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RESUMO 

 

 

A Síndrome Mielodisplásica (SMD) é um grupo de doenças clonais das células progenitoras 

hematopoiéticas, caracterizadas por citopenia(s) periférica(s), displasia de uma ou mais 

linhagens celulares mielóides e aumento do risco de desenvolvimento de leucemia mielóide 

aguda. A SMD é considerada uma doença de pessoas idosas, pois aproximadamente 80% dos 

pacientes possuem mais de 60 anos ao diagnóstico. São raras na infância, sendo observadas 

em menos de 5% das neoplasias hematológicas que acometem pacientes com menos de 14 

anos de idade. A patogênese da SMD envolve danos no DNA nas células tronco 

hematopoéticas acometido provavelmente pelos danos de fita dupla (DSB) no DNA tendo o 

processo de junções por extremidades não-homólogas (JENH) e recombinação homóloga 

como principais mecanismos de reparo necessários para garantir a estabilidade genômica das 

células-tronco. Este estudo de coorte propôs avaliar a associação dos polimorfismos BRCA1 

rs4793191, BRCA2 rs9567623 e RAD51 rs1801320, atuantes no mecanismo de 

Recombinação Homóloga; o XRCC5 rs3835, XRCC6 rs2267437 e LIG4 rs1805388 

relacionados ao mecanismo de Junções por Extremidades não-Homólogas e, por fim, o ATM 

rs228593, um sensor molecular ao dano em DSB. Esta análise de genotipagem baseou-se na 

metodologia de PCR-RFLP, entre amostras de medula óssea de 60 pacientes com SMD, 

oriundos do Hospital Universitário Walter Cantidio, e 82 amostras de sangue periférico de 

idosos voluntários sadios. Os pacientes com SMD foram diagnosticados de acordo com os 

critérios propostos pela Organização Mundial de Saúde. Os genótipos dos polimorfismos 

estudados encontravam-se em equilíbrio de Hardy-Weinberg (p>0,05), exceto o polimorfismo 

rs1805388 para o gene LIG4. Nossos resultados apresentaram para o polimorfismo rs228593 

do gene ATM uma associação do genótipo heterozigoto A/G (p=0,008, OR 0,225, IC 0,075-

0,680) com diminuição de risco para SMD adicionada com associação do genótipo A/G com 

as variáveis clínicas de citopenia (p=0,032, OR 5,250, IC 1,151-23,937), na faixa de 0-1 

citopenias no sangue periférico, e com prognóstico favorável para o índice prognóstico do 

IPSS (p<0,001, OR 21,95, IC 29,791-16,185). Para o polimorfismo rs2267437 para o gene 

XRCC6 relacionamos o genótipo mutante C/G e C/G+G/G com a variável celularidade na 

medula óssea na faixa de normocelular + hipercelular (p=0,023, OR 5,556, IC 1,270-24,239). 

Para o polimorfismo rs3835 do gene XRCC5 identificamos que o genótipo A/G está altamente 

associado com a diminuição de risco para SMD (p<0,001, OR 0,100, IC 0,035-0,289). Para o 

polimorfismo rs1801320 do gene RAD51, associamos o genótipo heterozigoto mutante G/C 

com diminuição de risco para SMD (p=0,053, OR 0,453, IC 0,203-1,009). Adicionalmente, 

associamos o genótipo selvagem G/G com a variável idade (p<0,001, OR 24,521, IC 64,033-

93,907), na faixa de maior que 60 anos de idade, e com a variável citopenia (0-1 citopenias) 

(p<0,001, OR 16,099, IC 31,299-82,808). Não obtivemos associação significante entre os 

polimorfismos rs 4793191, rs9567623 e rs1805388 para os genes BRCA1, BRCA2 e LIG4, 

respectivamente, e as variáveis clínicas para os pacientes com SMD. Neste estudo 

demonstramos que os genes relacionados a DSB são também relacionados à patogênese da 

SMD. Estes resultados suportam a importância dos polimorfismos rs228593, rs3835, 

rs2267437 e rs1801320 para os genes ATM, XRCC5, XRCC6 e o RAD51, respectivamente, na 

manutenção da estabilidade genômica promovendo um melhor entendimento da gênese e 

etiologia da Síndrome Mielodisplásica. 

 

Palavras – chave: Síndrome Mielodisplásica. Lesões 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, 

BRCA2 and RAD5 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, CI 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 BRCA1, 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. 
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1X. Detecção dos genótipos na análise do SNP rs9567623 do gene BRCA2. O 

produto de PCR foi digerido a partir da enzima de restrição HhaI por 3 horas a 

37ºC.  A linha 2, 3, 6-9 e 11-14 apresenta o perfil homozigótico Selvagem (CC); as 

linhas 4-5, 10 apresentam perfil heterozigótico (CT) e as linhas 15 apresentam o 

perfil homozigótico mutante (TT). A linha M consiste no marcador de peso 

molecular de 100pb. 
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Figura 24: Representação esquemática dos resultados obtidos neste estudo. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Aspectos Gerais das Síndromes Mielodisplásicas (SMDs) 

 

A Síndrome Mielodisplásica (SMD) é um grupo de doenças clonais das células 

progenitoras hematopoéticas caracterizadas por citopenia(s), displasia de uma ou mais 

linhagens celulares e aumento do risco de desenvolvimento de leucemia mielóide aguda 

(LMA) (BRUNNING et al., 2008). A SMD consiste na neoplasia primária de medula óssea 

mais comum no mundo ocidental em indivíduos com idade superior a 60 anos (MUFTI et al., 

2008). 

Alterações na proliferação, maturação e apoptose das células tronco hematopoéticas 

provocam hematopoese ineficaz, uma condição na qual a medula óssea (MO) é incapaz de 

produzir e liberar um número adequado de células maduras para o sangue periférico 

(YOSHIDA, 2007; HELLSTROM-LINDBERG et al., 2008). A hematopoese ineficaz é 

atribuída à uma suscetibilidade anormal à apoptose nas células progenitoras e à capacidade de 

resposta limitada dessas células a fatores de crescimento (TEFFERI; VARDIMAN, 2009). 

As consequências da insuficiência medular são as citopenias periféricas, que 

frequentemente envolvem as três linhagens de células sanguíneas (eritróide, granulocítica e 

megacariocítica) e provocam graus variáveis de anemia, neutropenia e trombocitopenia 

(ECONOMOPOULOU et al., 2008). As citopenias do sangue periférico em combinação com 

MO hipercelular e displasia são achados característicos das SMD (HOFMANN; NOLTE, 

2007). As citopenias podem levar à dependência de transfusões e aumentar a susceptibilidade 

a infecções e hemorragias (GREENBERG et al., 1997; FENAUX et al., 2004). 

 

1.1.1 Incidência da SMD 

 

A SMD é considerada uma doença de pessoas idosas, pois aproximadamente 80% 

dos pacientes possuem mais de 60 anos ao diagnóstico (STROM; VELEZ-BRAVO; ESTEY, 

2008). É raras na infância, sendo observadas em menos de 5% das neoplasias hematológicas 

que acometem pacientes com menos de 14 anos de idade (HASLE et al., 2003). 

A SMD está entre as doenças hematológicas mais comuns na população idosa, 

porém, as mudanças na classificação, a falta de inclusão nos registros populacionais e a 

resistência de alguns médicos em coletar MO de idosos, comprometem a fidelidade dos dados 

e dificulta o estabelecimento da incidência, além da comparação entre as diferentes 
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freqüências populacionais (GERMING et al., 2008; STROM; VELEZ-BRAVO; ESTEY, 

2008). A incidência anual está 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 incidência de Síndrome Mielodisplásica nos EUA por idade ao 

diagnóstico, no período de 2004-2008. 

Idade ao 

Diagnóstico 

Ambos os Sexos Masculino Feminino 

 Nº % Nº % Nº % 

<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 incidência 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 são diagnosticados por ano nos 

Estados Unidos e na Comunidade Européia, respectivamente. Estes dados indicam que existe 

um número significativamente maior de casos de SMD do que de leucemias agudas e de 

doenças mieloproliferativas (GERMING et al., 2008; STROM; VELEZ-BRAVO; ESTEY, 

2008). 

O primeiro levantamento de SMD no Brasil foi estimado por Magalhães et al. 

(2010). Neste estudo, foi apresentado o Registro Brasileiro de Síndromes Mielodisplásicas - 

Aspectos demográficos, clínico-patológicos e terapêuticos em centros de atenção terciária, 

elaborado com base em estudo realizado com 476 pacientes com SMD em tratamento em 12 

centros das regiões Nordeste, Sudeste, Sul e Centro-Oeste do Brasil, diagnosticados no 

período de 1º de janeiro de 2003 a 31 de dezembro de 2007 (MAGALHÃES et al., 2010). Um 

dos principais pontos abordados no estudo mostrou que a idade mediana do diagnóstico dos 

pacientes com SMD foi de 68,3 anos, número menor que observado nos EUA e Europa, mas 
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muito similar a Japão e Coréia. Destes, 50,8% eram mulheres e 86,6% residentes em zona 

urbana (MAGALHÃES et al., 2010). 

 

1.1.2 Etiologia da SMD 

 

A SMD é classificada como primária ou de novo e secundária ou relacionada com a 

terapia (t-SMD). As SMD primárias constituem a maioria dos casos e ocorrem sem um evento 

prévio, enquanto as SMD secundárias desenvolvem-se após um evento mutagênico conhecido 

(LI et al., 2009).  

As t-SMD podem surgir em qualquer idade, geralmente 4-5 anos depois do início de 

quimioterapia ou radioterapia. A percentagem de anomalias citogenéticas e o risco de 

transformação em leucemia aguda são significativamente mais elevados nas t-SMD do que na 

SMD primária. Uma pequena proporção de doentes com SMD, cerca de 4-5%, pode 

desenvolver transformação blástica em locais extramedulares (sarcoma granulocítico), 

particularmente na pele, estando esta evolução associada a mau prognóstico (NAEIM; RAO; 

GRODY, 2008). 

Os estudos epidemiológicos têm identificado consistentemente diversos fatores de 

risco para o acometimento das SMDs tais como o tabaco, exposição ao benzeno e outros 

solventes orgânicos, agentes químicos agrícolas (pesticidas, herbicidas e fertilizantes), 

radiações ionizantes, sexo masculino e história familiar de neoplasias hematológicas 

(JÄDERSTEN; HELLSTRÖM-LINDBERG, 2008; BRUNNING et al., 2008).  

Algumas doenças hematológicas, tais como anemia de Fanconi, disqueratose 

congênita, síndrome de Shwachmann-Diamond e síndrome de Diamond-Blackfan estão 

também associadas a um risco aumentado de SMD (BRUNNING et al., 2008). 

Adicionalmente, a exposição a drogas citotóxicas, em particular agentes alquilantes e 

inibidores da topoisomerase II ou a radiações terapêuticas, está associada a um risco 

aumentado de desenvolvimento de t-SMD (AUL; GATTERMANN; SCHNEIDER, 1995; 

JÄDERSTEN; HELLSTRÖM-LINDBERG, 2008). 

 

1.1.3 Classificação da SMD 

 

Vários sistemas de classificação têm sido desenvolvidos com o objetivo de estimar a 

sobrevida e o risco de transformação para LMA após o diagnóstico de SMD (Tabela 2). A 

primeira classificação foi proposta pelo Grupo FAB, em 1982 (BENNETT et al., 1982). De 
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acordo com esta classificação, os pacientes eram diagnosticados com SMD quando 

apresentavam MO displásica 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 

presença de sideroblastos em anel na MO e no número de monócitos circulantes no SP, foram 

diferenciados cinco subtipos: anemia refratária (AR), AR com sideroblastos em anel (ARSA), 

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

Mielomonocítica Crônica (LMMC) (BENNETT et al., 1982). O sistema FAB serviu como 

modelo padrão de classificação para SMD por duas décadas. No entanto, o prognóstico dos 

pacientes classificados no mesmo subgrupo era muito variável para se estimar a sobrevida ou 

o risco de transformação para LMA (MUFTI et al., 2008).  

Com o objetivo de estratificar os grupos de risco em relação à sobrevida global e à 

tendência para evolução para LMA, em 1997 foi desenvolvido um novo sistema de 

classificação, o sistema IPSS (International Prognostic Score Systems– IPSS) (GREENBERG 

et al., 1997). 

O IPSS foi derivado de um modelo de progressão baseado em 816 pacientes com 

SMD primária avaliados em sete estudos prévios. O sistema de pontuação considera a 

porcentagem de blastos da MO medida em quatro faixas, o número de citopenias periféricas e 

o cariótipo dividido em três categorias. O valor de IPSS é obtido pela somatória dos valores 

individuais das três variáveis. Como resultado, os pacientes são estratificados em quatro 

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

(pontuação de 1,5-2) e elevado (pontuação > 2). Os quatro grupos mostram diferenças 

significativas na sobrevida global e no risco de transformação para LMA. A sobrevida média 

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

(GREENBERG et al., 1997) 

Em 1999, um comitê da Organização Mundial da Saúde (OMS) propôs modificação 

na classificação FAB original para melhorar o valor prognóstico da SMD e incorporou 

características biológicas e genéticas (JAFFE et al., 2001) (Tabela 2). Nesta classificação, a 

porcentagem de blastos na MO utilizada para o diagnóstico de LMA foi mudada de 30 para 

20%. Foram excluídos os subtipos AREB-t e LMMC; este último foi considerado um quadro 

intermediário entre SMD e doenças mieloproliferativas crônicas, junto com a leucemia 

mielomonocítica juvenil e a leucemia mielóide crônica atípica. Também, foi criado o subtipo 

citopenia refratária com displasia em múltiplas linhagens (CRDM), com maior grau de 

insuficiência medular e curso mais agressivo. A síndrome 5q- foi definida como um novo 

subtipo e a AREB foi dividida em 1 e 2, de acordo com a porcentagem de blastos na MO 
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(JAFFE et al., 2001). A classificação proposta pela OMS foi atualizada em setembro de 2008 

e algumas mudanças foram realizadas com o objetivo de diminuir o numero de pacientes não 

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 instituições de referências internacionais, o índice prognóstico do IPSS 

sofreu uma reformulação, tornando-se o IPSS-R (revisado) (GREENBERG et al., 2012). 

Nesta nova revisão, o IPSS-R  permaneceu possuindo como variáveis clínicas base para aferir 

o prognóstico do paciente a citogenética, percentagem de blastos e citopenias no sangue 

periférico. As mudanças na estratificação prognóstica dos pacientes com SMD foram: 5 em 

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

da idade do paciente ao diagnóstico, quantificação de ferritina sérica e lactato desidrogenase 

como importantes características para a sobrevivência, mas não para a transformação da 

leucemia mielóide aguda (GREENBERG et al., 2012). O IPSS-R apresenta-se como um 

método de analisar o prognóstico do paciente com SMD de forma mais precisa do que o IPSS 

inicial (GREENBERG et al., 1997; GREENBERG et al., 2012). 

 

Tabela 2: Evolução na classificação da Síndrome Mielodisplásica. 

FAB  

(1982) 

OMS (2001) OMS (2008) Displasia-Linhagem 

(OMS 2008) 

% 

Blastos 

MO 

% 

Blastos 

SP 

AR AR 

SMD-U 

CRDM 

del 5q- 

CRDU 

AR 

NR / TR 

CRDM 

del 5q isolada 

SMD-U 

 

Eritróide 

Não Eritróide 

Eritróide + outra 

Eritróide + mega 

Unilinhagem + pancito ou 

CRDM/CRDU com 1%de 

blastos no SP 

 

< 5 

< 5 

< 5 

< 5 

< 5 

 

 

< 1 

< 1 

< 1 

< 1 

< 1 

 

ARSA ARSA 

CRDM-SA 

ARSA Eritróide* 

*>15% sideroblastos em 

anel 

< 5 

 

< 5 

 

< 1 

 

< 1 

 

AREB AREB-I AREB-I ≥ 1 linhagem 5-9 2-4 
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AREB-II AREB-II ≥ 1 linhagem 10-19 5-19 

AREB-

t 

LMA LMA Mielóide + outra ≥20  

LMMC SMD/DMP 

LMMC 

LMMJ 

LMCa 

SMD/DMP-U 

SMD/NMP 

LMMC 

LMMJ 

LMC BCR/abl 

neg 

SMD/NMP-U 

Variável (monocitose >1 

x 10
9
/L)  

<20  

Legenda: AR (Anemia Refratária), ARSA (Anemia refratária com sideroblastos em anel), AREB (Anemia 

refratária com excesso de blastos), AREB-t (AREB em transformação), LMMC (Leucemia Mielomonocítica 

Crônica), SMD-U (SMD inclassificável), CRDM (citopenia refratária com displasia de multilinhagem), del 5q 

(deleção 5q isolada), CRDM-AS (CRDM com sideroblastos em anel), LMA (Leucemia mielóide aguda), 

SMD/DMP (SMD/doenças mieloproliferativas), LMMJ (Leucemia mielomonocítica juvenil), LMCa (Leucemia 

mielóide crônica atípica), SMD/DMP-U (SMD/ doenças mieloproliferativas inclassificáveis), CRDU (citopenias 

refratárias com displasia unilinhagem), NR (neutropenia refratária), TR (trombocitopenia refratária), SMD/NMP 

(SMD/neoplasias mieloproliferativas), SMD/NMP-U (SMD/neoplasias mieloproliferativas inclassificáveis).  

Fonte: Adaptado de Komrokji, Zhang e Bennett (2010). 

 

1.1.5 Patogênese da Síndrome Mielodisplásica 

 

A patogênese desta doença é complexa e envolve mecanismos genéticos, 

epigenéticos e imunomediados. Como exposto, a SMD é doença clonal da célula progenitora 

hematopoiética inicial (JÄDERSTEN; HELLSTRÖM-LINDBERG, 2008). O 

desenvolvimento da SMD é um processo que envolve provavelmente múltiplos passos, no 

qual um evento genético inicial nas células tronco leva ao aparecimento de um clone anormal 

precursor de células hematopoéticas disfuncionais e morfologicamente displásicas (NAEIM; 

RAO; GRODY, 2008). 

