem diminuir os mecanismos de controle imuno-mediado nos tumores.  Como o 
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nosso trabalho é o primeiro a avaliar concomitantemente os níveis de expressão de IRF-

1 e IRF-2, podemos especular que na SMD há uma cooperação destes genes no 

processo patológico.      

Metilação do gene IRF2 

Não há trabalhos que mostrem a relação da metilação do gene IRF2 com 

neoplasias. Yamashita et al. 2010 avaliariam a metilação dos genes dos nove membros 

da família dos IRFs e não observaram nenhuma associação da metilação do IRF2 com 

câncer gástrico. No presente estudo, foi observado uma baixa frequência de metilação 

do IRF2 em SMD. Entretanto, entre os subtipos da OMS, essa frequência de metilação 

foi diferente entre os grupos, sendo maior no subtipo AREB. 

A metilação do gene IRF2 foi associada com variáveis de maior risco em SMD, 

tais como cariótipo desfavorável (IPSS), neutrófilo abaixo de 800/µL, plaquetas abaixo 

de 50.000/µL, 3 citopenias (IPSS e R-IPSS), blastos acima de 5% e com categorias de 

alto risco estabelecidas pelo IPSS, R-IPSS e WPSS. Portanto, nossos resultados 

apontam que o gene IRF2 é pouco metilado em SMD, porém, quando o IRF2 está 

metilado é associado a características de prognóstico desfavorável. 

 

IRF3 

 

Expressão do gene IRF3 

 O IRF3 é um fator de transcrição que tem uma importante função na regulação 

de interferon e diversos autores têm demonstrado sua importância na regulação do ciclo 

celular (Takaoka et al., 2008; Tamura et al., 2008). Karpova et al., 2002 demonstram 

que IRF3 é um alvo da DNA-K, uma quinase dependente de DNA que está envolvida no 

ponto de checagem do ciclo celular e que ativa o IRF3 em resposta a danos no DNA. 
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Em resposta a danos de fita dupla, o complexo ATM-IKKα/β ativa o IRF3 e este 

estimula expressão de IFN-β promovendo apoptose, senescência e inibição das funções 

de células tronco (Yu et al., 2015). Portanto, o IRF3 tem sido relatado por diversos 

autores como um gene supressor tumoral (Kim et al., 1999, 2003 e 2007; Takunaga et 

al., 2010). Maiores níveis do IRF3 foram relatados no controle do crescimento de 

células de melanoma (Moore et al., 2014) e Oshita et al. 2006 detectaram um maior 

nível de expressão do IRF3 em casos de prognóstico favorável em câncer de pulmão. 

 O presente trabalho é o primeiro estudo a detectar importantes associações do 

gene IRF3 em SMD. Um maior nível de expressão do IRF3 está associado à células de 

pacientes com SMD quando comparada a células de medula óssea normal. Ademais, 

maiores níveis de expressão do gene IRF3 foi também associada a citopenias 

periféricas. O gene foi mais expresso em pacientes com níveis de hemoglobina abaixo 

de 10g/dL e em pacientes com o número de neutrófilos abaixo de 800/µL, assim como 

também em pacientes com 3 citopenias de acordo com os critérios do R-IPSS. A 

associação do IRF3 com as citopenias periféricas pode estar relacionada ao aumento de 

apoptose induzida pelo gene em resposta as células com danos no DNA, corroborando a 

idéia de gene pró-apoptótico descrita por Karpova et al., 2002 e Yu et al., 2015. Essa 

relação do IRF3 com a indução da apoptose está relacionada a um prognostico favorável 

nas neoplasia estudadas, como por exemplo, em carcinoma de pulmão (Oshita et al., 

2006).  

O aumento de expressão do gene IRF3 em SMD foi relacionada a um 

prognóstico favorável (sobrevida global) pela análise multivariada de regressão de 

COX, conferindo ao IRF3 o papel de fator de proteção em SMD.   

 

 



 

164 

 

Metilação do gene IRF3 

O presente estudo é o primeiro relato da associação da metilação de IRF3 com 

câncer. A metilação do gene IRF3 foi associada a pacientes com SMD e foi diferente 

entre os subtipos da OMS. Pacientes com formas mais agressivas da doença como RT-

SMD e AREB tiveram maior frequência do gene metilado. Além disso, a metilação está 

relacionado a pacientes com percentagem de blastos ≥ 5%. 

