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RESUMO

A sindrome mielodisplasica (SMD) é caracterizada por citopenias periféricas, defeitos na
hematopoese, aumento da apoptose intramedular e risco de transformagdo para LMA. Varios
avancos tém sido realizados para o entendimento da patogénese da SMD e ha evidéncias de que a
falha na medula 6ssea que ocorre na SMD seja mediada pela ativacdo anormal da sinalizacdo do
sistema imune inato. Os fatores reguladores de interferon (IRF-Interferon Regulatory Factor)
formam uma familia de fatores de transcricdo que possuem um papel central na regulacdo de
respostas imunes, diferenciacdo e proliferacdo de células hematopoéticas, regulacdo do ciclo
celular, apoptose e oncogénese. Acredita-se que os IRFs possam ter um papel importante da
patogénese da SMD. Portanto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o perfil de metilacao e
expressdo dos genes dos IRFs em células da medula dssea (MO) de pacientes com SMD. A partir
de amostras de 119 pacientes com diagnostico de SMD foi realizado o estudo da expressao
génica, por PCR em tempo real e da metilagdo por QMSP (quantitative methilation specific PCR)
dos nove membros da familia dos IRFs. A expressao dos genes IRF2, IRF3, IRF7 e IRF8 foram
diferentes entre células de MO de pacientes com SMD e individuos saudaveis (p=0,002; 0,002;
0,028 e 0,016, respectivamente). Um maior nivel de expressdo 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
metilagdo dos IRF1, IRF2, IRF3, IRF6 e IRF8 foi associada a caracteristicas de maior risco em
SMD, tais como, formas avancadas, cariotipo desfavoravel, citopenias, blastos acima de 5% e
com categorias de alto risco estabelecidas pelo IPSS, R-IPSS e WPSS. A anélise multivariada
revelou que pacientes com maior expressdo do IRF3 apresentaram maior sobrevida global
(p=0,001), enquanto os pacientes com uma maior expressao do IRF5 apresentaram 5,4 mais
chances de evoluir para LMA (p<0,001 1C95%=1.098-26.829) e 9 vezes mais chance de vir a
obito (p=0,001; 1C95%=2,39-32,69). Ambiguamente, pacientes com o IRF5 metilado possuiam 4
vezes mais chance de vir a 6bito (p=0,041; 1C95%=1,066-20.192). Podemos concluir que a
expressdo e a metilagdo dos IRFs podem ter grande impacto progndstico nessa doenga. A
expressdo do IRF3 € um marcador de progndstico favoravel, enquanto a expressdo e a metilacao

do IRF5 sdo marcadores de prognéstico desfavoravel em SMD.

Palavras-chave: Sindrome Mielodisplasica, Fatores reguladores de Interferon, Metilagdo 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 INTRODUCAO

A sindrome mielodisplasica (SMD) compreende um grupo heterogéneo de
doencas clonais da medula 6ssea (MO) caracterizadas por varios graus de citopenias
periféricas associada a defeitos na hematopoese, displasias mieloides e risco de
transformacédo para LMA (Swerdlow et al. 2008). Uma caracteristica marcante da SMD
é 0 aumento de apoptose na medula dssea associada a medula hiperploriferativa
(hipercelular), embora em alguns casos ela possa ser normocelular e hipocelular.

O desenvolvimento da SMD ocorre através de multiplos estagios e o curso
clinico é dividido em varias fases distintas dependendo do ndmero de linhagens
displasicas envolvidas e a percentagem de blastos na medula 6ssea. A heterogeneidade
de apresentacdes hematoldgicas, biologia da doenca e prognostico tornou a SMD uma

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

1.1 Epidemiologia

A SMD acomete habitualmente idosos com idade, ao diagndstico, entre 60 e 75
anos. A incidéncia em pacientes acima de 70 anos é maior que 40 casos por 100.000
pessoas/ano, sendo, portanto, uma doenca incidente e trazendo sérias complicacdes para
esta faixa etaria (Mufti et al, 2004). N&o ha dados relativos a incidéncia e prevaléncia no
Brasil. Porém, acredita-se que o nimero de casos seja bastante consideravel devido a
mediana de sobrevida do brasileiro ser de 72 anos e 4 meses conforme dados do
Instituto Brasileiro de Estatistica e Geografia (IBGE). O maior levantamento de casos
do Brasil foi realizado por Magalhdes et al., entre 2003 e 2007. Neste estudo, 0s

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

maioria foi caracterizada como de baixo risco pelo IPSS.

A SMD pode ser caracterizada como primaria ou secundaria a terapéutica. A
SMD primaria tem aumentado sua incidéncia e prevaléncia principalmente devido ao
envelhecimento da populacdo mundial (ai incluindo-se a brasileira). A SMD
secundaria tem sido incidente devido ao aumento do indice de cura dos tumores
solidos tratados com esquemas combinados de quimioterapia e radioterapia (Solé et al,

2005).

1.2 Sistemas de Classificacao

A heterogeneidade clinica da SMD levou o desenvolvimento de varios
esquemas de classificacdo para identificar grupos de pacientes com caracteristica
similares, padrdes de progressdo e possiveis respostas comuns a terapias (Bejar et al,
2013). Estes modelos dependem de critérios clinicos (por exemplo, a dependéncia de
transfusdo) e laboratoriais (por exemplo, contagens de células no sangue periférico, 0s
niveis de hemoglobina, porcentagem de blastos na medula 6ssea, citogenética e
outros) para separar 0s pacientes em diversos grupos de prognostico com diferentes

sobrevidas e probabilidades de progressao leucémica.

FAB

Em 1982, o grupo cooperativo Francés-Americano-Britanico (FAB) propos a
primeira categorizacdo da SMD, levando em conta alguns parametros considerados de
importancia progndstica como a porcentagem de blastos no sangue periférico e/ou

Medula Ossea (MO), a presenca de sideroblastos em anel, de bastdes de Auer e 0
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percentual de mondcitos (Bennett et al., 1982). A classificacdo FAB estabelece cinco
subtipos para SMD: anemia refrataria (AR), AR com sideroblasto em anel (ARSA), AR
com excesso de blastos (AREB), AREB em transformacdo (AREB-t) e Leucemia
Mielomonocitica crénica (LMMC) (Bennett et al., 1982). A classificacdo FAB foi
dominante até o ano 2000, mas continua sendo usada até hoje para alguns propésitos
como elegibilidade para ensaios clinicos, apresentacdo e indicacdo de drogas (Steensma
et al, 2009).

OMS

O comité da Organizacdo Mundial de Satde (OMS) propés, em 2001, uma
modificagdo na classificagdo FAB, incorporando caracteristicas morfoldgicas e
bioldgicas, como o grau da displasia da MO e citogenética, estratificando melhor a
classificacdo entre a SMD e LMA (Jaffe et al. 2001; Senent et al.; 2012).

Na classificagdo da OMS, a porcentagem de blastos na medula 6ssea utilizada
para o diagnostico de LMA foi mudada de 30 para 20% (30% de blastos, referente a
classificacdo da FAB). Foram excluidos os subtipos AREB-t e LMMC, este ultimo foi
enquadrado no grupo intermediario entre SMD e doencas mieloproliferativas cronicas.
Foi criado o grupo citopenia refrataria com displasias em multiplas linhagens (CRDM),
com maior grau de insuficiéncia medular e curso mais agressivo. A sindrome 5g- 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 Organizacao Mundial de Satude (OMS) publicou uma edicdo revisada
e atualizada da classificagdo OMS (Swerdlow et al. 2008). A Tabela 1 explica quais sdo
os critérios de classificacdo dos subtipos de SMD de acordo com esta 4° edicdo da

classificacdo OMS.
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Tabela 1. Classificagdo dos subtipos de SMD de acordo com os critérios da OMS de

2008.

Subtipo de SMD Achados no sangue Achados na MO
Citopenia refrataria com - Unicitopenia ou - Displasia de uma Unica
displasica de Unica linhagem bicitopenia; linhagem;

(CRDU):
- Anemia refrataria (AR)
- Neutropenia refrataria (NR)
- Trombocitopenia refrataria
(TR)

Anemia refrataria com
sideroblastos em anel (ARSA)

Citopenia refrataria com
displasia de multiplas linhagens
(CRDM)

Anemia refrataria com excesso
de blastos — 1(AREB 1)

Anemia refrataria com excesso
de blastos — 2(AREB 2)

Sindrome mielodisplasica
inclassificavel (SMD-i)

SMD com del(5q) isolada

- <1% de blastos

- Anemia
- Auséncia de blastos

- Citopenia (s)
-<1% de blastos

- Auséncia de
bastonetes de Auer

- Citopenia (s)
-5% de blastos

- Auséncia de
bastonetes de Auer

- Citopenia (s)

-5 a 19% de blastos

- Pode haver presenca
de bastonetes de Auer

- Citopenia (s)
-<1% de blastos

-Anemia
-Contagem de
plaquetas normal ou
aumentada

-<1% de blastos

- < 5%de blastos;
- < 15% de sideroblastos
em anel

- Apenas displasia
eritroide;

- < 5% de blastos

- >15% de sideroblastos
em anel

- Displasia em duas ou
mais linhagens

- 5% de blastos

- Auséncia de bastonetes
de Auer

- Displasia em duas ou
mais linhagens

- 5 a 9% de blastos

- Auséncia de bastonetes
de Auer

- Displasia em duas ou
mais linhagens

- 10 a 19% de blastos

- Pode haver presenca de
bastonetes de Auer

- Displasias

- < 5% de blastos

- Se néo houver displasia,
cariotipo associado a
SMD.

- Aumento de
megacariocito

- < 5% de blastos

- delecéo 5q isolada

- Auséncia de bastonetes
de Auer

Fonte: Adapatado de Swerdlow et al. 2008
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Sistema de escore progndstico
IPSS

Em 1997, Greenberg et al. criaram o Indice Internacional de Escore
Prognostico (IPSS) para SMD, o qual permite predizer o risco de transformacédo
leucémica assim como a mediana de sobrevida esperada para cada caso. O sistema
permite gerar uma pontuacao que corresponde a um valor prognostico. Para somatoria
de pontos é considerado porcentagem de blastos na medula 6ssea, nimero de citopenias
periféricas e alteragdo no cariétipo. Como resultado, 0s pacientes sdo estratificados em
grupos de risco: baixo (pontuacao 0), Intermediario-I (pontuacdo 0,5-1), Intermediario-
Il (pontuacdo 1,5-2) e alto risco (pontuagdo > 2). Os quatro grupos mostram diferencas
significativas na sobrevida global e risco de evolucdo 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 importancia das alteracdes
citogenéticas na evolucdo dos pacientes ao dividirem essas alteragfes em grupos. Os
casos com cariotipo indicativo de bom prognostico (del (20q), del (59), -Y e normal), de
cariotipo desfavoravel (alteragdes no cromossomo 7 e cariétipo complexo) e de
cariotipo intermediério (outras alteragdes) possuem sobrevida média de 3.8, 0.8 e 2.4
anos, respectivamente. O IPSS inclui apenas um numero limitado de alteracdes

citogenéticas, incluindo apenas as cinco mais associadas a SMD.

O sistema de classificacdo IPSS é o mais utilizado, porém possui algumas
limitacdes (Kasner et al.; 2009). E considerado um sistema simples de classificaco por
ndo levar em conta o grau de citopenias, aplicar apenas um terco das alteracfes
citogenéticas e ndo ser preditivo para resultados referentes a SMD secundaria

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

Variaveis prognostico 0 0,5 1 15
Numero de citopenias 0-1 1-2 - -
Caridtipo Favoravel Intermediario Desfavoravel -
Porcentagem de blastos <5 510 i 11-20
na M.O.

Média de
Escore total Grupo de risco sobrevida

(anos)

0 Baixo 5,7
0,5-1,0 Intermediario | 3,5
1,5-2,0 Intermediario I 1,2
>2,5 Alto 0,4

Legenda: Citopenias nivel de hemoglobina <10,0g/L, contagens de plaquetas <100X10° e
contagen absoluta de neutréfilos <1,8x10°L. cari6tipo: Favoravelnormal, anomalias isoladas: -
Y, del (5q), del (20q); Intermediario — outras alteragdes, Desfavoravel- complexo ou
anomalias no cromossdémicas 7.

Fonte: (adaptado de JADERSTEN E HELLSTROM-LINDBERG, 2008)

R- IPSS
O IPSS tem sido bastante relevante na avaliacdo de progndstico de pacientes
adultos com SMD priméaria. Em 2012, a partir de uma nova base de dados, o
International Working Group for Prognostic in Myelodysplasia (IWG-PM) publicaram
as reformulacdes do IPSS com o objetivo de refinar o escore progndstico, determinando
o0 impacto clinico e incorporando um ndmero maior e mais diferenciado de grupos da
citogenética (Greenberg et al.; 2012) (Tabela 4).

O Sistema de Escore Prognostico Internacional Revisado (IPSS-R) avaliou
um numero total de 7012 pacientes de mdaltiplas instituicbes. 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 mudancas na estratificacdo progndstica dos pacientes com SMD foram: 5
em vez de 3 subgrupos citogenéticos de prognostico com classificages especificas,
importancia da idade do paciente ao diagnostico, quantificacdo de ferritina sérica,
lactato desidrogenase, B2-microglobulina e performance como importantes
caracteristicas para a sobrevivéncia, mas ndo para a transformacdo leucémica
(Greenberg et al.; 2012).

Também houve mudangas nas variaveis clinicas, como a percentagem de blastos,
em que houve modificagdo na classe menos de 5% de blastos medular, onde foi
subdividida entre 0-2, maior que 2 e menor que 5% e a variavel referente ao nimero de
citopenias, em que passou a ser avaliado o grau das citopenias e ndo mais sO a

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

Em relacdo aos subgrupos da citogenética, que se encontram na Tabela 3, de
forma resumida, o IPSS-R acrescentou novas alteracdes citogenéticas especificas em
diferentes grupos, incluindo: inversdo do cromossomo 3, translocagdo do 3q, delecdo do
3q, delecéo 11q, delecdo 12p, inversdo do 17q, duas alteragdes incluindo a delecdo 5q,

duas alteracdes incluindo delecdo 7q ou monossomia do 7 (Greenberg et al.; 2012).
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Tabela 3: Sistema de classificacdo de acordo com o risco citogenético de acordo com 0s

critérios do R-IPSS.

Muito bom (4%/3%) -Y, del (11q) 54
Normal, del(5q),
del(12p), del(20q), duas
alteragdes incluindo
del(5q)

del(7q),+8,+19, i(17q),
any other single or
double independent
clones

-7, inv(3)/t(3q)/del(3q),
duas alteracdes
incluindo 7/del(7q),
presenca de cariotipo
complexo: 3
anormalidades

Bom (72%/66%)

Intermediario (13%/19%) 2,7

Ruim (4%/5%) 1,5

Presenca de caridtipo
Muito ruim (7%/7%) complexo: > 3 0,7
anormalidades

NR

9,4

2,5

1,7

0,7

Legenda: NR- N&o alcancado ; Fonte: (Adaptado de: GREENBERG et al.; 2012).
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Tabela 4. IPSS-R — Classificacéo de risco e pontuacao.

Escores

Variaveis

r 0 0,5 1 1,5 2 3 4
Prognostico
L Muito Intermedia . Muito
Cariotipo bom - Bom - fio Ruim bom
Blastos (%) <2 i > 25"‘ < 5a10  >10
Hb (g/dL) > 10 - 8a<1l0 <38 - -
Neutrdfilos
(célsimm3) S
Plaquetas > 50.000 <50.00
(céls/mm3) 100.000  <100.00 0

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

Na ultima decada, a evolucédo da classificagdo da SMD progrediu rapidamente
através de tecnologias melhores para entender a biologia da doenca. Novos modelos
prognosticos foram introduzidos, como o sistema de progndstico da OMS conhecido
como WPSS (WPSS — WHO Prognostic Scoring System). O sistema WPSS é um
sistema dindmico que pode ser usado em qualquer momento no decorrer da doenca. No
WPSS se utiliza a classificagio OMS no lugar do percentual de blastos, uso de
transfusdo no lugar do numero de citopenias e manteve a estratificacdo 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 progndstico e apresenta 0s
grupos de risco.

Recentemente, o WPSS foi validado e comparado com os critérios do R-IPSS.
Foram analisados 5326 pacientes ndo tratados e confirmaram-se os achados de
classificacdo da OMS e a anemia grave como de grande valor prognéstico para SMD.
Foi encontrada uma correlacdo significativa entre as classificagdes de risco WPSS e

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

\Variaveis 0

Classificacdo OMS AR, ARSA, 50—

- Normal, del(5q)
SR ou del(20q ou -Y
Hemogloina (<9g/dl
para homens ou
<8g/dL para mulheres)

Ausente

1 2
CRDM,
CRDM-SA AREB-1

>3 alteragoes ou

Outras alteracoes
alteragOes envolvendo o
cromossomo 7
Presnete -

AREB-2

Escore total Grupo de Risco

0 Muito baixo
1 Baixo
2 Intemediario
3-4 Alto
5-6 Muito alto

Legenda: AR = anemia refrataria; ARSA = anemia refrataria com sideroblastos em anel;
5g— = sindrome mielodisplasica com delecédo 5q isolada; CRMD, citopenia refrataria com
displasia multilinhagem; AREB-1 = anemia refrataria com excesso de blastos-1; AREB-2=

anemia refrataria com excesso de blastos-2.

Fonte: (Adaptado de: MALCOVATTI et al.; 2008.)
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1.3 Citogenética em Sindrome Mielodisplasica

O estudo dos cromossomos em SMD é importante para o diagndstico,
seguimento, decisdo terapéutica e prognostico dos pacientes portadores dessa doenca
(Mufti et al, 2004). A presenca de alteracdo citogenética caracteriza um clone e ajuda na

definicdo de SMD em oposi¢éo a outros quadros de displasias medulares ndo clonais.

Solé et al (2005) criaram (apds avaliacdo de uma série de marcadores
prognosticos em 968 pacientes com SMD) o Sistema de Escore do Grupo Cooperativo
Espanhol de Citogenética Humana (Escore CGECGH). Uma das grandes contribuicdes
do sistema de escore CGECGH foi o refinamento da divisdo de grupos citogenéticos
propostos pelo IPSS (Greenberg et al, 1997). Foram adicionadas a del(11q) e del(12p)
as alteracdes consideradas de bom progndstico e o grupo intermediario passou a ser
composto por pacientes com +8, rearranjos envolvendo a regido 3921926, t(11q) e
del(17p). No grupo de cariotipo desfavoravel foi incluido o i(17q), o que costuma
apresentar caracteristicas de mieloproliferacdo com eosinofilia, basofilia e répida
transformacéo para LMA.

As anormalidades cromossémicas sdo observadas em 15% a 60% dos casos de
SMD primaria (Romeo et al, 2002; Chen et al, 2005; Bernasconi et al, 2008; Solé et al,
2005, Pinheiro et al., 2006). As alteracbes numéricas sdo as mais frequentes e 0s
cromossomos 5, 7 e 8 sdo envolvidos em 50% dos casos anormais.

Romeo et al (2002) demonstraram cariotipo alterado em 35% de 40 pacientes
brasileiros com SMD, sendo 0s cromossomos 5 e 7 0s mais envolvidos.

Bernasconi et al (2005) avaliaram 331 pacientes com SMD primaria (de uma
instituicdo italiana), sendo detectadas anormalidades citogenéticas em 62% dos casos.

Delecdo 5q, +8 e del(20qg) foram as anormalidades mais observadas nos casos de baixo
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risco e alteragcBes do cromossomo 7, cari6tipo complexo e rearranjo envolvendo 3q, nos

casos de alto risco.

A incidéncia de alteracbes citogenéticas em pacientes orientais com SMD
também apresenta variacdes. Chen et al (2005) detectaram anormalidades citogenéticas
em 37% de 367 chineses com SMD primaria. A trissomia do 8 foi o achado mais
freqiiente, seguida de del(20q), alteracBes no cromossomo 5 (del(5qg)/-5) e monossomia
do cromossomo 21. Matsuda et al (2005) compararam as caracteristicas clinicas de 131
pacientes japoneses com 597 pacientes alemdes. Dentre os japoneses, foi encontrado

cariotipo alterado em 28% dos casos enquanto dentre os alemaes, 51%.

Fica evidente que a incidéncia de anormalidades cromossémicas em
pacientes com SMD ¢ variavel a depender do grupo de individuos sob estudo (alto

risco x baixo risco), possivelmente com influéncia da etnia e distribuicdo geografica.

Pelo estudo da citogenética podemos detectar translocacGes e delecdes
cromossémicas importantes para o entendimento dos mecanismos envolvidos no
desenvolvimento da SMD, como a inativagcdo de genes supressores tumorais
ocasionados por tais rearranjos genéticos (Pinheiro et al., 2009). O acimulo gradual de
lesdes genbmicas nas células tronco mieloides da medula dssea determina a
patogénese e a progressao da SMD (Huntly e Gilliland, 2005; Majeti et al., 2009;

Pinheiro et al., 2009).

1.4 Patogénese da SMD

Varios avangos tém sido realizados nas Ultimas décadas para o entendimento da

fisiopatologia da SMD, como por exemplo, a identificacdo de alteragdes genéticas e
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epigenéticas. Porém o definitivo mecanismo patogenético da SMD ainda ndo é
totalmente compreendido.

A fisiopatologia da SMD é complexa e envolve alteragdes na regulacdo da
proliferacdo celular, maturacdo e sobrevivéncia. Além disso, respostas alteradas com
relagdo as citocinas, sistema imune e estroma da MO também contribuem para o
fendtipo da doenga (Tormo et al., 2010).

Apesar das células tronco clonais da MO na SMD manterem a capacidade de se
diferenciar nos estagios maduros, elas fazem isso de maneira ineficaz resultando numa
diferenca de nimero, funcdo e morfologia. Ao longo do tempo, estas células podem
gradualmente perder sua capacidade de diferenciacdo e finalmente se transformam em
um perfil leucemogénico caracteristica da leucemia aguda. Entretanto, muitos pacientes
morrem antes que isto ocorra, devido a complicacGes secundarias a citopenias (Tormo
et al., 2010).

Alguns trabalhos tém evidenciado que a lesdo inicial da célula tronco
hematopoética (CTH) na SMD pode estar relacionada a muta¢Ges somaticas em genes
relacionados a regulacdo epigenetica (Papemmanuil et al., 2013). A les&o inicial na
CTH desenvolve uma vantagem de crescimento sobre as outras e leva a expanséo clonal
e a eventual hematopoese clonal. Estudos detalhados da cinética do ciclo celular
revelam que a MO dos pacientes com SMD estd com uma atividade proliferativa maior
que o normal. A ocorréncia da reducdo das populacdes celulares no sangue periférico
(citopenias) em uma MO com proliferacdo ativa foi dificil de explicar inicialmente.
Porém, a proliferacdo excessiva € 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 pancitopénica inicial, porém a
transformacdo para leucemia representaria um escape do processo de morte celular
programada. Os casos iniciais de SMD (AR, ARSA e CRDM) sdo caracterizados por
aumento da apoptose na MO. Em contraste, na SMD avancada (AREBSs), ocorre um
aumento da proliferacdo de blastos junto com uma redugdo da apoptose e aumento da
instabilidade gendomica (Greenberg et al., 2002, Pellagatti et al., 2010). Este padrédo
sugere que conforme a doenga progride, as células clonais podem adquirir a capacidade
de escapar dos sinais pré-apoptdticos. 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 ndo esta claro se a apoptose esta relacionada com alteracoes
no programa genético ou é um resultado de um ataque imune (Sloand e Barret, 2010).

Diversas alteracdes relacionadas ao DNA que estdo associadas a SMD e ocorrem
em todos os subtipos da doenga: dissomia uniparental, mutaces pontuais em genes
(como por exemplo, TET2, Ras e AML1) alteracBes cromossomicas e fendémenos
epigenéticos (Epling-Burnette e List, 2009; Raza et al., 2010). Muitos estudos tém
demonstrado que alteracdo na metilacdo de DNA e acetilacdo de histonas podem alterar
a transcricdo génica. Metilacdo anormal de sitios promotores € universal em pacientes
com SMD e o numero de loci envolvidos estd aumentado em pacientes com doencas de
alto risco e leucemias secundarias (Tormo et al., 2010). O papel das modificacdes
epigenéticas na SMD foi destacado pela eficiéncia clinica de agentes hipometilantes
(Bejar e Ebert, 2010).

Tem sido demonstrado que nos estadgios mais tardios da SMD aquisicGes de
mutacGes pontuais somaticas e delecdes de genes criticos estdo associadas com

progressdo de SMD para LMA. Genes controlando fatores celulares chaves como

29



diferenciacéo, sobrevida e proliferagédo estdo frequentemente mutados na SMD (Epling-
Burnette e List, 2009).

Além da questdo da apoptose, tem sido demonstrado que o microambiente do
estroma tem capacidade reduzida de suportar a hematopoese (Epling-Burnette e List,
2009). Existe evidéncia de supressdao de MO mediada por autoimunidade em alguns
pacientes e fatores no microambiente da medula, como neoangiogénese, sinalizacéo de
citocinas e outros componentes (Kerbauy e Deeg, 2007). Considera-se que a falha da
MO em SMD possa ser mediada por mecanismos imunoldgicos. Entretanto, como o
sistema imunolégico poderia estar atuando na patogénese desta doenca ainda é

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

Desregulacao da sinalizacdo imune inata e inflamatéria em SMD

Atualmente, estd aumentando o numero de evidéncias de que a falha na medula
0ssea que ocorre na SMD seja mediada pela ativacdo anormal da sinalizacao do sistema
imune inato e associados a mecanismos inflamatorios. Porém, o papel exato da
desregulacdo do sistema imunoldgico na fisiopatologia da SMD ainda nédo esta claro
(Voulgarelis et al., 2004). Uma variedade de alteracGes imunologicas foi descrita nas
SMD tanto no nivel celular quanto humoral (Baumann et al., 2002; Starczynowski e
Karsan, 2010; Baldridge et al., 2011; Ganna-Gomez et al., 2015; Kim et al., 2015).

Niveis alterados de citocinas e fatores de crescimento estdo presentes no sangue
periférico e medula déssea de pacientes com SMD (Ganna-Gomez et al., 2015). A
desregulacdo da sinalizacdo das vias inflamatorias, diferenciacdo mieloide e sistema
imune em SMD tem sido evidenciada, de uma forma geral, pelo aumento dos niveis de

fator de necrose tumoral (TNFa), interferon gamma (IFNy), fator de transformagdo de
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crescimento beta (TGF-B), interleucina (IL) 6, IL-8 e fatores de estimuladores de
crescimento mieloide, granuldcitico e de mondcitos, dentre outros (Ganna-Gémez et al.,
2015).

O excesso de expressdo desses reguladores da hematopoese tem um papel
relevante na desregulacdo da apoptose e falha da hematopoese na SMD (Ganna-Gdmez
et al., 2015). A apoptose na SMD é mediada por fatores paracrinos assim como
autocrinos implicando tanto as células tronco hematopoéticas como o estroma da MO
na doenca (Raza et al., 2010). Citocinas pré-inflamatérias no ambiente da MO foram
considerados os principais fatores paracrinos da apoptose, pois foi observado um
aumento de TNFa, TGF-f e IL1.

O aumento das taxas de apoptose intramedular € considerado a principal causa
das citopenias no sangue periférico caracteristicas da SMD. A principio, a apoptose
pode ser iniciada pelo receptor de morte Fas e o seu ligante especifico (Fas-L), que
estdo superexpressos e correlacionado com a alta taxa de apoptose em SMD.
Progenitores hematopoéticos CD34+ ndo expressam Fas em condic¢des fisiologicas,
porem eles podem fazé-lo depois de exposicdo a citocinas, tais como, TNF-a ou IFN-y
(Sério et al., 2014). Portanto, altos niveis de TNF-a estdo dirctamente associados com
altas taxas de apoptose em células de medula 6ssea de pacientes com SMD.

Outro mecanismo relacionada a desregulacdo apoptose em SMD ¢ a desregulacao
da sinalizacdo de receptores toll-like (TLR). A familia dos TLR compreende alguns dos
mais importantes tipos de receptores de reconhecimento padrdo associados a células de
mamiferos que tém um papel importante na imunidade inata. A ativacdo de TLR por
seus ligantes especificos leva a ativacao de fatores de transcricdo, como os fatores de
reguladores de interferon (IRFs), que regulam a expressdao de IFN e citocinas pro-

inflamatorias e quimiocinas (Ganna-Gomez et al., 2015).
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1.5 Diferenciagdo Hematopoiética

O avanco no isolamento in vitro dos precursores mieldides e sua
caracterizagdo fenotipica proporcionou recentes descobertas dos eventos genéticos e
moleculares que determinam o desenvolvimento das células-tronco mieldides normais
(Rosenbauer e Tenen, 2007) e de células-tronco neoplasicas como, por exemplo, células
tronco hematopoeticas (CTH) isoladas de pacientes com doencgas mieloproliferativas,
Sindrome Mielodispléasica (SMD) e Leucemia Mieldide Aguda (LMA) (Qian et al.,

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

O desenvolvimento do sistema mieldide € coordenado por uma intrinseca
rede regulatoria de genes que mantém o equilibrio entre a proliferacdo, maturacéo e
apoptose das células progenitoras hematopoéticas. O “centro” de tais rede regulatorias
sdo as vias sinalizadas por citocinas e os fatores de transcricdo (Watowich et al., 1996;

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

Os fatores de transcri¢do sao reconhecidos como os “componentes chave”
dos eventos moleculares que dirigem o processo de diferenciacdo, proliferacdo e
apoptose da célula tronco mieldide (Tenen,1997; Takaoka et al., 2008; Zon, 2008).
Cada uma destas proteinas nucleares direciona a expressao de um determinado grupo de
genes alvo instruindo a célula tronco a um programa de diferenciacdo (Orkin, 2000,
Friedman, 2007). A desregulacao dos fatores de transcricdo possui um importante papel
no desenvolvimento das leucemias e na SMD, implicando que estes sdo potenciais alvos
para intervencdo terapéutica nas neoplasias mieldides e em outras neoplasias (Tenen,

2003; Majeti et al., 2009).

Os passos relacionados ao fendmeno de transformacdo neoplésica da CTH
ainda sdo desconhecidos, entretanto a teoria mais aceita preconiza que sao necessarios

pelo menos dois tipos de mutacdo: uma associada a vantagem proliferativa e outra
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associada ao bloqueio de diferenciacdo (Gilliland, 2001; Gilliland et al., 2002). A
SMD esté associada ao blogueio de diferenciacdo da CTH, entretanto a aquisicdo de
ao menos uma mutacdo que gere vantagem proliferativa na célula-tronco é necessaria
para que a SMD evolua para LMA. Demonstramos este fato em caso de paciente com
SMD que apresentou t(8;21) apds seis meses de diagnostico, porém a transformacao
em LMA somente ocorreu apés a aquisicdo da mutagdo em tandem do gene FLT3

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

Dentre os fatores de transcricao relacionados ao fenémeno da diferenciacéo e
proliferacdo da célula tronco hematopoética, os fatores reguladores de interferon tém
sido alvos de diversos estudos nos ultimos anos (Taniguchi, 2001; Hunda e Taniguchi

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

1.6 Familia de Fatores Reguladores de Interferon (IRFs)

Os Fatores Reguladores de Interferon (IRF-Interferon Regulatory Factor)
formam uma familia de fatores de transcri¢cdo que tem uma extensa homologia em sua
sequéncia de consenso de reconhecimento do DNA (DNA-binding domain-DBD) (Au,
et al., 1995; Nguyen et al., 1998 e Li, et al., 1999). A familia 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
familia de reguladores transcricionais tém em comum a habilidade de se ligar a uma
sequéncia homologa do gene do interferon-f3 e varios genes regulados pelo interferon. A
principal funcdo da familia IRF ¢ a regulacéo de respostas imunes, especialmente contra
a infeccdo viral ou de ligacdo ao Interferon tipo I, resultando na amplificacdo do ataque

antiviral e ativacdo da defesa adaptativa (Nehyna, 2002). A resposta inata € a primeira

33



linha de defesa contra uma infecgdo viral e envolve a producdo de interferons (IFNs) e
citocinas; ativacdo do sistema complemento e das células natural killer (NKC). Estes
eventos estimulam a resposta imune adaptativa que habilita o reconhecimento de

antigenos de alto grau na especificidade natural.