Um dos paradoxos associado à SMD consiste na presença simultânea de citopenias 

periféricas das três linhagens celulares (granulocítica, eritróide e megacariocítica) e medula 

óssea hipercelular (OLNEY; LE BEAU, 2002). Na SMD a citopenia periférica resulta do 

aumento da apoptose nas células progenitoras hematopoiéticas (JÄDERSTEN; 

HELLSTRÖM-LINDBERG, 2008). Os passos iniciais da patogênese das SMD envolvem 

danos no DNA nas células tronco hematopoéticas pluripotentes, o que conduz ao 

desenvolvimento de um clone mielodisplásico, o qual apresenta crescimento preferencial 

relativamente às outras células hematopoiéticas, caracterizando o perfil de citopenias bastante 

peculiar desta doença. 
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A patogênese da SMD é estabelecida partindo-se de uma célula tronco que adquire 

sucessivas anomalias genéticas que levam à transformação maligna e expansão clonal (LOOK 

et al., 2005). As mutações iniciais nas células tronco podem causar bloqueio da diferenciação 

levando à displasia, enquanto defeitos subsequentes afetam a proliferação causando expansão 

clonal das células aberrantes e LMA (LOOK et al., 2005; BRUNNING et al. 2008). Deleções 

cromossômicas terminais ocorrem frequentemente em malignidades hematológicas, com uma 

incidência relativa que varia entre os distúrbios hematológicos e são mais frequentes na 

Síndrome Mielodisplásica (PINHEIRO; CHAUFFAILLE; SILVA, 2006a). Pinheiro, 

Chauffaille e Silva. (2006a) demonstraram o primeiro estudo que correlaciona o 

isocromossomo 17q e a deleção do 7q32, sugerindo que o achado do i(17) em pacientes com 

SMD representa um quadro clínico distinto com um perfil prognóstico desfavorável 

(PINHEIRO; CHAUFFAILLE; SILVA, 2006a). 

Ao contrário de outras neoplasias hematológicas caracterizadas por alterações 

cromossômicas equilibradas, tais como translocações recíprocas e inversões, as quais resultam 

em mutações dominantes e ativação de oncogenes, a SMD está geralmente associada a 

anomalias cromossômicas não equilibradas (FEARON et al., 2002). Muitas das anomalias 

cromossômicas recorrentes na SMD levam à perda de material genético e consequente 

inativação de genes supressores tumorais (FEARON et al., 2002). A perda de função do gene 

pode ocorrer por perda ou deleção, mutações pontuais ou pelo silenciamento transcricional via 

metilação das ilhas CPGs (regiões ricas em citosinas e guaninas) (OLNEY; LE BEAU, 2002). 

 

1.1.6 Citogenética e a Síndrome Mielodisplásica 

 

As neoplasias podem desenvolver-se a partir de uma predisposição genética 

constitucional seguida de mutações somáticas adquiridas ou de um acúmulo de mutações 

somáticas que levam ao desenvolvimento do fenótipo neoplásico. As alterações 

cromossômicas características fornecem informação quanto ao diagnóstico, prognóstico e/ou 

tratamento para muitos cânceres sendo por isso verdadeiros biomarcadores do câncer humano 

(KEEN-KIM; NOORAIE; RAO, 2008). 

Na SMD têm sido descritas diversas alterações citogenéticas recorrentes, cuja 

detecção pode facilitar o diagnóstico, prognóstico e tratamento dos doentes, no entanto, 

nenhuma anomalia cromossômica é patognomônica destas doenças (MALCOVATI; NIMER, 

2008). As anomalias cromossômicas ocorrem em quase metade dos casos de SMD de novo 

(30-50%), enquanto nas SMD secundárias estas alterações são observadas em cerca de 95% 
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dos casos (NAEIM; RAO; GRODY, 2008). À exceção da deleção 5q-, nenhuma anomalia 

cromossômica está especificamente associada a qualquer subtipo de SMD (NAEIM; RAO; 

GRODY, 2008). 

A gravidade e o risco de transformação leucêmica na SMD aumenta com a presença 

de alta frequências 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 alterações cromossômicas mais comuns associadas à SMD incluem deleção do 

braço longo do cromossomo 5 [del(5q) ou 5q-], monossomia 5 (-5), deleção do braço longo 

do cromossomo 7 [del(7q) ou 7q-], monossomia 7 (-7), trissomia 8 (+8), deleção do braço 

curto do cromossomo 20 [del (20q) ou 20q-] e nulissomia do Y (-Y). (KEEN-KIM; 

NOORAIE; RAO, 2008; SKONIECZKA et al., 2009). 

Pinheiro, Chauffaille e Silva (2006b) relataram o primeiro caso clínico de pacientes 

com t(1,19) durante a evolução de SMD para Leucemia Mielóide Aguda (PINHEIRO; 

CHAUFFAILLE; SILVA, 2006b). Esta translocação entre o cromossomo 1 e 19 é freqüente 

em crianças portadoras de leucemia linfóide aguda apresentando um perfil prognóstico 

desfavorável (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 9q- com outras anormalidades cromossômicas detectadas por banda G (PINHEIRO 

et al., 2004). 

Estas deleções cromossômicas são as anomalias mais comuns na SMD primária ou 

secundária sendo observadas em quase 50% dos casos (KEEN-KIM; NOORAIE; RAO, 2008; 

HAASE et al., 2008). As deleções são geralmente intersticiais e ocorrem frequentemente nos 

cromossomas 5q, 7q, 20q, 11q, 13q, 12p e 17p (KEEN-KIM; NOORAIE; RAO, 2008; 

HAASE et al., 2008). As monossomias, trissomias e translocações não equilibradas são 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 translocações equilibradas sejam 

alterações relativamente comuns em doenças mielóides, nomeadamente na LMA, são muito 

raras nas SMD (KEEN-KIM; NOORAIE; RAO, 2008; HAASE et al., 2008). 
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1.2 Lesões no DNA 

 

A integridade do genoma humano é continuamente ameaçada por agentes endógenos 

resultantes do metabolismo celular ou da replicação e recombinação do DNA, e também por 

exposições exógenas (Figura 1). As lesões no DNA daí resultantes, se não forem corretamente 

reparadas, podem conduzir ao acúmulo de mutações em genes cruciais para o metabolismo e 

crescimento celular normal e que, quando desregulados, poderão contribuir para o gênese de 

doença. A integridade do material genético é de extrema importância para a viabilidade das 

células que exigem mecanismos de reparação eficazes das lesões no DNA, sendo capazes de 

efetuar a reparação de quase todos os tipos de danos. 

As respostas ao estresse genotóxico podem ser definidas como uma cascata de 

sinalização na qual as lesões no DNA atuam como um sinal inicial que é detectado por 

proteínas sensores e transmitido aos efetores por transdutores de sinais (DUROCHER; 

JACKSON, 2001). As proteínas efetoras recebem o sinal e executam diversas funções 

celulares, entre elas, o bloqueio do ciclo celular, o reparo do DNA e a apoptose. Alguns 

autores sugerem que membros da superfamíla de proteínas PI3K (fosfatidilinositol 3-

quinases), que são ativadas muito cedo em resposta a lesões no DNA, podem atuar como 

sensores e/ou iniciadores de mecanismos de resposta ao estresse genotóxico (DUROCHERN; 

JACKSON, 2001; SHILOH et al., 2003). 

A familia PI3K em humanos inclui as proteínas ataxia telangiectasia mutada (ATM), 

ATM- e Rad3-related (ATR), ATX/SMG-1, mTOR/FRAP e DNA - dependente proteína 

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 não seja conhecido exatamente como essas duas quinases reconhecem o dano. ATM 

responde principalmente a quebras duplas induzidas por radiações ionizantes, ao passo que 

ATR responde a lesões induzidas pelos raios UV ou a agentes que causam bloqueio na 

forquilha de duplicação (WRIGHT et al., 1998; HEKMAT-NEJAD et al., 2000; LOWNDES; 

MURGUIA, 2000; PANDITA et al., 2000; ANDEGEKO et al., 2001).  

Não há uma distinção clara entre os sinais que ativam essas duas proteínas, pois 

ATM também atua em algumas respostas à radiação UV, mediando o reparo de lesões 

induzidas por esse tipo de radiação e a fosforilação de STAT3 (proteína que participa da 

proliferação celular e apoptose) (HANNAN et al., 2002; ZHANG et al., 2003). Sabe-se que a 

ATM também está envolvida na sinalização em resposta a UVA e no controle de apoptose, ao 

passo que ATR atua na sinalização 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 está envolvida na 

resposta ao estresse oxidativo, tendo sido demonstrado que os alvos de ATM/ATR são 

fosforilados por ATR em resposta à hipóxia e por ATM em resposta à re-oxigenação 

(HAMMOND et al., 2002; HAMMOND et al., 2003; WATTERS et al., 2003).  

A ativação 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 ação de 

CHK1 e CHK2, correspondentes a duas quinases de checkpoint do ciclo celular. O principal 

responsável pelo checkpoint em G1 é a proteína 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 interferências nesse mecanismo podem 

resultar em acúmulo de alterações genéticas e/ou proliferação celular descontrolada, levando à 

instabilidade genômica e desenvolvimento neoplásico (TLSTY et al., 1995). Diferentes tipos 

de estresse genotóxico podem ativar mecanismos de controle do ciclo celular diferentes. 

Podemos citar o exemplo das radiações ionizantes que podem promover os bloqueios nas 

fases G1/S, intra-S e G2/M algumas horas após a irradiação (KUERBITZ et al., 1992; HAN et 

al., 1995; BARTEK; LUKAS; LUKAS, 2004), ao contrário que os agentes metilantes, como 

por exemplo a droga temozolomida, provocam o bloqueio em G2/M após a segunda fase S 

depois do tratamento com a droga (HIROSE; BERGER; PIEPER, 2001). 

As análises de células de mamíferos demonsstram que o bloqueio do ciclo nas fases 

G1, S, e G2 pode ocorrer após a exposição das células a agentes genotóxicos, sendo que esse 

protege as células de danos genéticos permanentes e da transformação neoplásica (EGUCHI; 

SHIMIZU; TSUJIMOTO, 1997; JEGGO et al., 2007). O bloqueio do ciclo após lesões no 

DNA favorece a sobrevivência celular fornecendo um tempo maior para que as células 

reparem os danos no DNA. Entretanto, dependendo do tipo e número de lesões, devido ao 

elevado gasto energético que causam ao maquinário 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 importância fundamental para a manutenção da 

integridade dos organismos multicelulares e para garantir sua estabilidade genômica (KIM et 

al., 2001). Diversos agentes etiológicos são capazes de causar danos ao DNA e, dentre eles, 

podemos destacar o calor, danos oxidativos, radiações ultravioletas e ionizantes e diversas 
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substâncias químicas encontradas no meio ambiente, como, por exemplo, a fumaça do cigarro 

(KAO et al., 2005).  

Os mecanismos de reparo do DNA são geralmente divididos em cinco subtipos, com 

subdivisões em muitos deles de acordo com o tipo de lesão que foi acometida a fita de DNA. 

Caso o dano ocorra em somente uma fita do DNA, tem-se os mecanismos de Reparação de 

Erros de Emparelhamento de Bases do DNA (MMR), Reparação por Excisão de Bases (BER) 

e Reparação por Excisão de Nucleotídeos (NER). Nas vias de reparo NER e BER a lesão é 

removida e a seqüência de DNA original é restaurada por uma DNA polimerase que utiliza a 

fita não-danificada como molde, e a quebra resultante na dupla hélice é ligada pela DNA 

ligase (KAO et al., 2005). Já o mecanismo MMR atua principalmente no reconhecimento e 

reparação de erros nas inserções de bases e presença de deleções incorporadas no DNA que 

podem surgir durante a replicação e na recombinação 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 o dano acometa a dupla fita de DNA, tem-se como mecanismos para 

reparação destas lesões a Recombinação Homóloga (HR) e a Junção de Extremidades Não 

Homólogas (NHEJ) (MOHRENWEISER; WILSON; JONES, 2003).  
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Figura 1: Apresentação esquemática dos tipos de mecanismos de reparo em danos de fita 

simples (SSB). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

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

 

Um tipo de lesão no DNA potencialmente letal ocorre quando as duas fitas da dupla 

hélice são quebradas (Double Strands Breaks, DSB). As DSB são consideradas o tipo de 

lesão de maior efeito biológico para a formação de aberrações cromossômicas, morte celular e 

transformação neoplásica (NATARAJAN et al., 1993; HALL et al., 2000; BELLI; SAPORA; 

TABOCCHINI, 2002). As DSB podem ser induzidas tanto por agentes exógenos, como as 

radiações ionizantes e alguns tipos de drogas, quanto por agentes endógenos, como as 
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espécies reativas de oxigênio (ROS). Uma forquilha de duplicação que encontra uma quebra 

de fita simples ou outros tipos de lesões também pode produzir uma DSB (SCOTT; 

PANDITA, 2006). 

São conhecidos vários sistemas de reparo do DNA, sendo que aqueles que atuam sobre 

DSB são principalmente de dois tipos: recombinação homóloga (homologous recombinational 

repair - HRR) e junção de extremidades não-homólogas (non-homologous end joining - 

NHEJ) (WETERINGS; VAN GENT, 2004). 

Segundo Allen et al. (2003), existe uma competição entre os mecanismos de reparo 

homólogo e de junção de extremidades não homólogas no reparo das DSB. No entanto, ainda 

é obscura a natureza dessa competição (ALLEN et al., 2003). Estudos demonstram que os 

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 começa a ter a sua atuação no final da fase S até G2. Isso pode ser 

compreendido pelo fato de a recombinação homóloga requerer um molde – a fita homóloga 

intacta –, para que ocorra o reparo, e esta fita homóloga só está disponível no final da fase S 

(BURMA et al., 2006; SONODA et al., 2006). 

 

1.3.1.1 Junção por Extremidades Não Homólogas (NEHJ) 

 

A principal via de reparo de DSBs em mamíferos é a NHEJ (Figura 2) (PASTWA; 

BLASIAK, 2003; VALERIE; POVIRK, 2003). Segundo Zhong et al. (2002) a junção de 

extremidades não-homólogas contribui significativamente para a manutenção da estabilidade 

genômica nas células de mamíferos (ZHONG et al., 2002; BURMA et al., 2006). Neste caso, 

as duas extremidades da fita de DNA quebrada são simplesmente reconectadas. Esta via de 

reparo é considerada uma via não livre de erro, pois a quebra da fita não é reparada com a 

utilização de uma fita homóloga como molde. Conseqüentemente, inserções e deleções podem 

ser geradas no local do reparo, comprometendo, assim, a integridade do genoma (BURMA et 

al., 2006).  

As proteínas que fazem parte dessa via incluem o heterodímero formado por KU70 e 

KU80, e a subunidade catalítica da DNA-PKcs. Heterodímeros das proteínas KU se associam 

às extremidades das quebras duplas do DNA, e fazem o recrutamento das proteínas Artemis, 

XRCC4, LIG4 e DNA polimerase μ. A proteína Artemis tem uma atividade exonucleásica 

que promove o processamento das extremidades da quebra necessário para a ligação 
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apropriada e para o preenchimento do gap pela LIG4 e pela DNA polimerase μ. O complexo 

MRE11/RAD50/NBS1, 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 proteínas, recentemente foi relatada a descoberta de uma outra que 

também parece estar envolvida na via NHEJ. Ahnesorg, Smith e Jackson (2006) identificaram 

uma proteína denominada XRCC4-like factor. O mesmo autor mostrou que XLF interage 

diretamente com o complexo XRCC4-Ligase IV e que a repressão de XLF em linhagens 

celulares humanas promove radiossensibilidade e uma diminuição na eficiência de NHEJ 

(AHNESORG; SMITH; JACKSON, 2006). 

Resumidamente, nos mecanismos moleculares das NEHJ, tem-se a ligação das 

proteínas Ku70 e Ku80 às extremidades da quebra. Em seguida há o recrutamento de DNA-

PKcs, que sinaliza a presença da quebra e ativa as outras proteínas, o complexo XRCC4-

ligase IV, para, assim, dar continuidade à via de reparo por NHEJ (WETERING et al., 2004; 

BURMA et al., 2006). Desta forma, todos os componentes da via de reparo por junção de 

extremidades não homólogas tem um papel importante na manutenção da integridade do 

genoma e, consequentemente, na supressão da carcinogênese (BURMA et al., 2006). 

 

1.3.1.2 Recombinação Homóloga (HR) 

 

A Recombinação Homóloga consiste no mecanismo de reparo caracterizado por unir 

as DSBs utilizando uma fita de DNA homóloga como molde (Figura 2). Como conseqüência, 

esse tipo de reparo promove uma alta fidelidade e está menos propenso a erros (BELLI; 

SAPORA; TABOCCHINI, 2002). A via de reparo HR envolve o processamento das 

extremidades, formando uma região de fita simples no DNA, seguido pela invasão da fita 

molde do DNA homólogo, formando uma estrutura conhecida como junção de Holliday 

(HABER et al., 2004). A síntese do DNA é então realizada, prosseguindo com a migração da 

cadeia seguida pela construção do heteroduplex (WEST et al., 2003). 

Dentre os inúmeros complexos protéicos envolvidos nas vias de reparo HR, vê-se os 

da família BRCA (Breast Cancer Susceptibility Gene) identificados inicialmente como 

marcadores moleculares do desenvolvimento do câncer de mama e de ovário. O primeiro a ser 

identificado, o BRCA1, está localizado no cromossomo 17p21.3 (HALL et al., 1990), possui 

aproximadamente 100 kilobases de sequência genômica, distribuídas em 24 éxons 

codificantes de uma proteína de 1863 aminoácidos. O segundo, o BRCA2, está localizado no 
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cromossomo13q12, possuindo 70 kilobases de sequência genômica, distribuída por 27 éxons e 

codificante de uma proteína de 3418 aminoácidos (THOMPSON; EASTON, 2004). 

O gene BRCA1, nos tecidos em rápida proliferação celular, pode ajudar a manter a 

integridade do material genético. O fato de se ter verificado que a proteína BRCA1 tinha 

interação com o gene TP53 reforça a teoria de que o gene BRCA1 está envolvido na reparação 

das lesões do DNA (THOMPSON; EASTON, 2004).  