Não há estudos acerca da metilação do IRF3 como fenômeno regulador de sua 

expressão e sua importância prognóstica com câncer. Entretanto, Kim, et al. 2003 e Li et 

al., 2001 demonstraram que o gene IRF3 pode sofrer splicing aberrante e gerar 

isoformas protéicas, IRF3a, IRF3e e IRF3 que regulam negativamente o IRF3, 

bloqueando a expressão de seus genes alvos. Tokunaga et al. 2010 avaliaram formas 

ativas e inativas do IRF3 e observaram que formas inativas do IRF3 podem contribuir 

para a progressão do carcinoma de pulmão. Dessa forma, a inativação do IRF3 pode 

favorecer ao crescimento e progressão tumoral.  

A metilação do DNA é um mecanismo relacionado com silenciamento gênico 

(Bailey et al., 2005). É provável que a ausência ou menores níveis do IRF3 estejam 

relacionados à progressão tumoral devido a inibição de sua atividade como supressor de 

tumor. Formas avançadas de SMD possuem uma diminuição da taxa de apoptose e 

aumento da proliferação de células progenitoras hematopoéticas (Corey et al., 2007). 

Portanto, é provável que a metilação do gene IRF3 esteja favorecendo a diminuição das 

taxas de apoptose e aumentando a taxa de proliferação em SMD (pois encontramos 

metilação do IRF3 com >5% blastos).  
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IRF4 

 

Expressão do gene IRF4 

O IRF4 é estruturalmente relacionado com o IRF8 e ambos regulam 

cooperativamente a diferenciação de células dendríticas e células B (Tamura et al., 

2008). Yamamoto et al., 2011 demonstraram que o IRF4 tem atividades semelhantes a 

IRF8 na regulação do desenvolvimento de células mielóides. A expressão ectópica do 

IRF4, em cooperação com o IRF8, em células progenitoras mielóides, inibe o 

crescimento celular e impede a diferenciação de células granulocíticas. No presente 

trabalho, encontramos uma associação de maiores níveis de expressão do IRF4 e IRF8 

em pacientes com neutrófilos abaixo de 800/µL. É provável que estes genes atuem 

cooperativamente em SMD com objetivo de inibir a diferenciação granulocítica, 

promovendo a diferenciação monocítica.      

 

IRF5 

 

Expressão do gene IRF5 

O IRF5 desempenha um papel essencial na regulação de genes induzidos por 

infecção viral, crescimento celular, oncogênese e apoptose (Tamura et al., 2008). O 

IRF5 foi identificado como um regulador de interferon do Tipo I, porém estudos 

mostram que IRF5 possui propriedade supressora tumoral relacionadas a indução do 

p21, Bak, Bax e caspase 8 (Mori et al., 2002). Embora já se saiba que o gene IRF5 pode 

ser induzido por p53 (Mori et al., 2002), o IRF5 promove uma atividade pró-apoptótica 

e a superexpressão do IRF5 suprime o crescimento de células tumorais de um modo 
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independente de p53 (Hu et al, 2005). Diversos autores observaram tais relações em 

diversos tipos de neoplasias (Garaud e Gallo, 2015; Pimenta et al., 2015). Massmino et 

al., demonstraram que a expressão ectópica do IRF5 reduz a proliferação de células de 

leucemia mielóide crônica in vitro. Yamashita el al., observaram uma perda de 

expressão do IRF5 em câncer gástrico e Bi et al., correlacionaram a perda de expressão 

do IRF5 com a progressão e metástase em câncer de mama.   

Contrariamente, a partir dos nossos resultados, observamos que o aumento da 

expressão do IRF5 está associado a pacientes que evoluíram para LMA. Pela análise de 

regressão logística, foi observado que o aumento de expressão do IRF5 na medula óssea 

de pacientes com SMD está associado a um maior risco (5.4 vezes mais chance) de 

evolução para LMA (sendo essa a variável de maior peso na regressão logística). Pela 

análise de regressão de COX, observou-se também que níveis mais altos de expressão 

do gene IRF5 em pacientes com SMD aumentam em quase 9 vezes o risco de o paciente 

vir a óbito. Sendo assim, o aumento de expressão do IRF5 em medula óssea de 

pacientes com SMD aumenta o risco de evolução para LMA e diminuía a sobrevida 

global dos pacientes. 