Os IRFs possuem um papel central na diferenciacdo e proliferacdo de
células hematopoéticas (células mieloides, linfocitos 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 sdo ativados diretamente através de estimulos de antigenos ou por
estimulo de proliferacdo e o IFN é um indutor importante dos genes IRFs. As funcgdes
dos fatores de transcricdo IRF durante a resposta imune sdo amplas, e defeitos nesse
sistema de regulacdo levam ao desenvolvimento de tumores, como, por exemplo,
associacOes entre cancer e alteracdes na expressdao dos genes IRF1 ou IRF8, com

mutagdes do IRF2 e com a superexpressdo do IRF4 (Nehyna, 2002).

Fator Regulador de Interferon-1 (IRF-1)

O IRF1 foi o primeiro membro da familia a ser descrito e é expresso
constitutivamente em baixos niveis em quase todos os tipos celulares. E um ativador
transcricional dos genes interferons alfa, beta e outros genes induzidos por interferons
(Liebermann et al, 2002). O IRF-1 estd envolvido na regulacdo de genes durante a
inflamacdo, resposta imune, hematopoese e proliferacdo 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 expressdo do IRF-1 é de grande importancia durante o processo de
diferenciacdo de células mielGides. A medula 6ssea de camundongos deficientes
(knockout) de IRF1 apresenta aumento no numero de precursores granulociticos
imaturos assim como significante diminui¢cdo dos fatores CPBa (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 desregulacdo de fatores de transcri¢cdo
determinantes para o desenvolvimento miel6ide e bloqueio da diferenciacéo

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

O gene IRF1 estd localizado no cromossomo 5g31.1, regido comumente
deletada em SMD e em tumores sélidos (Willman et al., 1993; Johannsdottir et al.,
2006). Luciane et al. demonstraram que a baixa expressdo ou inativacao do gene IRF1 é
associada ao aumento da sobrevivéncia celular (devido a reducdo da apoptose) em
células de carcinoma de cabeca-pescoco (Luciane et al., 2009). A baixa expressdo de
IRF-1 também tem sido relatada em outros estudos com cancer gastrico (Nozawa et al.,

1998) e cancer de es6fago (Ogasawara et al., 1996).

Evidéncias sugerem que a inativacdo e/ou delecdo do gene IRF1 possa ser uma
etapa critica no desenvolvimento de algumas neoplasias hematolégicas (Vaughan et al.,
1997; Nguyen et al., 1998). Pacientes com imunoexpressao de IRF-1 superior a 50%
(em amostras de medula 6ssea) apresentaram maior sobrevida em relacdo aos demais
(Pinheiro et al., 2009). Este achado parece estar associado a funcdo do IRF-1 como

indutor de diferenciacdo da célula tronco mieloide.

O IRF-1 tem sido considerado um importante fator para a manutencdo da
estabilidade genémica. Em uma anélise de pacientes com SMD e LMA, Pinheiro et al.,
2008 mostraram associagédo entre perda de heterozigose (LOH) do IRF-1 com alteracdes

cromossomicas complexas (Pinheiro et al., 2008). O fenémeno de LOH do IRF-1 parece
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anteceder a presenca de alteracGes cromossdmicas 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 proteina nuclear expressa em diversos tipos celulares que
funciona como atenuador transcricional de interferon tipo I, regulando negativamente os
elementos de resposta estimulados por genes induziveis por interferon (Taniguichi et al.,

2001; Honda et al., 2006).

O IRF2 desempenha importante funcdo no desenvolvimento das linhagens
mieloides (Tamura et al., 2008; Masumi et al., 2009). A sinalizacdo do IFN tipo | inibe
0 desenvolvimento da linhagem de células eritroides enquanto o IRF2 balanceia a
excessiva sinalizacdo de IFN para proporcionar o desenvolvimento de eritrocitos
(Mizutani et al., 2008). Mizutani et al. demonstraram que a auséncia de IRF2 inibe o
desenvolvimento da linhagem eritroide na medula éssea. Camundongos deficientes de
IRF-2 (camundongos Irf2”-) apresentam anemia, apesar dos altos niveis de eritropoetina

(Mizutani e et al., 2008).

Stellacci et al. 2004 demonstraram que a expressao de IRF-2 em célula
progenitora mieldide (linhagem 32Dcl3) resulta na diferenciacdo megacariocitica por
ativacdo de genes reguladores do desenvolvimento do megacariocito como GATA-2,
GATA-1, FOG-1 e NF-E2, além de induzir a transcri¢do de receptor de trombopoetina.
A expressdo de IRF-2 na célula progenitora mieldide induz um desvio de diferenciacao
de linhagem granulocitica para megacariocitica com inducdo de marcadores de

membrana de megacariécitos como CD41 e CD61 (Stellacci et al. 2004).
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N&o h& estudos que avaliem a expressdo do IRF-2 em células hematopoéticas
de pacientes com SMD. Sendo esta doenca principalmente caracterizada por um
bloqueio de diferenciacdo da célula tronco mieldide, acreditamos que a anélise do IRF-

2 podera ajudar a um melhor entendimento de sua fisiopatologia.

Fator Regulador de Interferon 3 (IRF-3)

O IRF3 é expresso constitutivamente em varios tipos celulares e € importante
indutor de IFN tipo I (IFNa e IFNf) (Tamura et al., 2008). IRF-3 desempenha um papel
essencial na regulacdo da apoptose medida por TLR3 mediada através da activacao de
ambas as vias intrinsecas e extrinsecas apoptoticas. O IRF3 possui expressdo reduzida
em cancer de préstata e essa baixa expressdo esta associada a uma estratégia bem
sucedida de escape do sistema imunologico para algumas neoplasias em fases

avancgadas (Gambara et al. 2015)

O IRF3 pode desempenhar um papel na apoptose induzida por danos no DNA.
O IRF3 ¢ fosforilado em resposta a agentes que causam danos no DNA, translocando do
citoplasma para o ndcleo e ativando a transcricdo. Karpova et al. 2003 demonstraram
que proteina quinase dependente de DNA (DNA-PK) pode ser responsavel pela
fosforilagdo da IRF3 em resposta a danos no DNA. Consistente com o seu papel de
inducdo de apoptose ap6s lesdo no DNA , o IRF3 pode inibir o crescimento de
linhagens de células de cancer 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, mondcitos e células dendriticas CD11b+
e € regulador negativo dos TLRs quando ativos por citocinas pro-inflamatorias (Tamura

et al., 2008).

Varios experimentos sugerem uma associacdo entre a expressdo IRF4 e
neoplasias. Em células T humanas, a expressdéo do mRNA do IRF4, induzida pela
infeccdo do virus-1 (HTLV-1), reduz a expressdo do gene que codifica a ciclina Bl e
genes de reparo de DNA que codificam o0 Rad51, XRCC1, Yngl, RPA e PCNA entre as
fases G2 e M (Tamura et al., 2008). Além disso, a desregulacdo do IRF4 esta associada
a diversos tipos de neoplasias como linfomas, leucemia, mielomas e tumores sélidos

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 producdo de citocinas pro-
inflamatorias , tais como, interleucina 12 (IL-12), IL-6 e interferon tipo | .(Lopes-
Pelaez, 2014). O IRF-5 tem sido associado a regulagdo do crescimento celular, sendo
considerado um importante gene supressor tumoral (Barnes et al., 2003; Hu et al.,

2005). Pesquisadores evidenciaram a baixa expressdo de IRF-5 em células de pacientes
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com leucemia e cancer gastrointestinal (Barnes et al., 2003; Hu et al., 2005). Sua
atividade parece ser relacionada a inducdo 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-apoptoticos sdo independentes do P53, similarmente ao

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

O IRF-5 esté localizado no cromossomo 7¢g32 (Takaoka et al., 2008), regido
comumente deletada em pacientes com SMD e que determina um prognoéstico bastante
desfavoravel (Greenberg et al., 1997; Solé et al., 2005). Nao ha 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 familia dos fatores de
transcricdo IRFs menos estudado. Os nove membros da familia de IRFs desempenham
um papel importante na resposta imune inata e tém sido relacionados a inimeros
processos celulares, incluindo a supressdao do tumor, a regulagdo do ciclo celular e
apoptose. No entanto, IRF6 ndo tem sido implicado em qualquer uma das vias que
regulam a ativacdo e fungdo de outros IRFs. O IRF6 tem sido associado com as
sindromes de Van de Woude e pterigio popliteal (Bailey e Hendrix 2008).

A funcdo do gene IRF6 tem sido pouco explorada na hematopoese. Um Unico
estudo avaliou a funcdo do IRF6 na eritropoiese. Xu et al., 2012 demostraram que 0
IRF6 e o IRF2 interagem com os reguladores master da eritropoiese, como 0 GATA 1 e
0 TALL, formando um complexo de proteinas especifico que sdo progressivamente

ativos durante a eritropoiese adulta.
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Em neoplasias, baixos ou ausentes niveis de IRF6 estdo 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 transcricdo regulador chave de interferon tipo | e
desempenha um papel essencial em restringir a infecgdo causada por virus. A Ativacao
do IRF7 esta envolvida no controle para prevenir inflamacdo excessiva e auto-

imunidade.

Em tumores, Bidwell et al, 2012 demonstraram que a expressdo de genes
regulados por IRF7 em células de cancer de mama esta associado a sobrevida livre de
metéstase. Portanto, a baixa expressdo do IRF7 em tumor primario de mama esta
associada a pacientes de alto risco e com desenvolvimento de metastases (Bidwell et al,

2012).

Fator regulador de interferon 8 (IRF-8)

O IRF-8, também conhecido como ICSBP (do inglés, interferon consensus
sequence binding protein) é outro membro importante da familia dos IRFs e é expresso
exclusivamente em células mieldides e células B (Weizs, 1994; Takaoka et al., 2008;
Tamura et al., 2008). O IRF-8 regula a transcricdo de varios genes envolvidos no
processo inflamatorio (CYBB e NCF2) além de possuir um papel importante na
regulacdo, proliferacdo, diferenciacdo 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 a diferenciagdo de linhagem macroféagica a
partir da célula progenitora miel6ide. Estudos com knocout deste gene tém gerado, em
modelos murinos, uma doenca tipo leucemia mieldide crénica (LMC) com intensa
atividade proliferativa (Holtschke, 1996). A baixa expressédo de IRF-8 gera um desvio
na diferenciacdo para a linhagem granulocitica, o que poderia explicar o fenétipo de

uma doencga mieloproliferativa tipo LMC (Schelter, 1999).

O nivel da expressdio do IRF-8 é relativamente constante durante a
diferenciacdo celular. A deficiéncia de IRF-8 bloqueia o processo de diferenciacao e
sustenta a proliferacdo durante a mielopoese. Portanto, € provavel que dependendo do
nivel de expressdo do IRF-8, este pode funcionar como um supressor da transformacéo

neoplésica da célula mieléide (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)
(Gonzales-Navajas et al., 2012). Este complexo migra para o nucleo e se liga a
elementos de resposta estimulados por IFN - ISRE (interferon stimulated response
element) na regido promotora de genes estimulados por IFN-ISG (interferon stimulated
gene) para iniciar a transcri¢do do gene (Brierley & Fish, 2002; Gonzales-Navajas et al.,

2012).
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1.7 Metilagdo do DNA e cancer

O cancer é uma doenca heterogénea com diferentes propriedades bioldgicas
originado por uma série de mudancas genéticas e epigenéticas que afetam genes
supressores tumorais e oncogenes. Essas mudancas levam a uma instabilidade
cromossémica durante a iniciacdo e progressdo tumoral (Feinberg et al., 2006).

Mesmo havendo evidéncias de que a perda da regulacédo epigenética possa ser o
evento transformante preliminar para a carcinogénese, ndo se sabe se 0s eventos
epigenéticos exercem um papel causal no desenvolvimento dos tumores e na sua
progressdo, ou se sdo consequéncias de um fendtipo anormal nas células malignas
(Feinberg et al., 2004; Esteller 2002).

O fendmeno da metilacdo do DNA ocorre pela adi¢do de um grupo metil (CH3)
no carbono 5’ do anel de pirimidina da citosina em dinucleotideos CpG pela enzima
DNA metiltransferase, resultando na formacgdo de 5-metil-citosina. As citosinas que
constituem as ilhas CpG da regido promotora dos genes sdo, em sua grande maioria, ndo
metiladas em tecidos normais. O bloqueio epigenético por meio da hipermetilagdo das
ilhas CpGs das regides promotoras dos genes gera um siléncio génico com bloqueio na
transcricdo e consequente perca de sua funcdo (Stephen, 2005).

A hipermetilacdo do DNA no céncer esta associada com o silenciamento de
genes supressores tumorais, enquanto a hipometilacdo tem um papel importante na
formagéo progressiva do tumor e promove a instabilidade cromossomica. Entretanto, os
genes supressores tumorais ndo sdo os Unicos afetados por metilacdo aberrante. Genes
anormalmente metilados com outras fun¢Bes sdo também silenciados em neoplasias
humanas, incluindo genes envolvidos no reparo do DNA, apoptose, angiogénese,

regulacdo do ciclo celular, interacdo célula-célula, controle da proliferacdo celular,
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diferenciacdo das células em linhagens mais especificas e controle da estabilidade

gendmica (Baylin, 2005).

1.7.1 Bloqueio Epigenético de Genes Supressores Tumorais: Um fendmeno

comum em neoplasias da Célula tronco Hematopoética

O grande nimero de genes hipermetilados em vérias neoplasias sugere que as
alteracGes epigenéticas sejam o passo inicial da progressao do cancer (Shen et al.,2010).
De acordo com a teoria mais aceita para o desenvolvimento do cancer proposto por
Knudson et al., 1991, a teoria dos dois passos, o fendmeno da hipermetilacdo pode
constituir o passo inicial em muitas neoplasias originadas de células somaticas com
subsequientes mutagdes ou dele¢des eliminando o segundo gene.

Em SMD muitas destas ilhas CpGs tornam-se hipermetiladas. A metilagéo
aberrante ¢ estavel, apresenta propagacdo clonal e estd associada com o silenciamento
do gene envolvido. A metilacdo anormal pode ocorrer como evento iniciador,
predispondo outras alteracdes, muitas vezes ocorre independente das mudancas
citogenéticas e estd associada a uma progressdo mais rapida da doenca a LMA.

O p15INK4b encontra-se hipermetilado em 10% a 30% dos casos de SMD e
esse fendbmeno esta associada com um progndstico desfavoravel. Estudos em modelos
murinos demonstram que este gene se comporta como um supressor de tumor nas
células hematopoéticas. Em casos avancados de SMD sdo descritos fendmenos de
metilacao de genes como P15, P16 e P53.

Estudos recentes demonstram novos perfis de hipermetilacdo aberrante e

reducdo de expressdo de genes envolvidos na resposta imune (IL27RA), apoptose

43



(como por exemplo, BCL2 e ETS1) em pacientes de baixo risco de SMD (Key et.
al.,2013).

Shen et al., 2010 demonstraram baixos niveis de metilagéo nas ilhas CpG de 10
genes de células CD34" e CD37/19 de pacientes com SMD de baixo risco
(classificacdo IPSS). Entretanto, a presenca de metilacdo foi principalmente
encontrada em casos de alto risco, sendo associada progndstico desfavoravel e elevado
risco de transformacdo em leucemia aguda.

Wang et al., 2013 demonstraram a metilacdo de genes antogonistas do Whnt,
importantes para regulacao da proliferacdo celular, como um evento comum em SMD.
A metilagdo dos genes SFRP, SFRP4 e SFRP5 estd correlacionada com um

progndstico desfavoravel, pior sobrevida e alto risco de evolugdo para leucemia.

Os IRFs sdo uma familia de reguladores transcricionais. Seus membros possuem
distintos efeitos regulatérios na expressdo de varios genes, agindo como ativador ou
repressor da transcricdo. O presente estudo se propds a avaliar os niveis de expressao,
metilacdo e as interacbes dos diversos membros da familia dos IRFs para entender os
possiveis mecanismos patogénicos da SMD. Esta avaliacdo podera ajudar no melhor
entendimento do bloqueio de diferenciacdo da célula tronco hematopoética,
identificando possiveis genes como marcadores de prognostico e/ou alvo terapéutico

paraa SMD.
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2. OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil de metilacdo e expressao dos genes dos fatores reguladores de

interferon (IRFs) em células da medula 6ssea pacientes com sindrome mielodisplasica.

2.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Auvaliar o perfil de metilacdo e expressdo dos IRFs (IRF1, IRF2, IRF3, IRF4,
IRF5, IRF6, IRF7, IRF8 e IRF9) em células de medula 6ssea total de pacientes
com SMD.

2. Avaliar o perfil de metilacdo e expressao dos IRFs nas subpolucdes de células
tronco hematopoéticas CD34/CD133" e CD133*/CD34" isoladas da medula
Ossea total de pacientes com SMD.

3. Auvaliar se 0 mecanismo de regulacdo da expressdo dos IRFs esta relacionado
com a metilacdo da regido promotora desses genes em SMD.

4. Avaliar o perfil de metilacdo e expressdo dos IRFs em células da medula dssea
total de pacientes de SMD comparando a células de medula dssea de individuos
normais

6. Avaliar o perfil de metilagcdo e expressdo dos IRFs de acordo com as variaveis
clinicas e laboratoriais (subtipo da OMS, cariotipo, varidveis do R-IPSS e
dependéncia transfusional).

7. Avaliar o perfil de metilacdo e expressdo dos IRFs durante a evolucdo da

doencga, relacionar a sobrevida e risco de transformacao para LMA.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Selecdo de Amostras

No estudo, foram incluidos 119 amotras de pacientes do banco de para
DNA e RNA do Laboratdrio de Citogenomica do Cancer. As amostras selecionadas
foram de paciente de ambos 0s sexos, com diagnéstico de Sindrome Mielodisplasica
(SMD), segundo os critérios da OMS (SWERDLOW et al. 2008), diagnosticados e
regularmente inscritos no ambulatério de Hematologia do Hospital Universitario
Walter Canditio/Universidade Federal do Ceard, no periodo de marco de 2008 a junho
de 2014. Todos os pacientes foram previamente submetidos ao protocolo de excluséo

durante investigacdo da doenca (Tabela 6).

Tabela 6 - Protocolo de exclusdo de causas nao clonais que, com frequéncia, cursam
com citopenias e/ou dispoeses na medula. Protocolo aplicado a pacientes que se

encontram sob investigacao de SMD.

Critérios do Protocolo de exclusdo

Deficiéncias nutricionais: vitamina B12 e acido folico

Exposicao recente a agentes toxicos: metais pesados, benzeno e derivados do

petréleo.

Exposicao recente a drogas citotdxicas e fatores de crescimento.
Disfun¢6es enddcrinas

Etilismo

Disfuncdes metabolicas: doenca hepatica cronica e insuficiéncia renal
Doencas inflamatorias crénicas

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

Doengas auto-imunes
Fonte: Magalhdes e Lorand-Metze (2004).
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Como grupo controle, foram incluidos 17 individuos sadios, dos quais amostra
de medula 6ssea foi coletada para a realizacdo da avaliacdo da expressdo génica,

anélise de metilacdo e anlise de expresséo proteica.

3.2 COLETA DAS AMOSTRAS

Amostras de medula 6ssea foram coletadas ao diagnostico de 119 pacientes com
SMD e durante o seguimento de alguns pacientes (21 pacientes). A medula 0ssea foi
coletada em seringa heparinizada, para avaliagdo do cariotipo por banda G. Além
disso, foram coletados dois tubos de medula 6ssea em tubos 15x75 mm com EDTA.
Um tubo foi destinado para estocagem de medula total e o segundo tubo foi utilizado
para separacdo das subpopulacoes de células tronco hematopoiéticas CD133*/CD34 e
CD133/CD34". Todas as amostras de medula O6ssea foram coletadas por
hematologista experiente apds consentimento informado. O estudo do cari6tipo por
banda - G e a separacdo de células tronco hematopoiéticas CD133*/CD34 e

CD133*/CD34" foram realizados a época das coletas.

As amostras de medula total foram centrifugadas (1811xg por 15 minutos a
4°C) e a camada leucocitaria foi transferida para tubos contendo 1mL de Trizol LS
(solugdo monofésica de fenol e isotiocianato de guanidina — Invitrogen, Carlshad, CA,
USA) com 250uL de PBS 1X com DEPC ((Dietilpirocarbonato; Sigma-Aldrich,
Steinhein, Alemanha). Em seguida, as amostras foram homogeneizadas em vortex por
1 minuto e armazenadas a -80 °C para posterior extracdo de RNA, DNA e proteinas.

Para as amostras de células tronco hematopoiéticas CD133/CD34" e

CD133*/CD34", depois de isoladas, foram ressuspensas em 250 pl de PBS 1X com
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DEPC e 750 pl de TRIZOL LS (Invitrogen, Carlshad, CA, USA) e mantidas em

freezer a -80°C para posterior extracdo de RNA, DNA e proteinas.

3.3 CITOGENETICA CLASSICA

A citogenética cléssica por banda G foi realizada no Laboratorio de
Citogenémica do Céancer (Universidade Federal do Ceara-UFC), segundo Chauffaille et
al. (1996). A medula 6ssea 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 37°C em 5% de CO2. Uma hora
antes do término da cultura foram adicionados 70uL de um inibidor da formacdo do
fuso mitético (Colcemid®), por 30 minutos, a 8°C. Em seguida, o material foi
centrifugado e ressuspenso em solucdo hipoténica de KCI 0,075 M e lavado com
solucéo fixadora (solucao de acido acético e metanol, propor¢édo 3:1), por 4 vezes. Para
confeccdo das laminas para analise, o material foi gotejado em laminas de microscopia e
em seguida aquecido por 3 minutos em microondas, na poténcia alta. O bandeamento
foi realizado pela técnica de tripsina e as bandas coradas com Kit Pandtico®. Foram
analisadas pelo menos 20 metafases de cada paciente, sempre que possivel. As
metéfases foram capturadas e analisadas em sistema computadorizado com software
para cariotipagem CytoVision®. Os resultados da analise citogenética de medula 6ssea
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 CELULAS MONONUCLEARES DE MEDULA

OSSEA

Dos 119 pacientes coletados, 29 amostras de medula 6ssea foram utilizadas para
a realizacdo da separacdo da camada de células mononucleadas. As células
mononucleares (CMN) foram isoladas por centrifugacdo em gradiente de densidade
utilizando Ficoll-Hypaque PLUS (Amersham Biosciences, N0.17-1440-02). Nos tubos
contendo medula 6ssea, foram adicionados PBS (tampdo fosfato salina) até completar o
volume de 5mL e em seguida realizada homogeneizacdo da amostra. Em tubos Falcon
de 50mL foram adicionado 7 ml de Ficoll-Hypaque na parte inferior de cada tubo e
sobre a solucdo de Ficoll foi adicionada lentamente a medula dssea diluida em PBS,
resultando na formacdo de duas fases, a organica (mais inferior, composta por solugéo
de Ficoll) e a aquosa (mais superior composta pela amostra diluida). Em seguida, as
amostras passaram por centrifugacdo de 2000rpm por 30 minutos a temperatura
ambiente, resultando na formacdo de um anel entre as fases, onde se localizam as
CMNSs. Esse anel foi recolhido de cada amostra e transferido para novos tubos, que
passaram por processo triplo de lavagem com PBS 1X e centrifugacdo de 1500rpm por
10 minutos a 4°C. O pellet formado foi ressuspenso em tampao (PBS 1X, pH 7.2, 0.5%
bovine serum albumin (BSA) e 2 mM EDTA) e as células foram contadas em camara de

Neubauer, para posterior separacao das células CD133"/CD34 e CD133*/CD34".
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3.11SEPARACAO IMUNOMAGNETICA DAS CELULAS DAS

SUBPOPULACOES DE CELULAS CD133/CD34 e CD133*/CD34".

As subpopulagdes 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 instruc6es do fabricante, sob condigdes assépticas. Inicialmente foi
realizado a separacdo de células CD34+. Para isso, as células mononucleares isoladas
foram incubadas com anticorpos monoclonais anti-CD34 (clone QBEND/10) ligados a
particulas magnéticas (beads) por 30 minutos a 4°C. As amostras foram passadas através
da coluna de separacdo 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 im& SuperMACS (Miltenyi Biotec, No. 130-044-104). A coluna,
ainda na presenca do imé, foi lavada com tamp&o de coluna, a fim de retirar as células
com fraca marcagdo de CD34+. Posteriormente, a coluna foi retirada do campo
magnético, realizou-se a eluicdo e contagem das células CD34" em camera de Neubauer.

Para a separacdo das células CD133+/CD34+, foi utilizado o efluente da
obtido da separacdo 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 tampdo e em seguida centrifugada a 300g durante 10minutos. A
amostra foi ressupensa com 50uL tampéo por 107células totais e foi adicionado 30pL de
MultiSort Stop Reagent por 10”células totais. Em seguida, foi adicionado & amostra o
segundo marcador anticorpo anti-CD133 para a realizacdo da separacdo das células

CD133/CD34". Depois da adicdo do anticorpo, a amostra foi homogeneizada e
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incubada a 2-8°C durante 15 minutos. O processo de separagcdo nas ceélulas
CD133*/CD34" foi realizado como anteriormente descrito para a separacdo de células

CD34.

3.12 ANALISE DA PUREZA DAS SUBPOPULACOES DE CELULAS

CD133*/CD34" E CD133*/CD34".

Apols a separacdo da camada de células mononucleadas e da separacdo
imunomagnética, cerca de 2x10° células foram reservadas para analise de pureza e
caracterizacdo da composicdo da amostra em citometria de fluxo. Para isso, a por¢édo de
células reservadas para a citometria foram ressuspensas em 200 pl de PBS.

Para realizar a compensacdo das cores, amostras de células mononucleadas
foram marcadas com reagente imunologico, anti-CD45 humano marcado com FITC
(No- 130-080-202, Miltenyi Biotec), outro tubo foi marcado com reagente imunoldégico
anti-CD34 humano marcado com PE, clone AC136 (N0130-081-002, Miltenyi Biotec) e
outro tubo continha células sem nenhuma marcacdo. Para a analise de pureza, foram
adicionados nas amostras de células mononucleadas e nas imunomagneticamente
separadas, 5ul dos anticorpos anti-CD45 humano, marcado com FITC (No. 130-080-
202, Miltenyi Biotec), anti CD34 humano marcado com PE, clone AC136 (N0.130-081-
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, 500ul de PBS 1x, apds isso a andlise foi realizada
em citdmetro FACSCalibur (Becton Dickinson, San Jose, Ca, EUA) utilizando o
software especifico 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 funcéo dos parametros de FSC
(forward scatter — tamanho celular) e SSC (side scatter — granularidade celular). De
acordo com esses parametros 0s eventos foram selecionados através de gates, isolando e

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

3.13ANALISE DE EXPRESSAO DO GENES IRFS

Os procedimentos referentes as analises de expressdo génica foram realizados
no Laboratério de Hematologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao

Paulo (USP) - Ribeirdo Preto.

3.7.1 Extracao do RNA Total

A extracdo de RNA total baseou-se nas instrucbes do fabricante. As amostras
de medula total e as subpopulacbes CD1337/CD34° e CD133*/CD34", foram
descongeladas e a cada uma foi adicionado 10ul (20ng/ml) de glicogénio e 200ul de
cloroférmio, homogeneizaram-se as amostras em vortex e, em seguida, os tubos foram
centrifugados a 14000rpm por 15 minutos a 4°C. Retirou-se cuidadosamente o
sobrenadante formado em cada amostra, transferindo para novos tubos. Nestes tubos
foram adicionados 400l de isopropanol gelado para a precipitacdo do RNA. O tempo
de precipitacdo do RNA variou de acordo com o tipo de amostra, as amostras de medula
total permaneceram durante 60 minutos a -20°C e as amostras de CD133"/CD34" e
CD133*/CD34", permaneceram precipitando overnight a -20°C, devido a baixa
concentracdo de células. Apds a precipitacdo o material foi centrifugado a 14000rpm
por 30 minutos a 4°C e o sobrenadante foi descartado por inversdo. O pellet formado foi

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

20p1 de &gua livre de RNAse. Os RNAs quantificados e congelados em freezer -80°C.

3.7.2 Quantificacdo de RNA

O RNA total obtido das amostras foram quantificado em através de leitura em
espectrofotbmetro Nanovue no comprimento de onda de 260nm, utilizando
equivaléncia de 40ug/ml para 1 unidade de absorbancia. O grau de pureza das amostras
foi avaliado através da razdo 260/280nm, sendo considerada uma boa extracdo 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 Reacdo da Polimerase em Cadeia por Transcriptase Reversa (RT-
PCR)

Apos extracdo e purificacdo, parte do RNA extraido (2000ng) de cada amostra
foi empregado na sintese do cDNA (20ul), a sintese 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
diluido 5 vezes para ser utilizado nas reagdes de qPCR. Os cDNAs foram armazenados

a-20°C.

3.7.4 PCR Quantitativo em Tempo Real (QPCR)

As reacdes foram realizadas no aparelho 7300 Real Time PCR System
(Applied Biosystems, Foster City, CA), em placas transparentes de 96 wells (Applied

Biosystems). As reacOes de PCR em tempo real foram realizadas em duplicata
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utilizando sondas TagMan (“Assay on demand”). O volume final de cada reacdo foi de
10ul, sendo 7,5ul de TagMan Universal, 0,5ul de primer (TagMan Assay) e 2,5ul de
cDNA. As condicgdes de termociclagem compreenderam uma incubagdo a 50°C por 2
minutos, 95°C por 10 minutos (para ativacdo da DNA polimerase), seguidos por 40
ciclos de 95°C por 15 segundos (desnaturacdo) e 60°C por 1 minuto (anelamento e

extensdo simultaneos).

Todas as amostras (casos, controles normais e controle interno das reacGes)
foram realizadas em duplicatas. Uma amostra calibradora quantitativa foi incluida em
todas as placas de gPCR (pool de diversas linhagens de tumores humanos) para
minimizar as diferencas de amplificacdo entre as reacdes. Como controle de
contaminantes da PCR, NTCs (no-templante controls), no qual agua foi adicionada no

lugar do RNA, foram incluidos em cada placa.

Para analise da expressdo génica foram utilizados ensaios adquiridos
(TagMan® Gene Expression Assay) com marcacdo FAM-MGB pela Applied

Biosystems (Tabela 7).
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Tabela 7: Lista dos genes utilizados na avaliagdo da expressao génica por PCR em Tempo
Real.

CODIGO DE REFERENCIA
GENES (Applied

Biosystems)
Genes Normalizadores

ACTB (B-actina) 4310881E
GAPDH (Gliceraldeido fosfato desidrogenase) 4318884E

B2M (B2-microglobulina) Hs99999907 m1
HPRT1(Hipoxantina- Hs02800695 m1
guanina fosforibosiltransferase)

UBC (Ubiquitina C) Hs00824723 m1l
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 m1l
IRF9 (Interferon Regulatory Factor 9) Hs00196051 m1l

Certas variaveis precisam ser controladas na analise da expressdo génica, como
a quantidade de material inicial, qualidade do RNA utilizado, eficiéncia da transcricao
reversa (RT), componentes inibitorios e diferenca na atividade transicional global das
células. Para a normalizacdo dos parametros acima, foram utilizados cinco genes de
referéncia: ACTB, HPRT1, GAPDH, B2M e UBC. O programa Bestkeeper (Pfaffll et al.,
2004) foi utilizado para auxiliar na escolha do par de genes de referéncia
(frequentemente chamados de genes housekeeping) mais estavel e determinar
qualidades das amostras avaliadas. Em relacdo ao software BestKeeper, calcula-se o
desvio padrdo do gene de referéncia (SD) com base em valores brutos (Cq -
quantification cycle), independentemente da eficiéncia da amostra. O gene com o menor
SD é considerado o mais estavel. Além disso, o programa BestKeeper calcula um
coeficiente de correlacdo de Pearson para cada par de genes de referéncia candidatos.