Tanto o BRCA1 como o BRCA2 interagem também com as proteínas do complexo 

RAD (Radiation-Sensitive Yeast Mutants), uma família protéica que está implicada na 

recombinação e reparação homóloga de DSBs do DNA (HALL et al., 1990; THOMPSON; 

EASTON, 2004). 

As proteínas membros da família RAD tais como a RAD50, RAD51, RAD52, 

RAD54, RAD55, RAD57, RAD59, MRE11 e XRS2, são responsáveis por formar um 

complexo protéico funcional junto à extremidade de DNA danificada (VAN GENT; 

HOEIJMAKERS; KANNAR, 2001). A proteína RAD51 se associa às regiões de fita simples 

e é responsável pela sobreposição dessa fita no DNA homólogo (VAN GENT; 

HOEIJMAKERS; KANNAR, 2001).  

O complexo MRE11/RAD50/NBS1 pode atuar nas extremidades das DSBs antes da 

associação de RAD51. A BRCA2 está envolvida na associação da RAD51 nos locais de fita 

simples (PELLEGRINI et al., 2002). A BRCA1 também é requerida na via de reparo HRR, 

possivelmente exercendo atividade regulatória (PELLEGRINI et al., 2002).  

Acredita-se que a RAD54 tem um papel importante na HR, pois o complexo RAD51 

(acúmulo de proteína RAD51 no local do dano de DNA) não se forma em animais deficientes 

em RAD54 (THACKER et al., 2005). A RAD52 também desempenha um papel importante 

na HR. Esta proteína interage e co-localiza com RAD51, facilitando, assim, sua atividade, 

além de ter a propriedade de ligase diretamente às DSBs, protegendo-as da atividade de 

exonucleases (THACKER et al., 2005). 
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Figura 2: Apresentação esquemática dos mecanismos de reparo de Junções por extremidades 

não homólogas (NHEJ) e Recombinação homóloga (HR) em danos de fita dupla no DNA 

(DSBs). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

Polimorfismo pode ser definido como a forma variante ou alternativa de um gene que 

ocupa um local específico em um cromossomo, denominado geneticamente de locus, e esta 

forma variante recebe a denominação de alelo (MOHRENWEISER; WILSON; JONES, 

2003). Então, quando diferentes alelos de um determinado gene coexistem na população 

humana, tal evento é denominado de polimorfismo genético (MOHRENWEISER; WILSON; 

JONES, 2003). O polimorfismo faz parte das doenças genéticas complexas, onde essas 

alterações genéticas por si só não são suficientes para causar alterações significantes no 

paciente (MOHRENWEISER; WILSON; JONES, 2003). Susceptibilidade prévia aos mais 

diversos tipos de doenças genéticas como também fatores do meio como, por exemplo, a 

presença de infecção microbiana, fumo e condições nutricionais, são de grande importância 

no processo da gênese das doenças e na expressão fenotípica das mesmas 

(MOHRENWEISER; WILSON; JONES, 2003). Esse distúrbio genético ocorre em mais de 

1% da população, sendo considerado mais prevalente quando comparado com outros tipos de 

alterações genéticas (TAKASHIBA; NARUISHI, 2006).  

Todos os organismos, ao longo de sua existência, sofrem mutações em busca de se 

adaptar ao ambiente em que vivem, assim, os polimorfismos genéticos surgiram por estas 

mutações espontâneas (KINANE; HART, 2003; TAKASHIBA; NARUISHI, 2006). O tipo 

mais comum de polimorfismo é o que envolve um único nucleotídeo, chamado de 

polimorfismo de nucleotídeo único (single nucleotide polymorphism, SNP) ou polimorfismo 

de transição, onde ocorre a substituição de um nucleotídeo por outro, ocorrendo a troca de um 

único par de base, podendo ainda assim afetar a expressão de proteínas, a estrutura e a função 

de um gene (TAKASHIBA; NARUISHI, 2006). Caso o polimorfismo de nucleotídeo único 

ocorrer dentro da região codificadora do gene, pode resultar na substituição de um 

aminoácido, alterando a síntese de uma proteína e podendo alterar a função celular 

(TAKASHIBA; NARUISHI, 2006). Se a função das proteínas for afetada em um processo 

biológico, como a resposta inflamatória para um agente microbiano específico, polimorfismos 

de alguns genes podem aumentar ou diminuir o risco do paciente na expressão fenotípica da 

doença (MOHRENWEISER; WILSON; JONES, 2003; TAKASHIBA; NARUISHI, 2006). 

Estudos relacionados com polimorfismos em genes de reparação sugerem que estas 

alterações apresentam grande influência na modulação de efeitos genotóxicos, em resposta ao 

dano causado ao DNA. Estudos demostram influência de dezenas de polimorfismos de genes 

de reparo de DNA relacionados a atividades enzimáticas, relação com a incidência de câncer, 
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resposta a quimioterápicos e radiosensibilidade (EFFERTH; VOLM, 2005; WANG et al., 

2010; LI et al., 2011). O interesse da investigação nesta área tem sido focado 

majoritariamente no estudo dos polimorfismos dos genes de reparação do DNA como um 

componente importante da susceptibilidade individual para câncer, considerando a reparação 

do DNA como um processo muito importante para a proteção do genoma e para a prevenção 

do câncer (HARMS et al., 2004). 

No caso do mecanismo de recombinação homóloga, Friedenson et al. (2007) 

mostraram que os genes BRCA1/2 são essenciais para evitar a ocorrência de leucemias e 

linfomas. Os resultados podem ter implicações favoráveis para o aperfeiçoamento de 

procedimentos clínicos e quimioterápicos nestes e talvez em outros cânceres. Deficiência de 

BRCA1 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 primárias e 75% de t-LMA possuem 

redução na expressão do gene BRCA1. Em linhagens celulares de Leucemia Mielóide Crônica 

(LMC), o gene BRCA1 também é apresentado com baixa expressão; quando avaliado em 

pacientes em fase acelerada ou crise blástica, o gene BRCA1 é quase indetectável. Variações 

polimórficas do gene BRCA2 são apresentadas com elevada expressão em casos de linhagens 

celulares oriundas de Linfomas Não Hodgkins de células T ou Leucemia Linfocítica Crônica 

(LLC) (SCARDOCCI et al., 2006). 

Tem sido associada a presença de polimorfismos em genes de RAD51 e afins a vários 

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 presença dos polimorfismos  

RAD51-G135C (rs1801320)  e XRCC3 241Met aumenta ainda mais o risco de acometimento 

de LMA e  t-AML, e uma combinação tripla de RAD51-135c, XRCC3-241Met e Glutationa S-

transferase M1 (GSTM1) leva a um aumento significativo no risco de LMA (SEEDHOUSE et 

al., 2004). 

Em relação ao mecanismos de Junção por Extremidades Não Homólogas, o 

componente chave do aparelho da NHEJ são as proteínas DNA-PKs que consistem de uma 

subunidade heterodimérica no DNA alvo, composta pelo complexo KU70/ KU80 (ou XRCC6 

e XRCC5), e uma subunidade catalítica, composta pela proteína XRCC7 (SMITH; 

JACKSON, 2009). No caso do gene LIG4,  biologicamente, a proteína derivada deste gene 

forma um heterodímero com a proteína XRCC4 e executa o final da união do acoplamento do 

mecanismo NHEJ. Isto tem sido demostrado através da interação, estabilização e estimulação 

que a proteína 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 já identificadas em diversos tipos de câncer (FU et al., 2003).  Fu et al. (2003) 

relataram que o polimorfismo XRCC6 - 61C>G, em sua região promotora, foi associado com 

um elevado risco de ocorrência de câncer de mama. Duas outras SNPS de XRCC5 69506G>A 

(rs3835) e 69632 G>A (rs3834), localizadas em região intrônica do gene XRCC5, não estão 

associadas com o elevado risco de câncer 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 câncer de pulmão em 

pacientes fumantes.  

Atualmente, muito progresso já tem sido conquistado no campo da reparação mediada 

por recombinação homóloga ou junção por extremidade não homólogas nas DSBs e 

concomitantemente uma avaliação do seu impacto sobre a estabilidade genômica e 

tumorigênese em diversos tipos de cânceres. Porém, não foram encontrados trabalhos que 

correlacionassem os polimorfimos destes genes com pacientes com Síndrome 

Mielodisplásica.  

A alteração citogenética é o marcador prognóstico de maior importância para a SMD. 

No entanto, pouco se sabe sobre os mecanismos relacionados à gênese destas alterações 

cromossômicas . O papel dos polimorfismos dos genes BRCA1 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 o dano em DSBs nas alterações genômicas observadas em células tumorais está 

começando a ser apreciado somente agora, principalmente na SMD.  

A SMD é a doença clonal mais comum em medula óssea em pacientes idosos do 

mundo ocidental (MUFTI et al., 2008). Sabendo-se que no processo natural de 

envelhecimento celular, também denominado senescência, há grande necessidade de se 

manter estáveis os mecanimos de reparo de DNA, estudos que analisem e confirmem a 

participação desses polimorfismos na manutenção da estabilidade genômica em pacientes 

com SMD poderão ajudar no melhor conhecimento da patogenia e da evolução desta doença.  
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Figura 3: Apresentação esquemática do mecanismo de reparo por Recombinação Homóloga 

(HR) apresentando os principais genes atuantes e os respectivos polimorfismos analisados no 

presente estudo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Yoshida e Miki (2004). 
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Figura 4: Apresentação esquemática do mecanismo de reparo por Junções por Extremidades 

Não Homólogas (NHEJ) apresentando os principais genes atuantes e os respectivos 

polimorfismos analisados no presente estudo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 variáveis clínicas observadas em pacientes portadores de 

Síndrome Mielodisplásica. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

1. Detectar as alterações citogenéticas dos pacientes portadores de Síndrome 

Mielodisplásica com a utilização da metodologia de cariótipo por banda G; 

2. Avaliar o Polimorfismo de Único Nucleotídeo rs4793191 do gene BRCA1 por PCR-

RFLP; 

3. Avaliar o Polimorfismo de Único Nucleotídeo rs9567623 do gene BRCA2 por PCR-

RFLP; 

4. Avaliar o Polimorfismo de Único Nucleotídeo rs1801320 do gene RAD51 por PCR-

RFLP; 

5. Avaliar o Polimorfismo de Único Nucleotídeo rs3835 do gene XRCC5 por PCR-RFLP; 

6. Avaliar o Polimorfismo de Único Nucleotídeo rs2267437 do gene XRCC6 por PCR-

RFLP; 

7. Avaliar o Polimorfismo de Único Nucleotídeo rs1805388 do gene LIG4 por PCR-

RFLP; 

8. Avaliar o Polimorfismo de Único Nucleotídeo rs228593 do gene ATM por PCR-RFLP; 

9. Associar os achados moleculares com as variáveis clínicas encontradas nos pacientes 

com SMD. 

 

 



43 

 

3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Aspectos éticos 

 

O presente projeto foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do 

Hospital Universitário Walter Cantídio, da Universidade Federal do Ceará, com o número de 

protocolo 027.04.12 (ver Apêndice A e B). 

Todos os métodos utilizados nesta pesquisa estão descritas de forma esquemática na 

figura 5.  

 

3.2 Pacientes e obtenção de amostras de origem clínica 

 

Foram utilizadas alíquotas de células de linhagens medulares (10
6
 células/mm

3
) 

estocadas em solução de Trizol Reagente® (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) a -80°C 

provenientes de 60 amostras de medula óssea de pacientes portadores de Síndrome 

Mielodisplásica, diagnosticados entre os anos de 2007 a 2010, no ambulatório de hematologia 

do Hospital Universitário Walter Cantídio, de acordo com os critérios estabelecidos pela 

Organização Mundial de Saúde (BRUNNING et al., 2008). Oitenta e dois idosos saudáveis 

voluntários doadores das amostras de sangue periférico foram incluídos no grupo controle. 

 

3.3 Cariótipo por Banda G 

 

Os cariótipos foram realizados de acordo com os protocolos já estabelecidos pelo 

Laboratório de Citogenômica do Câncer, segundo técnica descrita previamente por Pinheiro e 

Chauffaille (2009). A citogenética clássica por banda G foi realizada da forma habitual, isto é, 

a medula óssea colhida em heparina e de forma estéril foi distribuída em dois frascos 

contendo 7 mL de meio RPMI (pH 7,0), 3 mL de soro fetal bovino e 100μl de L-glutamina. 

Este material foi cultivado por 24 horas em estufa a 37
º
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 

solução hipotônica de KCL 0,075 M e fixado em solução de ácido acético e metanol (3:1) por 

4 vezes. Para confecção das lâminas para análise, o material foi gotejado em lâminas de 

microscopia e secado ao ar. As bandas foram feitas pela técnica de tripsina-Giemsa, sendo 

analisadas pelo menos 20 metáfases, sempre que possível, e os cromossomos classificados de 



44 

 

acordo com o Sistema Internacional de Nomenclatura Citogenética Humana - ISCN 2009. As 

metáfases foram capturadas em sistema computadorizado (CHROMU) com software para 

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

 

3.4 Genotipagem por PCR-RFLP 

 

3.4.1 Extração de DNA Genômico 

 

A extração de DNA foi realizada a partir da utilização do Trizol Reagente® de 

acordo com o protocolo pelo fabricante. Para cada 10
6
 células armazenadas em 1mL de Trizol 

Reagente® foram adicionados 200µL de Clorofórmio para desproteinização e posterior 

centrifugação a 11.000 RPM por 15‟ a 2º C. O RNA presente na fase aquosa foi transferido 

para um microtubo estéril de 1,5mL para posterior procedimento de extração de RNA total e 

construção de biblioteca de cDNA para futuros estudos de expressão gênica. 

Após a completa remoção da fase aquosa (RNA), foi isolada a interfase (DNA) da 

fase orgânica (Proteínas e compostos fenólicos) e posteriormente precipitação do DNA com 

300µL de etanol absoluto por mL de Trizol Reagente® e misturado por inversão por 3 

minutos. Posteriormente, as amostras foram incubadas por 3 minutos a temperatura ambiente 

e posterior sedimentação por centrifugação por 2000 RPM, por 5 minutos a 4°C. Após a 

remoção do sobrenadante (Proteínas), o pellet de DNA foi lavado com um 1mL de solução 

0,1 M de Citrato de Sódio em Etanol 10%. 

Incubou-se o pellet de DNA com a solução de lavagem por 30 minutos em 

temperatura ambiente, com inversão periódica, e posterior centrifugação em 2000 RPM, por 5 

minutos a 4°C. Após 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 o pellet de DNA em tudo aberto por 15 minutos, ressuspendeu-se em 

350µL 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 aferição de pureza, concentração e contaminação 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 extraído do pool celular foi usado para a caracterização dos polimorfismos 

de um único nucleotídeo (SNPs) nos genes de reparação BRCA1 (rs4793191), 

BRCA2(rs9567623) e RAD51(rs1801320) (envolvidos nos mecanismos de Recombinação 

Homóloga); XRCC5 (rs3835), XRCC6 (rs2267437) e LIG4 (rs1805388) (envolvidos no 

mecanismo de Junção por Extremidade Não Homóloga) e ATM (rs228593) atuando como 

sensor molecular dos danos em DSB. 

A genotipagem destes polimorfismos foi realizada por meio de técnicas baseadas na 

amplificação enzimática de um fragmento de DNA seguida de restrição do fragmento 

amplificado com endonucleases de restrição (PCR-RFLP) nos quais o polimorfismo cria ou 

abole o local de restrição enzimática.  

Para cada um dos polimorfismos analisados foi efetuada uma prévia otimização das 

condições de PCR e de análise de restrição. As reações de PCR foram efetuadas num volume 

de reação de 25μL, em que as misturas de PCR para os diferentes polimorfismos contiveram 

em comum o tampão 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 genômico. 

As sequências dos primers são indicadas na tabela 03. 

Uma alíquota do produto de PCR foi digerida com a enzima de restrição apropriada 

(Tabela 3), num volume de reação de 25μL, onde se adicionou em comum o tampão de 

restrição, variando a quantidade de enzima e de produto de PCR, de acordo com protocolo do 

fabricante.  Os fragmentos de DNA amplificados e resultantes da restrição enzimática foram 

visualizados por eletroforese (2h, 80V) em géis de agarose 2% (p/v) e 3% (p/v), 

respectivamente, corados com brometo de etídeo (0,2μg/mL). Nestes géis, foram aplicados 

10μL de cada amostra misturados com 5μL de Azul de bromofenol juntamente com dois 

marcadores de massa molecular.  

As imagens resultantes foram visualizadas e fotografadas sob luz UV, sendo a 

interpretação dos resultados do genótipo efetuada por análise do tamanho dos fragmentos de 

restrição em comparação com dois marcadores de massa molecular. 

 

3.5 Variáveis analisadas e Análises estatísticas 

 

As variáveis 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; 

- Cariótipo: 

Quanto ao prognóstico: favorável, intermediário e desfavorável. 

Quanto a alteração: normal e alterado. 

- Celularidade da medula óssea: Normo+Hipercelular (Celularidade normal e 

hipercelular) e Hipocelular. 

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

- Índice prognóstico do IPSS (1997): FAV+INT-1 (Favorável e Intermediário-1) e 

INT-2+DES (Intermediário-2 e Desfavorável). 

- Classificação OMS categorizada: alto risco, baixo risco e SMD secundária. 

- Classificação OMS estratificada: 5q- (Síndrome da deleção do 5q), AREB I (Anemia 

refratária com excesso de blastos tipo 1), AREB II (Anemia refratária com excesso de blastos 

tipo 2), CRDM (Citopenia refratária com displasia em múltiplas linhagens), AR (Anemia 

refratária), ARSA (Anemia refratária com sideroblastos em anel) e SMD secundária. 

    

As diferenças entre as distribuições alélicas e genotípicas e a análise do Equilíbrio 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 teórica da 

genética das populações, avaliando a o princípio do equilíbrio gênico no processo evolutivo, 

consistindo em uma importante análise na verificação da população proposta nos estudos de 

polimorfismos.  

