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RESUMO

A Sindrome Mielodisplasica (SMD) é um grupo de doencas clonais das células progenitoras
hematopoiéticas, caracterizadas por citopenia(s) periférica(s), displasia de uma ou mais
linhagens celulares mieldides e aumento do risco de desenvolvimento de leucemia mieldide
aguda. A SMD é considerada uma doenca de pessoas idosas, pois aproximadamente 80% dos
pacientes possuem mais de 60 anos ao diagndstico. Sdo raras na infancia, sendo observadas
em menos de 5% das neoplasias hematoldgicas que acometem pacientes com menos de 14
anos de idade. A patogénese da SMD envolve danos no DNA nas células tronco
hematopoéticas acometido provavelmente pelos danos de fita dupla (DSB) no DNA tendo o
processo de jungdes por extremidades ndo-homologas (JENH) e recombinagdo homodloga
como principais mecanismos de reparo necessarios para garantir a estabilidade genémica das
células-tronco. Este estudo de coorte prop6s avaliar a associa¢do dos polimorfismos BRCAL
rs4793191, BRCA2 rs9567623 e RAD51 rs1801320, atuantes no mecanismo de
Recombinacdo Homologa; o XRCC5 rs3835, XRCC6 rs2267437 e LIG4 rs1805388
relacionados ao mecanismo de Juncdes por Extremidades ndo-Homologas e, por fim, 0 ATM
rs228593, um sensor molecular ao dano em DSB. Esta andlise de genotipagem baseou-se na
metodologia de PCR-RFLP, entre amostras de medula 6ssea de 60 pacientes com SMD,
oriundos do Hospital Universitario Walter Cantidio, e 82 amostras de sangue periférico de
idosos voluntarios sadios. Os pacientes com SMD foram diagnosticados de acordo com 0s
critérios propostos pela Organizacdo Mundial de Saude. Os genotipos dos polimorfismos
estudados encontravam-se em equilibrio de Hardy-Weinberg (p>0,05), exceto o polimorfismo
rs1805388 para o0 gene LIG4. Nossos resultados apresentaram para o polimorfismo rs228593
do gene ATM uma associacdo do geno6tipo heterozigoto A/G (p=0,008, OR 0,225, IC 0,075-
0,680) com diminuicdo de risco para SMD adicionada com associa¢do do genotipo A/G com
as variaveis clinicas de citopenia (p=0,032, OR 5,250, IC 1,151-23,937), na faixa de 0-1
citopenias no sangue periférico, e com progndstico favoravel para o indice prognéstico do
IPSS (p<0,001, OR 21,95, IC 29,791-16,185). Para o polimorfismo rs2267437 para 0 gene
XRCC6 relacionamos o gendétipo mutante C/G e C/G+G/G com a varidvel celularidade na
medula 6ssea na faixa de normocelular + hipercelular (p=0,023, OR 5,556, IC 1,270-24,239).
Para o polimorfismo rs3835 do gene XRCCS5 identificamos que o genotipo A/G esta altamente
associado com a diminuicdo de risco para SMD (p<0,001, OR 0,100, IC 0,035-0,289). Para o
polimorfismo rs1801320 do gene RAD51, associamos 0 genotipo heterozigoto mutante G/C
com diminuicdo de risco para SMD (p=0,053, OR 0,453, IC 0,203-1,009). Adicionalmente,
associamos o gendtipo selvagem G/G com a varidvel idade (p<0,001, OR 24,521, IC 64,033-
93,907), na faixa de maior que 60 anos de idade, e com a variavel citopenia (0-1 citopenias)
(p<0,001, OR 16,099, IC 31,299-82,808). N&o obtivemos associagdo significante entre 0s
polimorfismos rs 4793191, rs9567623 e rs1805388 para 0s genes BRCAL, BRCA2 e LIG4,
respectivamente, e as variaveis clinicas para os pacientes com SMD. Neste estudo
demonstramos que 0s genes relacionados a DSB sdo também relacionados a patogénese da
SMD. Estes resultados suportam a importancia dos polimorfismos rs228593, rs3835,
rs2267437 e rs1801320 para 0s genes ATM, XRCC5, XRCC6 e 0 RAD51, respectivamente, na
manutencdo da estabilidade genémica promovendo um melhor entendimento da génese e
etiologia da Sindrome Mielodispléasica.

Palavras — chave: Sindrome Mielodisplasica. Lesdes no DNA. Fita Dupla. Mecanismos de
Reparo. Polimorfismo.



ABSTRACT

Myelodysplastic Syndrome (MDS) is a group of diseases of clonal hematopoietic progenitor
cells, characterized by cytopenia (s) peripheral (s), dysplasia of one or more myeloid cell
lineages and increased risk for development of acute myeloid leukemia. MDS is considered a
disease of older people, because approximately 80% of patients have more than 60 years at
diagnosis. Are rare in children, being observed in less than 5% of hematologic malignancies
that affect patients under 14 years of age. The pathogenesis of MDS involves DNA damage in
hematopoietic stem cells probably affected by Double-Strand Break (DSB) in the process of
Non-homologous end join (NHEJ) and homologous recombination (HR) repair mechanisms
as key for ensuring genomic stability of cells trunk. This cohort study proposed evaluate the
association between rs4793191, rs9567623 and rs1801320 polymorphisms of the BRCA1,
BRCAZ2 and RADS5 genes, acting on the HR mechanism; the rs3835, rs2267437 and rs1805388
of the XRCC5, XRCC6 and LIG4, related with NHEJ mechanism and, finally, ATM rs228593
as molecular sensor damage in DSBs. This genotyping analysis was based on the
methodology of PCR-RFLP, between bone marrow samples of 60 patients with MDS, from
the University Hospital Walter Cantidio, and 82 peripheral blood samples of elderly healthy
volunteers with approval in the CEP / HUWC under protocol No. 027.04.12. The MDS
patients were diagnosed by examination of bone marrow and bone marrow cytogenetic
analysis technique by G band. The genotypes studied polymorphisms were in Hardy-
Weinberg equilibrium (p> 0.05), except for the rs1805388 polymorphism in LIG4 gene. Our
results showed for the rs228593 polymorphism of the ATM gene association with low-risk
MDS for genotype A /G (p = 0.008, OR 0.225, CI 0.075 to 0.680) with added association of
genotype A/G with the clinical variables of cytopenia (p = 0.032, OR 5.250, CI 1.151 to
23.937), in the range of 0-1 in peripheral blood cytopenias, and with favorable prognosis in
IPSS (p <0.001, OR 21.95, CI 29.791 to 16.185). For the rs2267437 polymorphism in the
gene XRCC6 relate the mutant genotype C / C and G / G + G / G with variable marrow
cellularity in the range of normocellular + hypercellular (p = 0.023, OR 5.556 CI 1.270 to
24.239). For the genotypes of rs3835 polymorphism of the XRCC5 gene identify the genotype
A /| G is highly associated with low-risk MDS (p <0.001, OR 0.100, CI 0.035 to 0.289).
Additionally, for the rs1801320 polymorphism of the gene RAD51, we associate the mutant
heterozygous genotype G/C with low-risk MDS (p = 0.053, OR 0.453, C1 0.203 to 1.009). For
the same polymorphism, we associate the wild genotype G / G with variable age (p <0.001,
OR 24.521, CI 64.033 to 93.907), in the range of greater than 60 years old, and with the
variable cytopenia (0-1 cytopenias) (p <0.001, OR 16.099, CI 31.299 to 82.808). We did not
obtain significant association between polymorphisms rs 4793191, rs9567623 and rs1805388
for the genes BRCAL, BRCA2 and LIG4, respectively, and clinical variables for patients with
MDS. In this study we demonstrate that genes related to DSB are also related to the
pathogenesis of MDS. These results support the importance of polymorphisms rs228592,
rs3835, rs2267437 and rs1801320 in the ATM, XRCC5, XRCC6 and RAD51 genes,
respectively, in the maintenance of genomic stability by promoting a better understanding of
the genesis and etiology of myelodisplastic syndrome.

Key-Words: Myelodysplastic Syndrome. Lesions in DNA. Double strand. Repair
Mechanisms. Polymorphism.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Apresentacdo esquematica dos tipos de mecanismos de reparo em danos
de fita simples (SSB).

Figura 2: Apresentacdo esquematica dos mecanismos de reparo de juncBes por
extremidades ndo homologas (NHEJ) e recombinacdo homologa (HR) em danos de
fita dupla no DNA (DSBs).

Figura 3: Apresentacdo esquematica do mecanismo de reparo por recombinagao
homologa (HR) apresentando 0s principais genes atuantes e 0s respectivos
polimorfismos analisados no presente estudo.

Figura 4: Apresentacdo esquematica do mecanismo de reparo por jungdes por
extremidades ndo homdlogas (NHEJ) apresentando 0s principais genes atuantes e
0s respectivos polimorfismos analisados no presente estudo.

Figura 5: Organograma resumo das metodologias utilizadas neste estudo.

Figura 6: Paciente do sexo masculino apresentando cariotipo normal 46,XY|[6] de
progndstico favoravel de acordo com a classificagdo do IPSS (GREENBERG et al.,
1997).

Figura 7: Paciente do sexo masculino apresentando caridtipo alterado
46,XY,del(5)(q31g35)[6]/46,XY[17] de progndstico favoravel de acordo com a
classificacdo do IPSS (GREENBERG et al., 1997).

Figura 8: Paciente do sexo masculino apresentando caridtipo alterado
47,XY,+8[4]/46,XY[5] de prognostico intermediario de acordo com a classificagdo
do IPSS (GREENBERG et al., 1997).

Figura 9: Paciente do sexo masculino apresentando cariotipo alterado
47,XY,+8[6]/47,XY,del(7)(932),+8[7]/46,XY[2] de progndstico desfavoravel de
acordo com a classificacdo do IPSS (GREENBERG et al., 1997).

Figura 10: Representacdo do cromossomo 11 e a indicacdo (barra amarela) da
localizacgdo do  polimorfismo  rs228593 do gene ATM.  Fonte:
http://ghr.nIm.nih.gov/gene/ ATM.

Figura 11: A) Gel de eletroforese 1,5% de agarose em tampdo TAE 1X.
Representacdo dos spots de PCR resultantes da amplificacdo de uma regido de
264pb do gene ATM. B) Gel de Eletroforese 3,0% de agarose em tampao TAE 1X.
Deteccdo dos genotipos na analise do SNP rs228593 do gene ATM . O produto de
PCR foi digerido a partir da enzima de restri¢cdo Bcl I por 3 horas a 60°C. As linhas
2,5,6,7,8,12, 13 e 15 apresentam o perfil homozigético selvagem (GG); as linhas
3, 4,9, 14 e 15 apresentam o perfil heterozigotico (GA) e as linhas 10 e 11
apresentam o perfil homozigdtico mutante (AA). A linha M consiste no marcador

32

36

40

41

48

53

54

55

56

58

59


http://ghr.nlm.nih.gov/gene/ATM

de peso molecular de 100pb.

Figura 12: Representacdo do cromossomo 22 e indicacdo (barra amarela) da
localizagdo do polimorfismo  rs2267437 do gene XRCC6. Fonte:
http://ghr.nlm.nih.gov/gene/

Figura 13: A) Gel de eletroforese 1,5% de agarose em tampdo TAE 1X.
Representacdo dos spots de PCR resultantes da amplificacdo de uma regido de
320pb do gene XRCC6. B) Gel de eletroforese 3,0% de agarose em tampédo TAE
1X. Detecgdo dos genotipos na andlise do SNP rs2267437 do gene XRCC6. O
produto de PCR foi digerido a partir da enzima de restricdo Ban | por 3 horas a
63°C. As linhas 2, 3, 5, 7 e 10 apresentam o perfil homozigético selvagem (CC); as
linhas 4, 8 e 9 apresentam o perfil heterozigdtico (CG) e as linhas 6 e 11 apresentam
o perfil homozigdtico mutante (GG). A linha M consiste no marcador de peso
molecular de 100pb.

Figura 14: Representagdo do cromossomo 2 e indicacdo (barra amarela) da
localizacdo do  polimorfismo  rs3835 do gene  XRCC5.  Fonte:
http://ghr.nIm.nih.gov/gene/ ATM.

Figura 15: A) Gel de eletroforese 1,5% de agarose em tampdo TAE 1X.
Representacdo dos spots de PCR resultantes da amplificacdo de uma regido de
151pb do gene XRCC5. B) Gel de Eletroforese 3,0% de agarose em tampao TAE
1X. Deteccdo dos gendtipos na analise do SNP rs3835 do gene XRCC5. O produto
de PCR foi digerido a partir da enzima de restricdo Alu | por 3 horas a 52°C. A
linha 13 apresenta o perfil homozigdtico selvagem (AA); as linhas 2-10, 12, 14 e 15
apresentam o perfil heterozigotico (AG) e a linha 11 apresenta o perfil
homozig6tico mutante (GG). A linha M consiste no marcador de peso molecular de
100pb.

Figura 16: Representacdo do cromossomo 13 e indicacdo (barra amarela) da
localizacdo do  polimorfismo  rs1805388 do gene LIG4. Fonte:
http://ghr.nlm.nih.gov/gene/L1G4

Figura 17: A) Gel de eletroforese 1,5% de agarose em tampdao TAE 1X.
Representacdo dos spots de PCR resultantes da amplificagdo de uma regido de
121pb do gene LIG4. B) Gel de eletroforese 3,0% de agarose em tampdo TAE 1X.
Deteccdo dos genotipos na analise do SNP rs1805338 do gene LIG4. O produto de
PCR foi digerido a partir da enzima de restricdo HpyCHA4III por 3 horas a 52°C. As
linhas 2, 4-7, 9 e 12 apresenta o perfil homozigdtico selvagem (TT) e as linhas 3, 8,
10, 11 E 13 apresentam o perfil heterozigético (TC). Nao houve frequéncia do perfil
homozigotico mutante (CC) nas amostras analisadas. A linha M consiste no
marcador de peso molecular de 100pb.

Figura 18: Representagdo do cromossomo 15 e indicagdo (barra amarela) da
localizacgdo do  polimorfismo rs1801320 do gene RADS51. Fonte:
http://ghr.nlm.nih.gov/gene/RAD5L1.

62

64

67

68

71

72

74


http://ghr.nlm.nih.gov/gene/ATM
http://ghr.nlm.nih.gov/gene/LIG4
http://ghr.nlm.nih.gov/gene/RAD51

Figura 19: A) Gel de eletroforese 1,5% de agarose em tampdo TAE 1X.
Representacdo dos spots de PCR resultantes da amplificacdo de uma regido de
157pb do gene RAD51. B) Gel de eletroforese 3,0% de agarose em tampdo TAE
1X. Deteccdo dos gendtipos na analise do SNP rs1801320 do gene RAD51. O
produto de PCR foi digerido a partir da enzima de restricdo BstN | por 10 horas a
60°C. As linhas 2, 3, 5, 6, 8, 10-12, 14 e 15 apresenta o perfil homozigético
selvagem (GG); as linhas 7, 9, 13 e 14 apresentam o perfil heterozigético (GC) e a
linha 4 apresentam o perfil homozigético mutante (CC). A linha M consiste no
marcador de peso molecular de 100pb.

Figura 20: Representagdo do cromossomo 17 e indicagdo (barra amarela) da
localizagdo do  polimorfismo rs4793191 do gene BRCA1l. Fonte:
http://ghr.nIm.nih.gov/gene/BRCAL.

Figura 21: A) Gel de eletroforese 1,5% de agarose em tampdo TAE 1X.
Representacdo dos spots de PCR resultantes da amplificacdo de uma regido de
401pb do gene BRCAL. B) Gel de eletroforese 3,0% de agarose em tampédo TAE
1X. Detecgdo dos gendtipos na analise do SNP rs4793191 do gene BRCAL. O
produto de PCR foi digerido a partir da enzima de restricdo Pstl por 3 horas a 37°C.
A linha 15 apresenta o perfil homozigotico Selvagem; as linhas 10, 12 e 14
apresentam perfil heterozigdtico (GC) e as linhas 2-9, 11, 13 e 16 apresentam o
perfil homozigético mutante (GG). A linha M consiste no marcador de peso
molecular de 100pb.

Figura 22: Representagdo do cromossomo 13 e indicagdo (barra amarela) da
localizacdo do polimorfismo rs9567623 do gene BRCA2. Fonte:
http://ghr.nIm.nih.gov/gene/BRCAZ2.

Figura 23: A) Gel de eletroforese 1,5% de agarose em tampdo TAE 1X.
Representacdo dos spots de PCR resultantes da amplificagdo de uma regido de
265pb do gene BRCA2. B) Gel de eletroforese 3,0% de agarose em tampdo TAE
1X. Detecgdo dos gendtipos na analise do SNP rs9567623 do gene BRCA2. O
produto de PCR foi digerido a partir da enzima de restricdo Hhal por 3 horas a
37°C. Alinha 2, 3, 6-9 e 11-14 apresenta o perfil homozig6tico Selvagem (CC); as
linhas 4-5, 10 apresentam perfil heterozigotico (CT) e as linhas 15 apresentam o
perfil homozigdtico mutante (TT). A linha M consiste no marcador de peso
molecular de 100pb.

Figura 24: Representacdo esquematica dos resultados obtidos neste estudo.
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1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos Gerais das Sindromes Mielodisplasicas (SMDs)

A Sindrome Mielodisplasica (SMD) é um grupo de doencas clonais das células
progenitoras hematopoéticas caracterizadas por citopenia(s), displasia de uma ou mais
linhagens celulares e aumento do risco de desenvolvimento de leucemia mieldide aguda
(LMA) (BRUNNING et al., 2008). A SMD consiste na neoplasia priméaria de medula déssea
mais comum no mundo ocidental em individuos com idade superior a 60 anos (MUFTI et al.,
2008).

Alteracbes na proliferacdo, maturacdo e apoptose das células tronco hematopoéticas
provocam hematopoese ineficaz, uma condicdo na qual a medula 6ssea (MO) é incapaz de
produzir e liberar um numero adequado de células maduras para o sangue periférico
(YOSHIDA, 2007; HELLSTROM-LINDBERG et al., 2008). A hematopoese ineficaz é
atribuida a uma suscetibilidade anormal a apoptose nas células progenitoras e a capacidade de
resposta limitada dessas células a fatores de crescimento (TEFFERI; VARDIMAN, 2009).

As consequéncias da insuficiéncia medular sdo as citopenias periféricas, que
frequentemente envolvem as trés linhagens de células sanguineas (eritréide, granulocitica e
megacariocitica) e provocam graus varidveis de anemia, neutropenia e trombocitopenia
(ECONOMOPOQULOQU et al., 2008). As citopenias do sangue periférico em combinacdo com
MO hipercelular e displasia sdo achados caracteristicos das SMD (HOFMANN; NOLTE,
2007). As citopenias podem levar a dependéncia de transfusfes e aumentar a susceptibilidade
a infecgOes e hemorragias (GREENBERG et al., 1997; FENAUX et al., 2004).

1.1.1 Incidéncia da SMD

A SMD é considerada uma doenca de pessoas idosas, pois aproximadamente 80%
dos pacientes possuem mais de 60 anos ao diagnostico (STROM; VELEZ-BRAVO; ESTEY,
2008). E raras na infancia, sendo observadas em menos de 5% das neoplasias hematoldgicas
que acometem pacientes com menos de 14 anos de idade (HASLE et al., 2003).

A SMD esta entre as doencas hematoldgicas mais comuns na populacdo idosa,
porém, as mudancas na classificacdo, a falta de inclusdo nos registros populacionais e a
resisténcia de alguns médicos em coletar MO de idosos, comprometem a fidelidade dos dados

e dificulta o estabelecimento da incidéncia, além da comparacdo entre as diferentes
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freqiiéncias populacionais (GERMING et al., 2008; STROM; VELEZ-BRAVO; ESTEY,
2008). A incidéncia anual esta estimada em mais de 25 casos por 100.000 pessoas e aumenta
com a idade, conforme apresentado na tabela 1 (HELLSTROM-LINDBERG et al., 2008).

Tabela 1: Taxa de incidéncia de Sindrome Mielodisplasica nos EUA por idade ao
diagnostico, no periodo de 2004-2008.

Idade ao Ambos os Sexos Masculino Feminino
Diagnostico
No % Ne° % Ne %
<40 362 0.2 190 0.2 172 0.2
40-49 465 0.8 212 0.7 253 0.9
50-59 1221 2.5 668 2.8 553 2.2
60-69 2619 9.2 1477 11.0 1142 7.6
70-79 5149 27.1 3021 36.6 2128 19.8
>80 6414 49.8 3480 77.5 2934 35.2

Fonte: Adaptado de SEER (2012).

Pesquisadores dos Estados Unidos, em 2007, relataram uma incidéncia anual de 5,4 a
36,2/100.000 em pessoas entre 60 e 84 anos. Segundo os autores, 86,4% dos pacientes
diagnosticados tinham mais de 60 anos e apenas 6% menos de 50 anos (MA, 2007). De
acordo com dados do programa americano SEER (Surveillance, Epidemiology and End
Results), cerca de 12.000 e 20.000 pacientes com SMD s&@o diagnosticados por ano nos
Estados Unidos e na Comunidade Européia, respectivamente. Estes dados indicam que existe
um nuamero significativamente maior de casos de SMD do que de leucemias agudas e de
doencas mieloproliferativas (GERMING et al., 2008; STROM; VELEZ-BRAVO; ESTEY,
2008).

O primeiro levantamento de SMD no Brasil foi estimado por Magalhées et al.
(2010). Neste estudo, foi apresentado o Registro Brasileiro de Sindromes Mielodisplasicas -
Aspectos demogréficos, clinico-patoldgicos e terapéuticos em centros de atencdo terciaria,
elaborado com base em estudo realizado com 476 pacientes com SMD em tratamento em 12
centros das regides Nordeste, Sudeste, Sul e Centro-Oeste do Brasil, diagnosticados no
periodo de 1° de janeiro de 2003 a 31 de dezembro de 2007 (MAGALHAES et al., 2010). Um
dos principais pontos abordados no estudo mostrou que a idade mediana do diagndstico dos

pacientes com SMD foi de 68,3 anos, nimero menor que observado nos EUA e Europa, mas
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muito similar a Japdo e Coréia. Destes, 50,8% eram mulheres e 86,6% residentes em zona
urbana (MAGALHAES et al., 2010).

1.1.2 Etiologia da SMD

A SMD ¢é classificada como primaria ou de novo e secundaria ou relacionada com a
terapia (t-SMD). As SMD primarias constituem a maioria dos casos e ocorrem sem um evento
prévio, enquanto as SMD secundarias desenvolvem-se apds um evento mutagénico conhecido
(LI etal., 2009).

As t-SMD podem surgir em qualquer idade, geralmente 4-5 anos depois do inicio de
quimioterapia ou radioterapia. A percentagem de anomalias citogenéticas e o risco de
transformacdo em leucemia aguda séo significativamente mais elevados nas t-SMD do que na
SMD primaria. Uma pequena proporcdo de doentes com SMD, cerca de 4-5%, pode
desenvolver transformacdo blastica em locais extramedulares (sarcoma granulocitico),
particularmente na pele, estando esta evolucdo associada a mau prognostico (NAEIM; RAO;
GRODY, 2008).