Todos 0s genes de referéncia altamente correlacionadas sdo entdo combinados em um
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fator de normalizacdo. Utilizamos o par de genes mais estavel para a normalizacéo da
expressdo genica que foi realizada através do calculo da média geométrica dos dois
genes.

Os resultados foram avaliados através do software Sequence Detection System
V1.3 para obtengdo dos valores de Cg. Ao final de cada corrida os dados foram
exportados para planilhas do software Excel para o calculo dos valores de ACT. A
nomenclatura padréo 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 referéncia (obtendo o valor de ACq). Como referéncia para célculo de

valores de expresséo (272¢9) (Pfaffl, 2001). Segundo a formula abaixo:

2—ACq: Cq do gene alvo — média geométrica do Cq dos genes de referéncia
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3.14ANALISE DE METILACAO DA REGIAO PROMOTORA DOS GENES

DOS IRFS

Os procedimentos referentes as analises de metilacdo da regido promotora dos
genes dos IRFs foram realizados Centro de Pesquisa em Oncologia (CEPON) do

Hospital do Cancer de Barretos, Sdo Paulo.

3.8.1 Extracdo de DNA de Células da Medula Ossea

Apos a extragdo de RNA, a fase orgénica foi reservada para a realizacdo da
extracdo de DNA. O sobrenadante remanescente foi retirado e foram adicionados 500ul
de BEB (Back Extraction Buffer) ao precipitado e as amostras permaneceram sob
agitacdo constante durante 30 minutos. Em seguida o material foi submetido a
centrifugacdo a 12000rpm durante 15 minutos a 4°C. Apds a centrifugacdo, o
sobrenadante obtido foi transferido para um novo tubo. O precitado resultante dessa fase
foi estocado a -80°C para posterior extracdo de proteinas. No tubo com sobrenadante,
foram adicionados 400ul de isopropanol para a precipitacdo do DNA, a amostra foi
homogeneizada por inversdao e permaneceu durante 1hora a -20°C. Apds esse periodo a
amostra foi centrifugada a 14000rpm durante 30 minutos a 4°C. Em seguida o
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com etanol 70% e com seguida
centrifugacdo a 14000rpm durante 5 minutos a 4°C, esse procedimento foi repetido
durante 4 vezes. Apoés a Ultima lavagem o sobrenadante foi descartado e tubo contendo
0 DNA permaneceu secando a temperatura ambiente. O DNA foi hidratado com agua
livre de DNAse e permaneceu em banho-maria durante 30 minutos a 60°C. As amostras

foram quantificadas e estocadas a -20°C.
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3.8.2 Extrac@o do DNA de Sangue Periférico

DNA de leucécitos de individuos saudaveis foram utilizados na curva padréo
da PCR quantitativa metilacdo especifica em tempo real (QMSP), descrita
posteriormente. Uma amostra de sangue periférico de um individuo normal foi coletada
em tubo Vacutainer ® EDTA. O tubo foi centrifugado a 3.500 RPM, por 10 minutos a
4°C para a obtencdo de um anel leucocitario ou buffycoat. Aproximadamente, 500 pL
do buffycoat foram transferidos para um tubo conico de 15 mL. A lise de hemacias foi
realizada previamente antes da extracdo, para obtencdo de um pellet de leucdcitos livre
de hemacias. A lise de hemacias foi realizada pela adicdo de 12 mL de solucéo de lise
composta por cloreto de amonio (10X) e bicarbonato de aménio (1X) em um tubo
conico que foi posteriormente imerso no gelo por 20 minutos. Apos 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 extraido através do DNeasy Blood & Tissue kit
(Qiagen), adicionando 25 pL de proteinase K ao pellet, 4uL de RNase A e 200uL de
tampao de lise, conforme protocolo do fabricante. A amostra foi incubada a 56°C por 3
horas com agitacdo de 600 RPM em termomixer. Apés a incubacgdo, foram adicionados
200puL de etanol absoluto e o contetdo do tubo transferido para a coluna fornecida pelo
fabricante. O protocolo seguiu com a lavagem da coluna com solugdo tampéo, e o
conteldo eluido em 60uL de agua estéril deionizada (milliQ). O DNA foi quantificado e

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

O DNA obtido das amostras foi quantificado por nanoespectrofotometria em
Nanodrop (ThermoScientific) no comprimento de onda de 260nm, utilizando
equivaléncia de 40ug/ml para 1 unidade de absorbancia. Este aparelho quantifica acidos
nucleicos e proteinas, através da leitura de comprimento de onda absorvido ou refletido.
A absorbancia de 260nm indica o pico de absorcdo de UV do DNA, a absorbancia de
280nm o pico de absorcdo de UV de proteinas e 230nm o pico de absor¢éo de UV para
contaminantes organicos.

O grau de pureza das amostras foi avaliado através da razdo 260/280 e 260/230,
sendo considerada uma boa extracdo aquela que apresentou valores entre 1,6 e 2,1.

Todas as amostras foram estocadas a -20°C.

3.8.4 Tratamento do DNA Gendmico com Bissulfito de Sodio

O DNA gendmico extraido a partir das amostras de medula 6ssea de individuos
saudaveis, de pacientes com SMD, assim como as amostras de sangue periférico de
individuos saudaveis utilizados para a curva padréo, foi submetido ao tratamento com
bissulfito de sddio pelo EZ DNA Methylation Kit (ZymoResearch).

O tratamento consiste em converter as citosinas ndo metiladas em uracila com
a perda do grupo amina da base citosina. Ja as citosinas metiladas ficam protegidas e,
portanto, permanecem inalteradas. Com a utilizagcdo deste método, a taxa de conversao
quimica tem sido estimada em 95-98% (Clark et al. 2006).

O tratamento consiste em uma primeira etapa de desnaturacdo do DNA, uma
segunda etapa de tratamento com bissulfito de sédio (deaminacdo) e uma terceira etapa
de purificacdo, dessulfonacdo e eluicdo. Como a deaminacdo por bissulfito ocorre
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somente em fita simples do DNA, a etapa de desnaturagdo é primordial para a garantia
da conversdo, pois a presenca de citosinas em fragmentos de fita dupla protege as
mesmas da deaminacdo. Portanto, inicialmente, para a desnaturagcdo da fita dupla de
DNA foi adicionado aos 2jug de amostra,1X do tampédo de dilui¢do, em um volume
final de 50 pL e colocados em incubacdo a 37°C por 15 minutos. Na etapa de converséo
(deaminagdo), as amostras foram incubadas a 50°C com o reagente de conversdo CT
(EZ DNA Methylation Kit ) que contém bissulfito de sodio, por 16 horas protegidos de
luz. Na etapa de purificacdo, as amostras foram transferidas para a coluna Zymo-Spin
contendo o tampéo de ligacdo e centrifugadas por 30 segundos a 13.000 RPM, seguido
de adicdo de tampdo de lavagem e nova centrifugacdo. Em seguida, foi adicionado o
tampdo de desulfonacgdo a coluna e o produto incubado a temperatura ambiente por 20
minutos. Na ultima etapa de eluicdo, a coluna foi transferida para um tubo de 1,5 mL e
foram adicionados 20 pL de agua estéril deionizada (milliQ) com incubacdo de 1
minuto, por duas vezes, para obtencdo maxima do rendimento da coluna, totalizando 40
pL finais de produto eluido e entdo armazenados em freezer -20°C.

A correta conversdo do DNA com bissulfito de sddio foi confirmada por
sequenciamento (descrito a seguir) de algumas amostras, utilizando os iniciadores do
gene endogeno ACTB, verificando-se presenca de timina no lugar de citosina. O
tratamento de bissufito converte a citosina ndo metilada em uracila que é reconhecida

como timina nas PCRs.

3.8.5 Metilacéo do DNA de Leucdcitos in vitro

O DNA genbmico de leucécitos normais metilado in vitro foi empregado na

construcdo das curvas padrdo da PCR quantitativa metilacao especifica em tempo real
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(QMSP). A metilagdo in vitro do DNA genomico foi realizada utilizando o kit CpG
MethyltransferaseM.Sssl (New England Biolabs), seguindo as instru¢des do fabricante.
Para tanto, adicionou-se em um tubo 20 pg de DNA de leucdcitos previamente
extraidos de sangue periférico com 2,5 pL de S-adenosilmetionina (SAM) a 32 mM, 25
unidades de Ssslimetilase, 25 puL de tampdo NEB 10x e agua ultra-pura na quantidade
suficiente para 250 pL, e incubado a 37°C por 4 horas. Ap6s a incubacdo, foram
adicionados mais 5 pL de SAM e 12,4 unidades da Sssimetilase, e nova incubagéo a
37°C por 4 horas.

Foram adicionados 250 pL de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (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
pL de etanol 100%, 100 pL de acetato de amonio 7,5 M, homogeneizado por inverséo e
incubado a -20°C overnight. Apés a incubacdo, foi adicionado 1 mL de etanol 70% e
homogeneizado por inversdo. 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 11uL de agua estéril deionizada (milliQ),
quantificado e submetido ao tratamento com bissulfito de sédio conforme descrito
anteriormente. Apos a conversao do DNA gendmico 100% metilado, foram aliquotadas
as curvas padrdo, constituidas de seis pontos de dilui¢cGes seriadas (fator de diluicao

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

3.8.6 Desenho de Iniciadores e sondas Especificos

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

método depende da escolha de regibes 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 anélise de metilacdo quantitativa é
amplificar sequéncias metiladas com eficiéncia, evitando a amplificagdo de sequéncias
ndo convertidas.

Os iniciadores e sondas que foram utilizados para amplificar a regido
promotora dos genes de interesse e do gene de referéncia (ACTB) estdo descritos na
Tabela 8. As sequéncias dos iniciadores para a regido promotora dos IRFs foram
baseadas no trabalho de Yamashita, et al., 2010. Alem disso, com exceg¢do do gene IRF9
todos o0s genes apresentam ilha CpG em suas regides promotoras

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

CpG localizada na regido promotora, porém ndo obtemos sucesso de fragmentos
especificos e o gene IRF9 foi excluido da andlise de metilacdo. Para localizacdo das
sequéncias dos iniciadores e sondas destes genes e também para a visualizacao das ilhas

CpG foram utilizadas as ferramentas: Human Blat Search e MethPrimer.
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Tabela 8 - Iniciadores e sondas para avaliacao do perfil de metilagcdo da regido promotora dos genes dos IRFs e gene de referéncia.

Iniciador Direito 5-3" (Primer Sonda 5"-3" (6-FAM -5"3"- Amplicon CG
Gene Foward) lowaBlack) Reverso 5°-3" (Primer Reverse)  T°C (pb) (n)
ACTB TGGTGATGGAGGAGGTTTAGTAAGT AAC CAATAAAAC CTACTCCTCCCTTAA AAC CAATAAAACCTACTC CTC CCTTAA 60 133 13
IRF1  TAC GTAGTC GGT TAATGG GC GAC CCC GCC CCC GAACAACCG AAAACAACGACGCCACC 62 105 14
IRF2 GCGAGTCGC GGATTTAC GCT TCC CCAAAT CGC GAC GAC GAA CAT TAACGAACAACG CCG 65 113 11
IRF3 GGG TCGATAATC GGTTTAGC CCCAACGTTCCGCCCTTTCTACGC CCC GCTAAACTATTC CCG 62 134 16
IRF4 TAGTTT TCG AAG CGG CG CGC CCGAAAAAC GCACCTCCAACCG AAATAAAAT TCC CGC GCC * 88 17
IRF5 GGG TAT TGT TCGCGT TC CCGAACACTTCC GCG TCT TAC CGC CAAACTACGCCTCCCG 64 104 12
IRF6 GTC GGG TAG TTTAGAAAC GC TCGCATCCGCCCGACCACG CCGAACTCACGTCAACG 62 145 18
IRF7 TTTTTCGTTTTT TCG CGA GAC TCG CTC CCGACC TACACC GCG TAC CCC TCC GAAATC ACG 60 132 14
IRF8 TAAGTT GAC GTTATT GGT CGG ACG ATA CGC CAACGATCG CGC GAC CAC GCTTAC TACCGC G 62 117 16
IRF9 TAAAAAATTAGTCGGGCGT CTC ACTACAAAC TCC GCC TCC CGA TTTAAAACGAAATCTCGCTC * 159 11
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3.8.7 Andlise de PCR Quantitativa Metilagdo Especifica em Tempo Real
(QMSP)

A técnica que foi utilizada para avaliar os niveis de metilagdo ¢ um método
quantitativo, que permite analisar a amplificacdo em tempo real do produto. Nesta
abordagem, amostras de DNA bissulfito convertido foram amplificadas utilizando
iniciadores e sonda especificos (Tabela 8) para a regido promotora de cada gene alvo
estudado, que se anelam especificamente as sequencias metiladas bissulfito convertidas.
Como controle interno, foi utilizado o gene B-actina (ACTB) na qual, os iniciadores e
sonda (Tabela 8) se anelam a regido sem sitios CpGs. Sendo assim, a amplificacdo do
controle interno é independente do grau de metilacdo do DNA e é utilizado para
controlar a quantidade de DNA colocada na reacdo, 0 que serviu posteriormente para a
normalizacdo e determinacgdo dos niveis de metilacdo dos nove genes avaliados.

Os iniciadores flaqueiam uma sonda fluorigénica de hibridizacdo marcada com
um fluoroforo “reporter”, ou seja, emissor de fluorescéncia a 5° (FAM — 6-carboxi-
fluoresceina) e na extremidadea 3" um fluordéforo “quencher”, ou seja, receptor (lowa
Black). A atividade 5°exonuclease da enzima Tag DNA polimerase cliva a sonda
durante a fase de extensdo ¢ libera o “reporter” cuja fluorescéncia ¢ detectada pelo
laser. Apos a fluorescéncia ultrapassar o limiar de deteccdo, a amplificacdo da PCR
resulta em um sinal de fluorescéncia proporcional a quantidade de produto de PCR
gerado. Portanto o nivel de fluorescéncia detectado é proporcional a quantidade de
produto amplificado.

As reacdes de amplificacdo foram realizadas em um volume final de 20 uL, nas
sequintes condicdes: 1 pL (=50 ng) de DNA genémico modificado com bissulfito;
600nM de iniciadores direto e reverso, 200nM de sonda; 0,6 unidades de platinumTaq

DNA polimerase (Invitrogen); 200uM de dNTPs; 2uL de tampdo de reacdo 10X
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(contendo sulfato de aménio 166 mM, Tris-HCI (pH 8,0) 670 mM, cloreto de magnésio
67 mM, Pmercaptoetanol 100 mM, DMSO 1%) e 0,4uL de ROX ReferenceDye
(Invitrogen), que atua como um normalizador da fluorescéncia.

As reacOes foram realizadas seguindo as condigfes: 95°C durante 3 minutos,
seguido de 50 ciclos a 95°C durante 15 segundos e o tempo de ligacdo dos iniciadores
foram variéaveis de acordo com cada gene (Tabela 8) durante o tempo de 1 minuto, para
se obter uma maior eficiéncia e especificidade da reagéo.

Antes da realizacdo das rea¢des de QMSP, foram realizadas as padronizacGes de
todos os conjuntos de iniciadores e sondas para verificar e estabelecer a temperatura

6tima da reacdo (Tabela 8).

As reacdes foram feitas em placas de 96 pocos (Applied Biosystems) no
ViiA™ 7 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA) e as corridas
analisadas com o auxilio do programa ViiA 7 RUO Software v1.2 (Applied
Biosystems). Cada placa continha amostras de pacientes normais e tumorais em
triplicata, e trés controles negativos (NTC) em que se adicionou agua no lugar do DNA
molde. Além das amostras, cada placa também continha 11 pocos destinados a curva
padrdo construida a partir da diluicdo seriada do DNA de leucdcitos de individuo
normal metilado in vitro como descrito anteriormente. Para se obter a quantidade de

DNA total na reagéo, o gene ACTB foi utilizado como referéncia interna.

Para as reacGes foram adotados os seguintes critérios: as amostras foram
consideradas metiladas quando foi possivel detectar a amplificacdo de pelo menos duas
das triplicatas. Nos casos em que apenas uma das triplicatas era amplificada, 0s
experimentos foram repetidos e consideradas metiladas caso o resultado fosse
confirmado. A auséncia de amplificacdo indicava que a amostra ndo era metilada. Além

disso, para utilizar a curva padrdo na quantificacdo da metilagdo nas amostras,
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consideramos o0 minimo de trés pontos com sinal de amplificagao.

O nivel relativo de DNA metilado para cada gene em cada amostra foi
determinado como a razéo entre as médias das triplicatas do gene de interesse dividido
pelo valor da média das triplicatas da amostra em questdo para ACTB, e entdo este valor

multiplicado por 1000, para a melhor representacéo dos dados.

3.8.8 Purificagdo 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
tampdo TAE 1X, e submetidos a uma corrida de eletroforese a 100V e 400mA por 50
minutos. Com o auxilio do transiluminador UV, as bandas foram cortadas com um
bisturi, colocadas em um tubo de 1,5 mL e pesadas em balanca cientifica. 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
tampéo de ligacdo numa razéo de 10 pL da solugdo a cada 10 mg do gel, e entdo foram
incubados a 60°C por 10 minutos até dissolu¢do 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 adi¢cdo do tampéo de lavagem contendo etanol por
duas vezes, o produto foi precipitado, e posteriormente eluido em 50 uL de agua ultra-

pura e armazenado a -20°C.
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3.8.9 Sequenciamento

Para avaliar a eficiéncia do tratamento por bissulfito das amostras de DNA
foram utilizados os produtos da PCR quantitativa metilacdo especifica em tempo real
(QMSP) purificados.

O sequenciamento dos produtos tratados por bissulfito de sodio fornece base
qualitativa e eficiente para identificar a citosina metilada. Esse método foi introduzido
primeiramente por Frommer et al.”? e baseia-se nas reagdes de deaminagdo da citosina
apos o tratamento’®.

Os produtos de PCR foram purificados com 2 pL da enzima Exo SAP-IT (USB)
a cada 5uL do produto da PCR purificado do gel. A reagéo foi incubada a 37°C durante
30 minutos, seguido de 15 minutos a 80°C. A partir das amostras tratadas com Exo SAP,
foi adicionado 1 pL de reagente Big Dye, 1,5 pL de tampéo 5X do kit DNA Sequencing
BigDye Terminator v3.1(Applied Biosystems) e 1 uL do iniciador empregado na
amplificagdo (3,2 uM). Para analise da eficiéncia da conversdo por bisulfito foi
utilizado o iniciador direto de ACTB. O volume final da reacgdo foi de 10 pL. A reagéo
final foi incubada em termociclador Veriti® 96-Well Thermal Cycler (Applied
Biosystems) por 30 ciclos de 96°C por 10 segundos, 50°C por 5 segundos e 60°C por 4
minutos. Apoés a ciclagem utilizou-se Big Dye X-Terminator Purification Kit (Applied
Biosystems). Essa etapa teve como objetivo purificar o produto das reacbes de
sequenciamento mediante o uso de 10 pL de X-Terminator Solution — que captura os
dNTPs e os ions de sal ndo incorporados durante a rea¢do de sequenciamento - e 45 pL
de SAM Solution — que potencializa a performance do X-Terminator Solution e
estabiliza a amostra ap6s a purificacdo. Finalmente, os produtos da PCR foram

sequenciados utilizando o equipamento 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).
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3.15Analise Estatistica

As variaveis epidemioldgicas, clinicas e moleculares quando continuas foram
apresentadas como mediana, valores minimo e maximo e quando variaveis categoricas
foram apresentadas pelas frequéncias e porcentagens.

Inicialmente, analise estatistica para expressao génica e metilacdo dos genes
IRFs foi tratada como uma variavel continua (quantitativa). E importante enfatizar que a
partir dessa analise numérica, avaliamos o nivel de metilacdo e expressdo para cada
gene. A associacdo entre 0 nivel de expressdo e metilacdo dos genes IRFs com as
variaveis de interesse foi avaliada por meio dos testes ndo-paramétricos Mann Whitney
(comparacdo entre dois grupos) e Kruskal Waliis (comparacdo de 3 grupos ou mais).
Para esses testes, o nivel de significancia adotado foi para um p<0.05. Na comparagéo
de trés grupos ou mais, no caso de significancia estatistica, foi utilizado a correcéo de
Bonferroni, para vereificar a significancia no pés teste. Como poés teste para a
comparagéo entre os dois grupos foi utilizado o Mann Whitney.

Os resultados de metilagdo foram constituidos de muitos zeros e existia uma
amplitude muito grande dos dados. Portanto, os dados de metilagao foram
categorizados, para se estabelecer um perfil de metilagdo tumoral (metilados) e ndo
tumoral (ndo metilados). Essa analise permitiu verificar aonde estava a diferenca entre
0s grupos utilizando-se frequéncia dos pacientes metilados ou ndo 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 comparacdo entre casos e controles. Para a avaliacdo desse ponto,
foram analisados a &rea sob a curva (AUC), a sensibilidade, especificidade, valor

preditivo positivo, valor preditivo negativo e acuracia e seus respectivos intervalos de
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confianca de 95%. Quando os valores ndo 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 ndo foram discriminados em nenhum dos métodos
descritos acima, utilizou-se como Gltimo recurso o valor mais alto do grupo controle
como ponto de corte. Pela analise categdrica da metilagdo, podemos identificar quantos
pacientes eram metilados para um perfil tumoral para um determinado gene e quantos
néo era metilados.

Para a analise da metilagdo baseada nas classes determinadas pelo ponto de
corte descrita acima, a metilacdo foi relacionada com as caracteristicas clinicas 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 ébito por
qualquer causa, sendo o tempo de acompanhamento a data de diagnostico até a data do
obito. As diferencas entre as curvas de sobrevivéncia foram feitas pelo teste de
LogRank. Posteriormente, a relacdo (conjunta) das caracteristicas clinicas e moleculares
em relacdo a sobrevivéncia foi realizada atraves da regressao de COX multipla. Para
isso, foram selecionadas apenas aquelas que obtiveram p<0,2 no teste anterior.

O odds-ratio (OR) com intervalo de confianca de 95% (1C95%) foi demonstrado
para os desfechos analisados pela regressédo logistica.

Em todo o estudo foi considerado um nivel de significancia de 5%. Os dados
foram analisados no programa estatistico SPSS v.21. Os graficos foram elaborados com

0 auxilio do programa GraphPad Prism v.6.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracteristicas Epidemioldgicas e Clinicas dos Pacientes Portadores de SMD

Dos 119 pacientes diagnosticados com SMD, incluidos 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 (minima: 15 anos, maxima: 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 primaria, 8/119 (7%) SMD relacionada
a terapia (RT-SMD) e 5/119 (4%) Leucemia Mielomonocitica Crénica (LMMC). Dentre
0s pacientes com SMD primaria, 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 variaveis clinicas

dos pacientes
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Tabela 9: Variaveis clinicas dos pacientes com SMD.

PERCENTAGEM DE

VARIAVEIS NUMERO DE PACIENTES 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%
DEPENDENCIA 110 92%
TRANSFUSIONAL

Nao 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%
Auséncia de fibrose 12 31,6%
Presenca de fibrose 10 68,4%

Quanto as terapias utilizadas em pacientes com SMD na populacdo estudada,
encontram-se descrita na Tabela 10. A forma terapéutica mais utilizada foi eritropetina
(49% dos pacientes). Entretanto 30% dos pacientes ndo apresentaram resposta a esse
tipo de tratamento necessitando de outras terapias, como o0 tratamento com

hipometilantes (17% dos pacientes).
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Tabela 10. Frequéncia das modalidades terapéuticas aplicadas em com paciente
com SMD.

RESPOSTA AO TRATAMENTO

uUso COM RESPOSTA SEM RESPOSTA
TRATAMENTO N % N % N %
Eritropoetina N_éo 60 >1% - - - -
Sim 57 49% 17% 36% 30 67%
) ] Nao 112 96% * * * *
Lenalidomida Sim 5 4% 0 0% 5 100%
Hipometilante N_éo o 83% : - : -
Sim 20 17% 7% 50% 7 50%
Quimioterapia N.éo 112 97% NA NA NA NA
Sim 4 3% NA NA NA NA
T™O Nfio 111 96% NA NA NA NA
Sim 5 4% NA NA NA NA

*NA- Ndo avaliado

4.1.1 Citogenética Classica

A citogenética cléssica 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 meté&fases para analise citogenética e 31/119 (32%)
pacientes ndo se obteve metéfases, impossibilitando a realizacdo dessa anlise. Sendo
assim, dos pacientes que obtiveram resultado de banda-G, 44/81 pacientes (54%)
possuiam cariétipo normal e 37/81 pacientes (46%) apresentaram cariétipo alterado.

A alteragcdo cromossdmica mais comum envolveu o cromossomo 5 (50-),
ocorrendo em 15/46 pacientes (41%). Foram observadas outras alteragdes frequentes
envolvendo o cromossomo 7 (7/79-) em 7/46 casos (15%), cromossomo 17 (-17/17p-)
em 5/46 casos (11%), cromossomo 11 em 4/34 caso (8%) e cromossomo 20 (-20/20g-)
em 2/46 (4%) dos pacientes.

Os pacientes com cariotipo foram estratificados de acordo com a classificagdo

de grupos citogenéticos estabelecido pelo IPSS E R-IPSS (Figura 1). Conforme o IPSS,

52/81 pacientes (64%) foram classificados como cariotipo de prognéstico favoravel,
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18/81 pacientes (24%) como prognéstico intermedidrio e 10/81 como prognostico
desfavoravel. De acordo com o R-IPSS, 2/81 pacientes (3%) foram classificados como
tendo caridtipo de progndstico muito favoravel, 53/81 pacientes (68%) como cari6tipo
de prognostico favoravel, 17/81 (22%) prognostico intermediério, 2/81 (3%), como

progndstico desfavoravel e 4/81 (5%) como progndéstico muito desfavoravel (Figura 1).
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Figura 1. Distribuicdo dos pacientes portadores de SMD, estratificados de acordo com a
classificacdo de grupos citogenéticos estabelecido pelo IPSS E R-IPSS.
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4.1.2 Estratificacdes de risco dos pacientes com SMD

Dos 81 pacientes com resultado de citogenética, 78 pacientes (pacientes com
SMD priméria) tiveram a discriminacdo do risco prognostico. A grande maioria dos
pacientes foram estratificados nas classes de menor risco (baixo e intermediario) de
acordo com os critérios dos indices de progndsticos IPSS, R-IPSS e WPSS. Segundo 0s
critérios estabelecidos pelo IPSS, 27% (21/78) dos pacientes foram baixo risco, 58%
(45/78) dos pacientes de risco intermediario 1, 10% (8/78) dos pacientes, com risco
intermediario Il e somente 5% dos pacientes (4/78) foram de alto risco. Pela
estratificacdo 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
intermediario, 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 intermediario, 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. Distribuicdo 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 Anélise de Metilagdo e Expressdo Génica de Acordo dom o0s

tipos Celulares

4.2.1 Critérios para analise de metilacéo do IRFs

A andlise de metilacdo dos genes dos IRFs foi realizada de duas maneiras
distintas. Inicialmente, a metilacdo dos genes foi considerada como uma variavel
numérica (quantitativa), utilizando a mediana para comparar os niveis de metilacdo
entre as variaveis avaliadas. Posteriormente, consideramos metilagdo como uma
varidvel categorica (qualitativa) para comparar as diferencas entre as variaveis
avaliadas. Foram utilizadas duas metodologias para a realizacdo da categorizacdo da

metilacéo.

Primeiramente, a metilacdo foi categorizada pela analise da curva ROC. Para
cada gene avaliado, levando em consideragéo todas as amostras (controles e casos) foi
determinado o ponto de corte no nivel de metilacdo capaz de discriminar com a maior
sensibilidade e especificidade os grupos controle e caso. Posteriormente, levando-se em
conta que a metilagdo observada nas amostras normais seja fisiol6gica, a metilacdo foi
determinada utilizando-se como ponto de corte o maior valor de metilagéo observado no

grupo controle. Esta anélise estéa representada pela Tabela 11.

Entre essas duas analises, o ponto de corte foi determinado como aquele que
apresentou a maior sensibilidade e especificidade na discriminacdo entre casos e
controles. Com excecdo 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 metilagdo observado no grupo controle (tabela 7 e 8). A partir da

determinacdo destes pontos de corte, as amostras que apresentaram niveis de metilacao
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abaixo do ponto foram consideradas ndo-metiladas, enquanto aquelas acima do ponto de

corte consideradas metiladas.

Apos a categorizacdo das amostras, esses dados foram utilizados para realizar as

associagdes com as caracteristicas clinicas 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 analise categérica da
metilacao.

Especificidade Prevaléncia da Doenca Acurécia
Gene Ponto de Corte Sensibilidade (%) (%) (%) VPP (%) VPN (%) (%)
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) 119(59-20,8) 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(59-21,0) 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 parénteses, intervalo de confianga (95% IC); VPP — valor preditivo positivo; VPN — valor preditivo negativo; * o gene IRF8
foi 0 Unico 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 metilagao no grupo de controles.
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4.3.2 Critérios para analise de expressao génica dos IRFs

A associacdo da expressdo genica dos IRFs foi realizada considerando-a
como varidvel quantitativa. Para as analises de sobrevida e risco de evolugdo para LMA,
a expressdo foi considerada como varidvel categérica estabelecida pelos pontos de

cortes descrito na Tabela 8.

Primeiramente, a expressdo foi categorizada pela curva ROC. Para cada gene
avaliado, levando em consideracdo todas as amostras (controles e casos) foi
determinado o ponto de corte no nivel de metilacdo que fosse capaz de discriminar com
a maior sensibilidade e especificidade controles e casos. Dessa forma, poderiamos
descriminar um perfil de expressdo baixo para as amostras com nivel de expressao
abaixo desse ponto e um perfil de expressdo alto para niveis de expressdo acima deste
ponto. A expressdo dos genes IRF2, IRF3, IRF7 e IRF9 foram categorizados através da
curva ROC. Para a andlise da expressdo dos outros IRFs, o critério utilizado foi a
mediana do grupo controle de cada gene e considerar esse ponto como corte para a

metilacdo 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 analise categdrica da
expressao génica dos IRFs.

Especificidade Prevaléncia da Doenca Acurécia
Gene Ponto de Corte Sensibilidade (%) (%) (%0) VPP (%) VPN (%) (%)

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) 143(59-27.2) 535
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(0.5-139) 434
IRF5**  0.0213 50.5 (39.7 - 61.3) 455 (16.7 — 76.6) 89.0 (81.1 - 94.4) 88.2(76.1-95.5) 10.2(3.4-222) 500
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(4.6-248) 520
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) 225(9,5-411) 720
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

IRFO*  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 parénteses, intervalo de confianca (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 associagoes:

Grupo: Controles e Casos;

OMS: AR, ARSA, CRDM, AREB, RT-SMD, LMMC,;

Formas SMD: Iniciais (AR + ARSA + CRDM) e Avancadas (AREB);
Caridtipo: Normal e Alterado;

Aneuploidia: Normal, Alterado ndo aneupldidie e Aneupléide;
Delecdo 5q: Normal, Alterado com 5¢- e Alterado sem 5¢-;

Monossomia 7/ del 7g: Normal, Alterado com 7g- e Alterado sem 70-;

Classificacdo Cariotipo IPSS: Favoravel, Intermediario, Desfavoravel e

Muito Desfavoravel;

Classificacdo Cariotipo R-IPSS: Muito Favoravel, Favoravel,

Intermediario, Desfavoravel e Muito Desfavoravel,

Celularidade da MO: hipocelular, normocelular e hipercelular;
Displasia MO: diseritropoese, dismegacariopoese e disgranulopoese;
Fibrose na medula 0ssea: Presente e Ausente;

Fibrose MO presente: Grau I, Grau Il, Grau Il e Grau 1V,

ALIPS: Presente e Ausente;

Micromegacariocitos: Presente e Ausente;

Hemoglobina (R-IPSS): > 10, <10 - >8, < 8g/dL,;

Contagem de Neutrofilos (ANC): ANC >800/uL e ANC <800/uL;
Contagem de plaquetas: >100.000, <50-<100.000 e <50.000/ul;
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, intermadiario-1, intermediério-2 e alto;

Risco (R-IPSS): muito baixo, baixo, intermediério, alto e muito alto;
Risco (WPSS): muito baixo, baixo, intermediério, alto e muito alto;
Dependéncia transfusional: N&o e Sim;

Tratamento com eritropoietina: Sem resposta e com resposta;
Tratamento com hipometilatantes: Sem resposta e com resposta;

Amostra: Diagnostico e Seguimento;
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e Progresséo de doenca: Sim e Néo;
e Evolucdo (LMA): Sim e Néo;
A partir deste momento, para facilitar o entendimento, os resultados serdo
apresentados gene a gene para as andlises realizadas. As variaveis relacionadas a fibrose
medular, presenca de alips e relacionadas a tratamento ndo tiveram associacfes

relevantes e por esse motivo ndo serdo demosntradas nas analises a seguir.
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4.4 Analise de Metilacdo da Regido Promotora e expressao dos Genes IRFS a

Partir de Amostras de Medula Total

4.4.1 Gene IRF1

4.4.1.1 Expressao do gene IRF1

Para analise da expressdo do gene IRF1 foi observada uma associacdo
entre os niveis de expressdo do gene IRF1 e a celularidade da medula Ossea
(p=0,0018) (Figura 3) (Tabela 13). Um maior nivel de expressdo do gene IRF1

(1.66 vezes mais) estd associado a pacientes com medula 6ssea hipocelular (Figura
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* Valor do p para o teste de Kruskal-Wallis (comparacéo do grupo), p<0,05.
**Valor p abaixo do valor da corre¢do de Bonferroni (p=0,0166), para o teste de Mann-Whitnet U,

realizado como pos teste.