Corroborando com nossos achados, Massimino et al. 2012, mostrou pela 

primeira vez, que o IRF5 promove tumorigênese em câncer de tireóide. Nesse estudo, 

foi observado que altos níveis de expressão do IRF5 aumentam a taxa de proliferação e 

o potencial clonogênico de células de tireóide tumorais. Foi observado que esse efeito 

proliferativo do IRF5 pode estar relacionado com a ativação de um proto-oncogene, o 

B-RAF, envolvido no crescimento celular. Além disso, observou-se também que o 

aumento da expressão do IRF5 protege as células neoplásicas de tireoide dos efeitos 

citolíticos de agentes causadores de danos no DNA (Massimino et al., 2012).  

Tais diferenças na função IRF5 pode ser atribuída a papéis específicos do tipo de 
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células que o IRF5 está expresso e a diferentes origens genéticas das neoplasias 

estudadas (Ryzhakov et al., 2014).  

Portanto, no presente trabalho, a superexpresão do gene IRF5 em SMD está 

associada à promoção tumoral e não a atividade supressora tumoral. Níveis mais altos 

da expressão do IRF5 estão associados a um maior risco de evolução para LMA e pior 

prognóstico em SMD. 

  

Metilação do gene IRF5 

  O IRF5 tem diversas funções que incluem a indução de interferons do 

tipo I e citocinas pró-inflamatórias após a infecção viral ou por receptores Toll-like 

(TLR) (Tamura et al., 2008). O IRF5 está envolvido em vias apoptóticas induzida por 

infecção viral e danos no DNA. A característica apoptótica do IRF5 lhe confere uma 

atividade supressora tumoral e tem sido evidenciada em diversas neoplasias (Tamura et 

al., 2008). 

A metilação do gene IRF5 tem sido reportada em diversas neoplasias como 

câncer gástrico (Yamashita et al., 2010), carcinoma hepatocelular (Shin et al., 2010), 

pulmão (Li e Tainsky 2011) e em geral essa metilação está relacionada com o 

silenciamento gênico (Shin et al., 2010; Yamashita et al., 2010).  

O presente trabalho mostrou uma associação da metilação da região promotora 

do gene IRF5 com SMD. O gene IRF5 foi metilado em 47% (43/91) dos pacientes com 

SMD, enquanto 100% dos indivíduos saudáveis analisados apresentaram o IRF5 não 

metilado. Não encontramos uma correlação entre metilação e expressão do gene IRF5, 

porém a metilação do gene IRF5 pode estar relacionada com o silenciamento gênico em 

algumas células de pacientes de SMD. 

Podemos observar que em SMD a metilação do gene IRF5 está associada a 
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pacientes com níveis mais baixos de neutrófilos e plaquetas. A profundidade das 

citopenias é importante clinicamente e níveis mais baixos neutrófilos (ANC<800/µL) e 

plaquetas (plaquetas <50.000/ µL) estão relacionados a pior prognostico em SMD 

(Greenberg et al., 2012).    

O gene IRF5 participa do processo de diferenciação granulocítica (Jeffrey et al., 

2014) e megacariocítica. Finkielsztein et al. 2015 demonstraram que progenitores 

megacariocíticos exibem altos níveis de expressão de mRNA do IRF5. Podemos 

especular que a metilação do IRF5 estaria relacionada a perda de função deste gene nos 

precursores granulocíticos e megacariocíticos, gerando neutropenia e plaquetopenia 

respectivamente.        

A partir da análise de regressão de COX foi observado que a metilação o gene 

IRF5 está associada a maior risco (4,64 vezes) do paciente vir a óbito do que em 

pacientes que não possuem o gene IRF5 metilado.   

 

IRF6 

 

Expressão do IRF6 

No presente trabalho foi observado que pacientes com cariótipo com algum tipo 

de alteração cromossômica possuíam menores níveis de expressão do IRF6 quando 

comparados a pacientes com cariótipo normal. Estudos têm demonstrado que o IRF6 

tem sido associado ao controle do ciclo celular (Bayley et al., 2008, Botti et al., 2011).  