Os estudos epidemioldgicos tém identificado consistentemente diversos fatores de
risco para o acometimento das SMDs tais como 0 tabaco, exposi¢cdo ao benzeno e outros
solventes organicos, agentes quimicos agricolas (pesticidas, herbicidas e fertilizantes),
radiacOes ionizantes, sexo masculino e historia familiar de neoplasias hematoldgicas
(JADERSTEN; HELLSTROM-LINDBERG, 2008; BRUNNING et al., 2008).

Algumas doencas hematoldgicas, tais como anemia de Fanconi, disqueratose
congénita, sindrome de Shwachmann-Diamond e sindrome de Diamond-Blackfan estdo
também associadas a um risco aumentado de SMD (BRUNNING et al.,, 2008).
Adicionalmente, a exposicdo a drogas citotoxicas, em particular agentes alquilantes e
inibidores da topoisomerase Il ou a radiacOes terapéuticas, estd associada a um risco
aumentado de desenvolvimento de t-SMD (AUL; GATTERMANN; SCHNEIDER, 1995;
JADERSTEN; HELLSTROM-LINDBERG, 2008).

1.1.3 Classificacdo da SMD
Varios sistemas de classificacéo tém sido desenvolvidos com o objetivo de estimar a

sobrevida e o risco de transformacdo para LMA apds o diagnéstico de SMD (Tabela 2). A
primeira classificacdo foi proposta pelo Grupo FAB, em 1982 (BENNETT et al., 1982). De
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acordo com esta classificacdo, os pacientes eram diagnosticados com SMD quando
apresentavam MO displasica e/ou com 5 a 30% de mieloblastos (BENNETT et al., 1982).

Com base no percentual de blastos presentes no sangue periférico (SP) e na MO, na
presenca de sideroblastos em anel na MO e no nimero de mondcitos circulantes no SP, foram
diferenciados cinco subtipos: anemia refrataria (AR), AR com sideroblastos em anel (ARSA),
AR com excesso de blastos (AREB), AREB em transformacdo (AREB-t) e Leucemia
Mielomonocitica Cronica (LMMC) (BENNETT et al., 1982). O sistema FAB serviu como
modelo padrdo de classificacdo para SMD por duas décadas. No entanto, o progndstico dos
pacientes classificados no mesmo subgrupo era muito variavel para se estimar a sobrevida ou
o risco de transformacéo para LMA (MUFTI et al., 2008).

Com o objetivo de estratificar os grupos de risco em relacdo a sobrevida global e a
tendéncia para evolucdo para LMA, em 1997 foi desenvolvido um novo sistema de
classificagéo, o sistema IPSS (International Prognostic Score Systems— IPSS) (GREENBERG
etal., 1997).

O IPSS foi derivado de um modelo de progressdo baseado em 816 pacientes com
SMD primaria avaliados em sete estudos prévios. O sistema de pontuacdo considera a
porcentagem de blastos da MO medida em quatro faixas, 0 numero de citopenias periféricas e
o cariétipo dividido em trés categorias. O valor de IPSS é obtido pela somatdria dos valores
individuais das trés varidaveis. Como resultado, os pacientes sdo estratificados em quatro
grupos de risco: baixo (pontuacdo 0), Intermediario-1 (pontuacdo de 0,5-1), intermediario-II
(pontuacdo de 1,5-2) e elevado (pontuacdo > 2). Os quatro grupos mostram diferencas
significativas na sobrevida global e no risco de transformacdo para LMA. A sobrevida media
varia de 5,7 anos para pacientes de baixo risco a 0,4 anos para pacientes de risco elevado
(GREENBERG et al., 1997)

Em 1999, um comité da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) propds modificacédo
na classificagdo FAB original para melhorar o valor prognostico da SMD e incorporou
caracteristicas biologicas e genéticas (JAFFE et al., 2001) (Tabela 2). Nesta classificacdo, a
porcentagem de blastos na MO utilizada para o diagndstico de LMA foi mudada de 30 para
20%. Foram excluidos os subtipos AREB-t e LMMC; este tltimo foi considerado um quadro
intermediario entre SMD e doencas mieloproliferativas crénicas, junto com a leucemia
mielomonocitica juvenil e a leucemia mieldide crénica atipica. Também, foi criado o subtipo
citopenia refratdria com displasia 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 porcentagem de blastos na MO
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(JAFFE et al., 2001). A classificagdao proposta pela OMS foi atualizada em setembro de 2008
e algumas mudancas foram realizadas com o objetivo de diminuir o numero de pacientes ndo
classificados e gerar categorias mais precisas (Tabela 2).

Em 2010, a partir de uma nova base de dados de pacientes com SMD (n=7.012)
acompanhados por instituicbes de referéncias internacionais, o indice progndstico do IPSS
sofreu uma reformulacdo, tornando-se o IPSS-R (revisado) (GREENBERG et al., 2012).
Nesta nova revisdo, o IPSS-R permaneceu possuindo como variaveis clinicas base para aferir
0 prognostico do paciente a citogenética, percentagem de blastos e citopenias no sangue
periférico. 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 e lactato desidrogenase
como importantes caracteristicas para a sobrevivéncia, mas ndo para a transformacdo da
leucemia mieldide aguda (GREENBERG et al., 2012). O IPSS-R apresenta-se como um
método de analisar o prognostico do paciente com SMD de forma mais precisa do que o IPSS
inicial (GREENBERG et al., 1997; GREENBERG et al., 2012).

Tabela 2: Evolucéo na classificacdo da Sindrome Mielodisplasica.

FAB OMS (2001) OMS (2008) Displasia-Linhagem % %
(1982) (OMS 2008) Blastos Blastos
MO SP
AR AR CRDU
SMD-U AR Eritréide <5 <1
CRDM NR/TR N&o Eritréide <5 <1
del 50- CRDM Eritroide + outra <5 <1
del 5q isolada Eritréide + mega <5 <1
SMD-U Unilinhagem + pancitoou <5 <1

CRDM/CRDU com 1%de

blastos no SP

ARSA ARSA ARSA Eritroide* <5 <1
CRDM-SA *>15% sideroblastos em
anel <5 <1

AREB AREB-I AREB-I > 1 linhagem 5-9 2-4
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AREB-II AREB-II > | linhagem 10-19  5-19
AREB- LMA LMA Miel6ide + outra >20
t
LMMC SMD/DMP SMD/NMP Variavel (monocitose >1 <20

LMMC LMMC x 10%/L)

LMMJ LMMJ

LMCa LMC BCR/abl

SMD/DMP-U  neg

SMD/NMP-U

Legenda: AR (Anemia Refrataria), ARSA (Anemia refrataria com sideroblastos em anel), AREB (Anemia
refrataria com excesso de blastos), AREB-t (AREB em transformacéo), LMMC (Leucemia Mielomonocitica
Cronica), SMD-U (SMD inclassificavel), CRDM (citopenia refrataria com displasia de multilinhagem), del 5q
(delecdo 5q isolada), CRDM-AS (CRDM com sideroblastos em anel), LMA (Leucemia mieldide aguda),
SMD/DMP (SMD/doengas mieloproliferativas), LMMJ (Leucemia mielomonocitica juvenil), LMCa (Leucemia
mieldide cronica atipica), SMD/DMP-U (SMD/ doengas mieloproliferativas inclassificaveis), CRDU (citopenias
refratarias com displasia unilinhagem), NR (neutropenia refratéria), TR (trombocitopenia refrataria), SMD/NMP
(SMD/neoplasias mieloproliferativas), SMD/NMP-U (SMD/neoplasias mieloproliferativas inclassificaveis).
Fonte: Adaptado de Komrokji, Zhang e Bennett (2010).

1.1.5 Patogénese da Sindrome Mielodisplasica

A patogénese desta doenca é complexa e envolve mecanismos genéticos,
epigenéticos e imunomediados. Como exposto, a SMD ¢é doenca clonal da célula progenitora
hematopoiética  inicial (JADERSTEN; HELLSTROM-LINDBERG, 2008). O
desenvolvimento da SMD é um processo que envolve provavelmente mdltiplos passos, no
qual um evento genético inicial nas células tronco leva ao aparecimento de um clone anormal
precursor de células hematopoéticas disfuncionais e morfologicamente displasicas (NAEIM;
RAO; GRODY, 2008).

Um dos paradoxos associado a SMD consiste na presenca simultanea de citopenias
periféricas das trés linhagens celulares (granulocitica, eritrdide e megacariocitica) e medula
6ssea hipercelular (OLNEY; LE BEAU, 2002). Na SMD a citopenia periférica resulta do
aumento da apoptose nas células progenitoras hematopoiéticas (JADERSTEN;
HELLSTROM-LINDBERG, 2008). Os passos iniciais da patogénese das SMD envolvem
danos no DNA nas células tronco hematopoéticas pluripotentes, o que conduz ao
desenvolvimento de um clone mielodisplasico, o qual apresenta crescimento preferencial
relativamente as outras células hematopoiéticas, caracterizando o perfil de citopenias bastante

peculiar desta doenca.



27

A patogénese da SMD ¢ estabelecida partindo-se de uma célula tronco que adquire
sucessivas anomalias genéticas que levam a transformacdo maligna e expanséo clonal (LOOK
et al., 2005). As mutacGes iniciais nas células tronco podem causar bloqueio da diferenciacédo
levando a displasia, enquanto defeitos subsequentes afetam a proliferacdo causando expansdo
clonal das células aberrantes e LMA (LOOK et al., 2005; BRUNNING et al. 2008). Delecdes
cromossémicas terminais ocorrem frequentemente em malignidades hematoldgicas, com uma
incidéncia relativa que varia entre os distirbios hematoldgicos e sdo mais frequentes na
Sindrome Mielodisplasica (PINHEIRO; CHAUFFAILLE; SILVA, 2006a). Pinheiro,
Chauffaille e Silva. (2006a) demonstraram o0 primeiro estudo que correlaciona o
isocromossomo 17q e a delegcéo do 7932, sugerindo que o achado do i(17) em pacientes com
SMD representa um quadro clinico distinto com um perfil prognéstico desfavoravel
(PINHEIRO; CHAUFFAILLE; SILVA, 2006a).

Ao contrario de outras neoplasias hematoldgicas caracterizadas por alteracoes
cromossémicas equilibradas, tais como translocacgdes reciprocas e inversdes, as quais resultam
em mutacGes dominantes e ativacdo de oncogenes, a SMD estd geralmente associada a
anomalias cromossdmicas ndo equilibradas (FEARON et al., 2002). Muitas das anomalias
cromossémicas recorrentes na SMD levam a perda de material genético e consequente
inativacdo de genes supressores tumorais (FEARON et al., 2002). A perda de fungéo do gene
pode ocorrer por perda ou delecdo, mutagOes pontuais ou pelo silenciamento transcricional via
metilacdo das ilhas CPGs (regides ricas em citosinas e guaninas) (OLNEY; LE BEAU, 2002).

1.1.6 Citogenética e a Sindrome Mielodispléasica

As neoplasias podem desenvolver-se a partir de uma predisposicdo genética
constitucional seguida de mutacbes somaticas adquiridas ou de um acumulo de mutacdes
sométicas que levam ao desenvolvimento do fendtipo neoplésico. As alteraces
cromossémicas caracteristicas fornecem informacéo quanto ao diagnostico, progndstico e/ou
tratamento para muitos canceres sendo por isso verdadeiros biomarcadores do cancer humano
(KEEN-KIM; NOORAIE; RAO, 2008).

Na SMD tém sido descritas diversas alteracGes citogenéticas recorrentes, cuja
deteccdo pode facilitar o diagnostico, progndstico e tratamento dos doentes, no entanto,
nenhuma anomalia cromossdmica € patognomonica destas doencas (MALCOVATI; NIMER,
2008). As anomalias cromossémicas ocorrem em quase metade dos casos de SMD de novo

(30-50%), enquanto nas SMD secundarias estas alteracdes sdo observadas em cerca de 95%
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dos casos (NAEIM; RAO; GRODY, 2008). A excecdo da delegdo 59-, nenhuma anomalia
cromossdmica esta especificamente associada a qualquer subtipo de SMD (NAEIM; RAO;
GRODY, 2008).

A gravidade e o risco de transformacéao leucémica na SMD aumenta com a presenca
de alta frequéncias de anomalias citogenéticas, sendo de 15-20% nos subtipos AR e ARSA e
de 75% nos subtipos de AREB e AREB-T (OLNEY; LE BEAU, 2002).

As alteracBes cromossdémicas mais comuns associadas a SMD incluem delecdo do
braco longo do cromossomo 5 [del(5g) ou 5g-], monossomia 5 (-5), delecdo do bragco longo
do cromossomo 7 [del(7q) ou 7g-], monossomia 7 (-7), trissomia 8 (+8), delecdo do braco
curto do cromossomo 20 [del (20g) ou 20g-] e nulissomia do Y (-Y). (KEEN-KIM;
NOORAIE; RAO, 2008; SKONIECZKA et al., 2009).

Pinheiro, Chauffaille e Silva (2006b) relataram o primeiro caso clinico de pacientes
com t(1,19) durante a evolucdo de SMD para Leucemia Mieldide Aguda (PINHEIRO;
CHAUFFAILLE; SILVA, 2006b). Esta translocacdo entre o cromossomo 1 e 19 é frequente
em criancas portadoras de leucemia linfoide aguda apresentando um perfil progndstico
desfavoravel (PINHEIRO; CHAUFFAILLE; SILVA, 2006b) e somente foram descritos 4
casos de t(1,19)(p12,p11) no mundo (GILL et al., 1997; FORREST et al., 2000; ANDO et al.,
2002; TCHINDA et al., 2002). Pinheiro et al. (2004) também relataram o quinto caso de
SMD com 9g- com outras anormalidades cromossdmicas detectadas por banda G (PINHEIRO
et al., 2004).

Estas dele¢bes cromossdmicas sdo as anomalias mais comuns na SMD primaria ou
secundaria sendo observadas em quase 50% dos casos (KEEN-KIM; NOORAIE; RAO, 2008;
HAASE et al., 2008). As delecdes sao geralmente intersticiais e ocorrem frequentemente nos
cromossomas 5¢, 7q, 20q, 11qg, 13q, 12p e 17p (KEEN-KIM; NOORAIE; RAO, 2008;
HAASE et al., 2008). As monossomias, trissomias e translocacfes ndo equilibradas séo as
segundas anomalias mais frequentes, ocorrendo em 15% dos doentes. As monossomias mais
comuns nas SMD envolvem os cromossomas 5, 7 e a nulissomia do Y (KEEN-KIM,;
NOORAIE; RAO, 2008; HAASE et al., 2008). Embora as translocacdes equilibradas sejam
alteracdes relativamente comuns em doencas mieldides, nomeadamente na LMA, sdo muito
raras nas SMD (KEEN-KIM; NOORAIE; RAO, 2008; HAASE et al., 2008).
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1.2 LesBes no DNA

A integridade do genoma humano é continuamente ameacada por agentes endogenos
resultantes do metabolismo celular ou da replicacdo e recombinacdo do DNA, e também por
exposicdes exdgenas (Figura 1). As lesbes no DNA dai resultantes, se ndo forem corretamente
reparadas, podem conduzir ao acimulo de mutagdes em genes cruciais para 0 metabolismo e
crescimento celular normal e que, quando desregulados, poderdo contribuir para o génese de
doenca. A integridade do material genético é de extrema importancia para a viabilidade das
células que exigem mecanismos de reparacdo eficazes das lesdes no DNA, sendo capazes de
efetuar a reparacdo de quase todos os tipos de danos.

As respostas ao estresse genotoxico podem ser definidas como uma cascata de
sinalizacdo na qual as lesbes no DNA atuam como um sinal inicial que é detectado por
proteinas sensores e transmitido aos efetores por transdutores de sinais (DUROCHER,;
JACKSON, 2001). As proteinas efetoras recebem o sinal e executam diversas funcdes
celulares, entre elas, o bloqueio do ciclo celular, o reparo do DNA e a apoptose. Alguns
autores sugerem que membros da superfamila de proteinas PI3K (fosfatidilinositol 3-
quinases), que sdo ativadas muito cedo em resposta a lesdes no DNA, podem atuar como
sensores e/ou iniciadores de mecanismos de resposta ao estresse genotdéxico (DUROCHERN;
JACKSON, 2001; SHILOH et al., 2003).

A familia PI3K em humanos inclui as proteinas ataxia telangiectasia mutada (ATM),
ATM- e Rad3-related (ATR), ATX/SMG-1, mTOR/FRAP e DNA - dependente proteina
quinase (DNAPK) (PLUMB et al., 1999; ROTMAN; SHILOH, 1999; ABRAHAM et al.,
2001; BAO et al., 2001). Tanto ATM quanto ATR podem ser ativadas por danos no DNA,
embora ndo seja conhecido exatamente como essas duas quinases reconhecem o dano. ATM
responde principalmente a quebras duplas induzidas por radia¢des ionizantes, ao passo que
ATR responde a lesdes induzidas pelos raios UV ou a agentes que causam bloqueio na
forquilha de duplicacdo (WRIGHT et al., 1998; HEKMAT-NEJAD et al., 2000; LOWNDES;
MURGUIA, 2000; PANDITA et al., 2000; ANDEGEKO et al., 2001).

N&o ha uma distincdo clara entre os sinais que ativam essas duas proteinas, pois
ATM também atua em algumas respostas a radiacdo UV, mediando o reparo de lesGes
induzidas por esse tipo de radiacdo e a fosforilacdo de STAT3 (proteina que participa da
proliferacéo celular e apoptose) (HANNAN et al., 2002; ZHANG et al., 2003). Sabe-se que a
ATM também esta envolvida na sinalizacdo em resposta a UVA e no controle de apoptose, ao

passo que ATR atua na sinalizacdo em resposta a UVC e também no controle de apoptose
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(HEFFERNAN et al., 2002; ZHANG et al., 2002). Além disso, ATM esta envolvida na
resposta ao estresse oxidativo, tendo sido demonstrado que os alvos de ATM/ATR séo
fosforilados por ATR em resposta a hipoxia e por ATM em resposta a re-oxigenacao
(HAMMOND et al., 2002; HAMMOND et al., 2003; WATTERS et al., 2003).

A ativacdo de ATM / ATR pode conduzir as células a um bloqueio do ciclo celular,
que pode ocorrer nas fases G1, S ou G2. Esse processo pode ser mediado através da agéo de
CHK1 e CHK2, correspondentes a duas quinases de checkpoint do ciclo celular. O principal
responsavel pelo checkpoint em G1 € a proteina p53 (CHEHAB et al., 2000; HIRAO et al.,
2000). O bloqueio do ciclo celular é uma resposta extremamente importante observada em
resposta a danos induzidos no DNA, sendo que interferéncias nesse mecanismo podem
resultar em acimulo de alteracBes genéticas e/ou proliferacdo celular descontrolada, levando a
instabilidade genémica e desenvolvimento neoplésico (TLSTY et al., 1995). Diferentes tipos
de estresse genotdxico podem ativar mecanismos de controle do ciclo celular diferentes.
Podemos citar o exemplo das radiacGes ionizantes que podem promover os bloqueios nas
fases G1/S, intra-S e G2/M algumas horas ap0s a irradiacdo (KUERBITZ et al., 1992; HAN et
al., 1995; BARTEK; LUKAS; LUKAS, 2004), ao contrario que os agentes metilantes, como
por exemplo a droga temozolomida, provocam o bloqueio em G2/M apds a segunda fase S
depois do tratamento com a droga (HIROSE; BERGER; PIEPER, 2001).

As andlises de células de mamiferos demonsstram que o bloqueio do ciclo nas fases
G1, S, e G2 pode ocorrer ap6s a exposicdo das células a agentes genotoxicos, sendo que esse
protege as células de danos genéticos permanentes e da transformacéo neoplasica (EGUCHI,
SHIMIZU; TSUJIMOTO, 1997; JEGGO et al., 2007). O bloqueio do ciclo apos lesdes no
DNA favorece a sobrevivéncia celular fornecendo um tempo maior para que as células
reparem os danos no DNA. Entretanto, dependendo do tipo e nimero de lesbes, devido ao
elevado gasto energético que causam ao maquinario celular, a célula pode entrar em apoptose
(EGUCHI; SHIMIZU; TSUJIMOTO, 1997; JEGGO et al., 2007).

1.3 Mecanismos de Reparo ao dano no DNA

O reparo de DNA é um mecanismo de importancia fundamental para a manutengédo da
integridade dos organismos multicelulares e para garantir sua estabilidade genémica (KIM et
al., 2001). Diversos agentes etiologicos sdo capazes de causar danos ao DNA e, dentre eles,

podemos destacar o calor, danos oxidativos, radiacBes ultravioletas e ionizantes e diversas
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substancias quimicas encontradas no meio ambiente, como, por exemplo, a fumaga do cigarro
(KAO et al., 2005).

Os mecanismos de reparo do DNA sao geralmente divididos em cinco subtipos, com
subdivisbes em muitos deles de acordo com o tipo de leséo que foi acometida a fita de DNA.
Caso o dano ocorra em somente uma fita do DNA, tem-se 0s mecanismos de Reparacdo de
Erros de Emparelhamento de Bases do DNA (MMR), Reparacdo por Excisdo de Bases (BER)
e Reparacdo por Excisdo de Nucleotideos (NER). Nas vias de reparo NER e BER a lesdo €
removida e a seqiiéncia de DNA original é restaurada por uma DNA polimerase que utiliza a
fita ndo-danificada como molde, e a quebra resultante na dupla hélice é ligada pela DNA
ligase (KAO et al., 2005). J& 0 mecanismo MMR atua principalmente no reconhecimento e
reparacdo de erros nas inser¢des de bases e presenca de delegGes incorporadas no DNA que
podem surgir durante a replicacdo e na recombinacdo do DNA (LYER et al., 2006). A figura
1 apresenta um quadro resumo sobre os mecanismos de reparo em danos de fita simples no
DNA.

No entanto, caso 0 dano acometa a dupla fita de DNA, tem-se como mecanismos para
reparacao destas lesdes a Recombinacdo Homdloga (HR) e a Juncdo de Extremidades N&o
Homélogas (NHEJ) (MOHRENWEISER; WILSON; JONES, 2003).
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Figura 1: Apresentacdo esquematica dos tipos de mecanismos de reparo em danos de fita
simples (SSB).

TIPOS DE DANOS NO DNA

Agentes Errosde
alquilantes Replicacao

Legenda: NER Nucleotide Excision Repair; MMR DNA Mismatch Repair; BER Base Excision Repair.
Fonte: Adaptado de Boland et al. (2005).