Figura 3. Expressdo génica 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. Analise expressdo do gene IRF1 de acordo com as variaveis clinicas dos pacientes com
SMD.

Variaveis clinicas Classes .IRFl — -
N Mediane Minimc¢ Maximc p-Valor
Controle 11 0,54905 0,15767 0,88577
CrLpo Caso 88 059978 01271¢ 245377 0148
AR 11 0,53589 0,16043 2,45377
ARSA 12 0,46713 0,16437 1,27456
CRDM 37 0,63288 0,1271¢& 1,89212
OMS AREBs 16 055963 032197 1.60214 087°
LMMC 3 0,55287 0,24827 0,78187
RT-SMD 7 0,55671 0,17374 1,49485
Baixo Risco 60 0,60500 0,1271€ 2,45377
SO ShlD Alto Risco 17 055671 032197 1.60214 2984
. Normal 31 0,50698 0,16043 1,31039
Cariotipo Normal X Alterado Alterado 22 060186 01271¢ 160214 18
Normal 31 0,50698 0,16043 1,31039
- Alterado com
Aneuploidia aneuploida 8 0,61999 0,17374 0,84968 0,284
Aneuploide 14 0,57676 0,1271& 1,60214
Normal 31 0,50698 0,16043 1,31039
delecéo 5q Alterado com 50- 8 0,59978 0,17374 0,84090 0,208
Alterado sem 5g- 13 0,60710 0,17374 1,60214
Normal 31 0,50698 0,16042 1,31039
-717q Alterado com -7/7q 5 0,74098 0,37242 1,60214 0,109
Alterado sem -7/7q 16 0,59978 0,17374 1,26138
Favoravel 36 0,55768 0,16043 1,31039
Grupos Citogenéticos IPSS Intermediario 12 0,58955 0,1271€ 1,26138 0,907
Desfavoravel 5 0,55478 0,31534 1,60214
Muito favoravel 1 0,69737 0,69737 0,69737
Favoravel 36 0,56156 0,16042 1,31039
Grupos Citogenéticos R-1PSS Intermediario 9 0,55287 0,12718 1,26138 0,779
Desfavoravel 1 0,55478 0,5547¢ 0,55478
Muito desfavoravel 3 0,65975 0,31534 1,60214

Caracteristicas da BMO
Hipocelular 7 0,84090 053775 2,45377
Celularidade BMO Normocelular 8 0,70806 0,160432 1,74110 0,018
Hipercelular 45  0,50698 0,1271€ 1,89212
. Auséncia 24 0,65539 0,1271€ 1,89212
Diseritropoese BMO Presenca 27 055864 0,1609¢ 1,74110 313
. . Auséncia 34 0,55575 0,1609¢ 1,89212
Dismegacariopoese BMO Presenca 17 067129 0,1271¢ 149485 00
. Auséncia 15  0,55287 0,1609¢ 1,60214
DIEGEIMN Eeees (20 Presenca 36 066897 0,1271€ 189212 1%
. - Auséncia 48 0,59978 0,1609¢ 1,74110
Micromegacariocito BMO Presenca 12 055103 0.1271€ 1,89212 2098
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Continuacao Tabela 13. Analise expressdo do gene IRF1 de acordo com as variaveis clinicas dos
pacientes com SMD.

IRF1
Variaveis clinicas Classes Mediana Minimo Maximo Valor
>=10 0,55575 0,17374 0,84090
HB (R-IPSS) 8-<10 28 0,61789 0,12718 2,45377 0,392
<8 39 0,63069 0,16099 1,89212
>=800 56 0,58035 0,16043 2,45377
ANC (R-IPSS) <800 29 065075 012718 174110 210
>=100 40 0,55479 0,16043 1,89212
Plaquetas (R-1PSS) 50-<100 23 0,66665 0,12718 2,45377 0,773
<50 22 0,61889 0,17374 1,74110
0 10 0,38962 0,17374 0,74484
, . . 1 26 0,59978 0,16043 2,45377
NuUmero de Citopenias (IPSS) > 24 0.61999 0.16099 1 49485 0,250
3 25 0,63949 0,12718 1,74110
0 10 0,38962 0,17374 0,74484
, . . 1 34 0,59156 0,16043 1,89212
Numero de Citopenias (R-I1PSS) 5 21 0.69979 0.16099 245377 0,099
3 0,60199 0,12718 1,74110
Sideroblastos em anel
Auséncia 55 0,58439 0,12718 2,45377
Sideroblastos em anel Presenca 26 058955 016009 174110 816
0 55 0,58439 0,12718 2,45377
Percentagem de sideroblastos em anel 1-14% 6 0,67169 0,33102 1,74110 0,162
Acimade 15% 20 0,52143 0,16099 1,49485
Blastos MO
Menor Iguala2 59 0,60710 0,12718 2,45377
>2% - <5% 9 0,59874 0,16043 1,19748
Percentagem de blastos (R-1PSS) 506-10% 9 0.58035 0.33102 079554 0,833
>10% 8 0,35520 0,32197 1,60214

Classificacéo de Risco

Baixo 15 0,39502  0,16043 0,84968
Intermediariol 26 0,60082 0,12718 1,31039
Grupo de Risco (IPSS) :?termedlarlo 4 0,45916 0,31534 065975
Alto 4 0,46360  0,33102 1,60214
Muito baixo 6 0,38372 0,16099 0,84090
Baixo 26 0,59156 0,16437 1,31039
Grupos de Risco (R-1PSS) Intermediario 8 0,55867 0,12718 1,26138 0.640
Alto 5 0,63949 0,55478 1,19748
Muito alto 5 0,33798 0,31534 1,60214
Muito baixo 4 0,44560  0,26794 0,84968
Baixo 17 0,39502  0,16043 1,27456
Grupo de Risco (WPSS) Intermediario 16 0,60186  0,12718 1,31039 0,380
Alto 6 0,60992  0,31534 1,26138
Mmto alto 3 0,37242  0,33102 1,60214
Dependéncia transfusional Nao 0,55671 0,16043 2,45377
Sim 47 0,60710 0,12718 1,89212
~ Nao 74 0,58237  0,12718 2,45377
2elligER Sim 11 060082 0023407 111729 /%8
Obito N.éo 33 0,55671 0,16043 2,45377
Sim 28 0,64632 0,12718 1,89212
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4.4.1.2 Metilagdo da regido promotora do gene IRF1

Para a analise de metilacdo do gene IRF1 foi observada uma associacao entre
metilacdo e os subtipos de SMD classificados de acordo com a OMS e entre as formas
de SMD (p<0.001, respectivamente) (Tabela 14). A frequéncia 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 metilacdo do IRF1 (76%, 100% e 75%) (Tabela 14). Para a
comparacéo entre as formas de SMD, o gene IRF1 foi metilado em 82% dos pacientes
com forma avangada e somente 33% dos pacientes com formas iniciais (Tabela 14).

A metilacdo do IRF1 foi associada a pacientes com percentagem de blastos
acima de 2% na medula déssea (p=0,018) (Tabela 14). Pacientes com blastos entre <2%-
<5%, 5%-<10% e >10% apresentaram maior frequéncia 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 associacdo importante foi que a metilagédo do gene IRF1 foi associada a
categorias de risco do R-IPSS (p=0.006) (Tabela 14). Uma alta frequéncia de pacientes
com o IRF1 metilado foi associada aos grupos de risco intermediario, alto e muito alto
(71%, 100% e 80%, respectivamente) (Tabela 14).

Sendo assim, nossos resultados sugerem que a metilacdo dos IRF1 esta
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 metilagdo da regido promotora do gene IRF1 de acordo com as
variaveis clinicas dos pacientes com SMD.

Variaveis clinicas

Grupo

OMS

Formas SMD
Carittipo

Carittipo Normal X
Alterado

Aneuploidia

Delecdo 5q

-717q

Grupos Citogenéticos IPSS

Grupos Citogenéticos R-
IPSS

Caracteristicas da BMO

Celularidade BMO

Diseritropoese BMO
Dismegacariopoese BMO
Disgranulopoese BMO

Micromegacariocito BMO

Classes

Controle

Caso

AR

ARSA

CRDM

AREBs
LMMC

RT-SMD

Baixo Risco

Alto Risco

Normal

Alterado

Normal

Alterado com
aneuploida
Aneuploide
Normal

Alterado com 5g-
Alterado sem 5¢-
Normal

Alterado com -7/7q

Alterado sem -7/7q
Favoravel
Intermediario
Desfavoravel
Muito favoravel
Favoravel
Intermediario
Desfavoravel

Muito desfavoravel

Hipocelular
Normocelular
Hipercelular
Auséncia
Presenca
Auséncia
Presenca
Auséncia
Presenca
Auséncia
Presenca

IRF1
Nao Metilado Metilado

N % N %

4 36,4% 7 63,6%
48 52,7% 43 47,3%
7 77,8% 2 22,2%
13 100,0% 0 0,0%
22 53,7% 19 46,3%
4 23,5% 13 76,5%
0 0,0% 3 100,0%
2 25,0% 6 75,0%
43 67,2% 21 32,8%
3 17,6% 14 82,4%
19 54,3% 16 45, 7%
11 44,0% 14 56,0%
19 54,3% 16 45,7%
4 44.4% 5 55,6%
7 43,8% 9 56,3%
19 54,3% 16 45,7%
4 50,0% 4 50,0%
6 37,5% 10 62,5%
19 54,3% 16 45,7%
2 40,0% 3 60,0%
8 42.1% 11 57,9%
21 53,8% 18 46,2%
8 53,3% 7 46,7%
1 20,0% 4 80,0%
2 100,0% 0 0,0%
21 53,8% 18 46,2%
6 46,2% 7 53,8%
0 0,0% 1 100,0%
0 0,0% 2 100,0%
2 28,6% 5 71,4%
5 55,6% 4 44,4%
27 60,0% 18 40,0%
11 50,0% 11 50,0%
19 65,5% 10 34,5%
20 64,5% 11 35,5%
10 50,0% 10 50,0%
8 53,3% 7 46,7%
22 61,1% 14 38,9%
29 65,9% 15 34,1%
8 50,0% 8 50,0%

p-Valor
0,353

<0,001

<0,001

0,601

0,765

0,567

0,666

0,463

0,371

0,341

0,389
0,304
0,607

0,262
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Continuacéo Tabela 14. Analise qualitativa da metilacdo da regido promotora do gene IRF1 de
acordo com as variaveis clinicas dos pacientes com SMD.

IRF1
Variaveis clinicas Classes Né&o Metilado Metilado
N % N % p-Valor
>=10 13 50,0% 13 50,0%
HB (R-IPSS) 8-<10 15 60,0% 10 40,0% 0,742
<8 20 51,3% 19 48,7%
>=800 34 55,7% 27 44,3%
ANC (R-IPSS) <800 14 483% 15 51,7% 0,652
>=100 27 65,9% 14 34,1%
Plaquetas (R-1PSS) 50-<100 11 42,3% 15 57,7% 0,100
<50 10 43,5% 13 56,5%
0 6 50,0% 6 50,0%
, . . 1 18 64,3% 10 35,7%
Ndmero de Citopenias (IPSS) 5 14 51.9% 13 48.1% 0,521
3 10 43,5% 13 56,5%
0 7 50,0% 7 50,0%
, . . 1 23 65,7% 12 34,3%
Numero de Citopenias (R-I1PSS) 5 10 45.5% 12 54.5% 0,200
3 8 42,1% 11 57,9%

. Auséncia 23 41,1% 33 58,9%
Sideroblastos em anel Presenca 21 80.8% 5 19.2% 0,001
Percentagem de sideroblastos em 0 23 41,1% 33 58,9%
anel 1-14% 5 83,3% 1 16,7% 0,004

Acima de 15% 16 80,0% 4 20,0%
Menor Igual a 2 40 64,5% 22 35,5%
>2% - <5% 3 33,3% 6 66,7%
Percentagem de blastos (R-1PSS) 506-10% 3 273% 8 72.7% 0,018
>10% 2 25,0% 6 75,0%
Baixo 10 62,5% 6 37,5%
. Intermediario | 16 53,3% 14 46,7%
CruE elRlnEeD (129, Intermediario 11 1 167% 5 83,3% 0,249
Alto 1 33,3% 2 66,7%
Muito baixo 4 40,0% 6 60,0%
Baixo 22 71,0% 9 29,0%
Grupos de Risco (R-IPSS) Intermediario 2 28,6% 5 71,4% 0,006
Alto 0 0,0% 3 100,0%
Muito alto 1 20,0% 4 80,0%
Muito baixo 3 100,0% 0 0,0%
Baixo 14 60,9% 9 39,1%
Grupo de Risco (WPSS) Intermediario 10 52,6% 9 47,4% 0,163
Alto 1 16,7% 5 83,3%
Muito alto 1 50,0% 1 50,0%
A - . Nao 21 52,5% 19 47,5%
Dependéncia transfusional sim 24 53 3% 21 46.7% 0,461
~ Nao 42 51,2% 40 48,8%
Evolugdo Sim 6 66,7% 3 33,3% 0,491
Obito Nao 18 47,4% 20 52,6%
Sim 13 46,4% 15 53,6%




4.4.2 Gene IRF2

4.4.2.2 Expresséo do gene IRF2

Pela analise da expressao foi observado que um maior nivel de expressdo
do gene IRF2 em SMD quando comparada a individuos saudaveis (p=0.002) (Figura 4)
(Tabela 15). Na comparacdo entre 0s subgrupos da OMS, o gene IRF2 foi duas vezes
mais expresso em AR quando comparada ao subtipo CRDM. Quando a expressao do
IRF2 de cada subgrupo da OMS foi comparada ao grupo controle, todas as comparacdes
foram diferentes estatisticamente. Ressaltamos que a expressédo do IRF2 foi 4.9 vezes
maior em pacientes com AR quando comparada a individuos 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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p=0.002

Expressédo gene IRF2 ( 2"”) -log2

-10 -

Controle SMD

Figura 4. Perfil de expressdo génica do gene IRF2 em células de medula total de
paciente portadores de SMD. A. O gene IRF2 apresenta maior nivel de expressao
génica (2.2 vezes mais) em células de SMD do que em células de individuos
controles.
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*Considerar valor do p para o teste de Kruskal-Wallis (comparacdo do grupo), p<0,05.
**Considerar significativo o p abaixo do valor da correcdo de Bonferroni (p=0,0166), para os testes de Mann-
Whitnet U, realizado como pds teste.

Ar. Anemia refrataria; ARSA. Anemia refratéria com sideroblastos em anel; CRDM. Citopenia refrataria com

displasia em multilinhagens; AREB. Anemia refratéria com excesso de blastos.

Figura 5. Perfil de expressdo génica do gene IRF2 em células de medula total de
paciente portadores de SMD de acordo com a classificagdo OMS. A. Um maior
nivel de expressdo do gene IRF2 esta correlacionada com o subtipo AR em SMD. A
expressdao 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 expressdo 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, ndo

demostrados na figura).
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Tabela 15. Analise expressao do gene IRF2 de acordo com as variaveis clinicas dos pacientes
com SMD.

Variaveis clinicas Classes IRF2
N Mediana Minimo Maximo p-Valor
Controle 17 0,0307 0,0020 0,2423
Grupo Caso 121 00708 00102 03368 0%
AR 13 0,1502 10,0427 0,2624
ARSA 14 0,0787 0,0533 0,1382
CRDM 59 0,0725 10,0194 0,3368
OMS AREBs 20 0,0577 0,0102 0,2457 0,021
LMMC 5 0,0583 10,0309 0,0643
RT-SMD 8 0,0364 10,0253 10,0741
Baixo Risco 87 0,0808 0,0194 0,3368
Formas SMD Alto Risco 20 00533 00102 002457 112
o Normal 44 0,0725 10,0253 0,2357
Cari6tipo Normal X Alterado Alterado 37 00714 00102 02624 0,978
Normal 44 0,0725 0,0253 0,2357
Aneuploidia PUTETERID a0 17 00871 00102 02624 0,855
aneuploida
Aneuploide 20 0,0680 0,0353 0,2457
Normal 44 0,0725 0,0253 0,2357
Delecdo 5q Alterado com 50- 15 0,0648 0,0364 0,2382 0,696
Alterado sem 5g- 21 0,1069 10,0102 0,2624
Normal 44 0,0725 0,0253 0,2357
-717q Alterado com -7/7q 9 0,0720 0,0575 0,2457 0,721
Alterado sem -7/7q 27 0,0765 0,0102 0,2624
Favoravel 52 0,0741 10,0253 0,2624
Grupos Citogenéticos IPSS Intermediario 18 0,0617 10,0102 0,1749 0,420
Desfavoravel 10 0,0708 0,0402 0,2457
Muito favoravel 2 0,1363 0,1363 0,1363
Favoravel 53 0,0741 0,0253 0,2624
Grupos Citogenéticos R-1PSS Intermediario 17 0,0652 0,0102 0,1749 0,557
Desfavoravel 2 0,0492 0,0492 0,0492
Muito desfavoravel 4 0,1233 0,0402 0,2457
Caracteristicas da BMO
Hipocelular 12 0,0720 0,0194 0,2457
Celularidade BMO Normocelular 14 0,0866 0,0466 0,2357 0,277
Hipercelular 55 0,0643 10,0102 0,2382
N Auséncia 31 0,0638 0,0194 0,2457
Diseritropoese BMO Presenca 37 00741 00102 02382 7%
. . Auséncia 45 0,0686 0,0194 0,2457
Dismegacariopoese BMO Presenca 23 00741 00102 02341 2780
" Auséncia 18 0,0634 0,0344 0,2457
UG EIEREE2 2140 Presenca 50 00733 00102 02382 720
. . Auséncia 60 0,0814 10,0102 0,3368
Micromegacariocito BMO Presenca 29 0.0648 00353 0.1382 0,130
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Continuacao Tabela 15. Analise expressdo do gene IRF2 de acordo com as variaveis clinicas dos
pacientes com SMD.

S IRF2
Variaveis clinicas Classes N Mediana Minimo Maximo p-Valor
>=10 32 0,0594 0,0253 0,2277
HB (R-1PSS) 8-<10 32 00705 00102 02624 0,501
<8 54 0,0756 0,0194 0,3368
>=800 78 0,0771 0,0102 0,3368
ANC (R-IPSS) <800 40 00652 0094 02457 0115
>=100 55 0,0731 0,0253 0,2624
Plaquetas (R-1PSS) 50-<100 32 0,0652 0,0102 0,2277 0,385
<50 31 0,0762 0,0266 0,3368
0 14 0,0569 0,0343 10,1749
, . . 1 36 0,0822 0,0253 0,2624
Numero de Citopenias (IPSS) > 35 0,0705 0.0266 0,3368 0,405
3 33 0,0708 0,0102 0,2457
0 17 0,0569 0,0343 0,1749
, . . 1 45 0,0892 0,0253 0,2624
Numero de Citopenias (R-1PSS) 5 30 0,0689 00102 03368 0,229
3 26 0,0680 0,0194 0,2457
. Auséncia 79 0,0689 0,0158 0,2624
Sideroblastos em anel Presenca 31 00771 00102 03368 073
0 79 0,0689 0,0158 0,2624
Percentagem de sideroblastos em anel 1-14% 9 0,0884 0,0451 0,3368 0,078
Acima de 15% 22 0,0705 0,0102 0,1523
Menor Iguala2 86 0,0741 0,0194 0,3368
>2% - <5% 11 0,0689 0,0402 0,2357
Percentagem de blastos (R-1PSS) 506-10% 12 0.0451 00102 0.1544 0,476
>10% 9 0,0664 0,0390 0,2457
Baixo 21 00767  0,0475 0,2624
Intermediario I 43 0,0771 0,0253 0,2357
Grupo de Risco (IPSS) :?termedlarlo 8 0,0579 00102 01233
Alto 4 0,0600 0,0451 0,2457
Muito baixo 13 0,0551 0,0417 10,1363
Baixo 40 0,0986 0,0253 0,2624
Grupos de Risco (R-IPSS) Intermediario 11 0,0613 0,0309 10,0708 0,051
Alto 6 0,1154 0,0102 10,2357
Muito alto 7 0,0708 0,0402 0,2457
Muito baixo 6 0,0987 0,0527 0,2624
Baixo 25 0,0767 0,0417 0,2176
Grupo de Risco (WPSS) Intermediario 25 0,0847 0,0253 10,2382 0,632
Alto 13 0,0572 0,0102 10,1233
Muito alto 3 0,0708 0,0451 0,2457
Dependéncia transfusional, evolucéo e 6bito
i . Néao 49 0,0689 0,0253 0,2277
Dependéncia transfusional sim 61 0.0741 00102 0.3368 0,826
Evolugio N.éo 104 0,0717 0,0102 0,3368 0.600
Sim 14 0,0643 0,0309 10,2382 !
L. Néao 48 0,0634 0,0253 10,1713
Obito Sim 39 0,0714 0,0102 0,3368
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4.4.2.2 Metilacdo da regido promotora do gene IRF2

Para o gene IRF2 foi observado que a maioria dos pacientes com SMD néo
apresentam metilacdo do gene. Foi observado que o gene IRF2 ndo metilado esta
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) ndo apresentam a metilacdo do gene IRF2. Entretanto,

47% (8/18) dos individuos do subtipo AREB apresentam o IRF2 metilado (Tabela 16).

A partir da avaliacdo da metilacdo do IRF2 com variaveis citogenéticas,
observou-se que a metilagdo do gene IRF2 foi diferente entre os grupos avaliados em
relacdo ao cariotipo com delecdo do cromossomo 5 (p=0,045) (Tabela 16). Somente
12,5% dos pacientes com dele¢do do cromossomo 5¢ apresentavam a metilacdo do gene
IRF2, enquanto 37,5% dos pacientes que possuiam outros tipos de alteracBes estavam
metilados (Tabela 16). Outra associa¢do observada foi entre a metilagdo do IRF2 em
pacientes classificados de acordo com o cari6tipo pelos critérios do IPSS (p=0.007) e R-
IPSS (p=0.014). A partir dessa analise foi observado que 60% dos pacientes com
cariotipo desfavoravel pelo IPSS apresentaram o gene IRF2 metilado, enquanto 8% e
28% dos pacientes com cariotipo favoravel e intermediario, respectivamente tinham o
IRF2 metilado (Tabela 16).

A metilacdo do gene IRF2 foi associada a citopenias periféricas em SMD. A
frequéncia de pacientes com o IRF2 metilado e com neutroéfilo abaixo de 800/uL (31%)
foi maior que a frequéncia de pacientes com neutréfilo acima de 800/uL (13%)
(p=0,042) (Tabela 16). A frequéncia de pacientes com IRF2 metilado e que possuiam

plaquetas abaixo de 50.000/uL (39%) foi maior que a frequéncia de pacientes com
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plaquetas acima de 100.000/uL (7%) (p=0,010) (Tabela 16). Quanto ao nimero 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 associacdo importante foi observada entre a metilacdo do gene IRF2 e a
percentagem de blastos na medula 6ssea (p=0,016) (Tabela 16). Uma maior frequéncia
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 metilacdo 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 trés critérios, tiveram uma maior frequéncia

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 estd metilado é associado a caracteristicas agressivas
da doenca, como cariotipo de progndéstico desfavoravel, neutréfilo abaixo de 800/pL,
plaquetas abaixo de 50.000/uL, 3 citopenias e blastos >5. Ademais, a metilacdo 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 metilacdo da regido promotora do gene IRF2 de acordo com as
variaveis clinicas dos pacientes com SMD.

IRF2
Variaveis clinicas Classes Nao Metilado Metilado
N % N % p-Valor
Controle 10 90,9% 1 9,1%
CrLpo Caso 74 81.3% 17 18,7% it
AR 9 100,0% 0 0,0%
ARSA 12 92,3% 1 7.7%
CRDM 33 80,5% 8 19,5%
OMS AREBs 9 52.9% 8 471% 0,024
LMMC 3 100,0% 0 0,0%
RT-SMD 8 100,0% 0 0,0%
Baixo Risco 54 84,4% 10 15,6%
SO ShlD Alto Risco 10 58.8% 7 412% 0,085
Carittipo Normal X Normal 32 91,4% 3 8,6% 0.077
Alterado Alterado 18 72,0% 7 28,0% '
Normal 32 91,4% 3 8,6%
- Alterado com
Aneuploidia aneuploida 6 66,7% 3 33,3% 0,097
Aneuploide 12 75,0% 4 25,0%
Normal 32 91,4% 3 8,6%
Delecdo 5q Alterado com 5¢- 7 87,5% 1 12,5% 0,045
Alterado sem 5g- 10 62,5% 6 37,5%
Normal 32 91,4% 3 8,6%
-717q Alterado com -7/7q 3 60,0% 2 40,0% 0,066
Alterado sem -7/7q 14 73,7% 5 26,3%
Favoravel 36 92,3% 3 7,7%
Grupos Citogenéticos IPSS  Intermediario 11 73,3% 4 26,7% 0,007
Desfavoravel 2 40,0% 3 60,0%
Muito favoravel 1 50,0% 1 50,0%
. " Favoravel 36 92,3% 3 7.7%
ﬁ,‘g’gos Citogeneticos R~ ormediario 10 76.9% 3 231% 0,014
Desfavoravel 0 0,0% 1 100,0%
Muito desfavoravel 1 50,0% 1 50,0%
Hipocelular 5 71,4% 2 28,6%
Celularidade BMO Normocelular 8 88,9% 1 11,1% 0,541
Hipercelular 39 86,7% 6 13,3%
L Auséncia 19 86,4% 3 13,6%
Diseritropoese BMO Presenca 26 89.7% 3 10.3% 0,718
. . Auséncia 26 83,9% 5 16,1%
Dismegacariopoese BMO Presenca 19 95.0% 1 5.0% 0,228
. Auséncia 13 86,7% 2 13,3%
Disgranulopoese BMO Presenca 3 88.9% 4 11.1% 0,822
. .. Auséncia 37 84,1% 7 15,9%
Micromegacariocito BMO Presenca 15 93.8% 1 6.3% 0,330
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Continuacgdo Tabela 16. Analise qualitativa da metilacdo da regido promotora do gene IRF2 de
acordo com as variaveis clinicas dos pacientes com SMD.

IRF2
Variaveis clinicas Classes Né&o Metilado Metilado
N % N % p-Valor
>=10 21 80,8% 5 19,2%
HB (R-IPSS) 8-<10 20 80,0% 5 20,0% 0,999
<8 32 82,1% 7 17,9%
>=800 53 86,9% 8 13,1%
ANC (R-1PSS) <800 20 69,0% 9 31,0% 0,042
>=100 38 92,7% 3 7,3%
Plaquetas (R-1PSS) 50-<100 21 80,8% 5 19,2% 0,010
<50 14 60,9% 9 39,1%
0 11 91,7% 1 8,3%
, . . 1 27 96,4% 1 3,6%
Numero de Citopenias (IPSS) 5 29 81 5% 5 18.5% 0,002
3 13 56,5% 10 43,5%
0 12 85,7% 2 14,3%
, . . 1 33 94,3% 2 5,7%
Numero de Citopenias (R-1PSS) 5 17 77.3% 5 22.7% 0,010
3 11 57,9% 8 42,1%
Sideroblastos em anel
. Auséncia 46 82,1% 10 17,9%
Sideroblastos em anel Presenca 29 84 6% 4 15.4% 0,782
. 0 46 82,1% 10 17,9%
gﬁgclzentagem de sideroblastos em 1-14% 5 83 3% 1 16.7% 0,058
Acima de 15% 17 85,0% 3 15,0%

Blastos MO

Menor Igual a 2 53 85,5% 9 14,5%
- 0, 0,
Percentagem de blastos (R-1PSS) ;(i)flo:/f % ? 1603069’ /f) 2 306‘;?4& 0,016
>10% 4 50,0% 4 50,0%
Classificacdo de Risco
Baixo 16 100,0% 0 0,0%
. Intermediario | 25 83,3% 5 16,7%
Eripo et Nee{Ires) Intermediario Il 4 66.7% 2 33.3% UL
Alto 1 33,3% 2 66,7%
Muito baixo 9 90,0% 1 10,0%
Baixo 29 93,5% 2 6,5%
Grupos de Risco (R-1PSS) Intermediario 5 71,4% 2 28,6% 0,003
Alto 0 0,0% 3 100,0%
Muito alto 4 80,0% 1 20,0%
Muito baixo 3 100,0% 0 0,0%
Baixo 22 95,7% 1 4,3%
Grupo de Risco (WPSS) Intermediario 16 84,2% 3 15,8% 0,007
Alto 2 33,3% 4 66,7%
Muito alto 1 50,0% 1 50,0%
. . Nao 34 85,0% 6 15,0%
Dependéncia transfusional sim 35 77.8% 10 22.2% 0,395
x N&o 68 82,9% 14 17,1%
SollgE sim 6 66,7% 3 33,3% Jfery
Obit Nao 33 86,8% 5 13,2%
1o Sim 20 714% 8  28,6%
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443 Gene IRF3

4.4.3.1 Expresséo do gene IRF3

Na andlise da expressdao do gene IRF3 foi observado que um maior nivel de
expressao estava associado a pacientes com SMD quando comparados a individuos

saudaveis (p=0,002) (Tabela 17).

Um maior nivel de expressdo do gene IRF3 foi também associada a citopenias
periféricas caracteristicas de pacientes com SMD. O gene IRF3 foi mais expresso em
pacientes com niveis de hemoglobina abaixo de 10g/dL (p=0.034) e mais expresso em
pacientes com o numero de neutréfilos abaixo de 800/uL (p=0,036) (Tabela 17).
Pacientes com 2/3 citopenias possuiam maior nivel de expressdo do gene IRF3, pelo
critério do IPSS (p=0,019) e pelo R-IPSS, que utiliza critérios mais rigidos para
classificar as citopenias, a maior expressdo 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 nivel da
expressdo do gene IRF3 estd associada a pacientes com SMD. Essa associacdo pode
estar relacionada a valores menores de hemoglobina e neutrofilos e presenca de 3

citopenias.
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Tabela 17. Analise expressdo do gene IRF3 de acordo com as variaveis clinicas dos pacientes
com SMD.