Portanto, baseados nos nossos resultados, é provável que baixos níveis de expressão do 

IRF6 em pacientes com cariótipo alterado estejam associados a uma desordem no 

controle do ciclo celular ocasionando o aumento da instabilidade genômica. 
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Metilação do IRF6 

No presente trabalho a metilação do IRF6 foi associada a pacientes com AR. 

Segundo Xu et al. 2012 altos níveis de expressão do IRF6 estão correlacionados com a 

eritropoese adulta normal. Essa associação entre metilação do IRF6 e pacientes com AR 

pode estar relacionada a desregulação do IRF6 ocasionando defeitos na eritropoese 

desses pacientes. 

 O IRF6 também tem sido descrito por participar de vias que controlam a 

decisão entre a progressão do ciclo celular e saída do ciclo celular. Como essas vias são 

geralmente comprometidas na maioria das neoplasias humanas, tem se sugerido que o 

IRF6 tenha um papel no desenvolvimento e progressão do câncer (Bailey e Hendrix 

2008). Bailey et al., indicaram que níveis de mRNA e proteína do IRF6 são 

significativamente reduzidos em linhagens humanas de células neoplásicas menos 

agressivas e completamente ausente em linhagens mais agressivas e metastáticas de 

células neoplásicas de mama. Bailey et al. especularm que a perda do IRF6 seria um 

passo importante no desenvolvimento do câncer talvez permitindo a proliferação celular 

descontrolada. 

Botti et al., 2011 demonstraram que o IRF6 pode funcionar como um potencial 

gene supressor tumoral em células de carcinoma escamoso. O IRF6 interage com uma 

rede de genes envolvidos na diferenciação, adesão celular e contato célula-célula que 

contribui para a regulação da capacidade de invasão e proliferação de células 

neoplásicas (Botti et al., 2011). Botti et al. encontraram baixos níveis de IRF6 

correlacionados com o estado invasivo do tumor e observaram que baixos níveis de 

expressão do IRF6 em linhagens celulares de tumores primários de carcionoma 

escamoso estão correlacionados com a metilação em uma ilha CpG localizado em sua 

região promotora.  
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Nossos resultados demonstraram uma associação da metilação da região 

promotora do gene IRF6 em SMD. Essa metilação está mais associada a pacientes com 

AREB, RT-SMD (formas de alto risco) e LMMC. Além disso, o IRF6 metilado foi 

associado a pacientes com blastos na medula óssea. Portanto, a metilação do IRF6 foi 

associada a pacientes com formas mais agressivas da doença, caraterizadas por terem 

uma perca gradativa da diferenciação celular com aumento da capacidade proliferativa 

das células progenitoras hematopoeticas. É provável, apesar de não termos encontrado 

correlações em metilação e expressão, que a hipermetilação do IRF6 esteja inibindo as 

funções de controle do ciclo celular do IRF6 em SMD. 

 

IRF7 

 

Expressão do IRF7 

Assim como IRF2 e IRF4, o IRF7 possui propriedades oncogênicas (Tamura et 

al., 2008). O IRF7 é superexpresso em linfomas, leucemia linfocítica aguda, leucemia 

linfocítica crónica, leucemia mielode aguda e leucemia de células T. Além disso, IRF7 

induz a formação de tumor em células NIH3T3 (Ning et al., 2011).  

Por outro lado, o IRF7 tem efeitos anti-tumorais em macrófagos, através da 

indução de apoptose (Romieu-Mourez et al., 2006). O IRF7 pode ser induzido por 

BRCA1, um gene supressor tumoral, em linhagens celulares de câncer da mama 

inibindo o seu crescimento (Andrews et al., 2002). Além disso, o silenciamento do IRF7 

por hipermetilação é associado a linhagens de câncer de pulmão (Fukasawa et al., 

2006). Bidwell et al., 2012 demonstraram que o silenciamento do IRF7 em células de 

câncer de mama promove metástase óssea através de escape imunológico. Portanto, a 

regulação da oncogênese pelo IRF7 pode ser tipo celular dependente (Ning et al., 2011). 
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No presente trabalho maiores níveis de expressão do gene IRF7 foram 

associados a pacientes com SMD. Além disso, maiores níveis de expressão foram 

associados a pacientes com HB<10g/dL, ANC<800/µL e plaquetas <50.000/µL. 