1.3.1 Lesdes de Fita Dupla no DNA (Double-Strand Breaks)

Um tipo de lesdo no DNA potencialmente letal ocorre quando as duas fitas da dupla
hélice sdo quebradas (Double Strands Breaks, DSB). As DSB sdo consideradas o tipo de
lesdo de maior efeito bioldgico para a formacédo de aberracGes cromossémicas, morte celular e
transformacédo neoplésica (NATARAJAN et al., 1993; HALL et al., 2000; BELLI; SAPORA,
TABOCCHINI, 2002). As DSB podem ser induzidas tanto por agentes exdgenos, como as
radiacOes ionizantes e alguns tipos de drogas, quanto por agentes enddgenos, como as
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espécies reativas de oxigénio (ROS). Uma forquilha de duplica¢do que encontra uma quebra
de fita simples ou outros tipos de lesbes também pode produzir uma DSB (SCOTT;
PANDITA, 2006).

Sao conhecidos varios sistemas de reparo do DNA, sendo que aqueles que atuam sobre
DSB sdo principalmente de dois tipos: recombinagdo homdloga (homologous recombinational
repair - HRR) e juncdo de extremidades ndo-homdlogas (non-homologous end joining -
NHEJ) (WETERINGS; VAN GENT, 2004).

Segundo Allen et al. (2003), existe uma competi¢do entre 0s mecanismos de reparo
homdlogo e de juncdo de extremidades ndo homdlogas no reparo das DSB. No entanto, ainda
é obscura a natureza dessa competicdo (ALLEN et al., 2003). Estudos demonstram que 0s
dois mecanismos de reparo atuam em momentos distintos nas diferentes fases do ciclo celular
(BURMA et al., 2006; SONODA et al., 2006).

A NHEJ atua quase que sozinha no reparo da dupla hélice na fase G1 do ciclo celular,
enquanto que a HR comeca a ter a sua atuagdo no final da fase S até G2. Isso pode ser
compreendido pelo fato de a recombinacdo homdloga requerer um molde — a fita homologa
intacta —, para que ocorra o reparo, e esta fita homologa sé esta disponivel no final da fase S
(BURMA et al., 2006; SONODA et al., 2006).

1.3.1.1 Juncéo por Extremidades Ndo Homdlogas (NEHJ)

A principal via de reparo de DSBs em mamiferos é a NHEJ (Figura 2) (PASTWA,;
BLASIAK, 2003; VALERIE; POVIRK, 2003). Segundo Zhong et al. (2002) a juncdo de
extremidades ndo-homdlogas contribui significativamente para a manutencéo da estabilidade
gendmica nas células de mamiferos (ZHONG et al., 2002; BURMA et al., 2006). Neste caso,
as duas extremidades da fita de DNA quebrada sdo simplesmente reconectadas. Esta via de
reparo € considerada uma via ndo livre de erro, pois a quebra da fita ndo é reparada com a
utilizacdo de uma fita homo6loga como molde. Consequientemente, insercdes e dele¢cbes podem
ser geradas no local do reparo, comprometendo, assim, a integridade do genoma (BURMA et
al., 2006).

As proteinas que fazem parte dessa via incluem o heterodimero formado por KU70 e
KUB8O, e a subunidade catalitica da DNA-PKcs. Heterodimeros das proteinas KU se associam
as extremidades das quebras duplas do DNA, e fazem o recrutamento das proteinas Artemis,
XRCC4, LIG4 ¢ DNA polimerase p. A proteina Artemis tem uma atividade exonuclesica

gue promove 0 processamento das extremidades da quebra necessario para a ligacdo
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apropriada e para o preenchimento do gap pela LIG4 ¢ pela DNA polimerase . O complexo
MRE11/RAD50/NBSL1, que apresenta atividade de exonuclease, endonuclease e de abertura
da dupla fita de DNA in vitro, também pode estar envolvido no processamento das
extremidades (TRUJILLO et al., 1998; PAULL et al., 1999).

Além dessas proteinas, recentemente foi relatada a descoberta de uma outra que
também parece estar envolvida na via NHEJ. Ahnesorg, Smith e Jackson (2006) identificaram
uma proteina denominada XRCC4-like factor. O mesmo autor mostrou que XLF interage
diretamente com o complexo XRCC4-Ligase IV e que a repressdo de XLF em linhagens
celulares humanas promove radiossensibilidade e uma diminuicdo na eficiéncia de NHEJ
(AHNESORG; SMITH; JACKSON, 2006).

Resumidamente, nos mecanismos moleculares das NEHJ, tem-se a ligacdo das
proteinas Ku70 e Ku80 as extremidades da quebra. Em seguida héd o recrutamento de DNA-
PKcs, que sinaliza a presenca da quebra e ativa as outras proteinas, o0 complexo XRCC4-
ligase IV, para, assim, dar continuidade a via de reparo por NHEJ (WETERING et al., 2004;
BURMA et al., 2006). Desta forma, todos os componentes da via de reparo por juncdo de
extremidades ndo homdlogas tem um papel importante na manutencdo da integridade do

genoma e, consequentemente, na supressao da carcinogénese (BURMA et al., 2006).

1.3.1.2 Recombina¢do Homologa (HR)

A Recombinacdo Homologa consiste no mecanismo de reparo caracterizado por unir
as DSBs utilizando uma fita de DNA homéloga como molde (Figura 2). Como conseqiéncia,
esse tipo de reparo promove uma alta fidelidade e estd menos propenso a erros (BELLI;
SAPORA; TABOCCHINI, 2002). A via de reparo HR envolve o processamento das
extremidades, formando uma regido de fita simples no DNA, seguido pela invasdo da fita
molde do DNA homélogo, formando uma estrutura conhecida como juncdo de Holliday
(HABER et al., 2004). A sintese do DNA ¢é entdo realizada, prosseguindo com a migracdo da
cadeia seguida pela construcdo do heteroduplex (WEST et al., 2003).

Dentre os inimeros complexos protéicos envolvidos nas vias de reparo HR, vé-se 0s
da familia BRCA (Breast Cancer Susceptibility Gene) identificados inicialmente como
marcadores moleculares do desenvolvimento do cancer de mama e de ovario. O primeiro a ser
identificado, 0 BRCAL, esté localizado no cromossomo 17p21.3 (HALL et al., 1990), possui
aproximadamente 100 kilobases de sequéncia genbmica, distribuidas em 24 éxons

codificantes de uma proteina de 1863 aminoacidos. O segundo, 0 BRCA2, esta localizado no
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cromossomo13g12, possuindo 70 kilobases de sequéncia gendmica, distribuida por 27 éxons e
codificante de uma proteina de 3418 aminoacidos (THOMPSON; EASTON, 2004).

O gene BRCAL, nos tecidos em rapida proliferacdo celular, pode ajudar a manter a
integridade do material genético. O fato de se ter verificado que a proteina BRCAL tinha
interacdo com o gene TP53 reforca a teoria de que o gene BRCAL esté envolvido na reparacéo
das lesdes do DNA (THOMPSON; EASTON, 2004).

Tanto o BRCAL como o BRCA2 interagem também com as proteinas do complexo
RAD (Radiation-Sensitive Yeast Mutants), uma familia protéica que estd implicada na
recombinacdo e reparacdo homoéloga de DSBs do DNA (HALL et al., 1990; THOMPSON;
EASTON, 2004).

As proteinas membros da familia RAD tais como a RAD50, RAD51, RAD52,
RAD54, RAD55, RAD57, RAD59, MRE11l e XRS2, sdo responsaveis por formar um
complexo protéico funcional junto a extremidade de DNA danificada (VAN GENT;
HOEIJIMAKERS; KANNAR, 2001). A proteina RAD51 se associa as regides de fita simples
e € responsavel pela sobreposicdo dessa fita no DNA homélogo (VAN GENT;
HOEINMAKERS; KANNAR, 2001).

O complexo MRE11/RAD50/NBS1 pode atuar nas extremidades das DSBs antes da
associagdo de RAD51. A BRCA2 esta envolvida na associacdo da RAD51 nos locais de fita
simples (PELLEGRINI et al., 2002). A BRCAL também é requerida na via de reparo HRR,
possivelmente exercendo atividade regulatoria (PELLEGRINI et al., 2002).

Acredita-se que a RAD54 tem um papel importante na HR, pois o complexo RAD51
(acimulo de proteina RAD51 no local do dano de DNA) nédo se forma em animais deficientes
em RAD54 (THACKER et al., 2005). A RAD52 também desempenha um papel importante
na HR. Esta proteina interage e co-localiza com RAD51, facilitando, assim, sua atividade,
além de ter a propriedade de ligase diretamente as DSBs, protegendo-as da atividade de
exonucleases (THACKER et al., 2005).
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Figura 2: Apresentacao esquematica dos mecanismos de reparo de Juncdes por extremidades
ndo homdlogas (NHEJ) e Recombinagdo homdloga (HR) em danos de fita dupla no DNA

(DSBs).
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Fonte: Adaptado de Pandita et al. (2003).
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1.4 Genes de Reparacdo de DNA e seus Polimorfismos

Polimorfismo pode ser definido como a forma variante ou alternativa de um gene que
ocupa um local especifico em um cromossomo, denominado geneticamente de locus, e esta
forma variante recebe a denominagdo de alelo (MOHRENWEISER; WILSON; JONES,
2003). Entdo, quando diferentes alelos de um determinado gene coexistem na populagdo
humana, tal evento é denominado de polimorfismo genético (MOHRENWEISER; WILSON;
JONES, 2003). O polimorfismo faz parte das doencas genéticas complexas, onde essas
alteracGes genéticas por si s6 ndo sdo suficientes para causar alteragdes significantes no
paciente (MOHRENWEISER; WILSON; JONES, 2003). Susceptibilidade prévia aos mais
diversos tipos de doencas genéticas como também fatores do meio como, por exemplo, a
presenca de infeccdo microbiana, fumo e condi¢des nutricionais, sdo de grande importancia
no processo da g@énese das doencas e na expressdo fenotipica das mesmas
(MOHRENWEISER; WILSON; JONES, 2003). Esse distarbio genético ocorre em mais de
1% da populacéo, sendo considerado mais prevalente quando comparado com outros tipos de
alteracdes genéticas (TAKASHIBA; NARUISHI, 2006).

Todos os organismos, ao longo de sua existéncia, sofrem mutacdes em busca de se
adaptar ao ambiente em que vivem, assim, os polimorfismos genéticos surgiram por estas
mutacgdes espontaneas (KINANE; HART, 2003; TAKASHIBA; NARUISHI, 2006). O tipo
mais comum de polimorfismo é o que envolve um unico nucleotideo, chamado de
polimorfismo de nucleotideo unico (single nucleotide polymorphism, SNP) ou polimorfismo
de transicéo, onde ocorre a substituicdo de um nucleotideo por outro, ocorrendo a troca de um
Unico par de base, podendo ainda assim afetar a expressdo de proteinas, a estrutura e a fungédo
de um gene (TAKASHIBA; NARUISHI, 2006). Caso o polimorfismo de nucleotideo Unico
ocorrer dentro da regido codificadora do gene, pode resultar na substituicio de um
aminoacido, alterando a sintese de uma proteina e podendo alterar a funcdo celular
(TAKASHIBA; NARUISHI, 2006). Se a funcdo das proteinas for afetada em um processo
bioldgico, como a resposta inflamatéria para um agente microbiano especifico, polimorfismos
de alguns genes podem aumentar ou diminuir o risco do paciente na expressdo fenotipica da
doenga (MOHRENWEISER; WILSON; JONES, 2003; TAKASHIBA; NARUISHI, 2006).

Estudos relacionados com polimorfismos em genes de reparacdo sugerem que estas
alteragdes apresentam grande influéncia na modulac&o de efeitos genotoxicos, em resposta ao
dano causado ao DNA. Estudos demostram influéncia de dezenas de polimorfismos de genes

de reparo de DNA relacionados a atividades enzimaticas, relagdo com a incidéncia de cancer,
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resposta a quimioterapicos e radiosensibilidade (EFFERTH; VOLM, 2005; WANG et al.,
2010; LI et al., 2011). O interesse da investigacdo nesta area tem sido focado
majoritariamente no estudo dos polimorfismos dos genes de reparacdo do DNA como um
componente importante da susceptibilidade individual para cancer, considerando a reparagdo
do DNA como um processo muito importante para a protecdo do genoma e para a prevengdo
do cancer (HARMS et al., 2004).

No caso do mecanismo de recombinacdo homdloga, Friedenson et al. (2007)
mostraram que os genes BRCAL/2 sdo essenciais para evitar a ocorréncia de leucemias e
linfomas. Os resultados podem ter implicagdes favoraveis para o aperfeicoamento de
procedimentos clinicos e quimioterapicos nestes e talvez em outros canceres. Deficiéncia de
BRCAL é também associada com relatos de LMA de novo e a terapia (t-LMA). Scardocci et
al. (2006) apresentaram que 32% de casos de LMA primarias e 75% de t-LMA possuem
reducdo na expressdo do gene BRCAL. Em linhagens celulares de Leucemia Miel6ide Cronica
(LMC), o gene BRCA1 tambem ¢é apresentado com baixa expressdao; quando avaliado em
pacientes em fase acelerada ou crise blastica, 0 gene BRCA1 é quase indetectavel. Variacdes
polimorficas do gene BRCA2 séo apresentadas com elevada expressdo em casos de linhagens
celulares oriundas de Linfomas N&o Hodgkins de células T ou Leucemia Linfocitica Cronica
(LLC) (SCARDOCCI et al., 2006).

Tem sido associada a presenca de polimorfismos em genes de RAD51 e afins a varios
tipos de tumores, principalmente nos casos relacionados a LMA de novo e LMA relacionadas
com tratamento (LMA e t-AML) (SEEDHOUSE et al., 2004). A presenca dos polimorfismos
RAD51-G135C (rs1801320) e XRCC3 241Met aumenta ainda mais o risco de acometimento
de LMA e t-AML, e uma combinagéo tripla de RAD51-135c, XRCC3-241Met e Glutationa S-
transferase M1 (GSTML1) leva a um aumento significativo no risco de LMA (SEEDHOUSE et
al., 2004).

Em relagdo ao mecanismos de Jungdo por Extremidades Ndo Homdlogas, o
componente chave do aparelho da NHEJ séo as proteinas DNA-PKs que consistem de uma
subunidade heterodimérica no DNA alvo, composta pelo complexo KU70/ KU80 (ou XRCC6
e XRCC5H), e uma subunidade catalitica, composta pela proteina XRCC7 (SMITH;
JACKSON, 2009). No caso do gene LIG4, biologicamente, a proteina derivada deste gene
forma um heterodimero com a proteina XRCC4 e executa o final da unido do acoplamento do
mecanismo NHEJ. Isto tem sido demostrado através da interacdo, estabilizacdo e estimulacdo
que a proteina XRCC4 exerce sobre a LIG4 (CRITCHLOW; BOWATER; JACKSON, 1997;
RIBALLO et al., 1999).
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Na literatura, observam-se dezenas de variantes genéticas dos genes XRCC5, XRCC6
e LIG4 ja identificadas em diversos tipos de cancer (FU et al., 2003). Fu et al. (2003)
relataram que o polimorfismo XRCC6 - 61C>G, em sua regido promotora, foi associado com
um elevado risco de ocorréncia de cancer de mama. Duas outras SNPS de XRCC5 69506G>A
(rs3835) e 69632 G>A (rs3834), localizadas em regido intronica do gene XRCCS5, nédo estdo
associadas com o elevado risco de cancer de mama (FU et al., 2003). No estudo de Tseng et
al. (2009), foi avaliado o polimorfismo LIG4 SNP rs1805388 correlacionado aos
polimorfismos dos genes XRCC5 rs3835 e XRCC6 rs2267437 observando que os achados
estavam envolvidos com um aumento do risco de acometimento de cancer de pulméo em
pacientes fumantes.

Atualmente, muito progresso ja tem sido conquistado no campo da reparacao mediada
por recombinacdo homdloga ou juncdo por extremidade ndo homologas nas DSBs e
concomitantemente uma avaliagdo do seu impacto sobre a estabilidade genémica e
tumorigénese em diversos tipos de canceres. Porém, ndo foram encontrados trabalhos que
correlacionassem os polimorfimos destes genes com pacientes com Sindrome
Mielodisplasica.

A alteracdo citogenética é o marcador prognéstico de maior importancia para a SMD.
No entanto, pouco se sabe sobre os mecanismos relacionados a génese destas alteracGes
cromossoémicas . O papel dos polimorfismos dos genes BRCAL rs4793191, BRCA2 rs9567623
e RAD51 rs1801320, atuantes em HR (Figura 3), XRCC5 rs3835, XRCC6 rs2267437 e LIG4
rs1805388 em NEHJ (Figura 4) e o ATM rs228593 (Figuras 3 e 4) como sensor molecular
para 0 dano em DSBs nas alteracbes gendmicas observadas em células tumorais esta
comecando a ser apreciado somente agora, principalmente na SMD.

A SMD é a doenca clonal mais comum em medula 6ssea em pacientes idosos do
mundo ocidental (MUFTI et al.,, 2008). Sabendo-se que no processo natural de
envelhecimento celular, também denominado senescéncia, ha grande necessidade de se
manter estaveis os mecanimos de reparo de DNA, estudos que analisem e confirmem a
participacdo desses polimorfismos na manutencdo da estabilidade gendmica em pacientes

com SMD poderao ajudar no melhor conhecimento da patogenia e da evolucao desta doenca.
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Figura 3: Apresentacdo esquematica do mecanismo de reparo por Recombinacdo Homologa
(HR) apresentando os principais genes atuantes e 0s respectivos polimorfismos analisados no
presente estudo.
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Fonte: Adaptado de Yoshida e Miki (2004).
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Figura 4: Apresentacdo esquematica do mecanismo de reparo por Jungdes por Extremidades
Ndo Homologas (NHEJ) apresentando o0s principais genes atuantes e 0s respectivos
polimorfismos analisados no presente estudo.
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Fonte: Adaptado de Pandita et al. (2003).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar os polimorfismos dos genes relacionados a mecanismos de reparo em danos
de fita dupla de DNA e associar as variaveis clinicas observadas em pacientes portadores de

Sindrome Mielodisplasica.

2.2 Objetivos especificos

1. Detectar as alteracGes citogenéticas dos pacientes portadores de Sindrome
Mielodisplasica com a utilizacdo da metodologia de cari6tipo por banda G;

2. Avaliar o Polimorfismo de Unico Nucleotideo rs4793191 do gene BRCA1 por PCR-
RFLP;

3. Avaliar o Polimorfismo de Unico Nucleotideo rs9567623 do gene BRCA2 por PCR-
RFLP;

4. Avaliar o Polimorfismo de Unico Nucleotideo rs1801320 do gene RAD51 por PCR-
RFLP;

5. Avaliar o Polimorfismo de Unico Nucleotideo rs3835 do gene XRCC5 por PCR-RFLP;
6.  Avaliar o Polimorfismo de Unico Nucleotideo rs2267437 do gene XRCC6 por PCR-
RFLP;

7. Avaliar o Polimorfismo de Unico Nucleotideo rs1805388 do gene LIG4 por PCR-
RFLP;

8.  Avaliar o Polimorfismo de Unico Nucleotideo rs228593 do gene ATM por PCR-RFLP;
9.  Associar os achados moleculares com as variaveis clinicas encontradas nos pacientes
com SMD.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Aspectos éticos

O presente projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital Universitario Walter Cantidio, da Universidade Federal do Ceara, com o nimero de
protocolo 027.04.12 (ver Apéndice A e B).

Todos os métodos utilizados nesta pesquisa estdo descritas de forma esquematica na

figura 5.

3.2 Pacientes e obten¢ao de amostras de origem clinica

Foram utilizadas aliquotas de células de linhagens medulares (10° células/mm?®)
estocadas em solucdo de Trizol Reagente® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) a -80°C
provenientes de 60 amostras de medula O6ssea de pacientes portadores de Sindrome
Mielodispléasica, diagnosticados entre os anos de 2007 a 2010, no ambulatério de hematologia
do Hospital Universitario Walter Cantidio, de acordo com os critérios estabelecidos pela
Organizacdo Mundial de Saude (BRUNNING et al., 2008). Oitenta e dois idosos saudaveis

voluntarios doadores das amostras de sangue periférico foram incluidos no grupo controle.

3.3 Caridtipo por Banda G

Os caridtipos foram realizados de acordo com os protocolos ja estabelecidos pelo
Laboratério de Citogendmica do Céancer, segundo técnica descrita previamente por Pinheiro e
Chauffaille (2009). A citogenética classica por banda G foi realizada da forma habitual, isto &,
a medula 6ssea colhida em heparina e de forma estéril foi distribuida em dois frascos
contendo 7 mL de meio RPMI (pH 7,0), 3 mL de soro fetal bovino e 100ul de L-glutamina.
Este material foi cultivado por 24 horas em estufa a 37°C.

Uma hora antes do término da cultura foram adicionados 70uL de colchicina
(Colcemid®), por 30 minutos. Em seguida, o material foi centrifugado e ressuspenso em
solucéo hipotdnica de KCL 0,075 M e fixado em solucdo de acido acético e metanol (3:1) por
4 vezes. Para confeccdo das laminas para analise, o material foi gotejado em laminas de
microscopia e secado ao ar. As bandas foram feitas pela técnica de tripsina-Giemsa, sendo
analisadas pelo menos 20 metéfases, sempre que possivel, e os cromossomos classificados de



44

acordo com o Sistema Internacional de Nomenclatura Citogenética Humana - ISCN 2009. As
metéfases foram capturadas em sistema computadorizado (CHROMU) com software para

cariotipagem, e o caridtipo digitalizado e impresso em impressora a laser.

3.4 Genotipagem por PCR-RFLP

3.4.1 Extracdo de DNA Genbémico

A extracdo de DNA foi realizada a partir da utilizacdo do Trizol Reagente® de
acordo com o protocolo pelo fabricante. Para cada 10° células armazenadas em 1mL de Trizol
Reagente® foram adicionados 200uL de Cloroférmio para desproteinizacdo e posterior
centrifugagdo a 11.000 RPM por 15’ a 2° C. O RNA presente na fase aquosa foi transferido
para um microtubo estéril de 1,5mL para posterior procedimento de extracdo de RNA total e
construcdo de biblioteca de cDNA para futuros estudos de expressao génica.

Apos a completa remocdo da fase aquosa (RNA), foi isolada a interfase (DNA) da
fase organica (Proteinas e compostos fendlicos) e posteriormente precipitacdo do DNA com
300uL de etanol absoluto por mL de Trizol Reagente® e misturado por inversdo por 3
minutos. Posteriormente, as amostras foram incubadas por 3 minutos a temperatura ambiente
e posterior sedimentagdo por centrifugagdo por 2000 RPM, por 5 minutos a 4°C. Apds a
remocdo do sobrenadante (Proteinas), o pellet de DNA foi lavado com um 1mL de solucdo
0,1 M de Citrato de Sodio em Etanol 10%.

Incubou-se o pellet de DNA com a solugédo de lavagem por 30 minutos em
temperatura ambiente, com inversdo periddica, e posterior centrifugagdo em 2000 RPM, por 5
minutos a 4°C. Apos a lavagem, ressuspendeu-se o pellet de DNA em 2mL de etanol 75%,
armazenar por 15 minutos em temperatura ambiente e centrifugar por 2000 RPM, por 5
minutos a 4°C. Secou-se o0 pellet de DNA em tudo aberto por 15 minutos, ressuspendeu-se em
350uL de NaOH 8mM pH~8,4 e, por fim, armazenou-se a -20°C para posterior experimentos
de genotipagem.