Variaveis clinicas Classes I.RF3 — —
N Mediana Minimo Maéximo p-Valor
Controle 11 0,0277 0,0000 0,0797
Cleo Caso 89 00677 0,0007 02717 %092
AR 11 0,0708 0,0224 0,1941
ARSA 12 0,0506 0,0273 0,2066
CRDM 38 0,0672 0,0047 0,2717
OMS AREBs 16 00898 00007 02349 2068
LMMC 3 0,0404 0,0341 0,1088
RT-SMD 7 0,0434 10,0118 0,1134
Baixo Risco 61 0,0670 0,0047 0,2717
ReluEEhle Alto Risco 17 0,0887 0,0007 02349 2068
e Normal 31 0,0571 0,0193 0,2080
Cari6tipo Normal X Alterado Alterado 29 0.0714 00007 02222 0,563
Normal 31 0,0571 0,0193 0,2080
Aneuploidia Alterado com 8 0,0570 0,0007 0,1103 0,528
aneuploida
Aneuploide 14 0,0714 0,0201 0,2222
Normal 31 0,0571 0,0193 0,2080
Delecéo 5q Alterado com 50- 8 0,0510 0,0138 0,0967 0,389
Alterado sem 5g- 13 0,0828 0,0007 0,2222
Normal 31 0,0571 0,0193 0,2080
-717q Alterado com -7/7q 5 0,0828 0,0138 0,2222 0,794
Alterado sem -7/7q 16 0,0714 0,0007 0,1103
Favoravel 36 0,0578 0,0138 0,2080
Grupos Citogenéticos IPSS Intermediario 12 0,0648 0,0007 0,1103 0,495
Desfavoravel 5 0,0828 0,0363 0,2222
Muito favoravel 1 0,0715 0,0715 0,0715
Favoravel 36 0,0556 0,0138 0,2080
Grupos Citogenéticos R-IPSS Intermediario 9 0,0825 0,0007 0,1103 0,939
Desfavoravel 1 0,0645 0,0645 0,0645
Muito desfavoravel 3 0,0902 10,0363 0,2222

Caracteristicas da BMO
Hipocelular 8 0,0335 0,0087 0,2222
Celularidade BMO Normocelular 8 0,1064 0,0201 0,2080 0,229
Hipercelular 45 0,0632 0,0007 0,2717
- Auséncia 25 0,0670 0,0087 0,2717
DIESITEEEEED EIO Presenca 27 00482 00007 01451 2390
. . Auséncia 35 0,0571 10,0087 0,2717
Dismegacariopoese BMO Presenca 17 00583 00007 02066 288
: Auséncia 15 0,0559 0,0116 0,2222
DIEGEIMU OEeses (B0 Presenca 37 00632 00007 02717 2064
. . Auséncia 48 0,0657 0,0007 0,2717
Micromegacariocito BMO Presenca 13 00583 00087 02066 o2
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Continuacgao Tabela 17. Analise expressdo do gene IRF3 de acordo com as variaveis clinicas dos
pacientes com SMD.

Variaveis clinicas Classes . IR.F3 .
N Mediana Minimo Maximo p-Valor

>=10 18 0,0436 0,0047 0,1062

HB (R-IPSS) 8-<10 28 0,0794 0,0007 0,2222 0,034
<8 40 0,0751 0,0087 0,2717
>=800 56 0,0578 0,0007 0,2717

ANC (R-IPSS) <800 30 00899 00087 02222 2036
>=100 41 0,0559 0,0047 0,2066

Plaquetas (R-1PSS) 50-<100 23 0,0797  0,0007 0,2717 0,115
<50 22 0,0847 0,0093 0,2349
0 10 0,0447 0,0047 0,1062

Ndmero de Citopenias (IPSS) ; ;g 88222 88(1)333 83228 0,019
3 25 0,0896 0,0007 0,2717
0 10 0,0447 0,0047 0,1062

Numero de Citopenias (R-1PSS) ; g;’ 8822 88833 853?3 0,028
3 20 0,0906 0,0116 0,2222

Sideroblastos em anel

. Auséncia 56 0,0695  0,0047 0,2349
Sideroblastos em anel Presenca 26 00634 00007 02222 776
0 56 0,0695  0,0047 0,2349
Percentagem de sideroblastos em anel 1-14% 6 0,1083  0,0201 0,2222 0,088

Acima de 15% 20 0,0467  0,0007 0,2066

Blastos MO

Menor Igual a 2 59 0,0670  0,0047 0,2717

>2%% - <5% 10 00383 00087 02080
Percentagem de blastos (R-1PSS) 506-10% 9 00677 00007 01743 0,074
>10% 8 00898  0,0632 0.2349

Classificacdo de Risco

Baixo 15 0,0459  0,0138 0,1103
. Intermediario | 26 0,0785 0,0193 0,2080
B e (60 (17545] Intermediario 1l 4 0,0633  0,0007 0,0909
Alto 4 0,0826  0,0645 0,2222
Muito baixo 6 0,0447 0,0138 10,0715
Baixo 26 0,0689  0,0193 0,1436
Grupos de Risco (R-1PSS) Intermediario 8 0,0584  0,0341 0,1088 0,197
Alto 5 0,0902  0,0007 0,2080
Muito alto 5 0,0828  0,0363 0,2222
Muito baixo 4 0,0742 0,0224 0,1103
Baixo 17 0,0540 0,0138 0,1431
Grupo de Risco (WPSS) Intermediario 16 0,0833  0,0201 0,2080 0,274
Alto 6 0,0771  0,0007 0,1743
Muito alto 3 0,0828  0,0825 0,2222
. . Nao 33 0,0559  0,0047 0,2717
Dependéncia transfusional sim 48 0.0692 0.0007 0.2349 0,590
~ N&o 75 0,0670  0,0007 0,2717
EEllED Sim 11 00875 00289 01451 0473
Obito N.éo 34 0,0615  0,0087 0,2066
Sim 28 0,0788  0,0007 0,2349
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4.4.3.2 Metilagdo da regido promotora do gene IRF3

No presente trabalho, a metilagédo 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). E
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 metilacido do gene
IRF3 foi associada a formas mais avangadas da doenca (88%), enquanto somente 29,7%
dos pacientes com formas inicias da doenca (AR, ARSA e CRDM) apresentavam

metilacdo do IRF3 (p<0,001).

A metilacdo do gene IRF3 esta associada a pacientes com micromegacariocitos
(75% desses pacientes possuem metilacdo do IRF3) (p=0,008) e pacientes com a
presenca de disgranulopoese na medula dssea (58,3% dos pacientes com digranulopoese

apresentavam metilacao o IRF3) (p=0,039) (Tabela 18).

Ademais, a metilacdo 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 metilacéo do gene IRF3.

Em resumo, a metilacio o gene IRF3 esta associada a SMD e é
predominantemente metilado em pacientes com formas mais agressivas da doenca,
como o subtipo AREB e RT-SMD. Assim como também, a metilacdo do gene IRF3 esta
associada a presenca disgranulopoese, micromegacariocitos e presenca de blastos na

medula 6ssea.
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Tabela 18. Analise qualitativa da metilagdo da regido promotora do gene IRF3 de acordo com as
variaveis clinicas dos pacientes com SMD.

IRF3
Variaveis clinicas Classes Nao Metilado Metilado
N % N % p-Valor
Controle 11 100,0% 0 0,0%
CrLpo Caso 47 51,6% a4 284% 0,002
AR 8 88,9% 1 11,1%
ARSA 8 61,5% 5 38,5%
CRDM 28 68,3% 13 31,7%
OMS AREBs 2 11.8% 15 882% <0,001
LMMC 1 33,3% 2 66,7%
RT-SMD 0 0,0% 8 100,0%
Baixo Risco 45 70,3% 19 29,7%
SO ShlD Alto Risco 2 11,8% 15 88.2% ol
Carittipo Normal X Normal 19 54,3% 16 45,7% 0.999
Alterado Alterado 14 56,0% 11 44,0% '
Normal 19 54,3% 16 45,7%
- Alterado com
Aneuploidia aneuploida 7 77,8% 2 22,2% 0,295
Aneuploide 7 43,8% 9 56,3%
Normal 19 54,3% 16 45,7%
Delecdo 5q Alterado com 5¢- 5 62,5% 3 37,5% 0,999
Alterado sem 5g- 9 56,3% 7 43,8%
Normal 19 54,3% 16 45,7%
-717q Alterado com -7/7q 5 100,0% 0 0,0% 0,103
Alterado sem -7/7q 9 47,4% 10 52,6%
Favoravel 22 56,4% 17 43,6%
Grupos Citogenéticos IPSS  Intermediario 8 53,3% 7 46,7% 0,999
Desfavoravel 3 60,0% 2 40,0%
Muito favoravel 1 50,0% 1 50,0%
. " Favoravel 23 59,0% 16 41,0%
ﬁ,‘g’gos Citogeneticos R~ ormediario 7 53.8% 6  462% 0,906
Desfavoravel 0 0,0% 1 100,0%
Muito desfavoravel 1 50,0% 1 50,0%
Hipocelular 5 71,4% 2 28,6%
Celularidade BMO Normocelular 4 44.4% 5 55,6% 0,583
Hipercelular 25 55,6% 20 44,4%
L Auséncia 10 45,5% 12 54,5%
Diseritropoese BMO Presenca 16 55.2% 13 44.8% 0,492
. . Auséncia 17 54,8% 14 45,2%
Dismegacariopoese BMO Presenca 9 45.0% 1 55.0% 0,493
. Auséncia 11 73,3% 4 26,7%
Disgranulopoese BMO Presenca 15 41.7% 21 58.3% 0,039
. .. Auséncia 28 63,6% 16 36,4%
Micromegacariocito BMO Presenca 4 25.0% 12 75.0% 0,008
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Continuacéo Tabela 18. Analise qualitativa da metilacdo da regido promotora do gene IRF3 de
acordo com as variaveis clinicas dos pacientes com SMD.

IRF3
Variaveis clinicas Classes Né&o Metilado Metilado
N % N % p-Valor
>=10 16 61,5% 10 38,5%
HB (R-IPSS) 8-<10 14 56,0% 11 44,0% 0,352
<8 17 43,6% 22 56,4%
>=800 34 55,7% 27 44,3%
ANC (R-1PSS) <800 13 448% 16 55,2% 0,273
>=100 26 63,4% 15 36,6%
Plaquetas (R-1PSS) 50-<100 12 46,2% 14 53,8% 0,133
<50 9 39,1% 14 60,9%
0 7 58,3% 5 41, 7%
, . . 1 16 57,1% 12 42,9%
Numero de Citopenias (IPSS) 5 16 59 3% 1 40 7% 0,294
3 8 34,8% 15 65,2%
0 9 64,3% 5 35,7%
, . . 1 21 60,0% 14 40,0%
Numero de Citopenias (R-1PSS) 5 10 45 5% 12 5450 0,285
3 36,8% 63,2%
Sideroblastos em anel
Auséncia 26 46,4% 30 53,6%
Sideroblastos em anel Presenca 15 57.7% 1 42.3% 0,342
. 0 26 46,4% 30 53,6%
gﬁgclzentagem de sideroblastos em 1-14% 4 66.7% 5 33.3% 0,562
Acima de 15% 11 55,0% 9 45,0%

Blastos MO

Menor Igual a 2 38 61,3% 24 38,7%
>2% - <5% 66,7% 33,3%

6 3
Percentagem de blastos (R-1PSS) 506-10% 2 182% 9 81.8% 0,003
>10% 1 12,5% 7 87,5%
Classificacdo de Risco
Baixo 10 62,5% 6 37,5%
. Intermediario | 19 63,3% 11 36,7%
Grupo de Risco (IPSS) Intermediario 11 2 33,3% 4 66,7% hazs
Alto 1 33,3% 2 66,7%
Muito baixo 6 60,0% 4 40,0%
Baixo 21 67,7% 10 32,3%
Grupos de Risco (R-1PSS) Intermediario 3 42,9% 4 57,1% 0,221
Alto 1 33,3% 2 66,7%
Muito alto 1 20,0% 4 80,0%
Muito baixo 3 100,0% 0 0,0%
Baixo 16 69,6% 7 30,4%
Grupo de Risco (WPSS) Intermediario 10 52,6% 9 47,4% 0,276
Alto 2 33,3% 4 66,7%
Muito alto 1 50,0% 1 50,0%
Dependéncia transfusional, evolucéo e 6bito
Né&o 60,0% 40,0%
Dependéncia transfusional sim 22 48.9% 23 51.1% 0,305
~ Né&o 43 52,4% 39 47,6%
Svellzie Sim 4 444% 5 55,6% B
Obito N&o 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 Expresséo do gene IRF4

A partir dos dados de expressao do gene IRF4 foi observado uma associacéo

entre 0 aumento de expressdo do IRF4 em pacientes com neutrofilos abaixo de 800/uL

(p<0,001) (Tabela 19). Outra associagdo observada, foi a baixa expressdo do gene IRF4

em pacientes com sideroblastos em anel (p=0,039) (Figura 6) (Tabela 19).

4.4.4.2 Metilacdo da regido promotora do gene IRF4

A andlise de metilacdo do gene IRF4 ndo foi realizada pois ndo conseguimos a

padronizacdo da temperatura adequada para evitar a formacao de ligagdes inespecificas

durante a QMSP.
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Figura 6. Expressao do gene IRF4 em pacientes de acordo com a presenca e
aunsencia de sideroblastos em anel. Um menor nivel de expressdo do gene IRF4 foi
associado a pacientes com a presenca de sideroblastos em anel. A expresséo do grupo

controle (individuos saudaveis) foi adicionada como referéncia.
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Tabela 19. Analise expressdo do gene IRF4 de acordo com as variaveis clinicas dos pacientes

com SMD.
PN IRF4
Variaveis clinicas Classes N Mediana Minimo  Maéaximo p-Valor
Controle 11 0,02592 0,00068 0,09056
2o Caso 88 001918 000148 032874 89
AR 11 0,02083 0,00474 0,11227
ARSA 12 0,01840 0,00148 0,03781
CRDM 37 0,02360 0,00244 0,16437
OMS AREBs 16 002030 000342 0,32874 %794
LMMC 3 0,00849 0,00592 0,01530
RT-SMD 7 0,01418 0,00537 0,07056
Normal 31 0,01618 0,00148 0,09910
Cariotipo Normal X Alterado Alterado 22 001541 000244 009310 %79
Normal 31 0,01618 0,00148 0,09910
Aneuploidia Alterado com 8 001477 0,00384 0,07229 0,764
aneuploida
Aneuploide 14 0,01541 0,00244 0,09310
Normal 31 0,01618 0,00148 0,09910
Delecdo 5q Alterado com 5g- 8 0,01422 0,00830 0,07229 0,757
Alterado sem 5q- 13 0,01782 0,00244 0,09310
Normal 31 0,01618 0,00148 0,09910
-77q Alterado com -7/7q 5 0,02856 0,00830 0,05201 0,924
Alterado sem -7/7q 16 0,01541 0,00244 0,09310
Favoravel 36 0,01905 0,00148 0,09910
Grupos Citogenéticos IPSS Intermediario 12 0,01278 0,00244 0,09310 0,649
Desfavoravel 5 0,01826 0,01067 0,05201
Muito favoravel 1 0,02711 0,02711 0,02711
Favoravel 36 0,01585 0,00148 0,09910
Grupos Citogenéticos R-1PSS Intermediario 9 0,01530 0,00244 0,09310 0,793
Desfavoravel 1 0,01826 0,01826 0,01826
Muito desfavoravel 3 0,01408 0,01067 0,02856
Caracteristicas da BMO
Hipocelular 7 0,02856 0,00830 0,11227
Celularidade BMO Normocelular 8 0,02002 0,00474 0,32874 0,326
Hipercelular 45  0,01728 0,00148 0,09310
o Auséncia 24 0,02126 0,00148 0,09910
Diseritropoese BMO Presenca 27 001530 000236 0,32874 %910
. . Auséncia 34 0,01541 0,00148 0,09910
Dismegacariopoese BMO Presenca 17 001552 000384 0,32874 0003
. Auséncia 15 0,01552 0,00484 0,04181
IEYEIEREE2 2140 Presenca 36 001512 000148 0,32874 *7°°
. . Auséncia 48 0,01814 0,00236 0,32874
Micromegacariocito BMO Presenca 12 001307 000148 0,07056 0%
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Continuacao Tabela 19. Analise expresséo do gene IRF4 de acordo com as variéveis clinicas
dos pacientes com SMD.

Variaveis clinicas Classes . “?F.A' L.
N Mediana Minimo Maximo p-Valor
>=10 18 0,01585 0,00342 0,05329
HB (R-IPSS) 8-<10 28 0,01573 0,00236 0,11227 0,378
<8 39 0,02083 0,00148 0,32874
>=800 56 0,01504 0,00148 0,11227
ANC (R-1PSS) <800 29 003615 000662 032874 0001
>=100 40 0,02109 0,00148 0,16437
Plaguetas (R-1PSS) 50-<100 23 0,01618 0,00342 0,11227 0,926
<50 22 0,01823 0,00829 0,32874
0 10 0,01664 0,00537 0,16437
, . . 1 26 0,01817 0,00148 0,11227
Numero de Citopenias (IPSS) 5 24 0.01577 0.00342 008747 0,418
3 25 0,02443 0,00384 0,32874
0 10 0,01664 0,00537 0,16437
, . . 1 34 0,01544 0,00148 0,07229
Numero de Citopenias (R-1PSS) 5 21 0.01618 0.00384 0.11227 0,110
3 20 0,02901 0,00662 0,32874

Sideroblastos em anel

. Auséncia 55 0,02069 0,00244 0,32874
Sideroblastos em anel Presenca 26 001336 000148 009246 9%
0 55 0,02069 0,00244 0,32874
Percentagem de sideroblastos em anel K;Ar';ﬁ de g plen Dlpoels GOl 0,078
20 0,00955 0,00148 0,07056
15%
prenorlguala 59 01782 000148 016437
Percentagem de blastos (R-1PSS) >2% - <5% 9 0,01546 0,00474 0,09910 0,985
5%-10% 9 0,02069 0,00384 0,04181
>10% 8 0,01918 0,00342 0,32874
Muito baixo 6 0,01888 0,00484 0,05059
Baixo 26 0,01673 0,00148 0,07229
Grupos de Risco (R-IPSS) Intermedidrio 8 0,01190 0,00474 0,09310 0,983
Alto 5 0,01826 0,00384 0,09910
Muito alto 5 0,01265 0,00680 0,05201
Muito baixo 4 0,01922 0,01176 0,03082
Baixo 17 0,01782 0,00148 0,05059
Grupo de Risco (WPSS) Intermediario 16 0,02044 0,00244 0,09910 0,748
Alto 6 0,01617 0,00384 0,09310
Muito alto 3 0,02856 0,01265 0,05201
" . Né&o 33 0,01728 0,00244 0,11227
Dependéncia transfusional sim 47 0.01845 0.00148 0.16437 0,707
Evolugao N_ao 74 0,01836 0,00148 0,16437 0.969
Sim 11 0,01728 0,00592 0,32874 '
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444 Gene IRF5

4.4.5.1 Expresséo do gene IRF5

Na analise de expressdo foi observado que, um maior nivel de expressdo do

gene IRF5 esta relacionado a pacientes com dismegacariopoese na medula Gssea

(p=0,031) (Tabela 20). Outra associacdo importante foi que o aumento de expressao do

gene IRF5 esta associada a pacientes que evoluiram para LMA (p=0,020) (Tabela 20).
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Tabela 20. Analise expressdo do gene IRF5 de acordo com as variaveis clinicas dos
pacientes com SMD.

Variaveis clinicas Classes .IRFS — -
N Median:é Minimo Méaxima p-Valor
Controle 11 0,01904 0,01020 0,15822
Grupo Caso 89 002336 000379 015443 094
AR 11 0,02426 0,00460 0,07155
ARSA 12 0,02161 0,00523 0,05975
CRDM 38 0,01961 0,00379 0,15443
OMS AREBSs 16 003141 001148 0,10259 0253
LMMC 3 0,08190 0,01978 0,08900
RT-SMD 7 0,02443 0,00795 0,07229
Normal 31 0,02142 0,00458 0,15443
Caridtipo Normal X Alterado s e rad 22 001974 0,00417 0,07562 4
Normal 31 0,02142 0,00458 0,15443
- Alterado com
Aneuploidia aneuploida 8 0,03327 0,00417 0,07562 0,352
Aneuploide 14 0,01712 0,00613 0,04803
Normal 31 0,02142 0,00458 0,15443
Delecéo 5q Alterado com 50- 8 0,01341 0,00613 0,07562 0,039
Alterado sem 5g- 13 0,01978 0,00417 0,04803
Normal 31 0,02142 0,00458 0,15443
-77q Alterado com -7/7q 5 0,03269 0,01305 0,04803 0,194
Alterado sem -7/7q 16 0,01341 0,00417 0,07562
Favoravel 36 0,02617 0,00458 0,15443
Grupos Citogenéticos IPSS Intermediario 12 0,01341 0,00417 0,04404 0,398
Desfavoravel 5 0,01305 0,01148 0,04803
Muito favoravel 1 0,04269 0,04269 0,04269
Favoravel 36 0,02161 0,00458 0,15443
Grupos Citogenéticos R-IPSS  Intermediario 9 0,01978 0,00768 0,04404 0,080
Desfavoravel 1 0,01148 0,01148 0,01148
Muito desfavoravel 3 0,01305 0,01180 0,04803

Caracteristicas da BMO
Hipocelular 8 003512 0,00411 0,04803
Celularidade BMO Normocelular 8 0,01500 0,00460 0,15443 0,146
Hipercelular 45  0,01978 0,00379 0,08900
- Auséncia 25 0,02352 0,00411 0,15443
Diseritropoese BMO Presenca 27 002142 000379 008900 9%
. . Auséncia 35 0,01957 0,00379 0,15443
Dismegacariopoese BMO Presenca 17 0,02816 000613 008900 01
: Auséncia 15 0,01978 0,00379 0,04803
DIEGEMUEEEEs (0 Presenca 37 002477 000411 015443 0193
. - Auséncia 48 0,02461 0,00379 0,15443
Micromegacariocito BMO o005 13 002098 001017 0,05975 0009
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Continuacgdo Tabela 20. Anélise expressdo do gene IRF5 de acordo com as variaveis clinicas
dos pacientes com SMD.

Variaveis clinicas Classes . IRF.S -
N Mediana Minimo Maximo  p-Valor
>=10 18 0,01894 0,00613 0,05536
HB (R-IPSS) 8-<10 28 0,02161 0,00379 0,08900 0,379
<8 40 0,02566 0,00411 0,15443
>=800 56 0,02161 0,00417 0,08900
ANC (R-IPSS) <800 30 002587 000379 015443 0319
>=100 41 0,02426 0,00458 0,10259
Plaguetas (R-1PSS) 50-<100 23 0,02098 0,00379 0,08900 0,903
<50 22 0,02423 0,00417 0,15443
0 10 0,01459 0,00607 0,03691
, . . 1 26 0,02161 0,00460 0,07562
NuUmero de Citopenias (IPSS) 2 o5 0.02495 0.00417 010259 0,309
3 25 0,02352 0,00379 0,15443
0 10 0,01459 0,00607 0,03691
. . . 1 34 0,02060 0,00417 0,07562
Numero de Citopenias (R-I1PSS) 5 29 0.03113 0.01136 0.10259 0,077
3 20 0,02225 0,00379 0,15443
. Auséncia 56 0,02328 0,00379 0,15443
Sideroblastos em anel Presenca 26 002303 000417 008900 0877
0 56 0,02328 0,00379 0,15443
Percentagem de sideroblastos em anel 1-14% 6 0,02725 0,00613 0,05112 0,929
Acima de 15% 20 0,02303 0,00417 0,08900
Menor Iguala2 59 0,02179 0,00379 0,10259
>2% - <5% 10 0,02623 0,00460 0,15443
Percentagem de blastos (R-I1PSS) 506-10% 9 0.01937 0.01148 004404 0,290
>10% 8 0,04403 0,02352 0,04803
Muito baixo 6 0,02613 0,00776 0,04269
Baixo 26 0,02053 0,00458 0,07562
Grupos de Risco (R-IPSS) Intermedidrio 8 0,01974 0,00460 0,08900 0.822
Alto 5 0,03147 0,01148 0,15443
Muito alto 5 0,02730 0,01180 0,04803
Muito baixo 4 0,02493 0,00776 0,03420
Baixo 17 0,01964 0,00460 0,07155
Grupo de Risco (WPSS) Intermediario 16 0,02128 0,00458 0,15443 0,923
Alto 6 0,01638 0,01148 0,04404
Muito alto 3 0,02730 0,01453 0,04803

Dependéncia transfusional, evolucdo e 6bito

- . Né&o 33 0,02426  0,00458 0,08900
Dependéncia transfusional sim 48 0.02328 0.00379 0.15443 0,461
Evolucio Néo 75 0,01998  0,00379 0,15443 0.020

¢ Sim 11 0,03384  0,00458 0,08900 '
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4.4.5.2 Metilacdo da regido promotora do gene IRF5

A partir da analise qualitativa da metilacdo foi observado uma associa¢do da
metilacdo da regido 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 individuos saudaveis analisados apresentaram o IRF5 ndo metilado

(Tabela 21).

Na andlise das variaveis clinicas foi observado uma associacdo da metilacdo do
IRF5 com as citopenias, 66% dos individuos com neutrofilo abaixo de 800
apresentaram o gene IRF5 metilado, enquanto 61% dos individuos com ANC<800 eram
ndo metilados para o IRF5 (p=0,025) (Tabela 21). Quando realizamos uma analise
quantitativa (comparagdo de medianas) da metilacdo do gene IRF5, foi observado
também uma associagdo de niveis mais altos de metilacdo do gene IRF5 em pacientes

com plaquetas abaixo de 50.000/uL.
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Tabela 21. Analise qualitativa da metilagdo da regido promotora do gene IRF5 de acordo com
as variaveis clinicas dos pacientes com SMD.

IRF5
Variaveis clinicas Classes N&o Metilado Metilado
N % N % p-Valor
Controle 1 100,0% 0 0,0%
Grupo Caso 48 52,7% 43 a73% 0002
AR 7 77,8% 2 22,2%
ARSA 8 61,5% 5 38,5%
CRDM 17 41,5% 24 58,5%
OMS AREBSs 10 588% 7 a2 @ 03%
LMMC 1 33,3% 2 66,7%
RT-SMD 5 62,5% 3 37,5%
cariotipo ...
Caridtipo Normal X Normal 19 54,3% 16 45,7% 0794
Alterado Alterado 12 48,0% 13 52,0% '
Normal 19 54,3% 16 45,7%
Aneuploidia ':‘r']geursg? com 5 55,6% 4 444% 0,764
Aneuploide 7 43,8% 9 56,3%
Normal 19 54,3% 16 45,7%
Delecéo 5q Alterado com 5g- 3 37,5% 5 62,5% 0,757
Alterado sem 5g- 9 56,3% 7 43,8%
Normal 19 54,3% 16 45,7%
-717q Alterado com -7/7q 2 40,0% 3 60,0% 0,924
Alterado sem -7/7q 10 52,6% 9 47,4%
Favoravel 21 53,8% 18 46,2%
Grupos Citogenéticos IPSS Intermediario 6 40,0% 9 60,0% 0,649
Desfavoravel 3 60,0% 2 40,0%
Muito favoravel 2 100,0% 0 0,0%
Grupos Citogenéticos R- Favoravel 19 48,7% 20 51,3%
IPSS Intermediario 6 46,2% 7 53,8% 0,793
Desfavoravel 1 100,0% 0 0,0%
Muito desfavoravel 1 50,0% 1 50,0%
Hipocelular 2 28,6% 5 71,4%
Celularidade BMO Normocelular 7 77,8% 2 22,2% 0,117
Hipercelular 23 51,1% 22 48,9%
— Auséncia 9 40,9% 13 59,1%
Diseritropoese BMO Presenca 14 48.3% 15 51.7% 0,601
. . Auséncia 11 35,5% 20 64,5%
Dismegacariopoese BMO Presenca 12 60.0% 8 40,0% 0,886
. Auséncia 6 40,0% 9 60,0%
Disgranulopoese BMO Presenca 17 47.2% 19 52.8% 0,637
. . Auséncia 22 50,0% 22 50,0%
Micromegacariocito BMO Presenca 8 50,0% 8 50,0% 0,999
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Continuacgdo Tabela 21. Analise qualitativa da metilacdo da regido promotora do gene IRF5 de
acordo com as variaveis clinicas dos pacientes com SMD.

IRF5
Variaveis clinicas Classes Nao Metilado Metilado
N % N % p-Valor
>=10 16 61,5% 10 38,5%
HB (R-IPSS) 8-<10 11 44,0% 14 56,0% 0,457
<8 20 51,3% 19 48,7%
= 0, 0,
ANC (R-1PSS) 200 10 Seas 19 eaev 00
>=100 25 61,0% 16 39,0%
Plaquetas (R-1PSS) 50-<100 14 53,8% 12 46,2% 0,128
<50 8 34,8% 15 65,2%
0 10 83,3% 2 16,7%
Ndmero de Citopenias (IPSS) 1 15 53,6% 13 46,4%
P 2 11 407% 16 59,3% 0,104
3 11 47,8% 12 52,2%
0 12 85,7% 2 14,3%
Numero de Citopenias (R-1PSS) ! 17 48,6% 18 51,4% 0,038
P 2 11 50,0% 11 50,0%
3 36,8% 63,2%
Sideroblastos em anel
Auséncia 26 46,4% 30 53,6%
Sideroblastos em anel Presenca 16 61.5% 10 3850 0,204
. 0 26 46,4% 30 53,6%
gﬁgclzentagem de sideroblastos em 1-14% 3 50.0% 3 50.0% 0,261
Acima de 15% 13 65,0% 7 35,0%

Blastos MO

Menor Igual a 2 33 53,2% 29 46,8%
>2% - <5% 44.4% 55,6%

Percentagem de blastos (R-1PSS) 506-10% g 72.7% g 27.3% 0,234
>10% 2 25,0% 6 75,0%
Baixo 11 68,8% 5 31,3%
. Intermediario | 13 43,3% 17 56,7%
Clupe gk Rien (LFo) Intermediario 11 4 66,7% 2 33,3% el
Alto 1 33,3% 2 66,7%
Muito baixo 8 80,0% 2 20,0%
Baixo 13 41,9% 18 58,1%
Grupos de Risco (R-1PSS) Intermediario 4 57,1% 3 42,9% 0,054
Alto 3 100,0% 0 0,0%
Muito alto 1 20,0% 4 80,0%
Muito baixo 3 100,0% 0 0,0%
Baixo 11 47,8% 12 52,2%
Grupo de Risco (WPSS) Intermediario 10 52,6% 9 47,4% 0,301
Alto 4 66,7% 2 33,3%
Muito alto 0 0,0% 2 100,0%
. . N&o 22 55,0% 18 45,0%
Dependéncia transfusional sim 20 44.4% o5 55 6% 0,331
~ N&o 45 54,9% 37 45,1%
Sl Sim 3 333% 6 66,7% 0223

113



4.4.6 Gene IRF6

4.4.6.1 Expressao do gene IRF6

A anélise da expressdo revelou que o subtipo ARSA esta associado a um maior
nivel de expressdo do gene IRF6 quando comparado a células de medula 6ssea normal e
com os outros subtipos da OMS (p=0,023) (Figura 7, p; Tabela 22). Alem disso, niveis
mais altos do gene IRF6 foi associado a pacientes com cariotipo normal em todas as

variaveis citogenéticas avaliadas. (Figura 8, p.; Tabela 22)
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Subtipos de SMD de acordo com a classificagcdo da OMS e Controle

*Considerar valor do p para o teste de Kruskal-Wallis (comparacdo do grupo), p<0,05.

**Considerar significativo o p abaixo do valor da correcéo de Bonferroni (p=0,0166), para o teste de Mann-
Whitnet U, realizado como pds teste.

Ar. Anemia refrataria; ARSA. Anemia refrataria com sideroblastos em anel; CRDM. Citopenia refrataria com

displasia em multilinhagens; AREB. Anemia refrataria com excesso de blastos.

Figura 7. Perfil de expressdo génica do gene IRF6 em células de medula total de
paciente portadores de SMD de acordo com a classificagdo OMS. O gene IRF6 foi
mais expresso em células de pacientes com ARSA quando comparadas ao subtipo
CRDM e AREB. A expressdo do gene IRF6, quando comparada ao controle, foi

diferente somente no subtipo ARSA.
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Figura 8. Comparacdo entre a expressao génica de IRF6 em células de medula total de

paciente portadores de SMD de acordo com as variaveis citogenéticas. O gene IRF6 foi

mais expresso em pacientes com cariotipo normal do que em pacientes com algum tipo de

alteracdo no cariétipo. A. Alterado x normal. B. Delecao do braco longo do cromossomo 5. C.