A análise de regressão logística foi utilizada para estimar a razão de chances (odds 

ratio) para as variáveis que contribuem para o risco de SMD e para ajustar as análises de 

fatores de confusão que contribuem para a susceptibilidade de SMD. O nível de significância 

estatística utilizado foi p<0,05 (2-sided) e todas as análises foram efetuadas com recurso ao 

software SPSS para Windows na versão 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 Científico e Tecnológico – CNPq pelo número de processo 

476587/2011-5. 
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GENE PRIMERS 
Tm 

(ºC) 

ENZIMA / 

FRAGMENTOS 
REFERÊNCIAS 

 

BRCA1 

rs4793191 

3‟ACTGCACTGCCTCTTCCACT 5‟ 
 

64,6ºC 

 

PstI 

129pb, 232pb 

401pb 

 

WANG et al 

(2010) 

5‟TTGCACTGTCCCACACTGTT 3‟        

 

BRCA2 

rs9567623 

3‟GGCTTTAGAATCGTGGCACT 5‟  

54,2ºC 

 

HhaI 

67pb, 198pb 

265pb 

 

WANG et al 

(2010) 5‟CTGGATTCAAGCGATTCTCC 3‟ 

 

RAD51 

rs1801320 

 

3‟TGGGAACTGCAACTCATCTGG 5‟  

52ºC 

 

Mval  

86pb, 71pb 

157pb 

 

LI et al (2011) 

5‟GCGCTCCTCTCTCCAGCAG 3‟ 

 

XRCC5 rs3835 

 

3‟ATGATGAGGAGTGATATGTGGAAGAG 

5‟ 

 

52ºC 

 

Alu I 

73pb, 78pb 

151pb 

 

TSENG et al 

(2008) 
5‟AGTGCTAAGTATCGTCTGCAACTGAT 3‟ 

 

XRCC6 

rs2267437 

 

3‟TCTCCACTCGGCTTTTCTTCCA 5‟  

63ºC 

 

Ban I 

38pb, 240pb 

320pb 

 

WANG et al 

(2008) 5‟TCTCCCTCCGCTTCGCACTC 5‟ 

 

LIG4 rs1805388 

 

3‟TCTGTATTCGTTCTAAAGTTGAACA 5‟  

52ºC 

 

HpyCH4 III 

55pb, 65pb 

121pb 

 

TSENG et al 

(2008) 5‟TGCTTTACTAGTTAAACGAGAAGAT 3‟ 

  

ATM rs228593 
3‟TCCCTGCCCATGATTATCTC 5‟  

60ºC 

 

Bcl I 

146pb, 118pb 

264pb 

 

WANG et al 

(2010) 5‟GCCTTCGTACCCTCATCAGT 3‟ 

 

Tabela 3: Descrição dos primers de cada polimorfismos, temperaturas de anelamento, tamanho do 

produto de PCR, respectiva enzima e referência para cada polimorfismo analisado. 
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Figura 5: Organograma resumo das metodologias utilizadas neste estudo. 
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4 RESULTADOS 

 

4.1Caracterização dos pacientes 

 

O número amostral deste estudo (n) foi igual a 60 pacientes para o grupo SMD e 82 

idosos voluntários para o grupo controle. A variável 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 saudáveis voluntários 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 constituído de 38 pacientes com idade >60 anos (63,3%) e 22 

pacientes com idade <60 anos (36,7%). 

Quanto à variável de gênero, foram incluídos neste estudo 13 indivíduos (15,85%) do 

sexo masculino e 69 (84,14%) do sexo feminino para o grupo controle. Para o grupo SMD, 

foram incluídos no estudo 31 pacientes do sexo masculino (51,7%) e 29 pacientes do sexo 

feminino (48,3%). Quanto à variável 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 incluídos neste estudo, 5 (8,33%)  foram classificados como SMD 

secundária ao tratamento e 55 (91,66%) pacientes foram classificados como SMD primária.  

Na análise das frequências de variáveis clínicas, a variável celularidade da medula 

óssea 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 variável de números de citopenias no sangue periférico foi dividida em 2 (duas) 

faixas distintas: 0-1 citopenia e 2-3 citopenias (GREENBERG et al., 1997). Na análise do 

número 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 à análise citogenética dos pacientes do grupo SMD, quarenta e quatro 

pacientes (73,3%) apresentaram resultados, sendo 39 pacientes de SMD primária e cinco 

pacientes de SMD secundária. Dos pacientes com resultados, 26 pacientes (59,09%) foram 

classificados como de prognóstico favorável (Figura 7), 10 pacientes (22,72%) como 

prognóstico intermediário (Figura 8) e 8 pacientes (18,18%) como prognóstico desfavorável 

(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%) possuíam 

cariótipo normal (Figura 6) e 25 pacientes (56,81%) apresentaram cariótipo alterado, dos 

quais 48% (12/25) apresentaram uma única alteração, 28% (7/25) apresentaram clones com 

duas alterações e 24% (6/25) apresentaram cariótipo complexo (3 ou mais alterações 

citogenéticas). Presença de ganho ou perda de cromossomos (aneuploidias) foi observado em 

60% (12/25) dos casos com cariótipo alterado. 

As alterações mais comuns envolveram o cromossomo 5 (-5/5q-), ocorrendo em 44% 

dos 25 pacientes com cariótipo alterado. Foram observadas outras alterações frequentes 

envolvendo o cromossomo 7 (-7/7q-) em 20% dos casos, cromossomo 17 (-17/17p-) em 16%, 

cromossomo 8 (+8) em 12% e cromossomo 20 (-20/20q-) em 8% dos pacientes. Deleções 

isoladas do braço longo do cromossomo 5 (5q-) foram encontradas em 24% (6/25) dos casos 

com cariótipos alterados. 
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Pacientes Citogenética IPSS OMS 

1 47,XY,+8[6]/47,XY,del(7)(q32),+8[7]/46,XY[2] 

HIGH 

AREB-

II 

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

3 175,XXXXXXXX,-5,-6,-7,-8,-9,-11,-13,-

14[4]/46,XX,del(5)(q15q33)[8]/46,XX[19]  

SMD 

sec.  

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

5 Sem Metáfase  CRDM 

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

7 37,X,-2,-3,-9,-11,-12,-15,-16,-18,-

Y[8]/46,XY,del(5)(q15q33)[5]/46,XY[6] INT-2 

AREB-

II 

8 Sem Metáfase  CRDM 

9 46,XY[9] 

 

SMD 

sec. 

10 46,XX[5] LOW ARSA 

11 90,XXXX,-6,-7,-8,-

11,+21,+22[5]/46,XX,del(7)(q23),del(20)(q13.1)[3]/

45,XX,-7[5]/45~46,XX,-7,del(7)(q32),del(11)(q32),-

17,del(17)(p11.2),del(20)(q13.1)[cp11] 

HIGH AREB-

II 

12 46,XY[11] INT-1 CRDM 

13 46,XY,del(5)(?q22q33)[3]/45,XY,del(5)(?q22q33),-

18[3]/46,XY[14] INT-1 

ARSA 

14 46,XY[9] INT-1 CRDM 

15 Sem Metáfase  CRDM 

16 46,XX[12] LOW ARSA 

17 46,XX,del(5)(q15q33)[9]/46,XX,del(5)(q15q33),del(

11)(?q25)[7]/46,XX[4] INT-1 

CRDM 

18 Sem Metáfase  ARSA 

19 46,XX[20] INT-1 CRDM 

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

21 Sem Metáfase  CRDM 

22 46,XX[7] INT-1 CRDM 

23 Sem Metáfase  ARSA 

24 46,XY[20] 

INT-1 

AREB-

I 

25 89,XXY,-20,-22,-

Y[4]/46,XY,del(16)(?q22)[5]/46,XY[11] INT-1 

CRDM 

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 Metáfase 

 

SMD 

sec. 

30 Sem Metáfase  CRDM 

31 46,XY,del(5)(?q15q33)[8]/46,XY[12] INT-1 5q- 

32 47,XY,+mar[6]/48,XY,+8,del(16)(?q22),+mar[4]/47

~50,XY,del(4)(?q35),+8,+10,+11,del(16)(?q22),+21,

+mar[cp8] INT-2 

AREB-

II 

33 46,XX[25] INT-1 CRDM 

Tabela 4: Citogenética, IPSS (1997) e Classificação OMS (2008) ao diagnóstico dos pacientes com 

SMD. 
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34 46,XX,del(17)(p11.2)[3]/46,XX[4] 

 

SMD 

sec. 

35 46,XY[5] INT-1 CRDM 

36 Sem Metáfase 

 

AREB-

II 

37 46,XY,del(5)(?q15q33)[7]/46,XY[8] INT-1 CRDM 

38 Sem Metáfase  AR 

39 46,XY,del(5)(q31q35)[6]/46,XY[17] 

INT-1 

AREB-

I 

40 46,XX[22] 

 

SMD 

sec. 

41 46,XX[8] LOW AR 

42 Sem Metáfase  AR 

43 46,XX[11] 

 

SMD 

sec. 

44 46,XY,del(5)(q22q33)[5]/46,XY[7] LOW NR 

45 46,XY,del(5)(q15q33),del(17)(p11.2)[7]/46,XY[13] INT-1 CRDM 

46 46,X-Y[4]/46,XY[16] LOW ARSA 

47 46,XX[20] LOW CRDM 

48 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

l(7)(q32),add(13)(p11),+22,+mar[3]/46,XY[2] INT-2 

CRDM 

49 Sem Metáfase 

 

AREB-

I 

50 47,XX,t(4;11)(q27;q32),+mar[4]/46,XX[16] INT-1 CRDM 

51 46,XY LOW AR 

52 Sem Metáfase  ARSA 

53 46,XX[6] LOW AR 

54 46,XX[8] INT-1 CRDM 

55 46,XY[6] LOW ARSA 

56 Sem Metáfase  AR 

57 Sem Metáfase  CRDM 

58 47,XY,+8[4]/46,XY[5] INT-1 CRDM 

59 44,XX-13,-17[4]/46,XX[5] INT-1 CRDM 

60 Sem Metáfase  CRDM 
Legenda: IPSS (Sistema Internacional de Score Prognóstico), OMS (Organização Mundial de Saúde) AR 

(Anemia refratária), ARSA (Anemia refratária com sideroblastos em anel), AREB (Anemia refratária com 

excesso de blastos tipo I e II), CRDM (Citopenia refratária com displasia em multilinhagens), del 5q (deleção 

isolada do 5q)), NR (Neutropenia refratária). LOW (prognóstico favorável), INT (Prognóstico intermediário 

tipo I e II), HIGH (Prognóstico desfavorável). 
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Figura 6: Paciente do sexo masculino apresentando cariótipo normal 46,XY[20] de prognóstico favorável de acordo com  a classificação do 

IPSS (GREENBERG et al., 1997). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



54 

 

Figura 7: Paciente do sexo masculino apresentando cariótipo alterado 46,XY,del(5)(q31q35)[6]/46,XY[17] de prognóstico favorável de acordo 

com  a classificação do IPSS (GREENBERG et al., 1997). 
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Figura 8: Paciente do sexo masculino apresentando cariótipo alterado 47,XY,+8[4]/46,XY[5] de prognóstico intermediário de acordo com  a 

classificação do IPSS (GREENBERG et al., 1997). 
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Figura 9: Paciente do sexo masculino apresentando cariótipo alterado 47,XY,+8[6]/47,XY,del(7)(q32),+8[7]/46,XY[2] de prognóstico 

desfavorável de acordo com  a classificação do IPSS (GREENBERG et al., 1997). 
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Quanto à classificação OMS (BRUNNING et al., 2008), os pacientes foram divididos 

em duas classificações distintas: 1) OMS Estratificada, dividida em AREB I (Anemia 

Refratária com Excesso de Blastos I), AREB II (Anemia Refratária com Excesso de Blastos 

II), CRDM (Citopenia Refratária com Displasia de Múltiplas Linhagens), 5q- (Deleção do 

braço longo do cromossomo 5), ARSA (Anemia Refratária com Sideroblastos em Anel), AR 

(Anemia Refratária) e SMD Secundária; 2) OMS Categorizada, dividida em Baixo Risco 

(CRDM, AR e ARSA), Alto risco (AREB I e AREB II) e SMD secundária. 

Na análise da variável OMS Estratificada, observamos 2 pacientes (3,3%) que foram 

classificados como 5q-, 3 pacientes (5,0%) classificados como AREB I, 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 secundária. Já na análise da 

variável 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 secundária. 

Para a variável IPSS, os pacientes do grupo SMD foram divididos em dois grupos 

distintos: o primeiro composto pelo prognóstico Favorável (FAV.) e prognóstico 

Intermediário-1 (INT-1) (FAV+INT-1); o segundo pelo prognóstico Desfavorável (DES) e 

intermediário-2 (INT-2) (DES+INT-2), segundo a classificação IPSS proposta por Greenberg 

et al. (1997). Assim, a análise mostrou que 32 pacientes (82,1%) estão inseridos dentro do 

grupo FAV+INT-1 e 7 pacientes (17,9%) foram agrupados dentro da categoria DES+INT-2. 

 

4.2 Análise dos polimorfismos por PCR-RFLP 

 

As distribuições dos genótipos referentes aos polimorfismos estudados para os genes 

XRCC5 (rs3835), XRCC6 (rs2267437), LIG4 (rs1805388), BRCA1 (rs4793191), 

BRCA2(rs9567623), RAD51(rs1801320) e ATM rs228593, para a correlação entre os 

indivíduos controles (n=82) e SMD (n=60) serão apresentados nas seções a seguir. 

 

4.2.1 Análise do polimorfismo rs228593 do gene ATM 

 

O polimorfismo rs228593 está localizado no braço longo do cromossomo 11 na 

posição 11q22-q23 na região intrônica do gene ATM (Figura 10). As frequências 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 frequência alélica foi de 46 (38,33%) 

para o alelo G e 74 (61,66%) para o alelo A. Não houve associação significante entre as 
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frequências alélicas selvagem (G) e mutante (A) para o polimorfismo rs228593 (p=0,314) 

(Tabela 5).  

Os genótipos analisados para o polimorfismo rs228593 encontram-se em equilíbrio de 

Hardy-Weinberg (p>0,05) (Tabela 5). Na análise das frequências genotípicas para o 

polimorfismo rs228593 pode-se observar que o genótipo homozigoto selvagem (GG), o 

heterozigoto (GA) e homozigoto mutante (AA) (Figura 11) apresentaram, respectivamente, as 

frequências 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 associação significante entre o grupo 

controle e pacientes do grupo SMD (p=0,021). No intuito de verificar qual genótipo está 

associado com o risco da doença, foi realizada a regressão logística multinominal, obtendo 

que o genótipo heterozigoto A/G está associado com a diminuição de risco de SMD (p=0,008, 

OR 0,225, IC 0,075-0,680) (Tabela 6). 

 

Figura 10: Representação do cromossomo 11 e a indicação (barra amarela) da localização do 

polimorfismo rs228593 do gene ATM 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

 

 

Gene/SNP Grupo 
Frequência 

Alélica 
p valor* Frequência Gênica p valor* H-W teste 

 

ATM 

rs228593 

 G A  GG GA AA  X
2
 

p 

valor 

Controle 
53 

(32,31) 

111 

(67,68) 
0,314 

6 

(7,31) 

41 

(50,0) 

35 

(42,68) 
0,021 1,675 0,1955 

SMD 
46 

(38,33) 

74 

(61,66) 
 

13 

(21,67) 

20 

(33,33) 

27 

(45,0) 
 5,219 0,0223 

Tabela 5: Genótipos, distribuição alélica e equilíbrio de Hardy-Weinberg nos grupos casos e 

controles para o SNP rs228593 do gene ATM. 

*Teste de Qui-quadrado (x
2
) de Pearson ou Fisher. Valor estatisticamente significante para p≤ 0,05 ou p≤0,001. 
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Figura 11: A) Gel de Eletroforese 1,5% de agarose em tampão TAE 1X. Representação dos 

spots de PCR resultantes da amplificação de uma região de 264pb do gene ATM. B) Gel de 

Eletroforese 3,0% de agarose em tampão TAE 1X 

 

 

 

 

 

 

 

 

Detecção dos genótipos na análise do SNP rs228593 do gene ATM . O produto de PCR foi digerido a partir da 

enzima de restrição Bcl I  por 3 horas a 60ºC.  As linhas 2, 5, 6, 7, 8, 12, 13 e 15 apresentam o perfil 

Homozigótico selvagem (GG); as linhas 3, 4, 9, 14 e 15 apresentam o perfil Heterozigótico (AG) e as linhas 10 e 

11 apresentam o perfil Homozigótico mutante (AA). A linha M consiste no marcador de peso molecular de 

100pb. 

 

Não foram encontradas significâncias nas análises de correlação da frequência 

genotípica do polimorfismo rs228593 do gene ATM no grupo SMD com as variáveis sócio-

demográficas de sexo (p=0,285), idade (p=0,782) e origem (p=0,408), e para as variáveis 

clínicas de cariótipo (p=0,336), celularidade da medula óssea (p=0,385) e para a classificação 

OMS (2008) (p=0,174) (Tabela 7).  

Variáveis   IC 95% para Exp (B) 

Grupos Genótipo Wald p valor Exp (B) Mínimo Máximo 

Controle 

GG      

GA      

AA      

SMD 

GG 3,449 0,063  0,944 8,352 

GA 6,992 0,008 0,225 0,075 0,680 

AA 3,449 0,063  0,120 1,059 

Tabela 6: Regressão logística multinominal para associar os genótipos do 

SNP rs228593 do gene ATM entre o grupo controle e o de pacientes com 

SMD.    

*Valor estatisticamente significante para p≤ 0,05 ou p≤0,001. 
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Em contrapartida foram encontradas significâncias para as variáveis clínicas do perfil 

de citopenias do sangue periférico (p=0,003) e os índices prognósticos obtidos com o IPSS 

(p=0,004) (Tabela 7). 

Na busca de identificar qual genótipo está relacionado com os padrões de citopenias, 

foi realizado o teste de regressão logística multinominal, obtendo-se uma associação 

significante entre o genótipo heterozigoto A/G e a faixa 0-1 da variável citopenia (p=0,032, 

OR 5,250, IC 1, 151-23,937) (Tabela 8). Adicionalmente, o teste de regressão logística 

multinominal mostrou significância na interação do genótipo heterozigoto A/G no índice de 

escore de prognóstico favorável para a classificação IPSS (1977) (p<0,001, OR 21,95, IC 

29,791-16,185) (Tabela 9). 