Foram realizadas leituras espectrofotométricas nos comprimentos de ondas de 220,
260 e 280nm para afericdo de pureza, concentracdo e contaminacdo das amostras. A
integridade da amostra foi aferida por eletroforese em gel de agarose a 1% corado com Gelred
10.000X (Biotium) e visualizado em translumidador.
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3.4.2 PCR-RFLP

O DNA extraido do pool celular foi usado para a caracterizacdo dos polimorfismos
de um Unico nucleotideo (SNPs) nos genes de reparacio BRCA1 (rs4793191),
BRCA2(rs9567623) e RAD51(rs1801320) (envolvidos nos mecanismos de Recombinagéo
Homologa); XRCC5 (rs3835), XRCC6 (rs2267437) e LIG4 (rs1805388) (envolvidos no
mecanismo de Juncdo por Extremidade Ndao Homologa) e ATM (rs228593) atuando como
sensor molecular dos danos em DSB.

A genotipagem destes polimorfismos foi realizada por meio de técnicas baseadas na
amplificacdo enzimatica de um fragmento de DNA seguida de restricio do fragmento
amplificado com endonucleases de restricdo (PCR-RFLP) nos quais o polimorfismo cria ou
abole o local de restricdo enzimatica.

Para cada um dos polimorfismos analisados foi efetuada uma prévia otimizacao das
condicBes de PCR e de analise de restricdo. As reacbes de PCR foram efetuadas num volume
de reagédo de 25uL, em que as misturas de PCR para os diferentes polimorfismos contiveram
em comum o tampdo de PCR, 0,25mM de dNTPs, e 0,5U de Polimerase Taq de DNA,
0,75mM Cloreto de Magnésio (MgCl2), 10pMol de primers e de 250ug de DNA gendmico.
As sequéncias dos primers séo indicadas na tabela 03.

Uma aliquota do produto de PCR foi digerida com a enzima de restri¢do apropriada
(Tabela 3), num volume de reagdo de 25ul, onde se adicionou em comum o tampéao de
restricdo, variando a quantidade de enzima e de produto de PCR, de acordo com protocolo do
fabricante. Os fragmentos de DNA amplificados e resultantes da restricdo enzimatica foram
visualizados por eletroforese (2h, 80V) em géis de agarose 2% (p/v) e 3% (p/v),
respectivamente, corados com brometo de etideo (0,2ug/mL). Nestes géis, foram aplicados
10uL de cada amostra misturados com Sul de Azul de bromofenol juntamente com dois
marcadores de massa molecular.

As imagens resultantes foram visualizadas e fotografadas sob luz UV, sendo a
interpretacdo dos resultados do gendtipo efetuada por analise do tamanho dos fragmentos de

restricdo em comparacdo com dois marcadores de massa molecular.

3.5 Variaveis analisadas e Analises estatisticas

As variaveis analisadas neste estudo foram assim subdivididas:

- Sexo: masculino e feminino;
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- Idade: >60 (idade maior que 60 anos) e <60 (idade menor que 60 anos);

- Origem: urbano e rural;

- Cariotipo:

Quanto ao progndstico: favoravel, intermediario e desfavoravel.

Quanto a alteracdo: normal e alterado.

- Celularidade da medula 6ssea: Normo+Hipercelular (Celularidade normal e
hipercelular) e Hipocelular.

- Citopenia no sangue periférico: 0-1 citopenia e 2-3 citopenias.

- Indice prognostico do IPSS (1997): FAV+INT-1 (Favoravel e Intermediario-1) e
INT-2+DES (Intermediario-2 e Desfavoravel).

- Classificagdo OMS categorizada: alto risco, baixo risco e SMD secundaria.

- Classificacdo OMS estratificada: 5g- (Sindrome da delecdo do 5g), AREB | (Anemia
refrataria com excesso de blastos tipo 1), AREB Il (Anemia refrataria com excesso de blastos
tipo 2), CRDM (Citopenia refrataria com displasia em multiplas linhagens), AR (Anemia

refrataria), ARSA (Anemia refrataria com sideroblastos em anel) e SMD secundaria.

As diferencas entre as distribuicdes alélicas e genotipicas e a analise do Equilibrio de
Hardy-Weiberg (p>0,05) foram analisadas com o teste de qui-quadrado (com um grau de
liberdade) ou teste exato de Fisher. O teorema de Hardy-Weinberg consiste na base tedrica da
geneética das populages, avaliando a o principio do equilibrio génico no processo evolutivo,
consistindo em uma importante analise na verificagdo da populacdo proposta nos estudos de
polimorfismos.

A andlise de regressdo logistica foi utilizada para estimar a razdo de chances (odds
ratio) para as variaveis que contribuem para o risco de SMD e para ajustar as analises de
fatores de confusdo que contribuem para a susceptibilidade de SMD. O nivel de significancia
estatistica utilizado foi p<0,05 (2-sided) e todas as analises foram efetuadas com recurso ao
software SPSS para Windows na versdo 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

3.6 Fontes de financiamento
O presente projeto foi aprovado no Edital 14/2011 Universal/Faixa A do Conselho

Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico — CNPqg pelo nimero de processo
476587/2011-5.
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Tabela 3: Descri¢cdo dos primers de cada polimorfismos, temperaturas de anelamento, tamanho do
produto de PCR. respectiva enzima e referéncia para cada nolimorfismo analisado.

Tm ENZIMA / .
GENE PRIMERS ¢0) | FRAGMENTOS | REFERENCIAS
BRCA1 3’ACTGCACTGCCTCTTCCACT 5° 64,6°C Pstl WANG et al
rs4793191 129pb, 232pb (2010)
5’TTGCACTGTCCCACACTGTT 3’ 401pb
3’GGCTTTAGAATCGTGGCACT 5’
BRCA2 54,20C Hhal WANG et al
3’ TGGGAACTGCAACTCATCTGG 5’
RADS51 520C Mval LI et al (2011)
rs1801320 5GCGCTCCTCTCTCCAGCAG 3’ 86r1>g,7gépb
3 ATGATGAGGAGTGATATGTGGAAGAG
XRCC5 rs3835 | 57 520C Alul TSENG et al
5’ AGTGCTAAGTATCGTCTGCAACTGAT 3’ 7322123” (2008)
3 TCTCCACTCGGCTTTTCTTCCA 5’
XRCC6 63°C Ban | WANG et al
rs2267437 S TCTCCCTCCGCTTCGCACTC 5° 38ph, 240pb (2008)
320pb
3 TCTGTATTCGTTCTAAAGTTGAACA 5’
L1G4 rs1805388 520C HpyCH4 111 TSENG et al
S TGCTTTACTAGTTAAACGAGAAGAT 3° 555’2123” (2008)
3’ TCCCTGCCCATGATTATCTC 5°
ATM rs228593 60°C Bel | WANG et al
5GCCTTCGTACCCTCATCAGT 3’ 146pb, 118pb (2010)

264ph
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Figura 5: Organograma resumo das metodologias utilizadas neste estudo.
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4 RESULTADOS

4.1Caracterizacdo dos pacientes

O numero amostral deste estudo (n) foi igual a 60 pacientes para o grupo SMD e 82
idosos voluntarios para o grupo controle. A variavel idade foi dividida em duas faixas: <60
(menor que 60 anos) e >60 (maior que 60 anos). A média de idade do grupo controle,
composto por idosos saudaveis voluntérios foi de 62,9 anos (mediana = 65, 22-93). Para o
grupo SMD, a média de idade foi de 60,1 anos (mediana = 66, 15-91). Para as faixas de idade
propostas, o grupo SMD foi constituido de 38 pacientes com idade >60 anos (63,3%) e 22
pacientes com idade <60 anos (36,7%).

Quanto a variavel de género, foram incluidos neste estudo 13 individuos (15,85%) do
sexo masculino e 69 (84,14%) do sexo feminino para o grupo controle. Para o grupo SMD,
foram incluidos no estudo 31 pacientes do sexo masculino (51,7%) e 29 pacientes do sexo
feminino (48,3%). Quanto a variavel origem (dividida em urbano ou rural), obtivemos um
total de 37 pacientes de origem urbana (61,7%) e 23 pacientes de origem rural (38,3%) dentro
do grupo SMD.

Dos 60 pacientes incluidos neste estudo, 5 (8,33%) foram classificados como SMD
secundaria ao tratamento e 55 (91,66%) pacientes foram classificados como SMD primaria.

Na analise das frequéncias de variaveis clinicas, a variavel celularidade da medula
Ossea foi dividida em hipocelular, normocelular e hipercelular. Observando os pacientes com
SMD, obtivemos 14 pacientes (28,6%) com medula hipocelular, 10 pacientes com medula
normocelular (20,4%) e 25 pacientes com medula hipercelular (51,0%).

A varidvel de nameros de citopenias no sangue periférico foi dividida em 2 (duas)
faixas distintas: 0-1 citopenia e 2-3 citopenias (GREENBERG et al., 1997). Na anélise do
numero de citopenias, observamos um total de 24 pacientes (40,0%) dentro da faixa de 0-1
citopenia e 36 pacientes (60,0%) na faixa de 2-3 citopenias.

Quanto a andlise citogenética dos pacientes do grupo SMD, quarenta e quatro
pacientes (73,3%) apresentaram resultados, sendo 39 pacientes de SMD primaria e cinco
pacientes de SMD secundéria. Dos pacientes com resultados, 26 pacientes (59,09%) foram
classificados como de prognostico favorével (Figura 7), 10 pacientes (22,72%) como
progndstico intermediario (Figura 8) e 8 pacientes (18,18%) como progndstico desfavoravel
(Figura 9), segundo critérios utilizados pelo IPSS e OMS (GREENBERG et al., 1997;
BRUNNING et al., 2008) (Tabela 4).
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Dentre os 44 pacientes com resultado citogenético, 19 pacientes (43,18%) possuiam
caridtipo normal (Figura 6) e 25 pacientes (56,81%) apresentaram cariotipo alterado, dos
quais 48% (12/25) apresentaram uma Unica alteracdo, 28% (7/25) apresentaram clones com
duas alteracBes e 24% (6/25) apresentaram cariotipo complexo (3 ou mais alteracoes
citogenéticas). Presenca de ganho ou perda de cromossomos (aneuploidias) foi observado em
60% (12/25) dos casos com caridtipo alterado.

As alterages mais comuns envolveram o cromossomo 5 (-5/5¢-), ocorrendo em 44%
dos 25 pacientes com cariétipo alterado. Foram observadas outras alteragdes frequentes
envolvendo o cromossomo 7 (-7/7g-) em 20% dos casos, cromossomo 17 (-17/17p-) em 16%,
cromossomo 8 (+8) em 12% e cromossomo 20 (-20/20g-) em 8% dos pacientes. Dele¢des
isoladas do braco longo do cromossomo 5 (5g-) foram encontradas em 24% (6/25) dos casos

com cariétipos alterados.
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Tabela 4: Citogenética, IPSS (1997) e Classificacdo OMS (2008) ao diagndstico dos pacientes com

SMD.
Pacientes Citogenética IPSS OMS

1 47,XY ,+8[6]/47,XY ,del(7)(932),+8[7]/46,XY[2] AREB-

HIGH |

2 46,XY,-?10,+mar[5]/46,XY[1] INT-1 CRDM

3 175 XXXXXXXX,-5,-6,-7,-8,-9,-11,-13,- SMD
14[4]/46,XX,del(5)(q15933)[8]/46,XX[19] sec.

4 47,XY ,+mar[3]/46,XY,[17] INT-1 CRDM

5 Sem Metafase CRDM

6 46,XY,del(5)(q15q33)[7]/46,XY[11] INT-1 50-

7 37,X,-2,-3,-9,-11,-12,-15,-16,-18, - AREB-
Y[8]/46,XY ,del(5)(q15q33)[5]/46,XY|[6] INT-2 I

8 Sem Metafase CRDM

9 46,XY[9] SMD

sec.

10 46,XX][5] LOW ARSA

11 90,XXXX,-6,-7,-8,- HIGH AREB-
11,+21,+22[5]/46,XX,del(7)(g23),del(20)(g13.1)[3]/ I
45,XX,-7[5]/45~46,XX,-7,del(7)(q32),del(11)(q32),-
17,del(17)(p11.2),del(20)(g13.1)[cpll]

12 46,XY[11] INT-1 CRDM

13 46,XY,del(5)(?922033)[3]/45,XY ,del(5)(?922933),- ARSA
18[3]/46,XY[14] INT-1

14 46,XY[9] INT-1 CRDM

15 Sem Metafase CRDM

16 46,XX[12] LOW ARSA

17 46,XX,del(5)(q15q33)[9]/46,XX,del(5)(q15033),del( CRDM
11)(?925)[7]/46,XX[4] INT-1

18 Sem Metafase ARSA

19 46,XX[20] INT-1 CRDM

20 46,XX,del(5)(q15q33)[4]/46,XX[18] LOW NR

21 Sem Metéafase CRDM

22 46,XX[7] INT-1 CRDM

23 Sem Metafase ARSA

24 46,XY[20] AREB-

INT-1 I

25 89,XXY,-20,-22,- CRDM
Y[4]/46,XY ,del(16)(?q22)[5]/46,XY[11] INT-1

26 47,XY,+mar[5],46,XY[11] INT-1 CRDM

27 46,XY,del(7)(q32)[2]/46,XY[18] INT-2 CRDM

28 46, XY[8] INT-1 CRDM

29 Sem Metafase SMD

sec.

30 Sem Metafase CRDM

31 46,XY,del(5)(?q15033)[8]/46,XY[12] INT-1 50-

32 47,XY ,+mar[6]/48,XY,+8,del(16)(?q22),+mar[4]/47 AREB-
~50,XY,del(4)(?935),+8,+10,+11,del(16)(?q22),+21, I
+mar[cp8] INT-2

33 46,XX[25] INT-1 CRDM
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35
36

37
38
39

40

41
42
43

44
45
46
47
48

49

50
51
52
53
54
55
56
S7
58
59
60

46,XX,del(17)(p11.2)[31/46,XX[4]

46,XY[5]
Sem Metafase

46,XY,del(5)(?q15033)[7]/46,X Y[8]
Sem Metéafase
46,XY ,del(5)(q31035)[6]/46,X Y[17]

46,XX[22]

46,XX[8]
Sem Metéafase
46,XX[11]

46,XY,del(5)(q22933)[5]/46,XY[7]
46,XY,del(5)(g15933),del(17)(p11.2)[7]/46,XY[13]
46,X-Y[4]/46,XY[16]

46,XX[20]

46,XY,add(13)(p11)[12]/46,XY ,del(7)(q32),add(13)
(p11)[4]/48,XY ,add(13)(p11),+22,+mar[9]/48,XY ,de
1(7)(932),add(13)(p11),+22,+mar[3]/46,XY[2]

Sem Metafase

47,XX,1(4;11)(927;932),+mar[4]/46,XX[16]
46, XY

Sem Metéafase

46,XX[6]

46,XX][8]

46,XY[6]

Sem Metéafase

Sem Metafase

47,XY ,+8[4]/46,XY[5]
44,XX-13,-17[4]/46,XX[5]
Sem Metéafase

INT-1

INT-1

INT-1

LOW

LOW
INT-1
LOW
LOW

INT-2

INT-1

LOW

LOW

INT-1
LOW

INT-1
INT-1
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SMD
Sec.
CRDM
AREB-
I
CRDM
AR
AREB-
I
SMD
SeC.
AR
AR
SMD
Sec.

NR
CRDM
ARSA
CRDM
CRDM

AREB-
I
CRDM
AR
ARSA
AR
CRDM
ARSA
AR
CRDM
CRDM
CRDM
CRDM

Legenda: IPSS (Sistema Internacional de Score Prognostico), OMS (Organizagdo Mundial de Salde) AR
(Anemia refrataria), ARSA (Anemia refrataria com sideroblastos em anel), AREB (Anemia refrataria com
excesso de blastos tipo | e 11), CRDM (Citopenia refrataria com displasia em multilinhagens), del 5q (delecédo
isolada do 5q)), NR (Neutropenia refrataria). LOW (prognéstico favoravel), INT (Progndstico intermediario
tipo I e 1), HIGH (Progndstico desfavoravel).
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Figura 6: Paciente do sexo masculino apresentando cariétipo normal 46,XY[20] de progndstico favoravel de acordo com a classificacdo do
IPSS (GREENBERG et al., 1997).
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Figura 7: Paciente do sexo masculino apresentando cari6tipo alterado 46,XY,del(5)(q31q35)[6]/46,XY[17] de prognostico favoravel de acordo
com a classificacdo do IPSS (GREENBERG et al., 1997).
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Figura 8: Paciente do sexo masculino apresentando caridtipo alterado 47,XY,+8[4]/46,XY[5] de prognoéstico intermediario de acordo com a
classificacdo do IPSS (GREENBERG et al., 1997).
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Figura 9: Paciente do sexo masculino apresentando caridtipo alterado 47,XY,+8[6]/47,XY,del(7)(q32),+8[7]/46,XY[2] de progndstico
desfavoravel de acordo com a classificacdo do IPSS (GREENBERG et al., 1997).
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Quanto a classificagdo OMS (BRUNNING et al., 2008), os pacientes foram divididos
em duas classificagbes distintas: 1) OMS Estratificada, dividida em AREB | (Anemia

Refrataria com Excesso de Blastos 1), AREB Il (Anemia Refrataria com Excesso de Blastos
I), CRDM (Citopenia Refrataria com Displasia de Multiplas Linhagens), 5g- (Dele¢do do
braco longo do cromossomo 5), ARSA (Anemia Refrataria com Sideroblastos em Anel), AR
(Anemia Refrataria) e SMD Secundéria; 2) OMS Categorizada, dividida em Baixo Risco
(CRDM, AR e ARSA), Alto risco (AREB | e AREB I1) e SMD secundaria.

Na andlise da variavel OMS Estratificada, observamos 2 pacientes (3,3%) que foram

classificados como 5q-, 3 pacientes (5,0%) classificados como AREB 1, 5 pacientes (8,3%)
como AREB II, 28 pacientes (46,7%) como CRDM, 6 pacientes (10,0%) como AR, 8
pacientes (13,3%) como ARSA e 8 pacientes (13,3%) como SMD secundaria. Ja na analise da
varidvel OMS Categorizada, foram observados 46 pacientes (76,7%) no grupo Baixo risco, 8
pacientes (13,3) no grupo Alto risco e 6 pacientes (10,0%) no grupo de SMD secundaria.

Para a variavel IPSS, os pacientes do grupo SMD foram divididos em dois grupos
distintos: o primeiro composto pelo prognéstico Favoravel (FAV.) e prognostico
Intermediario-1 (INT-1) (FAV+INT-1); o segundo pelo prognoéstico Desfavoravel (DES) e
intermediario-2 (INT-2) (DES+INT-2), segundo a classificacdo IPSS proposta por Greenberg
et al. (1997). Assim, a anélise mostrou que 32 pacientes (82,1%) estdo inseridos dentro do
grupo FAV+INT-1 e 7 pacientes (17,9%) foram agrupados dentro da categoria DES+INT-2.

4.2 Analise dos polimorfismos por PCR-RFLP

As distribuicfes dos genotipos referentes aos polimorfismos estudados para os genes
XRCC5 (rs3835), XRCC6 (rs2267437), LIG4 (rs1805388), BRCAl (rs4793191),
BRCA2(rs9567623), RAD51(rs1801320) e ATM rs228593, para a correlacdo entre 0s

individuos controles (n=82) e SMD (n=60) serdo apresentados nas se¢des a seguir.

4.2.1 Analise do polimorfismo rs228593 do gene ATM

O polimorfismo rs228593 esta localizado no brago longo do cromossomo 11 na
posicdo 11g22-g23 na regido intrénica do gene ATM (Figura 10). As frequéncias alélicas
apresentadas no grupo controle foram de 53 (32,31%) para o alelo selvagem G e 111
(67,68%) para o alelo mutante A. Para o grupo SMD, a frequéncia alélica foi de 46 (38,33%)

para o alelo G e 74 (61,66%) para o alelo A. Nao houve associacdo significante entre as
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frequéncias alélicas selvagem (G) e mutante (A) para o polimorfismo rs228593 (p=0,314)
(Tabela 5).

Os gendtipos analisados para o polimorfismo rs228593 encontram-se em equilibrio de
Hardy-Weinberg (p>0,05) (Tabela 5). Na analise das frequéncias genotipicas para o
polimorfismo rs228593 pode-se observar que o genotipo homozigoto selvagem (GG), o
heterozigoto (GA) e homozigoto mutante (AA) (Figura 11) apresentaram, respectivamente, as
frequéncias de 6 (7,3%), 41 (50,0%) e 35 (42,6%) para o grupo controle e 13 (21,67%), 20
(33,33%) e 27 (45,0%) para o grupo SMD (Tabela 5).

Através do testes de qui-quadrado, foi obtida associagdo significante entre o grupo
controle e pacientes do grupo SMD (p=0,021). No intuito de verificar qual gendtipo esta
associado com o risco da doenca, foi realizada a regressao logistica multinominal, obtendo
que o gendtipo heterozigoto A/G esta associado com a diminuicgdo de risco de SMD (p=0,008,
OR 0,225, IC 0,075-0,680) (Tabela 6).

Figura 10: Representagcdo do cromossomo 11 e a indicacgdo (barra amarela) da localizagéo do
polimorfismo rs228593 do gene ATM
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119241

Fonte: http://ghr.nlm.nih.gov/gene/ATM

Tabela 5: Gendtipos, distribuicdo alélica e equilibrio de Hardy-Weinberg nos grupos casos e
controles para 0 SNP rs228593 do gene ATM.

Gene/SNP  Grupo Fr;?(;?ggla p valor* Frequéncia Génica p valor* H-W teste
G A GG GA  AA X2 P
valor
53 111 6 41 35
ATM Controle (3231)  (67.68) 0,314 (7:31) (50.0) (42,68 0,021 1,675 0,1955
rs228593
SMD 46 4 13 20 27 5,219 10,0223
(38,33) (61,66) (21,67) (33,33) (45,0) ' '

*Teste de Qui-quadrado (x?) de Pearson ou Fisher. Valor estatisticamente significante para p< 0,05 ou p<0,001.
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Tabela 6: Regressdo logistica multinominal para associar os gendtipos do
SNP rs228593 do gene ATM entre o grupo controle e 0 de pacientes com

SMD.
Variaveis IC 95% para Exp (B)
Grupos Gendtipo Wald pvalor Exp(B) Minimo Maximo
GG
Controle GA
AA
GG 3,449 0,063 0,944 8,352
SMD GA 6,992 0,008 0,225 0,075 0,680
AA 3,449 0,063 0,120 1,059

*Valor estatisticamente significante para p< 0,05 ou p<0,001.