Aneuloidia. D. Monossomia e delecdo do brago longo do cromossomo 7. *Considerar valor

do p para o teste de Kruskal-Wallis (comparacdo do grupo), p<0,05. **Considerar

significativo o p abaixo do valor da correcdo de Bonferroni (p=0,0166), para o teste de Mann-

Whitnet U, realizado como pds teste.
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Tabela 22. Analise expressdo do gene IRF6 de acordo com as variaveis clinicas dos
pacientes com SMD.

Variaveis clinicas Classes I.RF6 — —
N Mediang Minim¢ Méaximc p-Valor
Controle 1 0,0005 0,0000 0,0008
Grupo Caso 89 00006 00000 00069 224
AR 11 0,0006 0,0003 0,0036
ARSA 12 0,0012 0,0004 0,0053
CRDM 38 0,0006 0,0000 0,0030
OMS AREBSs 16 00004 00000 0,0018 0%
LMMC 3 0,0008 0,0003 0,0069
RT-SMD 7 0,0003 0,0001 0,0042
Normal 31 0,0008 0,0002 0,0069
Cari6tipo Normal X Alterado Alterado 29 0.0004 00000 00013 0,004
Normal 31 0,0008 0,0002 0,0069
Aneuploidia A D E 8 0,0003 0,0000 0,0013 0,013
aneuploida
Aneuploide 14 0,0004 0,0000 0,0009
Normal 31 0,0008 0,0002 0,0069
Delecéo 5q Alterado com 50- 8 0,0003 0,0001 0,0013 0,013
Alterado sem 5g- 13 0,0005 0,0000 0,0011
Normal 31 0,0008 0,0002 0,0069
-717q Alterado com -7/7q 5 0,0003 0,0002 0,0009 0,017
Alterado sem -7/7q 16 0,0004 0,0000 0,0013
Favoravel 36 0,0006 0,0001 0,0069
Grupos Citogenéticos IPSS Intermediario 12 0,0005 0,0000 0,0013 0,315
Desfavoravel 5 0,0005 0,0002 0,0009
Muito favoravel 1 0,0004 0,0004 0,0004
Favoravel 36 0,0006 0,0001 0,0069
Grupos Citogenéticos R-IPSS  Intermediario 9 0,0004 0,0000 0,0011 0,440
Desfavoravel 1 0,0004 0,0004 0,0004
Muito desfavoravel 3 0,0007 0,0005 0,0009

Caracteristicas da BMO
Hipocelular 8 0,0004 0,0000 0,0023
Celularidade BMO Normocelular 8 0,0005 0,0002 0,0025 0,188
Hipercelular 45 0,0007 0,0000 0,0069
o Auséncia 25 0,0006 0,0000 0,0053
Diseritropoese BMO Presenca 27 0,0007 0,0000 00069 >89
. . Auséncia 35  0,0007 0,0000 0,0034
Dismegacariopoese BMO Presenca 17 00005 00000 0,0069 992
: Auséncia 15 0,0008 0,0002 0,0030
DIEGEMUEEEEs (0 Presenca 37 00006 00000 0,0069 4%°
. - Auséncia 48 0,0005 0,0000 0,0069
Micromegacariocito BMO Presenca 13 00007 00000 00053 *4°°
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Continuacao Tabela 22. Analise expresséo do gene IRF6 de acordo com as variéveis clinicas
dos pacientes com SMD.

Variaveis clinicas Classes . “?F.G o
N Mediana Minimo Maximo  p-Valor
>=10 18 0,0005 0,0000 0,0040
HB (R-IPSS) 8-<10 28 0,0006 0,0000 0,0069 0,706
<8 40 0,0006 0,0000 0,0053
>=800 56 0,0006 0,0000 0,0069
ANC (R-1PSS) <800 30 00006 00000 00042 9897
>=100 41 0,0007 0,0000 0,0053
Plaguetas (R-1PSS) 50-<100 23 0,0005 0,0000 0,0069 0,656
<50 22 0,0005 0,0001 0,0025
0 10 0,0010 0,0000 0,0040
, . . 1 26 0,0005 0,0000 0,0053
Numero de Citopenias (IPSS) 5 25 0.0005 0.0000 0.0069 0,659
3 25 0,0006 0,0000 0,0035
0 10 0,0010 0,0000 0,0040
, . . 1 34 0,0005 0,0000 0,0053
Numero de Citopenias (R-1PSS) 5 29 0,0005 0.0000 0,0069 0,604
3 20 0,0006 0,0002 0,0030

Sideroblastos em anel

. Auséncia 56 0,0006 0,0000 0,0036
Sideroblastos em anel Presenca 26 00008 00000 00069 060
0 56 0,0006 0,0000 0,0036
Percentagem de sideroblastos em anel 1-14% 6 0,0005 0,0002 0,0035 0,268
Acima de 15% 20 0,0009 0,0000 0,0069
Menor Igual a 2 59 0,0006 0,0000 0,0069
>2% - <5% 10 0,0006 0,0000 0,0053
Percentagem de blastos (R-1PSS) 506-10% 9 0.0008 00000 0.0014 0,290
>10% 8 0,0003 0,0001 0,0018

Classificacéo de Risco

Muito baixo 6 0,0006 0,0003 0,0016
Baixo 26 0,0005 0,0000 0,0036
Grupos de Risco (R-IPSS) Intermediério 8 0,0008 0,0003 0,0069 0,676
Alto 5 0,0008 0,0000 0,0025
Muito alto 5 0,0004 0,0002 0,0007
Muito baixo 4 0,0010 0,0003 0,0040
Baixo 17 0,0005 0,0002 0,0036
Grupo de Risco (WPSS) Intermediario 16 0,0005 0,0000 0,0025 0,589
Alto 6 0,0007 0,0000 0,0009
Muito alto 3 0,0004 0,0002 0,0005
Dependéncia transfusional, evolucéo e 6bito
A . Nao 33 0,0006 0,0000 0,0069
Dependéncia transfusional sim 48 0.0006 0.0000 0,0053 0,631
Evolugéio Nao 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 Metilacdo da regido promotora do gene IRF6

O gene IRF6 apresentou uma frequéncia maior de pacientes metilados no
subtipo AR (6/9 — 67%) quando comparados aos outros IRFs que possuiam a maioria dos
pacientes sem metilacdo (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 estd associado a um maior numero de pacientes metilados em
percentagem de blastos acima de 2% (p<0,001) (Tabela 23). Além disso, foi observada
associacdo da metilacdo do IRF6 com o risco intermediario, alto e muito alto, de acordo
com os critérios do R- IPSS (p=0,006) (Tabela 23). Portanto, a hipermetilacdo do gene

IRF6 esta associado a parametros mais agressivos da doenca.
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Tabela 23. Analise qualitativa da metilacdo da regido promotora do gene IRF6 de acordo com
as variaveis clinicas dos pacientes com SMD.

IRF6
Variaveis clinicas Classes Nao Metilado Metilado
N % N % p-Valor
Controle 1 9% 10 91%
SiEe Caso 41 45% 50  55% b
AR 3 33% 6 67%
ARSA 9 69% 4 31%
CRDM 29 71% 12 29%
OMS AREBSs 0 0% 17 100% 0001
LMMC 0 0% 3 100%
RT-SMD 0 0% 8 100%
Caridtipo Normal X Normal 17 49% 18 51% 0.999
Alterado Alterado 12 48% 13 52% '
Normal 17 49% 18 51%
Aneuploidia (AIBIEED ET 5 56% 4 4% oere
aneuploida
Aneuploide 7 44% 9 56%
Normal 17 49% 18 51%
Delecdo 5q Alterado com 5g- 3 38% 5 63% 0,868
Alterado sem 5g- 8 50% 8 50%
Normal 17 49% 18 51%
-717q Alterado com -7/7q 2 40% 3 60% 0,999
Alterado sem -7/7q 9 47% 10 53%
Favoravel 19 49% 20 51%
Grupos Citogenéticos IPSS Intermediario 7 47% 8 53% 0,999
Desfavoravel 2 40% 3 60%
Muito favoravel 2 100% 0 0%
Grupos Citogenéticos R- Favoréve! . A S = S
IPSS Intermediério 4 31% 9 69% 0,103
Desfavoravel 0 0% 1 100%
Muito desfavoravel 2 100% 0 0%
Hipocelular 3 43% 4 57%
Celularidade BMO Normocelular 3 33% 6 67% 0,642
Hipercelular 24 53% 21 47%
. Auséncia 15 68% 7 32%
Diseritropoese BMO Presenca 12 1% 17 59% 0,058
. . Auséncia 20 65% 11 35%
Dismegacariopoese BMO Presenca 7 35% 13 65% 0,039
. Auséncia 7 47% 8 53%
Disgranulopoese BMO Presenca 20 56% 16 44% 0,562
N 0
Micromegacariocito BMO Qﬁesseemz: ﬁ 230;2 256 gizﬁ; 0,056
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Continuacgdo Tabela 23. Analise qualitativa da metilagdo da regido promotora do gene IRF6 de
acordo com as variaveis clinicas dos pacientes com SMD.

IRF6
Variaveis clinicas Classes Né&o Metilado Metilado
N % N % p-Valor
>=10 10 38% 16 62%
HB (R-IPSS) 8-<10 16 64% 9 36% 0,072
<8 14 36% 25 64%
>=800 30 49% 31 51%
ANC (R-1PSS) <800 10 4% 19 66% 0,257
>=100 22 54% 19 46%
Plaquetas (R-1PSS) 50-<100 11 42% 15 58% 0,206
<50 7 30% 16 70%
0 6 50% 6 50%
. . . 1 13 46% 15 54%
Numero de Citopenias (IPSS) 5 15 56% 12 44% 0,197
3 6 26% 17 74%
0 8 57% 6 43%
Numero de Citopenias (R-1PSS) ; ig 3222 ig igzﬁ; 0,224
3 5 26% 14 74%
. Auséncia 22 39% 34 61%
Sideroblastos em anel Presenca 13 50% 13 50% 0,361
. 0 22 39% 34 61%
gﬁgclzentagem de sideroblastos em 1-14% 5 33% 4 67% 0,423
Acima de 15% 11 55% 9 45%
Menor Igual a 2 37 60% 25 40%
- 0
Percentagem de blastos (R-1PSS) ;(i’)/_"loj/f % i 2920 /go 170 ;??ﬁ <0,001
>10% 0 0% 8 100%
Classificacdo de Risco
Baixo 11 69% 5 31%
. Intermediario | 15 50% 15 50%
B e (60 (17545] Intermediério 11 2 33% 4 67% Bzl
Alto 0 0% 3 100%
Muito baixo 9 90% 1 10%
Baixo 16 52% 15 48%
Grupos de Risco (R-1PSS) Intermediario 1 14% 6 86% 0,006
Alto 1 33% 2 67%
Muito alto 1 20% 4 80%
Muito baixo 2 67% 1 33%
Baixo it 65% 8 35%
Grupo de Risco (WPSS) Intermediario 9 47% 10 53% 0,316
Alto 2 33% 4 67%
Muito alto 0 0% 2 100%
. . Nao 20 44% 25 56%
Dependéncia transfusional sim 39 48% 43 5204 0,177
Evolugao Nao 2 22% 7 78%
Sim 10 38% 16 62% 0,072
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4.4.7 Gene IRF7

4.4.7.1 Expresséo do gene IRF7

Maiores niveis de expressao do gene IRF7 foi associada a pacientes com SMD,
quando comparadas a medula de individuos saudaveis (p=0,028) (Tabela X, p). Além
disso, maiores niveis de expressdo do gene IRF7 foram associadas a pacientes com
HB<10g/dL (p=0,026), ANC<800/uL (p=0,001) e plaquetas <50.000/uL (p=0,0014).
Pacientes que apresentaram trés citopenas periféricas pelos critérios do IPSS e R-IPSS
também apresentraram maior nivel de expressdo do IRF7 (p=0,001 e p=0,001,

respectivamente (Tabela 24).
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Tabela 24. Analise expressdo do gene IRF7 de acordo com as variaveis clinicas dos
pacientes com SMD.

Variaveis clinicas Classes .IRF7 — -
N Median: Minimc Méaximc p-Valor
Controle 11 0,05403 0,00678 0,20166
Grupo Caso 89 009119 001296 2.96905 028
AR 11 0,06816 0,01897 1,01748
ARSA 12 0,06357 0,02026 0,26062
CRDM 38 0,10586 0,01296 2,96905
OMS AREBs 16 014849 0,04011 041466 003
LMMC 3 0,08077 0,08049 0,13397
RT-SMD 7 0,04972 0,04025 0,27452
. Normal 31 0,08077 0,01897 1,09429
Cari6tipo Normal X Alterado Alterado 29 010601 002452 296905 0.170
Normal 31 0,08077 0,01897 1,09429
- Alterado com
Aneuploidia aneuploida 8 0,08808 0,02452 0,19751 0,252
Aneuploide 14 0,12430 0,02495 2,96905
Normal 31 0,08077 0,01897 1,09429
Delecéo 5q Alterado com 50- 8 0,08116 0,02495 0,11744 0,038
Alterado sem 50- 13 0,15336 0,02452 2,96905
Normal 31 0,08077 0,01897 1,09429
-717q Alterado com -7/7q 5 0,15336 0,08747 0,26517 0,178
Alterado sem -7/7q 16 0,10601 0,02452 2,96905
Favoravel 36 0,08628 0,01897 1,09429
Grupos Citogenéticos IPSS Intermediario 12 0,09499 0,02452 2,96905 0,214
Desfavoravel 5 0,16840 0,04011 0,26517
Muito favoravel 1 0,09740 0,09740 0,09740
Favoravel 36 0,08628 0,01897 1,09429

0,13397 0,02936 2,96905 0,060
0,04011 0,04011 0,04011
0,16840 0,15336 0,26517

Grupos Citogenéticos R-IPSS  Intermediario
Desfavoravel
Muito desfavoravel

w R~ ©

Caracteristicas da BMO
Hipocelular 8 0,11678 0,04972 1,01748
Celularidade BMO Normocelular 8 0,09053 0,02495 1,09429 0,5320
Hipercelular 45  0,09056 0,01296 2,96905
o Auséncia 25 0,11463 0,02194 1,09429
Diseritropoese BMO Presenca 27 0,00056 0,01296 2,96905 3320
: . Auséncia 35 0,10402 0,01296 2,96905
Dismegacariopoese BMO Presenca 17 009119 0,02495 0,27452 %8470
. Auséncia 15 0,07668 0,01296 0,41037
BEY IR 21,0) Presenca 37 011111 0,02026 2,96905 %20
. . Auséncia 48 0,09087 0,01296 2,96905
Micromegacariocito BMO 5000100 13 041111 0,02194 0,54715 0280
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Continuacao Tabela 24. Analise expressdo do gene IRF7 de acordo com as variaveis clinicas dos
pacientes com SMD.

Variaveis clinicas Classes . “?':.7 L.
N Mediana Minimo Méaximo p-Valor
>=10 18 0,05292 0,02495 0,20448
HB (R-IPSS) 8-<10 28 0,10940 0,01296 1,01748 0,026
<8 40 0,09842 0,01897 2,96905
>=800 56 0,07344 0,01897 1,01748
ANC (R-1PSS) <800 30 013900 001296 296905 001
>=100 41 0,07484 0,01897 0,54715
Plaguetas (R-1PSS) 50-<100 23 0,09056 0,01296 2,96905 0,014
<50 22 0,13684 0,02452 1,09429
0 10 0,05292 0,02936 0,10439
, . . 1 26 0,07150 0,01897 1,01748
Numero de Citopenias (IPSS) 5 o5 0.09773 002452 041466 0,001
3 25 0,14309 0,01296 2,96905
0 10 0,05292 0,02936 0,10439
, . . 1 34 0,08270 0,01897 0,54715
Numero de Citopenias (R-1PSS) 5 29 0.10556 0.04011 101748 0,001
3 20 0,14823 0,01296 2,96905

Sideroblastos em anel

. Auséncia 56 0,09263 0,01296 2,96905
Sideroblastos em anel Presenca 26 008398 002026 065203 020
0 56 0,09263 0,01296 2,96905
Percentagem de sideroblastos em anel 1-14% 6 0,10452 0,02495 0,65293 0,324
Acimade 15% 20 0,07516 0,02026 0,27452
Menor Iguala2 59 0,09056 0,01296 2,96905
>2% - <5% 10 0,11513 0,02495 1,09429
Percentagem de blastos (R-1PSS) 506-10% 9 0.11463 0.04011 041037 0,310
>10% 8 0,18739 0,04559 0,41466

Classificacéo de Risco

Muito baixo 6 0,07692 0,03033 0,10402
Baixo 26 0,08933 0,01897 0,28717
Grupos de Risco (R-IPSS) Intermediério 8 0,09890 0,04544 2,96905 0,117
Alto 5 0,15336 0,04011 1,09429
Muito alto 5 0,16840 0,08508 0,26517
Muito baixo 4 0,07425 0,03033 0,12631
Baixo 17 0,06515 0,01897 0,26062
Grupo de Risco (WPSS) Intermediario 16 0,09260 0,02495 1,09429 0,720
Alto 6 0,16088 0,04011 2,96905
Muito alto 3 0,19615 0,11463 0,26517
Dependéncia transfusional, evolu i
A . Nao 33 0,08538 0,02610 1,01748
Dependéncia transfusional sim 48 0.11583 0.01296 296905 0,123
Evolugéio N.éo 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 Metilacdo da regido promotora do gene IRF7

A avaliagdo da metilagdo do gene IRF7 foi realizada em SMD e nenhuma

associagdo foi encontrada nas variaveis estudadas (Tabela 25).
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Tabela 25. Analise qualitativa da metilacdo da regido promotora do gene IRF7 de acordo
com as variaveis clinicas dos pacientes com SMD.

IRF7
Variaveis clinicas Classes N&o Metilado Metilado
N % N % p-Valor
Controle 10 91% 1 9%
Grupo Caso 73 80% 18 20% Ot
AR 7 78% 2 22%
ARSA 7 54% 6 46%
CRDM 33 80% 8 20%
OMS AREBs 15 88% > 129 0146
LMMC 3 100% 0 0%
RT-SMD 8 100% 0 0%
Caridtipo Normal X Normal 27 77% 8 23% 0.332
Alterado Alterado 22 88% 3 12% '
Normal 27 7% 8 23%
Aneuploidia ;\r:f;eursg? com 8 89% 1 1% 0463
Aneuploide 14 88% 2 13%
Normal 27 7% 8 23%
Delecdo 5q Alterado com 5g- 8 100% 0 0% 0,336
Alterado sem 5g- 14 88% 2 13%
Normal 27 7% 8 23%
-717q Alterado com -7/7q 5 100% 0 0% 0,479
Alterado sem -7/7q 17 89% 2 11%
Favoravel 31 79% 8 21%
Grupos Citogenéticos IPSS Intermediario 12 80% 3 20% 0,760
Desfavoravel 5 100% 0 0%
Muito favoravel 2 100% 0 0%
Grupos Citogenéticos R- Favoréve!, . i i . 2L
IPSS Intermediario 10 T71% 3 23% 0,999
Desfavoravel 1 100% 0 0%
Muito desfavoravel 2 100% 0 0%
Hipocelular 6 86% 1 14%
Celularidade BMO Normocelular 9 100% 0 0% 0,137
Hipercelular 31 69% 14 31%
. Auséncia 15 68% 7 32%
Diseritropoese BMO Presenca 21 79% 8 28% 0,733
. . Auséncia 19 61% 12 39%
Dismegacariopoese BMO Presenca 17 85% 3 15% 0,070
. Auséncia 11 73% 4 27%
Disgranulopoese BMO Presenca o5 69% 1 31% 0,781
. e Auséncia 34 7% 10 23%
Micromegacariocito BMO Presenca 10 63% 6 38% 0,253
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Continuacgéo Tabela 25. Analise qualitativa da metilagao da regido promotora do gene IRF7
de acordo com as variaveis clinicas dos pacientes com SMD.

IRF7
Variaveis clinicas Classes Nao Metilado Metilado
N % N % p-Valor
>=10 22 85% 4 15%
HB (R-IPSS) 8-<10 19 76% 6 24% 0,708
<8 31 79% 8 21%
>=800 46 75% 15 25%
ANC (R-IPSS) <800 26 90% 3 10% 0,160
>=100 31 76% 10 24%
Plaquetas (R-1PSS) 50-<100 21 81% 5 19% 0,558
<50 20 87% 3 13%
0 9 75% 3 25%
, . . 1 21 75% 7 25%
Numero de Citopenias (IPSS) 5 o4 89% 3 1% 0,589
3 18 78% 5 22%
0 11 79% 3 21%
, . . 1 27 7% 8 23%
Numero de Citopenias (R-1PSS) 5 18 82% 4 18% 0,933
3 16 84% 3 16%
Sideroblastos em anel
. Auséncia 47 84% 9 16%
Sideroblastos em anel Presenca 19 73% 7 27% 0,249
. 0 47 84% 9 16%
gﬁgclzentagem de sideroblastos em 1-14% 6 100% 0 0% 0,070
Acima de 15% 13 65% 7 35%

Blastos MO

Percentagem de blastos (R-I1PSS)

Menor Igual a

5 47 76% 15 24%

>2% - <5% 8 89% 1 11% 0,683
5%-10% 10 91% 1 9%

>10% 7 88% 1 13%

Classificacao de Risco

Grupo de Risco (IPSS)

Grupos de Risco (R-IPSS)

Grupo de Risco (WPSS)

Dependéncia transfusional, evoluca

Dependéncia transfusional

Evolucéo

Baixo 12 75% 4 25%
Intermediariol 23 7% 7 23%
:rl1termed|ar|o 6 100% 0 0% 0,622
Alto 3 100% 0 0%
Muito baixo 8 80% 2 20%
Baixo 24 7% 7 23%
Intermediario 5 71% 2 29% 0,849
Alto 3 100% 0 0%
Muito alto 5 100% 0 0%
Muito baixo 3 100% 0 0%
Baixo 16 70% 7 30%
Intermediario 15 79% 4 21% 0,562
Alto 6 100% 0 0%
Muito alto 2 100% 0 0%
Né&o 30 75% 10 25%
Sim 37 82% 8 18% 0,439
N&o 64 78% 18 22%
Sim 9 100% 0 0% Bt
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4.4.8 Gene IRF8

4.4.8.1 Expresséo do gene IRF8

Menores niveis de expressdo gene IRF8 foi associado a pacientes com cariotipo
com alteracdes estruturais (p=0,043) (Figura 9. Tabela 26). O IRF8 foi 2.2 menos
expresso em pacientes com cariotipo alterado sem alteracées numéricas (Figura 9.).

Quanto a citopenias periféricas, o maior nivel de expressdo 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 nivel 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 avaliacdo os pacientes foram agrupados em baixo risco (muito baixo e
baixo risco) e alto risco (intermediario, 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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p=0.043
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Figura 9. Comparacdo entre a expressdo génica do gene IRF 8 em células de
medula total entre pacientes com cariétipo normal, caridtipo alterado sem
aneuplodia e cariotipo alterado com aneuploidia. O gene IRF8 € hipoexpresso em
individuos com caridtipo alterado sem aneuploidia. Considerar valor do p para o teste
de Kruskal-Wallis (comparacdo do grupo), p<0,05. Considerar significativo o p abaixo
do valor da correcdo de Bonferroni (p=0,0166), para o teste de Mann-Whitnet U,
realizado como pds teste. Observacdo. Considerar valor do p significativo para o teste

de Mann-Whitney (comparacéo de entre dois grupos), p<0,05.
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Figura 10. Expressdo 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 sdo os pacientes de muito baixo e baixo risco de acordo com o critério do
R-IPSS e alto risco sdo pacientes de risco intermediario, alto e muito alto de acordo com o

R-IPSS.
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Tabela 26. Analise expressdo do gene IRF8 de acordo com as variaveis clinicas dos
pacientes com SMD.

Variaveis clinicas Classes .IRFS — P
N Median: Minimo Mé&xima p-Valor
Controle 11 0,10882 0,00564 0,28224
CrLpo Caso 80 011542 000080 515153 ©460
AR 11 0,06016 0,02005 1,09429
ARSA 12 0,05975 0,01365 5,15153
CRDM 38 0,11909 0,00080 0,69737
OMS AREBs 16 021663 000849 151572 0093
LMMC 3 0,19278 0,15987 0,49655
RT-SMD 7 0,12763 0,05329 0,32421
Normal 31 0,11785 0,01365 1,51572
Cariotipo Normal X Alterado o a4 22 010157 000080 052668 *:801
Normal 31 0,11785 0,01365 1,51572
Aneuploidia Alterado com 8 005301 0,00080 038024 0,043
aneuploida
Aneuploide 14 0,15796 0,04284 0,52668
Normal 31 0,11785 0,01365 1,51572
Delecéo 5q Alterado com 50- 8 0,07214 0,00080 0,38024 0,594
Alterado sem 5g- 13 0,11227 0,00919 0,52668
Normal 31 0,11785 0,01365 1,51572
-717q Alterado com -7/7q 5 0,22376 0,05831 0,52668 0,142
Alterado sem -7/7q 16 0,07307 0,00080 0,45063
Favoravel 36 0,11277 0,00080 1,51572
Grupos Citogenéticos IPSS Intermediario 12 0,07307 0,00919 0,45063 0,398
Desfavoravel 5 0,11305 0,09087 0,52668
Muito favoravel 1 0,15987 0,15987 0,15987
Favoravel 36 0,08962 0,00080 1,51572
Grupos Citogenéticos R-IPSS  Intermediario 9 0,15987 0,01086 0,45063 0,838
Desfavoravel 1 0,11305 0,11305 0,11305
Muito desfavoravel 3 0,11227 0,09087 0,52668

Caracteristicas da BMO
Hipocelular 8 0,19307 0,05575 1,09429
Celularidade BMO Normocelular 8 0,08962 0,04284 0,69737 0,378
Hipercelular 45  0,10769 0,00080 515153
- Auséncia 25 0,15604 0,00849 5,15153
Diseritropoese BMO Presenca 27 007407 0,00080 069737 2140
. . Auséncia 35  0,10259 0,00080 0,69737
Dismegacariopoese BMO Presenca 17 011785 000849 515153 0838
: Auséncia 15 0,07356 0,00849 0,52668
DIEGEMUEEEEs (0 Presenca 37 014610 000080 515153 0152
. - Auséncia 48 0,10514 0,00080 0,69737
Micromegacariocito BMO o0 13 011785 0,00849 515153 2020
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Continuacdo Tabela 26. Anélise expressdo do gene IRF8 de acordo com as variaveis clinicas
dos pacientes com SMD.

Variaveis clinicas Classes . ,IRFB .
N Mediana Minimo Maximo p-Valor
Citopenias
>=10 18 0,10154  0,03467 0,44907
HB (R-IPSS) 8-<10 28 0,10157 0,01086 1,09429 0,596
<8 40 0,14397 0,00080 5,15153
>=800 56 0,08749  0,00080 5,15153
ANC (R-1PSS) <800 30 020877 000849 151572 2002
>=100 41 0,06337 0,00080 5,15153
Plaquetas (R-1PSS) 50-<100 23 0,12763 0,00849 1,51572 0,035
<50 22 0,17770  0,00919 0,72951
0 10 0,05767 0,03467 0,32760
. . . 1 26 0,06701 0,00080 5,15153
Numero de Citopenias (IPSS) 5 o5 012807 000919 072951 0,019
3 25 0,17739 0,00849 1,51572
0 10 0,05767 0,03467 0,32760
, . . 1 34 0,08268 0,00080 5,15153
Numero de Citopenias (R-1PSS) 5 29 015251 001086 1.09429 0,005
3 20 0,19981 0,00849 1,51572
. Auséncia 56 0,11909 0,00080 1,51572
Sideroblastos em anel Presenca 26 006123 000919 515153 01?6
0 56 0,11909 0,00080 1,51572
Percentagem de sideroblastos em anel 1-14% 6 0,22811 0,04284 0,69737 0,095
Acima de 15% 20 0,05893 0,00919 5,15153
Blastos MO
Menor Igual a 2 59 0,10259 0,00080 1,09429
>29%0 - <5% 10 0,17632 0,04284 5,15153
Percentagem de blastos (R-1PSS) 506-10% 9 0.09278 000849 0 20950 0,009
>10% 8 0,36713 0,05811 1,51572
Muito baixo 6 0,11671  0,03467 0,38024
Baixo 26 0,06712 0,00080 0,54715
Grupos de Risco (R-IPSS) Intermediario 8 0,18508 0,08900 0,49655 0,017
Alto 5 0,11227 0,01086 0,68302
Muito alto 5 0,22376  0,09087 1,51572
Muito baixo 4 0,05382 0,03467 0,10769
Baixo 17 0,07407 0,01365 0,54715
Grupo de Risco (WPSS) Intermediario 16 0,13460 0,00080 1,51572 0,138
Alto 6 0,10157 0,01086 0,45063
Muito alto 3 0,22376  0,19012 0,52668

Dependéncia transfusional, evolucédo e 6bito

- . N&o 33 0,12371  0,03467 1,09429
Dependéncia transfusional sim 48 011909 0,00080 5.15153 0,762
Evolucio Né&o 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 Metilacdo da regido promotora do gene IRF8

A metilacdo do gene IRF8 foi diferente em células da medula dssea de pacientes
com SMD quando comparadas a células de medula 6ssea 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 comparacdo da metilacdo entre os subtipos da
OMS, observou-se que a maior frequéncia 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 andlise da metilacdo com as variavies citogénicas foi observada uma
associacao da metilacdo do IRF8 com pacientes com cariétipo desfavoravel pelo critério
do IPSS e R-IPSS (p=0,002 e p=0,030, respectivamente) (Tabela 27).

Quanto a citopenias, foi observado uma associacdo 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 nao apresentavam sideroblastos em anel
na medula Ossea tiveram maior metilacdo do IRF8, do que em pacientes que néo
apresentavam sideroblastos (p=0,015) (Tabela 27). Além disso, pacientes que
apresentaram percentagem de blastos acima de 2% na medula déssea foram mais
frequentemente metilados para o IRF8 (p=0,001) (Tabela 27).

Quanto a analise com grupos de risco, o IRF8 foi mais metilado em pacientes com
risco intermediario Il 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 metilacdo da regido promotora do gene IRF8 de acordo com
as variaveis clinicas dos pacientes com SMD.

IRF8
Variaveis clinicas Classes N&o Metilado Metilado
N % N % p-Valor
Controle 2 18% 9 82%
Grupo Caso 62 68% 20 3% el
AR 9 100% 0 0%
ARSA 12 92% 1 8%
CRDM 32 78% 9 22%
OMS AREBSs 7 41% 10 59% 0001
LMMC 0 0% 3 100%
RT-SMD 2 25% 6 75%
Caridtipo Normal X Normal 27 77% 8 23% 0.384
Alterado Alterado 16 64% 9 36% '
Normal 27 7% 8 23%
- Alterado com 0 o
Aneuploidia aneuploida 8 89% 1 11% 0,086
Aneuploide 8 50% 8 50%
Normal 27 7% 8 23%
Delecdo 5q Alterado com 5g- 6 75% 2 25% 0,362
Alterado sem 5g- 9 56% 7 44%
Normal 27 7% 8 23%
-717q Alterado com -7/7q 2 40% 3 60% 0,202
Alterado sem -7/7q 13 68% 6 32%
Favoravel 31 79% 8 21%
Grupos Citogenéticos IPSS Intermediario 11 73% 4 27% 0,002
Desfavoravel 0 0% 5 100%
Muito favoravel 2 100% 0 0%
. . Favoravel 31 79% 8 21%
TLpos CHgeneticos R yntermediario 8 62% 5  38% 0,030
Desfavoravel 0 0% 1 100%
Muito desfavoravel 0 0% 2 100%
Caracteristicas da BMO
Hipocelular 6 86% 1 14%
Celularidade BMO Normocelular 6 67% 3 33% 0,537
Hipercelular 29 64% 16 36%
. Auséncia 15 68% 7 32%
Diseritropoese BMO Presenca 20 76% 7 24% 0,543
. . Auséncia 21 68% 10 32%
Dismegacariopoese BMO Presenca 16 80% 4 20% 0,338
. Auséncia 10 67% 5 33%
Disgranulopoese BMO Presenca 27 75% 9 25% 0,543
. e Auséncia 31 70% 13 30%
Micromegacariocito BMO Presenca 1 69% 5 31% 0,899
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Continuagéo Tabela 27. Analise qualitativa da metilacdo da regido promotora do gene IRF8
de acordo com as variaveis clinicas dos pacientes com SMD.