 

 

 

 

 

 

*Valor estatisticamente significante para p≤ 0,05. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*Valor estatisticamente significante para p≤ 0,05. 

Variáveis   IC 95% para Exp (B) 

Citopenias Genótipo Wald Exp(B) p valor Mínimo Máximo 

0-1 

GG 0,339  0,560 0,352 6,880 

AG 4,589 5,250 0,032 1,151 23,937 

AA 0,339  0,560 0,145 2,843 

2-3 

GG      

AG      

AA      

Variáveis   IC 95% para Exp (B) 

IPSS Genótipo Wald Exp (B) p valor Mínimo Máximo 

Favorável 

GG 0,137  0,711 0,013 19,562 

AG 355,177 21,95 0,000 29,791 16,185 

AA 0,137  0,711 0,051 78,250 

Intermediário 

GG 0,220  0,639 0,028 9,076 

AG      

AA 0,220  0,639 0,110 36,306 

Desfavorável 

GG      

AG      

AA      

Tabela 8: Regressão Logística Multinominal para correlacionar o genótipo 

do SNP rs228593 do gene ATM com os padrões de citopenias no grupo de 

pacientes com SMD.    

Tabela 9: Regressão Logística Multinominal para correlacionar o genótipo do SNP 

rs228593 do gene ATM com os grupos de risco do IPSS (GREENBERG et 

al.,1997) no grupo de pacientes com SMD.    
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Variáveis Frequência Gênica/% X2 Teste X2 Teste* OR (IC 95%) 

 GG AG AA Total X2 p AG+AA X2 P  

Sexo           

Masculino 5 (8,3) 9 (15,0) 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) 

Idade           
>60 anos 8 (13,6) 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) 1,930 0,408 32 (53,3) 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) 

Cariótipo           

Favorável 7 (15,9) 10 (22,7) 9 (20,5) 26 (59,1) 4,687 0,336 20 (45,5) 0,779 0,794  

Normal 3 (6,8) 2 (4,5) 5 (11,4) 10 (22,7)   7 (15,9)    
Desfavorável 1 (2,3) 1 (2,3) 6 (13,6) 8 (18,2)   7 (15,9)    

Cariótipo Normal 7 (15,9) 7 (15,9) 6 (13,6) 20 (45,5) 3,763 0,168 14 (31,8) 1,104 0,472  

Cariótipo 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 (12,5) 7 (14,6) 14 (29,2)   13 (27,1)    

Citopenia           

0-1 4 (6,7) 14 (23,3) 6 (10,0) 24 (40,0) 11,517 0,003 20 (33,3) 0,278 0,746 AA= 0,750(0,254-2,216) 
2-3 9 (15,0) 6 (10,0) 21 (35,0) 36 (60,0)   28 (46,7)   AG+GG= 1,071 (0,834-1,376) 

IPSS (Grupo de Risco)           

Favorável 1 (2,6) 7 (17,9) 2 (5,1) 10 (25,6) 14,304 0,004 9 (23,1) 1,903 0,427  

Intermediário 8 (20,5) 3 (7,7) 16 (41,0) 27 (69,2)   20 (51,3)    
Desfavorável 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 (10,0) 8 (13,3) 6,230 0,174 7 (11,7) 0,410 0,868  

Baixo Risco 11 (18,3) 15 (25,0) 20 (33,3) 46 (76,7)   36 (60,0)    
SMD Secundária  1 (1,7) 4 (6,7) 1 (1,7) 6 (10,0)   5 (8,3)    

OMS_ESTRATIFICADA           

5q- 0 (0,0) 0 (0,0) 2 (3,3) 2 (3,3) 17,783 0,110 2 (3,3) 2,917 0,887  

AREB I 0 (0,0) 1 (1,7) 2 (3,3) 3 (5,0)   3 (5,0)    

AREB II 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 SECUNDÁRIA 1 (1,7) 6 (10,0) 1 (1,7) 8 (13,3)   7 (11,7)    

           

Tabela 7: Associação da frequência gênica do SNP rs228593 do gene ATM entre os aspectos clínico-demográficos nos 
pacientes com SMD.   

*Teste de Qui-quadrado (x
2
) de Pearson ou Fisher. Valor estatisticamente significante para p≤ 0,05. 



62 

 

4.2.2 Análise do polimorfismo rs2267437 para o gene XRCC6 

O polimorfismo rs2267437 está localizado no cromossomo 22 na região 22q13.2 

promotora do gene XRCC6 (Figura 12). As frequências 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 frequência alélica foi de 83 (69,16%) para o alelo G e 37 (30,83%) 

para o alelo A. Não houve associação significante entre as frequências alélicas selvagem (G) e 

mutante (A) para o polimorfismo rs228593 (p=0,700) (Tabela 10). 

Os genótipos analisados para o polimorfismo rs2267437 encontram-se em equilíbrio 

de Hardy-Weinberg (p>0,05) (Tabela 10). Na análise das frequências genotípicas para o 

polimorfismo rs2267437 pode-se observar que o alelo homozigoto selvagem (GG), o 

heterozigoto (GC) e o homozigoto mutante (CC) (Figura 13) apresentaram, respectivamente, 

as frequências 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, não foi 

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

 

Figura 12: Representação do cromossomo 22 e indicação (barra amarela) da localização do 

polimorfismo rs2267437 do gene XRCC6. 

 

 

 

 

 

 

 

Não foram encontradas significâncias nas análises de correlação da frequência 

genotípica do SNP rs2267437 para o gene XRCC6 no grupo SMD com as variáveis sócio-

demográficas de sexo (p=0,798), idade (p=1,000) e origem (p=0,923), como também para as 

variáveis clínicas de número de citopenias no sangue periférico (0,172), para o índice 

prognóstico do IPSS (p=0,101) e para a classificação OMS (BRUNNING et al., 2008) 

estratificada (p=0,331) e categorizada (p=0,111) (Tabela 11). 

Adicionalmente, obtivemos uma correlação significante (p=0,018) na análise dos 

cariótipos (normal x alterado) da medula óssea dos pacientes com SMD e sua interação com 

Fonte: http://ghr.nlm.nih.gov/gene/ 
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os genótipos do SNP rs2267437 para o gene XRCC6 (Tabela 11). Em seguida, foi realizado o 

teste de regressão logística multinominal, obtendo-se uma associação significante para o 

genótipo 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 variável de cariótipo normal (Tabela 12). 

Na análise da correlação dos genótipos do polimorfismo rs2267437 com as variáveis 

de celularidade da medula óssea em pacientes com SMD, verificamos uma associação 

significante com p=0,043. Nesta análise, observamos associação significante (p=0,023, OR 

5,556, IC 1,270-24,239) entre o genótipo C/G e a variável de Normo+Hipercelularidade na 

medula óssea (Tabela 11). Na associação entre genótipo mutante (CG+GG) obtivemos 

resultado significante também com a variável Normo+Hipercelularidade na medula óssea 

(p=0,023, OR 4,792, IC 1,238-18,546) (Tabela 13). 

 

 

 

Gene/SNP Grupo 
Frequência 

Alélica 
p valor* Frequência Gênica p valor* H-W teste 

 

XRCC6  
rs2267437 

 C G 

0,700 

CC CG GG 

0,704 

X
2
 

p 

valor 

Controle 
109 

(66,46) 

55 

(33,53) 

40 

(48,7) 

33 

(40,2) 

9 

(10,9) 
0,304 0,581 

SMD 
83 

(69,16) 

37 

(30,83) 

27 

(45,0) 

28 

(46,6) 

5 

(8,33) 
2,242 0,134 

Tabela 10: Genótipos, Distribuição Alélica e Equilíbrio de Hardy-Weinberg nos grupos casos e 
controles para o SNP rs2267437 do XRCC6. 

*Teste de Qui-quadrado (x
2
) 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 tampão TAE 1X. Representação dos 

spots de PCR resultantes da amplificação de uma região de 320pb do gene XRCC6. B) Gel de 

Eletroforese 3,0% de agarose em tampão TAE 1X.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Detecção dos genótipos na análise do SNP rs2267437 do gene XRCC6. O produto de PCR foi digerido a 

partir da enzima de restrição Ban I por 3 horas a 63ºC.  As linhas 2, 3, 5, 7 e 10 apresentam o perfil 

Homozigótico selvagem (CC); as linhas 4, 8 e 9 apresentam o perfil Heterozigótico (CG) e as linhas 6 e 

11 apresentam o perfil Homozigótico mutante (GG). A linha M consiste no marcador de peso molecular 

de 100pb. 
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Variáveis Frequência Gênica/% X2 Teste X2 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 (5,0) 29 (48,3)   17 (28,3)   CG+GG= 0,880 (0,557-1,392) 

Idade           
>60 anos 17 (28,3) 18 (30,0) 3 (5,0) 38 (63,3) 0,036 1,000 21 (35,0) 0,003 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 (5,0) 37 (61,7) 0,153 0,923 21 (35,0) 0,120 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) 

Cariótipo           

Favorável 8 (18,2) 15 (34,1) 3 (6,8) 26 (59,1) 5,654 0,147 18 (40,9) 5,455 0,089  

Normal 3 (6,8) 6 (13,6) 1 (2,3) 10 (22,7)   7 (15,9)    
Desfavorável 6 (13,6) 2 (4,5) 0 (0,0) 8 (18,2)   2 (4,5)    

Cariótipo Normal 3 (6,8) 14 (31,8) 2 (4,5) 19 (43,2) 7,526 0,018 16 (36,4) 7,362 0,012  

Cariótipo Alterado 14 (31,8) 9 (20,5) 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 (2,0) 14 (28,6)   4 (8,2)    

Citopenia           

0-1 9 (15,0) 11 (18,3) 4 (6,7) 24 (40,0) 3,839 0,172 15 (25,0) 0,909 0,430 CC= 0,750(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 (2,6) 0 (0,0) 6 (15,4)   1 (2,6)    

OMS_CATEGORIZADA           

Alto Risco 7 (11,7) 1 (1,7) 0 (0,0) 8 (13,3) 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 Secundária 2 (3,3) 3 (5,0) 1 (1,7) 6 (10,0)   4 (6,7)    

OMS_ESTRATIFICADA           

5q- 1 (1,7) 1 (1,7) 0 (0,0) 2 (3,3) 13,491 0,331 1 (1,7) 10,038 0,112  

AREB I 3 (5,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 3 (5,0)   0 (0,0)    

AREB II 4 (6,7) 1 (1,7) 0 (0,0) 5 (8,3)   1 (1,7)    

CRDM 12 (20,0) 15 (25,0) 1 (1,7) 28 (46,7)   16 (26,7)    

AR 2 (3,3) 3 (5,0) 1 (1,7) 6 (10,0)   4 (6,7)    

ARSA 1 (1,7) 5 (8,3) 2 (3,3) 8 (13,3)   7 (11,7)    

SMD SECUNDÁRIA 4 (6,7) 3 (5,0) 1 (1,7) 8 (13,3)   4 (6,7)    
           

*Teste de Qui-quadrado (x
2
) de Pearson ou Fisher. Valor estatisticamente significante para p≤ 0,05.  

Tabela 11: Associação da frequência gênica do SNP rs2267437 do gene XRCC6 entre os aspectos clínico-demográficos 

nos pacientes com SMD.   
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Variáveis 
 

 
IC 95% para Exp 

(B) 

Citogenética Genótipo Wald Exp (B) p valor Mínimo Máximo 

Cariótipo 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 

Cariótipo Alterado CC      

 CG      

 GG      

 CG+GG      

Variáveis   IC 95% para Exp (B) 

Celularidade MO Genótipo Wald Exp (B) p valor Mínimo Máximo 

Hipocelular 

CC      

CG      

GG      

CC      

CG+GG      

Normo+Hipercelular 

CC 0,554 0,400 0,457 0,036 4,470 

CG 5,189 5,556 0,023 1,270 24,239 

GG 0,554 2,500 0,457 0,224 27,904 

CC 5,149 0,290 0,023 0,054 0,808 

CG+GG 5,149 4,792 0,023 1,238 18,546 

Tabela 12: Regressão Logística Multinominal para correlacionar o genótipo do SNP 

rs2267437 do gene XRCC6 com as classificações obtidas na análise citogenética no 

grupo de pacientes com SMD.    

*Valor estatisticamente significante para p≤ 0,05. 

Tabela 13: Regressão Logística Multinominal para correlacionar o genótipo do SNP 

rs2267437 do gene XRCC6 com as classificações obtidas na análise da celularidade da 

medula óssea no grupo de pacientes com SMD.    

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

 

O polimorfismo rs3835 está localizado no cromossomo 2 na região 2q33.2-36.1 

intrônica do gene XRCC5 (Figura 14). As frequências 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 frequência alélica foi de 74 (61,66%) para o alelo A e 46 (38,33%) para o alelo 

G. Não houve associação significante entre as frequências alélicas selvagem (A) e mutante 

(G) para o polimorfismo rs3835 (p=0,146) (Tabela 14). 

 

Figura 14: Representação do cromossomo 2 e indicação (barra amarela) da localização do 

polimorfismo rs3835 do gene XRCC5. 

 

 

 

 

 

 

Os genótipos analisados para o polimorfismo rs3835 encontram-se em equilíbrio de 

Hardy-Weinberg (p>0,05) (Tabela 14). Na análise das frequências genotípicas 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 

frequências 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 associação significante entre o grupo controle e o grupo SMD (p<0,001). Associamos 

o genótipo A/G do polimorfismo rs3835 (p<0,001, OR 0,100, IC 0,035-0,289) com a 

diminuição de risco para SMD (Tabela 15). 

Não foram encontradas significâncias nas análises de correlação da frequência 

genotípica do polimorfismo rs3835 do gene XRCC5 no grupo SMD com as variáveis sócio-

demográficas de sexo (p=0,504), idade (p=0,517) e origem (p=0,283), e para as variáveis 

clínicas de cariótipo (p=0,248), celularidade da medula óssea (p=0,567), número de citopenias 

Fonte: http://ghr.nlm.nih.gov/gene/XRCC5 
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no sangue periférico (0,563) e para a classificação OMS (2008) estratificada (p=0,284) e 

categorizada (p=861) (Tabela 16).  

 

Figura 15: A) Gel de Eletroforese 1,5% de agarose em tampão TAE 1X. Representação dos 

spots de PCR resultantes da amplificação de uma região de 151pb do gene XRCC5. B) Gel de 

Eletroforese 3,0% de agarose em tampão TAE 1X. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gene/SNP Grupo 
Frequência 

Alélica 
p valor* Frequência Gênica 

p 

valor* 
H-W teste 

 

XRCC5 

rs3835 

 A G  AA AG GG  X
2
 

p 

valor 

Controle 
86 

(52,44) 

78 

(47,56) 
0,146 

5 

(6,0) 

76 

(92,6) 

1 

(1,2) 
0,000 60,258 0,0001 

SMD 
74 

(61,66) 

46 

(38,33) 
 

21 

(35,0) 

32 

(53,3) 

7 

(11,6) 
 0,9843 0,3211 

Tabela 14: Genótipos, Distribuição Alélica e Equilíbrio de Hardy-Weinberg nos grupos casos 

e controles para o SNP rs3835 do gene XRCC5. 
 

 

*Teste de Qui-quadrado (x
2
) de Pearson ou Fisher. Valor estatisticamente significante para p≤ 0,05. 

Detecção dos genótipos na análise do SNP rs3835 do gene XRCC5. O produto de PCR foi 

digerido a partir da enzima de restrição Alu I por 3 horas a 52ºC.  A linha 13 apresenta o perfil 

Homozigótico selvagem (AA); as linhas 2-10, 12, 14 e 15 apresentam o perfil Heterozigótico 

(AG) e a linha 11 apresenta o perfil Homozigótico mutante (GG). A linha M consiste no marcador 

de peso molecular de 100pb. 
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Variáveis   IC 95% para Exp (B) 

Grupos Genótipo Wald Exp (B) p valor Mínimo Máximo 

Controle 

AA      

AG      

GG      

SMD 

AA 0,188 0,600 0,665 0,059 6,052 

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. 

Tabela 15: Regressão Logística Multinominal para associar os genótipos do 

SNP rs3835 do gene XRCC5 entre o grupo controle e o de pacientes com 

SMD.    
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Variáveis Frequência Gênica/% X2 Teste X2 Teste* OR (IC 95%) 

 AA AG GG Total X2 p AG+GG X2 p  

Sexo           

Masculino 9 (15,0) 19 (31,7) 3 (5,0) 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 (45,0) 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 (45,0) 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) 

Cariótipo           
Favorável 7 (15,9) 17 (38,6) 2 (4,5) 26 (59,1) 5,345 0,248 19 (43,2) 2,448 0,347  

Normal 5 (11,4) 3 (6,8) 2 (4,5) 10 (22,7)   5 (11,4)    

Desfavorável 4 (9,1) 4 (9,1) 0 (0,0) 8 (18,2)   4 (9,1)    

Cariótipo Normal 4 (9,1) 13 (29,5) 2 (4,5) 19 (43,2) 3,412 0,229 15 (34,1) 3,388 0,113  
Cariótipo Alterado 12 (27,3) 11 (25,0) 2 (4,5) 25 (56,8)   13 (29,5)    

Celularidade MO           

Normo+Hipercelular 9 (18,4) 21 (42,9) 5 (10,2) 35 (71,4) 2,756 0,323 26 (53,1) 2,682 0,176  

Hipocelular 7 (14,3) 6 (12,2) 1 (2,0) 14 (28,6)   7 (14,3)    

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 (5,0) 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 (7,7) 0 (0,0) 7 (17,9)   3 (7,7)    

OMS_CATEGORIZADA           

Alto Risco 2 (3,3) 5 (8,3) 1 (1,7) 8 (13,3) 1,485  0,861  6 (10,0) 0,436 0,896  
Baixo Risco 17 (28,3) 23 (38,3) 6 (10,0) 46 (76,7)   27 (48,3)    

SMD Secundária 2 (3,3) 4 (6,7) 0 (0,0) 6 (10,0)   4 (6,7)    

OMS_ESTRATIFICADA           

5q- 2 (3,3) 0 (0,0) 0 (0,0) 2 (3,3) 14,156 0,284 0 (0,0) 8,885 0,177  
AREB I 3 (5,0) 5 (8,3) 0 (0,0) 3 (5,0)   5 (8,3)    

AREB II 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 (5,0)    
ARSA 2 (3,3) 3 (5,0) 0 (0,0) 8 (13,3)   3 (5,0)    

SMD SECUNDÁRIA 0 (0,0) 8 (13,3) 0 (0,0) 8 (13,3)   6 (10,0)    

Tabela 16: Associação da frequência gênica do SNP rs3835 do gene XRCC5 entre os aspectos clínico-demográficos 

nos pacientes com SMD.   