Figura 11: A) Gel de Eletroforese 1,5% de agarose em tampédo TAE 1X. Representacdo dos
spots de PCR resultantes da amplificacdo de uma regido de 264pb do gene ATM. B) Gel de
Eletroforese 3,0% de agarose em tampéo TAE 1X

M CONTROL MDS

M AA AG AG GG GG GG GG AG AA AA GG GG AG GG AG

300pb 264pb

200pb
146pb

100pb 118pb

Detec¢do dos gendtipos na analise do SNP rs228593 do gene ATM . O produto de PCR foi digerido a partir da
enzima de restricdo Bcl | por 3 horas a 60°C. As linhas 2, 5, 6, 7, 8, 12, 13 e 15 apresentam o perfil
Homozigo6tico selvagem (GG); as linhas 3, 4, 9, 14 e 15 apresentam o perfil Heterozigdtico (AG) e as linhas 10 e
11 apresentam o perfil Homozigdtico mutante (AA). A linha M consiste no marcador de peso molecular de
100pb.

Ndo foram encontradas significancias nas analises de correlacdo da frequéncia
genotipica do polimorfismo rs228593 do gene ATM no grupo SMD com as variaveis socio-
demograficas de sexo (p=0,285), idade (p=0,782) e origem (p=0,408), e para as variaveis
clinicas de cari6tipo (p=0,336), celularidade da medula 6ssea (p=0,385) e para a classificacdo
OMS (2008) (p=0,174) (Tabela 7).
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Em contrapartida foram encontradas significancias para as varidveis clinicas do perfil
de citopenias do sangue periférico (p=0,003) e os indices prognoésticos obtidos com o IPSS
(p=0,004) (Tabela 7).

Na busca de identificar qual gendtipo esta relacionado com os padrdes de citopenias,
foi realizado o teste de regressdo logistica multinominal, obtendo-se uma associagdo
significante entre o geno6tipo heterozigoto A/G e a faixa 0-1 da variavel citopenia (p=0,032,
OR 5,250, IC 1, 151-23,937) (Tabela 8). Adicionalmente, o teste de regressdo logistica
multinominal mostrou significancia na interacdo do genotipo heterozigoto A/G no indice de
escore de prognostico favordvel para a classificagcdo IPSS (1977) (p<0,001, OR 21,95, IC
29,791-16,185) (Tabela 9).

Tabela 8: Regressdo Logistica Multinominal para correlacionar o genotipo
do SNP rs228593 do gene ATM com os padrdes de citopenias no grupo de
pacientes com SMD.

Variaveis IC 95% para Exp (B)
Citopenias Genoétipo Wald Exp(B) pvalor Minimo Maximo
GG 0,339 0,560 0,352 6,880
0-1 AG 4589 5250 0,032 1,151 23,937
AA 0,339 0,560 0,145 2,843
GG
2-3 AG
AA

*Valor estatisticamente significante para p< 0,05.

Tabela 9: Regressdo Logistica Multinominal para correlacionar o genotipo do SNP
rs228593 do gene ATM com os grupos de risco do IPSS (GREENBERG et
al.,1997) no grupo de pacientes com SMD.

Variaveis IC 95% para Exp (B)
IPSS Genotipo Wald Exp(B) pvalor Minimo Maximo
GG 0,137 0,711 0,013 19,562
Favoravel AG 355,177 21,95 0,000 29,791 16,185
AA 0,137 0,711 0,051 78,250
GG 0,220 0,639 0,028 9,076
Intermediério AG
AA 0,220 0,639 0,110 36,306
GG
Desfavoravel AG
AA

*Valor estatisticamente significante para p< 0,05.



Tabela 7: Associacdo da frequéncia génica do SNP rs228593 do gene ATM entre os aspectos clinico-demograficos nos

pacientes com SMD.

Variaveis Frequéncia Génica/% X2 Teste X? Teste* OR (IC 95%)
GG AG AA Total X2 p  AG+AA G P
Sexo
Masculino 5(8,3) 9(150) 17(28,3) 31(51,7) 2,643 0,285 27 (45,0) 2,019 0,204 AA= 0,468 (0,158-1,389)
Feminino 8(13,3) 11(18,3) 10(16,7) 29 (48,3) 21 (35,0) AG+GG= 1,203 (0,952-1,564)
ldade
>60 anos 8(136) 14(23,3) 16(26,7) 38(63,3) 0,594 0,782 30(50,0) 0,072 1,000 AA= 1,158 (0,393-3,407)
<60 anos 5(8,3) 6(10,0) 11 (18,3) 22(36,7) 18 (30,0) AG+GG=0,965(0,747-1,247)
Origem
Urbano 6(10,0) 14(23,3) 17(28,3) 37(61,7) 1930 0,408 32(53,33) 2,538 0,183 AA= 0,444 (0,160-1,235)
Rural 7(11,7) 6(10,0) 10(16,7) 23(38,3) 16 (26,7) AG+GG= 1,243 (0,922-1,676)
Cariotipo
Favoravel 7(159) 10(22,7) 9(205) 26(59,1) 4,687 0,336 20 (45,5) 0,779 0,794
Normal 3(6,8) 2 (4,5) 5(114) 10(22,7) 7(15,9)
Desfavoravel 1(2,3) 1(2,3) 6 (13,6) 8(18,2) 7 (15,9)
Cari6tipo Normal 7(159) 7(159) 6(136) 20(455) 3,763 0,168 14(31,8) 1,104 0,472
Cari6tipo Alterado 4(9,1) 6 (13,6) 14(31,8) 24 (54,5) 20 (45,5)
Celularidade MO
Normo+Hipercelular 9(18,8) 11(22,9) 14(29,2) 34(70,8) 2,264 0,332 25(52,1) 2,246 0,242
Hipocelular 1(2,1) 6(125) 7(146) 14(29,2) 13 (27,1)
Citopenia
0-1 4(6,7) 14(23,3) 6(10,0)0 24(40,0) 11,517 0,003 20 (33,3) 0,278 0,746 AA=0,750(0,254-2,216)
2-3 9(150) 6(10,0) 21(35,0) 36(60,0) 28 (46,7) AG+GG= 1,071 (0,834-1,376)
IPSS (Grupo de Risco)
Favoravel 1(2,6) 7(17,9) 2(5,1) 10(25,6) 14,304 0,004 9(231) 1,903 0,427
Intermediario 8 (20,5) 3(7,7) 16(41,00 27(69,2) 20 (51,3)
Desfavoravel 1(2,6) 0(0,0) 1(2,6) 2(5,1) 1(2,6)
OMS_CATEGORIZADA
Alto Risco 1(1,7) 1(1,7) 6(10,00 8(133) 6,230 0,174 7(117) 0,410 0,868
Baixo Risco 11 (18,3) 15(25,0) 20(33,3) 46 (76,7) 36 (60,0)
SMD Secundaria 1(1,7) 4(6,7) 1(1,7) 6 (10,0) 5(8,3)
OMS_ESTRATIFICADA
50- 0(0,0) 0(0,0) 2(3,3) 2(33) 17,783 0,110 2(3,3) 2,917 0,887
AREB | 0 (0,0) 1(1,7) 2(3,3) 3(5,0) 3(5,0)
AREB Il 1(1,7) 0(0,0) 4 (6,7) 5(8,3) 4(6,7)
CRDM 8(13,3) 6(10,0) 14(23,3) 28(46,7) 21 (35,0)
AR 2(3,3) 3(5,0) 1(1,7) 6 (10,0) 4(6,7)
ARSA 1(1,7) 4(6,7) 3(5,0) 8 (13,3) 7(11,7)
SMD SECUNDARIA 1(1,7) 6 (10,0) 1(1,7) 8(13,3) 7@117)

*Teste de Qui-quadrado (x?) de Pearson ou Fisher. Valor estatisticamente significante para p< 0,05.

61



62

4.2.2 Andlise do polimorfismo rs2267437 para o gene XRCC6

O polimorfismo rs2267437 esta localizado no cromossomo 22 na regido 22g13.2
promotora do gene XRCC6 (Figura 12). As frequéncias alélicas apresentadas no grupo
controle foram de 109 (66,46%) para o alelo selvagem C e 55 (33,35%) para o alelo mutante
G. Para o grupo SMD a frequéncia alélica foi de 83 (69,16%) para o alelo G e 37 (30,83%)
para o alelo A. N&o houve associacao significante entre as frequéncias alélicas selvagem (G) e
mutante (A) para o polimorfismo rs228593 (p=0,700) (Tabela 10).

Os genotipos analisados para o polimorfismo rs2267437 encontram-se em equilibrio
de Hardy-Weinberg (p>0,05) (Tabela 10). Na anélise das frequéncias genotipicas para 0
polimorfismo rs2267437 pode-se observar que o alelo homozigoto selvagem (GG), o
heterozigoto (GC) e o homozigoto mutante (CC) (Figura 13) apresentaram, respectivamente,
as frequéncias de 40 (48,7%), 33 (40,2%) e 9 (10,9%) para o grupo controle e 27 (45,0%), 28
(46,6%) e 5 (8,3%) para o grupo SMD (Tabela 10). Através do teste de qui-quadrado, nao foi

obtida associagéo significante entre o grupo controle e o grupo SMD (p=0,704).

Figura 12: Representacdo do cromossomo 22 e indicacdo (barra amarela) da localiza¢do do
polimorfismo rs2267437 do gene XRCC6.

22p1 3

22p12
22q11.22

29912 3
22913.32

Fonte: http://ghr.nIm.nih.gov/gene/

Ndo foram encontradas significancias nas analises de correlacdo da frequéncia
genotipica do SNP rs2267437 para o gene XRCC6 no grupo SMD com as variaveis socio-
demogréficas de sexo (p=0,798), idade (p=1,000) e origem (p=0,923), como também para as
varidveis clinicas de numero de citopenias no sangue periférico (0,172), para o indice
prognostico do IPSS (p=0,101) e para a classificagio OMS (BRUNNING et al., 2008)
estratificada (p=0,331) e categorizada (p=0,111) (Tabela 11).

Adicionalmente, obtivemos uma correlagdo significante (p=0,018) na analise dos

caridtipos (normal x alterado) da medula éssea dos pacientes com SMD e sua interacdo com
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0s gendtipos do SNP rs2267437 para o0 gene XRCC6 (Tabela 11). Em seguida, foi realizado o
teste de regressdo logistica multinominal, obtendo-se uma associacdo significante para o
genotipo C/G (p=0,010, OR 7,259, IC 1,616-32,600) e CG+GG (p=0,010, OR 6,788, IC
1,570-29,354) no aumento do risco de chance da variavel de cari6tipo normal (Tabela 12).

Na analise da correlacdo dos genotipos do polimorfismo rs2267437 com as variaveis
de celularidade da medula 6ssea em pacientes com SMD, verificamos uma associacao
significante com p=0,043. Nesta andlise, observamos associacdo significante (p=0,023, OR
5,556, IC 1,270-24,239) entre o genoétipo C/G e a variavel de Normo+Hipercelularidade na
medula dssea (Tabela 11). Na associacdo entre gendtipo mutante (CG+GG) obtivemos
resultado significante também com a variavel Normo+Hipercelularidade na medula dssea
(p=0,023, OR 4,792, IC 1,238-18,546) (Tabela 13).

Tabela 10: Gen6tipos, Distribuicdo Alélica e Equilibrio de Hardy-Weinberg nos grupos casos e
controles para 0 SNP rs2267437 do XRCC6.

Frequéncia

Gene/SNP Grupo Alélica p valor* Frequéncia Génica p valor* H-W teste

c G CC CG GG x2 P
valor

109 55 40 33 9
XRCC6  Controle (66.46) (33.53) 0,700 (487) (402) (10,9) 0,704 0,304 0,581
rs2267437
svp .03 37 2r 28 5 2242 0,134
(69,16) (30,83) (45,0) (46,6) (8,33) ' '

*Teste de Qui-quadrado (x?) de Pearson ou Fisher. Valor estatisticamente significante para p< 0,05 ou p<0,001.
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Figura 13: A) Gel de Eletroforese 1,5% de agarose em tampdo TAE 1X. Representacdo dos
spots de PCR resultantes da amplificacdo de uma regido de 320pb do gene XRCC6. B) Gel de
Eletroforese 3,0% de agarose em tampdo TAE 1X.

A M GRUPO CONTROLE GRUPO SMD

320pb——>

IOpr_)

M CG CG CG CG CC CC CC cC CC CG CC CC GG CG CG

200phe—>
100pb_>

Deteccéo dos gendtipos na analise do SNP rs2267437 do gene XRCC6. O produto de PCR foi digerido a
partir da enzima de restricdo Ban | por 3 horas a 63°C. As linhas 2, 3, 5, 7 e 10 apresentam o perfil
Homozigbtico selvagem (CC); as linhas 4, 8 e 9 apresentam o perfil Heterozigotico (CG) e as linhas 6 e
11 apresentam o perfil Homozig6tico mutante (GG). A linha M consiste no marcador de peso molecular
da 1NNnh



Tabela 11: Associacdo da frequéncia génica do SNP rs2267437 do gene XRCC6 entre 0s aspectos clinico-demograficos
nos pacientes com SMD.

Variaveis Frequéncia Génica/% X2 Teste X? Teste* OR (IC 95%)
cc CG GG Total X2 p CG+GG X2 p
Sexo
Masculino 15(25,0) 14(23,3) 2(3,3) 31(51,7) 0,467 0,798 16(26,7) 0,297 0,614 CC=1,169 (0,664-2,059)
Feminino 12(20,0) 14(23,3) 3(50) 29 (483) 17 (28,3) CG+GG= 0,880 (0,557-1,392)
ldade
>60 anos 17(28,3) 18(30,0) 3(50) 38(63,3) 0,036 1,000 21(350) 0003 1,000  CC=0,984 (0,552-1,755)
<60 anos 10(16,7) 10(16,7) 2(3,3) 22(36,7) 12 (20,0) CG+GG=1,013(0,629-1,632)
Origem
Urbano 16 (26,7) 18(30,0) 3(50) 37(61,7) 0,53 0923 21(350) 0120 0,793  CC=0,904 (0,514-1,590)
Rural 11(18,3) 10(16,7) 2(3,3) 23(38,3) 12 (20,0) CG+GG=1,088 (0,672-1,761)
Cariotipo
Favoravel 8(18,2) 15(34,1) 3(68) 26(59,1) 5,654 0,147 18(40,9) 5,455 0,089
Normal 3(6,8) 6(13,6) 1(23) 10(22,7) 7(15,9)
Desfavoravel 6 (13,6) 2(45) 00,00 8(18,2 2 (4,5
Cari6tipo Normal 3(6,8) 14(31,8) 2(45) 19(432) 7,526 0,018 16(36,4) 7,362 0,012
Cari6tipo Alterado 14 (31,8) 9(205) 2(4,5) 25(56,8) 11 (25,0)

Celularidade MO
Normo+Hipercelular 12 (24,5) 20(40,8) 3(6,1) 35(71,4) 5,815 0,043 23(46,9) 5,576 0,027

Hipocelular 10(20,4) 3(6,1) 1(2,00 14(28,6) 4(8,2)
Citopenia
0-1 9(150) 11(18,3) 4(6,7) 24(40,0) 3,839 0,172 15(25,0) 0,909 0,430 CC=10,750(0,407-1,382)
2-3 18(30,0) 17(28,3) 1(1,7) 36(60,0) 18 (30,0) CG+GG=1,250 (0,797-1,961)
IPSS (Grupo de Risco)
FAV+INT-1 11(28,2) 19(48,7) 3(7,7) 33(84,6) 5,296 0,101 22(56,4)
DES+INT-2 5(12,8) 1(26) 0(0,00 6(154) 1(2,6)
OMS_CATEGORIZADA
Alto Risco 7(11,7) 1(,7) 0(,0 8(133) 7,233 0,111 1(1,7)
Baixo Risco 18 (30,0) 24 (40,0) 4(6,7) 46(76,7) 28 (46,7)
SMD Secundaria 2(3,3) 35,0 1(1,7) 6(100) 4(6,7)
OMS_ESTRATIFICADA
50- 1(1,7) 1(,7) 00 2(33 13491 0,331 1(1,7) 10,038 0,112
AREB | 3 (5,0) 0(0,0) 0(,0 3(,0 0 (0,0
AREB Il 4(6,7) 1(,79 0(00) 5(83) 1(1,7)
CRDM 12 (20,0) 15(25,0) 1(1,7) 28(46,7) 16 (26,7)
AR 2(3,3) 3(5,00 1(,7 6(10,0) 4(6,7)
ARSA 1(1,7) 50,3 2(33) 8(1373) 7(11,7)
SMD SECUNDARIA 4 (6,7) 35,0 117 8(133) 4(6,7)

*Teste de Qui-quadrado (x?) de Pearson ou Fisher. Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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Tabela 12: Regressdo Logistica Multinominal para correlacionar o gendtipo do SNP
rs2267437 do gene XRCC6 com as classificacdes obtidas na anélise citogenética no
grupo de pacientes com SMD.

IC 95% para Exp

Variaveis (B)
Citogenética Gendtipo Wald Exp(B) pvalor Minimo Maximo
Cariotipo Normal CC 1,689 0,214 0,194 0,021 2,187

CG 6,691 7,259 0,010 1,616 32,600

GG 1,689 4,667 0,194 0,457 47,629

CG+GG 6,571 6,788 0,010 1,570 29,354
Cariotipo Alterado CC

CG

GG

CG+GG

*Valor estatisticamente significante para p< 0,05.

Tabela 13: Regressdo Logistica Multinominal para correlacionar o genotipo do SNP
rs2267437 do gene XRCC6 com as classificacdes obtidas na analise da celularidade da
medula éssea no grupo de pacientes com SMD.

Variaveis IC 95% para Exp (B)

Celularidade MO  Genétipo Wald Exp(B) pvalor Minimo  Maximo

CcC
CG
Hipocelular GG

CC
CG+GG

CC 0,554 0,400 0,457 0,036 4,470
CG 5189 5,556 0,023 1,270 24,239
Normo+Hipercelular GG 0,554 2,500 0,457 0,224 27,904

CcC 5,149 0,290 0,023 0,054 0,808
CG+GG 5149 4,792 0,023 1,238 18,546

*Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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4.2.3 Andlise do polimorfismo rs3835 para o gene XRCC5

O polimorfismo rs3835 esta localizado no cromossomo 2 na regido 2¢33.2-36.1
intrénica do gene XRCC5 (Figura 14). As frequéncias alélicas apresentadas no grupo controle
foram de 86 (52,44%) para o alelo selvagem A e 78 (47,56%) para o alelo mutante G. Para o
grupo SMD a frequéncia alélica foi de 74 (61,66%) para o alelo A e 46 (38,33%) para o alelo
G. Néo houve associacdo significante entre as frequéncias alélicas selvagem (A) e mutante
(G) para o polimorfismo rs3835 (p=0,146) (Tabela 14).

Figura 14: Representagdo do cromossomo 2 e indicagdo (barra amarela) da localizacdo do
polimorfismo rs3835 do gene XRCC5.
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Fonte: http://ghr.nlm.nih.gov/gene/XRCC5

Os genotipos analisados para o polimorfismo rs3835 encontram-se em equilibrio de
Hardy-Weinberg (p>0,05) (Tabela 14). Na andlise das frequéncias genotipicas para o
polimorfismo rs3835 pode-se observar que o alelo homozigoto selvagem (AA), o
heterozigoto (AG) e homozigoto mutante (GG) (Figura 15) apresentaram, respectivamente, as
frequéncias de 5 (6,0%), 76 (92,6%) e 1 (1,2%) para o grupo controle e 21 (21,3%), 32
(53,3%) e 7 (11,6%) para o grupo SMD (Tabela 14). Através do teste de qui-quadrado, foi
obtida associacgdo significante entre o grupo controle e o grupo SMD (p<0,001). Associamos
0 gendtipo A/G do polimorfismo rs3835 (p<0,001, OR 0,100, IC 0,035-0,289) com a
diminuig&o de risco para SMD (Tabela 15).

Ndo foram encontradas significancias nas analises de correlacdo da frequéncia
genotipica do polimorfismo rs3835 do gene XRCC5 no grupo SMD com as variaveis socio-
demogréficas de sexo (p=0,504), idade (p=0,517) e origem (p=0,283), e para as variaveis

clinicas de caridtipo (p=0,248), celularidade da medula 6ssea (p=0,567), numero de citopenias
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no sangue periférico (0,563) e para a classificagdo OMS (2008) estratificada (p=0,284) e
categorizada (p=861) (Tabela 16).

Figura 15: A) Gel de Eletroforese 1,5% de agarose em tampdo TAE 1X. Representacdo dos
spots de PCR resultantes da amplificacdo de uma regido de 151pb do gene XRCC5. B) Gel de
Eletroforese 3,0% de agarose em tampéo TAE 1X.

A M GRUPO CONTROLE GRUPO SMD

151pb ——>
100ph —>

AG AG AG AG AG AG AG AG AG AG GG AG AA AG AG
300pb ——>
200ph ——>

100pb __5 151pb

78-73pb

Deteccdo dos gendtipos na andlise do SNP rs3835 do gene XRCC5. O produto de PCR foi
digerido a partir da enzima de restricdo Alu | por 3 horas a 52°C. A linha 13 apresenta o perfil
Homozigotico selvagem (AA); as linhas 2-10, 12, 14 e 15 apresentam o perfil Heterozigético
(AG) e a linha 11 apresenta o perfil Homozigético mutante (GG). A linha M consiste no marcador
de peso molecular de 100pb.

Tabela 14: Genotipos, Distribuicdo Alélica e Equilibrio de Hardy-Weinberg nos grupos casos
e controles para o SNP rs3835 do gene XRCC5.

Frequéncia A A p
Gene/SNP  Grupo Alélica p valor* Frequéncia Génica valor* H-W teste
A G AA  AG GG X2 P
valor
XRCC5  Controle .20 8 o146 > ® 1 000 60258 0,0001

rs3835 (52,44)  (47,56) (6.0) (92,6) (1%2)

74 46 21 32

SMD  (6166) (38.33) (350) (53.3) (11.6)

0,9843 0,3211

*Teste de Qui-quadrado (x?) de Pearson ou Fisher. Valor estatisticamente significante para p< 0,05.



Tabela 15: Regressdo Logistica Multinominal para associar os genotipos do
SNP rs3835 do gene XRCC5 entre o grupo controle e o de pacientes com
SMD.

Variaveis IC 95% para Exp (B)
Grupos  Genotipo Wald Exp (B) pvalor Minimo Maximo
AA
Controle AG
GG
AA 0,188 0,600 0,665 0,059 6,052
SMD AG 6,655 0,100 0,000 0,035 0,289

GG 0,188 1,667 0,665 0,165 16,810

*Valor estatisticamente significante para p< 0,05 ou p<0,001.
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Tabela 16: Associacdo da frequéncia génica do SNP rs3835 do gene XRCCS5 entre os aspectos clinico-demograficos
nos pacientes com SMD.