Pacientes que apresentaram três citopenias periféricas pelos critérios do IPSS e R-IPSS 

também apresentaram maior nível de expressão do IRF7. É provável que o aumento da 

expressão do gene IRF7 em SMD esteja associado ao aumento de apoptose na tentativa 

de eliminar células com danos no DNA, ocasionado as citopenias periféricas. Mais 

estudos devem ser realizados para se entender a função do IRF7 em SMD, mas nossos 

resultados apontam que o IRF7 pode estar associado a uma atividade supressora tumoral 

em SMD.  

 

IRF8 

Expressão do IRF8 

O IRF8 tem um papel decisivo para a diferenciação de macrófagos derivados de 

progenitores de granulócitos-macrófagos (Tamura et al., 2000; Rosenbauer et al., 2007). 

Perdas heterozigotas e homozigotas do Irf8 desregulam a hematopoese e induzem uma 

síndrome semelhante à leucemia mielóide crónica humana em ratos (Holtschke et al., 

1996). Pacientes com leucemia mielóide crônica têm baixos níveis de IRF8 em células 

que expressam o BCR-ABL (Schmidt et al. 1998; Hao et al. 2001). O IRF8 tem 

atividade pró-apoptótica (Gabriele et al., 1999) e modula a proliferação de células 

leucêmicas. Muitos autores caracterizam o IRF8 como gene supressor tumoral (Otto 

2011; Shiavoni et al., 2013; Zhang et al., 2014; Sharma et al., 2015).  

Demonstramos que maiores níveis de expressão do IRF8 foi associada 

ANC<800, plaquetas<100.000 e pacientes com 2/3 citopenias de acordo com os 

critérios do IPSS e R-IPSS. É provável que o aumento da expressão do gene IRF8 em 



 

172 

 

SMD esteja associado ao aumento de apoptose.  

Entretanto, o aumento da expressão do IRF8 foi também associado pacientes 

com cariótipo com alterações estruturais e pacientes com alto risco (IPSS). Esses dados 

sugerem que o aumento de expressão do IRF8 pode estar relacionado a um pior 

prognóstico em SMD e um aumento de instabilidade genômica. Esses dados vão de 

encontro com as atividades supressoras tumorais do IRF8. 

 

Metilação do IRF8 

A avaliação da metilação do IRF8 foi avaliada em diversas neoplasias, tais 

como, câncer de pulmão (Suziki et al., 2014), carcinoma renal (Zhang et al., 2014), 

SMA/LMA (Otto et al., 2011) e a hipermetilação relacionadas a um pior prognóstico nas 

neoplásicas estudadas. 

A metilação do gene IRF8 foi diferente em células da medula óssea de pacientes 

com SMD quando comparadas a células de medula óssea normais. Entretanto foi 

observado que pacientes com SMD tinham uma menor frequência do gene IRF8 

metilado. Quando o IRF8 se apresentou metilado, foi associado a pacientes que 

pertenciam ao grupo AREB, RT-SMD, LMMC, a pacientes com cariótipo desfavorável 

pelo critério do IPSS e R-IPSS, pacientes com ANC< 800, plaquetas<50.000, risco 

intermediário II e alto (IPSS) risco alto e muito alto pelo critério do WPSS. Sendo 

assim, a metilação do IRF8 estava associada a fatores de maior risco da doença, 

conferindo um marcador de prognóstico desfavorável para SMD 
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IRF9 

 

Expressão do IRF9 

Maiores níveis de expressão do IRF9 foram relacionados a medula de pacientes 

com SMD. Pellagati et al. 2010, avaliaram o perfil de expressão de células CD34+ 

isoladas da medula óssea de 183 pacientes com SMD e observaram que dos 39.000 

genes avaliados o gene IRF9 está dentre os cinco genes mais expressos relacionados 

com a vias de sinalização de interferon. Sendo assim, podemos sugerir que o IRF9 é 

importante para o desenvolvimento da SMD, porém mais estudos devem ser realizados 

para entender o papel do IRF9 na patogênese da doença. 
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6. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