*Teste de Qui-quadrado (x
2
) de Pearson ou Fisher. Valor estatisticamente significante para p≤ 0,05. 
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4.2.4 Análise do polimorfismo rs1805388 para o gene LIG4 

 

O polimorfismo rs1805388 está localizado no cromossomo 13 na região 13q33 do 

éxon do gene LIG4 (Figura 16). As frequências 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 frequência alélica foi de 81 (67,50%) para o alelo T e 39 (32,50%) para o alelo C. Não 

houve associação significante entre as frequências alélicas selvagem (T) e mutante (C) para o 

polimorfismo rs1805388 (p=0,705) (Tabela 17). 

 

  

 

 

 

 

 

Fonte: http://ghr.nlm.nih.gov/gene/LIG4 

 

Os genótipos analisados para o polimorfismo rs1805388 não se encontravam em 

equilíbrio de Hardy-Weinberg (p<0,001) (Tabela 17). Na análise das frequências genotípicas 

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 

frequências 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, não 

foram obtidas associações significantes entre o grupo controle e o grupo SMD (p=0,590) 

(Tabela 17). 

Não foram encontradas significâncias nas análises de correlação da frequência 

genotípica do polimorfismo rs1805388 do gene LIG4 no grupo SMD com as variáveis sócio-

demográficas de sexo (p=0,788), idade (p=0,577) e origem (p=0,781), e para as variáveis 

clínicas de cariótipo (p=0,508), celularidade da medula óssea (p=0,501), número de citopenias 

no sangue periférico (p=0,582), índice de prognóstico do IPSS (p=0,647) e para a 

Figura 16: Representação do cromossomo 13 e indicação 

(barra amarela) da localização do polimorfismo rs1805388 do 

gene LIG4.  
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classificação OMS (BRUNNING et al., 2008) estratificada (p=0,732) e categorizada 

(p=0,521) (Tabela 18). 

 

 

 

 

Figura 17: A) Gel de Eletroforese 1,5% de agarose em tampão TAE 1X. Representação dos 

spots de PCR resultantes da amplificação de uma região de 121pb do gene LIG4. B) Gel de 

Eletroforese 3,0% de agarose em tampão TAE 1X. 

 

 

 

Gene/SNP Grupo 
Frequência 

Alélica 
p valor* Frequência Gênica p valor* H-W teste 

 

LIG4 

rs1805388 

 T C  TT TC CC  X
2
 

p 

valor 

Controle 
107 

(65,24) 

57 

(34,75) 
0,705 

25 

(30,4) 

57 

(69,5) 

0 

(0,00) 
0,590 81,551 0,0001 

SMD 
81 

(67,5) 

39 

(32,5) 
 

21 

(35,0) 

39 

(65,0) 

0 

(0,00) 
 33,300 0,0001 

Tabela 17: Genótipos, Distribuição Alélica e Equilíbrio de Hardy-Weinberg nos grupos casos e 

controles para o SNP rs1805388 do gene LIG4. 

Detecção dos genótipos na análise do SNP rs1805338 do gene LIG4. O produto de PCR foi digerido a 

partir da enzima de restrição HpyCH4III por 3 horas a 52ºC.  As linhas 2, 4-7, 9 e 12 apresenta o perfil 

Homozigótico selvagem (TT) e as linhas 3, 8, 10, 11 E 13 apresentam o perfil Heterozigótico (TC). 

Não houve frequência do perfil Homozigótico mutante (CC) nas amostras analisadas. A linha M 

consiste no marcador de peso molecular de 100pb. 

*Teste de Qui-quadrado (x
2
) de Pearson ou Fisher. Valor estatisticamente significante para p≤ 0,05. 
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Variáveis Frequência Gênica/% X2 Teste X2 Teste* OR (IC 95%) 

 TT TC CC Total X2 P TC+CC X2 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 (0,0) 22 (36,7)   12 (20,0)   TC+CC= 1,206(0,773-1,882) 

Origem           

Urbano 12(20,0) 25 (41,7) 0 (0,0) 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 (23,0) 0 (0,0) 23 (38,3)   13 (21,7)   TC+CC= 1,148 (0,747-1,764) 

Cariótipo           

Favorável 7 (15,9) 19 (43,2) 0 (0,0) 26 (59,1) 1,651 0,508 19 (43,2) 2,448 0,347  

Normal 4 (9,1) 6 (13,6) 0 (0,0) 10 (22,7)   5 (11,4)    
Desfavorável 4 (9,1) 4 (9,1) 0 (0,0) 8 (18,2)   4 (9,1)    

Cariótipo Normal 4 (9,1) 15 (34,1) 0 (0,0) 19 (43,2) 2,530 0,199     

Cariótipo alterado 11 (25,0) 14 (31,8) 0 (0,0) 25 (56,8)       

Celularidade MO           

Normo+Hipercelular 6 (12,2) 8 (16,3) 0 (0,0) 14 (28,6) 0,928 0,501 7 (14,3) 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 (0,0) 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 (0,0) 10 (25,6) 0,613 0,647 22 (56,4) 0,399 0,658  

Ruim+Int-2 3 (7,7) 3 (7,7) 0 (0,0) 6 (15,4)   3 (7,7)    

OMS_CATEGORIZADA           

Alto Risco 2 (3,3) 6 (10,0) 0 (0,0) 8 (13,3) 1,583 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 Secundária 1 (1,7) 5 (8,3) 0 (0,0) 6 (10,0)   5 (8,3)    

OMS_ESTRATIFICADA           

5q- 1 (1,7) 1 (1,7) 0 (0,0) 2 (3,3) 3,888 0,732 1 (1,7) 5,394 0,534  

AREB I 0 (0,0) 3 (5,0) 0 (0,0) 3 (5,0)   3 (5,0)    

AREB II 2 (3,3) 3 (5,0) 0 (0,0) 5 (8,3)   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) 5 (8,3) 0 (0,0) 8 (13,3)   5 (8,3)    

SMD SECUNDÁRIA 2 (3,3) 6 (10,0) 0 (0,0) 8 (13,3)   6 (10,0)    
           

*Teste de Qui-quadrado (x
2
) de Pearson ou Fisher. Valor estatisticamente significante para p≤ 0,05. 

Tabela 18: Associação da frequência gênica do SNP rs1805388 do gene LIG4 entre os aspectos clínico-

demográficos nos pacientes com SMD.   
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4.2.5 Análise do polimorfismo rs1801320 do gene RAD51 

 

O polimorfismo rs1801320 está localizado no cromossomo 15 na porção do braço 

longo q15.1 na região 5‟ untranslated do gene RAD51 (Figura 18). As frequências 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 frequência alélica foi de 103 (85,83%) 

para o alelo G e 17 (14,16%) para o alelo C. Não houve associação significante entre as 

frequências alélicas selvagem (G) e mutante (C) para o polimorfismo rs1801320 (p=0,420) 

(Tabela 19). 

 

Figura 18: Representação do cromossomo 15 e indicação (barra amarela) da localização do 

polimorfismo rs1801320 do gene RAD51. 

 

 

 

 

 

 

 

Os genótipos analisados para o polimorfismo rs1801320 encontram-se em equilíbrio 

de Hardy-Weinberg (p>0,05) (Tabela 19). Na análise das frequências genotípicas 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 

frequências 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 associação significante em “borderline” 

entre o grupo controle e o grupo SMD (p=0,059) (Tabela 19). No intuito de verificar qual 

genótipo está associado com o risco da doença, foi realizada a regressão logística 

multinominal, obtendo que o genótipo heterozigoto G/C está associado com a diminuição de 

risco de SMD (p=0,05, OR 0,453, IC 0,203-1,009) (Tabela 20).  

Fonte: http://ghr.nlm.nih.gov/gene/RAD51 
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Não foram encontradas significâncias nas análises de correlação da frequência 

genotípica do polimorfismo rs1801320 do gene RAD51 no grupo SMD com as variáveis 

sócio-demográficas de sexo (p=1,000) e origem (p=0,777), e para as variáveis clínicas de 

cariótipo (p=0,250), celularidade da medula óssea (p=0,230), índice prognóstico do IPSS 

(p=218) e para a classificação OMS (2008) categorizada (p=0,876) e estratificada (p=0,610) 

(Tabela 21). 

Foram encontradas significâncias para a variável sócio-demográfica de idade (dividida 

em >60, maior que 60 anos, e <60, menor que 60 anos) com p=0,039 (Tabela 21). 

Identificamos que o genótipo 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 associações significantes para as variáveis clínicas 

do perfil de citopenias do sangue periférico (p=0,031) no grupo de pacientes com SMD 

(Tabela 21). Identificamos também que o genótipo selvagem G/G está 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). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gene/SNP Grupo 
Frequência 

Alélica 
p valor* Frequência Gênica p valor* H-W teste 

 

RAD51 

rs1801320 

 G C  GG GC CC 

0,05 

X
2
 

p 

valor 

Controle 
134 

(81,70) 

30 

(18,29) 
0,420 

53 

(64,6) 

28 

(34,1) 

1 

(1,2) 
3,635 0,197 

SMD 
103 

(85,83) 

17 

(14,16) 
 

46 

(76,6) 

11 

(18,3) 

3 

(5,0) 
1,660 0,056 

Variáveis   IC 95% para Exp (B) 

Grupos Genótipo Wald Exp(B) p valor Mínimo Máximo 

Controle 

GG      

GC      

CC      

SMD 

GG 1,120 0,289 0,290 0,029 2,878 

GC 3,757 0,453 0,053 0,203 1,009 

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

Tabela 19: Genótipos, Distribuição Alélica e Equilíbrio de Hardy-Weinberg nos grupos casos e 
controles para o SNP rs1801320 do gene RAD51. 

*Teste de Qui-quadrado (x
2
) de Pearson ou Fisher. Valor estatisticamente significante para p≤ 0,05. 

Tabela 20: Regressão Logística Multinominal para associar os genótipos do 

SNP rs1801320 do gene RAD51 entre o grupo controle e o de pacientes com 

SMD.    

*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 tampão TAE 1X. Representação dos 

spots de PCR resultantes da amplificação de uma região de 157pb do gene RAD51. B) Gel de 

Eletroforese 3,0% de agarose em tampão TAE 1X. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Detecção dos genótipos na análise do SNP rs1801320 do gene RAD51. O produto de PCR foi digerido a 

partir da enzima de restrição BstN I por 10 horas a 60ºC.  As linhas 2, 3, 5, 6, 8, 10-12, 14 e 15 apresenta 

o perfil Homozigótico selvagem (GG); as linhas 7, 9, 13 e 14 apresentam o perfil Heterozigótico (GC) e a 

linha 4 apresentam o perfil Homozigótico mutante (CC). A linha M consiste no marcador de peso 

molecular de 100pb. 
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Variáveis Frequência Gênica/% X2 Teste X2 Teste* OR (IC 95%) 

 GG GC CC Total X2 P GC+CC X2 P  

Sexo           

Masculino 23 (38,3) 6 (10,0) 2 (3,3) 31 (51,7) 0,358 1,000 8 (13,3) 0,219 0,763 GG= 0,935 (0,708-1,236) 

Feminino 23 (38,3) 5 (8,3) 1 (1,7) 29 (48,3)   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) 3,297 0,112 GG= 1,323 (0,938-1,868) 

<60 anos 10 (23,3) 5 (8,3) 3 (5,0) 22 (36,7)   8 (13,3)   GC+CC= 0,434 (0,173-1,089) 

Origem           

Urbano 27 (45,0) 8 (13,3) 2 (3,3) 37 (61,7) 0,773 0,777 10 (16,7) 0,736 0,534 GG= 0,883 (0,673-1,159) 
Rural 19 (31,7) 3 (5,0) 1 (1,7) 23 (38,3)   4 (6,7)   GC+CC= 1,554 (0,551-4,380) 

Cariótipo           

Favorável 18 (40,9) 7 (15,9) 1 (2,3) 26 (59,1) 5,047 0,250 8 (18,2) 2,356 0,376  

Normal 9 (20,5) 1 (2,3) 0 (0,0) 10 (22,7)   1 (2,3)    
Desfavorável 7 (15,9) 0 (0,0) 1 (2,3) 8 (18,2)   1 (2,3)    

Cariótipo Normal 12 (27,3) 6 (13,6) 1 (2,3) 19 (43,2) 4,201 0,106 7 (15,9) 3,794 0,074  

Cariótipo Alterado 22 (50,0) 2 (4,5) 1 (2,3) 25 (56,8)   3 (6,8)    

Celularidade MO           

Normo+Hipercelular 28 (57,1) 7 (8,2) 0 (0,0) 35 (71,4) 3,154 0,230 5 (10,2) 1,335 0,285  

Hipocelular 9 (18,4) 4 (8,2) 1 (2,0) 14 (28,6)   7 (14,3)    

Citopenia           

0-1 22 (36,7) 2 (3,3) 0 (0,0) 24 (40,0) 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 (17,9) 1 (2,6) 33 (84,6) 3,152 0,218 8 (20,5) 0,164 1,000  

Ruim+Int-2 5 (12,8) 0 (0,0) 1 (2,6) 6 (15,4)   1 (2,6)    

OMS_CATEGORIZADA           

Alto Risco 6 (10,0) 1 (1,7) 1 (1,7) 8 (13,3) 1,474 0,876 11 (18,3) 0,170 1,000  

Baixo Risco 35 (58,3) 9 (15,0) 2 (3,3) 46 (76,7)   2 (3,3)    

SMD Secundária 5 (8,3) 1 (1,7) 0 (0,0) 6 (10,0)   1 (1,7)    

OMS_ESTRATIFICADA           

5q- 2 (3,3) 0 (0,0) 0 (0,0) 2 (3,3) 9,780 0,610 0 (0,0) 5,317 0,525  

AREB I 2 (3,3) 1 (1,7) 0 (0,0) 3 (5,0)   1 (1,7)    

AREB II 4 (6,7) 0 (0,0) 1 (1,7) 5 (8,3)   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 (10,0)   2 (3,3)    

ARSA 8 (13,3 0 (0,0) 0 (0,0) 8 (13,3)   0 (0,0)    

SMD SECUNDÁRIA 7 (11,7) 1 (1,7) 0 (0,0) 8 (13,3)   1 (1,7)    
           

*Teste de Qui-quadrado (x
2
) de Pearson ou Fisher. Valor estatisticamente significante para p≤ 0,05. 

Tabela 21: Associação da frequência gênica do SNP rs1801320 do gene RAD51 entre os aspectos clínico-

demográficos nos pacientes com SMD.   
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4.2.6 Análise do polimorfismo rs4793191 do gene BRCA1 

 

O polimorfismo rs4793191 está localizado no cromossomo 17 na região 17q21 do 

éxon do gene BRCA1 (Figura 20). As frequências 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 frequência alélica foi de 81 (67,50%) para o alelo T e 39 (32,50%) para o alelo 

C. Não houve associação significante entre as frequências alélicas selvagem (T) e mutante (C) 

para o polimorfismo rs4793191 (p=0,705) (Tabela 24). 

 

   IC 95% para Exp (B) 

Grupos Genótipo Wald OR p valor Mínimo Máximo 

<60 

      

      

      

>60 

GG 795,091 24,521 0,000 64,033 93,907 

GC 0,885 0,525 0,347  0,137 2,011 

CC      

   IC 95% para Exp (B) 

Grupos Genótipo Wald OR p valor Mínimo Máximo 

 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      

2-3 

GG      

GC      

CC      

Tabela 23: Regressão Logística Multinominal para correlacionar o genótipo 

do SNP rs1801320 do gene RAD51 com os padrões de citopenias no grupo 

de pacientes com SMD.     

*Valor estatisticamente significante para p≤ 0,05. 

Tabela 22: Regressão Logística Multinominal para correlacionar o genótipo 

do SNP rs1801320 do gene RAD51 com as variáveis de idade no grupo de 

pacientes com SMD.     

*Valor estatisticamente significante para p≤ 0,05. 
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Figura 20: Representação do cromossomo 17 e indicação (barra amarela) da localização do 

polimorfismo rs4793191 do gene BRCA1. 

 

 

 

 

 

 

 

Os genótipos analisados para o polimorfismo rs1805388 encontram-se em equilíbrio 

de Hardy-Weinberg (p>0,05) (Tabela 24). Na análise das frequências genotípicas 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 

frequências 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, não 

foram obtidas associações significantes entre o grupo controle e pacientes do grupo SMD 

(p=0,590) (Tabela 24). 

Não foram encontradas significâncias nas análises de correlação da frequência 

genotípica do polimorfismo rs4793191 do gene BRCA1 no grupo SMD com as variáveis 

sócio-demográficas de sexo (p=1,000), idade (p=0,200) e origem (p=0,435), e para as 

variáveis clínicas de cariótipo (p=0,965), celularidade da medula óssea (p=0,372), número de 

citopenias no sangue periférico (p=0,795), índice de prognóstico do IPSS (p=0,714) e para a 

classificação OMS (2008) estratificada (p=0,305) e categorizada (p=0,227) (Tabela 25). 

 

Fonte: http://ghr.nlm.nih.gov/gene/BRCA1 
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Figura 21: A) Gel de Eletroforese 1,5% de agarose em tampão TAE 1X. Representação dos 

spots de PCR resultantes da amplificação de uma região de 401pb do gene BRCA1. B) Gel de 

Eletroforese 3,0% de agarose em tampão TAE 1X. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gene/SNP Grupo 
Frequência 

Alélica 
p valor* Frequência Gênica p valor* H-W teste 

 

BRCA1 

rs4793191 

 A G  AA AG GG 

0,327 

X
2
 

p 

valor 

Controle 
106 

(65,03) 

56 

(34,35) 
0,542 

33 

(40,7) 

40 

(49,3) 

8  

(9,8) 
0,680 0,409 

SMD 
81 

(67,5) 

31 

(25,83) 
 

27  

(48,2) 

27 

(48,2) 

2 

(3,5) 
42,630 0,0001 

Tabela 24: Genótipos, Distribuição Alélica e Equilíbrio de Hardy-Weinberg nos grupos casos e 

controles para o SNP rs4793191 do gene BRCA1. 