Variaveis Frequéncia Génica/% X2 Teste X? Teste* OR (IC 95%)
AA AG GG Total G p AG+GG X° p
Sexo
Masculino 9(15,00 19(31,7) 3(50) 31(51,7) 1,632 0,504 22(36,7) 1,004 0,418 AA=0,702 (0,348-1,413)
Feminino 12 (20,0) 13(21,7) 4(6,7) 29(48,3) 17 (28,3) AG+GG= 1,211 (0,828-1,770)
Idade
>60 anos 11(18,3) 22(36,7) 5(8,3) 38(63,3) 1,687 0,517 27(450) 1,669 0,263 AA= 0,637 (0,324-1,253)
<60 anos 10 (16,7) 10(16,7) 2(3,3) 22(36,7) 12 (20,0) AG+GG= 1,303 (0,846-2,007)
Origem
Urbano 10(16,7) 22(36,7) 5(8,3) 37(61,7) 2,714 0,283 27(450) 2,697 0,163 AA= 0,565 (0,286-1,116)
Rural 11(18,3) 10(16,7) 2(3.3) 23(38,3) 12 (20,0) AG+GG= 1,399 (0,903-2,167)
Cariédtipo
Favoravel 7(159) 17(386) 2(45) 26(59,1) 5345 0,248 19(432) 2,448 0,347
Normal 5(114) 3(68) 2(45) 10(22,7) 5(11,4)
Desfavoravel 4(9,1) 4(9,1) 0(0,00 8(18,2) 4(9,1)
Cariétipo Normal 4(9,1) 13(295) 2(4,5) 19(43,2) 3412 0229 15(34,1) 3,388 0,113
Cariétipo Alterado 12(27,3) 11(25,0) 2(45) 25(56,8) 13 (29,5)

Celularidade MO
Normo-+Hipercelular 9(184) 21(429) 5(102) 35(71,4) 2756 0,323 26(53,1) 2,682 0,176

Hipocelular 7(143) 6(122) 1(2,00 14(28,6) 7(143)
Citopenia
0-1 7(11,7) 13(21,7) 4(6,7) 24(40,0) 1,251 0,363 17(28,3) 0,598 0,582 AA=0,750(0,356-1,581)
2-3 14(23,3) 19(31,7) 3(50) 36(60,0) 22 (36,7) AG+GG= 1,159 (0,804-1,671)
IPSS (Grupo de Risco)
FAV+INT-1 10 (25,6) 18(46,2) 4(10,3) 32(82,1) 2,139 0,396 22(56,4) 1,673 0,386
DES+INT-2 4 (10,3) 3,7 0(0,00 7(17,9) 3(7,7)
OMS_CATEGORIZADA
Alto Risco 2(3,3) 5(8,3) 1,7 8(133) 148 0861 6(100) 0,436 0,896
Baixo Risco 17 (28,3) 23(38,3) 6(10,0) 46 (76,7) 27 (48,3)
SMD Secundéria 2(3,3) 4(6,7) 0(0,0) 6(10,0) 4(6,7)
OMS_ESTRATIFICADA
50- 2(3,3) 0(0,0) 0(0,0) 2(3,3) 14,156 0,284 0(0,0) 8,885 0,177
AREB | 3(5,0) 5(8,3) 0(0,0) 3(50) 5(8,3)
AREB Il 3(5,0) 5(8,3) 0(0,0) 5(8,3) 5(8,3)
CRDM 11(18,3) 13(21,7) 4(6,7) 28(46,7) 17 (28,3)
AR 0(0,0) 2(3,3) 1(1,7) 6(10,0) 3(50)
ARSA 2(3,3) 3(5,0) 0(0,0) 8(133) 3(5,0)
SMD SECUNDARIA 0(0,0) 8(133) 0(0,0) 8(133) 6 (10,0

*Teste de Qui-quadrado (x°) de Pearson ou Fisher. Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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4.2.4 Andlise do polimorfismo rs1805388 para o gene LIG4

O polimorfismo rs1805388 esta localizado no cromossomo 13 na regido 13933 do
éxon do gene LIG4 (Figura 16). As frequéncias alélicas apresentadas no grupo controle foram
de 107 (65,24%) para o alelo selvagem T e 57 (34,75%) para o alelo mutante C. Para o grupo
SMD a frequéncia alélica foi de 81 (67,50%) para o alelo T e 39 (32,50%) para o alelo C. N&o
houve associacdo significante entre as frequéncias alélicas selvagem (T) e mutante (C) para o
polimorfismo rs1805388 (p=0,705) (Tabela 17).

Figura 16: Representagdo do cromossomo 13 e indicacdo
(barra amarela) da localizacdo do polimorfismo rs1805388 do
gene LIG4.
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Fonte: http://ghr.nlm.nih.gov/gene/LIG4

Os gendtipos analisados para o polimorfismo rs1805388 ndo se encontravam em
equilibrio de Hardy-Weinberg (p<0,001) (Tabela 17). Na analise das frequéncias genotipicas
para o polimorfismo rs1805388 pode-se observar que o alelo homozigoto selvagem (TT), o
heterozigoto (TC) e homozigoto mutante (CC) (Figura 17) apresentaram, respectivamente, as
frequéncias de 25 (30,4%), 57 (69,5%) e 0 (0,00%) para o grupo controle e 21 (35,0%), 39
(45,0%) e 0 (0,00%) para o grupo SMD (Tabela 16). Através do teste de qui-quadrado, ndo
foram obtidas associac¢Oes significantes entre o grupo controle e o grupo SMD (p=0,590)
(Tabela 17).

N&o foram encontradas significancias nas analises de correlacdo da frequéncia
genotipica do polimorfismo rs1805388 do gene LIG4 no grupo SMD com as varidveis socio-
demograficas de sexo (p=0,788), idade (p=0,577) e origem (p=0,781), e para as variaveis
clinicas de caridtipo (p=0,508), celularidade da medula dssea (p=0,501), numero de citopenias

no sangue periférico (p=0,582), indice de prognéstico do IPSS (p=0,647) e para a
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classificacio OMS (BRUNNING et al., 2008) estratificada (p=0,732) e categorizada
(p=0,521) (Tabela 18).

Tabela 17: Gendtipos, Distribuicdo Alélica e Equilibrio de Hardy-Weinberg nos grupos casos e
controles para o SNP rs1805388 do gene LIG4.

Gene/SNP  Grupo Fr;?gfggla p valor* Frequéncia Génica p valor* H-W teste
T c TT TC cCC X? P
valor
107 57 25 57 0
LIG4 Controle (65.24)  (34,75) 0,705 (304) (69,5 (0,00) 0,590 81,551 0,0001
rs1805388 81 39 21 39 0
33,300 0,0001

SMD 675) (325 (350) (65.0) (0,00)

*Teste de Qui-quadrado (x?) de Pearson ou Fisher. Valor estatisticamente significante para p< 0,05.

Figura 17: A) Gel de Eletroforese 1,5% de agarose em tampédo TAE 1X. Representacdo dos
spots de PCR resultantes da amplificacdo de uma regido de 121pb do gene LIG4. B) Gel de
Eletroforese 3,0% de agarose em tampdo TAE 1X.

A M GRUPO CONTROLE GRUPO SMD

121pb
100pb

B
M T T1C 1T TT 71T 1T TC 1T TC TC TT TC
300pb ——>
b —> PR
€——56-65pb

Deteccdo dos genotipos na analise do SNP rs1805338 do gene LIG4. O produto de PCR foi digerido a
partir da enzima de restricdo HpyCHA4I1I por 3 horas a 52°C. As linhas 2, 4-7, 9 e 12 apresenta o perfil
Homozig6tico selvagem (TT) e as linhas 3, 8, 10, 11 E 13 apresentam o perfil Heterozigético (TC).
N&o houve frequéncia do perfil Homozigético mutante (CC) nas amostras analisadas. A linha M
consiste no marcador de peso molecular de 100pb.



Tabela 18: Associacdo da frequéncia génica do SNP rs1805388 do gene LIG4 entre os aspectos clinico-
demograficos nos pacientes com SMD.

Variaveis Frequéncia Génica/% X2 Teste X? Teste* OR (IC 95%)
TT TC cC Total X P  TC+CC x? P
Sexo
Masculino 10(16,7) 21(35,0) 0(0,0) 31(51,7) 0,212 0,788 20(33,3) 0,220 0,791 TT=0,858 (0,451-1,631)
Feminino 11(18,3) 18(30,0) 0(0,0) 29(48,3) 17 (28,3) TC+CC= 1,101 (0,736-1,645)
Idade
>60 anos 12 (20,0) 26 (43,3) 0(0,0) 38(63,3) 0,533 0,577 25(41,7) 0,745 0,421 TT=0,753 (0,399-1,421)
<60 anos 9(15,0) 13(21,7) 0(0,00 22(36,7) 12 (20,0) TC+CC=1,206(0,773-1,882)
Origem
Urbano 12(20,0) 25(41,7) 0(0,00 37(61,7) 0,280 0,781 24 (40,0) 0,418 0,590 TT=0,808 (0,426-1,532)
Rural 9(15,0) 14(23,00 0(0,00 23(38,3) 13 (21,7) TC+CC=1,148 (0,747-1,764)
Cariotipo
Favoravel 7(159) 19(432) 0(0,00 26(59,1) 1,651 0,508 19 (43,2) 2,448 0,347
Normal 4(9,1) 6(13,6) 0(0,00 10(22,7) 5(11,4)
Desfavoravel 4(9,1) 4091 0(0,00 8(18,2 4(9,1)
Cari6tipo Normal 4(09,1) 15(34,1) 0(0,00 19(43,2) 2,530 0,199
Cariotipo alterado 11 (25,0) 14 (31,8) 0(0,00 25(56,8)

Celularidade MO
Normo+Hipercelular 6(12,2) 8(16,3) 0(0,0) 14(28,6) 0,928 0,501 7(1473) 2,027 0,193

Hipocelular 10(20,4) 25(51,0) 0(0,0) 10(20,4) 25 (51,0)
Citopenia
0-1 7(11,7) 17(28,3) 0(0,0) 24(40,0) 0,598 0,582 17 (28,3) 1,422 0,285 TT=0,656 (0,319-1,352)
2-3 14 (23,3) 22(36,7) 0(0,00 36(60,0) 20 (33,3) TC+CC= 1,275 (0,864-1,881)
IPSS (Grupo de Risco)
Bom+Int-1 11(28,2) 22(56,4) 0(0,00 10(25,6) 0,613 0,647 22(56,4) 0,399 0,658
Ruim+Int-2 3(7,7) 3(7,7 0(,0) 6(154) 3(7,7)
OMS_CATEGORIZADA
Alto Risco 2(3,3) 6(100) 0(0,0) 8(133) 1583 0,521 6(10,0) 2,308 0,353
Baixo Risco 18 (30,0) 28(46,7) 0(0,0) 46(76,7) 26 (43,3)
SMD Secundaria 1(1,7) 5(,3) 0(0,0) 6(100) 5(8,3)
OMS_ESTRATIFICADA
50- 1(1,7) 1(,79 0(,0 2(3) 388 0,732 1(1,7) 5,394 0,534
AREB | 0(0,0) 35,00 0,0 3(5,0 3(5,0)
AREB Il 2(33) 35,0 0,0 53 3(5,0)
CRDM 12 (20,0) 16(26,7) 0(0,0) 28(46,7) 14 (23,3)
AR 1(1,7) 5(8,3)  0(0,0) 6(10,0) 5(8,3)
ARSA 3(5,0) 583 0(0,00 8(133) 5(8,3)
SMD SECUNDARIA 2(3,3) 6(100) 0(0,0) 8(1373) 6 (10,0)

*Teste de Qui-quadrado (x?) de Pearson ou Fisher. Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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4.2.5 Analise do polimorfismo rs1801320 do gene RAD51

O polimorfismo rs1801320 esta localizado no cromossomo 15 na por¢do do braco
longo q15.1 na regido 5” untranslated do gene RAD51 (Figura 18). As frequéncias alélicas
apresentadas no grupo controle foram de 134 (81,70%) para o alelo selvagem G e 30
(18,29%) para o alelo mutante C. Para o grupo SMD a frequéncia alélica foi de 103 (85,83%)
para o alelo G e 17 (14,16%) para o alelo C. Nao houve associacdo significante entre as
frequéncias alélicas selvagem (G) e mutante (C) para o polimorfismo rs1801320 (p=0,420)
(Tabela 19).

Figura 18: Representacdo do cromossomo 15 e indicacdo (barra amarela) da localiza¢do do
polimorfismo rs1801320 do gene RAD51.
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Fonte: http://ghr.nlm.nih.gov/gene/RAD51

Os gendtipos analisados para o polimorfismo rs1801320 encontram-se em equilibrio
de Hardy-Weinberg (p>0,05) (Tabela 19). Na analise das frequéncias genotipicas para o
polimorfismo rs1801320 pode-se observar que o alelo homozigoto selvagem (GG), o
heterozigoto (GC) e homozigoto mutante (CC) (Figura 19) apresentaram, respectivamente, as
frequéncias de 53 (64,6%), 28 (34,1%) e 1 (1,2%) para o grupo controle e 46 (76,6%), 11
(18,3%) e 3 (5,0%) para o grupo SMD (Tabela 19).

Através do teste de qui-quadrado, foi obtida associacdo significante em “borderline”
entre o grupo controle e o grupo SMD (p=0,059) (Tabela 19). No intuito de verificar qual
genotipo estd associado com o risco da doenga, foi realizada a regressdo logistica
multinominal, obtendo que o genoétipo heterozigoto G/C esta associado com a diminuicédo de
risco de SMD (p=0,05, OR 0,453, IC 0,203-1,009) (Tabela 20).
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Ndo foram encontradas significancias nas analises de correlacdo da frequéncia
genotipica do polimorfismo rs1801320 do gene RAD51 no grupo SMD com as variaveis
socio-demograficas de sexo (p=1,000) e origem (p=0,777), e para as varidveis clinicas de
cariotipo (p=0,250), celularidade da medula 6ssea (p=0,230), indice prognostico do IPSS
(p=218) e para a classificagdo OMS (2008) categorizada (p=0,876) e estratificada (p=0,610)
(Tabela 21).

Foram encontradas significancias para a variavel socio-demogréafica de idade (dividida
em >60, maior que 60 anos, e <60, menor que 60 anos) com p=0,039 (Tabela 21).
Identificamos que o gendtipo selvagem G/G foi associado a pacientes com idade maior que 60
anos (p<0,001, OR 24,521, IC 64,033-93,907) (Tabela 22).

Adicionalmente, foram encontradas associacdes significantes para as variaveis clinicas
do perfil de citopenias do sangue periferico (p=0,031) no grupo de pacientes com SMD
(Tabela 21). Identificamos também que o genotipo selvagem G/G esta associado com a faixa
de 0-1 citopenias no sangue periférico em pacientes com SMD (p<0,001, OR 16,099, IC
31,299-82,808) (Tabela 23).

Tabela 19: Genotipos, Distribuicdo Alélica e Equilibrio de Hardy-Weinberg nos grupos casos e
controles para 0 SNP rs1801320 do gene RAD51.

Frequéncia

Gene/SNP Grupo Alélica p valor* Frequéncia Génica p valor* H-W teste

G c GG GC CC x> P
valor

134 30 53 28 1
RAD51 Controle (81,70)  (18,29) 0,420 646) (341) (12) 0,05 3,635 0,197
rs1801320
svp 03 17 4 o3 1660 0,056
(85,83) (14,16) (76,6) (18,3) (5,0) ' '

*Teste de Qui-quadrado (x°) de Pearson ou Fisher. Valor estatisticamente significante para p< 0,05.

Tabela 20: Regressdo Logistica Multinominal para associar 0s genotipos do
SNP rs1801320 do gene RADS51 entre o grupo controle e o de pacientes com

SMD.
Variaveis IC 95% para Exp (B)
Grupos Gen6tipo Wald Exp(B) pvalor Minimo  Méaximo
GG
Controle GC
CC
GG 1,120 0,289 0,290 0,029 2,878
SMD GC 3,757 0,453 0,053 0,203 1,009

CC 1,120 3,457 0,290 0,347 34,386

*Valor estatisticamente significante para p< 0,05 ou p<0,001.
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Figura 19: A) Gel de Eletroforese 1,5% de agarose em tampédo TAE 1X. Representacdo dos
spots de PCR resultantes da amplificagdo de uma regido de 157pb do gene RAD51. B) Gel de
Eletroforese 3,0% de agarose em tampdo TAE 1X.

A M GRUPO CONTROLE GRUPO SMD

100pb 157pb
M GG GG CC GG GG GC GG GC GG GG GG GC GC GG GG

300ph —> 157pb

200pb ——p 86-71pb

100pb >

Detecgdo dos genotipos na andlise do SNP rs1801320 do gene RAD51. O produto de PCR foi digerido a
partir da enzima de restricdo BstN | por 10 horas a 60°C. As linhas 2, 3, 5, 6, 8, 10-12, 14 e 15 apresenta
o perfil Homozigético selvagem (GG); as linhas 7, 9, 13 e 14 apresentam o perfil Heterozigotico (GC) e a
linha 4 apresentam o perfil Homozigo6tico mutante (CC). A linha M consiste no marcador de peso
molecular de 100pb.



Tabela 21: Associacdo da frequéncia génica do SNP rs1801320 do gene RADS51 entre os aspectos clinico-
demograficos nos pacientes com SMD.

Variaveis Frequéncia Génica/% X2 Teste X? Teste* OR (IC 95%)
GG GC cC Total X2 P  GC+CC X? P
Sexo
Masculino 23(38,3) 6(100) 2(3,3) 31(51,7) 0,358 1,000 8(133) 0,219 0,763 GG=0,935 (0,708-1,236)
Feminino 23(383) 5(83) 1(1,7) 29(4873) 6 (10,0) GC+CC= 1,247 (0,492-3,160)
Idade
>60 anos 32(53,3) 6(10,0) 0(0,0) 38(63,3) 6,317 0,039 6(10,0) 3297 0112  GG=1,323(0,938-1,868)
<60 anos 10(23,3) 5(8,3) 3(50) 22(36,7) 8(13,3) GC+CC=0,434 (0,173-1,089)
Origem
Urbano 27 (450) 8(133) 2(33) 37(61,7) 0,773 0,777 10(167) 0,736 0534  GG=0,883(0,673-1,159)
Rural 19(31,7) 3(50) 1(1,7) 23(38,3) 4(6,7) GC+CC= 1,554 (0,551-4,380)
Cariotipo
Favoravel 18(40,9) 7(159) 1(2,3) 26(59,1) 5,047 0,250 8(18,2) 2,356 0,376
Normal 9(205) 1(2,3) 0(0,00 10(22,7) 1(2,3)
Desfavoravel 7(159) 0,0 1(23) 8(18,2 1(2,3)
Cari6tipo Normal 12(27,3) 6(136) 1(23) 19(432) 4,201 0,106 7(159) 3794 0,074
Cari6tipo Alterado 22 (50,00 245 1(2,3) 25(56,8) 3(6,8)

Celularidade MO
Normo+Hipercelular 28(57,1) 7(,2) 0(00) 35(71,4) 3154 0,230 5(10,2) 1,335 0,285

Hipocelular 9(184) 4(8,22) 1(2,00 14(28,6) 7(14,3)
Citopenia
0-1 22(36,7) 2(3,3) 0(0,0)0 24(40,00 5,356 0,065 2(3,3) 5,031 0,031 GG= 1,375 (1,060-1,784)
2-3 24 (40,0) 9(15,0) 3(5,0) 36(60,0) 12 (20,0) GC+CC= 0,250 (0,061-1,019)
IPSS (Grupo de Risco)
Bom+Int-1 25(64,1) 7(79) 1(2,6) 33(846) 3,152 0,218 8(205) 0,164 1,000
Ruim+Int-2 5(12,8) 0(0,0) 1(26) 6(154) 1(2,6)
OMS_CATEGORIZADA
Alto Risco 6(100) 1(,7) 1(,7) 8(133) 1474 0,876 11(18;3) 0,170 1,000
Baixo Risco 35(58,3) 9(150) 2(3,3) 46(76,7) 2(3,3)
SMD Secundéria 5 (8,3) 1(4,7) 0(0,0) 6(10,0) 1(1,7)
OMS_ESTRATIFICADA
50- 2(3,3) 00,0 0(@©0 2(33) 9780 0,610 0(0,0) 5,317 0,525
AREB I 2(3,3) 1(,7) 0,0 3(50) 1(,7)
AREB Il 4(6,7) 0,0 1170 5(3) 1(1,7)
CRDM 19(31,7) 7(11,7) 2(3,3) 28(46,7) 9 (15,0
AR 4(6,7) 2(3,3) 0(0,0) 6(100) 2(3,3)
ARSA 8(133 0(0,0) 0(,0 8(133) 0(0,0)
SMD SECUNDARIA 7(117) 1(,7) 0(,0 8(133) 1(1,7)

*Teste de Qui-quadrado (x?) de Pearson ou Fisher. Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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Tabela 22: Regressao Logistica Multinominal para correlacionar o genotipo
do SNP rs1801320 do gene RAD51 com as variaveis de idade no grupo de
pacientes com SMD.

IC 95% para Exp (B)
Grupos Genétipo Wald OR pvalor Minimo Maximo
<60
GG 795,091 24,521 0,000 64,033 93,907
>60 GC 0,885 0,525 0,347 0,137 2,011

CC

*Valor estatisticamente significante para p< 0,05.

Tabela 23: Regressdo Logistica Multinominal para correlacionar o genotipo
do SNP rs1801320 do gene RAD51 com os padrdes de citopenias no grupo
de pacientes com SMD.

IC 95% para Exp (B)
Grupos Genétipo Wald OR pvalor Minimo Maximo
GG 511,423 16,099 0,000 31,299 82,808

0-1 GC 2,876 0,242 0,090 0,047 1,247
CC
GG

2-3 GC
CC

*Valor estatisticamente significante para p< 0,05.

4.2.6 Andlise do polimorfismo rs4793191 do gene BRCA1

O polimorfismo rs4793191 esta localizado no cromossomo 17 na regido 17921 do
éxon do gene BRCAL (Figura 20). As frequéncias alélicas apresentadas no grupo controle
foram de 107 (65,24%) para o alelo selvagem A e 57 (34,75%) para o alelo mutante G. Para o
grupo SMD a frequéncia alélica foi de 81 (67,50%) para o alelo T e 39 (32,50%) para o alelo
C. Néo houve associacao significante entre as frequéncias alélicas selvagem (T) e mutante (C)
para o polimorfismo rs4793191 (p=0,705) (Tabela 24).
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Figura 20: Representacdo do cromossomo 17 e indicacdo (barra amarela) da localizagdo do
polimorfismo rs4793191 do gene BRCAL.
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Fonte: http://ghr.nIm.nih.gov/gene/BRCAL1

Os genotipos analisados para o polimorfismo rs1805388 encontram-se em equilibrio
de Hardy-Weinberg (p>0,05) (Tabela 24). Na analise das frequéncias genotipicas para o
polimorfismo rs1805388 pode-se observar que o alelo homozigoto selvagem (TT), o
heterozigoto (TC) e homozigoto mutante (CC) (Figura 21) apresentaram, respectivamente, as
frequéncias de 33 (40,7%), 40 (49,3%) e 8 (9,8%) para o grupo controle e 27 (48,2%), 27
(48,2%) e 2 (3,5%) para o grupo SMD (Tabela 24). Através do testes de qui-quadrado, ndo
foram obtidas associagOes significantes entre o grupo controle e pacientes do grupo SMD
(p=0,590) (Tabela 24).