IRF8
Variaveis clinicas Classes Nao Metilado Metilado
N % N % p-Valor
>=10 18 69% 8 31%
HB (R-1PSS) 8-<10 20 80% 5 20% 0,215
<8 23 59% 16 41%
>=800 45 74% 16 26%
ANC (R-1PSS) <800 16 55% 13 45% 0,009
>=100 34 83% 7 17%
Plaquetas (R-1PSS) 50-<100 17 65% 9 35% 0,005
<50 10 43% 13 57%
0 8 67% 4 33%
, . . 1 23 82% 5 18%
Numero de Citopenias (IPSS) 5 18 67% 9 33% 0,154
3 12 52% 11 48%
0 10 71% 4 29%
Numero de Citopenias (R-1PSS) % ig gg;ﬁ ; 2222 0,158
3 10 53% 9 47%

Sideroblastos em anel

. Auséncia 32 57% 24 43%
Sideroblastos em anel Presenca 20 85% 4 150% 0,015
0 32 57% 24 43%
Percentagem de sideroblastos em anel  1-14% 5 83% 1 17% 0,049
Acima de 15% 17 85% 3 15%

Menor Igual a 2 50 81% 12 19%
>2% - <5% 4 44% 5 56%
Percentagem de blastos (R-1PSS) 506-10% 3 27% 8 73% 0,001
>10% 4 50% 4 50%
Baixo 15 94% 1 6%
" Intermediario | 22 73% 8 27%
Cinpe e2 e (17 Intermediario Il 3 50% 3 50% LS
Alto 1 33% 2 67%
Muito baixo 9 90% 1 10%
Baixo 25 81% 6 19%
Grupos de Risco (R-IPSS) Intermediario 3 43% 4 57% 0,057
Alto 1 33% 2 67%
Muito alto 3 60% 2 40%
Muito baixo 3 100% 0 0%
Baixo 22 96% 1 4%
Grupo de Risco (WPSS) Intermediério 13 68% 6 32% 0,019
Alto 3 50% 3 50%
Muito alto 1 50% 1 50%

Dependéncia transfusional, evolucao e 6bito

N . N&o 30 75% 10 25%
Dependéncia transfusional sim 29 64% 16 36% 0,292

x Né&o 57 70% 25 30%
Evolucéo sim 5 56% 4 44% 0,459
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4.4.9 Gene IRF9

4.4.9.1 Expresséo do gene IRF9

O gene IRF9 foi mais expresso em celulas de pacientes com SMD do que em
células de individuos normais (p=0,016) (Tabela 28). Outra associacdo foi observada
em pacientes que possuiam alteracdes cromossémicas sem envolver 0 cromossomo 5,
nesses pacientes o nivel de expressao do IRF9 foi maior quando comparadas a pacientes

com cariotipo normal e com delecdo do cromossomo 5 (p=0,039) (Tabela 28).

4.4.9.2 Metilacdo da regido promotora do gene IRF9

A analise de metilacdo ndo foi realizada para o gene IRF9. Esse gene ndo
apresenta ilhas CpGs definidas da regido promotora do gene. Na tentativa de avaliar
influéncia da metilacdo de CGs do IRF9 na expresséo do gene realizamos alguns testes
com alguns iniciadores, mas ndo obtivemos sucesso. A sequéncia desse gene se interpde
com sequencia de outros genes, sendo assim, ocasionando ligac6es inespecificas com os
iniciadores avaliados. Portanto, estudos que avaliem a regulacdo da expressédo do IRF9

precisam ser realizados em SMD.
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Tabela 28. Analise expressdo do gene IRF9 de acordo com as variaveis clinicas dos
pacientes com SMD.

Variaveis clinicas Classes _IRF9 — —
N Mediang Minimo Méximo p-Valor
Controle 11 0,02711 0,01132 0,07966
CrLpo Caso 80  0,05059 000028 062633 016
AR 11 0,04870 0,00028 0,32534
ARSA 12 0,04036 0,01478 0,10013
CRDM 38 0,06038 0,01423 0,62633
OMS AREBs 16 004913 001728 028519 2611
LMMC 3 0,04435 0,02012 0,06228
RT-SMD 7 0,03384 0,02778 0,10584
e Normal 31 0,03928 0,00028 0,26152
Cariotipo Normal X Alterado - 5o 22 006133 001423 036476 O14°
Normal 31 0,03928 0,00028 0,26152
Aneuploidia Alterado com 8 0,05626 0,01423 0,28519 0,352
aneuploida
Aneuploide 14 0,06133 0,02005 0,36476
Normal 31 0,03928 0,00028 0,26152
Delecéo 5q Alterado com 5g- 8 0,03931 0,02005 0,09440 0,039
Alterado sem 5g- 13 0,08717 0,01423 0,36476
Normal 31 0,03928 0,00028 0,26152
-717q Alterado com -7/7q 5 0,06584 0,03504 0,14260 0,194
Alterado sem -7/7q 16 0,05644 0,01423 0,36476
Favoravel 36 0,04198 0,00028 0,26152
Grupos Citogenéticos IPSS Intermediario 12 0,04964 0,01423 0,36476 0,396
Desfavoravel 5 0,08717 0,02956 0,14260
Muito favoravel 1 0,10013 0,10013 0,10013
Favoravel 36 0,04198 0,00028 0,26152

0,06037 0,02846 0,36476 0,08
0,02956 0,02956 0,02956
0,09087 0,08717 0,14260

Grupos Citogenéticos R-IPSS Intermediario
Desfavoravel
Muito desfavoravel

w R~ ©

Caracteristicas da BMO
Hipocelular 8 0,08584 0,03504 0,32534
Celularidade BMO Normocelular 8 0,06951 0,02005 0,62633 0,172
Hipercelular 45 0,05059 0,01478 0,36476
o Auséncia 25  0,05237 0,01478 0,26152
DIESAUTGEEEED IO Presenca 27 0,06228 0,01728 062633 *'%°
. . Auséncia 35 0,05237 0,01478 0,62633
Dismegacariopoese BMO Presenca 17 006584 002005 028519 O7°°
: Auséncia 15 0,04688 0,02005 0,14260
DIEGEMUEEEEs (0 Presenca 37 006228 001478 062633 2252
. - Auséncia 48 0,05103 0,00028 0,62633
Micromegacariocito BMO 50005 13 006816 001478 021539 867
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Continuagdo Tabela 28. Anélise expressdo do gene IRF9 de acordo com as variaveis clinicas
dos pacientes com SMD.

Variaveis clinicas Classes . IREQ -
N Mediana Minimo Maximo  p-Valor
>=10 18 0,03276 0,02005 0,09773
HB (R-IPSS) 8-<10 28 0,06241 0,02005 0,62633 0,140
<8 40 0,05103 0,00028 0,36476
>=800 56 0,04663 0,00028 0,32534
ANC (R-IPSS) <800 30 006310 001728 062633 208!
>=100 41 0,04836 0,00028 0,21539
Plaguetas (R-1PSS) 50-<100 23 0,04435 0,02005 0,36476 0,411
<50 22 0,06090 0,01423 0,62633
0 10 0,03953 0,02264 0,07179
, . . 1 26 0,04523 0,00028 0,32534
NuUmero de Citopenias (IPSS) 5 o5 0.05292 001423 021539 0,153
3 25 0,06037 0,01728 0,62633
0 10 0,03953 0,02264 0,07179
. . . 1 34 0,06017 0,00028 0,13870
Numero de Citopenias (R-I1PSS) 5 29 0.04704 0,02005 032534 0,266
3 20 0,06379 0,01728 0,62633
. Auséncia 56 0,04853 0,01728 0,36476
Sideroblastos em anel Presenca 26 004561 000028 062633 0%
0 56 0,04853 0,01728 0,36476
Percentagem de sideroblastos em anel ,15\01:::/: de g Dt R G 0,196
20 0,03716 0,00028 0,28519
15%
2"26”0”9“3' 59 0,04836  0,00028 0,62633
Percentagem de blastos (R-1PSS) >2% - <5% 10 0,06881 0,02005 0,26152 0,789
5%-10% 9 0,05059 0,02592 0,28519
>10% 8 0,04814 0,01728 0,14260
Classificacdo de Risco
Muito baixo 6 0,04583 0,02264 0,10013
Baixo 26 0,04206 0,00028 0,13870
Grupos de Risco (R-1PSS) Intermediaric 8 0,04389 0,02012 0,36476 0,376
Alto 5 0,09087 0,02956 0,28519
Muito alto 5 0,06037 0,03071 0,14260
Muito baixo 4 0,03690 0,02264 0,06381
Baixo 17 0,03928 0,00028 0,10224
Grupo de Risco (WPSS) Intermediaric 16 0,04351 0,02005 0,26152 0,177
Alto 6 0,08902 0,02956 0,36476
Muito alto 3 0,06037 0,05059 0,14260
Dependéncia transfusional, evolucédo e 6bito
A . Nao 33 0,04870 0,02012 0,32534
Dependéncia transfusional sim 48 0.05103 0.00028 0.62633 0,821
Evolugio N_éo 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 expressao dos genes IRFs no seguimento de pacientes com SMD

A partir da avaliagcdo do seguimento dos pacientes com SMD foi observado que os
niveis de expressdao do gene IRF2 foi menor nas amostras de seguimento quando
comparadas a amostras ao diagnostico (p=0.046) (Tabela 29, Figura 11). Associando aos
dados de metilacdo descritos anteriormente, observamos que 0s niveis de metilacdo do
IRF2 foram maiores nas amostras de seguimentos quando comparadas a amostras ao
diagnostico. E provavel que a expressdo do gene IRF2 tenha suprimida durante a evolugio

da doenga nesses pacientes.

p=0.046

Expressdo gene IRF2 ( Z'ACT) -log2

-10

Ao Diagln()slicu Segui:nento
Figura 11. Expressdo do gene IRF2 em amostras de pacientes com SMD ao diagnostico e

ao seguimento.
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Tabela 29. Nivel de expressdo dos genes IRFs nos pacientes ao diagndstico e ao seguimento dos pacientes com sindrome mielodisplésica.

Expresséo génica IRF1 (2-ACt) Expresséo génica IRF2 (2-ACt) Expresséo génica IRF3 (2-ACt) Expresséo génica IRF4 (2-ACt) Expresséo génica IRF5 (2-ACt)
Amostras Mediana Minimo Maximo P Mediana Minimo Maximo p Mediana Minimo Maximo p Valor Mediana Minimo Maximo P Mediana Minimo Maximo p
Valor Valor Valor Valor
Ao diagndstico  0,58439 0,12718 2,45377 0,06887 0,00200 0,33681 0,06382 0,00002 0,27168 0,02134 0,00068 0,32874 0,02328 0,00379 0,15822
p=0.075 p=0.046 p=0.0152 p=0.463 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
Continuacdo Tabela 29. Nivel de expressdo dos genes IRFs nos pacientes ao diagndstico e ao seguimento dos pacientes com sindrome
mielodisplasica.
Expressdo génica IRF6 (2-ACt) Expressao génica IRF7 (2-ACt) Expressdo génica IRF 8 (2-ACt) Expressdo génica IRF9 (2-ACt)
Amostras Mediana Minimo Méximo P Mediana Minimo Maéaximo p Mediana Minimo Maximo p Mediana Minimo Maximo p Valor
Valor Valor Valor
Ao diagndstico  0,00056 0,00000 0,00692 0,08808 0,00678 2,96905 0,11424 0,00080 5,15153 0,04930 0,00028 0,62633
. p=0.972 p=0.972 p=0.972 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 Regressao logistica para risco de transformacgédo para LMA

O risco de transformacdo para LMA, foi determinada em relagéo a comparagédo das
variaveis clinicas e moleculares (expressdo génica e metilacdo) utilizando a regresséo

I6gica para essa analise.

Analises univariadas

Variaveis Clinicas

Para a analise univariada foi utilizado o teste de exato de Fisher. Das variaveis
clinicas analisadas, aquelas que estavam relacionadas a evolucdo para LMA foram sexo e
fumo (p=0.009 e p=0.037, respectivamente) (Tabela 30). Os pacientes do sexo masculino
evoluiam mais para LMA do que pacientes do sexo feminino e pacientes que fumaram em

alguma fase da vida evoluiram mais do que aqueles que ndo fumaram (Tabela 30).

Variaveis moleculares

A andlise das variaveis moleculares mostrou que os genes IRF5 e IRF7 estavam
mais relacionadas com evolucdo para LMA (p= 0.024 e p=0.032, respectivamente) (Tabela
31). Pacientes com o nivel de expressao acima do valor 0.00232 (cutoff) evoluiam mais do
que pacientes que possuiam expressdo do IRF5 abaixo desse valor. Assim como, pacientes
com a expressdo do IRF7 acima do valor do cutoff (0.00604) também evoluiam mais do

que aguelas que apresentaram expressao abaixo desse valor (Tabela 31).
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Analise multivariada

A partir destes dados foi realizada a regressdo logistica para avaliar as variaveis
relacionadas ao risco de transformacdo para LMA (OD ration). Para essa analise foi
considerado as varidveis com p<0.2 na analise univariada. As varidveis clinicas e
moleculares selecionadas foram: sexo, fumo, delecdo 5q, ANC, percentagem de blastos,
classes da OMS, formas da SMD, mRNA IRF5, mRNA IRF7, metilacdo do IRF6 e
metilacdo do IRF7. Porem a expressao genica do gene IRF5 se sobrep0s a todas outras
variaveis analisadas.

Pacientes com a superexpressao (>0.0232) do IRF5 tem 5.4 mais chances de evoluir
para LMA do que pacientes com expressdo mais baixa (p=0.000; EXP(B)=5.429;
1C95%=1.098-26.829). Portanto, no presente estudo, pacientes que tinham a expressao do
gene IRF5 acima do valor de >0.0232 apresentavam pior prognostico estando relacionado

a um maior risco de evolugédo para LMA.
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Tabela 30. Analise univariada das variaveis clinicas relacionada a evolucdo para LMA.

Evolugdo para LMA

Variaveis Classes N&o (N) Sim (N) p valor
Feminino 55 2 _
S50 Masculino 49 12 =L
<60 27 3 _
Idade >60 77 1 p=0.763
. Urbana 61 9 _
Origem Rural 37 4 p=0.764
Sim 22 0 _
Fumo Nio 9 3 p=0.037
; Sim 24 0 _
Alcool NEo 22 5 p=0.052
. Presenca 11 1 _
Fibrose Auséncia 24 > p=0.946
Presenca 46 7 _
AHIPE Auséncia 15 2 U
L Presenca 27 4 _
Diseritropoese Auséncia 3 5 p=0.941
. . Presenca 39 6 _
Dismegacariopoese Auséncia 20 3 p=0.973
. Presenca 16 2 _
Disgranulopoese Auséncia 43 7 p=0.756
. L Presenca 52 8 _
Micromegacariocito Auséncia 20 2 p=0.722
<10 31 1
HB 8-<10 28 4 p=0.202
>8 44 9
>800 71 7 _
ANC <800 32 7 p=0.226
>100 48 6
PLAQ 50-<100 29 3 p=0.763
<50 26 5
0 14 0
. . 1 33 3 _
N Citopenias IPSS 2 28 6 p=0.313
3 28 5
0 16 1
. . 1 42 3 _
N Citopenias R-IPSS > 24 5 p=0.281
3 21 5
. Auséncia 66 11 _
Sideroblastos em Anel Presenca 29 5 p=0.215
<2% 77 8
>2%-<5% 10 1 _
Percentagem de Blastos 506-10% 10 > p=0.141
>10% 6 3
. Normal 44 4 _
Cariotipo normal x alterado Alterado 32 5 p=0.725
Normal 44 4
Aneuploidia Alteradc_) sem 17 4 p=0.161
aneuploidia
Aneuploidia 20 1
Normal 44 4
Delecdo 5q Alterado com 50- 15 4 p=0.097
Alterado com 5¢- 21 1
Normal 44 4
Monossomia7/del7q Alterado com 7g- 9 2 p=0.524
Alterado com 7¢- 27 3
Favoravel 45 7
Intermediario 16 2 _
CARIOTIPO IPSS Desfavoravel 10 0 p=0.522
Muito favoravel 2 0

143



Continuacao Tabela 30. Analise univariada das varidveis clinicas relacionada a evolucéo
para LMA.

Evolucéo para LMA

Varidveis Classes Ndo (N)  Sim(N) p valor
Favoravel 45 8
Cari6tipo R-IPSS intermediario A : p=0.631
Muito desfavoravel 4 0
AR 13 0
ARSA 14 0
CRDM 51 8 _
OMS AREB 15 4 p=0.078
LMMC 3 2
RT-SMD 8 0
Iniciais 79 8 _
Formas SMD Avancadas 15 4 p=0.109
Baixo 19 2
. Intermediario | 37 6 _
Grupo Risco IPSS Intermediario 11 7 1 p=0.883
Alto 4 0
Muito baixo 2 0
Baixo 45 8
Grupo Risco R-IPSS Intermediario 16 1 p=0.799
Alto 2 0
Muito alto 4 0
Muito baixo 6 0
Baixo 24 1
Grupo Risco WPSS Intermediario 21 4 p=0.506
Alto 11 2
Muito alto 3 0
Dependéncia transfusional gli?g gg ? p=0.808
Resposta ao tratamento com eritropoetina (S:grrr? :::55;? ;; g p=0.143
Resposta ao tratamento com Com resposta 4 1 _
- - p=0.424
hipometilante Sem resposta 4 3
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Tabela 31. Analise univariada das varidveis moleculares relacionada a evolugdo para

LMA.
Evolucéo para LMA

Variaveis Classes Nao (N) ?;\In)] p Valor
Metilacdo IRFS ~ _
25 o
o
5 s
5E o
2 o

N&o Metilado 64 9

IRFT M~etilado. 18 0 0117
S5 o
Expresséo IRFs
e e noo om
IRF2 Viis expreseo s 1 07
s e LoD om
s e £ om
i 22 o
s 2P o
e e 2L oo
IRFe Viis exprecee w4 03
s o L5 ome
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4.4.12 Analise de sobrevida em relagdo as caracteristicas clinicas, perfil de

metilacao e expressao dos genes IRFs

Andlise univariada — Kaplan Meier

A anélise de sobrevida global (SG) foi determinada em relacdo a comparagao
das variaveis clinicas e moleculares (expressdao génica e metilacdo), considerando o
evento Obito por qualquer causa. O tempo de seguimento do paciente foi calculado da
data de diagnostico até a data do Obito ou até a data do dltimo 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 excluidos dessa analise.

Variaveis Epidemiologicas e Clinicas

Em relacdo as variaveis epidemiologicas, a sobrevida foi diferente para sexo,
origem e alcool (Tabela 32).

Para as variaveis clinicas relacionadas as caracteristicas obtidas pela biopsia de
medula éssea dos pacientes, ndo houve diferenca de sobrevida entre os grupos
analisados (Tabela 32). Para as varidveis relacionadas a citopenias e percentagem de
blastos, todas foram significantes (Tabela 32).

A despeito de variaveis relacionadas a cariétipo, a populacdo avaliada apresentou
diferenca de sobrevida entre os grupos relacionados a cariétipo normal e alterado, 5q-,
70-/-7 e caridtipo classificado de acordo com os critérios do R-IPSS. Pacientes com
caridtipo alterado tiveram estimativa de sobrevida global de 36.4% aos 24 meses,

enquanto individuos para cariétipo normal tinha 58.4% para 0 mesmo periodo. Na
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comparacdo de pacientes com cariotipo normal, cariétipo alterado sem delecdo do
cromossomo 5 e cariétipo alterado com delecdo do cromossomo 5, os individuos que
tinham cariotipo alterado sem delecdo do cromossomo 5 tiveram menor sobrevida. J&
pacientes com delegdo/monossomia do cromossomo 7 apresentaram a pior sobrevida
(Tabela 32). Podemos destacar que pacientes com cariétipo normal tinham 90%
estimativa de sobrevida global, enquanto pacientes com cari6tipo muito desfavoravel,
classificados de acordo com a classificagdo do R-IPSS, tiveram apenas 25% de
estimativa em seis meses de seguimento (Tabela 32).

As andlises 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 ap6s o diagndstico, pacientes do subtipo AREB tinham
somente 36,4% de estimativa de sobrevida global nesse mesmo periodo (Tabela 32).
Para as classificagbes 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 ja nos seis meses iniciais.

Quanto a analise de sobrevida relacionada a resposta a tratamento e evolucéo,
pacientes dependentes transfusionais tinham somente 33% de probabilidade de
sobrevida, frente a 84.7% estimativa dos pacientes ndo dependentes, em 24 meses
(Tabela 32). Com relagéo resposta a eritropoietina - EPO (EPREX®), os pacientes com
resposta tinham 100% de estimativa de sobrevida aos 24 meses, enquanto 0s que nao

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 relagdo a variaveis

epidemioldgicas e clinicas.

Probabilidade de sobrevida (%0)

Eventos

Variaveis Classes Casos (6bitos) 6 meses 12 meses 24 meses Log
(N) (N) Rank
Feminino 36 13 83.2 80.2 67.2 _
SEXO Masculino 47 26 91.4 76.0 55.0 p=0.033
<60 24 12 82.9 63.2 33.8
>60-70 24 13 82.9 55.7 55.7 _
IDADE >70-80 19 9 62.3 56.7 48.4 p=0.733
>80 16 5 87.5 80.8 80.8
Urbana 49 18 91.7 82.7 70.0 _
ORIGEM Rural 31 20 80.6 64.2 36.7 p=0.004
Né&o 12 2 82.5 82.5 82.5 _
FUMO Sim 9 5 40.0 40.0 40.0 p=0.201
Néo 15 4 79.4 63.6 63.6 _
ALCOOL Sim 20 13 70.0 47.4 47.4 p=0.017
Hipocecular 9 3 88.9 77.8 58.3
CELULARIDADE Normocelular 9 5 88.9 76.2 40.6 p=0.592
Hipercelular 39 19 86.8 64.7 52.6
Auséncia 8 5 87.5 75.0 75.9 _
FIBROSE Presenca 20 6 89.4 67.1 67.1 P=0.254
Auséncia 36 17 85.9 68.7 48.8 _
ALIPS Presenca 1 6 80.8 69.3 51.9 p=0.608
Auséncia 22 8 76.6 65.2 65.2 _
DISETROPOISES BMO Presenca 24 15 78.6 52.4 28.8 p=0.093
Auséncia 30 16 80.0 60.0 43.8 _
DISMEGACARIOPOISE BMO Presenca 16 7 793 382 382 p=0.737
Auséncia 10 4 77.8 77.8 77.8 _
DISGRANNULOPOIESE BMO Presenca 36 19 86.0 68.8 452 p=0.777
Auséncia 39 20 84.6 71.8 50.5 _
MICROMEGA BMO Presenca 16 7 77.9 445 445 p=0.775
<10 25 6 91.2 75.2 62.7
HB 8-<10 25 13 79.8 62.1 31.9 p=0.000
>8 32 20 81.3 68.1 354
>800 52 22 88.5 80.6 67.9 _
ANC <800 30 17 756 513 274 p=0.015
>100 36 10 97.1 83.9 72.6
PLAQ 50-<100 23 12 77.6 58.3 33.3 p=0.000
<50 23 17 73.9 47.8 26.2
0 10 1 90.0 90.0 90.0
1 25 10 86.7 70.0 32.7 _
N CITOPENIA IPSS 5 o5 10 80.0 703 442 p=0.000
3 22 18 57.4 28.7 12.8
0 12 2 91.7 91.7 91.7
1 29 10 93.0 76.4 719 _
N CITOPENIA R-IPSS 5 22 12 724 66.9 55 2 p=0.000
3 19 15 61.3 33.4 22.3
0 55 26 89.1 81.7 66.2
SIDEROBLASTOS EM ANEL 1-14% 8 6 62.5 31.3 p=0.057
>15 14 4 92.3 75.5 62.9
<2% 51 21 89.3 77.5 68.2
>2%-<5% 8 5 75.0 62.5 333 _
BLASTOS 5%-10% 10 6 57.1 429 429 FEOIEL
>10% 7 7 14.3 0.0 0.0
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Continuagdo Tabela 32. Estimativas de sobrevida global em 6, 12 e 24 meses em relagéo
a variaveis epidemioldgicas e clinicas.

Variaveis

Classes

Probabilidade de sobrevida

(%0)

6 meses

12 meses 24 meses

Log
Rank

NORMAL E ALTERADO

ANEUPLOIDIA

CARIOTIPO IPSS

CARIOTIPO R-IPSS

WHO_CATEGORY

FORMAS_SMD

GRUPO RISCO 1PSS1997

GRUPO RISCO IPSS2012

GRUPO RISCO WPSS

DEPENDENCIA
TRANSFUSIONAL

TRATAMENTO EPREX

TRATAMENTO
HIPOMETILANTE

EVOLUCAO LMA

Normal

Alterado

Normal

Alterado sem
aneuploidia
Aneuploide
Normal

Alterado sem 50-
Alterado com 50-
Normal

Alterado sem 70-
Alterado com 7¢-
Favoravel
Intermediario
Desfavoravel
Favoravel
Intermediario
Desfavoravel
Muito desfavoravel

AR

ARSA
CRDM
AREB
Iniciais
Avancadas

Baixo
Intermediério |
Intermediario 11
Alto

Muito baixo
Baixo
Intermediéario
Alto

Muito alto
Muito baixo
Baixo
Intermediéario
Alto

Muito alto

Nao
Sim
Sem resposta
Com resposta
Sem resposta
Com resposta
Nao
Sim

Casos E,V e_ntos
(N) (6bitos)
(N)
30 10
28 17
30 10
11 7
17 10
30 10
13 8
14 8
30 10
20 10
7 6
35 14
14 7
8 5
37 17
12 6
2 0
4 4
9 1
6 1
44 23
15 12
60 26
13 9
16 6
28 13
6 6
4 2
11 3
25 9
7 6
5 3
7 6
4 0
16 5
17 10
11 8
3 2
35 10
42 29
20 12
11 1
70 28
13 11

83.1
82.0
83.1

80.0

70.6
83.1
68.4
85.7
83.1
70.0
53.6
88.6
78.6
46.9
91.9
73.3

25.0

100
83.3
90.9
36.4
91.7
50.8

93.8
85.4
16.7
50.0
90.9
91.8
57.1
40.0
28.6
100
100
88.2
63.6
33.3

97.1
68.9
85.0
100

85.6
67.7

714 58.4
59.4 36.4
714 58.4
70.0 45.0
39.7 39.7
714 58.4
32.1 32.1
64.3 56.3
714 58.4
64.6 64.6
53.6 53.6
76.5 65.4
63.5 54.4
31.3 31.3
77.8 65.6
458 45.8
0.0 0.0
85.7 85.7
83.3 83.3
74.8 58.7
36.4 21.8
75.9 64.1
50,8 30.5
80.4 63.3
69.8 61.3
0.0 0.0
50.0 50.0
90.9 80.8
62.6 50.1
429 429
40.0 40.0
143 143
100 100
86.7 78.8
61.6 23.1
455 27.3
33.3 33.3
91.3 84.7
50.9 33.0
70.0 48.5
100 100
76.5 66.1
10.2 0.0

p=0.049

p=0.142

p=0.047

p=0.023

p=0.118

p=0.001

P=0.000

p=0.000

p=0.000

p=0.000

p-=0.010

p=0.000

p=0.005

p=0.000

149



Variaveis Moleculares

Em relacdo a metilagcéo da regido promotora dos genes IRFs, a hipermetilacdo
do gene IRF2 est4 associada a piores estimativas de sobrevida global (36,9%, 1C 95%:
11.077% - 39.616%) quando comparado a pacientes ndo metilados (63.6%, IC 95%:
38.766%-5) em 24 meses (Tabela 33 e Figura 12), portanto sendo a hipermetilagéo do
gene IRF2 associado a pior sobrevida em SMD.

A respeito da expressdo génica dos IRFs, o gene IRF5 apresentou também uma
associacao com pior sobrevida em SMD (p=0.050) (Tabela 333). Quando o gene esta
com um perfil mais expresso (valores de expressdo acima do cutoff - >0.0232), estes
pacientes tinham 57.6% de estimativa sobrevida global, enquanto os pacientes com

valores de expressdo <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 relagdo a variaveis
moleculares, expressdo génica e metilacdo da regido promotora dos IRFs de células de medula
total de pacientes com SMD.

- N
Casos Eventos Probabilidade de sobrevida (%6)

(N) (6bitos) (N) Classes

Variaveis Classes
6 meses 12 meses 24 meses

IRE1 N&o metilado 30 13 90.0 72.2 60.3 0=0.507
Metilado 32 15 711 711 54.9

IRE2 N&o metilado 49 20 87.7 78.7 63.6
Metilado 13 8 53.8 46.2 0 PO

IRE3 N&o metilado 30 12 86.7 79.9 68.5 0=0217
Metilado 32 16 74.5 64.0 52.2

IRE5 N&o metilado 29 10 78.7 78.7 69.4 0=0.179
Metilado 33 18 81.8 66.1 48.7

IRE6 N&o metilado 29 11 86.7 78.9 66.1 0=0.135
Metilado 33 17 75.2 65.2 499

IRE7 Néo.metilado 53 23 77.0 73.0 60.9 0=0.882
Metilado 9 5 100 66.7 444

IRF8 N&o metilado 43 18 86.0 73.9 62.5 0=0.248
Metilado 19 10 66.6 66.6 44.4

IRF1 Menos expresso 27 11 741 61.6 56.9 p=0,570
Mais expresso 31 17 90.1 76.1 40.0

IRF2 Menos expresso 7 3 85.7 714 71.4 0=0.703
Mais expresso 51 25 82.1 69.3 57.6

IRF3 Menos expresso 11 8 81.8 727 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 0=0.350
Mais expresso 25 10 91.5 74.1 74.1

IRF5 Menos expresso 29 11 96.4 85.4 72.9 0=0.050
Mais expresso 30 17 69.7 57.4 46.9

IRF6 Menos expresso 33 17 75.8 69.6 58.8 0=0.429
Mais expresso 26 11 92.1 70.5 61.1

IRF7 Menos expresso 17 5 94.1 824 64.7 0=0.064
Mais expresso 42 23 78.0 64.9 56.1

IRFS8 Menos expresso 29 13 89.4 74.3 54.2 0=0.642
Mais expresso 30 15 76.5 66.1 66.1

IRF9 Menos expresso 13 4 76.2 76.2 63.5
Mais expresso 46 24 84.7 711 58.6 p=0.455
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Metilagao da regidao promotora do gene IRF2
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Figura 12. Analise de sobrevida global de acordo com variaveis moleculares,
metilacdo da regido promotora dos IRFs, de células de medula total de pacientes com
SMD. Na curva de Kaplan Meier pacientes com hipermetilagdodo gene IRF2 (verde) e a
de pacientes ndo metilados (azul). Pacientes com SMD com hipermetilagdo do gene IRF2

apresentam pior sobrevida p=0.042.

152



Expressdo mRNA do IRF5
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Figura 13. Andlise de sobrevida global de acordo com variaveis moleculares,
expressdo do mRNA dos IRFs de células de medula total de pacientes com SMD.
Curva de Kaplan Meier de pacientes com baixa e super expressdo dos do mRNA do IRF5,
a superexprseedo do gene IRF5 estd associada a pior sobrevida (curva verde) (B) de
pacientes com baixa e super expressdo dos do mMRNA do IRF5.
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4.4.13 Regressdo multipla de COX para analise de sobrevida global

A partir dessas anélises foi realizada uma regressdo de COX madltipla considerando
as variaveis com p<0.2 na analise univariada. As varidveis selecionadas para a regressdo de
COX foram: sexo; origem, alcool, cariétipo normal e alterado, cariétipo 5q, cari6tipo 7q,
grupos citogenéticos R-1PSS, niveis de hemoglobina, ANC, nimero absoluto de plaguetas,
namero de citopenias pelo IPSS, nimero de citopenias pelo R-, percentagem de blastos,
grupos de risco IPPS, R-IPSS e WPSS, classes da OMS, formas da SMD, dependéncia
transfusional, reposta a eritropetina, evolugdo para LMA. mRNA IRF3, mRNA IRF5,
mMRNA IRF7, metilacdo IRF2, metilacdo do IRF6. As covaridveis que tiveram efeitos para
0 modelo de COX estdo representados na Tabela XX.