*Teste de Qui-quadrado (x
2
) de Pearson ou Fisher. Valor estatisticamente significante para p≤ 0,05. 

Detecção dos genótipos na análise do SNP rs4793191 do gene BRCA1. O produto de PCR foi digerido 

a partir da enzima de restrição PstI por 3 horas a 37ºC.  A linha 15 apresenta o perfil Homozigótico 

Selvagem; as linhas 10, 12 e 14 apresentam perfil Heterozigótico (GC) e as linhas 2-9, 11, 13 e 16 

apresentam o perfil Homozigótico mutante (GG). A linha M consiste no marcador de peso molecular de 

100pb. 
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Variáveis Frequência Gênica/%  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) 

AG+GG= 0,929 (0,561-1,538) Feminino 12 (21,4) 13 (23,2) 1 (1,8) 26 (46,4)   14 (25,0)   

Idade           
>60 anos 14 (25,0) 20 (35,7) 2 (3,6) 36 (64,3) 4,056 0,200 22 (39,3) 3,511 0,094 AA= 0,750 (0,440-1,277) 

AG+GG= 1,333 (0,753-2,360) <60 anos 13 (23,2) 7 (12,5) 0 (0,0) 20 (35,7)   7 (12,5)   

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 (0,0) 21 (37,5)   9 (16,1)    

Cariótipo           

Favorável 12 (29,3) 12 (29,3) 1 (2,4) 25 (61,0) 1,563 0,965 13 (31,7) 0,322 0,911  

Normal 3 (7,3) 4 (9,8) 1 (2,4) 8 (19,5)   5 (12,2)    
Desfavorável 4 (9,8) 4 (9,8) 0 (0.0) 8 (19,5)   4 (9,8)    

Cariótipo Normal 8 (19,5) 9 (22,0) 1 (2,4) 18 (43,9) 0,065 1,000 10 (24,4) 0,046 1,000  

Cariótipo Alterado 11 (26,8) 11 (26,8) 1 (2,4) 23 (56,1)   12 (29,3)    

Celularidade MO           

Normo+Hipercelular 11 (24,4) 19 (42,2) 2 (4,4) 32 (71,1) 1,980 0,372 6 (13,3) 1,460 0,317 AA=1,566 (0,782-3,137) 

AG+GG=0,703 (0,371-1,332) Hipocelular 7 (15,6) 6 (13,3) 0 (0,0) 13 (28,9)   21 (46,7)   

Citopenia           

0-1 9 (16,1) 12 (21,4) 1 (1,8) 22 (39,3) 0,799 0,795 13(23,2) 0,774 0,423 AA= 0,773 (0,427-1,399) 
AG+GG= 1,256 (0,763-2,066) 2-3 18 (32,1) 15 (26,8) 1 91,8) 34 (60,7)   16 (28,6)   

IPSS (Grupo de Risco)           

Bom+Int-1 14 (37,8) 16 (43,2) 1 (2,7) 31 (83,8) 1,017 0,714 17 (45,9) 0,931 0,405  

Ruim+Int-2 4 (10,8) 2 (5,4) 0 (0,0) 6 (16,2)   2 (5,4)    

OMS_CATEGORIZADA           

Alto Risco 5 (8,9) 3 (5,4) 0 (0,0) 8 (14,3) 5,757 0,227 3 (5,4) 2,255 0,426  

Baixo Risco 21 (37,5) 21 (37,5) 1 (1,8) 43 (76,8)   22 (39,3)    

SMD Secundária 1 (1,8) 3 (5,4) 1 (1,8) 5 (8,9)   4 (7,1)    

OMS_ESTRATIFICADA           

5q- 0 (0,0) 2 (3,6) 0 (0,0) 2 (3,6) 13,985 0,305 2 (3,6) 8,854 0,179  

AREB I 2 (3,6) 1 (1,8) 0 (0,0) 3 (5,4)   1 (1,8)    

AREB II 3 (5,4) 2 (3,6) 0 (0,0) 5 (8,9)   2 (3,6)    

CRDM 13(23,2) 13 (23,2) 0 (0,0) 26 (46,4)   13 (23,2)    

AR 5 (8,9) 1 (1,8) 0 (0,0) 6 (10,7)   1 (1,8)    

ARSA 1 (1,8) 5 (8,9) 1 (1,8) 7 (12,5)   6 (10,7)    

SMD SECUNDÁRIA 3 (5,4) 3 (5,4) 1 (1,8) 7 (12,5)   4 (7,1)    
           

Tabela 25: Associação da frequência gênica do SNP rs4793191 do gene BRCA1 entre os aspectos clínico-

demográficos nos pacientes com SMD.   

*Teste de Qui-quadrado (x
2
) de Pearson ou Fisher. Valor estatisticamente significante para p≤ 0,05. 
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4.2.7 Análise para o polimorfismo rs9567623 do gene BRCA2. 

O polimorfismo rs9567623 está localizado no cromossomo 13 na região 13q12.3 do 

intron do gene BRCA2 (Figura 22). As frequências 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 frequência alélica foi de 59 (49,16%) para o alelo C e 26 (21,66%) para o alelo 

T. Não houve associação significante entre as frequências alélicas selvagem (C) e mutante (T) 

para o polimorfismo rs9567623 (p=0,0583) (Tabela 26). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: http://ghr.nlm.nih.gov/gene/BRCA2 

 

Os genótipos analisados para o polimorfismo rs9567623 encontram-se em equilíbrio 

de Hardy-Weinberg (p>0,05) (Tabela 26). Na análise das frequências genotípicas 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 

frequências 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, não 

foram obtidas associações significantes entre o grupo controle e pacientes do grupo SMD 

(p=0,886) (Tabela 26). 

Não foram encontradas significâncias nas análises de correlação da frequência 

genotípica do polimorfismo rs9567623 do gene BRCA2 no grupo SMD com as variáveis 

sócio-demográficas de sexo (p=0,237), idade (p=0,864) e origem (p=0,330), e para as 

variáveis clínicas de cariótipo (p=0,071), celularidade da medula óssea (p=0,126), número de 

Figura 22: Representação do cromossomo 13 e indicação 

(barra amarela) da localização do polimorfismo rs9567623 do 

gene BRCA2.  
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citopenias no sangue periférico (p=0,654), índice de prognóstico do IPSS (p=0,374) e para a 

classificação OMS (2008) estratificada (p=0,301) e categorizada (p=0,053) (Tabela 27). 

 

 

 

Figura 23: A) Gel de Eletroforese 1,5% de agarose em tampão TAE 1X. Representação dos 

spots de PCR resultantes da amplificação de uma região de 265pb do gene BRCA2. B) Gel de 

Eletroforese 3,0% de agarose em tampão TAE 1X. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gene/SNP Grupo 
Frequência 

Alélica 
p valor* Frequência Gênica p valor* H-W teste 

 

BRCA2 

rs9567623 

 C T  CC CT TT 

0,886 

X
2
 p valor 

Controle 
132 

(80,48) 

32 

(19,51) 
0,0583 

51 

(62,1) 

30 

(36,5) 

1  

(1,2) 
2,226 0,135 

SMD 
94 

 (49,16) 

26 

(21,66) 
 

35 

(58,3) 

24 

(40,0) 

1  

(1,6) 
1,909 0,167 

Tabela 26: Genótipos, Distribuição Alélica e Equilíbrio de Hardy-Weinberg nos grupos casos e 
controles para o SNP rs9567623 do gene BRCA2. 

*Teste de Qui-quadrado (x
2
) de Pearson ou Fisher. Valor estatisticamente significante para p≤ 0,05. 

Detecção dos genótipos na análise do SNP rs9567623 do gene BRCA2. O produto de PCR foi digerido a 

partir da enzima de restrição HhaI por 3 horas a 37ºC.  A linha 2, 3, 6-9 e 11-14 apresenta o perfil 

Homozigótico Selvagem (CC); as linhas 4-5, 10 apresentam perfil Heterozigótico (CT) e as linhas 15 

apresentam o perfil Homozigótico mutante (TT). A linha M consiste no marcador de peso molecular de 

100pb. 
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Variáveis Frequência Gênica/%  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 (0,0) 31 (51,7) 2,693 0,237 15 (25,0) 1,192 0,306 CC= 0,788 (0,512-1,212) 

CT+TT= 1,403 (0,755-2,607) Feminino 19 (21,4) 9 (15,0) 1 (1,7) 29 (48,3)   10 (16,7)   

Idade           

>60 anos 21 (35,0) 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) 
CT+TT= 1,230 (0,638-2,371) <60 anos 14 (23,3) 8 (13,3) 0 (0,0) 22 (36,7)   8 (13,3)   

Origem           

Urbano 19 (31,7) 17 (28,3) 1 (1,7) 37 (61,7) 2,281 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)    

Cariótipo           

Favorável 19 (43,2) 7 (15,9) 0 (0.0) 25 (61,0) 5,154 0,071 7 (15,9) 5,154 0,071  

Normal 4 (9,1) 6 (13,6) 0 (0.0) 8 (19,5)   6 (13,6)    

Desfavorável 3 (6,8) 5 (11,4) 0 (0.0)  (19,5)   5 (11,4)    
Cariótipo Normal 14 (31,8) 5 (11,4) 0 (0,0) 19 (43,2) 2,946 0,124 5 (11,4) 2,946 0,124  

Cariótipo 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) 35 (71,4) 4,083 0,126 15 (30,6) 0,860 0,518 CC= 1,250 (0,806-1,938) 

CT+TT= 0,667 (0,268-1,660) Hipocelular 10 (20,4) 3 (6,1) 1 (2,0) 14 (28,6)   4 (8,2)   

Citopenia           

0-1 14 (23,3) 9 (15,0) 1 (1,7) 24 (40,0) 1,563 0,654 10 (16,7) 0,000 1,000 CC= 1,000 (0,646-1,547) 

CT+TT= 1,000 (0,543-1,843) 2-3 21 (35,0) 15 (25,0) 0 (0,0) 36 (60,0)   15 (25,0)   

IPSS (Grupo de Risco)           

Bom+Int-1 20 (51,3) 13 (33,3) 0 (0,0) 33 (84,6) 1,536 0,374 13 (33,3) 1,536 0,374  

Ruim+Int-2 2 (5,1) 4 (10,3) 0 (0,0) 6 (15,4)   4 (10,3)    

OMS_CATEGORIZADA           
Alto Risco 6 (10,0) 2 (3,3) 0 (0,0) 8 (14,3) 11,212 0,053 2 (3,3) 1,386 0,599  

Baixo Risco 25 (41,7) 21 (35,0) 0 (0,0 43 (76,8)   21 (35,0)    

SMD Secundária 4 (6,7) 1 (1,7) 1 (1,7) 6 (10,0)   2 (3,3)    

OMS_ESTRATIFICADA           
5q- 2 (3,3) 0 (0,0) 0 (0,0) 2 (3,3) 14,189 0,301 0 (0,0) 7,038 0,334  

AREB I 3 (5,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 3 (5,0)   0 (0,0)    

AREB II 3 (5,0) 2 (3,3) 0 (0,0) 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 (13,3)   4 (6,7)    

SMD SECUNDÁRIA 5 (8,3) 2 (3,3) 1 (1,7) 7 (12,5)   3 (5,0)    

           

Tabela 27: Associação da frequência gênica do SNP rs9567623 do gene BRCA2 entre os aspectos clínico-

demográficos nos pacientes com SMD.   

*Teste de Qui-quadrado (x
2
) de Pearson ou Fisher. Valor estatisticamente significante para p≤ 0,05. 
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5 DISCUSSÃO 

Quanto à caracterização dos pacientes, estudos epidemiológicos realizados em países 

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 são 

bastante escassos. Foi encontrado apenas um registro realizado no período de 2003-2007 no 

qual foram incluídos um total de 476 pacientes de 12 centros distribuídos pelas regiões 

nordeste, sul e sudeste (MAGALHÃES 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 

o levantamento proposto no estudo de Magalhães et al. (2010). Isto mostra que, mesmo 

sabendo-se que a SMD é mais frequente em população idosa (com idade superior a 60 anos), 

no Brasil a mediana de idade é inferior aos encontrados nos países ocidentais. Este fato pode 

ser explicado pela acentuação do envelhecimento da população brasileira (IBGE, 2011) ou 

devido ao fato das diferentes exposições a agentes genotóxicos, tais como os agrotóxicos, que 

contribuem para o desenvolvimento de SMD (NISSE et al., 2001). 

Quanto à proporção de pacientes do sexo masculino e feminino, este estudo 

apresentou uma relação de 1,3. Estes dados corroboram com os registros internacionais que 

apresentam uma razão masculino/feminino entre 1,1 e 2 (GREENBERG et al., 1997; HAASE 

et al., 2007). 

Em relação ao perfil de celularidade da medula óssea, os pacientes do grupo SMD 

apresentaram medula hipercelular em sua maioria (52,0%). Tais dados corroboram com os 

dados apresentados por Bernasconi et al. (2008) que associa estes resultados ao próprio perfil 

patogênico da doença, visto que a característica de apoptose excessiva dos estágios iniciais da 

doença é equilibrado pelo aumento na proliferação 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 cariótipo 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 alterações mais comumente observadas 

no presente estudo compreenderam alterações não balanceadas relacionadas ao cromossomo 7 

(-7/7q-) em 20% dos casos, cromossomo 17 (-17/17p-) em 16%, cromossomo 8 (+8) em 12% 

e cromossomo 20 (-20/20q-) em 8% dos pacientes. 
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As variações nas frequências das alterações citogenéticas são relatadas na literatura 

com uma possível associação ao perfil étnico da população submetida ao estudo. Podemos 

citar que as alterações citogenéticas isoladas no cromossomo 5 (-5/5q-) e no cromossomo 7 (-

7/7q-) são mais frequentes na população de SMD dos países ocidentais do que nos países 

orientais (CHEN et al., 2005). 

A alta frequencia de alterações citogenéticas com deleção 5q isolada e a presença de 

cariótipos normais no presente estudo foram os fatores principais que corroboraram com a 

prevalência de 82,1% classificação de baixo risco e risco intermediário 1 (GREENBERG et 

al., 1997), estando de acordo com o estudo de Magalhães et al. (2010). 

Quanto à classificação OMS (BRUNNING et al., 2008), os resultados obtidos neste 

estudo corroboram com o estudo de Haase et al. (2007) que apresentam que há uma 

predominância de SMD de baixo risco (76,7% dos casos neste estudo) nos países ocidentais 

tendo a prevalência principalmente dos subtipos de AR, ARSA e CRDM em 

aproximadamente 64% dos casos. 

Neste trabalho,  realizamos o primeiro estudo de análise da frequência dos 

polimorfismos dos genes ATM rs228593, BRCA1 rs4793191, BRCA2rs9567623, 

RAD51rs1801320,  XRCC5rs3835,  XRCC6rs2267437 e LIG4rs1805388, na associação com 

variáveis clínicas em pacientes com SMD. 

Dentre os diferentes tipos de proteínas associadas à reparação de danos no DNA, o 

sensor molecular ATM desempenha um importante papel no reconhecimento, sinalização e 

reparação aos danos de fita dupla no DNA (ABRAHAM et al., 2004). Danos em fita dupla no 

DNA podem ocorrer como resultado de exposição celular a fatores exógenos, como por 

exemplo exposição a radiação ionizante, ou a fatores endógenos como resultados de erros no 

processo de recombinação ou na via de reparação por excisão de bases (TING; LEE, 2004). 

Em resposta ao DSB, a célula utiliza uma série de proteínas que detectam os danos no DNA 

(sensores moleculares) desencadeando a ativação de proteínas efetoras que induzem a 

resposta e reparação da lesão (TING; LEE, 2004). 

As principais proteínas atuantes no processo de sensoriamento e resposta inicial aos 

danos acometidos no DNA são membros da família PIK3 possuindo o ATM como principal 

proteína efetora (TING; LEE, 2004). A proteína ATM responde ao DSB por fosforilação de 

outras proteínas chaves envolvidas no controle do ciclo celular e reparo a danos no DNA tais 

como as proteínas do checkpoint celular (CHEK‟s), proteínas supressoras tumorais (p53, 

BRCA1), fatores de reparação (RAD50 e RAD51) e outras moléculas de sinalização (ABL1 e 

NFKB1) (TING; LEE, 2004). 
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 Polimorfismos no gene ATM já foram associados ao risco de outros cânceres, tais 

como mama e leucemias (WANG et al., 2010; WANG et al., 2011). Importantes achados 

foram observados na análise de polimorfismos presentes em regiões intrônicas (não 

codificantes) deste gene. As regiões intrônicas no genoma são alvos de abordagens 

moleculares que buscam compreender sua função de regiões gênicas portadoras de sequências 

às quais diversos elementos reguladores da expressão gênica se ligam ou sua fundamental 

importância na biogênese e processamento do mRNA (splicing) (GRUSS et al., 1976; 

NILSEN, 2003; KIM; GOREN; AST, 2008).  

Stankovic et al. (1998) apresentaram que mutações neste gene estão associados  com 

o aumento do risco de câncer, especialmente entre doenças hematológicas tais como 

leucemias e linfomas. Sabe-se que estas mutações encontram-se dispersas em todo o gene 

ATM, sugerindo que não somente mutações localizadas em éxons (região codificante), mas 

também mutações em íntrons, estão associadas com a ocorrência de tumores (STANKOVIC 

et al., 1998). No entanto, não há relatos de estudos de associação de polimorfismos em regiões 

intrônicas e o risco de SMD. 

Neste contexto, realizamos o primeiro estudo de avaliação do polimorfismo rs238593 

para o gene ATM, um polimorfismo em região intrônica, e associamos o genótipo 

heterozigoto A/G à diminuição de risco de SMD adicionado de correlação entre a presença da 

faixa de 0-1 citopenias no sangue periférico e o perfil de prognóstico favorável para a 

classificação do IPSS (RIBEIRO JR et al., 2012). Estes resultados demonstram o importante 

papel das variantes alélicas em regiões não codificantes no gene ATM e o risco de SMD 

podendo atuar provavelmente como fatores protetores da estabilidade genômica nas células 

tronco hematopoiéticas. 