N&o foram encontradas significancias nas analises de correlacdo da frequéncia
genotipica do polimorfismo rs4793191 do gene BRCAL no grupo SMD com as variaveis
socio-demograficas de sexo (p=1,000), idade (p=0,200) e origem (p=0,435), e para as
variaveis clinicas de cariotipo (p=0,965), celularidade da medula dssea (p=0,372), niUmero de
citopenias no sangue periférico (p=0,795), indice de progndstico do IPSS (p=0,714) e para a
classificacdo OMS (2008) estratificada (p=0,305) e categorizada (p=0,227) (Tabela 25).
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Tabela 24: Genotipos, Distribuicdo Alélica e Equilibrio de Hardy-Weinberg nos grupos casos e
controles para 0 SNP rs4793191 do gene BRCAL.

Gene/SNP Grupo Frz?;(ia:;a p valor* Frequéncia Génica p valor* H-W teste
2 p

A G AA AG GG X valor

BRCAL  Controle 00 %  ose2 33 40 8 537 0680 0409

(65,03)  (34,35) 40,7)  (49,3) (9,8)
81 31 27 27 2
(67,5)  (25,83) (48,2) (48,2) (3,5)

rs4793191

SMD 42,630 0,0001

*Teste de Qui-quadrado (x%) de Pearson ou Fisher. Valor estatisticamente significante para p< 0,05.

Figura 21: A) Gel de Eletroforese 1,5% de agarose em tampdo TAE 1X. Representacdo dos
spots de PCR resultantes da amplificagdo de uma regido de 401pb do gene BRCAL. B) Gel de
Eletroforese 3,0% de agarose em tampéo TAE 1X.

A M GRUPO CONTROLE GRUPO SMD

400ph
300pb
200pb
100pb

401pb

M GG GG GG GG GG GG GG GG AG GG AG_ GG AG AA GG

300pb

200pb
100ph

Detecgdo dos genotipos na analise do SNP rs4793191 do gene BRCAL. O produto de PCR foi digerido
a partir da enzima de restricdo Pstl por 3 horas a 37°C. A linha 15 apresenta o perfil Homozigético
Selvagem; as linhas 10, 12 e 14 apresentam perfil Heterozigdtico (GC) e as linhas 2-9, 11, 13 e 16
apresentam o perfil Homozigdtico mutante (GG). A linha M consiste no marcador de peso molecular de
100pb.



Tabela 25: Associacdo da frequéncia génica do SNP rs4793191 do gene BRCA1 entre os aspectos clinico-

demogréaficos nos pacientes com SMD.

Variaveis Frequéncia Génica/% X2 Teste X2 Teste OR (IC 95%)
AA AG GG Total X2 P AG+GG X2 p
Sexo
Masculino 15(26,8) 14(25,0) 1(1,8) 30(53,6) 0,085 1,000 15(26,8) 0,083 0,795 AA=1,083 (0,626-1,874)
Feminino 12 (21,4) 13(23,2) 1(1,8) 26(46,4) 14 (25,0) AG+GG= 0,929 (0,561-1,538)
Idade
>60 anos 14 (25,0) 20(35,7) 2(3,6) 36(64,3) 4,056 0,200 22(39,3) 3511 0,094 AA= 0,750 (0,440-1,277)
<60 anos 13(23,2) 7(125) 0(0,0) 20(35,7) 7(12,5) AG+GG= 1,333 (0,753-2,360)
Origem
Urbano 15(26,8) 18(32,1) 2(3,6) 35(62,5) 1,956 0,435 20(35,7) 1,073 0,409
Rural 12(21,4) 9(16,1) 0(0,00 21(375) 9(16,1)
Cariotipo
Favoravel 12(29,3) 12(29,3) 1(2,4) 25(61,0) 1,563 0,965 13(3L,7) 0,322 0,911
Normal 3(7,3) 4 (9,8) 1(2,4) 8(1955) 5(12,2)
Desfavoravel 4(9,8) 4(9,8) 0(0.0) 8(19,5) 4(9,8)
Cari6tipo Normal 8(195 9(220) 1(24) 18(43,9) 0,065 1,000 10(24,4) 0,046 1,000
Cari6tipo Alterado 11(26,8) 11(26,8) 1(2,4) 23(56,1) 12 (29,3)
Celularidade MO
Normo+Hipercelular 11 (24,4) 19(422) 2(44) 32(71,1) 1980 0,372 6(133) 1,460 0,317 AA=1,566 (0,782-3,137)
Hipocelular 7(156) 6(133) 0(0,00 13(28,9 21 (46,7) AG+GG=0,703 (0,371-1,332)
Citopenia
0-1 9(16,1) 12(214) 1(1,8) 22(39,3) 0,799 0,795 13(23,2) 0,774 0,423 AA=10,773 (0,427-1,399)
2-3 18(32,1) 15(26,8) 191,8) 34(60,7) 16 (28,6) AG+GG= 1,256 (0,763-2,066)
IPSS (Grupo de Risco)
Bom+Int-1 14 (37,8) 16(43,2) 1(2,7) 31(838) 1,017 0,714 17(45,9) 0,931 0,405
Ruim+Int-2 4(10,8) 2(54) 0(0,0) 6(16,2) 2(5,4)
OMS_CATEGORIZADA
Alto Risco 5(8,9) 3(5,4) 0(0,0) 8(143) 5,757 0,227 3(54) 2,255 0,426
Baixo Risco 21(37,5) 21(37,5) 1(1,8) 43(76,8) 22 (39,3)
SMD Secundaria 1(1,8) 3(5,4) 1(1,8) 5(8,9) 4(7,1)
OMS_ESTRATIFICADA
50- 0(0,0) 2(3,6) 0(0,0) 2(3,6) 13,985 0,305 2(3,6) 8,854 0,179
AREB | 2(3,6) 1(1,8) 0(0,0) 3(54) 1(1,8)
AREB Il 354 2(3,6) 0(0,0) 5(8)9) 2(3,6)
CRDM 13(23,2) 13(23,2) 0(0,00 26(46,4) 13(23,2)
AR 5(8,9) 1(1,8) 0(0,00 6(10,7) 1(1,8)
ARSA 1(1,8) 5(8,9) 1(1,8) 7(125) 6 (10,7)
SMD SECUNDARIA 3(5,4) 3(5,4) 1(1,8) 7(125) 4(7,1)

*Teste de Qui-quadrado (x?) de Pearson ou Fisher. Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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4.2.7 Analise para o polimorfismo rs9567623 do gene BRCA2.

O polimorfismo rs9567623 esta localizado no cromossomo 13 na regido 13g12.3 do
intron do gene BRCA2 (Figura 22). As frequéncias alélicas apresentadas no grupo controle
foram de 132 (80,48%) para o alelo selvagem C e 32 (19,52%) para o alelo mutante T. Para o
grupo SMD a frequéncia alélica foi de 59 (49,16%) para o alelo C e 26 (21,66%) para o alelo
T. N&o houve associacdo significante entre as frequéncias alélicas selvagem (C) e mutante (T)
para o polimorfismo rs9567623 (p=0,0583) (Tabela 26).

Figura 22: Representagdo do cromossomo 13 e indicacdo
(barra amarela) da localiza¢do do polimorfismo rs9567623 do
gene BRCA2.
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Fonte: http://ghr.nIm.nih.gov/gene/BRCA2

Os gendtipos analisados para o polimorfismo rs9567623 encontram-se em equilibrio
de Hardy-Weinberg (p>0,05) (Tabela 26). Na analise das frequéncias genotipicas para o
polimorfismo rs9567623 pode-se observar que o alelo homozigoto selvagem (CC), o
heterozigoto (CT) e homozigoto mutante (TT) (Figura 23) apresentaram, respectivamente, as
frequéncias de 51 (62,1%), 30 (36,5%) e 1 (1,2%) para o grupo controle e 35 (58,3%), 24
(40,0%) e 1 (1,6%) para o grupo SMD (Tabela 26). Através do testes de qui-quadrado, ndo
foram obtidas associacfes significantes entre o grupo controle e pacientes do grupo SMD
(p=0,886) (Tabela 26).

Ndo foram encontradas significancias nas analises de correlacdo da frequéncia
genotipica do polimorfismo rs9567623 do gene BRCA2 no grupo SMD com as variaveis
socio-demograficas de sexo (p=0,237), idade (p=0,864) e origem (p=0,330), e para as

variaveis clinicas de cariotipo (p=0,071), celularidade da medula dssea (p=0,126), nimero de
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citopenias no sangue periférico (p=0,654), indice de prognoéstico do IPSS (p=0,374) e para a
classificacdo OMS (2008) estratificada (p=0,301) e categorizada (p=0,053) (Tabela 27).

Tabela 26: Gendtipos, Distribuicdo Alélica e Equilibrio de Hardy-Weinberg nos grupos casos e
controles para 0 SNP rs9567623 do gene BRCA2.

Gene/SNP Grupo Fr;?;?::a p valor* Frequéncia Génica p valor* H-W teste
C T cc CT TT X?  pvalor
132 32 51 30 1
BRCA2  Controle gn4gy 1951 09983 1) (365 (1,2) o0gss 2226 013
rs9567623 94 26 35 24 1
SMD " 4916)  (21,66) (583) (40,0) (L6) 1,909 0,167

*Teste de Qui-quadrado (x°) de Pearson ou Fisher. Valor estatisticamente significante para p< 0,05.

Figura 23: A) Gel de Eletroforese 1,5% de agarose em tampdo TAE 1X. Representacdo dos
spots de PCR resultantes da amplificagdo de uma regido de 265pb do gene BRCA2. B) Gel de
Eletroforese 3,0% de agarose em tampéo TAE 1X.

A M GRUPO CONTROLE GRUPO SMD

300pb
200pb
100pb

265pb

CC cc cc CC TT CC

M CC CC CT CT CC cc CC CCCT

300pb 265pb

200pb
100pb

198pb
€——67pb

Deteccao dos gendtipos na analise do SNP rs9567623 do gene BRCA2. O produto de PCR foi digerido a
partir da enzima de restricdo Hhal por 3 horas a 37°C. A linha 2, 3, 6-9 e 11-14 apresenta o perfil
Homozigotico Selvagem (CC); as linhas 4-5, 10 apresentam perfil Heterozigético (CT) e as linhas 15
apresentam o perfil Homozigo6tico mutante (TT). A linha M consiste no marcador de peso molecular de

100pb.



Tabela 27: Associacdo da frequéncia génica do SNP rs9567623 do gene BRCA2 entre os aspectos clinico-
demogréaficos nos pacientes com SMD.

Variaveis Frequéncia Génica/% X2 Teste X2 Teste OR (IC 95%)
cC CT TT Total X2 P CT+TT X2 p
Sexo
Masculino 16 (26,7) 15(25,0) 0(0,00 31(51,7) 2,693 0,237 15(250) 1,192 0,306 CC=0,788 (0,512-1,212)
Feminino 19 (21,4) 9(150) 1(1,7) 29(483) 10 (16,7) CT+TT= 1,403 (0,755-2,607)
Idade
>60 anos 21 (35,00 16(26,7) 1(1,7) 38(63,3) 0,861 0,864 17(28,3) 0,402 0,594 CC=0, 868 (0,567-1,330)
<60 anos 14 (233) 8(133) 0(0,0) 22(36,7) 8 (13,3) CT+TT=1,230 (0,638-2,371)
Origem
Urbano 19(31,7) 17(283) 1(1,7) 37(61,7) 2281 0,330 18(30,0) 1,936 0,189
Rural 16 (26,7) 7(11,7) 0(0,0) 23(38,3) 7(11,7)
Cariotipo
Favoravel 19(432) 7(159) 0(0.0) 25(61,0) 5154 0,071 7(159) 5,154 0,071
Normal 49,1 6(13,6) 0(0.0) 8(195) 6 (13,6)
Desfavoravel 3(6,8) 5(114) 0(0.0) (19,5 5(11,4)
Cariétipo Normal 14(31,8) 5(11,4) 0(0,0) 19(432) 2,946 0,124 5(114) 2946 0,124
Cariotipo Alterado 12 (27,3) 13(29,5) 0(0,0) 25(56,8) 13 (29,5)

Celularidade MO
Normo-+Hipercelular 20 (40,8) 15(30,6) 0(0,0)0 35(71,4) 4,083 0,126 15(30,6) 0,860 0,518 CC=1,250 (0,806-1,938)

Hipocelular 10(20,4) 3(6,1) 1(2,0) 14(28,6) 4(8,2) CT+TT=0,667 (0,268-1,660)
Citopenia
0-1 14(23,3) 9(150) 1(1,7) 24(40,0) 1,563 0,654 10(16,7) 0,000 1,000 CC=1,000 (0,646-1,547)
2-3 21(35,0) 15(25,0) 0(0,0) 36(60,0) 15 (25,0) CT+TT= 1,000 (0,543-1,843)
IPSS (Grupo de Risco)
Bom+Int-1 20(51,3) 13(333) 0(0,0) 33(84,6) 153 0374 13(33,3) 1,536 0,374
Ruim+Int-2 2(51) 4(10,3) 0(0,00 6(154) 4(10,3)
OMS_CATEGORIZADA
Alto Risco 6 (10,00 2(3,3) 0(0,0)0 8(143) 11,212 0,053 2(3,3) 1,386 0,599
Baixo Risco 25(41,7) 21(350) 0(0,0 43(76,8) 21 (35,0)
SMD Secundéria 4(6,7) 1(1,7) 1(1,7) 6(10,0) 2(3,3)
OMS_ESTRATIFICADA
50- 2(3,3) 0(0,0) 0(0,00 2(33) 14,189 0,301 0(0,0) 7,038 0,334
AREB | 3(5,0) 0(0,0) 0(0,00 3(50) 0(0,0)
AREB 11 3(5,0) 2(33) 0(0,00 5(8,3) 2(3,3)
CRDM 13(21,7) 15(25,0) 0(0,0) 28(46,7) 15 (25,0)
AR 5(8,3) 1(1,7) 0(0,0) 6(10,0) 1(1,7)
ARSA 4(6,7) 4 (6,7) 0(0,0) 8(133) 4(6,7)
SMD SECUNDARIA 5(8,3) 2(33) 1(1,7) 7(125) 3(5,0)

*Teste de Qui-quadrado (x%) de Pearson ou Fisher. Valor estatisticamente significante para p< 0,05.
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5 DISCUSSAO

Quanto a caracterizacdo dos pacientes, estudos epidemioldgicos realizados em paises
ocidentais apresentam que a mediana de idade de pacientes com SMD ¢é de 70 anos (+ 5 anos)
(NISSE et al., 2001; GERMING et al., 2004; MA et al., 2007). No Brasil, tais dados ainda séo
bastante escassos. Foi encontrado apenas um registro realizado no periodo de 2003-2007 no
qual foram incluidos um total de 476 pacientes de 12 centros distribuidos pelas regifes
nordeste, sul e sudeste (MAGALHAES et al., 2010). Neste estudo, pode-se observar uma
mediana de idade de 68,3 anos.

No presente estudo, obtivemos uma mediana de idade de 65 anos corroborando com
0 levantamento proposto no estudo de Magalhdes et al. (2010). Isto mostra que, mesmo
sabendo-se que a SMD ¢ mais frequente em populacdo idosa (com idade superior a 60 anos),
no Brasil a mediana de idade é inferior aos encontrados nos paises ocidentais. Este fato pode
ser explicado pela acentuacdo do envelhecimento da populacdo brasileira (IBGE, 2011) ou
devido ao fato das diferentes exposicGes a agentes genotoxicos, tais como 0s agrotdxicos, que
contribuem para o desenvolvimento de SMD (NISSE et al., 2001).

Quanto a proporcdo de pacientes do sexo masculino e feminino, este estudo
apresentou uma relacdo de 1,3. Estes dados corroboram com os registros internacionais que
apresentam uma razdo masculino/feminino entre 1,1 e 2 (GREENBERG et al., 1997; HAASE
et al., 2007).

Em relacdo ao perfil de celularidade da medula 6ssea, os pacientes do grupo SMD
apresentaram medula hipercelular em sua maioria (52,0%). Tais dados corroboram com 0s
dados apresentados por Bernasconi et al. (2008) que associa estes resultados ao préprio perfil
patogénico da doenga, visto que a caracteristica de apoptose excessiva dos estagios iniciais da
doenca € equilibrado pelo aumento na proliferacdo das células progenitoras hematopoiéticas
(BERNASCONI et al., 2008; ISHIBASHI; TAMURA; OGATA, 2011).

Quanto ao perfil citogenético dos pacientes com SMD, observamos que 40-60% de
pacientes SMD de novo apresentaram cariétipo alterado estando de acordo com os estudos de
Dakshunamurthy et al. (2005) e Haase et al. (2007 e 2008). Adicionalmente, conforme
exposto por Solé et al. (2005) e Haase et al. (2008), as alteracbes mais comumente observadas
no presente estudo compreenderam alteracdes nao balanceadas relacionadas ao cromossomo 7
(-7/79-) em 20% dos casos, cromossomo 17 (-17/17p-) em 16%, cromossomo 8 (+8) em 12%
e cromossomo 20 (-20/20g-) em 8% dos pacientes.
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As variagdes nas frequéncias das alteracOes citogenéticas sdo relatadas na literatura
com uma possivel associacdo ao perfil étnico da populacdo submetida ao estudo. Podemos
citar que as alteracdes citogenéticas isoladas no cromossomo 5 (-5/59-) e no cromossomo 7 (-
7/79-) sdo mais frequentes na populacdo de SMD dos paises ocidentais do que nos paises
orientais (CHEN et al., 2005).

A alta frequencia de alteracdes citogenéticas com delegédo 5q isolada e a presenca de
caridtipos normais no presente estudo foram os fatores principais que corroboraram com a
prevaléncia de 82,1% classificacdo de baixo risco e risco intermediario 1 (GREENBERG et
al., 1997), estando de acordo com o estudo de Magalh&es et al. (2010).

Quanto a classificagdo OMS (BRUNNING et al., 2008), os resultados obtidos neste
estudo corroboram com o estudo de Haase et al. (2007) que apresentam que ha uma
predominancia de SMD de baixo risco (76,7% dos casos neste estudo) nos paises ocidentais
tendo a prevaléncia principalmente dos subtipos de AR, ARSA e CRDM em
aproximadamente 64% dos casos.

Neste trabalho, realizamos o primeiro estudo de andlise da frequéncia dos
polimorfismos dos genes ATM rs228593, BRCAL rs4793191, BRCAZ2rs9567623,
RAD51rs1801320, XRCCb5rs3835, XRCC6rs2267437 e LIG4rs1805388, na associa¢do com
variaveis clinicas em pacientes com SMD.

Dentre os diferentes tipos de proteinas associadas a reparacdo de danos no DNA, o
sensor molecular ATM desempenha um importante papel no reconhecimento, sinalizacdo e
reparacao aos danos de fita dupla no DNA (ABRAHAM et al., 2004). Danos em fita dupla no
DNA podem ocorrer como resultado de exposicdo celular a fatores exdgenos, como por
exemplo exposicdo a radiagdo ionizante, ou a fatores end6genos como resultados de erros no
processo de recombinacdo ou na via de reparacdo por excisdo de bases (TING; LEE, 2004).
Em resposta ao DSB, a célula utiliza uma série de proteinas que detectam os danos no DNA
(sensores moleculares) desencadeando a ativacdo de proteinas efetoras que induzem a
resposta e reparacao da lesdo (TING; LEE, 2004).

As principais proteinas atuantes no processo de sensoriamento e resposta inicial aos
danos acometidos no DNA sdo membros da familia PIK3 possuindo o ATM como principal
proteina efetora (TING; LEE, 2004). A proteina ATM responde ao DSB por fosforilacdo de
outras proteinas chaves envolvidas no controle do ciclo celular e reparo a danos no DNA tais
como as proteinas do checkpoint celular (CHEK’s), proteinas supressoras tumorais (p53,
BRCAL), fatores de reparacdo (RAD50 e RAD51) e outras moléculas de sinalizacdo (ABL1 e
NFKB1) (TING; LEE, 2004).
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Polimorfismos no gene ATM j& foram associados ao risco de outros canceres, tais
como mama e leucemias (WANG et al., 2010; WANG et al., 2011). Importantes achados
foram observados na analise de polimorfismos presentes em regides intrénicas (nao
codificantes) deste gene. As regides intronicas no genoma sdo alvos de abordagens
moleculares que buscam compreender sua funcédo de regides génicas portadoras de sequéncias
as quais diversos elementos reguladores da expressao génica se ligam ou sua fundamental
importancia na biogénese e processamento do mRNA (splicing) (GRUSS et al., 1976;
NILSEN, 2003; KIM; GOREN; AST, 2008).

Stankovic et al. (1998) apresentaram que mutac¢des neste gene estdo associados com
0 aumento do risco de céancer, especialmente entre doengas hematoldgicas tais como
leucemias e linfomas. Sabe-se que estas mutagdes encontram-se dispersas em todo o gene
ATM, sugerindo que ndo somente mutacOes localizadas em éxons (regido codificante), mas
também mutac6es em introns, estdo associadas com a ocorréncia de tumores (STANKOVIC
et al., 1998). No entanto, ndo ha relatos de estudos de associac¢do de polimorfismos em regides
intrénicas e o risco de SMD.

Neste contexto, realizamos o primeiro estudo de avaliacdo do polimorfismo rs238593
para 0 gene ATM, um polimorfismo em regido intronica, e associamos 0 gendtipo
heterozigoto A/G a diminui¢do de risco de SMD adicionado de correlacdo entre a presenca da
faixa de 0-1 citopenias no sangue periférico e o perfil de progndstico favoravel para a
classificacdo do IPSS (RIBEIRO JR et al., 2012). Estes resultados demonstram o importante
papel das variantes alélicas em regifes ndo codificantes no gene ATM e o risco de SMD
podendo atuar provavelmente como fatores protetores da estabilidade genémica nas células
tronco hematopoiéticas.

Em relacdo aos genes envolvidos no mecanismo de recombinacdo homdloga, o gene
BRCAL possui forte interacdo com o gene TP53 o que reforca a teoria de que o gene BRCA1
estd envolvido na reparacdo das lesbes do DNA (THOMPSON; EASTON, 2004).
Adicionalmente, o gene BRCA2 esté associado também com o envolvimento no mecanismo
de reparacdo em danos de fita dupla de DNA em células de mamiferos (MARTIN et al.,
2005).

Para estes genes, ndo encontramos associacdo entre os polimorfismos rs4793191 e
rs9567623 para os genes BRCALl e BRCAZ2, respectivamente, e as variaveis socio-
demograéficas e clinicas no grupo de pacientes SMD. Sabe-se que os genes BRCA1/2 sdo
essenciais para evitar a ocorréncia de cancer da mama, leucemias e linfomas (FRIEDENSON
et al., 2010; SCARDOCCI et al., 2006; WANG et al., 2010). Friedenson et al. (2010)
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apresentou que a inativacdo de qualquer um destes genes aumenta o risco para 0s subgrupos
de leucemias e linfomas. Contrariamente, mutacdes nesses genes provavelmente ndo estejam
associadas com o risco de SMD.