O presente trabalho mostrou que todos os membros da família dos IRFs possuem 

uma importância em SMD, sendo que os genes IRF1, IRF3, IRF5, IRF6, IRF7 e IRF8 

têm uma maior relevância para a patogênese dessa doença. Baseados nos nossos 

resultados, podemos propor que alterações na expressão dos genes IRF1, IRF3, IRF6, 

IRF7 e IRF8 podem gerar uma desregulação no perfil inflamatório e imunológico da 

medula óssea de pacientes com SMD. Essa desregulação, ocasionada pelo aumento da 

expressão desses genes, geralmente está associada a hematopoese ineficaz causada pela 

anormal diferenciação e maturação dos precursores hematopoiéticos e pelo aumento de 

apoptose intramedular. Essas características foram observadas através das associações 

das expressões dos genes entre variáveis como medula hipocelular, níveis de citopenias 

e número de citopenias (Figura Resumo).  

Por outro lado, a metilação desses genes pode estar associada a modulação da 

expressão dos IRFs, porém não comprovadas por esse estudo. Entretanto nossos 

resultados apontam que a metilação do IRFs está associada a formas mais avançadas da 

doença e ao aumento da proliferação de progenitores hematopoiéticos. Essa hipótese 

pode ser comprovada pela associação da metilação com o subtipo AREB e maior 

percentagem de blastos. Baseado nisso, podemos propor que a metilação pode ser um 

mecanismo utilizado pela célula neoplásica da SMD para escapar dos efeitos 

supressores de tumor dirigidos pelo sistema imunológico, diminuindo a taxa de 

apoptose e aumentando a taxa de proliferação que proporciona a progressão da doença 

(Figura Resumo). 

Muitos autores têm utilizado como estratégia a re-expressão desses genes nas 

neoplásicas estudadas a fim de se ativar as vias de sinalização imune como ferramenta 



 

175 

 

terapêutica de controle da progressão da doença (Sharma et al., 2015). Sendo assim, os 

IRFs podem ser importantes alvos terapêuticos em SMD. 

Por fim, a expressão e a metilação dos IRFs podem ter grande impacto 

prognóstico na SMD. Como é o caso do aumento de expressão do gene IRF3 que está 

associada a maior sobrevida global, caracterizando um prognóstico favorável em SMD. 

E contrariamente, o aumento da expressão do gene IRF5 está associado a maior risco de 

evolução para LMA e menor sobrevida global. Portanto, podemos propor que os genes 

IRF3 e IRF5 são importantes marcadores prognósticos em SMD. 
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Figura Resumo- Hipótese do papel dos IRFS na patogênese da SMD.
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7. CONCLUSÕES 

 

I. O desbalanco nos níveis de expressão gênica dos IRFs é determinante para o 

desenvolvimento da SMD. 

II. A expressão alterada dos genes IRF7, IRF8 e IRF9 geram maior instabilidade 

genômica em SMD. 

III. A expressão alterada dos genes IRF3, IRF7 e IRF8 está relacionada a citopenias 

periféricas provavelmente por meio de mecanismo imunoregulatório para controlar a 

progressão da SMD.  

IV. A supreexpressão do IRF6 é um marcador de prognóstico favorável em SMD. 

V. A expressão alterada do IRF5 aumenta o risco de evolução para LMA e etá 

relacionada a menor sobrevida em SMD. A supexpressão do IRF5 é um marcador de 

prognóstico desfavorável em SMD. 

VI. A metilação do IRF1, IRF2, IRF3, IRF6 e IRF8 está associada a progressão da SMD. 

VII. A metilação do IRF1, IRF2 e IRF6 está associada a maior risco em SMD. 

VIII. A metilação do gene IRF5 não está associada a progressão da doença, mas está 

associada a uma pior sobrevida em SMD. Sendo também um marcador de prognostico 

desfavorável em SMD. 

IX. Os genes IRF1, IRF3, IRF6 e IRF7 foram identificados como prováveis genes 

supressores tumorais e o gene IRF5 foi associada a atividade oncongênica em SMD. 

X. Maiores níveis de expressão dos genes IRF5 e IRF6 estão associadas a células 

tronco hematopoiéticas CD34+. 
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