Em relação aos genes envolvidos no mecanismo de recombinação homóloga, o gene 

BRCA1 possui forte interação com o gene TP53 o que reforça a teoria de que o gene BRCA1 

está envolvido na reparação das lesões do DNA (THOMPSON; EASTON, 2004). 

Adicionalmente, o gene BRCA2 está associado também com o envolvimento no mecanismo 

de reparação em danos de fita dupla de DNA em células de mamíferos (MARTIN et al., 

2005). 

Para estes genes, não encontramos associação entre os polimorfismos rs4793191 e 

rs9567623 para os genes BRCA1 e BRCA2, respectivamente, e as variáveis sócio-

demográficas e clínicas no grupo de pacientes SMD.  Sabe-se que os genes BRCA1/2 são 

essenciais para evitar a ocorrência de câncer 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 inativação de qualquer um destes genes aumenta o risco para os subgrupos 

de leucemias e linfomas. Contrariamente, mutações nesses genes provavelmente não estejam 

associadas com o risco de SMD. 

Adicionalmente, o gene RAD51 é a chave na via de reparação por recombinação 

homóloga. A proteína RAD51 interage diretamente com a proteína BRCA2 essencial para a 

mediação da invasão da fita homóloga da cromátide irmã utilizada como molde no processo 

de reparação por HR, favorecendo a manutenção da estabilidade do genoma (TARSOUNAS; 

DAVIES; WEST, 2004; THACKER et al., 2005). O mais importante polimorfismo para o 

gene RAD51 é o rs1801320 já associado à super expressão da proteína RAD51 

(RICHARDSON et al., 2004). 

Neste estudo, encontramos uma importante associação do polimorfismo rs1801320 

para o gene RAD51 e a diminuição de risco de pacientes com SMD. Baumann e Steensma  

(2008) estudaram 292 pacientes norte-americanos e mostraram que o polimorfismo 

RAD51rs1801320 não desempenha um papel importante na patogênese de SMD 

(BAUMANN; STEENSMA, 2008). Outro estudo com 160 pacientes italianos não mostrou 

nenhuma associação dos genótipos 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 associação com o polimorfismo RAD51 rs1801320. Este artigo 

associou o genótipo homozigoto C/C com o risco aumentado de SMD (OR, 4,13, 95% CI, 

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 RAD51 pode estar associado ao desenvolvimento de SMD. No entanto, o estudo de Li et 

al. (2011), demonstra um aumento do risco para casos com genótipo C/C ao passo que 

demonstramos que o genótipo 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 possível explicação para esses resultados pode estar relacionada com a variação 

genética entre as populações deste estudo. Alguns estudos mostraram que a diferença na 

incidência de anormalidades cromossômicas em pacientes com SMD varia de acordo com o 

grupo em estudo (baixo x alto risco), com possíveis influências geográficas e étnicas 

(MAGALHÃES et al., 2012). Adicionalmente, de acordo com o registro nacional de SMD, 

Magalhães et al. (2010) observaram importantes diferenças entre outros relatórios americanos, 

europeus, asiáticos e até mesmo entre regiões geográficas brasileiras indicando que a 
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miscigenação racial também pode desempenhar um papel importante na estratificação da 

SMD.  

Outro importante achado para o polimorfismo rs1801320 do gene RAD51 foi a forte 

associação do genótipo homozigoto selvagem G/G com pacientes com idade superior a 60 

anos e com a presença de uma citopenia, representando uma menor agressividade da doença 

(GREENBERG et al., 1997). Primeiramente, estes resultados reforçam a ideia que a SMD em 

pacientes idosos é diferente em relação a SMD de pacientes jovens. Brunning et al. (2008) 

mostra que SMD em pacientes jovens são raras e possuem uma melhor resposta a agentes 

quimioterápicos imunossupressores, diferentemente do que em pacientes idosos. Segundo, 

confirmando os resultados apresentados, a maioria dos pacientes com SMD apresentam o 

perfil de menor agressividade, frente ao baixo número de citopenias no sangue periférico (0-

1), diferentemente dos pacientes com duas ou mais citopenias, característico de uma doença 

com perfil prognóstico de difícil tratamento (GREENBERG et al., 1997).  

Li et al. (2011) apresentaram que provavelmente o genótipo homozigoto C/C para o 

polimorfismo rs1801320 no gene RAD51 interage no mecanismos de HR em DSB no DNA 

especialmente na formação de anormalidades cromossômicas estruturais, os quais consistem 

em cariótipos padrões de SMD. Em nosso estudo, propomos que os genótipos G/C e GG 

podem estar associados na promoção de um efeito protetor da estabilidade genômica das 

células tronco hematopoiéticas acompanhadas de uma diminuição de risco de SMD. 

Frente aos polimorfismos avaliados neste estudo, avaliamos também a frequência dos 

polimorfismos rs3835,  rs2267437 e rs180538 para os genes XRCC5, XRCC6 e LIG4, 

respectivamente, todos atuantes no mecanismo de reparação por junções por extremidades 

não-homólogas. O mecanismo de reparação por NHEJ  é considerada a principal via de reparo 

de DSB em células eucarióticas por ser ativada em várias fases do ciclo celular, em especial 

nas fases G0 e G1 (PFEIFFER et al, 2004). 

NHEJ é uma forma potencialmente imprecisa de reparação de DSB por resultar na 

perda de alguns nucleotídeos nas extremidades quebradas do DNA (PFEIFFER et al., 2004; 

SHRIVASTAV; DE HARO; NICKOLOFF, 2008). Deficiências na via de reparo por NHEJ 

podem levar ao aumento da instabilidade genômica e consequente processo de tumorigênese 

(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 dímeros XRCC5/6 (traduzindo as proteínas Ku70 e Ku80), a proteína Artemis, p53 

e a DNA Ligase 4 (SHRIVASTAV; DE HARO; NICKOLOFF, 2008). Entretanto, não há 

muitos estudos que avaliem a correta ativação 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 

câncer, principalmente em SMD. 

O dímero XRCC5/6 desempenha um papel crucial na via por NHEJ, principalmente 

pelo fato de ser o primeiro complexo protéico que se liga a porção danificada terminal do 

DNA (LIEBER et al., 2008). Inicialmente, o heterodímero XRCC5/6 (Ku80/70) reorganiza e 

liga as extremidades danificadas por DSB e, por fim, recruta o complexo XRCC7  para a 

porção final danificada para formar as DNA PKs (LIEBER et al., 2008). 

Associações entre polimorfismos nos genes XRCC5/6 já foram associadas a outros 

cânceres tais como neoplasias na bexiga, mama e pulmão (FU et al., 2003; WANG et al., 

2008; TSENG et al., 2009),. No entanto, não encontramos em nossos levantamentos nenhum 

artigo que relacionasse as frequências de polimorfismos nestes genes com SMD. 

Em nossos achados, avaliamos que o genótipo heterozigoto C/G e os genótipos 

mutantes CG+GG do polimorfismo rs2267437 do gene XRCC6  foi associado com a presença 

de medula óssea com características de celularidade normocelular+hipercelular. Estes 

genótipos também foram associados à presença de uma maior frequência de cariótipos 

normais ao diagnóstico dos pacientes com SMD. Adicionalmente a estes achados, 

observamos que o genótipo A/G, referente ao polimorfismo rs3835 do gene XRCC5, foi 

altamente associado com a diminuição de risco para SMD (p<0.001, OR 0.100, CI 0.035-

0.289). Provavelmente, alterações polimórficas no genes tradutores do heterodímero 

XRCC5/6 estejam associadas a um menor risco de SMD associada a um perfil de doença de 

menor agressividade (SMD de prognóstico favorável) e não sejam os precursores principais 

da quebra de estabilidade genômica na via de NHEJ nesta doença. 

As DSBs são consideradas as principais lesões no DNA responsáveis pela formação 

de alterações cromossômicas. Sabe-se que células com deficiência da proteína Ku80 (proteína 

oriunda do gene XRCC5) apresentam-se com um aumento da presença de aberrações 

cromossômicas, incluindo quebras, translocações e aneuploidias (DIFILIPPANTONIO et al., 

2000). Entretanto, Economopoulou et al. (2010) mostraram que não há associação na 

expressão da proteína ku80 e o perfil prognóstico (citogenética, IPSS ou OMS) de pacientes 

com SMD. Contrariamente, o mesmo estudo apresentou resultados de expressão da proteína 

ku70 mostrando que este gene está downregulated  (baixo expresso) em pacientes com SMD 

com perfil citogenético de bom prognóstico, também associando esta proteína o subtipo de 

SMD de baixo risco semelhante aos nossos resultados (ECONOMOPOULOU et al., 2010). 

Por outro lado, mutações no gene LIG4 tradutor da proteína DNA Ligase IV, 

proteína atuante na finalização e reparação do DNA na via de NHEJ, estão associadas a 
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síndromes autossômicas caracterizadas por microcefalias, anomalias neurológicas e aumento 

da susceptibilidade para outras doenças que poderão culminar em câncer (RIBALLO et al., 

1999). Neste estudo, o polimorfismo rs1805388 para o gene LIG4 foi o único polimorfismo 

que não se apresentou em Equilíbrio de Hardy-Weinberg (p<0,001).  Este polimorfismo foi 

associado anteriormente com a modulação da predisposição a mieloma múltiplo (RODDAM 

et al., 2002) e com o aumento de risco de câncer de pulmão em pacientes fumantes (TSENG 

et al., 2009). 

O teorema de Hardy-Weinberg, consistindo a base da teoria genética da evolução, 

possui o princípio de que uma população para estar em equilíbrio evolutivo necessita possuir 

um tamanho infinito e que todos os indivíduos na população se acasalem aleatoriamente. 

Quando ocorrem esses desvios das proporções esperadas pelo Equilíbrio de Hardy-Weinberg 

significa que alguma de suas pressuposições foi violada (FALCONER; MACKAY, 1997).  

Os principais fatores que levam a alterações nas frequências gênicas de um dado 

polimorfismo em populações naturais podem ser devidos a processos sistemáticos como a 

existência de fluxo gênico, seleção natural, mutações ou a população submetida ao estudo é 

insuficientemente infinita (FALCONER; MACKAY, 1997), fator principal que 

provavelmente justifica as análises negativas para o polimorfismo LIG4 rs1805388.  

Em síntese, neste estudo demonstramos que os genes relacionados a DSB são 

também relacionados a patogênese da SMD. Estes resultados suportam a importância dos 

polimorfismos rs228593, rs3835, rs2267437 e rs1801320 para os genes ATM, XRCC5, 

XRCC6 e o RAD51, respectivamente, na manutenção da estabilidade genômica das células 

tronco hematopoiéticas promovendo um melhor entendimento da gênese e etiologia da 

Síndrome Mielodisplásica. 
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6 CONCLUSÕES 

 

A partir do desenvolvimento deste estudo, podemos concluir que: 

- Associamos os polimorfismos rs3835 e rs2267437 dos genes XRCC5 e XRCC6, 

respectivamente, atuantes na via de reparo por NHEJ em DSB, com a diminuição de risco 

para SMD (Figura 24); 

- Associamos o polimorfismo rs1801320 para o gene RAD51, atuante na via de 

reparo por HR em DSB, com a diminuição de risco de SMD (Figura 24);   

- Associamos o polimorfismo rs228593 do gene ATM com pacientes diminuição de 

risco de SMD adicionado de uma correlação com variáveis de prognóstico favorável para 

SMD (Figura 24); 

- Não obtivemos importantes associações dos polimorfismos rs4793191, rs9567623 e 

rs1805388 respectivamente para os genes BRCA1, BRCA2 e LIG4, entre as variáveis 

estudadas para os pacientes com SMD (Figura 24); 

- Demonstramos que os genes relacionados a DSB são relacionados à patogênese da 

SMD e suportam a importância do estudo desses polimorfismos na manutenção da 

estabilidade genômica de células tronco hematopoiéticas promovendo um melhor 

entendimento da gênese e etiologia da Síndrome Mielodisplásica. 
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Figura 24: Representação esquemática dos resultados obtidos neste estudo 
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APÊNDICE A 

 

 

 

 

 

 

 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARÁ 

FACULDADE DE MEDICINA 

DEPARTAMENTO DE MEDICINA CLÍNICA 

 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

PROJETO: ESTUDO DE GENES RELACIONADOS A MECANISMOS DE REPARO EM 

DANOS DE DNA EM SÍNDROME MIELODISPLÁSICA 

Você está sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa. Sua participação é 

importante, porém, você não deve participar contra a sua vontade. Leia atentamente as 

informações abaixo e faça qualquer pergunta que desejar. 

O abaixo assinado, _______________________________________________________ 

________, ____ anos, RG nº _______________________, declara que é de livre e espontânea 

vontade que está participando como voluntário do projeto de pesquisa supracitado, de 

responsabilidade do pesquisador Prof. Dr. Ronald Feitosa Pinheiro / Howard Lopes Ribeiro 

Junior. O abaixo assinado está ciente de que: 

 

NATUREZA E PROPÓSITO DO ESTUDO 

 

O objetivo da pesquisa é estudar as atividades de genes relacionados a mecanismos de 

reparo em Danos no DNA em pacientes portadores de Síndrome Mielodisplásica. 

 

PROCEDIMENTOS A SEREM REALIZADOS E RESPONSABILIDADES 

 

Antes de sua participação no estudo, você será esclarecido das condições nas quais 

será desenvolvida a pesquisa clínica. Serão coletado dados pessoais de sexo e idade, 

apresentação clínica e realização dos exames laboratoriais indicados para esclarecimento 
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diagnóstico, tais como hemograma completo, citologia e histologia (análise microscópica das 

células) da medula óssea, avaliação para depósitos de ferro medular, bem como outros exames 

que são feitos mesmo para os pacientes que não participam de nenhuma pesquisa. 

Para a coleta de medula óssea, o material (2mL) será coletado por médico 

hematologista experiente com agulha de mielograma após punção esternal. A punção de 

qualquer esternal pode, raramente, determinar uma equimose (mancha arroxeada) ao redor do 

local de onde foi retirado o sangue sem maiores conseqüências e desaparece em poucos dias. 

Ao comparecer ao ambulatório do Hospital Universitário Walter Cantídio /UFC, você 

receberá todas as instruções sobre o estudo e, se concordar em participar, será solicitado que 

assine o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. 

É de sua responsabilidade: comparecer nas datas e horários informados; submeter-se 

aos procedimentos de rotina do serviço. 

 

PARTICIPAÇÃO VOLUNTÁRIA 

 

Sua participação é voluntária e você tem a liberdade de desistir ou interromper a 

participação neste estudo no momento em que desejar. Neste caso, você deve informar 

imediatamente sua decisão à pesquisadora ou a um membro de sua equipe, sem necessidade 

de qualquer explicação e sem que isto venha interferir no seu atendimento nesta Instituição. 

Independentemente de seu desejo e consentimento, sua participação no estudo poderá 

ser interrompida, em função da ocorrência de qualquer doença que, a critério médico, 

prejudique a continuação de sua participação no estudo, do não cumprimento das normas 

estabelecidas, de qualquer outro motivo que,a critério da pesquisadora, seja do interesse de 

seu próprio bem-estar ou dos demais participantes e, por fim, da suspensão do estudo como 

um todo. 

O Serviço de Hematologia o manterá informado, em tempo oportuno, sempre que 

houver alguma informação adicional que possa influenciar seu desejo de continuar 

participando no estudo e prestará qualquer tipo de esclarecimento em relação ao progresso da 

pesquisa, conforme sua solicitação. 

 

DIVULGAÇÃO DE INFORMAÇÕES QUANTO À PARTICIPAÇÃO NO ESTUDO 

 

Os registros que possam identificar sua identidade serão mantidos em sigilo, a não ser 

que haja obrigação legal de divulgação. Você não será identificado por ocasião da publicação 

dos resultados obtidos. 

Contudo, o(s) monitor(es) do Estudo, auditor(es), membros do Comitê de Ética em 

Pesquisa com Seres Humanos, ou autoridades do(s) órgãos(s) regulamentar(es) envolvido(s) 

terão direito de ter acesso aos registros originais de dados clínicos de sua pessoa, coletados 

durante a pesquisa, na extensão em que for permitido pela Lei e regulamentações aplicáveis, 

como o propósito de verificar os procedimentos e dados do estudo, sem, no entanto, violar a 

condição de que tais informações são confidenciais. Ao assinar o Termo de Consentimento 

Livre e Esclarecido, você está também autorizado tal acesso, mesmo se você se retirar do 

estudo. 

 



108 

 

CONTATOS E PERGUNTAS 

 

Caso surja algum imprevisto ou dúvidas, você deverá procurar o Serviço de 

Hematologia, no HEMOCE, à Av. José Bastos 3390 ou pelos telefones 85-33668623 e 

solicitar contato direto com o pesquisador responsável pelo estudo: Dr. Ronald Feitosa 

Pinheiro (85-99863473) ou o aluno de Mestrado Acadêmico Howard Lopes Ribeiro Junior 

(85 – 87396142).  

Poderá contatar a Secretaria do Comitê de Ética em Pesquisa do HUWC-UFC para 

apresentar recursos ou reclamações em relação ao estudo. 

Só assine este termo se você tiver a certeza de que recebeu todos os esclarecimentos e 

informações para decidir conscientemente sobre a sua participação neste estudo. 

 

ASSINATURAS 

 

Ao assinar este Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, eu também estou 

certificando que toda a informação que eu prestei, é verdadeira e correta, e declaro estar 

recebendo uma cópia assinada deste documento. 

Autorizo o acesso às minhas informações de saúde aos membros da equipe de 

pesquisadores, nas condições estabelecidas descritas nos itens acima. 

Não 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, após, tive oportunidade de fazer perguntas sobre 

o conteúdo do mesmo e também sobre o Estudo, e recebi explicações que responderam por 

completo minhas dúvidas 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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APÊNDICE B 
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APÊNDICE C 

 

Artigo aceito para publicação na revista DNA Repair (Amsterdã) 

Fator de Impacto: 4,135/ Qualis A1 Medicina I). 

Data de Submissão: 31/10/2012 

Data de Aceite: 01/11/2012 

Publicação: Fevereiro/2013 
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