A partir das covariavies que tiveram efeitos na regressao de COX, primeiramente,
podemos observar uma associacdo de maior a risco de Obito para individuos dependentes
transfusionais. Pacientes com dependéncia transfusional possuem 12 vezes de mais chance
do paciente vir a obito do que pacientes ndo dependentes transfusionais (Tabela 34).
Pacientes que com formas avancadas de SMD (AREBSs), tinham também mais chance de
vir a 6bito (6 vezes), quando comparada a pacientes com formas inicias das doencas (AR,
ARSA, CRDM).

A superexpressdao do gene IRF3 esta associada a um fator protetor em SMD.
Pacientes que apresentam expressdo acima 0.0373 apresentam um risco menor de vir a
Obito do que pacientes com baixa expressdo. Pacientes com baixa expressdo do gene IRF3
possui nove vezes mais chance de vir a Obito do que individuos com alta expressdo
(Tabela 34). Dessa forma, a superexpresdo do gene IRF3 pode estar relacionada a um
menor risco em SMD e a prognostico favoravel.

Por outro lado, a superexpressdo do gene IRF5 esta correlacionada a um maior
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risco de Obito em SMD. Pacientes com niveis de expressdo génica do IRF5 acima de
0.0232 tem quase 9 vezes mais chance de evolugdo a 6bito do que pacientes com valores
abaixo desse nivel de expressdo (Tabela 34). Essa variavel confere um maior risco para
doenga, sendo dessa forma, a supexpressdo do gene IRF5, pode estar relacionada a
progndstico desfavoravel.

Por ultimo, a metilacdo da regido promotora também do gene IRF5 em células de
medula total configura um perfil de maior risco a 6bito em pacientes com SMD. Pacientes
com hipermetilacdo do IRF5 apresentam quatro vezes mais de chance de o paciente vir a

6bito do que individuos com o IRF5 ndo metilado (Tabela 37).
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Tabela 34. Regressao multipla de COX para a sobrevida global.

IC 95,0% para Exp(B)

Variavels Classes Exp(B) Limite Inferior Limite Superior p Valor

Dependéncia Transfusional Né&o dependentes transfusional 1 - - 0,003
Dependentes transfusional 12,127 2,405 61,138

Formas SMD Formas Iniciais* 1 - - 0,004
Formas Avancadas** 6,908 1,843 25,888

Expressio mRNA IRF3 Perfil menos expresso <0.0373 1 - - 0,000
Perfil mais expresso >0.0373 0,105 ,030 ,373

Expressio mRNA IRF5 Perfil menos expresso <0.0232 1 - - 0.001
Perfil mais expresso >0.0232 8,819 2,379 32,694
Perfil de metilagdo nao tumoral <0 1 - -

Metilacdo da regido promotora do gene IRF5 0,041
Perfil de metilagcdo tumoral >0 4,640 1,066 20,192

*Formas iniciais. AR, ARSA, CRDM; ** Formas avan¢adas. AREBs
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4.5 NIVEIS DE METILACAO E EXPRESSAO EM CELULA CD34+ E MEDULA

TOTAL DE PACIENTES COM SMD

A avaliacdo comparativa dos niveis de metilacdo entre a subpopulacdo de CD34+
isolada da medula 6ssea entre a medula 6ssea total revelou que a metilacdo do gene IRF6 é
maior em medula 6ssea total (p=0.0002). Em consequéncia, a metilacdo do gene IRF6 é
menor em células tronco hematopoiéticas isoladas do que quando comparadas ao pool de
células da medula total. Entretanto, a avaliacdo da expressao dos IRFs entre esses dois
tipos de amostras mostrou que o gene IRF6 € 3.2 vezes mais expresso em células
CD34*quando comparadas a medula total (p=0.046). A partir desses dados, é possivel
sugerir que a metilacdo é um fendmeno que pode estar envolvido na regulacdo da
expressdo do IRF6 em células CD34+ de pacientes com SMD. Sugerindo que é provavel
que o IRF6 tenha uma importante funcéo nas células tronco hematopoiéticas de pacientes
com SMD.

Além do gene IRF6, niveis mais altos de expressdo do gene IRF5 estavam
relacionadas a células progenitoras CD34+ (p=0.006) quando comparados a medula total.

Nenhuma diferenca foi relacionada a metilacéo do gene IRF5.
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5. DISCUSSAO

IRF1

Expressdo do IRF1

Pela andlise da expressdo do gene IRF1 foi observada uma associacao de um
maior nivel de expressdo deste gene com pacientes que apresentam medula 6ssea
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 fendmenos foram relatados em células
progenitoras hematopoéticas da medula de pacientes com SMD hipocelular ou
hipoplasica e na medula de pacientes de baixo risco. Dentre esses fendmenos
imunomediados, podemos citar a expansdo de linfocitos T citotoxicos, inducdo de
apoptose, liberacdo de citocinas, tais como TNF-a e o interferon gama (IFN-y)
(Maciejewski et al.,, 2007). O IFN-y tem sido frequentemente encontrado com
superexpressdo 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-y pode ser inibido pela inativacdo do IRF1 (Murtas et al., 2013).
Pinheiro et al. 2009 identificaram que altos niveis de IRF1 estavam associados com um
prognostico favoravel e um aumento de fenémenos autoimune em SMD. Sendo assim, é
provavel que os altos niveis de expressdo de IRF1 em pacientes com medula
hipocelular, encontrados no presente trabalho, podem estar relacionadas a mecanismos

mediados pelo sistema imune.
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Metilacéo do IRF1

Diversas alteracbes, tanto de origem genética ou epigenética, tém sido
implicadas nos multiplos processos que dao origem a SMD e sua transformagdo para
LMA. A fisiopatologia da SMD é complexa e isso é um reflexo da heterogeneidade da
doenga. Dentre os genes avaliados no presente trabalho, o IRF1 pode ser um fator que
contribui para o melhor entendimento da patogénese da SMD (Willman et al, 1993).

O IRF1 foi originalmente identificado como regulador de interferon e
subsequentemente foi reconhecido como um fator de transcri¢cdo envolvido no controle
do crescimento celular e inducdo de apoptose (Tamura et al., 2008). As funcdes do IRF1
também abrangem, dentre outras, atividade supressora tumoral e diferenciacdo de
células mieldides. As delecdes e mutacdes somaticas do gene IRF1 tém sido implicados
na SMD (Papemmanuil et al., 2001 e 2013) e posterior evolucao para LMA (Willman et
al., 1993). Maratheftis et al. 2006 identificaram que a inativacdo funcional do gene IRF1
resultante de splicing aberrante pode ser um evento critico que contribui para o fenétipo
odisplasico. Esse fenotipo € ocasionado pela inativacao da atividade supressora tumoral
e de diferenciagdo mieldide do IRF1.

O presente estudo é o primeiro trabalho que avalia a metilacdo e expressao do
gene IRF1 em SMD. A metilacdo 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 possuiam 0 gene
IRF1 metilado (AR e ARSA - SMD de baixo risco).

Corroborando com esse dado, diversos estudos tém demonstrado que a
hipermetilacdo da regido promotora de varios genes é associada com a progressdo 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) possuiam
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um maior nivel de metilacdo do que em pacientes de SMD de baixo risco ou controles
normais.

Outra associagdo importante, demostrada no presente trabalho, foi 0 aumento da
metilacdo do IRF1 associada a pacientes com maior percentagem de blastos na medula
Ossea. Pacientes com blastos >2% apresentaram maior frequéncia do IRF1 metilado.
Esse dado sugere que a metilacdo pode estar inibindo atividade apoptética do IRFL,
favorecendo proliferagdo e o acimulo de células progenitoras danificadas na medula
Ossea desses pacientes.

Além disso, a avaliagdo comparativa da metilagdo do IRF1 entre amostras de
seguimento e amostras ao diagnéstico mostrou que o gene IRF1 foi 434 vezes mais
metilado no seguimento do que em amostras ao diagnostico. Esse dado nos sugere que 0
nivel de metilacdo do IRF1 em células de medulas dssea de pacientes com SMD
aumenta durante a progressao da doenca.

Uma associacdo importante observada, no presente trabalho, foi que a metilagéo
do gene IRF1 foi associada a categorias de risco do R-IPSS. Uma alta frequéncia de
pacientes com o IRF1 metilado foi associada aos grupos de risco intermediario, alto e
muito alto (71%, 100% e 80%, respectivamente). Esse achado sugere que a metilacdo
do IRF1 pode estar relacionada a um progndstico desfavoravel em SMD.

Portanto, nossos dados sugerem que a metilacdo aberrante do IRF1 pode possui

um papel importante na patogénese e progressdo da SMD.
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IRF2

Expresséo do gene IRF2

O IRF2 é geralmente reconhecido como uma oncoproteina (Harada et al.,
1993), e seu efeito tem sido pouco explorado no cancer. Entretanto, a expressdo do IRF2
tem sido associada a cancer de mama (Connett et al., 2005), cancer esofagico (Wang et
al., 2007) e pontos de mutagdo no gene IRF2 tém sido associados a cancer de pancreas
(Xi e Blanck 2000).

Observamos que os genes IRF1 e IRF2 apresentaram uma correlacdo positiva
em SMD, ou seja, quando a expressdao do IRF1 aumenta a do IRF2 também aumenta.
Entretanto, diversos trabalhos tém 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 sequéncias de DNA que o IRF1, sendo assim, ele regula
negativamente ou bloqueia a transcri¢do de genes alvo do IRF1 (Harada et al., 1993).
IRF2 é geralmente sintetizado depois de IRF1 apds exposicdo celular ao IFN-y, além
disso, o IRF-2 tem uma maior estabilidade proteica. Por esse motivo o IRF-2
desempenha um papel na inibicdo dos efeitos de IFN-y mediados pelo IRF1 (Tamura et
al., 2008). Wang et al.2006 demonstraram que o balanco do IRFl1 e IRF2 sdo
importantes para o desenvolvimento e progressao de cancer esofagico e Choo et al.
2006 mostraram associacdo desse balanco na leucemogénese. Esses trabalhos
evidenciam o IRF1 e IRF2 com potenciais antioncogénico e oncogénico,
respectivamente.

Entretanto, Connett et al., 2005 relataram que a expressdo do IRF1 e IRF2 sdo
positivamente correlacionadas em cancer de mama e que essas alteracdes da expressao

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 niveis de expressdo de IRF-
1 e IRF-2, podemos especular que na SMD ha uma cooperacdo destes genes no
processo patoldgico.

Metilacéo do gene IRF2

N&do ha trabalhos que mostrem a relacdo da metilagdo do gene IRF2 com
neoplasias. Yamashita et al. 2010 avaliariam a metilagdo dos genes dos nove membros
da familia dos IRFs e ndo observaram nenhuma associa¢do da metilacdo do IRF2 com
cancer gastrico. No presente estudo, foi observado uma baixa frequéncia de metilagao
do IRF2 em SMD. Entretanto, entre os subtipos da OMS, essa frequéncia de metilacédo
foi diferente entre os grupos, sendo maior no subtipo AREB.

A metilacdo do gene IRF2 foi associada com variaveis de maior risco em SMD,
tais como caridtipo desfavoravel (IPSS), neutrofilo abaixo de 800/uL, plaguetas abaixo
de 50.000/pL, 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 esta

metilado é associado a caracteristicas de progndstico desfavoravel.

IRF3

Expressédo do gene IRF3

O IRF3 ¢é um fator de transcricdo que tem uma importante funcdo na regulacao
de interferon e diversos autores tém demonstrado sua importancia na regulacao 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 gue esta 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-IKKo/B ativa o IRF3 ¢ este
estimula expressdo de IFN-B promovendo apoptose, senescéncia e inibigdo das fungdes
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 niveis do IRF3 foram relatados no controle do crescimento de
células de melanoma (Moore et al., 2014) e Oshita et al. 2006 detectaram um maior

nivel de expressdo do IRF3 em casos de prognostico favoravel em cancer de pulmao.

O presente trabalho é o primeiro estudo a detectar importantes associacdes do
gene IRF3 em SMD. Um maior nivel de expressdo do IRF3 esta associado a celulas de
pacientes com SMD quando comparada a células de medula 6ssea normal. Ademais,
maiores niveis de expressdéo do gene IRF3 foi também associada a citopenias
periféricas. O gene foi mais expresso em pacientes com niveis de hemoglobina abaixo
de 10g/dL e em pacientes com o nimero de neutrofilos abaixo de 800/uL, assim como
também em pacientes com 3 citopenias de acordo com os critérios do R-IPSS. A
associacdo 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 pré-apoptdtico descrita por Karpova et al., 2002 e Yu et al., 2015. Essa
relacdo do IRF3 com a inducdo da apoptose esta relacionada a um prognostico favoravel
nas neoplasia estudadas, como por exemplo, em carcinoma de pulméo (Oshita et al.,
2006).

O aumento de expressdo do gene IRF3 em SMD foi relacionada a um
prognostico favoravel (sobrevida global) pela analise multivariada de regressao de

COX, conferindo ao IRF3 o papel de fator de protecdo em SMD.
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Metilacéo do gene IRF3

O presente estudo é o primeiro relato da associacdo da metilagdo de IRF3 com
cancer. A metilacdo do gene IRF3 foi associada a pacientes com SMD e foi diferente
entre os subtipos da OMS. Pacientes com formas mais agressivas da doenga como RT-
SMD e AREB tiveram maior frequéncia do gene metilado. Além disso, a metilacéo esta
relacionado a pacientes com percentagem de blastos > 5%.

N&o ha estudos acerca da metilagdo do IRF3 como fenédmeno regulador de sua
expressdo e sua importancia progndstica com cancer. 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 expressao 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 progressdo do carcinoma de pulméo. Dessa forma, a inativagédo do IRF3 pode
favorecer ao crescimento e progressdo tumoral.

A metilagdo do DNA é um mecanismo relacionado com silenciamento génico
(Bailey et al., 2005). E provavel que a auséncia ou menores niveis do IRF3 estejam
relacionados a progressdo tumoral devido a inibi¢do de sua atividade como supressor de
tumor. Formas avancadas de SMD possuem uma diminuicdo da taxa de apoptose e
aumento da proliferacdo de células progenitoras hematopoéticas (Corey et al., 2007).
Portanto, é provavel que a metilagdo do gene IRF3 esteja favorecendo a diminuicdo das
taxas de apoptose e aumentando a taxa de proliferacdo em SMD (pois encontramos

metilacdo do IRF3 com >5% blastos).
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IRF4

Expressédo do gene IRF4

O IRF4 é estruturalmente relacionado com o IRF8 e ambos regulam
cooperativamente a diferenciacdo de células dendriticas e células B (Tamura et al.,
2008). Yamamoto et al., 2011 demonstraram que o IRF4 tem atividades semelhantes a
IRF8 na regulacdo do desenvolvimento de células mieldides. A expressdo ectdpica do
IRF4, em cooperacdo com o IRF8, em células progenitoras mieldides, inibe o
crescimento celular e impede a diferenciagdo de células granulociticas. No presente
trabalho, encontramos uma associacdo de maiores niveis de expressdo do IRF4 e IRF8
em pacientes com neutrofilos abaixo de 800/uL. E provavel que estes genes atuem
cooperativamente em SMD com objetivo de inibir a diferenciacdo granulocitica,

promovendo a diferencia¢cdo monocitica.

IRF5

Expresséo do gene IRF5

O IRF5 desempenha um papel essencial na regulagcdo de genes induzidos por
infeccdo viral, crescimento celular, oncogénese 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 indugdo do
p21, Bak, Bax e caspase 8 (Mori et al., 2002). Embora ja se saiba que o gene IRF5 pode
ser induzido por p53 (Mori et al., 2002), o IRF5 promove uma atividade pré-apoptotica

e a superexpressdo 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 relagdes em
diversos tipos de neoplasias (Garaud e Gallo, 2015; Pimenta et al., 2015). Massmino et
al., demonstraram que a expressdo ectopica do IRF5 reduz a proliferacdo de células de
leucemia miel6ide crénica in vitro. Yamashita el al., observaram uma perda de
expressdo do IRF5 em cancer gastrico e Bi et al., correlacionaram a perda de expressao
do IRF5 com a progressao e metastase em cancer de mama.

Contrariamente, a partir dos nossos resultados, observamos que 0 aumento da
expressdo do IRF5 esta associado a pacientes que evoluiram para LMA. Pela anélise de
regressao logistica, foi observado que o aumento de expressdo do IRF5 na medula 6ssea
de pacientes com SMD esta associado a um maior risco (5.4 vezes mais chance) de
evolucdo para LMA (sendo essa a variavel de maior peso na regressao logistica). Pela
analise de regressdao de COX, observou-se também que niveis mais altos de expressdo
do gene IRF5 em pacientes com SMD aumentam em quase 9 vezes o risco de o paciente
vir a 6bito. Sendo assim, o aumento de expressdo do IRF5 em medula Ossea de
pacientes com SMD aumenta o risco de evolugdo para LMA e diminuia a sobrevida
global dos pacientes.

Corroborando com nossos achados, Massimino et al. 2012, mostrou pela
primeira vez, que o IRF5 promove tumorigénese em cancer de tiredide. Nesse estudo,
foi observado que altos niveis de expressdo do IRF5 aumentam a taxa de proliferacédo e
o potencial clonogénico de celulas de tiredide tumorais. Foi observado que esse efeito
proliferativo do IRF5 pode estar relacionado com a ativacdo de um proto-oncogene, 0
B-RAF, envolvido no crescimento celular. Além disso, observou-se também que o
aumento da expressdo do IRF5 protege as células neoplésicas de tireoide dos efeitos
citoliticos de agentes causadores de danos no DNA (Massimino et al., 2012).

Tais diferencas na funcdo IRF5 pode ser atribuida a papéis especificos do tipo de
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células que o IRF5 estd expresso e a diferentes origens genéticas das neoplasias
estudadas (Ryzhakov et al., 2014).

Portanto, no presente trabalho, a superexpresdo do gene IRF5 em SMD esta
associada a promocao tumoral e ndo a atividade supressora tumoral. Niveis mais altos
da expressdo do IRF5 estdo associados a um maior risco de evolugdo para LMA e pior

progndstico em SMD.

Metilacéo do gene IRF5
O IRF5 tem diversas funcdes que incluem a inducéo de interferons do
tipo | e citocinas pro-inflamatorias apds a infeccdo viral ou por receptores Toll-like
(TLR) (Tamura et al., 2008). O IRF5 est envolvido em vias apoptoéticas induzida por
infeccdo viral e danos no DNA. A caracteristica apoptotica do IRF5 Ihe confere uma
atividade supressora tumoral e tem sido evidenciada em diversas neoplasias (Tamura et
al., 2008).

A metilagdo do gene IRF5 tem sido reportada em diversas neoplasias como
cancer gastrico (Yamashita et al., 2010), carcinoma hepatocelular (Shin et al., 2010),
pulmdo (Li e Tainsky 2011) e em geral essa metilacdo estd relacionada com o
silenciamento génico (Shin et al., 2010; Yamashita et al., 2010).

O presente trabalho mostrou uma associacdo da metilacdo da regido promotora
do gene IRF5 com SMD. O gene IRF5 foi metilado em 47% (43/91) dos pacientes com
SMD, enquanto 100% dos individuos saudaveis analisados apresentaram o IRF5 nédo
metilado. N&o encontramos uma correlacdo entre metilacdo e expressao do gene IRF5,
porém a metilacdo do gene IRF5 pode estar relacionada com o silenciamento génico em
algumas células de pacientes de SMD.

Podemos observar que em SMD a metilacdo do gene IRF5 esta associada a
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pacientes com niveis mais baixos de neutrofilos e plaquetas. A profundidade das
citopenias é importante clinicamente e niveis mais baixos neutrofilos (ANC<800/uL) e
plaquetas (plaquetas <50.000/ pL) estdo relacionados a pior prognostico em SMD
(Greenberg et al., 2012).

O gene IRF5 participa do processo de diferenciacdo granulocitica (Jeffrey et al.,
2014) e megacariocitica. Finkielsztein et al. 2015 demonstraram que progenitores
megacariociticos exibem altos niveis de expressio de mRNA do IRF5. Podemos
especular que a metilacdo do IRF5 estaria relacionada a perda de funcéo deste gene nos
precursores granulociticos e megacariociticos, gerando neutropenia e plaquetopenia
respectivamente.

A partir da analise de regressdao de COX foi observado que a metilacdo o gene
IRF5 estd associada a maior risco (4,64 vezes) do paciente vir a 6bito do que em

pacientes que ndo possuem o gene IRF5 metilado.

IRF6

Expresséo do IRF6

No presente trabalho foi observado que pacientes com cariétipo com algum tipo
de alteracdo cromossdmica possuiam menores niveis de expressdo do IRF6 quando
comparados a pacientes com cariotipo normal. Estudos tém 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 provavel que baixos niveis de expressao do
IRF6 em pacientes com caridtipo alterado estejam associados a uma desordem no

controle do ciclo celular ocasionando 0 aumento da instabilidade gendmica.
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Metilacéo do IRF6

No presente trabalho a metilacdo do IRF6 foi associada a pacientes com AR.
Segundo Xu et al. 2012 altos niveis de expressdo do IRF6 estdo correlacionados com a
eritropoese adulta normal. Essa associacdo entre metilacdo do IRF6 e pacientes com AR
pode estar relacionada a desregulacdo do IRF6 ocasionando defeitos na eritropoese
desses pacientes.

O IRF6 também tem sido descrito por participar de vias que controlam a
decisdo entre a progressdo do ciclo celular e saida do ciclo celular. Como essas vias sdo
geralmente comprometidas na maioria das neoplasias humanas, tem se sugerido que o
IRF6 tenha um papel no desenvolvimento e progressdao do cancer (Bailey e Hendrix
2008). Bailey et al., indicaram que niveis de mRNA e proteina do IRF6 s&o
significativamente reduzidos em linhagens humanas de células neoplasicas menos
agressivas e completamente ausente em linhagens mais agressivas e metastaticas de
células neoplasicas de mama. Bailey et al. especularm que a perda do IRF6 seria um
passo importante no desenvolvimento do cancer talvez permitindo a proliferacéo 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 diferenciacdo, adesdo celular e contato célula-célula que
contribui para a regulacdo da capacidade de invasdo e proliferacdo de células
neoplésicas (Botti et al., 2011). Botti et al. encontraram baixos niveis de IRF6
correlacionados com o estado invasivo do tumor e observaram que baixos niveis de
expressdo do IRF6 em linhagens celulares de tumores primarios de carcionoma
escamoso estdo correlacionados com a metilagdo em uma ilha CpG localizado em sua

regido promotora.
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Nossos resultados demonstraram uma associacdo da metilagdo da regido
promotora do gene IRF6 em SMD. Essa metilagdo esta 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 6ssea. Portanto, a metilagdo do IRF6 foi
associada a pacientes com formas mais agressivas da doenga, caraterizadas por terem
uma perca gradativa da diferenciagdo celular com aumento da capacidade proliferativa
das células progenitoras hematopoeticas. E provavel, apesar de ndo termos encontrado
correlagdes em metilacdo e expressao, que a hipermetilacdo do IRF6 esteja inibindo as

funcdes de controle do ciclo celular do IRF6 em SMD.

IRF7

Expressdo do IRF7

Assim como IRF2 e IRF4, o IRF7 possui propriedades oncogénicas (Tamura et
al., 2008). O IRF7 é superexpresso em linfomas, leucemia linfocitica aguda, leucemia
linfocitica cronica, leucemia mielode aguda e leucemia de células T. Além disso, IRF7
induz a formacao de tumor em células NIH3T3 (Ning et al., 2011).

Por outro lado, o IRF7 tem efeitos anti-tumorais em macrofagos, através da
inducdo de apoptose (Romieu-Mourez et al., 2006). O IRF7 pode ser induzido por
BRCAL, um gene supressor tumoral, em linhagens celulares de céancer da mama
inibindo o seu crescimento (Andrews et al., 2002). Além disso, o silenciamento do IRF7
por hipermetilagdo € associado a linhagens de céncer de pulmédo (Fukasawa et al.,
2006). Bidwell et al., 2012 demonstraram que o silenciamento do IRF7 em células de
cancer de mama promove metastase 0ssea através de escape imunoldgico. Portanto, a

regulacao da oncogénese pelo IRF7 pode ser tipo celular dependente (Ning et al., 2011).
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No presente trabalho maiores niveis de expressdo do gene IRF7 foram
associados a pacientes com SMD. Além disso, maiores niveis de expressdo foram
associados a pacientes com HB<10g/dL, ANC<800/uL e plaquetas <50.000/pLL.
Pacientes que apresentaram trés citopenias periféricas pelos critérios do IPSS e R-IPSS
também apresentaram maior nivel de expressdo do IRF7. E provavel que o aumento da
expressao 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 funcdo do IRF7 em SMD, mas nossos
resultados apontam que o IRF7 pode estar associado a uma atividade supressora tumoral

em SMD.

IRF8

Expressdo do IRF8

O IRF8 tem um papel decisivo para a diferenciacdo de macrofagos derivados de
progenitores de granulocitos-macrofagos (Tamura et al., 2000; Rosenbauer et al., 2007).
Perdas heterozigotas e homozigotas do Irf8 desregulam a hematopoese e induzem uma
sindrome semelhante a leucemia mieldide cronica humana em ratos (Holtschke et al.,
1996). Pacientes com leucemia mielGide cronica tém baixos niveis de IRF8 em células
que expressam 0 BCR-ABL (Schmidt et al. 1998; Hao et al. 2001). O IRF8 tem
atividade pré-apoptotica (Gabriele et al., 1999) e modula a proliferacdo de células
leucémicas. 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 niveis de expressdo do IRF8 foi associada
ANC<800, plagquetas<100.000 e pacientes com 2/3 citopenias de acordo com o0s

critérios do IPSS e R-IPSS. E provavel que o aumento da expressdo do gene IRF8 em
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SMD esteja associado ao aumento de apoptose.

Entretanto, o aumento da expressdo do IRF8 foi também associado pacientes
com cariétipo com alterac@es estruturais e pacientes com alto risco (IPSS). Esses dados
sugerem que o aumento de expressdo do IRF8 pode estar relacionado a um pior
prognostico em SMD e um aumento de instabilidade genémica. Esses dados vdo de

encontro com as atividades supressoras tumorais do IRFS8.

Metilacéo do IRF8

A avaliagdo da metilagdo do IRF8 foi avaliada em diversas neoplasias, tais
como, cancer de pulmdo (Suziki et al., 2014), carcinoma renal (Zhang et al., 2014),
SMAJ/LMA (Otto et al., 2011) e a hipermetilagdo relacionadas a um pior progndstico nas
neoplasicas estudadas.

A metilagdo do gene IRF8 foi diferente em células da medula dssea de pacientes
com SMD quando comparadas a células de medula 0ssea normais. Entretanto foi
observado que pacientes com SMD tinham uma menor frequéncia 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 cari6tipo desfavoravel
pelo critério do IPSS e R-IPSS, pacientes com ANC< 800, plaquetas<50.000, risco
intermediario Il e alto (IPSS) risco alto e muito alto pelo critério do WPSS. Sendo
assim, a metilacdo do IRF8 estava associada a fatores de maior risco da doenca,

conferindo um marcador de prognostico desfavoravel para SMD
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IRF9

Expressdo do IRF9

Maiores niveis de expressdo do IRF9 foram relacionados a medula de pacientes
com SMD. Pellagati et al. 2010, avaliaram o perfil de expressdo de células CD34+
isoladas da medula 6ssea de 183 pacientes com SMD e observaram que dos 39.000
genes avaliados o gene IRF9 esta dentre os cinco genes mais expressos relacionados
com a vias de sinalizacdo 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 patogénese da doenga.

173



6. CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho mostrou que todos os membros da familia dos IRFs possuem
uma importancia em SMD, sendo que os genes IRF1, IRF3, IRF5, IRF6, IRF7 e IRF8
tém uma maior relevancia para a patogénese dessa doenca. Baseados nos nossos
resultados, podemos propor que alteracGes na expressao dos genes IRF1, IRF3, IRF6,
IRF7 e IRF8 podem gerar uma desregulacdo no perfil inflamatério e imunoldgico da
medula 6ssea de pacientes com SMD. Essa desregulacdo, ocasionada pelo aumento da
expressdo desses genes, geralmente esta associada a hematopoese ineficaz causada pela
anormal diferenciacdo e maturacdo dos precursores hematopoiéticos e pelo aumento de
apoptose intramedular. Essas caracteristicas foram observadas através das associacdes
das expressOes dos genes entre variaveis como medula hipocelular, niveis de citopenias
e numero de citopenias (Figura Resumo).

Por outro lado, a metilacdo desses genes pode estar associada a modulagdo da
expressdo dos IRFs, poréem ndo comprovadas por esse estudo. Entretanto nossos
resultados apontam que a metilacdo do IRFs esta associada a formas mais avangadas da
doenca e ao aumento da proliferacdo de progenitores hematopoiéticos. Essa hipotese
pode ser comprovada pela associacdo da metilacio com o subtipo AREB e maior
percentagem de blastos. Baseado nisso, podemos propor que a metilacdo pode ser um
mecanismo utilizado pela célula neoplasica da SMD para escapar dos efeitos
supressores de tumor dirigidos pelo sistema imunoldgico, diminuindo a taxa de
apoptose e aumentando a taxa de proliferacdo que proporciona a progressao da doenca
(Figura Resumo).

Muitos autores tém utilizado como estratégia a re-expressao desses genes nas

neoplésicas estudadas a fim de se ativar as vias de sinalizacdo imune como ferramenta
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terapéutica de controle da progresséo da doenca (Sharma et al., 2015). Sendo assim, 0s
IRFs podem ser importantes alvos terapéuticos em SMD.

Por fim, a expressdo e a metilagdo dos IRFs podem ter grande impacto
progndstico na SMD. Como € o caso do aumento de expressdo do gene IRF3 que esta
associada a maior sobrevida global, caracterizando um prognoéstico favoravel em SMD.
E contrariamente, 0 aumento da expressdo do gene IRF5 esta associado a maior risco de
evolucéo para LMA e menor sobrevida global. Portanto, podemos propor que 0s genes

IRF3 e IRF5 sdo importantes marcadores prognosticos em SMD.
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Figura Resumo- Hipotese do papel dos IRFS na patogénese da SMD.
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7. CONCLUSOES

VI.

VIL.

VIII.

O deshalanco nos niveis de expressdao génica dos IRFs € determinante para o

desenvolvimento da SMD.

. A expressao alterada dos genes IRF7, IRF8 e IRF9 geram maior instabilidade

genémica em SMD.

A expressdo alterada dos genes IRF3, IRF7 e IRF8 esta relacionada a citopenias
periféricas provavelmente por meio de mecanismo imunoregulatorio para controlar a
progressdo da SMD.

A supreexpressdo do IRF6 é um marcador de progndstico favoravel em SMD.

A expressdo alterada do IRF5 aumenta o risco de evolucdo para LMA e eta
relacionada a menor sobrevida em SMD. A supexpressdo do IRF5 é um marcador de
prognostico desfavoravel em SMD.

A metilacdo do IRF1, IRF2, IRF3, IRF6 e IRF8 esta associada a progressao da SMD.
A metilacdo do IRF1, IRF2 e IRF6 esta associada a maior risco em SMD.

A metilacdo do gene IRF5 ndo estd associada a progressdo da doenca, mas esta
associada a uma pior sobrevida em SMD. Sendo também um marcador de prognostico

desfavoravel em SMD.

. Os genes IRF1, IRF3, IRF6 e IRF7 foram identificados como provaveis genes

supressores tumorais e o gene IRF5 foi associada a atividade oncongénica em SMD.
Maiores niveis de expressdo dos genes IRF5 e IRF6 estdo associadas a células

tronco hematopoiéticas CD34+.
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