Adicionalmente, o gene RAD51 é a chave na via de reparacdo por recombinacgédo
homodloga. A proteina RAD51 interage diretamente com a proteina BRCA2 essencial para a
mediacdo da invasdo da fita homdloga da cromatide irma utilizada como molde no processo
de reparacao por HR, favorecendo a manutencdo da estabilidade do genoma (TARSOUNAS;
DAVIES; WEST, 2004; THACKER et al., 2005). O mais importante polimorfismo para o
gene RAD51 é o rs1801320 ja associado a super expressdo da proteina RAD51
(RICHARDSON et al., 2004).

Neste estudo, encontramos uma importante associacdo do polimorfismo rs1801320
para 0 gene RAD51 e a diminuicdo de risco de pacientes com SMD. Baumann e Steensma
(2008) estudaram 292 pacientes norte-americanos e mostraram que 0 polimorfismo
RAD51rs1801320 ndo desempenha um papel importante na patogénese de SMD
(BAUMANN; STEENSMA, 2008). Outro estudo com 160 pacientes italianos ndo mostrou
nenhuma associa¢do dos genotipos do polimorfismo RAD51 rs1801320 com SMD (FABIANI
et al., 2009). Mais recentemente, Li et al. (2011) analisaram 275 pacientes chineses com SMD
de novo e encontraram associacdo com o polimorfismo RAD51 rs1801320. Este artigo
associou o gendtipo homozigoto C/C com o risco aumentado de SMD (OR, 4,13, 95% ClI,
1,83-9,53, p=0,001; FPRP=0,071) (Li et al., 2011).

O estudo de Li et al. (2011), apresenta, pela primeira vez, que o polimorfismo do
gene RADS51 pode estar associado ao desenvolvimento de SMD. No entanto, o estudo de Li et
al. (2011), demonstra um aumento do risco para casos com genétipo C/C ao passo que
demonstramos que o genotipo G/C possui um efeito protetor em SMD. Estes resultados
levantam a possibilidade de que o polimorfismo rs1801320 do gene RAD51 pode estar
verdadeiramente associado a SMD.

Uma possivel explicacdo para esses resultados pode estar relacionada com a varia¢éo
genética entre as populaces deste estudo. Alguns estudos mostraram que a diferenca na
incidéncia de anormalidades cromossdémicas em pacientes com SMD varia de acordo com 0
grupo em estudo (baixo x alto risco), com possiveis influéncias geograficas e étnicas
(MAGALHAES et al., 2012). Adicionalmente, de acordo com o registro nacional de SMD,
Magalhdes et al. (2010) observaram importantes diferencas entre outros relatérios americanos,

europeus, asiaticos e até mesmo entre regides geograficas brasileiras indicando que a
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miscigenacdo racial também pode desempenhar um papel importante na estratificacdo da
SMD.

Outro importante achado para o polimorfismo rs1801320 do gene RAD51 foi a forte
associacao do genotipo homozigoto selvagem G/G com pacientes com idade superior a 60
anos e com a presenca de uma citopenia, representando uma menor agressividade da doenca
(GREENBERG et al., 1997). Primeiramente, estes resultados refor¢cam a ideia que a SMD em
pacientes idosos é diferente em relacdo a SMD de pacientes jovens. Brunning et al. (2008)
mostra que SMD em pacientes jovens sdo raras e possuem uma melhor resposta a agentes
quimioterapicos imunossupressores, diferentemente do que em pacientes idosos. Segundo,
confirmando os resultados apresentados, a maioria dos pacientes com SMD apresentam 0
perfil de menor agressividade, frente ao baixo nimero de citopenias no sangue periférico (0-
1), diferentemente dos pacientes com duas ou mais citopenias, caracteristico de uma doenca
com perfil prognéstico de dificil tratamento (GREENBERG et al., 1997).

Li et al. (2011) apresentaram que provavelmente o genétipo homozigoto C/C para o
polimorfismo rs1801320 no gene RAD5L1 interage no mecanismos de HR em DSB no DNA
especialmente na formacdo de anormalidades cromossémicas estruturais, 0s quais consistem
em cariotipos padrdes de SMD. Em nosso estudo, propomos que o0s genoétipos G/C e GG
podem estar associados na promocdo de um efeito protetor da estabilidade gendmica das
células tronco hematopoiéticas acompanhadas de uma diminuicéo de risco de SMD.

Frente aos polimorfismos avaliados neste estudo, avaliamos também a frequéncia dos
polimorfismos rs3835, rs2267437 e rs180538 para 0s genes XRCC5, XRCC6 e LIG4,
respectivamente, todos atuantes no mecanismo de reparacdo por juncdes por extremidades
ndo-homdlogas. O mecanismo de reparacdo por NHEJ é considerada a principal via de reparo
de DSB em células eucaridticas por ser ativada em varias fases do ciclo celular, em especial
nas fases GO e G1 (PFEIFFER et al, 2004).

NHEJ é uma forma potencialmente imprecisa de reparacdo de DSB por resultar na
perda de alguns nucleotideos nas extremidades quebradas do DNA (PFEIFFER et al., 2004;
SHRIVASTAV,; DE HARO; NICKOLOFF, 2008). Deficiéncias na via de reparo por NHEJ
podem levar ao aumento da instabilidade genémica e consequente processo de tumorigénese
(DIFILIPPANTONIO et al., 2000; FERGUSON; ALT, 2001). Tal via de reparo envolve
diversos genes tais como o ATM (como sensor molecular ao dano, semelhante ao mecanismo
de HR), os dimeros XRCC5/6 (traduzindo as proteinas Ku70 e Ku80), a proteina Artemis, p53
e a DNA Ligase 4 (SHRIVASTAV,; DE HARO; NICKOLOFF, 2008). Entretanto, ndo ha

muitos estudos que avaliem a correta ativacdo e funcionamento destes genes e seus
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respectivos produtos protéicos, em especial para os genes XRCC5/6 e LIG4, para cada tipo de
cancer, principalmente em SMD.

O dimero XRCC5/6 desempenha um papel crucial na via por NHEJ, principalmente
pelo fato de ser o primeiro complexo protéico que se liga a porcdo danificada terminal do
DNA (LIEBER et al., 2008). Inicialmente, o heterodimero XRCC5/6 (Ku80/70) reorganiza e
liga as extremidades danificadas por DSB e, por fim, recruta o complexo XRCC7 para a
porcdo final danificada para formar as DNA PKs (LIEBER et al., 2008).

Associagdes entre polimorfismos nos genes XRCC5/6 ja foram associadas a outros
canceres tais como neoplasias na bexiga, mama e pulméo (FU et al., 2003; WANG et al.,
2008; TSENG et al., 2009),. No entanto, ndo encontramos em nossos levantamentos nenhum
artigo que relacionasse as frequéncias de polimorfismos nestes genes com SMD.

Em nossos achados, avaliamos que o genotipo heterozigoto C/G e 0s genotipos
mutantes CG+GG do polimorfismo rs2267437 do gene XRCC6 foi associado com a presenca
de medula O6ssea com caracteristicas de celularidade normocelular+hipercelular. Estes
gendtipos também foram associados a presenca de uma maior frequéncia de cari6tipos
normais ao diagnéstico dos pacientes com SMD. Adicionalmente a estes achados,
observamos que o gendtipo A/G, referente ao polimorfismo rs3835 do gene XRCC5, foi
altamente associado com a diminui¢do de risco para SMD (p<0.001, OR 0.100, CI 0.035-
0.289). Provavelmente, alteragdes polimorficas no genes tradutores do heterodimero
XRCC5/6 estejam associadas a um menor risco de SMD associada a um perfil de doenca de
menor agressividade (SMD de prognostico favoravel) e ndo sejam 0s precursores principais
da quebra de estabilidade gendmica na via de NHEJ nesta doenca.

As DSBs sdo consideradas as principais lesées no DNA responsaveis pela formagéo
de alteracGes cromossdmicas. Sabe-se que células com deficiéncia da proteina Ku80 (proteina
oriunda do gene XRCC5) apresentam-se com um aumento da presenca de aberracdes
cromossomicas, incluindo quebras, translocagdes e aneuploidias (DIFILIPPANTONIO et al.,
2000). Entretanto, Economopoulou et al. (2010) mostraram que ndo ha associacdo na
expressao da proteina ku80 e o perfil progndstico (citogenética, IPSS ou OMS) de pacientes
com SMD. Contrariamente, 0 mesmo estudo apresentou resultados de expressao da proteina
ku70 mostrando que este gene estd downregulated (baixo expresso) em pacientes com SMD
com perfil citogenético de bom prognoéstico, também associando esta proteina o subtipo de
SMD de baixo risco semelhante aos nossos resultados (ECONOMOPOULOU et al., 2010).

Por outro lado, mutacBes no gene LIG4 tradutor da proteina DNA Ligase 1V,

proteina atuante na finalizacdo e reparacdo do DNA na via de NHEJ, estdo associadas a
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sindromes autossdmicas caracterizadas por microcefalias, anomalias neuroldgicas e aumento
da susceptibilidade para outras doencas que poderdo culminar em cancer (RIBALLO et al.,
1999). Neste estudo, o polimorfismo rs1805388 para o gene LIG4 foi o unico polimorfismo
que ndo se apresentou em Equilibrio de Hardy-Weinberg (p<0,001). Este polimorfismo foi
associado anteriormente com a modulagdo da predisposicdo a mieloma maltiplo (RODDAM
et al., 2002) e com o aumento de risco de cancer de pulmdo em pacientes fumantes (TSENG
et al., 2009).

O teorema de Hardy-Weinberg, consistindo a base da teoria genética da evolucéo,
possui 0 principio de que uma populacdo para estar em equilibrio evolutivo necessita possuir
um tamanho infinito e que todos os individuos na populagdo se acasalem aleatoriamente.
Quando ocorrem esses desvios das propor¢Oes esperadas pelo Equilibrio de Hardy-Weinberg
significa que alguma de suas pressuposicdes foi violada (FALCONER; MACKAY, 1997).

Os principais fatores que levam a alteragbes nas frequéncias génicas de um dado
polimorfismo em populagdes naturais podem ser devidos a processos sistematicos como a
existéncia de fluxo génico, selecdo natural, mutacdes ou a populacdo submetida ao estudo é
insuficientemente infinita (FALCONER; MACKAY, 1997), fator principal que
provavelmente justifica as analises negativas para o polimorfismo LIG4 rs1805388.

Em sintese, neste estudo demonstramos que o0s genes relacionados a DSB sdo
também relacionados a patogénese da SMD. Estes resultados suportam a importancia dos
polimorfismos rs228593, rs3835, rs2267437 e rs1801320 para os genes ATM, XRCCS5,
XRCC6 e o RAD51, respectivamente, na manutencdo da estabilidade genémica das células
tronco hematopoiéticas promovendo um melhor entendimento da génese e etiologia da

Sindrome Mielodispléasica.
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6 CONCLUSOES

A partir do desenvolvimento deste estudo, podemos concluir que:

- Associamos 0s polimorfismos rs3835 e rs2267437 dos genes XRCC5 e XRCC6,
respectivamente, atuantes na via de reparo por NHEJ em DSB, com a diminui¢do de risco
para SMD (Figura 24);

- Associamos o polimorfismo rs1801320 para 0 gene RAD51, atuante na via de
reparo por HR em DSB, com a diminuicéo de risco de SMD (Figura 24);

- Associamos o polimorfismo rs228593 do gene ATM com pacientes diminui¢cdo de
risco de SMD adicionado de uma correlagdo com variaveis de progndstico favoravel para
SMD (Figura 24);

- N&o obtivemos importantes associagcdes dos polimorfismos rs4793191, rs9567623 e
rs1805388 respectivamente para os genes BRCALl, BRCA2 e LIG4, entre as varidveis
estudadas para os pacientes com SMD (Figura 24);

- Demonstramos que os genes relacionados a DSB sdo relacionados a patogénese da
SMD e suportam a importancia do estudo desses polimorfismos na manutencdo da
estabilidade genémica de células tronco hematopoiéticas promovendo um melhor

entendimento da génese e etiologia da Sindrome Mielodisplasica.



Figura 24: Representacdo esquematica dos resultados obtidos neste estudo
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FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE MEDICINA CLINICA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

PROJETO: ESTUDO DE GENES RELACIONADOS A MECANISMOS DE REPARO EM
DANOS DE DNA EM SINDROME MIELODISPLASICA

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

O abaixo assinado,

, anos, RG n° , declara que é de livre e espontanea
vontade que estd participando como voluntario do projeto de pesquisa supracitado, de
responsabilidade do pesquisador Prof. Dr. Ronald Feitosa Pinheiro / Howard Lopes Ribeiro
Junior. O abaixo assinado esta ciente de que:

NATUREZA E PROPOSITO DO ESTUDO

O objetivo da pesquisa € estudar as atividades de genes relacionados a mecanismos de
reparo em Danos no DNA em pacientes portadores de Sindrome Mielodisplasica.

PROCEDIMENTOS A SEREM REALIZADOS E RESPONSABILIDADES
Antes de sua participacdo no estudo, vocé serd esclarecido das condi¢fes nas quais

sera desenvolvida a pesquisa clinica. Serdo coletado dados pessoais de sexo e idade,
apresentacdo clinica e realizagdo dos exames laboratoriais indicados para esclarecimento
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diagndstico, tais como hemograma completo, citologia e histologia (anélise microscépica das
células) da medula dssea, avaliacdo para depdsitos de ferro medular, bem como outros exames
que sao feitos mesmo para os pacientes que ndo participam de nenhuma pesquisa.

Para a coleta de medula Ossea, o material (2mL) serd coletado por médico
hematologista experiente com agulha de mielograma apds punc¢do esternal. A punc¢do de
qualquer esternal pode, raramente, determinar uma equimose (mancha arroxeada) ao redor do
local de onde foi retirado o sangue sem maiores consequéncias e desaparece em poucos dias.

Ao comparecer ao ambulatério do Hospital Universitario Walter Cantidio /UFC, vocé
recebera todas as instrucbes sobre o estudo e, se concordar em participar, sera solicitado que
assine o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

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

PARTICIPACAO VOLUNTARIA

Sua participagdo é voluntéria e vocé tem a liberdade de desistir ou interromper a
participacdo neste estudo no momento em que desejar. Neste caso, vocé deve informar
imediatamente sua decisdo a pesquisadora ou a um membro de sua equipe, sem necessidade
de qualquer explicacdo e sem que isto venha interferir no seu atendimento nesta Instituicéo.

Independentemente de seu desejo e consentimento, sua participa¢do no estudo podera
ser interrompida, em funcdo da ocorréncia de qualquer doenca que, a critério medico,
prejudique a continuacdo de sua participacdo no estudo, do ndo cumprimento das normas
estabelecidas, de qualquer outro motivo que,a critério da pesquisadora, seja do interesse de
seu proprio bem-estar ou dos demais participantes e, por fim, da suspensdo do estudo como
um todo.

O Servico de Hematologia o mantera informado, em tempo oportuno, sempre que
houver alguma informacdo adicional que possa influenciar seu desejo de continuar
participando no estudo e prestara qualquer tipo de esclarecimento em relagdo ao progresso da
pesquisa, conforme sua solicitacao.

DIVULGACAO DE INFORMACOES QUANTO A PARTICIPACAO NO ESTUDO

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

Contudo, o(s) monitor(es) do Estudo, auditor(es), membros do Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos, ou autoridades do(s) 6rgdos(s) regulamentar(es) envolvido(s)
terdo direito de ter acesso aos registros originais de dados clinicos de sua pessoa, coletados
durante a pesquisa, na extensdo em que for permitido pela Lei e regulamentacfes aplicaveis,
como o propédsito de verificar os procedimentos e dados do estudo, sem, no entanto, violar a
condicdo de que tais informacdes sdo confidenciais. Ao assinar o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, vocé estd tambem autorizado tal acesso, mesmo se vocé se retirar do
estudo.
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CONTATOS E PERGUNTAS

Caso surja algum imprevisto ou duvidas, vocé devera procurar 0 Servico de
Hematologia, no HEMOCE, a Av. José Bastos 3390 ou pelos telefones 85-33668623 e
solicitar contato direto com o pesquisador responsavel pelo estudo: Dr. Ronald Feitosa
Pinheiro (85-99863473) ou o0 aluno de Mestrado Académico Howard Lopes Ribeiro Junior
(85-87396142).

Podera contatar a Secretaria do Comité de Etica em Pesquisa do HUWC-UFC para
apresentar recursos ou reclamacdes em relacdo ao estudo.

Sé assine este termo se vocé tiver a certeza de que recebeu todos os esclarecimentos e
informagdes para decidir conscientemente sobre a sua participacdo neste estudo.

ASSINATURAS

Ao assinar este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, eu também estou
certificando que toda a informagdo que eu prestei, é verdadeira e correta, e declaro estar
recebendo uma cdpia assinada deste documento.

Autorizo o acesso as minhas informacdes de salde aos membros da equipe de
pesquisadores, nas condicdes estabelecidas descritas nos itens acima.

Né&o renunciei qualquer direito legal que eu venha a ter ao participar deste Estudo.

Eu, por fim, declaro que li cuidadosamente todo este documento denominado Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido e que, apds, tive oportunidade de fazer perguntas sobre
0 contetdo do mesmo e também sobre o Estudo, e recebi explicacBes que responderam por
completo minhas davidas e reafirmo estar livre e espontaneamente decidido a participar do
Estudo.

Data Assinatura do participante da pesquisa

Data Assinatura do Pesquisador
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Letter to the Editor

ATM polymorphism is asseciated with low risk myelodysplastic
syndrome

To the Editor,

Myelodysplastic syndrome (MDS) is a clonal hematopoietic
stern cell disorder characterized by peripheral cytopenias due to
ineffective hematopoiesis. Anemia is the most prevalent cytopenia
detected in up to 80% of patients resulting in red blood cell trans-
fusion dependency in more than 50% of cases [1]. According to the
pathogenesis of MDS, DNA damage in the hematopoietic stem cells
can cause blockage of differentiztion leading to dysplasia, while
subsequent defects affect proliferation causing clenal expansion of
aberrant cells and AML [2,3].

Among the different types of DNA damage and their associ-
ated DMA repair proteins, the Ataxia Telangiectasia Mutated (ATM)
gene plays a critical role in the recognition, signaling and repairing
of DNA Double Strand Breaks (DSBs) [4]. ATM protein (350-kDa,
MIM *607 585 ), member of PI3K (phosphoinositide 3-kinases) family
protein, is the primary DNA damage sensor of D5Bs, phosphory-
lating a multitude of nuclear targets including p53 and checkpaint
kinases [4].

MDS, In other studies, the rs228593 SNP has been associated with
leukiemia and breast cancer [8,9]

Our report evaluated the assodation of ATM rs228593 allelic
variants using the PCR-RFLF (digested with the restriction enzymes
Bd I for 3h at 60°C), Two groups were evaluated; bone marrow
samples from 50 MDS Brazilian patients and whole blood sample
from 82 healthy elderly volunteers as sex and age-matched con-
trols. Conventional G-Banded karyotypes were prepared of the total
cells bone marrow of patients [10].

The chi-square test (with one df} or Fisher's exact test was
used to determine the Hardy-Weinberg equilibrium and the dif-
ferences in genotypes distribution. Logistic regression analysis
was used to estimate the odds ratios for variables contributing
to the risk of MDS and to adjust the analyses for confounders
contributing to MDS susceptibility, All tests were two-sided and
considered to be statistically significant with a p-value of =D.05.
SPSS wversion 2000 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA) was used for
analysis.

The distributions of allele and genotype frequencies of ATM
rs228592 SNP in bone marrow from 60 MDS patients and whole
blood from 82 elderly volunteers have been shown in Table 1
and Fig. 1. In our study cohort, the genotype distributions for

ATM gene mutations increase the risk of cancer, especially
among hematological malignancies, leukemia and lymphoma.
Twenty different mutations were identified in 15 families (18
patients) with leukemia, lymphoma, or T-cell pre-leukemic clonal
proliferations [5]. Mutations were scattered across the ATM
gene, suggesting that no single location within the ATM cod-
ing sequence was associated with the occurrence of lymphoid
tumaors [5].

The aim of this report is to evaluate an association of MDS
development and polymorphism of the ATM gene among Brazilian
patients, For this purpose we analyzed ATM genotypes in groups
of MDS patients and age and gender matched controls, Moreover,
recent large epidemiological and molecular analyses of ATM indi-
cated that heterozygous carriers of some specific ATM mutations
were associated with increased cancer risks and mortality of breast
cancer with low-penetrance susceptibility [67],

To the best of our knowledge, this is the first report to show
that ATM gene polymorphisms may contribute to susceptibility of

ATM rs228593 SNP in the MDS and controls groups were in
Hardy-Weinberg's equilibrium with p>0.05. There was significant
differences in genotypes frequendies of the ATM rs228593 poly-
morphism between MDS patients and controls (p=-0.021), In the
logistic regression analysis, our results showed that AIG heterozy-
gote genotype of ATM rs228593 was associated with a decreased
risk of developing MDS when compared to control group (OR
0.225/95% (1 0.07 5-0.680/p= 0.008 ). However, there were no sig-
nificant differences in allele distribution between MDS patients and
controls group.

The variable cytopenia was divided into two groups: group
one with the presence of one cytopenia (representing less aggres-
sive disease) and group two composed of patients with two
o three cytopenias (more aggressive disease) [11], Thus, our
results presented that the A/G heterozygote genotype showed
association with the number of cytopenias (0-1 cytopenias,
p=-0.002, OR B.167, 95% (1 2,185-30.518), Additionally, the results
showed association of the A/G heterozygote genotype statistical

M A AG AG GG GG GG GG AG AM AA GG GG AG GG AG
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Fig. 1. Represemtative blots of PCR-RFLP of the ATM rs22B553 polymarphism in contral and MOS groups, respectively. Three patienes with a homoeygote wild type (AA] five
patients with 2 heteraerypote (AG) and seven a homoeygote variant type (GG) are illustrated and their penotypes are indicated. Cindicates cytosine; G, guanins; M, malecular

weight; A, adenine, T, thymine.
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significant in the low risk IPSS subgroup variable (OR 43.91/95% Q
3677-52.44/p< 0.001) among MDS patients.

Among the cytogenetic analysis, 26 (59.1%) patients showed
good Karyotype, 10 (22.7%) with intermediate karyotype and 8
(18.2) with poor Karyotype. Of those, 16 (26.6%) showed no
metaphase in Karyotype, We observed no association of rs228593
ATM genotypes with karyotype analysis, gender, cellularity, and
WHO classification {p< 0,05

This report suggests that A/G heterozygote genotype in the
r5228593 polymorphism in ATM gene is associated with low risk
MDS and these results support the importance of ATM gene in the
mazintenance of genomic stability in patients with MDS, promoting
a less aggressive disease and provides a better understanding of the
MDS pathogenesis.
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